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RESUMO

RODRIGUEZ POLANCO, Leonora, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2011. Controle da antracnose do feijao com silicio e molibdénio e mecanismos de
resisténcia potencializados pelo silicio. Orientador: Francisco Xavier Ribeiro do
Vale. Coorientadores: Fabricio Avila Rodrigues e Fabio Murilo DaMatta.

Embora ndo seja reconhecido como nutriente essencial as plantas, o silicio
(Si1) diminui a severidade de doengas em dicotiledoneas com menor capacidade de
acumulacdo desse nutriente. Este trabalho objetivou avaliar o efeito do silicio em
alguns componentes de resisténcia da planta de feijoeiro a antracnose causada por
C. lindemuthianum, bem como quantificar as respostas fisiologicas e bioquimicas
potencializadas por esse elemento. Para isso, foram avaliados alguns componentes da
resisténcia em plantas de feijoeiro (cv. Pérola) crescidas em solucdo nutritiva
contendo (+Si) ou ndo (-Si) (4cido monossilicio), bem como alguns fatores
bioquimicos e fisioldgicos associados com a resisténcia das plantas de feijoeiro ao
fungo. Os resultados indicaram que o fornecimento do Si foi eficiente em atrasar o
inicio da epidemia e reduzir a area abaixo da curva do progresso da antracnose
(AACPA) e a severidade. Verificou-se incremento na atividade das enzimas
fenilalanina amonia liases e lipoxigenases € na concentracdo de metabdlitos, como a
lignina, envolvidos na respostas de resisténcia do hospedeiro ao patdégeno. No
entanto, nao foi constatado envolvimento do Si em alteragdes na concentracao de
compostos fenolicos soluveis totais e na atividade das enzimas f-1,3-glucanases,
peroxidases e polifenoloxidases. Ao analisar o envolvimento do Si na diminui¢do do
estresse biodtico causado pela antracnose na fotossintese, observou-se incremento na
taxa de assimilag¢ao liquida do carbono (A,.) € na condutidncia estomatica (g) e
decrescimento na relagdo concentracdo de CO; intercelular/concentracao de CO; do

ambiente (Ci/C,), indicando menor inibi¢do metabdlica na fixagdo de CO; nas plantas
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de feijoeiro que receberam Si. As concentracdes de clorofila a e b e carotenoides
aumentaram na presenca do Si, sugerindo a maior eficiéncia fotorreceptora e
fotoprotecdo do sistema fotossintético. A aplicacdo radicular de Si resultou na
alteracdo de enzimas envolvidas na produ¢do e catabolismo de espécies reativas de
oxigénio, em que foi verificado o aumento das enzimas ascorbato peroxidase (APX),
superoxido dismutase (SOD) e glutationa redutase (GR) e diminui¢@o na producao de
peroxido de hidrogénio (H,0;). O Si ndo teve efeito na atividade da catalase (CAT).
Também, foi estudado o efeito da aplicagdo foliar de silicato de potéssio (KSi) e
molibdato de amonio (NaMo) sobre a antracnose, produgcdo de graos,
desenvolvimento e duragdo da area foliar no feijoeiro. A aplicacdo foliar de KSi
diminuiu a AACPA e aumentou a produgdo de graos em 25%, em comparagdo com
as plantas sem aplicacdo. Conjectura-se o efeito direto desse sal de silicato sobre o
desenvolvimento do patégeno e indireto pelo impedimento na penetragdo devido a
formacdo de uma barreira fisica formada pela deposicdo do silicato na folha. A
aplicagdo de NaMo incrementou significativamente a area foliar, o que ocorreu em
razdo, provavelmente, do seu envolvimento no metabolismo do nitrogénio. O NaMo
reduziu a intensidade da doenga possivelmente pelo seu efeito toxico como metal
pesado sobre o fungo. Os efeitos aqui relatados do KSi e NaMo sugerem a sua
incorporacao em um sistema de manejo integrado com efeitos positivos na redugado

da epidemia, no incremento na producao de grao e no ambiente.
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ABSTRACT

RODRIGUEZ POLANCO, Leonora, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2011.
Control of bean anthracnose with silicon and molybdenum and resistance
mechanisms enhanced by silicon. Adviser: Francisco Xavier Ribeiro do Vale. Co-
Advisers: Fabricio Avila Rodrigues and Fabio Murilo DaMatta.

Although it is not recognized as an essential nutrient to the plants, Silicon (Si)
reduces disease severity in dicotyledons with less capacity of accumulation of this
nutrient. The objective of this work was to evaluate the effect of silicon in some
components of resistance in bean plants to anthracnose caused by  C.
lindemuthianum, as well as to quantify physiological and biochemical responses
enhanced by this element. Thus, it was evaluated some components of resistance in
beans plants (cv. Pérola) grown in nutritive solution with (+Si) or without (-Si)
monosilicic acid as well as some biochemical and physiological factors associated
with the resistance of bean plants to fungus. Results indicate that supply of Si was
efficient in delaying the beginning of the epidemic and reducing the area below
anthracnose progress curve (ABAPC) and severity. An increase was found in the
activity of phenylalanine ammonia-lyase and e lipoxygenase and in the concentration
of metabolites as for example lignin involved in the response to resistance to the host
of the pathogens. However no involvement of Si was found in concentrations
changes of total soluble phenolic compounds and in the acitivities of enzymes f3-1,3-
glucanases, peroxidases and poliphenoloxidase. When the involvement of Si in the
reduction of biotic stress caused by anthracnose in the photosynthesis was being
analyzed, an increase in rate of carbon net assimiliation (A,,,) and in the stomatal
conductance (g;) and a decrease in the intercellular CO, concentration/environment

CO; concentration ratio (C;/C,) were found, indicating a lower metabolic inhibition
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in CO; in Si-supplied bean plants. Concentrations of chlorophyll ¢ and b and
carotenoids increased in the presence of Si, suggesting a more efficient photoreceptor
and photoprotection of the photosynthetic system. Root application of Si resulted in
the alteration of enzymes involved in the production and catabolism of reactive
oxygen species, in which an increase of ascorbate peroxidase (APX), superoxide
dismutase (SOD) and glutathione reductase (GR) and a decreased production of
hydrogen peroxide (H,O,) were found. Silicon did t the activity of catalase (CAT).
The effect of foliar application of potassium silicate (KSi) and ammonium molybdate
(NaMo) on anthracnose, grain yield, development and leaf area duration in the bean
plant were also studied. Foliar application of KSi decreased AACP and increased
grain production by 25% compared with plants without application. It is conjectured
the direct effect of this silicate salt on the development of the pathogen and the
indirect effect by preventing penetration due to the formation of a physical barrier
formed by deposition of the silicate on the leaf. Application of NaMo significantly
increased leaf area, which was a consequence of its involvement in nitrogen
metabolism. NaMo reduced the intensity of the disease possibly due to its toxic
effect as a heavy metal on the fungus. The effects of KSi and NaMo reported in this
study suggest that its incorporation into an integrated management system with
positive effects on the reduction of the epidemic, the increase in grain production and

on the environment.
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INTRODUCAO GERAL

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) ¢ considerado, mundialmente, a
leguminosa mais importante para a alimentagao de cerca de 300 milhdes de pessoas.
Destaca-se na alimentagao humana por ser fonte rica em proteinas e apresentar alto
teor de lisina, de carboidratos, de sais minerais ¢ de fibras alimentares. Essa
leguminosa representou em 2004 a sexta fonte de proteinas dos brasileiros, sendo
superada apenas pela soja, trigo, carne de ave e bovina e pelo leite (FAO).

Na safra 2006/2007 foram cultivados, no Brasil, mais de quatro milhdes de
hectares de feijao, com producao estimada de 3,3 milhdes de toneladas de graos nas
trés safras. As Regides Nordeste, Sul e Sudeste sdo as maiores produtoras de feijao .
O Estado de Minas Gerais ¢ o segundo maior produtor brasileiro com mais de 16%
da produgdo nacional, superado somente pelo Parana, com cerca de 30% (Companhia
Nacional de Abastecimento — CONAB, 2009).

Cultivado por pequenos e grandes produtores, em diferentes sistemas de
producdo e em todas as regides brasileiras, o feijoeiro-comum tem grande
importancia econdmica e social. A cultura do feijoeiro, dependendo da cultivar e da
temperatura ambiente, pode apresentar ciclos que variam de 65 a 100 dias, o que a
torna apropriada para compor desde sistemas agricolas intensivos irrigados,
altamente tecnificados, até aqueles com baixo uso tecnologico, principalmente na
agricultura de subsisténcia (Embrapa Arroz e Feijao, 2009).

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc.)
Scrib., ¢ uma das doencas mais comuns e severas que atacam a cultura do feijoeiro
no Brasil e estd presente nos Estados do Rio Grande do Sul, de Santa Catarina,
Parand, Sao Paulo, Minas Gerais, da Bahia, de Pernambuco, Espirito Santo, Alagoas,
Sergipe e da Paraiba (Pria et al., 1999). A doenca surge na lavoura pela presenca do

patégeno nos restos culturais ou pela utilizacdo de sementes infectadas, sendo as
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perdas na produtividade maiores quando as plantas sdo infetadas nos estadios inicias
de crescimento (Vieira, 1988).

O patogeno infecta plantas de feijoeiro em todos os estadios de
desenvolvimento, atacando folhas, caule, ramos, vagens e sementes (Araujo, 1988).
Plantas jovens geralmente sdo mais suscetiveis ao ataque do patégeno do que as
plantas adultas, por possuirem tecidos menos lignificados. Os sintomas da antracnose
podem aparecer em toda a parte aérea das plantas oriundas de sementes infectadas.
Nas plantulas, observam-se lesdes escuras nos cotilédones e no hipocétilo, as quais
ocorrem com maior frequéncia nos peciolos, na superficie inferior das folhas e nas
nervuras. Tais regides apresentam manchas de colora¢gdo marrom-escura ou pardas
que atingem, inicialmente, as nervuras principais, estendendo-se até as secundarias a
medida que ocorre o progresso da doenga. Nas vagens, as lesdes sao arredondadas,
deprimidas, de tamanho variavel e com o centro claro, sendo delimitadas por um anel
negro, um pouco saliente, rodeado por uma borda de cor café avermelhada. Quando
as condi¢des de umidade e temperatura sao favoraveis, uma massa de conidios de
coloragdo rosada ¢ formada no centro das lesdes (Pria et al., 1999).

A medida de controle mais econdmica e ecologicamente correta dessa doenca
¢ a utilizacdo de cultivar resistente, entretanto a disponibilidade de cultivares
resistentes nem sempre ¢ possivel devido ao fato de que existem varias ragas
fisiologicas do patogeno, o que representa obstaculo para a obtengdo de novas
cultivares de feijoeiro resistentes a antracnose (Rava et al., 1993). A ampla
diversidade genética na populagdo do patdgeno presente nas diferentes zonas
produtoras de feijao no Brasil faz que o uso de fungicidas seja amplamente
empregado no controle da doenga, o que, além de ter impacto negativo no ambiente,
favorece o surgimento de populacdes resistentes do patogeno (Bassanezi et al.,
2001).

Nesse contexto, a potencializacdo das defesas bioquimicas da planta mostra-
se como alternativa para reduzir os danos causados pelos patogenos. Uma medida
alternativa, com resultados ja consolidados em alguns patossistemas, ¢ a utilizacao
do silicio (Si). Trabalhos tém sido feitos, com sucesso, para o controle de doengas em
gramineas, principalmente no patossistema arroz-Magnaphorthe grisea. Pesquisas ja
elucidaram grande parte dos mecanismos potencializados por esse elemento que
culminam na reducdo da doenga. Para plantas dicotiledoneas e especificamente no

patossistema feijoeiro x C. lindemuthianum, o nivel de informagao ¢ ainda incipiente,
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necessitando de pesquisas bésicas para elucidar os mecanismos pelo qual o Si
aumenta a resisténcia da planta. Entre os mecanismos de defesa, possivelmente
potencializados pela aplicacao do Si, estdo a formacdo de barreira fisica abaixo da
cuticula apds a polimerizagdo do dcido monossilicio e o incremento na producdo de
compostos de defesa, como fendis, fitoalexinas e enzimas liticas, assim como a
transcricdo de genes associados com a resisténcia (Kim et al., 2002; Rodrigues et al.,
2005). O possivel mecanismo de participagdo do molibdénio (Mo) no aumento da
resisténcia as doencas ainda ndo estd esclarecido, no entanto o requerimento de Mo
pelas enzimas nitrogenase e redutase do nitrato € essencial para mediar e incrementar
o metabolismo do nitrogénio (Marschner, 1986; Taiz e Geizer, 2004). Essa pode ser

uma forte razdo para se associar o Mo com a resposta das plantas as doengas.
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CAPITULO 1

ASPECTOS BIOQUIMICOS DA RESISTENCIA DO FEIJOEIRO A
ANTRACNOSE MEDIADA PELO SILICIO



RESUMO

Este estudo investigou o efeito do silicio (Si) na resisténcia do feijoeiro a
antracnose, causada por Colletotrichum lindemuthianum. Plantas de feijoeiro (cv.
Pérola) foram crescidas em solucdo nutritiva contendo (+Si) ou nao (-Si) acido
monossilicio. A concentragdo foliar de Si e o periodo de incubagdo aumentaram em
55,2 e 14,3%, respectivamente, nas plantas supridas com Si em relagdo as ndo
supridas. A area abaixo da curva do progresso da antracnose e a severidade estimada
pelo software QUANT decresceram significativamente em 32,9 e 27%,
respectivamente, quando as plantas foram supridas com Si. O Si ndo teve efeito em
aumentar a concentragdo de compostos fenolicos soluveis totais. A atividade de
quitinases foi maior nos estadios mais avancados da infec¢do por C. lindemuthianum
nas folhas das plantas supridas com Si. A atividade da f-1,3-glucanases aumentou
apds a infeccdo por C. lindemuthianum, mas ndo foi potencializada pelo Si. As
atividades das peroxidases e polifenoloxidases nao tiveram efeito aparente na
resisténcia do feijoeiro a antracnose, independentemente da presenca do Si. O
aumento na concentra¢do da lignina e na atividade da fenilalanina amdnia-liases e
lipoxigenases foram importantes no aumento da resisténcia das plantas de feijoeiro
supridas com Si a antracnose. Os resultados deste estudo permitiram a conclusio de
que o Si pode aumentar a resisténcia do feijoeiro a antracnose por potencializar
mecanismos bioquimicos de defesa do que apenas exercendo uma barreira mecéanica

que impede ou atrasa a penetracdo de C. lindemuthianum.



ABSTRACT

Physiological and Biochemical Analysis of Resistance to Bean Anthracnose

Powered by the Silicon

This study investigated the effect of silicon (Si) in the resistance of bean
plants to anthracnose caused by Colletotrichum lindemuthianum. Bean plants (cv.
Pearl) were grown in nutrient solution containing (+ Si) or not (-Si) monosilicic acid.
Leaf concentration of Si and the incubation period increased by 55.2 and 14.3%,
respectively, in plants supplied with Si in relation to plants not supplied with Si. The
area under anthracnose curve progress and severity estimated by the software
QUANT significantly decreased by 32.9 and 27%, respectively, when plants were
supplied with Si. Silicon did not affect increase concentration of total soluble
phenolic compounds. Activity of chitinase was higher in advanced stages of infection
by C. lindemuthianum in the leaves of plants Si-supplied. Activity of B-1,3-
glucanases increased after infection with C. lindemuthianum, but it was not enhanced
by Si. Activities of peroxidases and polyphenoloxidases had no apparent effect on
resistance of bean plants to anthracnose, regardless of the presence of Si. The
increase in lignin concentration and in the activity of phenylalanine ammonia-lyase
and lipoxygenase were important for increasing the resistance of Si-supplied bean
plants to anthracnose. The results of this study allowed the conclusion that Si can
increase resistance to anthracnose in bean plants by enhancing biochemical
mechanisms of defense than just acting as a physical barrier that prevents or delays

penetration of C. lindemuthianum.



INTRODUCAO

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. &
Magnus) Scrib, ¢ uma das doengas mais destrutivas que afetam a cultura do feijoeiro-
comum (Phaseolus vulgaris L.) em regides tropicais ¢ subtropicais da América
Latina e Africa Central e Oriental (Pastor-Corrales, 1985). Em tais 4reas, perdas na
producdo podem atingir 100% quando sdo utilizadas sementes infectadas com o
patogeno ou cultivares suscetiveis sob condi¢des ambientais favordveis ao progresso
da antracnose (Peloso, 1992).

O patdégeno acomete plantas de feijoeiro em todos os estagios de
desenvolvimento, atacando folhas, caule, ramos, vagens e sementes (Aratjo, 1988).
Plantas jovens geralmente sdo mais suscetiveis ao ataque pelo patogeno do que as
plantas adultas por possuirem tecidos menos lignificados. Os sintomas da antracnose
podem aparecer em toda a parte aérea das plantas apds a germinagdo das sementes
infectadas (Vieira, 1988). Nas plantulas, observam-se lesdes escuras nos cotilédones
e no hipocotilo. As lesdes ocorrem com maior frequéncia nos peciolos, na superficie
inferior das folhas e nas nervuras (Peloso, 1992). Tais regides apresentam manchas
de coloragdo marrom-escura ou pardas que atingem inicialmente as nervuras
principais até as secundarias a medida que ocorre o progresso da doenca (Pria et al.,
1999). Nas vagens, as lesdes sdo arredondadas, deprimidas, de tamanho variavel e
com o centro claro, sendo delimitadas por um anel negro, um pouco saliente, rodeado
por uma borda de cor café avermelhada (Hall, 1991). Quando as condi¢des de
umidade e temperatura sdo favoraveis, uma massa de conidios de coloracdo rosada ¢
formada no centro das lesoes (Pria et al., 1999).

