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RESUMO

Xavier Filha, Maria Santina, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2008. Componentes de resisténcia a brusone e respostas fisioldgicas e
bioguimicas de plantas de trigo supridas com silicio. Orientador: Fabricio de
Avila Rodrigues. Co-orientadores: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti e Olinto
Liparini Pereira.

Quantificou-se o efeito do silicio (Si) sobre componentes de resisténcia do trigo a
brusone, bem como elucidar as possiveis alteragdes fisioldogicas e bioquimicas
mediadas por esse elemento em resposta a infecgdo pelo fungo Magnaporthe grisea.
Para tanto, duas plantas de trigo das cultivares Alianga e BH1146 foram crescidas em
vaso plastico contendo 0 e 1,25 g de volastonita por Kg de solo, o que correspondeu,
respectivamente, a 0 e 0,30 g de Si/Kg de material de solo. Para equilibrar o teor de
calcio entre os tratamentos, adicionou-se 0,97 g de carbonato de calcio (PRNT 100%,
40% Ca) aos vasos que ndo receberam volastonita, padronizando a concentragdo de
Caem 0,37 g/vaso. Aos 45 dias apds a emergéncia, as plantas foram inoculadas com
suspensdo a 10° conidios/ml. No primeiro experimento foram avaliados o
extravasamento de eletrolitos (EE) e os componentes de resisténcia: periodo de
incubagdo (PI), tamanho de lesio (TL), nimero de lesdes (NL) por cm’® de area
foliar, area abaixo da curva do progresso da brusone (AACPB) e severidade estimada
pelo QUANT. A excecdo do PI, o Si afetou negativamente os componentes de
resisténcia avaliados. Houve aumento de 14,5 h no PI ¢ uma redugdo no TL, NL,
AACPB e SR. Em plantas supridas com Si, o EE de eletrdlitos foi reduzido. No
segundo experimento, foram avaliados a taxa fotossintética (TF), a concentragdo de
compostos fendlicos soluveis totais (CFST) e de derivados da lignina &cido-
tioglicélico (LATG). Houve aumento na taxa liquida da fotossintese nas plantas
supridas com Si, porém somente as 60 ¢ 84 h apos a inoculagdo, respectivamente,
para as cultivares Alianca ¢ BH 1146. A concentragdo de CFST nado explicou a
resisténcia das plantas supridas com Si a brusone. Contrariamente, a concentragao de
derivados da LATG foi maior em plantas das duas cultivares supridas com Si no
decorrer do processo infeccioso, o que contribuiu para aumentar o nivel de
resisténcia dessas cultivares a brusone. A atividade de quitinases, principalmente em
plantas supridas com Si, aumentou durante a infeccdo por M. grisea. Peroxidases
também tiveram aumento em atividade em plantas supridas com Si, principalmente

da cultivar Alianga. Polifenoloxidases ndo tiveram uma participacdo evidente na
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resisténcia do trigo a brusone, mesmo na presenca de Si. Os resultados desse estudo
mostram pela primeira vez o efeito positivo do Si em aumentar a resisténcia do trigo
a brusone por atuar negativamente em alguns componentes de resisténcia, além de
potencializar mecanismos de defesa de natureza bioquimica e melhorar a fisiologia

da planta no que se refere a uma maior capacidade fotossintética.



ABSTRACT

Xavier Filha, Maria Santina, M.Sc., Federal University of Vigosa, February, 2008.
Components of resistance to wheat blast and physiological and
biochemical responses of wheat plants supplied with silicon. Advisor:
Fabricio de Avila Rodrigues. Co-advisors: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti and
Olinto Liparini Pereira.