O uso de cultivares resistentes ¢ considerado a op¢do mais viavel para o
controle da antracnose, principalmente quando elas sdo utilizadas em cultivos em

pequena escala (Singh et al., 1992; Vieira, 1988). No entanto, a existéncia de varias
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racas fisioldgicas do patogeno representa um obstaculo para a obten¢do de novas
cultivares de feijoeiro resistentes a antracnose (Rava et al., 1993). A aplicagdo de
fungicidas também ¢ uma medida de controle bastante utilizada pelos agricultores,
mesmo levando em consideragdo o impacto negativo ao ambiente e a possibilidade
do patégeno em desenvolver resisténcia. Diante dessas preocupagdes, faz-se
necessario encontrar métodos alternativos de controle para diminuir as perdas
ocasionadas por C. lindemuthianum na cultura do feijoeiro. O silicio (Si), apesar de
ndo ser considerado um nutriente essencial as plantas, destaca-se por diminuir a
intensidade de doengas importantes em varias culturas, principalmente gramineas e
algumas dicotiledoneas como café, soja, pepino (Datnoff et al., 2007). Os
mecanismos de resisténcia conferidos pelo Si ainda precisam ser mais bem
elucidados. No patossistema arroz-Pyricularia grisea, o incremento da resisténcia
das plantas pela aplicagdo de Si tem sido associado a um aumento na densidade de
células silicatadas longas e curtas na epiderme foliar ou a existéncia de uma espessa
camada de silica abaixo da cuticula, formando uma barreira fisica que impede ou
atrasa a penetracao do fungo (Kim et al., 2004). Entre os mecanismos fisiologicos e
ou bioquimicos potencializados pelo Si, tem-se constatado o incremento na produgao
de compostos fendlicos, fitoalexinas, enzimas relacionadas com a defesa como
quitinases e f-1,3-glucanases e a transcricdo de genes associados com a resisténcia
da planta (Kim et al., 2002; Rodrigues et al., 2005; Liang et al., 2006).

Em dicotiledoneas, Menzies et al. (1992) observaram mudanga na expressao
da defesa de células da epiderme de pepineiro colonizadas por Podosphaeria xanthii.
Compostos fendlicos acumularam-se de forma mais rapida nas células de plantas
supridas com Si e infectadas pelo fungo do que nas células das plantas ndo supridas
com esse elemento. As células das raizes de plantas de pepineiro infectadas por
Pythium ultimum que receberam a aplicacdo de Si responderam, de forma mais
rapida, a infecc¢do através do acimulo de compostos fendlicos (Chérif et al., 1992).
Ao contrario da barreira fisica, os fenois presentes exerceram efeito toxico,
impedindo o ingresso do patdogeno no sistema vascular (Chérif et al., 1992). Em
outro estudo, Chérif et al. (1994) observaram que a atividade das enzimas
relacionadas com a patogénese, a exemplo de quitinases, peroxidases e
polifenoloxidases, tiveram aumento significativo em suas atividades em pepineiro
suprido com Si e inoculadas com P. ultimum, ao contrario do que foi verificado em

plantas inoculadas com o patdégeno e nao supridas com Si. A descoberta de que uma
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nova classe de fitoalexina ¢ induzida em pepineiro suprido com Si ap6s a infec¢do
por P. xanthii levou a crer que esse elemento potencializa uma cascada de eventos
bioquimicos relacionados com a defesa das plantas (Fawe et al., 1998). No
patossistema feijoeiro-C. lindemuthianum, o Si reduziu a area abaixo da curva do
progresso da incidéncia e a area abaixo da curva do progresso da severidade da
antracnose ¢ contribuiu para a maior duragdo da area foliar sadia, em comparagdo
com plantas ndo supridas com esse elemento (Moraes et al., 20006).

Para o patossistema feijoeiro-C. lindemuthianum, os trabalhos relativos ao
emprego de Si sdo ainda incipientes e pouco conclusivos. Portanto, este trabalho teve
como objetivo investigar o efeito do Si em alguns componentes da resisténcia do
feijoeiro a infeccdo por C. lindemuthianum, os mecanismos bioquimicos e a

resisténcia possivelmente potencializados por esse elemento.
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MATERIAL E METODOS

Preparacéo da solucéo nutritiva e crescimento das plantas de feijoeiro: a solugao
nutritiva usada neste estudo foi preparada de acordo com Liao et al. (2001) e
constituida de: 3 mMol L' KNO;; 2 mMol L' Ca(NO;),.4H,0; 0,5 mMol L
MgS04.7H,0; 0,25 mMol L™ (NH4),S04; 0,5 mMol L' NH,H,PO,; 12,5 uMol L
H;BOs; 1 pMol L' ZnS0,.7H,0; 025 uMol L' CuS04.5H,0; 0,25 pMol L™
MnCl,.4H,0; 0,25 uMol L™ (NH,)¢M07044.4H,0; 25 pMol L FeS04.7H,0 e 25
uMol L' EDTA bissodico. O Si, fornecido como 4cido monossilicio, foi obtido pela
passagem do silicato de potassio através da resina de troca de cations (Amberlite IR-
120B, H™ forma, Sigma-Aldrich, Sio Paulo, Brasil) (MA et al, 2002). As
concentracdes de Si utilizadas foram de 0 ¢ 2 mMol L, ¢ a adicdo do 4cido
monossilicio a solucao nutritiva ndo alterou o pH.

Sementes de feijoeiro (cv. Pérola) foram esterilizadas em solugdo de
hipoclorito de s6dio 10% (vol/vol) e, posteriormente, lavadas em agua estéril por 2
min e germinadas em papel-filtro embebido com 4gua estéril por dois dias a 25 °C.
As plantulas foram mantidas por dois dias em solu¢do nutritiva meia forga ionica
sem adicdo de Si. Apos esse periodo, as plantulas foram transferidas para novos
vasos plasticos contendo 5 L de solugdo nutritiva com ou sem a presenga de Si, sob
aeracdo, até o final do experimento. A solu¢do nutritiva foi trocada a cada quatro dias
ou quando a condutividade elétrica atingiu 85% do valor inicial. O pH da solugdo
nutritiva foi verificado diariamente ¢ mantido a 5,5, empregando solucdes de NaOH

ou HCI (1 M), quando necessario.

Producdo do inoculo de C. lindemuthianum e inoculacdo das plantas de
feijoeiro: o isolado 81-538 da raca 81 de C. lindemuthianum, obtido da Micoteca do

Laboratorio de Biologia Molecular do Departamento de Microbiologia da UFV, foi
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utilizado neste estudo. Ele foi preservado em tiras de papel-filtro dentro de tubos de
vidro contendo silica-gel a 4 °C. Pedagos de papel-filtro com micélio do fungo foram
transferidos para placas de Petri com meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA).
Para a producdo do indculo, discos de meio BDA (5 mm de didmetro) contendo
micélio do fungo foram colocados na superficie de vagens de feijoeiro esterilizadas,
cujas bases foram inseridas em meio agar-agua 3% (vol/vol) contido em tubos de
ensaio (Pastor-Corrales, 1985). Esses tubos foram armazenados em camara de
crescimento a 25 °C, com fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de escuro por 10 dias.
Apos o crescimento micelial e a produgdo de acérvulos contendo conidios,
adicionou-se agua destilada aos tubos para obter a suspensdo de conidios. A
suspensdo foi filtrada em gaze dupla e ajustada para a concentracdo de 1,2 x 10°
conidios mL™ em hemacitémetro.

Plantas de feijoeiro no estddio V4 (Vieira, 1998) crescendo por 21 dias em
solugdo nutritiva foram inoculadas, em ambas as faces das folhas, com a suspensio
de conidios utilizando-se atomizador De Vilbiss n° 15. Gelatina 1% (peso/vol) foi
adicionada a agua estéril utilizada para preparar a suspensdo de conidios para auxiliar
na adesdo dos conidios nas folhas. Imediatamente apds a inoculagdo, as plantas
foram transferidas para camara de nevoeiro a 20 + 2 °C com umidade relativa de
90% e fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de escuro, por 24 h. Apds esse periodo, as
plantas foram mantidas em camara de crescimento com temperatura de 21 + 2 °C,
umidade relativa de 95 + 2% e fotoperiodo de 225 uE m™ s™ fornecido por lampadas
fluorescentes brancas. As plantas foram mantidas nessa camara até o término dos

experimentos.

Avaliacdo do periodo de incubacédo (Pl) e severidade da antracnose: os trés
trifolios da terceira folha das plantas de cada repeti¢do e tratamento foram marcadas
para realizar as avaliacdes do PI e da severidade. O PI, em horas, foi determinado
observando-se o aparecimento dos primeiros sintomas da antracnose nas folhas
marcadas a cada 4 h ap6s a inoculagdo (hai). A severidade da antracnose nas folhas
marcadas de cada planta foi avaliada as 24, 48, 72, 96 e 120 h, utilizando-se a escala
diagramatica de 0,1 a 24% da porcentagem de area folhar doente (Godoy et al.,
1997). A area abaixo da curva do progresso da antracnose (AACPA) de cada folha
por planta foi calculada por integracdo trapezoidal da curva do progresso da

antracnose, de acordo com a féormula proposta por Shaner e Finney (1977). Apos a
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ultima avaliacdo da severidade, as folhas foram coletadas e digitalizadas na resolugao
de 400 dpi, e as imagens, processadas no software QUANT (Liberato, 2003) para
obtencdo da area foliar lesionada, a qual foi denominada severidade estimada pelo

QUANT (SEQ).

Determinacéo da concentracdo de compostos fenolicos soltveis totais (CFST) e
derivados da lignina-acido tioglicélico (LATG): amostras dos trés foliolos da
terceira folha das plantas de cada repeticdo e tratamento foram coletadas as 24, 48,
72, 120 e 144 h. Amostras de folhas de plantas ndo inoculadas com C.
lindemuthianum (0 h) serviram como controle. As amostras foram coletadas em
nitrogénio (N;) liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C até a analise. Uma
amostra representativa de 0,1 g de tecido foliar por repeticao, de cada tratamento, foi
macerada em almofariz e pistilo contendo N, liquido até a obtencao de um p6 fino. O
p6 obtido foi transferido para tubos de microcentrifuga e homogeneizado com 1,5
mL de metanol 80%. O extrato permaneceu por 12 h em mesa agitadora a 200 rpm
em temperatura ambiente. O extrato metandlico foi centrifugado a 12.000 g por 5
min e o sobrenadante, transferido para um novo tubo de microcentrifuga e usado para
a determinag¢do da concentracdo de CFST. O residuo foi mantido a -20 °C para
determinacdo dos derivados da lignina-acido tioglicolico. O método desenvolvido
por Zieslin e Ben-Zaken (1993) com algumas modificagdes foi usado para
determinar a concentracao de CFST. Um volume de 150 uL do reagente Fenol Folin-
Ciocalteu 0,25 N (Sigma-Aldrich, S3o Paulo, Brasil) foi adicionado a 150 puL do
extrato metanolico e mantido a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente, 150
uL de carbonato de sédio (1 M) foram adicionados a mistura, seguida de agitacao e
mantida em temperatura ambiente por 10 min. Logo ap6s, 1 mL de agua destilada foi
adicionado a mistura, homogeneizada e mantida em temperatura ambiente por 1 h.
Determinou-se a absorbancia da mistura em uma amostra de 500 pL de cada
repeticdo em cada tratamento a 725 nm, em espectrofotdmetro (Evolution 60,
Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). A concentragdo de CFST foi expressa em
ng de compostos fendlicos (em termos de catecol) por g de tecido foliar. Durante
todo o processo, os tubos de microcentrifuga foram cobertos com papel-aluminio
para proteger a mistura da oxidagao pela luz.

Um volume de 1,5 mL de 4gua estéril destilada foi adicionado ao residuo

obtido apos a extragdo dos CFST. depois da homogeneizagdo, a mistura foi
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centrifugada a 12.000 g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o residuo, seco
por 12 h a 65 °C. O residuo alcoodlico-insoluvel seco, contendo lignina e acidos
fenolicos associados a parede celular, foi usado para determinar lignina de acordo
com o método de Barber ¢ Ride (1988). Um volume de 1,5 mL da solugdo acido
tioglicolico (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) e HCl a 2 N (1:10) foi adicionado ao
residuo seco. Os tubos de microcentrifuga foram levemente agitados para hidratar o
residuo e depois colocados em banho-maria a 100 °C por 4 h. Posteriormente, os
tubos de microcentrifuga foram colocados em gelo (4 °C) por 10 min. Em seguida, a
mistura foi centrifugada a 12.000 g por 10 min, sendo o sobrenadante descartado e o
precipitado lavado com 1,5 mL de &4gua destilada esterilizada e centrifugado
novamente a 10.000 g por 10 min. Depois da centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado, ressuspendido em 1,5 mL de NaOH a 0,5 N. A mistura
permaneceu por 12 h em mesa agitadora na velocidade de 150 rpm a temperatura
ambiente. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 10.000 g por 10 min e o
sobrenadante, transferido para um novo tubo de microcentrifuga. Posteriormente,
foram adicionados 200 pL. de HCI concentrado ao sobrenadante, sendo os tubos de
microcentrifuga transferidos para geladeira (4 °C) por 4 h, para precipitagdo dos
derivados da LATG. Uma nova centrifuga¢ao a 10.000 g por 10 min foi realizada, o
sobrenadante descartado e o precipitado (castanho-alaranjado) dissolvido em 2 mL
de NaOH a 0,5 N. A absorbancia dos derivados da LATG no sobrenadante foi
medida em espectrofotometro a 280 nm (Evolution 60, Thermo Scientific, Waltham,
MA, EUA) e a concentragio, expressa em pg g de tecido foliar. A lignina alcalina

éter 2-hidroxipropil (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) foi usada como padrao.

Determinacéo da atividade de peroxidases (POX, EC1.11.1.7), polifenoloxidases
(PPO, EC 1.10.3.1), fenilalanina amoénia-liase (FAL, EC 4.3.1.5), quitinases
(QUI, 3.2.1.14), p-1,3-glucanases (GLU, EC 3.2.1.39) e lipoxigenases (LOX, EC
1.13.11.12): amostras dos trés foliolos da terceira folha das plantas de cada repeti¢do
e tratamento foram coletadas as 24, 48, 72, 96 e 120 hai. Amostras de folhas de
plantas ndo inoculadas com C. lindemuthianum serviram como controle (0 hai). As
amostras foram armazenadas individualmente em papel-aluminio, rapidamente
congeladas em N liquido e, em seguida, armazenadas em ultrafreezer a -80 °C para

posterior analise.
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Para obtenc¢do dos extratos usados na determinagdo da atividade das enzimas
POX e PPO, 0,4 g de tecido foliar foi macerado com N liquido em almofariz com
adicdo de polivinilpirrolidona (PVP) 2% (p/v) até a obtencao de um pd fino. O po
obtido foi homogeneizado em 2 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8)
contendo 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonico (PMSF) e 0,1 mM de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA). O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 g por
15 min a 4 °C e o sobrenadante, usado para as determinagdes enzimaticas. A
atividade da POX foi determinada pela oxidacdo do pirogalol, de acordo com a
metodologia de Kar e Miashra (1976). Uma mistura de 950 uL de agua destilada,
750 pL de 100 mM tampao-fosfato de potassio (pH 6,8), 600 pL de 100 Mm
pirogalol e 600 uL de 100 mM de perdxido de hidrogénio foi adicionada a 100 uL do
extrato. A absorbancia foi medida a 420 nm, em espectrofotometro (Evolution 60,
Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) a cada 10 s, durante 1 min ap6s a adigdo do
extrato a mistura, totalizando cinco leituras. O coeficiente de extingdo molar de 2,47
mM" cm™ foi usado para calcular a atividade da POX (Chance; Machley, 1955), a
qual foi expressa em mmol de purpurogalina produzida por min" mg" de proteina.
Durante todo o processo, os tubos de microcentrifuga foram cobertos com papel-
aluminio para proteger a mistura da oxidagdo pela luz. A atividade da PPO foi
determinada a semelhanca da POX, exceto o fato de que o perdxido de hidrogénio
nao foi usado na mistura.

Para a obtencdo do extrato usado na determinagdo da atividade da FAL, 0,5 g
de tecido foliar foi macerado com N, liquido em almofariz com a adi¢cdo de PVP
(2%) até a obtencdo de um p6 fino. O pd obtido foi homogeneizado em 2 mL de
tampao borato de sédio 0,05 M (pH 8,3) contendo 5 mM f-mercaptoetanol e 1 mM
EDTA. A mistura foi centrifugada duas vezes a 7.000 g por 15 min. O sobrenadante
foi usado como substrato para determinar a atividade da FAL. A reac¢do foi iniciada
apos a adicao de 0,5 mL do extrato a uma mistura contendo 2 mL de tampao borato
de sodio (pH 8,8; 0,1 M) e 1 mL de 20 mM de L-fenilalanina. A mistura da reagao
foi incubada em banho-maria a 30 °C, durante 1 h. Nas amostras-controle, o extrato
foi substituido por 1 mL do tampao borato de so6dio. A reacdo foi finalizada pela
adicdo de 0,1 mL de HCI 6 N. A absorbancia dos derivados do acido trans-cindmico
foi medida em espectrofotdmetro a 290 nm, e o coeficiente de extingdo molar de 10*
mM"' cm™ (Zucker, 1965) foi usado para calcular a atividade da FAL, a qual foi

A .
expressa em mmol h™ mg™ de proteina.
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Para obter os extratos usados nas determina¢des das atividades da QUI e
GLU, 0,3 g de tecido foliar foi macerado com N liquido em almofariz, com a adi¢ao
de PVP (2%) até a obtengao de um po fino. O po6 obtido foi homogeneizado em 2 mL
de tampao-fosfato de sodio 50 mM (pH 6,5) contendo 1 mM de PMSF. O
homogeneizado foi centrifugado a 20.000 g por 25 min a 4 °C e o sobrenadante,
empregado como extrato para as determinagdes enzimaticas. A atividade da QUI foi
determinada pelo método de Robert e Selitrennikoff (1988) modificado por Harman
et al. (1993). A reagdo foi iniciada pela adi¢do de aliquotas de 20 uL do sobrenadante
a uma mistura composta de 470 uL de tampao acetato de sodio 50 mM (pH 5,0) e 10
pL do substrato p-nitrofenil-f-D-N-N'-diacetilquitobiose (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo,
Brasil) na concentracdo de 2 mg mL". A mistura de rea¢do foi incubada em banho-
maria a 37 °C por 2 h. A reagdo foi interrompida com a adicao de 500 pL de 0,2 M
de carbonato de so6dio. Nas amostras-controle, apenas o carbonato de sédio foi
adicionado depois da adicdo do extrato a mistura de reagdo, e as amostras foram
incubadas em banho-maria a 37 °C por 2 h. A absorbancia do produto final liberado
pela quitinase foi determinada a 410 nm. O coeficiente de extingdo molar de 7 x 10*
mM cm™ foi usado para calcular a atividade da QUI, a qual foi expressa em pmol de
p-nitrofenil produzido por min” mg' de proteina. A atividade da GLU foi
determinada conforme descrito por Lever (1972). A reagdo foi iniciada pela adigdo
de aliquotas de 20 pL do sobrenadante a uma mistura composta de 230 pL de tampao
acetato de sodio 100 mM (pH 5,0) e 250 pL do substrato laminarina (Sigma-Aldrich,
Sao Paulo, Brasil) na concentragcdo de 4 mg mL™". A mistura da reagdo foi incubada
em banho-maria por 30 min a 45 °C. Apds o periodo de incubacdo, determinou-se a
quantidade de agucares redutores através da adicdo de 250 uL de DNS (acido
dinitrossalicilico) a mistura e, em seguida, da sua incubacdo em banho-maria por 15
min a 100 °C. A reagdo foi interrompida pelo resfriamento das amostras em banho de
gelo até a temperatura de 30 °C. Nas amostras-controle, a mistura de reagdo foi igual,
exceto o fato de que o extrato vegetal foi adicionado apos o aquecimento da mistura
a 100 °C. A absorbancia do produto liberado pela GLU foi medida a 540 nm ¢ a
atividade da GLU, expressa em unidades de absorbancia min"'mg” de proteina.

Para obten¢do do extrato para determinagdo enzimatica da LOX, 0,2 g de
tecido foliar foi macerado com N, liquido em almofariz com a adi¢do de PVP até a
obteng¢ao de um po fino. O pd obtido foi homogeneizado em 2 mL de tampao fosfato

de potassio 100 mM (pH 6,8) contendo 1 mM de PMSF ¢ 0,1 mM EDTA e 2% de
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PVP. O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 g por 20 min a 4 °C. O
sobrenadante foi usado como extrato para determinacdao da atividade da LOX. A
reagdo foi iniciada apos adi¢ao de 0,3 mL do extrato a uma mistura contendo 2 mL
de tampao-fosfato de sddio 50 mM (pH 6,0) e 0,3 uL do substrato linoleato de sédio
10 mM. A mistura foi incubada em banho-maria por 4 min a 25 °C. A atividade da
LOX foi determinada conforme a metodologia descrita por Axelrod et al. (1981). A
absorbancia do produto liberado pela LOX foi medida em espectrofotometro a 234
nm. O coeficiente de extingdo molar de 25.000 M™ ecm™ foi usado para determinar a
atividade da LOX, a qual foi expressa em pmol min™ mg™ de proteina.

Todas as determinagdes enzimaticas foram realizadas em triplicata. A
concentragdo de proteinas em cada amostra foi determinada de acordo com a

metodologia de Bradford (1976).

Determinagao da concentracéo foliar de Si: ap6s o término dos experimentos, as
folhas das plantas das repeti¢des de cada tratamento foram coletadas, lavadas em
agua deionizada e secas a 65 °C durante 72 h. Posteriormente, as folhas foram
moidas em moinho tipo Thomas-Wiley com peneira de 40 mesh. A concentragdo
foliar de Si foi determinada por andlise colorimétrica da digestao alcalina de 0,1 g de

tecido seco (Korndorfer et al., 2004).

Delineamento experimental e analise estatistica dos dados: dois experimentos
foram instalados em delineamento inteiramente casualizado com dois tratamentos
(-Si e +Si ) e seis repeticdes, para avaliacdo do PI e da severidade da antracnose. Os
dados do PI, AACPA e SEQ dos dois experimentos foram combinados apos a
determina¢do da homogeneidade de variancia pelo teste de Cochran (Gomez e
Gomez, 1994). Apenas um experimento foi realizado para as avaliagdes bioquimicas.
Os dados da concentracao de CFST, derivados da LATG ¢ das atividades da POX,
PPO, FAL, QUI, GLU ¢ LOX, foram submetidos a analise de variancia e as médias
dos tratamentos, comparadas pelo teste-t (P < 0,05), utilizando-se o software SAS
(SAS Institute Inc., Cary, NC). Cada unidade experimental correspondeu a um vaso
plastico contendo 5 L de solugdo nutritiva e trés plantas de feijoeiro. A concentracao

foliar de Si foi correlacionada com o PI, AACPA e SEQ.
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RESULTADOS

Concentracéao foliar de Si: a concentragao foliar de Si foi significativamente maior
(P < 0,05) nas plantas supridas com Si com incremento de 55,2% em relacdo as

plantas nao supridas com esse elemento (Tabela 1).

Avaliacdo do Pl, AACPA e SEQ: houve diferenga significativa (P < 0,05) para o
PI, AACPA e SEQ entre os tratamentos -Si e +Si (Tabela 1). O PI foi
significativamente maior nas folhas das plantas de feijoeiro supridas com Si com
aumento de 14,34% em comparacdo com as plantas ndo supridas com esse elemento.
A AACPA e a SEQ decresceram significativamente (P < 0,05) em 33 e 27%,
respectivamente, nas folhas das plantas supridas com Si em relagdo as folhas das
plantas nao supridas com esse elemento (Tabela 1).
Tabela 1 - Concentracao foliar de silicio (Si), periodo de incubacao (PI), area abaixo
da curva do progresso da antracnose (AACPA) e severidade estimada
pelo software QUANT (SEQ) em plantas de feijoeiro crescidas em

solugdo nutritiva contendo (+Si) ou nao (-Si) silicio (Si) e inoculadas com
Colletotrichum lindemuthianum

Tratamentos Si (dag/kg) PI (h) AACPA SEQ(%)
-Si 0,74 78,92 60,05 6,91
+Si 1,15 92,13 40,28 5,04
Valor de F 17,81%* 15,13* 15,53* 13,86%*
C.V. (%) 17,76 7,61 17,31 14,54

*Signiﬁcativo a 5% de probabilidade, pelo teste-t. C.V. = Coeficiente de Variagdo.

Concentracéo de CFST e derivados da LATG: a concentragdo de CFST foi maior
nas folhas das plantas nao supridas com Si, das 36 as 72 hai, seguidas de decréscimo
as 96 hai e posterior aumento as 120 hai (Fig. 1). A concentracdo de CFST foi maior

nas folhas das plantas supridas com Si somente as 96 e 120 hai. Diferencas
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significativas entre os tratamentos -Si e +Si ocorreram apenas as 36, 48, 96 e 120 hai.
A concentragao de derivados da LATG foi significativamente maior nas folhas das
plantas supridas com Si as 48 e 96 hai, em comparagdo com a concentragao
encontrada nas folhas das plantas ndo supridas com Si (Fig. 2). As 120 hai, a
concentra¢do de derivados da LATG foi significativamente maior nas folhas das

plantas ndo supridas com Si, em comparacao com as folhas das plantas supridas com

Si (Fig.2).
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Figura 1 - Concentra¢do de compostos fenolicos soluveis totais (CFST) em folhas de
feijoeiro crescido em solugdo nutritiva com 0 (-Si) ou 2 mmol silicio L™
(+Si) em diferentes intervalos apos a inoculagdo com Colletotrichum
lindemuthianum. Cada ponto representa a média de seis repeticdoes. Barras
representam o desvio-padrdo da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si
seguidas por um asterisco (*) diferem pelo teste-t a 5% de probabilidade.
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Figura 2 - Concentracdo dos derivados da lignina-acido tioglicodlico (LATG) em
folhas de feijoeiro crescido em solugdo nutritiva com 0 (-Si) ou 2 mmol
de silicio L' (+Si) em diferentes intervalos apés a inoculacio com
Colletotrichum lindemuthianum. Cada ponto representa a média de seis
repeticdes. Barras representam o desvio-padrao da média. Médias dos
tratamentos -Si e +Si seguidas por um asterisco (*) diferem pelo teste-t a
5% de probabilidade.

Atividade das enzimas POX, PPO, FAL, QUI, GLU e LOX: a atividade da POX foi
significativamente maior as 72 hai, nas folhas das plantas ndo supridas com Si (Figura

3). Diferenca significativa entre os tratamentos -Si e +Si ocorreu somente as 72 hai.
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Figura 3 - Atividade de peroxidases (POX) em folhas de feijoeiro crescido em
solugdo nutritiva com 0 (-Si) ou 2 mmol silicio L™ (+Si) em diferentes
intervalos apos a inoculacao com Colletotrichum lindemuthianum. Cada
ponto representa a média de seis repetigdes. Barras representam o
desvio-padrdo da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por
um asterisco (*) diferem pelo teste-t a 5% de probabilidade.
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A atividade da PPO mostrou-se similar entre os tratamentos -Si e +Si das 0 as
72 hai (Fig. 4). As 96 hai, a atividade da PPO foi significativamente maior nas folhas
das plantas nao supridas com Si, em comparagdo com as folhas das plantas supridas
com esse elemento. A atividade da FAL mostrou-se superior no tratamento +Si as
36, 48, 96 e 120 hai, porém diferenga significativa entre os tratamentos -Si e +Si
ocorreu somente as 120 hai (Fig. 5). A atividade da QUI decresceu ap6s a inoculagao
das plantas nao supridas com Si até as 72 hai, seguido de aumento até as 120 hai
(Fig. 6). Nas plantas supridas com Si, a atividade da QUI aumentou até as 48 hai,
seguido de decréscimo até as 96 hai, com pico as 120 hai (Fig. 6). Diferenca
significativa entre os tratamentos -Si e +Si ocorreu apenas as 36, 72 e 120 hai. A
atividade da GLU aumentou apés a infeccdo por C. [indemuthianum,
independentemente da presenca do Si (Fig. 7), e mostrou-se maior nas folhas das
plantas nao supridas com Si das 48 as 120 hai, porém diferenca significativa entre os
tratamentos -Si e +Si ocorreu somente as 72 hai. A atividade da LOX decresceu apds
a infecgdo por C. lindemuthianum, seguido de aumento a partir das 36 hai nas folhas
das plantas ndo supridas com Si (Fig. 8). Nas folhas das plantas supridas com Si, a
atividade da LOX aumentou até as 48 hai, decresceu as 72 hai, seguido de aumento
as 96 hai, com posterior decréscimo as 120 hai. A atividade da LOX foi
significativamente maior nas folhas das plantas supridas com Si as 48 e 96 hai, em

comparagdo com a atividade encontrada nas folhas das plantas ndo supridas com Si

(Fig. 8).

Correlagdo de Pearson: houve correlagdo positiva e significativa entre a
concentragdo foliar de Si e o PI (r = 0,73, P < 0,05). A AACPA ¢ a SEQ
correlacionaram-se negativa e significativamente com a concentracao foliar de Si (r =

-0,64 e -0,74, respectivamente; P < 0,05).
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Figura 4 - Atividade de polifenoloxidases (PPO) em folhas de feijoeiro crescido em
solugdo nutritiva com 0 (-Si) ou 2 mmol silicio L (+Si) em diferentes
intervalos apos a inoculagdo com Colletotrichum lindemuthianum. Cada
ponto representa a média de seis repeti¢des. Barras representam o desvio-
padrao da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por um
asterisco (*) diferem pelo teste-t a 5% de probabilidade.
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Figura 5 - Atividade de fenilalanina amonia-liases (FAL) em folhas de feijoeiro
crescido em solugdo nutritiva com 0 (-Si) ou 2 mmol silicio L™ (+Si) em
diferentes intervalos apds a inoculagdo com Colletotrichum
lindemuthianum. Cada ponto representa a média de seis repeticoes.
Barras representam o desvio-padrdao da média. Médias dos tratamentos -
Si e +Si seguidas por um asterisco (*) diferem pelo teste-t a 5% de
probabilidade.
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Figura 6 - Atividade de quitinases (QUI) em folhas de feijoeiro crescido em solucao
nutritiva com 0 (-Si) ou 2 mmol silicio L' (+S1) em diferentes intervalos
apos a inoculagdo com Colletotrichum lindemuthianum. Cada ponto
representa a média de seis repeticoes. Barras representam o desvio-padrao
da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por um asterisco (*)
diferem pelo teste-t a 5% de probabilidade.
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Figura 7 - Atividade de f-1,3-glucanases (GLU) em folhas de feijoeiro crescido em
solu¢ao nutritiva com 0 (-Si) ou 2 mmol silicio L' (+Si) em diferentes
intervalos apos a inoculagdo com Colletotrichum lindemuthianum. Cada
ponto representa a média de seis repeti¢des. Barras representam o desvio-
padrao da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por um
asterisco (*) diferem pelo teste-t a 5% de probabilidade.
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Figura 8 - Atividade de lipoxigenases (LOX) em folhas de feijoeiro crescido em
solugdo nutritiva com 0 (-Si) ou 2 mmol silicio L™ (+Si) em diferentes
intervalos apods a inoculacdo com Colletotrichum lindemuthianum. Cada
ponto representa a média de seis repeticdes. Barras representam o desvio-
padrao da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por um
asterisco (*) diferem pelo teste-t a 5% de probabilidade.
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DISCUSSAO

Os efeitos benéficos do Si, diretos ou indiretos, em plantas submetidas aos
diferentes tipos de estresses bioticos e, ou, abidticos tém sido relatados para varias
espécies de plantas (Datnoff et al., 2007). Doengas de importancia econdmica em
culturas como arroz, centeio, cevada, morango, milho, pepino, soja, sorgo e trigo
foram eficientemente controladas pelo fornecimento de Si (Bélanger et al., 2003;
Datnoff et al., 2007; Dallagnol et al., 2009; Rodrigues et al., 2009). No patossistema
feijoeiro-C. lindemuthianum, ainda nao foi estudado o possivel efeito do Si em
reduzir a intensidade da doencga. Assim, este estudo procurou preencher essa lacuna,
fornecendo informagdes sobre como o Si afeta o processo infeccioso de C.
lindemuthianum nas folhas de feijoeiro.

A concentragao foliar de Si em plantas supridas com esse elemento foi de até
1,2%, o que correspondeu a um valor préximo ao encontrado em dicotiledoneas, que
acumulam cerca de 1% de Si na matéria seca da parte aérea (Liang et al., 2006).
Porém, essa concentracao foi inferior a verificada em arroz, cana-de-agucar ¢ outras
gramineas reconhecidas como acumuladoras de Si, as quais chegam a apresentar até
5% de Si na matéria seca da parte aérea (Datnoff et al., 2007; Dallagnol et al., 2009).
Em arroz, sabe-se que a presenga de duas proteinas produzidas pelos genes Lsil ¢
Lsi2 sdo responsaveis pelo transporte ativo do dcido monossilicico na exoderme e na
endoderme das raizes laterais (Ma et al., 2006, 2007), além da proteina produzida
pelo gene Lsi6 responsavel pela translocagdo do acido monossilicico do xilema para
o interior das células do parénquima foliar (Yamayji et al., 2008).

O Si contribuiu para aumentar o PI da antracnose. Quanto maior o PI, menor
serd a taxa de progresso da doenga (7), diminuindo, assim, o nimero de ciclos
secundarios dos patogenos de plantas (Parlevliet, 1979; Zadoks, 1971). O Si

contribuiu para reduzir também a AACPA, a qual expressa informacdes quantitativas
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do efeito da resisténcia do hospedeiro em diminuir a intensidade da doenca (Jeger e
Rollinson, 2001). Apesar de os melhoristas terem desenvolvido varias cultivares de
feijjoeiro com resisténcia a antracnose (Rava et al., 1993), essas precisam ser
continuamente obtidas devido a grande variabilidade genética que ocorre na
populacdo do patogeno (Bassanezi et al., 2001). Em outros patossistemas, onde as
plantas exibem resisténcia vertical, como ¢ o caso da interacdo arroz-P. grisea,
Rodrigues et al. (2005) observaram que em plantas da cultivar Katy que
apresentaram resisténcia vertical, o Si ndo teve nenhum efeito na resisténcia da
planta ao patdégeno, o que ocorreu somente na interacdo compativel com a cultivar
M-201. Esse resultado sugere que o Si tem ativa participacdo no incremento da
resisténcia em uma interagcdo diferente da controlada por genes relacionados com a
resisténcia vertical. De forma similar, diferentes doses de Si tiveram efeito no
aumento do PI e diminui¢do na severidade da antracnose em uma cultivar suscetivel
de sorgo, o que ndo foi observado na cultivar altamente resistente (Resende et al.,
2009).

Um dos mecanismos envolvidos no aumento da resisténcia do arroz a P.
grisea relaciona-se com maior deposicdo e polimerizagao do Si abaixo da cuticula,
formando uma camada dupla cuticula-silica que impede ou atrasa a penetragdo do
patogeno (Yoshida, 1962; Kim et al., 2002). Estudos mais aprofundados
demonstraram que plantas de arroz supridas com Si aumentaram rapidamente a
produgdo de compostos fendlicos e duas fitoalexinas de classes dos terpenoides em
associagdo com maior ativacdo dos genes da peroxidase e PR-1 em reposta a
infeccdo por P. grisea (Rodrigues et al., 2003, 2004, 2005). Neste estudo, postula-se
a hipotese de que o aumento do PI e a reducao na AACPA nas plantas supridas com
Si podem ter sido devidos a maior deposi¢ao do Si abaixo da cuticula em associagdo
com uma rapida e intensa ativacdo dos mecanismos de defesa no hospedeiro. No
caso das dicotiledoneas como o pepineiro, acredita-se que o Si solivel esteja
induzindo resisténcia, como poderia estar envolvido na rapida acumulagdo de
proteinas relacionadas com a patogénese ou na produgdo de fitoalexinas (Fawe et al.,
1998).

Os compostos fenolicos afetam o processo infeccioso de varios patogenos,
através de diferentes mecanismos que envolvem a inibicdo de enzimas fungicas
extracelulares, como celulases, pectinases, lacases e xilanases; a inibicdo da

fosforilagdao oxidativa fingica; a privagdo de nutrientes (complexacdo de metais e
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insolubilizacdo de proteinas) e atividade antioxidante nos tecidos das plantas (Jersh
et al., 1989; Scalbert, 1991). As propriedades lipofilicas e a presenca de um grupo
hidroxila nos compostos fendlicos parecem desempenhar papel importante em sua
atividade antifiingica, permitindo a penetracdo nas membranas ¢ o desacoplamento
da fosforilagdo oxidativa e causando aumento na permeabilidade da membrana,
extravasamento do contetdo celular e agregagdo citoplasmatica (Southerton;
Deverall, 1990; Weete, 1980). Alguns estudos relatam como a aplicagdo de Si pode
afetar a produgdo dos compostos fendlicos em plantas sob ataque dos patdgenos
(Carver et al., 1998; Rodrigues et al., 2005). Neste estudo, o Si teve efeito variavel na
concentragdo de CFST. A redugdo na concentragdo de CFST pode ser explicada pelo
aumento na atividade da FAL, o que culmina com a maior produgdo de lignina. A
biossintese de lignina comeca no citoplasma da planta com a sintese de monolignol
gicosilatado a partir do aminoacido fenilalanina (Campbell e Sederoff, 1996). A
lignina ¢ covalentemente ligada & hemicelulose por ligagdes com os diferentes
polissacarideos das plantas, conferindo, assim, resisténcia mecanica a parede celular
e afetando a difusdo de varias enzimas liticas produzidas pelos patogenos durante a
coloniza¢do do tecido do hospedeiro (Chabannes et al., 2001). Desse modo, o Si
poderia estar associado a lignificagdo da parede celular e ndo a producdo de
compostos fenolicos. O aumento na concentracdo dos derivados da LATG durante o
inicio da infec¢do esteve diretamente associado com o incremento na resisténcia das
plantas supridas com Si.