The effect of the silicon (Si) was quantified on resistance components of the wheat to
blast, as well as elucidates the possible physiological and biochemical alterations
mediated by this element in response to the infection by the fungi Magnaporthe
grisea. Two wheat plants of ‘Alianca’ and ‘BH1146’ cultivars were grown in plastic
vase contend O and 1,25 g of wollastonite for ground kg that corresponded,
respectively, to 0 and 0,30 g of Si/Kg of ground material. To balance calcium text
between treatments, it was added 0,97 g of calcium carbonate (PRNT 100%, 40%
Ca) to the vases that had not received wollastonite, standardizing the concentration of
Ca in 0,37 g/vase. To 45 days after emergence, the plants were inoculated with
suspension of 10° conidia/ml. In the first experiment were evaluated electrolyte
leakage (EE) and the components of resistance: incubation period (PI), lesion size
(TL), lesions number (NL) for cm2 of leaf area, area below the blast progress curve
(AACPB) and the severity was estimated by QUANT software. Excepting PI, the Si
affected negatively the evaluated resistance components. It had an increase of 14,5 h
in PI and a reduction in TL, NL, AACPB and SR. In plants supplied with Si, the EE
was reduced. In the second experiment, it was evaluated the photosynthetic tax (TF),
the concentration of phenolic composites totals soluble (CFST) and of derivatives of
the acid-tioglicolic lignin (LATG). The liquid tax of photosynthesis had increased in
the plants supplied with Si, however only to 60 and 84 h after the inoculation,
respectively, to cultivars them Alianca and BH 1146. The CFST concentration did
not explain the resistance of the plants supplied with Si to blast. Contrarily,
derivatives concentration of LATG was higher in plants of the two cultivars supplied
with Si in elapsing of the infectious process, what it has contributed to increase the
level of resistance of these cultivars to blast. The quitinases activity, mainly in plants
supplied with Si, increased during the infection for M. grisea. Peroxidases had also
increased in activity in plants supplied with Si, mainly of Alianga cultivar.
Poliphenoloxidases had not an evident participation in the resistance of the wheat to

blast, even in the presence of Si. The results of this study show for the first time the
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positive effect of Si in increase the resistance of wheat to blast for acting negatively
in some components of resistance; beyond amplify defense mechanisms of
biochemistry nature and improving the plant physiology with respect to a higher
photosynthetic capacity.
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1. INTRODUCAO

O trigo (Triticum spp. L.) é uma graminea cultivada em todo o mundo e
ocupa posi¢ao de destaque em relagdo a area plantada (EMBRAPA 2008). A espécie
mais cultivada é a T. aestivum conhecida como trigo comum (Camargo & Ferreira
Filho, 2000). Em 2005, o cultivo do trigo ocupou grande nimero de propriedades,
gerando muitos empregos diretos e indiretos, e sua produgdo foi voltada,
principalmente, para suprir demandas na alimentacdo humana, dai sua importancia
econdmica e social (FAEP/IBGE, 2007).

Na América do Sul, o Brasil ¢ o segundo maior produtor de trigo, perdendo
apenas para a Argentina, (FAO, 2006). No entanto, a produgao ndo ¢ capaz de suprir
a demanda interna e atende cerca de 60% do consumo nacional (FAEP/IBGE, 2007).
Em 2007, a area plantada de trigo no Brasil foi cerca de 1,7 milhdes de hectares
distribuidos entre os Estados do Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Minas
Gerais, Sao Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Distrito Federal e
Bahia, com producdo superior a dois milhdes de toneladas, sendo a regido Sul
responsavel por mais de 90% da produg¢ao nacional (Conab, 2007).

A forma encontrada para suprir a demanda interna foi a importagdo, que
cresce desde 1989, quando o governo retirou os subsidios. Desde entdo, houve
acentuada queda em area plantada e conseqiientemente, na producgdo de trigo (Fronza
et al., 2007).

Apesar da importancia desta cultura, seu potencial ndo tem sido explorado
devidamente (Arruda et al., 2005). Uma das limitacdes de maior destaque sdo as
variagdes climaticas que, segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas para a
Agricultura e Alimentagdo (FAO), é responsavel pelo decréscimo de produgdo
mundial. Uma alternativa para lidar com condi¢des climaticas adversas ¢ a
exploracdo de novas areas de cultivo. No Brasil, as regides do Cerrado com cultivos
de trigo vém aumentando e trata-se de uma alternativa para a diversificagdo da
produgdo nacional (Fronza et al., 2007). Nestas areas, o clima ¢ favordvel e ocorre a
colheita na entressafra de producao dos Estados do Sul e da Argentina. Os estados de
maior expressdo para producdo desse cereal na regido dos Cerrados sdo Goias, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais ¢ Distrito Federal (ABITRIGO, 2007).

As doengas estio entre os fatores que limitam a produtividade da triticultura no

pais. Dentre as doencas, a brusone, causada pelo fungo Magnaporthe grisea, tem se



destacado, pois pode causar perdas superiores a 70% no rendimento de graos. A
maioria das cultivares € suscetivel a brusone, o que requer o uso do controle quimico
(Goulart & Paiva, 2000). O que traz sérios prejuizos a saude humana e ao ambiente,
além de gerar um acréscimo nos custos de producao, com incremento de quase 4%
por hectare (Conab, 2007).