A atividade da FAL aumentou na presenga de Si, sugerindo que a rota dos
fenilpropanoides possa ter papel importante na resisténcia do feijoeiro a infec¢do por
C. lindemuthianum. A FAL promoveu a primeira etapa enzimatica que converte a L-
fenilalanina para acido frans-cinamico e, posteriormente, a sintese de grande niamero
de compostos fendlicos e fitoalexinas (Campbell e Sederoff, 1996). Em arroz,
Rodrigues et al. (2003) reportaram que plantas supridas com Si produziram maior
quantidade de fitoalexinas momilactonas em resposta a infeccdo por P. grisea que as
plantas nao supridas com Si.

As enzimas hidroliticas quitinases e f-1,3-glucanases sdo induzidas por
patégenos ou produtos quimicos exogenos (Chet, 1993; Kim e Hwang, 1994) e
catalisam a hidrolise dos principais carboidratos da parede celular dos fungos, como
a quitina e a f-1,3-glucano. Apds a infeccdo por patdogenos, ocorre um pronunciado

aumento na atividade dessas enzimas, o que ocasiona redugdo no crescimento dos
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fungos e a liberacdo de oligossacarideos elicitores que induzem a produgdo de
fitoalexinas (Keen ¢ Yoshikawa, 1983; Hartleb et al., 1997). A atividade da QUI foi
maior nas folhas das plantas supridas com Si, o que pode ter afetado a colonizacao
dos tecidos por C. lindemuthianum. Estudos envolvendo a resisténcia sist€émica
adquirida a C. lindemuthianum com o uso de indutores abidticos mostram maior
atividade da GLU do que da QUI (Kunh e Pascholati, 2010; Campos et al., 2009).
Neste estudo, houve aumento na atividade da GLU apds a infec¢do, mas sem nenhum
efeito do Si em maximizar a atividade dessa enzima.

A maior indugdo da LOX indicou a participacdo dessa enzima em aumentar a
resisténcia do feijoeiro & antracnose na presenga do Si. As LOX sdo enzimas que
catalisam a hidroperoxidacdo de acidos graxos poli-insaturados, produzindo
hidroperéxidos de acidos graxos, os quais sao metabolizados para formar aldeidos e
acido jasmonico (Croft et al., 1993). De acordo com Gunes et al. (2007), plantas de
cevada crescendo em solo com altos niveis de s6dio e boro e na presenca de Si
apresentam maior atividade da POX. As POX estao relacionadas com o processo de
protecdo antioxidativa, catalisando a oxidacdo de componentes celulares como o
perdoxido de hidrogénio, e também com o aumento na sintese de lignina, que fortalece
a parede celular contra a acdo de enzimas liticas produzidas pelos patdgenos
(Kvaratskhelia et al., 1997). As PPO catalisam a hidroxilagdo de monofendis,
formando ortodifendis; e também a oxidacdo de ortodifenois, formando
ortoquinonas, as quais exibem natureza antimicrobiana superior a dos compostos
fenolicos que as precedem (Rodrigues et al., 2005). Neste estudo, as atividades da
POX e PPO nao foram responsivas ao Si.

Os métodos utilizados para protegerem culturas economicamente importantes
como o feijoeiro contra patdégenos como C. [lindemuthianum concentram-se,
principalmente, no uso da resisténcia genética. Novas estratégias precisam ser
desenvolvidas considerando a alta variabilidade genética na populagdo do patdgeno.
Assim, os resultados deste estudo permitem concluir que a aplicacao de Si aumenta a
resisténcia do feijoeiro a infec¢do por C. [lindemuthianum, afetando alguns
componentes de resisténcia do hospedeiro em associacdo com maior produgdo de

lignina e atividade das enzimas QUI, FAL e LOX.
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CAPITULO 2

FOTOSSINTESE E ATIVIDADE DE ENZIMAS DO METABOLISMO DO
ESTRESSE OXIDATIVO EM PLANTAS DE FEIJOEIRO SUPRIDAS COM
SILICIO E INFECTADAS POR COLLETOTRICHUM LINDEMUTHIANUM
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RESUMO

Este estudo investigou o efeito do silicio (Si) nas trocas gasosas e no alivio do
estresse oxidativo em plantas de feijoeiro (cv. Pérola) infectadas por Colletotrichum
lindemuthianum. As plantas foram crescidas em solugdo nutritiva com ou sem a
adicdo de 4cido monossilicico. A concentragdo foliar de Si aumentou
significativamente em 52,4%, e a severidade da antracnose decresceu muito em 34%
na presenga de Si na solucdao nutritiva. A taxa de assimilagcdo liquida do carbono
(Amax) Incrementou em 58,2%, e a condutancia estomatica (g;) € a relacdo taxa de
concentragdo de CO; interna vs. ambiente (Ci/C,) diminuiram em 40 ¢ 26,8% nas
plantas supridas com Si em relagdo as ndo supridas com esse elemento, indicando
maior inibi¢ado metabdlica na fixagdo do CO,. As concentragdes de clorofilas a e b e
carotenoides aumentaram na presenga do Si, indicando maior eficiéncia
fotorreceptora e fotoprote¢ao do sistema fotossintético. Nas plantas supridas com Si
e infectadas por C. lindemuthianum, houve aumento na atividade das enzimas
ascorbato peroxidase, superoxido dismutase e glutationa redutase, mas ndo da
catalase, além do decréscimo na concentragdo de perdxido de hidrogénio. Os
resultados deste trabalho sugerem que o Si pode estar envolvido nas atividades
metabdlicas e, ou, fisioldgicas das plantas de feijoeiro quando infectadas por C.

lindemuthianum, com a manuten¢ao da fotossintese, e na producdo de pigmentos.
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ABSTRACT

Photosynthesis and activity of enzymes in the metabolism of oxidative stress in
bean plants supplied with silicon and infected by Colletotrichum

lindemuthianum

This study investigated the effect of silicon (Si) in gas exchange and the
alleviation of oxidative stress in bean plants (cv. Pearl) infected by Colletotrichum
lindemuthianum. Plants were grown in nutrient solution with or without the addition
of monosilicic acid.

Leaf concentration of Si increased significantly by 52.4%, and severity of
anthracnose decreased by 34% in the presence of Si in the nutrient solution. The rate
of net carbon assimilation (Ayax) increased by 58.2%, and stomatal conductance (g;)
and rate intern CO, concentration vs. environment CO, concentration relationship (C;
/ C¢) decreased by 40 and 26.8% in plants supplied with Si in comparison to the
plants not supplied with this element, indicating greater metabolic inhibition in CO,
fixation. The concentrations of chlorophyll a and b and carotenoids increased in the
presence of Si, indicating greater photoreceptor efficiency and photoprotection of the
photosynthetic system. In plants supplied with Si and infected by C. lindemuthianum,
there was an increase in the activity of enzymes ascorbate peroxidase, superoxide
dismutase and glutathione reductase but not catalase, in addition to the decrease in
the concentration of hydrogen peroxide. The results of this study suggest that Si may
be involved in metabolic activities and, or, physiological activities of bean plants
when infected by C. lindemuthianum, with the maintenance of photosynthesis, and

pigment production.
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INTRODUCAO

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemutianum (Sacc. &
Magn.) Scrib, ¢ uma das principais doengas causadoras de reducao na produtividade
do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) em areas tropicais e subtropicais da América
Latina ¢ Africa Central e Oriental (Pastor-Corrales, 1985). Perdas de até 100%
podem ocorrer quando sementes infectadas pelo patdégeno sdo semeadas em areas
com condi¢des climaticas favoraveis para o progresso da antracnose (Peloso, 1992).

Lesdes necrdticas de cor marrom-escura a preta aparecem nos peciolos e nas
nervuras (Hall, 1991). A antracnose ocorre com mais frequéncia nas vagens, onde as
lesdes sao de forma arredondada, deprimidas, de tamanho varidvel e com o centro
claro, sendo delimitadas por um anel negro, pouco saliente, rodeado por uma borda
de cor café avermelhada (Hall, 1991). Quando as condi¢cdes de umidade e
temperatura sdo favoraveis, forma-se no centro das lesdes uma massa de conidios de
coloragdo rosada (Pria et al., 1999).

O uso de cultivares resistentes e a aplicacdo de fungicidas sdo as op¢des mais
viaveis para o controle da antracnose (Singh et al., 1992). No entanto, a existéncia de
varias racas fisiologicas do patdégeno representa obstaculo para a obtencao de novas
cultivares de feijoeiro resistentes a essa adoenca (Rava et al., 1993). O uso de
fungicidas, além de ter impacto negativo no ambiente, favorece o surgimento de
populagdes resistentes do patégeno (Bassanezi et al., 2001).

Embora o silicio (Si) ndo seja considerado elemento essencial (Epstein,
1999), seu uso traz inimeros beneficios as plantas quando submetidas a condigdes de
estresses bioticos e, ou, abidticos (Datnoff et al., 2007). No caso dos estresses de
natureza abiotica, sua aplicacdo tem contribuido para aumentar a tolerancia das
plantas a deficiéncia de agua, estresse salino e toxidez por metais pesados (Zhun et

al., 2004; Hattori et al., 2005; Gunes et al., 2007). Também estd amplamente
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documentada na literatura a associa¢do do Si com o estresse bidtico, potencializando
mecanismos de defesa das plantas quando infectadas por patogenos (Datnoff et al.,
2007).

Caracteristicas fotossintéticas como as trocas gasosas e os parametros da
fluorescéncia da clorofila a sdo consideradas indicadoras eficientes do
comportamento do aparato fotossintético quando as plantas sdo submetidas ao ataque
de patdgenos (Baker e Rosenquvist, 2004; Berger et al., 2007). Plantas infectadas por
fungos, bactérias e virus usualmente exibem reducdo na taxa fotossintética (Berger et
al., 2007). Anormalidades na forma e fun¢do dos cloroplastos nos tecidos doentes
normalmente estdo associadas a diminuc¢do da fosforilacao fotossintética (Berghaus e
Reisener, 1985), reagdes fotoquimicas (Mathre, 1968) e assimilagao do dioxido de
carbono (Lopes e Berger, 2001). Essas mudancas sdo frequentemente associadas com
reducdes na concentracdo de clorofila (Berghaus e Reisener, 1985), diminui¢do na
condutancia do mesofilo, reducdo na atividade da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase
(Meyer et al., 2001) e também aumento na concentracdo de sacarideos nas folhas
(Livne e Daly, 1966).

A reducdo na fotossintese esta relacionada com a relagdo trofica na interagao
patdgeno-hospedeiro. O impacto da infec¢do por C. lindemuthianum na fotossintese
esta associado com a fase necrotrofica do patdogeno, em que ndo ocorre inibicdo na
assimilagdo liquida do CO; nos tecidos necrosados, mas sim diminuicao na atividade
fotossintética da area verde em torno do sitio de infec¢do, fechamento dos estomatos,
reducdo da transpiragdo e da atividade da rubisco (Meyer et al., 2001).

O efeito do Si na fotossintese e no estresse oxidativo de plantas de arroz sob
condigdes de toxidez por cadmio foi estudado por Wang et al. (2000). Na presenga
do Si, houve incremento dos parametros de trocas gasosas, taxa de assimilagdo
liquida de carbono (A,.), taxa de transpiragdo (E) e condutincia estomatica (g).
Porém, com relacdo a fluorescéncia da clorofila a, o Si ndo interferiu na
fluorescéncia minima (F,), mas houve aumento da fluorescéncia maxima (F,) e da
relagdo F,/F,, (eficiéncia fotoquimica do fotossistema II) e diminui¢do da relacdo
F,/F,. Em plantas de pepineiro sob estresse por cddmio, o fornecimento de Si
reduziu a clorose e aumentou a concentracdo de pigmentos, o que pode ter
contribuido para a maior taxa fotossintética ¢ o acimulo de biomassa com menor

inibicao da relacao F,/F,, (Feng et al., 2010).
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Condigdes de estresses abidticos como déficit hidrico, toxidez por metais
pesados e salinidade e aqueles de natureza bidtica como infec¢do por patdgenos
favorecem a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), como o perdxido de
hidrogénio (H,O;) (Durner et al., 1998) e os radicais anions superoxido (O,) e
hidroxila (OH") (Iturbe-Ormaetxe et al., 1998). As ERO interagem com ampla gama
de moléculas, causando a peroxidagao dos lipideos na membrana plasmatica (Fu e
Huang, 2001). Para mitigar e reparar o dano provocado pelas ERO, as plantas
desenvolveram mecanismos de prote¢ao, que consistem na producdo de moléculas de
baixo peso molecular e com propriedades antioxidantes, como o ascorbato, a
glutationa a-tocoferol e os carotenoides, além das enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e redutase da glutationa (GR)
(Gunes et al., 2007). A SOD catalisa a desmutagdo do O, para H,O, e oxigénio, No
entanto, o H,O,, sendo citotoxico, ¢ detoxificado pela CAT para produzir agua e
oxigénio (Zhu et al., 2004). No ciclo do ascorbato-glutationa, a APX reduz o H,0,,
usando o ascorbato como doador de elétrons (Noctor e Foyer, 1998). O ascorbato ¢
oxidado na diminui¢do da glutationa reduzida (GHS) a partir da glutationa oxidada
(GSSG), reagdo catalisada pela GR a custa da NADPH (Lin e Kao, 2000). Na
presenca de Si ocorreu aumento na atividade das enzimas antioxidativas em plantas
de cevada, espinaftre, pepino e trigo submetidas a diferentes condi¢des de estresses
abioticos (Gunes et al., 2007; Gong et al., 2008; Liang et al., 2008).

Para a interagdo feijoeiro-C. lindemuthianum, o estudo do Si nas trocas
gasosas e no alivio do estresse oxidativo ¢ ainda incipiente. Assim, este trabalho
objetivou investigar o efeito desse elemento nas trocas gasosas e na atividade de
algumas enzimas relacionadas com o metabolismo do estresse oxidativo em plantas

de feijoeiro infectadas por C. lindemuthianum.
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MATERIAL E METODOS

Preparacéo da solucéo nutritiva e crescimento das plantas de feijoeiro: a solugao
nutritiva usada neste estudo foi preparada de acordo com Liao et al. (2001) e
constituida de: 3 mMol L' KNO;; 2 mMol L' Ca(NO;),.4H,0; 0,5 mMol L
MgS04.7H,0; 0,25 mMol L™ (NH4),S04; 0,5 mMol L' NH,H,POy; 12,5 uMol L
H;BOs; 1 pMol L' ZnS0,.7H,0; 025 uMol L' CuS04.5H,0; 0,25 pMol L™
MnCl,.4H,0; 0,25 pMol L (NH,)¢M07044.4H,0; 25 uMol L FeS0,.7H,0; e 25
uMol L EDTA bissodico. O Si, fornecido como 4cido monossilicico, foi obtido
pela passagem do silicato de potassio por meio da resina de troca de cations
(Amberlite IR-120B, H' forma, Sigma-Aldrich, Sio Paulo, Brasil) (Ma et al., 2002).
As concentracdes de Si utilizadas foram de 0 e 2 mMol L. A adi¢do do acido
monossilicico a solucao nutritiva ndo alterou o pH.

Sementes de feijoeiro (cv. Pérola) foram esterilizadas em solugdo de
hipoclorito de s6dio 10% (vol/vol) e, posteriormente, lavadas em agua estéril por 2
min e germinadas em papel-filtro embebido com 4gua estéril por dois dias a 25 °C.
As plantulas foram mantidas por dois dias em solu¢do nutritiva meia forga ionica
sem adicdo de Si. Apos esse periodo, elas foram transferidas para novos vasos
plésticos contendo 5 L de solucdo nutritiva com ou sem a presenca de Si, sob
aeracdo, até o final do experimento. A solu¢do nutritiva foi trocada a cada quatro dias
ou quando a condutividade elétrica atingia 85% do valor inicial. O pH da solugado
nutritiva foi verificado diariamente ¢ mantido em 5,5, empregando-se solugdes de

NaOH ou HCI (1 M) quando necessario.

Producéo do inéculo: o isolado 81-538 da raga 81 de C. lindemuthianum, obtido da
Micoteca do Laboratorio de Biologia Molecular do Departamento de Microbiologia

da UFV, foi utilizado neste estudo. O isolado dessa raca foi preservado em tiras de
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papel-filtro dentro de tubos de vidro contendo silica-gel a 4 °C. Pedagos de papel-
filtro contendo micélio do fungo foram transferidos para placas de Petri contendo
meio de cultura batata-dextrose-dgar (BDA). Para a produgao do indculo, pedacos de
meio BDA (5 mm de didmetro) contendo micélio do fungo foram colocados na
superficie de vagens de feijoeiro esterilizadas, cujas bases foram inseridas em meio
agar-agua a 3% (vol/vol) contido em tubos de ensaio (Pastor-Corrales, 1985). Esses
tubos foram armazenados em camara de crescimento a 25 °C, com fotoperiodo de 12
h de luz/12 h de escuro, por 10 dias. Apo6s o crescimento micelial e a producio de
acérvulos contendo conidios, adicionou-se dgua destilada aos tubos para obtengdo da
suspensdo de conidios. A suspensdo foi filtrada em gaze dupla e ajustada para a
concentragao de 1,2 x 10° conidios mL'l, em hemacitometro.

Plantas de feijoeiro no estadio V4 (Vieira, 1988) crescendo por 21 dias em
solugdo nutritiva foram inoculadas, em ambas as faces das folhas, com a suspensio
de conidios utilizando-se atomizador De Vilbiss n° 15. Gelatina a 1% (peso/vol) foi
adicionada a agua estéril utilizada para o preparo da suspensdo de conidios para
auxiliar na adesdo dos conidios nas folhas. Imediatamente apds a inoculacdo, as
plantas foram transferidas para cdmara de nevoeiro a 20 + 2 °C, com umidade
relativa de 90% e fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de escuro, por 24 h. Apos esse
periodo, as plantas foram mantidas em camara de crescimento com temperatura de
21 + 2 °C, umidade relativa de 95 + 2% e fotoperiodo de 225 uE m™ s fornecido
por lampadas fluorescentes brancas. As plantas foram mantidas nessa cadmara até o

término dos experimentos.

Avaliacdo da severidade da antracnose: a severidade da antracnose foi avaliada
nos trés foliolos da quarta folha das plantas de cada repeti¢do e tratamento, as 24, 48,
96, 120 e 144 h apos a inoculacdo (hai), utilizando-se a escala diagramatica proposta

por Godoy et al. (1997).