Inimeros trabalhos que visam minimizar o impacto da doenga na cultura vém
sendo realizados. Citam-se a utilizacdo de cultivares resistentes (Igarashi, 1991;
Urashima & Kato, 1994), o tratamento quimico das sementes (Goulart & Paiva,
1991) e o uso de fungicidas (Urashima & Kato, 1994; Goulart et al., 1996), porém na
maioria dos casos, sem o sucesso esperado no controle da brusone. Assim, faz-se
necessario pesquisar medidas alternativas de controle.

O Si retarda o progresso de doencas ao atuar sobre alguns componentes de
resisténcia, como o periodo de incubagdo, periodo latente e area abaixo da curva de
progresso da doencga (Seebold et al., 2001; Rodrigues et al., 2001a, 2003; Datnoff et
al., 2007; Resende, 2007). A resisténcia das plantas as doengas estd diretamente
relacionada a uma série de mecanismos de defesa que podem ser ativados antes ou
apods o estabelecimento do patdégeno (Hammond-Kozak & Parker, 2003). De acordo
com Yoshida et al. (1962), a polimerizacdo do Si abaixo da cuticula garante uma
maior resisténcia mecanica a parede celular. Kim et al. (2002) demonstraram que em
plantas de arroz supridas com Si, a redugdo na severidade da brusone foi devido ao
fortalecimento da parede celular pela deposi¢do do Si que dificulta a penetragdo do
fungo.

Em arroz, varios autores constataram que com a disponibilidade de Si no solo,
doengas como a brusone (Magnaporthe grisea (Hebert) Barr), a mancha parda
(Cochliobolus miyabeanus (Ito & Kuribayashi in Ito) Drechs ex Dastur), a podridao
do colmo (Magnaporthe salvinii Catt.), a escaldadura (Monographella albescens
Theum), a queima-das-bainhas (Thanatephorus cucumeris (A. B. Frank) Donk) e a
descoloracdo dos graos (espécies de Bipolaris, Fusarium e outros fungos)
apresentaram uma redug¢do significativa na intensidade (Datnoff et al., 1997; Savant
et al., 1997; Rodrigues et al., 2001, 2003). O Si também aumentou a resisténcia ao
mildio pulverulento em alguns cereais de inverno como o trigo, a cevada e o centeio
(Leusch & Buchenauer, 1988, 1989; Rodgers-Gray & Shaw, 2000). Em diferentes
espécies de dicotiledoneas, o efeito do Si no controle de doengas também ja foi

registrado na literatura (Bélanger et al., 2003).



A nutricdo mineral de plantas ¢ uma alternativa no manejo de doengas, pois
plantas bem nutridas sdo geralmente mais resistentes a infeccdes por patdogenos
(Marschner, 1988). O silicio (Si) ndo ¢ considerado elemento essencial para o
crescimento das plantas (Epstein, 1994). No entanto, com a maior disponibilidade
deste elemento no solo, ocorre um aumento na produtividade de muitas gramineas,
como arroz, cana-de-aglcar, sorgo, milheto, aveia, trigo, milho e algumas espécies de
dicotiledoneas, como alfafa, feijao, tomate, alface e repolho (Elawad & Green, 1979;
Korndorfer & Lepsch, 1999).

E bem documentado na literatura o efeito do Si reduzindo a intensidade de
doengas em muitos patossistemas (Bélanger et al., 1995; 2003; Datnoff et al., 1991,
Rodrigues et al., 2001a; Seebold et al., 2001, Resende, 2007). O que se espera com a
fertilizacao silicatada ¢ a reducdo ou até a eliminagdo das aplicagcdes com fungicidas
(Datnoff et al., 1997; Seebold et al., 2004).

Na literatura nao existem relatos do efeito do Si sobre a resisténcia do trigo a
brusone. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito desse elemento sobre
componentes de resisténcia bem como as possiveis alteracdes fisiologicas e
bioquimicas ativadas pelo Si e que podem estar associadas a resisténcia das plantas

de trigo a brusone.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A brusone do trigo

Entre as doengas mais importantes que afetam a cultura do trigo, a brusone,
causada pelo fungo Magnaporthe grisea (Hebert) Barr. [anamorfo Pyricularia grisea
(Cooke) Sacc.], tem se destacado por ocasionar elevadas perdas nos rendimentos de
graos (Goulart & Paiva, 2000). Esse patogeno ataca mais de 50 gramineas, sendo o
arroz (Oryza sativa L.) o seu hospedeiro mais importante (Ou, 1985; Bruno et al.,
2001). No Brasil, além do arroz, essa doenca foi também constatada na cultura do
trigo em 1985, no estado do Parana (Igarashi et al., 1986). Nos anos subseqiientes, o
patogeno disseminou-se para novas areas, sendo constatada sua presenga nos Estados
de Sao Paulo (Igarashi, 1991), Mato Grosso do Sul (Goulart et al., 1990), Rio Grande
do Sul (Picinini & Fernandes, 1990), Goias (Prabhu et al., 1992) e na regido dos
cerrados do Brasil Central (Anjos et al., 1996), principais regides triticolas do Brasil.
Atualmente, a doenca representa um sério problema, principalmente no norte do
Estado do Parand, sul de Sao Paulo, Mato Grosso do Sul e na regido central do Brasil
(Reis & Casa, 2005).

A importancia economica da brusone decorre das redugdes no rendimento e
na qualidade dos graos que, quando infestados ou infectados, apresentam-se
enrugados, pequenos, deformados e com baixo peso especifico (Goulart & Paiva,
2000; 2005). As perdas, em peso, por espiga chegam até 72,5%, dependendo da
época da infec¢do (Goulart & Paiva, 2000).

Os principais sintomas da doenga sdao espigas brancas, principalmente em sua
metade superior (Reis & Casa, 2005). Na raquis, observa-se uma lesdo preta brilhante
no ponto de penetracao do fungo. Como conseqiiéncia, ocorre a morte da espiga na
regido localizada acima do ponto de penetracdo. Manchas elipticas acinzentadas sobre
o limbo foliar também sao frequentemente observadas (Reis & Casa, 2005).

A temperatura que favorece a doencga varia de 21 a 27°C, quando hd maior
esporulacdo do fungo (Bedendo & Prabhu, 2005). Com relagdo a umidade relativa, a
produgdo de conidios e o desenvolvimento do micélio ocorrem quando essa variavel
encontra-se acima de 93% (Bedendo & Prabhu, 2005).

O orvalho tem grande relevancia no processo de infeccdo (Ou, 1985). O

patogeno necessita de 10-14 horas de molhamento das espigas para causar infeccio



(Reis & Casa, 2005). A severidade da doenca esta diretamente relacionada a
quantidade e a duracdo do periodo de molhamento foliar (Bedendo, 1995).

A dispersdao do patéogeno a longas distancias pode ocorrer por meio de
sementes infectadas. Entretanto, no caso da brusone, esse assunto ainda ¢é
contraditorio, sementes infectadas de arroz foram associadas a morte de plantulas
(Ranganathaiah et al., 1979; Pande et al., 1994; Long et al., 2001), enquanto outros
pesquisadores observaram baixa transmissao do fungo a partir de sementes (Lamey,
1970; Chung & Lee, 1983; Manandhar et al., 1998).

A presenga do patégeno em sementes de trigo foi constatada em diversas
partes do mundo (Richardson, 1979). A disseminacdo no campo ocorre
principalmente pelo vento. Lavouras vizinhas ou distantes e aquelas implantadas
mais cedo podem produzir grande quantidade de conidios, o que caracteriza uma
importante fonte de inoculo. Durante a maturacdo, ainda ligado ao conidiéforo, o
conidio aumenta em tamanho e ¢ envolvido em uma mucilagem que garante a
aderéncia em superficie hidrofobica (Bedendo e Prabhu, 2005). Uma vez depositado
na superficie do hospedeiro, os conidios aderem a superficie da folha antes da
emissdo de tubo germinativo. Na presenca de agua livre, ocorre a germinagdo do
conidio e a formacdao do tubo germinativo e do apressorio. A hifa de penetracdo
penetra pela cuticula e raramente pelos estomatos, ¢ hd o envolvimento de forca
mecanica e acdo de enzimas (Bedendo e Prabhu, 2005). A colonizacdo ¢ favorecida
pela a¢do das toxinas piricularina e acido a-picolinico (Pascholati, 1995). Estas
promovem a morte da célula da planta e as hifas do fungo se desenvolvem no tecido
necrosado. Os sintomas da brusone nas plantulas e o bronzeamento de folhas de
plantas adultas foram atribuidos a toxina ndo especifica denominada de 4acido o-
picolinico e a toxina semi-especifica piricularina (Prabhu & Filippi, 2006). Estes
autores afirmam que a piricularina juntamente com o acido a-picolinico exercem um
papel fundamental na infeccdo de P. grisea em arroz, suspendendo a reagdo de
hipersensibilidade.