Determinacdo das trocas gasosas: as trocas gasosas foram realizadas utilizando-se
o sistema portatil de medi¢ao de fotossintese modelo LI-6400 (LI-COR Biosciences
Inc., Lincon, Nebraska, EUA) equipado com fonte de luz artificial 6400-02B
RedBlue. Determinaram-se a taxa de assimilacao liquida do carbono (A, ), a
condutancia estomatica (g;) ¢ a taxa de transpiracao (F). As medi¢gdes foram

2

realizadas com luz actinica (PAR) constante (1.000 pmol fétons m? s7) e
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concentragdo atmosférica de CO, (C,) (= 390 umol mol'l) e temperatura ambiente
(27 °C £ 0,9). Os valores da concentragdo interna de CO; (C;) foram obtidos com
base nos valores de A, g € E, de acordo com Von Caemmerer € Farquhar (1981).
As medigdes foram realizadas as 36, 48, 72, 120 hai, na quarta folha das plantas de
cada repeticdo e tratamento no periodo das 8 as 11 h. As medicdes também foram

realizadas na quarta folha das plantas nao inoculadas com C. lindemuthianum.

Determinagdo da concentracdo de pigmentos: amostras de 100 mg dos trés
foliolos da terceira folha das plantas de cada repeticdo e tratamento foram coletadas
as 144 hai. As amostras foram trituradas em nitrogénio (N) liquido contendo 0,1 g
de carbonato de calcio e, em seguida, homogeneizadas com 2 mL de acetona 80%
(v/v), por 1 min, sob luz verde. A suspensdo resultante foi filtrada em papel-filtro
Whatman # 1. O residuo foi lavado por trés vezes em acetona 80% e o volume final,
completado em baldao volumétrico para 25 mL com o mesmo solvente. As
absorbancias dos extratos foram lidas em espectrofotdmetro (Evolution 60, Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA), nos comprimentos de onda de 470, 646,8 ¢ 663,2
nm. As concentragdes de clorofila a (Cl,), clorofila b (Cl) e carotenoides foram

estimadas de acordo com Lichtenthaler (1987).

Determinacéo da concentracdo de perédxido de hidrogénio (H,0O,): amostras dos
trés foliolos da terceira folha das plantas de cada repetigdo e tratamento foram
coletadas as 24, 48, 72, 120 e 144 hai. Amostras de folhas de plantas ndo inoculadas
com C. lindemuthianum (0 hai) serviram como controle. As amostras foram
armazenadas individualmente em papel-aluminio, rapidamente congeladas em N,
liquido e, em seguida, armazenadas em ultrafreezer a -80 °C, para posterior analise.
Para obtengdo dos extratos usados na determinacdo da concentragdo de H,O,, 0,2 g
de segmentos de tecido foliar, foram macerados com N, liquido em almofariz até a
obteng¢do de um po fino. O pd obtido foi homogeneizado em 2 mL de tampao-fosfato
de potéassio 50 mM (pH 6,5) contendo hidroxilamina 1 mM. O homogeneizado foi
centrifugado a 10.000 g por 15 min a 4 °C e o sobrenadante, usado para determinar a
concentragdo de H,O, (Kuo e Kao, 2003). Uma aliquota de 100 puL do sobrenadante
foi adicionada a um meio de reacao constituido de FeNH4(SO4) 100 uM, acido
sulfurico 25 mM, laranja de xilenol 250 uM e sorbitol 100 mM em um volume final

de 2 mL (Gay e Gebicki, 2000). As amostras foram mantidas no escuro por 30 min ¢
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a absorbancia, determinada em espectrofotdometro a 560 nm. Brancos do reagente e
dos extratos vegetais foram preparados em paralelo e subtraidos da amostra. A
concentracdo de H,O, nas amostras foi determinada utilizando-se uma curva de

calibragdo preparada com H,O, (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil).

Determinacdo das atividades da catalase (CAT, EC 1.11.1.6), ascorbato
peroxidase (APX, EC 1.11.1.11), superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) e
redutase da glutationa (RG, EC 1.11.1.6): amostras dos trés foliolos da quarta
folha das plantas de cada repeticao e tratamento foram coletadas as 24, 48, 72, 120 e
144 hai. Amostras de folhas de plantas ndo inoculadas com C. /indemuthianum (0
hai) serviram como controle. As amostras foram armazenadas individualmente em
papel-aluminio, rapidamente congeladas em N, liquido e, em seguida, armazenadas
em ultrafreezer a -80 °C, para posterior analise.

Para os extratos das enzimas CAT, APX e SOD, 0,3 g de tecido foliar foi
macerado com N, liquido em almofariz até a obtengao de um po fino. O pd obtido foi
homogeneizado em 2 mL de tampao-fosfato de potassio 50 mM (pH 6,8) contendo
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonico
(PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVP) 2% (p/v). O homogeneizado foi
centrifugado a 1.500 g por 15 min, a 4 °C, e o sobrenadante, usado como extrato para
as determinacdes enzimaticas.

A atividade da CAT foi determinada pelo método de Cakman e Marschner
(1993). A mistura de reagdo foi constituida de 50 mM de tampao-fosfato de potéssio
(pH 6,8) e 12,5 mM de H,O, num volume de 1 mL. A reacdo foi iniciada pela adigao
de 0,35 mL do extrato da enzima, e a atividade foi determinada pelo consumo de
H,0, a 240 nm, por 1 min. O coeficiente de extingdo molar de 39,4 mM™ cm™ foi

1 -l
mg

usado para determinar a atividade da CAT, a qual foi expressa em mmol min
de proteina.

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nakano e Asada (1981).
A mistura de reagdo foi constituida de 50 mM de tampao-fosfato de potassio (pH
6,8), 1 mM de H,O, e 0,8 mM de ascorbato, num volume de 1 mL. A reagdo foi
iniciada pela adi¢do de 34 pL do extrato da enzima, e a atividade foi medida pela
oxidagdao do H,O, dependente do ascorbato a 290 nm, por 1 min. O coeficiente de

extingdo molar de 2,8 mM™' cm™ foi usado para calcular a atividade da APX, a qual

. - -1 -1 ’
foi expressa em mmol min~™ mg~ de proteina.
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A atividade da SOD foi determinada pela adi¢do de 30 pL do extrato
enzimatico em 2,97 mL de mistura de reagdo constituida de tampao-fosfato de sodio
50 mM (pH 7,8), metionina 13 mM, azul de p-nitro-tetrazolio (NBT) 75 uM, EDTA
0,1 mM e riboflavina 2 uM (Del Longo et al., 1993). A reagdo ocorreu a 25 °C sob
iluminagdo de lampadas de 15 W. Apds 5 min de exposicao a luz, a iluminagdo foi
interrompida, ¢ a formazana azul, produzida pela fotorredugdo do NBT, foi medida
em espectrofotometro a 560 nm (Giannopolitis e Ries, 1977). As amostras-controle
tiveram absorbancias medidas a 560 nm, utilizando-se mistura de reacdo mantida no
escuro por 5 min, e os valores foram subtraidos das leituras das amostras das
repeticdes dos tratamentos que receberam ilumina¢do. Uma unidade da SOD foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorredugdo
do NBT (Peixoto et al., 1999).

Para obtenc¢do do extrato da RG, 0,3 g de tecido foliar foi macerado com N,
liquido em almofariz até a obten¢do de um p6 fino. O po6 obtido foi homogeneizado
em 2 mL de tampao-fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5), EDTA 0,1 mM, DL-
ditioteitol 1 mM, PMSF 1 mM e PVP 2% (p/v). O homogeneizado foi centrifugado a
15.000 g por 15 min a 4°C e o sobrenadante, usado como extrato da enzima. A
atividade da RG foi determinada pela adi¢cdo de 100 pL do extrato enzimatico a 0,9
mL de uma mistura de reagdo constituida de tampao-fosfato de potassio 0,1 M (pH
7,5), EDTA 1 mM, glutationa oxidada 1 mM e NADPH 0,1 mM preparado em
tampao TRIS-HCI 0,5 mM (pH 7,5), segundo Carlberg ¢ Mannervik (1985). O
decréscimo na absorbancia a 340 nm na temperatura de 30 °C foi medido no
primeiro minuto apos o inicio da reacdo. A atividade da RG foi calculada utilizando-
se o coeficiente de extingdo molar de 6,22 mM™ cm™ (Foyer e Halliwell, 1976), a
qual foi expressa em mmol.min".mg"' de proteina.

A concentragdo de proteinas em cada amostra foi determinada pelo método de
Bradford (1971), e todas as determinagdes enzimaticas foram realizadas em

triplicata.

Determinagéo da concentracdo foliar de Si: apds o término dos experimentos, as
folhas das plantas das repeticdes de cada tratamento foram coletadas, lavadas em
agua deionizada e secas a 65 °C, durante 72 h. Posteriormente, as folhas foram

moidas em moinho tipo Thomas-Wiley provido de peneira de 40 mesh. A
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concentragdo foliar de Si foi determinada por analise colorimétrica da digestdo

alcalina de 0,1 g de tecido seco (Kornddrfer et al., 2004).

Delineamento experimental e analise estatistica: os experimentos foram instalados
em delineamento inteiramente casualizado com dois tratamentos (-Si e +Si ) e seis
repeticdes. Um experimento foi conduzido para avaliar a severidade da antracnose e
a concentracao foliar de Si e outro, para avaliar as trocas gasosas e coletar as
amostras para determinagdo da concentragdo de pigmentos e¢ de perdxido de
hidrogénio e das atividades enziméticas. Cada unidade experimental correspondeu a
um vaso contendo 5 L de solugdo nutritiva e trés plantas de feijoeiro. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos, comparadas pelo
teste-t (P < 0,05), utilizando-se o software SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC). A

concentragdo foliar de Si foi correlacionada com as variaveis A4, g, E € C/C,.
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RESULTADOS

Concentracéao foliar de Si: a concentragao foliar de Si foi significativamente maior
(P < 0,05) nas plantas supridas com esse elemento, com aumento de 52,4% em

relagdo as plantas nao supridas (Tabela 1).

Tabela 1 - Concentracdo de silicio (Si) e severidade (Sev) da antracnose em folhas de
plantas de feijoeiro crescidas em solucdo nutritiva contendo 0 (-Si) e 2
mMol (+Si) de silicio (Si) e inoculadas com Colletotrichum

lindemuthianum
Tratamentos Si (dag/kg) Sev (%)
-Si 0,84 6,30
+Si 1,25 4,16
teste-t * *
C.V. (%) 16,58 14,72

*Signiﬁcativo a 5% de probabilidade, pelo teste-t.
C.V. = coeficiente de variacao.

Severidade da antracnose: houve diferenga (Tabela 1) significativa (P < 0,05) na
severidade entre os tratamentos -Si e +Si. A severidade foi significativamente menor
(P < 0,05) nas folhas das plantas supridas com Si, com decréscimo de 34% em

relagdo as folhas das plantas ndo supridas com esse elemento (Tabela 1).

Trocas gasosas: a g, foi maior nas folhas das plantas supridas com Si em relagdo as
daquelas ndo supridas com esse elemento (Fig. 1a). O maior valor de g; nas folhas
das plantas supridas com Si resultou em maiores de £ (Fig. 1b). Embora a g; foi
maior nas folhas das plantas supridas com Si, a razdo C;/C, foi significativamente
maior nas folhas das plantas nao supridas com Si (26,8% superior as 120 hai) (Fig.s
Ic). As mudancas em A, (Fig. 1d) foram inversas a taxa da relacao C,/C, (58,2%

de reducdo em A, as 120 hai, nas folhas das plantas ndo supridas com Si). Nas
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folhas das plantas ndo supridas com esse elemento, a redugdo em A,,; foi muito
maior do que na area verde, nos estadios mais avancados da infec¢do (redugdo de
79% em A, e 6,3% na area verde). No tratamento +Si, os valores de A, € area
verde foram reduzidos em 51 e 4,1%, respectivamente, indicando que pequenos

decréscimos na area foliar sadia contribuem para aumentar os valores da A,,;;.
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Figura 1 - Condutancia estomatica (g;) (a), taxa de transpiragdo (E) (b), taxa de
concentragdo de CO, interna vs. ambiente (C/C,) (c¢) ¢ taxa de
assimilagdo liquida do CO; (A,.4x) (d), determinadas em folhas de plantas
de feijoeiro crescidas em solucao nutritiva contendo 0 (-Si) e 2 mMol
(+Si) de silicio (Si) e inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum.
Cada ponto representa a média de seis repetigdes. As barras indicam o
desvio-padrao da média. Diferengas entre os tratamentos -Si e +Si pelo
teste-t (P < 0,05) estdo representadas por asterisco.

Concentracdo de pigmentos: houve aumento na concentra¢do de Cl,, Clp, relagdo
Cl,/Cl, e carotenoides nas folhas das plantas supridas com Si. Em Cl,, os maiores
valores ocorreram as 72, 120 e 144 hai (Fig. 2a). Diferencas significativas entre os

tratamentos -Si e +Si ocorreram as 0, 48 e 120 hai (Fig. 2a). A concentragao de Cl; e
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de carotenoides apresentou comportamento similar ao observado na concentracao de
Cl,, com os maiores valores acontecendo as 72 ¢ 120 hai, no tratamento +Si.
Houve diferencas significativas na concentragdo de Cl, e de carotenoides entre os
tratamentos -Si e +Si, as 0 e 48 hai (Fig. 2b-d). Nao houve diferenca significativa
entre os tratamentos —Si e +Si na relacdo Cl,/Cl,, em nenhuma das épocas de
avaliacdo (Fig. 2¢). No entanto, na presenca de Si os valores foram maiores a partir
das 72 hai até o final das avaliagdes.
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Figura 2 - Concentracdo de clorofilasa (Cl,) (a), clorofila b (Cl;) (b) e relacdo
clorofila a/b (c) e carotenoides (d) em folhas de plantas de feijoeiro
crescidas em solucdo nutritiva contendo 0 (-Si) e 2 mMol (+Si) de silicio
(Si) e inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum. Cada ponto
representa a média de seis repetigdes. As barras correspondem ao desvio-
padrdo da média. Diferencas entre os tratamentos -Si e +Si pelo teste-t
(P <0,05) estao representadas por asterisco.

Concentracdo de H,O;: a maior concentragdo de H,O, ocorreu nas folhas das

plantas ndo supridas com Si, as 36, 48, 72 ¢ 144 hai, porém diferengas significativas

entre os tratamentos -Si e +Si aconteceram apenas as 36, 48 e 144 hai (Fig. 3).
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Figura 3 - Concentragdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) em folhas de plantas de
feijoeiro crescidas em solugdo nutritiva contendo 0 (-Si) e 2 mMol (+Si) de
silicio (Si) e inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum. Cada ponto
representa a média de seis repeti¢des. As barras correspondem ao desvio-
padrdo da média. Diferengas entre os tratamentos -Si e +Si pelo teste-t (P
<0,05) estdo representadas por asterisco.

Atividades da CAT, APX, SOD e RG: a atividade da CAT foi significativamente
maior as 120 hai, nas folhas das plantas supridas com Si (Fig. 4). Diferencas
significativas entre os tratamentos -Si e +Si ocorreram as 72, 120 e 144 hai (Fig. 4).
Ap0s a inoculagao com C. lindemuthianum, a atividade da APX mostrou-se superior
nas folhas das plantas supridas com Si (Fig. 5), com diferencas significativas entre os
tratamentos -Si e +Si, as 0, 36, 120 e 144 hai (Fig. 5). A atividade da SOD
apresentou comportamento similar nos tratamentos -Si e +Si, com valores superiores
e significativos no tratamento +Si, as 48, 72 e 144 hai (Fig. 6). Diferenca
significativa entre os tratamentos -Si e +Si ocorreu somente as 36 hai (Fig. 6). A
atividade da RG foi maior nas folhas das plantas supridas com Si, com diferenca
significativa as 36 e 72 hai em relacdo as plantas do tratamento -Si (Fig. 7).

Diferenca significativa entre os tratamentos —Si e +Si ocorreu somente as 120 hai

(Fig. 7).
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Figura 4 - Atividade da catalase (CAT) em folhas de plantas de feijoeiro crescidas
em solugdo nutritiva contendo 0 (-Si) e 2 mMol (+Si) de silicio (Si) e
inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum. Cada ponto representa a
média de seis repeticdes. As barras correspondem ao desvio-padrao da
média. Diferengas entre os tratamentos -Si e +Si pelo teste-t (P < 0,05)
estdo representadas por asterisco.
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Figura 5 - Atividade da ascorbato peroxidase (APX) em folhas de plantas de feijoeiro
crescidas em solugdo nutritiva contendo 0 (-Si) e 2 mMol (+Si) de silicio
(Si) e inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum. Cada ponto
representa a média de seis repeticdes. As barras correspondem ao
desvio-padrao da média. Diferengas entre os tratamentos -Si e +Si pelo
teste-t (P < 0,05) estdo representadas por asterisco.
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Figura 6 - Atividade da superéxido dismutase (SOD) em folhas de plantas de
feijoeiro crescidas em solugao nutritiva contendo 0 (-Si) e 2 mMol (+Si)
de silicio (Si) e inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum. Cada
ponto representa a média de seis repetigdes. As barras correspondem ao
desvio-padrao da média. Diferengas entre os tratamentos -Si e +Si pelo
teste-t (P < 0,05) estdo representadas por asterisco.
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Figura 7 - Atividade da redutase da glutationa (RG) em folhas de plantas de feijoeiro
crescidas em solugdo nutritiva contendo 0 (-Si) e 2 mMol (+Si) de silicio
(Si) e inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum. Cada ponto
representa a média de seis repeticdes. As barras correspondem ao
desvio-padrao da média. Diferengas entre os tratamentos -Si e +Si pelo
teste-t (P < 0,05) estao representadas por asterisco.
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Correlagdo de Pearson: houve correlacdo significativa e negativa entre a
concentragdo foliar de Si e a severidade da antracnose (Tabela 2). Os maiores
coeficientes de correlagao foram estabelecidos entre a severidade da antracnose e os
parametros de trocas gasosas (Aua, E, g, Ci/C,) (Tabela 2). Houve correlacdo
significativa e negativa entre a severidade e g,. Nao houve correlagdo entre g; e a
taxa da relacao C,/C,.
Tabela 2 - Correlagdo de Pearson entre as variaveis concentragdo foliar de silicio
(Si), severidade (Sev) da antracnose, taxa de assimilac¢do liquida do CO,

(Anmax), taxa de transpiragdo (E), condutancia estomatica (g;) e taxa de
concentragdo de CO; interna vs. ambiente (C/C,)

Variaveis Si Sev Anax E o C/C,

Si 1 -0,80*  0,89* 0,79* 0,64* -0,91*

Sev 1 -0,92%* -0,96* -0,89* 0,72%*

Amax 1 0,93* 0,87* -0,84%*

E 1 0,88* -0,76*

s 1 -0,50™
C/C, 1

" = ndo significativo e * = significativo a P <0,05.
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DISCUSSAO

Embora o Si ndo seja considerado elemento essencial as plantas, sdo bem
conhecidos o0s seus beneficios para o crescimento e desenvolvimento,
particularmente das gramineas quando expostas a estresses de naturezas biotica e, ou,
abidtica (Zhu et al., 2004; Datnoff et al., 2007). Doengas de importancia econdmica
em culturas como arroz, cevada, centeio, milho, morango, pepino, soja, sorgo, trigo e
uva foram eficientemente controladas pelo fornecimento de Si (Bélanger et al., 2003;
Datnoff et al., 2007; Dallagnol et al., 2009; Rodrigues et al., 2009). Neste estudo,
plantas de feijoeiro supridas com Si apresentaram concentracao média de 1,2% de Si,
0 que correspondeu a uma concentragcdo semelhante a obtida por Liang et al. (2006)
em plantas de pepineiro. A severidade da antracnose foi reduzida nas plantas
supridas com Si, indicando o possivel envolvimento desse elemento na
potencializagdo da resisténcia basal a C. lindemuthiamum. Na interagdo feijoeiro-C.
lindemuthianum, ainda ndo foi estudado o efeito do Si nos aspectos fisiologicos e
bioquimicos da resisténcia a antracnose.

A reducdo da severidade da antracnose nas plantas supridas com Si sugere a
participagdo desse elemento em potencializar a resisténcia do feijoeiro a infecgdo por
C. lindemuthianum. O envolvimento do Si no incremento da resisténcia em
dicotiledoneas foi evidenciado por Menzies et al. (1992), os quais observaram
mudanca na expressdao da defesa de células da epiderme de pepineiro colonizada por
Podosphaeria xanthii. O acimulo de compostos fendlicos nas células das raizes de
plantas de pepineiro supridas com Si e infectadas por Pythium ultimum e o aumento
na atividade das enzimas quitinases, peroxidases e polifenoloxidases foram
associados a diminui¢ao da intensidade da doenga (Chérif et al., 1992, 1994).

Em condigdes de estresse bidtico e, ou, abidtico, as plantas aumentaram a

producdo de EROS, como H,0,, O, ¢ OH’, que oxidam pigmentos fotossintéticos e
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causam danos a membrana plasmatica, proteinas e &cidos nucleicos (Egert e Tevini,
2002). De acordo com Lima et al. (2002), o aumento nos danos celulares resulta de
um desequilibrio entre a produ¢do de EROS e os mecanismos de defesa do
hospedeiro em favor do primeiro. Os resultados deste estudo indicam reducdo na
severidade da antracnose associada a uma diminui¢do na concentragdo de H,O, nas
folhas das plantas supridas com Si, indicando que o Si teve a capacidade de aliviar o
dano oxidativo induzido pelo patdégeno. Diminui¢do da producdo de EROS foram
reportados por Al-Aghabary et al. (2004) e Zhu et al. (2004) em plantas de tomateiro
e pepineiro crescendo em condi¢des de estresse salino.

O efeito da infec¢@o por C. lindemuthianum nas variaveis relacionadas com as
trocas gasosas foi maior nos estadios avangados da infecgao. Apds o aparecimento
dos sintomas da antracnose, houve diminui¢do da fotossintese. A diminuigdo da
capacidade fotossintética foi maior do que se poderia esperar com relagdo a redugdo
da area verde, o que indica que a fotossintese foi inibida na area verde remanescente
de folhas sintomaticas. Esses resultados estdo em concordancia com os encontrados
por Meyer et al. (2001) e Bassanezi et al. (2001), os quais constataram que apenas
10% da area com sintomas de antracnose em folhas de feijoeiro reduziu A,; em
mais de 50%, e valores superiores a 20% na area sintomatica apresentaram A,
quase nula. A diminuicdo da severidade e o aumento de A,y indicam o efeito
positivo do Si na ativacdo dos mecanismos de resisténcia basal que passam a limitar
o processo infeccioso de C. lindemuthianum, portanto diminuindo a queda na
fotossintese.

A aplicacdo de Si aumentou gg. Decréscimos paralelos em A, € g evidenciam
que o fechamento estomatico esteve envolvido na redugdo da fotossintese durante o
processo infeccioso de C. lindemuthianum. A medida que ocorreu progresso nos
sintomas da antracnose com o aparecimento da necrose nas nervuras, a
disponibilidade de dgua diminuiu progressivamente, seguida pelo fechamento dos
estdmatos, incapacitando o tecido de transportar agua, sais minerais e glicose. O
déficit hidrico normalmente decresce a fotossintese e a transpiracao (Inamullah e
Isoda, 2005), reduz a condutancia estomatica e, consequentemente, aumenta a
resisténcia estomatica (Ismail et al., 2004).

Um fato interessante foi que, embora g, tenha sido maior nas plantas supridas
com Si, a razdo C;/C, foi maior naquelas ndo supridas, particularmente em estadios

avancados da infec¢do por C. lindemuthianum, indicando que a capacidade do
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meso6filo em fixar o CO; foi mais afetada nas plantas ndo supridas com Si. De acordo
com Meyer et al. (2001), a reducdo da fotossintese durante a infec¢ao por C.
lindemuthianum comprometeu a inibigdo estomatica e metabolica, sugerindo que a
inibi¢do metabodlica foi mediada pela inibicdo na regeneracdo da rubisco. Os
resultados deste estudo ndo mostraram correlagdo entre gs e a C;/C,, indicando que a
taxa de fixagdo do CO, poderia ter mais dependéncia da limitacdo bioquimica do que
estomatica, independentemente da presenca do Si.

A concentragdo de pigmentos fotossintéticos aumentou nas folhas das plantas
supridas com Si. O incremento na razdo Cl,/Cl, nas plantas supridas com Si foi
relacionado com um respectivo incremento na concentragdo da Cl, e Cl, em razao,
possivelmente, da maior eficiéncia fotorreceptora. Na presenga do Si, houve aumento
na concentragdo de carotenoides, indicando a importancia deles na fotoprotecao do
sistema fotossintético pela dissipagdo do excesso de energia de excitagdo por meio
do ciclo das xantofilas (Demming-Adams e Adams, 1992).

Sob condi¢des normais de crescimento, muitos processos metabolicos nas
plantas desencadeiam a produc¢do de EROS, necessitando, assim, da existéncia de
eficiente sistema de defesa antioxidante para remové-las, o qual envolve a acdo das
enzimas relacionadas com o metabolismo do estresse oxidativo (Gunes et al., 2007).
O efeito do Si na atividade das enzimas antioxidantes ¢ amplamente registrado na
literatura (Gunes et al., 2007; Gong et al., 2008). Os resultados deste estudo indicam
que o fornecimento de Si aumentou a atividade da SOD, APX e RG nas folhas das
plantas infectadas por C. colletotrichum, porém sem nenhum efeito da CAT.
Resultado semelhante foi obtido por Zhun et al. (2004), os quais observaram
aumento na atividade da SOD, APX, RG guaiacol peroxidase e deidroascorbato
redutase, com exce¢do da CAT em plantas de pepino mantidas sob estresse salino e
na presenca de Si. A partir do comportamento na atividade da APX, pode-se concluir
que essa enzima foi mais importante do que a CAT na reducdo da concentragio de
H,0; (Zhun et al., 2004; Gunes et al., 2007). A APX, a RG ¢ a de-hidroascorbato
redutase sdo as principais enzimas envolvidas no ciclo do ascorbato-glutatione e na
presenga do Si. As atividades da APX e da RG, embora semelhantes, aumentaram na
presenca de Si.

Os resultados deste trabalho sugerem que o Si pode estar envolvido nas

atividades metabolicas e, ou, fisiologicas das plantas de feijoeiro infectadas por C.
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lindemuthianum, principalmente por manter uma fotossintese eficiente e aliviar o

estresse oxidativo provocado pela infecg¢ao pelo patogeno.
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CAPITULO 3

CONTROLE DA ANTRACNOSE DO FEIJOEIRO COM SILICIO,
MOLIBDENIO E FUNGICIDA
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RESUMO

Este estudo teve por objetivo determinar se a pulverizagdo foliar de silicato de
potassio (KSi) e molibdato de sodio (Mo) poderia diminuir a intensidade da
antracnose no feijoeiro. Dois experimentos de campo foram instalados em
delineamento experimental de blocos casualizados, em esquema fatorial 2 x 4, com
trés repeticdes. O fator principal correspondeu a aplicagdo ou ndo de fungicida em
combinagdo com quatro tratamentos de aplicagdo de micronutrientes (sem
micronutrientes, KSi, Mo, Mo+KSi). Os tratamentos foram: (1) sem pulverizacdo de
fungicida ou micronutiretes; (2) pulverizagdo de silicato de potassio (KSi); (3)
pulverizagdo de molibdato de sodio (Mo); (4) pulverizacdo de KSi+Mo; (5)
pulverizacdo de fungicida (Fung); (6) pulverizagdo de Fung+KSi; (7) pulverizagao de
Fung+Mo; e (8) pulverizacdo de Fung+KSi+Mo. O silicio foi aplicado como silicato
de potassio (KSi) na dose de 35 g L ', o molibdénio como molibdato de sodio
(NaMo) na dose de 90 g ha™' e o fungicida de ingrediente ativo Azoxistrobina na
dose de 120 g ha™'. As plantas pulverizadas com agua serviram de testemunha nos
dois experimentos. O KSi foi aplicado aos 20, 25, 40, 55 dias apds a semeadura
(das), correspondendo aos estadios V3, V4, R5, R6, respectivamente. O NaMo foi
aplicado somente no estadio V4, enquanto o fungicida Azocistrobina, nos estadios de
desenvolvimento V3, R5, R6. As plantas foram inoculadas artificialmente com
Colletotrichum lindemuthianum antes da aplicagdo dos productos. Todas as
variaveis, exceto o rendimento, foram avaliadas na amostra destrutiva semanal a
partir dos 35 dias pos-semeadura (dps). A pulverizagdo do fungicida diminuiu a area
abaixo da curva do progresso da antracnose (AADPA) em cerca de 60% e
incrementou a producdo de graos em aproximadamente 62%, ja a pulverizagao foliar
com KSi e Mo elevou o rendimento em torno de 11% e 19%, respectivamente. A

AADPA reduziu-se em cerca de 29% e 14% com a aplicacdo de KSi e Mo. A
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pulverizagdo com KSi ndo resultou em efeito significativo sobre as varidveis de
incremento (LAI, HLAI) e duragdao da area foliar (LAD, HAD). O Mo contribuiu
para incrementar significativamente as varidveis de desenvolvimento (LAI, HLAI),
duracdo (LAD, HAD) da éarea foliar e interceptacdo e aproveitamento da radia¢do
pela area foliar (RI, HRI, HAA), em valores superiores aos apresentados pela
aplicacdo do fungicida. Os resultados apontaram para a possibilidade de se utilizar a
aplicagdo foliar de KSi em associagdo com o NaMo, para aumentar a resisténcia do
feijoeiro a infeccdo por C. lindemuthianum e, consequentemente, obter ganho na

producdo de graos.
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ABSTRACT

Control of Anthracnose in Bean Plants by Using Silicon, Molybdenum and
Fungicide

The objective of this study was to determine if foliar pulverization of
potassium silicate (KSi) and sodium molybdate (Mo) could decrease the intensity of
anthracnose in common bean plants. Two field experiments were installed in a
random block experimental design in 2 x 4 factorial design with three replications.
The main factor corresponded to the application or not of fungicide in combination
with four treatments of micronutrients application (without micronutrients, KSi, Mo,
Mo + KSi). The treatments were: (1) without fungicide or micronutrient
pulverization, (2) potassium silicate (KSi) pulverization;(3) sodium molybdate (Mo)
pulverization; (4) KSi + Mo pulverization; (5) fungicide pulverization (Fung); (6)
Fung + Ksi pulverization; (7) Fung + Mo pulverization, and (8) Fung +KSi + Mo
pulverization. Silicon was applied as potassium silicate (KSi) at a dose of 35 g L ™,
molybdenum as sodium molybdate (Namo) at a dose of 90 g ha™ and Azoxistrobin
active ingredient fungicide at a dose of 120 g ha™'. Plants pulverized with water
served as control in the two experiments. Potassium silicate was applied at 20, 25,
40, 55 days after sowing (DAS), corresponding to stages V3, V4, RS, R6,
respectively. Sodium molybdate was applied only at V4 stage whereas fungicide
Azocistrobin were applied in the development stages V3, RS, R6. The plants were
artificially inoculated with Colletotrichum lindemuthianum before application of the
products. All variables except yield, were assessed at weekly destructive sampling
from 35 days after sowing (DAS). Pulverization with fungicide reduced the area
under the curve of anthracnose progress (ABCAP) by approximately 60% and
increased grain production by about 62% but foliar pulverization with KSi and Mo

increased the yield by around 11% and 19%, respectively. The area under the

67



antracnose progress curve was reduced by about 29% and 14% by applying KSi and
Mo. Pulverization with KSi resulted in no significant effect on the increase variables
(LAI, HLAI) and leaf area duration (LAD, HAD). Molybdenum contributed to
significantly increase the development variables (LAI, HLAI), leaf are duration
(LAD, HAD) and interception and use of radiation by the leaf area (RI, HRI, HAA)
at amounts higher than those presented by fungicide application. The results pointed
to the possibility of using foliar application of KSi in association with NaMo, to
increase resistance by the bean plant to infection by C. lindemuthianum and thus to

obtain gains in grain yield.
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INTRODUCAO

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e
Magnus), ¢ uma das doengas mais severas do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.),
acarretando grandes perdas na produgao (Vieira, 1988). Em condig¢des favoraveis ao
progresso da doenca, como alta umidade relativa e temperatura entre 18 e 20 °C, a
produtividade ¢ drasticamente reduzida (Vieira, 1988). A doenga esta presente em
todos os continentes, € no Brasil ocorre na maioria dos estados (Pria et al., 1999). A
antracnose afeta as plantas de feijoeiro em todos os estagios de desenvolvimento,
atacando folhas, caules, ramos, vagens ¢ sementes (Araujo, 1988). Em condigdes de
alta temperatura, o fungo penetra os tecidos do hospedeiro e nas primeiras horas ¢
biotrofico, tornando-se posteriormente necrotréfico (Bayle et al., 1992).

A implementacgdo de estratégia de manejo da antracnose na cultura do feijoeiro
requer informagdes precisas e acuradas sobre o dano causado pelo patdégeno. O dano
¢ definido como qualquer diminui¢cdo na qualidade ou na quantidade da produgdo
que ¢ resultante de um sintoma visivel causado por patogenos (Bergamin Filho,
1995). Assim, a quantificacao da doenga, normalmente expressa como severidade ou
area sob a curva de progresso da doenga, ¢ importante para estabelecer o nivel de
dano na producdo (James, 1974; Kranz, 1988). A relacdo entre a redugdo da
producdo e a severidade na maioria das vezes ndo ocorre (Bergamin Filho, 1997).
Analises desenvolvidas por Waggoner e Berger (1987) e baseadas nos estudos
classicos de Monteith (1972) mostraram que a produgao de graos, ou matéria seca, ¢
funcdo, em grande parte dos casos, da area fotossinteticamente ativa (sadia) da planta
e ndo da area doente, definindo conceitos como indice de area foliar sadia (HLAI),
duragdo da area foliar sadia (HAD), radiacdo interceptada pela copa sadia da planta
(HRI) e absor¢ao da area foliar sadia (HAA). Johnson (1987) refinou ainda mais esse

conceito ao propor que a produgdo € fungdo nao so da area foliar sadia e da radiacao
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absorvida pelas folhas, mas também da eficiéncia fotossintética da planta. A
potencialidade da abordagem de HAD e HAA tem sido evidenciada na literatura em
diversas interagdes, como arroz-Pyricularia grisea (Bastiaans et al.,, 1991,
Pinnschmidt et al., 1994), trigo-Puccinia recondita f.sp. tritici (Subba Rao et al.,
1989), trigo-Erysiphe graminis f.sp. tritici (Daamem e Jorritsma, 1990), soja-
Phakopsora pachyrhizi (Yang et al., 1991), feijoeiro-C. lindemuthianum e Uromyces
appendiculatus (Lopes e Berger, 2000), feijoeiro-Phaeoisariopsis griseola (Nunes e
Bergamin Filho, 1996; Bergamin Filho et al., 1997), feijoeiro-C. lindemuthianum,
Uromyces appendiculatus € Phaeoisariopsis griseola (Bassanezi et al., 2001).

Diferentes métodos podem ser empregados no controle da antracnose (Canteri
et al., 1999). A utilizagdo de cultivares de feijoeiro resistentes a antracnose ¢ a forma
menos onerosa em relagdo a aplicacdo de fungicidas (Singh et al., 1992; Vieira,
1998). No entanto, a existéncia de varias ragas fisiologicas do patdogeno representa
um obstaculo para a obtenc¢do de novos cultivares de feijoeiro resistentes (Rava et al.,
1993). A aplicagdo de fungicidas reduz a severidade da antracnose e aumenta a
producdo de graos (Oliveira, 2003; Santini et al., 2005), mas o seu uso ¢ limitado
devido aos problemas ambientais, além do risco do surgimento de populagdes
resistentes do patdgeno. Assim, métodos alternativos de controle ambientalmente
sustentaveis precisam ser pesquisados.

A nutri¢do mineral ¢ fator ambiental de facil manipulagdo para o controle das
doencas de plantas, entretanto ¢ necessario conhecer como os nutrientes minerais
aumentam ou diminuem a resisténcia das plantas aos patdogenos ao afetarem o
processo de patogénese (Marschner, 1988). Embora o silicio (Si) ndo seja
considerado elemento essencial para as plantas superiores (Epstein, 1999), a
literatura cientifica registra o potencial desse elemento em reduzir estresses biodticos e
aumentar a resisténcia das plantas ao ataque por patdgenos (Carver et al., 1987; Kim
et al., 2002; Rodrigues et al., 2003, 2005; Fauteux et al., 2005; Liang et al., 2006).
Entre os mecanismos de defesa potencializados pelo Si estdo a formacao de uma
barreira fisica abaixo da cuticula apos a polimerizacdo do acido monossilicio e o
aumento na producdo de compostos fendlicos e fitoalexinas, além da maior atividade
de enzimas associadas com a resisténcia da planta (Kim et al., 2002; Rodrigues et al.,
2005). Em dicotiledoneas como pepino, meldao e abobora, a pulverizagao de silicato
de potassio reduziu o nimero de colonias de mildio pulverulento (Menzies et al.,

1992). Em feijoeiro, a aplicagao foliar de silicato de sodio diminui em 62,4% a area
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abaixo da curva do progresso da severidade da antracnose (Moraes et al., 2005). A
pulverizagao de silicato de potéssio nas doses de 0 a 60 g/LL aumentou a concentragao
de Si nas folhas em 58%, independentemente do pH da solu¢ao (Rodrigues et al.,
2010). A maior dose de silicato de potassio diminuiu a severidade da mancha-angular
em 42% e 30% e o desfolhamento em 17% e 33%, em valores de pH 5 e 10,
respectivamente, em relagcdo a ndo pulverizacdo desse produto. A producdo de graos
aumentou em 30% e 43% quando as doses de silicato de potassio aumentaram de 0 a
60 g L', em valores de pH 5 e 10, respectivamente.

O molibdénio (Mo) ¢ um micronutriente essencial para as plantas, pela sua
atividade como metal catalico durate as reacoes redox de algumas enzimas. Quatro
enzimas das plantas sdo dependentes do Mo: nitrato redutase (NR), sulfito oxidase
(SO), xanthina desidrogenase (XD) e aldeido oxidase (AO). A fim de ganhar
atividade biolégica, o Mo tem sido complexado por um composto pterina formando o
molibdopterina (Moco) (Mendel, 2007). O Moco esta particularmente envolvido nas
enzimas que participam direita ou indiretamente no metabolismo do nitrogénio,
nitrogenase e redutase do nitrato e € essencial para aumentar o metabolismo do
nitrogénio (Marschner, 1986; Taiz e Geizer, 2004). O possivel mecanismo do Mo na
resisténcia das plantas as doengas ainda ndo esté esclarecido, no entanto a diminui¢ao
na quantidade de Mo no solo pode reduzir a resisténcia as doencas ao impedir a
producao da nitrato redutase, enzima que contém duas moléculas de Mo e que ¢é
requerida para converter os nitratos em proteinas (Kaiser et al., 2005). O Moco
também participa na sintese das fitormonas acido abscisico e acido indol-3-butirico
(Kaiser et al., 2005). A perda da atividade das enzimas Mo-dependentes (direta ou
indiretamente dos baixos niveis de Mo interno) impacta o desevolvimento das
plantas, em particular os processos envolvendo o metabolismo do nitrogénio e da
sintese das fitormonas acido abscisico e acido indol-3-butirico (Kaiser et al., 2005).

Dutta e Bremmer (1981) e Miller e Becker (1983) observaram que o Mo
reduziu 18% a 37% os sintomas da murcha do tomateiro causada por Verticillium.
Halsall (1977) obteve evidéncias da inibicdo da formagdo de zoosporangios de
Phytophthora cinnamomi e Phytophthora drescheleri pelo Mo. A aplicagao de Mo
no solo diminuiu a populacdo do nematoide Rotylenchus reniformis em mamona
(Haque e Mukhopadhyaya, 1983). Jesus et al. (2004) mostraram que uma Unica
aplicacdo de molibdato de sodio em plantas de feijoeiro aos 25 dias apods a

semeadura reduziu a severidade da mancha-angular e aumentou a area sadia das
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folhas, a fotossintese e a produ¢do de graos. A combinagdo do controle quimico,
aplicado uma ou duas vezes durante o intervalo dos 25 aos 45 dias ap6s a semeadura,
com a aplicacio de molibdato de soédio aos 25 dias no dossel do feijoeiro,
incrementou o crescimento das plantas e reduziu a severidade da mancha-angular
(Jesus et al., 2004).

Nao ha na literatura nenhuma informagao a respeito do efeito do Si e do Mo e
da combinagdo desses elementos no controle da antracnose do feijoeiro. Assim, este
trabalho objetivou determinar a eficiéncia da pulverizagdo foliar de silicato de
potassio e de molibdato de sédio em diminuir os sintomas da antracnose ¢ aumentar

a capacidade fotossintética das plantas e, consequentemente, da produgao.
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MATERIAL E METODOS

Crescimento das plantas de feijoeiro e tratamentos: dois experimentos foram
conduzidos na area experimental do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Vigosa, entre marco e maio e entre setembro ¢ dezembro de 2009. Os
resultados da andlise quimica do solo revelaram os seguintes valores: pH em H,0 5,4;
P 17 mg dm'3; K 80 mg drn'3; Ca*' 3,41 cmol dm'3; Mg2+ 0,44 cmol dm'3; e A’ 0,0
cmol dm™. A concentragdo de Mo no solo foi de 0,2 mg/kg de solo, inferior ao valor
estabelecido como normal, o qual varia de 0,5 a 5 mg/kg de solo (Gupta e Lipsett,
1981). O delineamento experimental foi em blocos casualizados em esquema fatorial
2 x 4 com trés repeticdes. O fator principal corespondeu a aplicagdo ou nao de
fungicida em combinagdo com quatro tratamentos de aplicacdo de micronutrientes
(sem micronutrientes, KSi, Mo, Mo+KSi). Os tratamentos foram: (1) sem
pulverizacdo de fungicida ou micronutiretes; (2) pulverizagao de silicato de potassio
(KSi); (3) pulverizacdo de molibdato de sodio (Mo); (4) pulverizagdo de KSi+Mo;
(5) pulverizagdo de fungicida (Fung); (6) pulverizagdo de Fung+KSi; (7)
pulverizagdo de Fung+Mo; e (8) pulverizacdo de Fung+KSi+Mo. Cada parcela
experimental foi composta de cinco linhas de 5 m de comprimento espacadas 0,5 m,
perfazendo uma 4rea de 12,5 m”. A distancia entre as parcelas foi de 1 m. Para evitar
a contaminagdo entre as parcelas pulverizadas, apenas as trés fileiras centrais de cada
parcela foram utilizadas para avalia¢do das plantas. O 0,5 m inicial e final de cada
parcela foi omitido nas avaliagdes. Doze sementes do cultivar Pérola (tipo Carioca)
suscetivel a antracnose foram semeadas para obter uma populagdo de 10 plantas por
metro. As parcelas foram mantidas usando-se as praticas convencionais da cultura do
feijoeiro, as quais incluiram fertilizagdo na semeadura, com base nos resultados das
analises quimicas do solo, que foram de 20 kg ha ™' de nitrégenio, 70 kg ha™ de P,0s

e 40 kg ha” de K,0, pulveriza¢io com insecticida, capina-irrigagio por aspersdo,
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quando necessario. A fonte de Si usada nas pulverizacdes foi o silicato de potassio
(Ferti Sil®, PQ Silicas, Sao Paulo, Brasil; 26,7% SiO, e 13,1% K,0) na dose de 35
g/L. O molibdénio foi aplicado na forma de molibdato de so6dio, na dose de 90 g/ha.
O fungicida Azoxistrobina (Amistar 50 WG, Syngenta Prote¢do de Cultivos Ltda.,
Sdo Paulo, Brasil) foi aplicado na dose de 120 g/ha. Plantas pulverizadas com agua
serviram como tratamento-controle nos dois experimentos. O KSi foi aplicado aos
20, 25, 40 e 55 dias pds-semeadura (dps), correspondendo, respectivamente, aos
estadios V3, V4, R5 e R6 (Vieira, 1998). O molibdato de sodio foi aplicado nas
plantas em estddio V4 e o fungicida, nos estddios V3, R5 e R6. As plantas de cada
parcela foram pulverizadas com aproximadamente 500 mL de solu¢do com
pulverizador costal pressurizado a CO, de duas barras (45 Ib/pol™?) com bicos Teejet

110,03 (Sao Paulo, Brasil).

Producdo do inoculo e inoculacdo das plantas de feijoeiro com C.
lindemuthianum: foi utilizado o isolado 81-538 da raca 81 de C. lindemuthianum,
obtido da Micoteca do Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de
Microbiologia da UFV. O isolado dessa raga foi preservado em tiras de papel-filtro
dentro de tubos de vidro contendo silica-gel a 4 °C. E discos de papel-filtro contendo
micélio do fungo foram transferidos para placas de Petri contendo meio batata-
dextrose-dgar (BDA). Para a producdo do inoculo, pedacos de meio BDA (5 mm de
diametro) contendo micélio do fungo foram colocados na superficie de vagens de
feijoeiro esterilizadas, cujas bases foram inseridas em meio agar-agua 3% (vol/vol)
contido em tubos de ensaio (Pastor-Corrales, 1985). Esses tubos foram armazenados
em camara de crescimento a 25 °C, com fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de escuro,
por 10 dias. Apds o crescimento micelial e a producdo de acérvulos contendo
conidios, adicionou-se agua destilada aos tubos para obten¢do da suspensdo de
conidios. A suspensdo foi filtrada em gaze dupla e ajustada para a concentragdo de
1,2 x 10° conidios mL" em hemacitémetro. Gelatina 1% (peso/vol) foi adicionada a
suspensao para facilitar a adesao dos conidios a superficie das folhas. As plantas de
todas as fileiras de cada parcela foram inoculadas a partir das 18 h, com a suspensao
de conidios de C. lindemuthianum (aproximadamente 500 mL da suspensdo por
parcela), usando-se pulverizador costal pressurizado a CO, (45 1b pol™) com bico

Teejet 110,03 (Sao Paulo, Brasil), aos 23 dias apds a emergéncia das plantas (estadio
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V3). A inoculagdo com C. lindemuthianum foi realizada trés dias depois da aplicacdo

de molibdato de sddio e da primeria aplicacao de KSi.

Avaliacdo da severidade da antracnose: a severidade da antracnose foi
determinada nas folhas das plantas coletadas para avaliagdo do crescimento a partir
dos 35 dias pos-semeadura (dps) e com frequéncia semanal. A severidade foi
determinada como porcentagem da area folhar doente utilizando a escala
diagramatica de Godoy et al. (1997). Os dados de severidade foram usados para
calcular a area abaixo da curva do progresso da antracnose (AACPA) por integracio
trapezoidal da curva do progresso da doenga, de acordo com a férmula proposta por

Shaner e Finney (1977).

Determinacdo da producdo de gréos: a producdo de grios (g/planta) foi
determinada nas plantas das trés fileiras centrais de cada parcela, totalizando uma
area de 6 m” e aproximadamente 120 plantas. As sementes foram pesadas com 12%

de 4gua.

Obtencdo das variaveis integrais: calculou-se o indice de area foliar (LAI)
multiplicando a média da 4rea foliar das 20 plantas por m® e expressando-a em
m?/m?. Com base no LAI, obteve-se o indice de area foliar sadia (HLAI), expresso

em m?/m” (Waggoner e Berger, 1987), assim:

HLAI = LAI (1 - X)

em que x = severidade da antracnose. Através da integragao do tempo dos valores do
indice de area foliar (LAI), obteve-se o indice de duragdo da area foliar (LAD),

expresso em dias, conforme definido por Watson (1947):

D — [LAIl- +2LAIl-+1

] [tiv1 — t]

n

i=1

A duragdo da area foliar sadia (HAD), expressa em dias, foi calculada para

cada planta, de acordo com Waggoner ¢ Berger (1987):
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n
HAD — Z <LA1i (1—- X))+ LAl (1— Xiy1)

> > (tiy1 — t)

i=1

A radiacdo interceptada (RI), expressa em MJ m?, foi calculada pela seguinte
formula:

RI = [;[1 — exp(—k LAI)]

em que / = média da radiacdo solar incidente no tempo entre as avaliacdes e k =
coeficiente de extingdo (Bergamin Fllho et al., 1997). Para o feijoeiro, utilizou-se o
valor de 0,7 para k (Pengelly et al., 1999).

A absor¢do da area sadia (HAA), expressa em MJ m™, de cada planta foi

calculada de acordo com Waggoner e Berger (1987):

RI; + RI;
HAA = (=5 s - 1)

A eficiéncia de uso da radiagdo (RUE), expressa em g MJ™', foi estimada por
meio da andlise de regressdo entre a massa de matéria seca acumulada na planta
(g/m) e a soma da radiacdo HAA interceptada semanalmente (MJ m™), conforme
Sinclaire e Muchow (1999):

RUE = Rendimento/HAA

Andlise estatistica dos dados: os dados das variaveis avaliadas em cada
experimento foram sumetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias dos
tratamentos, comparadas pela analise de contrastes ortogonais (sem micronutrientes
ys. com micronutrientes, sem silicio vs. com silicio € sem molibdénio vs. com

molibdénio), utilizando-se o software SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC).
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RESULTADOS

Crescimento das plantas de feijoeiro: no primeiro experimento, houve diferenca
significativa (P < 0,05) para LAI e HLAI nos tratamentos com e sem aplicagao de
fungicida (Tabela 1). Os valores de LAI e HLAI foram significativamente maiores
nas plantas que receberam aplicacdo de fungicida com incremento de 13,9% e
11,53%, respectivamente, em relacdo as plantas que nido foram pulverizadas com
fungicida (Tabela 1). Com o molibdato de so6dio, houve aumento significativo (P <
0,05) nos valores de LAI e HLAI (Tabela 2). O LAI nao foi afetado por KSi, mas nos
tratamentos +Mo e KSi+Mo aumentou em 22,48% e 27,84%, respectivamente, em
comparagdo com o tratamento-controle (Tabela 3). Nos tratamentos KSi, +Mo e
KSi+Mo houve aumentou significativo para o HLAI em 8,46; 28,89; e 40,16%,
respectivamente (Tabela 3). No segundo experimento, o tratamento com fungicida
incrementou significativamente LAl e HLAI em 7,22% e 8,29%, respectivamente
(Tabela 4). O tratamento +Mo elevou significativamente (P < 0,05) os valores de
LAI e HLAI (Tabela 5). O tratamento KSi ndo afetou as varidveis LAI e HLAIL Os
tratamentos +Mo e KSi+Mo aumentaram o LAI em 3245% e 44,25%,
respectivamente. Os tratamentos +Mo e KSi+Mo elevaram o HLAI em 32,33% e

45,78%, respectivamente, em relacdo ao tratamento- controle (Tabela 6).

AACPA e producdo de grdos: no primeiro experimento houve diferenga
significativa (P < 0,05) na severidade ¢ AACPA entre os tratamentos sem € com
aplicacdo foliar de fungicida. A severidade e a AACPA foram significativamente
menores (P < 0,05) nas plantas pulverizadas com fungicida, com decréscimo de
66,64% e 67,65%, respectivamente, em relagdo as plantas do tratamento-controle
(Tabela 1). Nos tratamentos KSi, +Mo e KSit+Mo, a severidade decresceu

significativamente em 25,58; 12,03%; e 34,88%, respectivamente. Houve
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decréscimos de 23,78; 11,85; e 32,79% na AACPA, nos tratamentos KSi, +Mo e
KSi+Mo, respectivamente (Tabelas 2 e 3). A produgdo de graos foi
significativamente maior nas plantas que receberam fungicida com aumento de
62,47%, em relacdo as plantas do tratamento-controle (Tabela 1). Os tratamentos
KSi, +Mo e KSi+Mo aumentaram significativamente a producao de graos em 6,16%;

11,64%:; e 46,45%, respectivamente (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 1 - Severidade (Sev), area abaixo da curva do progresso da antracnose (AACPA), indice de éarea foliar (LAI), indice de area foliar sadia
(HLAI), duragdo da area foliar (LAD), duragdo da area foliar sadia (HAD), radiagdo interceptada pela area foliar sadia (HRI), absor¢do
da area sadia (HAA), radiacdo interceptada (RI), uso eficiente da radiagdo (RUE) e producdo de graos (Prod) em plantas de feijoeiro
(cv. Pérola) inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum e que receberam a aplicacdo (com) ou ndo (sem) de fungicida no
experimento 1

Fungicida Sev (%) AACPA  LAI  HLAI  LAD HAD HRI HAA RI RUE /;) ;Z: "
Sem 5,518 326,17 2,01 1,92 88,76 8500 9,53 414,79 9,71 0,21 1,83
Com 1,841 105,54 220 2,17 97,28 95,69 10,07 43723 10,13 0,49 5,51
QM 81,14*  29206,16* 021*  037*  43571% 68597* 1,75* 3019,30* 1,058*  0,487*  711,11*
C.V. (%) 13,94 14,15 781 7,78 7,38 7,46 3,01 2,76 2,92 3,34 3,38

“Significativo a 5%.
QM = quadrado médio.
C.V. = Coeficiente de Variagao.
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Tabela 2 - Severidade (Sev), area abaixo da curva do progresso da antracnose (AACPA), indice de area foliar (LAI), indice de 4rea foliar sadio
(HLALI ), duracdo da area foliar (LAD), duragdo da area sadia (HAD), radiagdo interceptada pela area sadia (HRI), absor¢do da area
sadia (HAA), radiagdo interceptada (RI), uso eficiente da radiagdo (RUE) e produgdo (Prod) em plantas de feijoeiro (cv. Pérola)
inoculadas com C. lindemuthianum e que receberam a aplicagao (com) ou nao (sem) de fungicida no experimento 1

Sev (%) AACPA LAI HLAI LAD HAD HRI HAA RI RUE /P l’ od p
Tratamentos (g/planta)
sem com sem com sem com sem com sem com sem com sem com sem com sem com Ssem com sem com
Controle 6,59 2,39 3824 137,7 1,64 190 1,56 186 72,04 8430 6847 8251 8,776 9,58 380,8 4169 9,00 9,67 0,20 044 649 15,44
KSi 507 1,61 303,2 9326 1,81 2,02 1,72 199 79,22 8849 7597 87,05 9,103 9,83 3944 4257 927 9,89 0,21 045 7,13 16,15
Mo 571 2,19 3358 1245 225 232 2,13 228 99,26 1034 9446 1014 10,06 10,26 4384 4464 10,24 10,31 0,18 047 6,83 17,66

KSi+Mo 4,69 1,16 2830 66,61 235 257 226 254 1045 1128 101,0 111,7 10,19 10,62 4453 459,7 1034 10,65 0,23 0,61 8,65 23738

QM 2831* 8312,16* 0,60%* 0,59%* 1240,14* 1229,82%* 1982%* 3931,08* 1,82% 0,013* 30,63*

C.V. (%) 10,66 10,26 5,6 5,6 5,4 5.5 2,2 2,0 2,1 3.8 3.2

s s

“Significativo a 5%.
QM. = quadrado médio.
C.V. = Coeficiente de Variacao.
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Tabela 3 - Quadrado médio das variaveis severidade (Sev), area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPA), indice de area foliar (LAI),
indice de area foliar sadio (HLAI ), duragdo da area foliar (LAD), duragdo da area sadia (HAD), radiacdo interceptada pela area sadia
(HRI), absor¢do da area sadia (HAA), radiacdo interceptada (RI), uso eficiente da radiagdo (RUE) e producdo de graos (Prod) em
plantas de feijoeiro (cv. Pérola) inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum experimento 1

Contrastes Sev.  AACPA LAI HLAI  LAD HAD  HRI  HAA RI  RUE Prod
(g/planta)
_KSi vs. +KSi 3.95%%  11468.22*%% 0.06™ 0.06*  9695™  108.60™  024*  378.675% 0.81™ 0.0003™ 136*
Mo vs.+Mo 0.87%  2675.75%  0.79%% 0.73%*  1613.56%* 1514.70%% 2.89%% 5698.52%% 2.66%* 0.0007™ 491%*

-KSi-Mo vs. +KSi+Mo 7.36%*  21809.50** 1.40%* 1.42**  2796.85%*% 2868.44** 4.50%* 8652.14** 4.02** 0.029**  76,45*

**Signiﬁcativo pelo teste de F a 1%.
*Significativo pelo teste de F a 5%.



Tabela 4 - Severidade (Sev), area abaixo da curva do progresso da antracnose (AACPA), indice de éarea foliar (LAI), indice de area foliar sadia
(HLAI), duragdo da area foliar (LAD), duragdo da area foliar sadia (HAD), radiagdo interceptada pela area foliar sadia (HRI), absor¢do
da area sadia (HAA), radiacdo interceptada (RI), uso eficiente da radiagdo (RUE) e producdo de graos (Prod) em plantas de feijoeiro
(cv. Pérola) inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum e que receberam a aplicacdo (com) ou ndo (sem) de fungicida no
experimento 2

Fungicida Sev (%)  AACPA LAl  HLAI  LAD HAD HRI HAA RI  RUE /5 l’;}fm )
Sem 1,81 53,50 232 228 64,01 62,75 17,66 450,14 16,68 0,18 6,96
Com 1,10 22,11 2,51 248 68,82 68,12 1842 46756 17,36 045 17,73
QM 8,12% 5911,99%  0,19*  025%  138,52%  172,96*  341*  1820,56* 2,82%  043*  69531*

CV.(%) 10,68 12,96 4,97 47 5.3 5.2 3,39 2.8 3,6 6,47 5.4

“Significativo a 5%.
QM = quadrado médio.
C.V. = Coeficiente de Variacao.
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Tabela 5 - Severidade (Sev), area abaixo da curva do progresso da antracnose (AACPA), indice de area foliar (LAI), indice de 4rea foliar sadio
(HLALI ), duracdo da area foliar (LAD), duragdo da area sadia (HAD), radiagdo interceptada pela area sadia (HRI), absor¢do da area
sadia (HAA), radiagdo interceptada (RI), uso eficiente da radiagdo (RUE) e produgdo (Prod) em plantas de feijoeiro (cv. Pérola)
inoculadas com C. lindemuthianum e que receberam a aplicacdo (com) ou nao (sem) de fungicida no experimento 2

Sev(%)  AACPA LAI HLAI LAD HAD HRI HAA RI RUE Prod
Tratamentos (g/planta)

sem cCcom sem cCcom sem Ccom Ssem cCcom sem cCcom sem cCcom sem CcoOm Ssem cCcom sem Com Ssem com sem com
Controle 289 1,06 73,74 2805 196 207 191 204 5434 5792 52,85 5723 1647 1675 4216 4294 1548 1562 018 038 65 13,16
KSi 1,19 072 4736 1932 200 2,14 197 213 5530 59,02 5436 5824 16,73 17,54 4282 4463 1567 1639 020 044 735 1641
Mo 1,71 113 55,18 28,82 2,58 276 251 272 69,94 7459 6838 73,66 18,64 1933 4712 4878 17.68 1835 0,17 046 6,64 18,77
KSi+Mo 143 046 37,72 1226 276 3,06 2,72 305 7648 83,76 7540 8334 1881 2006 4794 5065 17.89 19,10 0,18 052 7,36 21,88
QM 1,09% 745,89% 1,17* 1,16% 827,03* 833,69* 11,43% 6337,90* 12,58* 0,004* 20,37*
C.V. (%) 12,16 13,79 4.4 4,1 52 5,1 2,8 2,8 3,0 43 3.9

"Significativo a 5%.
QM = quadrado médio.
C.V. = Coeficiente de Variacao.
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Tabela 6 - Quadrado médio das variaveis severidade (Sev), area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPA), indice de area foliar (LAI),
indice de area foliar sadio (HLAI ), duragdo da area foliar (LAD), duracdo da area sadia (HAD), radiacdo interceptada pela area sadia
(HRI), absor¢do da area sadia (HAA), radiacdo interceptada (RI), uso eficiente da radiagdo (RUE) e producdo de graos (Prod) em
plantas de feijoeiro (cv. Pérola) inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum experimento 2

Contrastes Sev  AACPA LAl HLAI  LAD HAD  HRI  HAA RI  RUE /ﬁ ;Z’fm )
_KSi vs. +KSi 1,31%%  924,0% 0.06™ 0.009™ 3,17" 4,75 ™ 0.83™  418,6%  0,68™  0,004**  868*
-Mo vs.+Mo 0.,79%% 237.2% 0.79%% 128%%  781,01%*F  76592%%  17,0%%  87444%%  I8,1%¥*  0.003%*  19,076%*
KSi-Mo vs. +KSi+Mo  3,19%%  2012,4%%  1.40%* 239%% [77560%% 1775,60%% 2390%% 136653** 102,0%* 0.013** 59,56*

**Signiﬁcativo pelo teste de F a 1%.
Significativo pelo teste de F a 5%.



No segundo experimento, a severidade e a AACPA decresceram
significativamente em 39,18% e 58,67% com a aplicacdo de fungicida (Tabela 4). Os
tratamentos KSi, Mo e KSi+Mo diminuiram significativamente a severidade em
51,61%; 27,7%; e 52,11%, respectivamente, ¢ a AACPA em 34,48%; 17,47%; e
50,89%, respectivamente (Tabelas 5 e 6). A producao de graos foi 61,18% maior nas
plantas que receberam fungicida em relagdo as do tratamento-controle (Tabela 4). Os
tratamentos KSi, Mo e KSi+Mo aumentaram significativamente a producao de graos

em 16,78%; 25,71%; e 44,71%, respectivamente (Tabelas 5 ¢ 6).

Variaveis integrais: no primeiro experimento, houve diferenca significativa (P <
0,05) entre os tratamentos sem e com a aplicacdo de fungicida, para as variaveis
LAD e HAD. A pulverizacao com fungicida aumentou a LAD e a HAD em 8,78% e
11,18%, respectivamente (Tabela 1). O tratamento KSi ndo afetou as variaveis LAD
e HAD. Os tratamentos Mo e KSi+Mo aumentaram LAD em 29,66% e 39,05%,
respectivamente, ¢ HAD em 32,85% e 42,85% respectivamente (Tabelas 2 e 3).
Houve diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos sem € com a aplicagdo
de fungicida, para as varidaveis RI e HRI. O fungicida aumentou a RI em 4,15% e a
HRI em 5,37% (Tabela 1). O tratamento KSi ndo afetou a RI. Os tratamentos Mo e
KSi+Mo aumentaram significativamente (P < 0,05) a RI em 10,08% e 11,24%,
respectivamente. Os tratamentos KSi, Mo e KSi+Mo incrementaram
significativamente a HRI em 3,13%; 10,69% e 13,34%, respectivamente (Tabelas 2 e
3). O fungicida aumentou a HAA e o RUE em 5,40% e 135,71%, respectivamente
(Tabela 1). Os tratamentos KSi, Mo e KSi+Mo incrementaram significativamente a
HAA em 2,81%; 10,92%; e 13,46%, respectivamente. O tratamento KSi nao afetou a
RUE. Os tratamentos Mo e KSi+Mo aumentaram a RUE em 1,54% e 30,55%,
respectivamente (Tabelas 2 e 3).

No segundo experimento, o tratamento fungicida aumentou a LAD e a HAD
em 7,50% e 8,55%, respectivamente (Tabela 4). O tratamento KSi ndo afetou a LAD
e a HAD. Os tratamentos Mo ¢ de KSi+Mo incrementaram a LAD em 28,72% e
42,73% e a HAD em 29,03% e 44,20%, respectivamente (Tabelas 5 e 6). O
tratamento fungicida aumentou significativamente (P < 0,05) a RI em 4,10% e a HRI
em 427% (Tabela 4). O tratamento KSi ndo afetou as variaveis RI e HRI; com Mo e
KSi+Mo, incrementou-se significativamente a RI em 1581% e 18,90%,

respectivamente; e com NaMo e de KSi+NaMo, aumentou-se significativamente a
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HRI em 14,32% e 16,97%, respectivamente (Tabelas 5 e 6). Ja o fungicida aumentou
a HAA e a RUE em 3,86% e 146,1%, respectivamente (Tabela 4); o tratamento KSi
nao afetou a HAA, enquanto com Mo e KSi+Mo aumentou-a em 12,69% e 15,92%,
respectivamente; com KSi, Mo e KSi+Mo, elevou-se significativamente a RUE em

13,02%; 11,26% e 23,59%, respectivamente (Tabelas 5 e 6).
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DISCUSSAO

A aplicagdo foliar de KSi e de molibdato de s6dio poderia oferecer alternativa
viavel e importante para o controle da antracnose ou como suplemento ao uso de
fungicidas. Este trabalho apresenta uma das primeiras evidéncias de que a
pulverizacao foliar de KSi em associagdo com o molibdato de sodio diminuiu a
intensidade da antracnose e aumentou a producdo de graos com maior eficiéncia do
que a pulverizagao isolada de cada um desses produtos. A aplicacao foliar de KSi em
associacdo com o molibdato de sodio contribuiu para reduzir a AACPA, que
expressa informacdes quantitativas do efeito da resisténcia do hospedeiro na
diminuicdo da intensidade da doenga (Jeger e Rollinson, 2001). Doencas de
importancia econdmica em culturas como arroz, centeio, cevada, milho, morango,
pepino, soja, sorgo, trigo € uva foram eficientemente controladas pelo fornecimento
de Si no solo ou em cultura hidroponica (Bélanger et al., 2003; Datnoff et al., 2007;
Dallagnol et al., 2009; Rodrigues et al., 2009). H4 alguns relatos do possivel
envolvimento do Mo no controle de doencas em tomateiro e feijoeiro (Dutta e
Bremmer, 1981; Jesus et al., 2004; Miller e Becker, 1983).

A aplicagdo foliar de KSi constitui alternativa de uso em culturas como o
feijoeiro com menor capacidade de absor¢do e translocagdo desse elemento que as
gramineas (Ma et al., 2001), enquanto a aplicacdo de Mo poderia agir no controle
direto do patogeno, além de incrementar a producdo de graos na cultura do feijoeiro.
Ha pouca informacao disponivel sob o efeito da aplicacdo foliar do KSi em
associacao com o molibdato de so6dio no controle das doencas do feijoeiro.

Os resultados indicaram redugdo significativa na AACPA com a aplicacdo
foliar de KSi. De forma similar, Moraes et al. (2005) observaram queda de 62,4% na
AACPA com a aplicagdo foliar de silicato de sédio em plantas de feijoeiro. A

pulverizagao de KSi com pH 5 e 10 diminuiu a severidade da mancha-angular em
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42% e 30%, respectivamente (Rodrigues et al., 2010). A aplica¢do foliar de KSi
resultou em controle satisfatério da antracnose em razdo, provavelmente, da
formacao de barreira fisica como resultado da deposi¢ao do Si na superficie foliar ou
do efeito osmético do silicato aplicado, mas ndo pelo aumento na atividade das
enzimas envolvidas na resposta de defesa do hospedeiro ao ataque dos patogenos.
Guevel et al. (2007) mostraram que a aplicacdo foliar de Si foi menos eficiente no
controle do mildio pulverulento em plantas de trigo que a aplicagdo radicular. A
reducdo na severidade da doenga com a aplicacdo foliar de Si foi devida ao efeito
direto do sal de Si sobre o patégeno em vez de efeito mediado pela planta, como ¢ o
caso da adubacao radicular, que resulta em oOtimo efeito profilatico devido a
deposicao do Si, formando uma capa subcuticular nos tecidos foliares, e a
potencializagdo de enzimas e compostos de defesa do hospedeiro. No caso da
pulverizacdo com KSi, o contado do conidio com a solug¢do do produto pode afetar a
viabilidade do conidio ou o crescimento do tubo germinativo do fungo, como
também a penetracdo de C. lindemuthianum pelo impedimento fisico devido a
secagem do produto no tecido foliar, o que interfere no ingresso do patdgeno,
diminuindo a intensidade da antracnose. De fato, os ciclos secundarios do patogeno
podem diminuir, reduzindo a taxa do progresso da epidemia (Parlevliet, 1979).
Menzies et al. (1992) observaram que a aplicagao foliar de KSi em pepino, meldo e
abobora diminuiu o nimero de colonias de Podosphaeria xanthiii e decresceu a
severidade do mildio pulverulento.

A pulverizagdo com KSi ndo teve efeito significativo nas variaveis LAI, HLAI,
LAD e HAD devido a baixa transloca¢do do Si nas folhas das plantas. Dentro desse
contexto, o fornecimento de KSi via adubacao foliar estaria relacionado com a
reducdo da intensidade da doenga pelo efeito direito sobre o desenvolvimento do
patdégeno e ndo com o crescimento do feijoeiro. Bowen et al. (2002) relataram que
camadas de KSi cobrindo a cuticula foliar da videira impediram a germinagdo e a
penetracao dos ascosporos de Uncinula necator, diferentemente das areas da folha
que nao foram cobertas, onde o fungo se desenvolveu mais significativamente. A
pulverizacdo foliar de KSi aumentou a produgdo de grdos, o que corrobora os
resultados de Rodrigues et al. (2010), que obtiveram aumento na produgdo de grao de
feijdo em 30% e 43% com a aplicagdo foliar de KSi. Esse incremento pode ser

atribuido ao decréscimo na intensidade da doenca.
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O molibdato de sodio contribuiu para aumentar as variaveis LAI, HLAI, LAD,
HAD, RI, HRI, HAA ¢ RUE e, por conseguinte, a producao de graos de feijao. O
ganho em producdo devido a aplicagdo de Mo deve-se a importancia desse
micronutriente na atividade da nitrato redutase e nitrogenase, ambas envolvidas com
a fixacdo do nitrogénio (Dechen et al., 1991). Jesus et al. (2004) reportaram
incremento proximo de 17% na producdo de graos pela aplicacdo de molibdato de
sodio em plantas de feijoeiro infectadas com mancha-angular. O incremento na
produgdo foi atribuido a diminui¢do na severidade da doenga, assim como também
ao efeito do Mo como micronutriente, j& que este tem participagdo positiva no
metabolismo do nitrogénio e, consequentemente, aumenta a produ¢do de matéria
seca da planta (Vieira et al., 1992; Rodrigues et al., 1996).

A pulverizacdo de molibdato de sddio diminuiu a severidade da antracnose e a
AACPA em razdo, provavelmente, de seu efeito direito sobre C. lindemuthianum.
Isso gracas as suas propriedades toxicas, como metal pesado, agindo na
desnaturalizacdo de macromoléculas de importancia bioldgica como as proteinas,
toxinas e enzimas do patdogeno (Graham e Stangoulis, 2007). O efeito toxico do Mo
na conformagdo das proteinas poderia explicar a redug¢do da quantidade de zo6sporos
viaveis de Phytophthora sp. (Halsall, 1977). Dessa maneira, o contato do conidio de
C. lindemuthianum com a solu¢do de molibdato de so6dio pode afetar a viabilidade,
crescimento e penetracdo do conidio, diminuindo a intensidade da antracnose pela
reducdo da taxa de progresso da doenga e dos ciclos secundarios da antracnose. As
enzimas dependentes do Mo (molibdoenzimas) estdo também envolvidas na sintese
dos fitormonas acido abscisico (ABA) e 4cido indole-3-acético (IAA). A enzima
aldeido oxigenase (AO) dependente do Mo catalisa as etapas finais da conversao do
indol-3- acetaldeido (IAA) e a oxidagdo de aldeido abscisico para ABA (Kaiser et al.,
2005). Mutacdes tanto na apoproteina AO quanto nas enzimas envolvidas na
biossinteses Moco e ativagao do Moco interromperam a sintese de ABA (Hesberg et
al., 2004). Diminui¢do nos conteudos de ABA nas células vegetais resultou em
plantas com aparéncia de murchas devido a transpiracdo excessiva ¢ a perda de
controle dos estdmatos, a dorméncia das sementes alterada.e as respostas de defesa
prejudicadas (Mendel e Haensch, 2002). Consequentemente, o Mo na planta tem
também papel fundamental nas relacdes hidricas e nas taxas de transpiracao através

dos estomatos e do controle das respostas relacionadas ao estresse.
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O fungicida diminuiu a AACPA e aumentou a produ¢do de graos em virtude,
em certa parte, do aumento da RUE. A aplicacdo de KSi em associacdo com o
molibdato de sédio reduziu a AACPA e a aumentou a produgdo de graos em razao,
possivelmente, dos maiores valores das varidveis relacionadas com a area foliar, a
excecdo da RUE. Porém, o controle da doenga foi inferior ao fornecido pelas agdes
preventivas, curativas e antiesporulantes do fungicida.

Os métodos utilizados para proteger culturas economicamente importantes
como o feijoeiro contra a infecgdo por C. [lindemuthianum concentram-se
principalmente no uso de cultivares resistentes e na aplicagdo de fungicidas. Os
resultados deste trabalho apontaram para a possibilidade de se utilizar a aplicagao
foliar de KSi em associagdo com o molibdato de sodio, para aumentar a resisténcia
do feijoeiro a infecg¢do por C. lindemuthianum e, consequentemente, obter ganho na

produgdo de grios.
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CONCLUSOES GERAIS

1) A maior concentragdo foliar de Si aumentou o periodo de incubagdo, diminuiu a

severidade final e a 4rea abaixo da curva de progresso da antracnose.

2) A potencializacao da defesa das plantas de feijoeiro supridas com Si a antracnose
foi associada com a participacdo das enzimas fenilalanina amonia-liase,
lipoxigenases, quitinases e maior concentracdo de derivados da lignina-acido

tioglicolico.

3) Plantas de feijoeiro supridas com Si apresentaram incremento na taxa de
assimilagdo de CO,. Além disso, mostrou maior protecdo da clorofila total e
carotenoides, menor produgdao de peroxido de hidrogénio, incremento na atividade
das enzimas ascorbato peroxidase, superdxido dismutase e¢ redutase da glutationa,
contribuindo para o melhor desempenho fisioldgico das plantas, mesmo quando

infectadas por C. lindemuthianum.

4) Plantas pulverizadas com silicato de potdssio apresentaram reducdo da severidade
final e da area abaixo da curva do progresso da antracnose. A aplicacdo de molibdato
de sddio aumentou a matéria seca das plantas de feijoeiro mais do que quando foram
pulverizadas com fungicida. A aplicagdo de silicato de potdssio em combinagdo com
o molibdato de sodio reduziu a intensidade da antracnose e aumentou a producao de

graos.
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