A brusone do trigo é causada por isolados de M. grisea distintos daqueles que
infectam arroz, fato constatado a partir de trabalhos como andlise da gama de
hospedeiros, inoculacdo cruzada (Prabhu et al., 1992; Urashima et al., 1993;
Urashima & Kato, 1998), fertilidade e compatibilidade sexual (Urashima et al., 1993)

aliada ao padrao de bandas de DNA e outros dados moleculares (Lebrun et al., 1990;



Valent, 1990; Orbach et al., 1996) que confirmaram diferenca entre isolados desse
fungo.

Existe uma alta variabilidade genética nas populacdes do patogeno,
principalmente para variaveis relacionadas as caracteristicas culturais, nutricionais e
de patogenicidade (Zeigler et al., 1995). Trabalhos relatam variabilidade até mesmo
dentro de isolados monospdricos, com varias racas sendo identificadas (Mello e
Urashima, 2003). Outros mecanismos como heterocariose, parassexualidade e
alteracdes cromossdmicas sdo considerados responsaveis pela alta variabilidade do
fungo (Bedendo & Prabhu, 2005). Conseqiientemente, relatos de perda de resisténcia
em cultivares promissoras sao comuns (Bruno & Urashima, 2001).

Compreender as causas que favorecem a quebra da resisténcia dessas
variedades em um curto periodo de tempo ¢ o objetivo de inimeras pesquisas. De
acordo com Zeigler et al. (1995), as explicagdes para a instabilidade da resisténcia
dessas novas variedades podem ser agrupadas em dois grandes grupos: a exposi¢ao
inadequada dos materiais genéticos a diversidade populacional do patdégeno durante
os programas de melhoramento e a alta variabilidade do fungo. Até recentemente,
esse fungo era considerado essencialmente assexual, pois a fase sexual somente era
obtida em condi¢cdoes de laboratério (Kato, 1977; Yaegashi, 1977; Silu¢ &
Notteghem, 1990). Entretanto, pesquisas num dos centros de origem do arroz
sugerem a ocorréncia de populagdes recombinantes (Kumar et al., 1999). No caso do
trigo, ha maior possibilidade de ocorréncia de recombinagdo sexual, pois se
demonstrou que os isolados provenientes do trigo produziram peritécios em mais de
93% dos casos, sendo que em mais de 68% ocorreu a formag¢do completa de
peritécios, enquanto que para os isolados do arroz, somente 24% formaram
peritécios, sendo que em nenhum desses ocorreu formacdo completa dos 6rgdos
sexuais (Urashima et al., 1993). Contudo, no Brasil ainda ndo foram constatados
isolados férteis (Bruno & Urashima, 2001).

A utilizacdo de cultivares resistentes ¢ a forma mais eficiente de controle de
doengas. Medidas de controle como o tratamento de sementes, a rotagao de culturas e
a eliminacao de plantas voluntdrias e de hospedeiros secundarios auxiliam na
reducdo do inoculo (Bedendo & Prabhu, 2005). O controle quimico ¢ uma medida
emergencial e rapida de controle, porém, gera um acréscimo significativo no custo da
lavoura. Por este motivo, a aplicagdo de fungicidas ¢ recomendada quando se faz

uma analise da relagdo custo/beneficio considerando areas que apresentem potencial



elevado de rendimento (EMBRAPA, 2005). Uma alternativa de controle que visa
minimizar a ocorréncia da doenga ¢ o tratamento quimico de sementes. De acordo
com Lasca et al. (2001), produtos quimicos utilizados no tratamento de sementes
para o controle de Bipolaris sorokiniana foram eficientes no controle de P. grisea. A
brusone vem sendo considerada de grande importancia econdmica nos locais onde
ocorre devido a intensidade dos sintomas nas folhas e, principalmente, nas espigas.
Entretanto, ndo existe controle quimico que seja efetivo e econdmico (Goulart et al.,
1996), além de cultivares com alto nivel de resisténcia (Goulart & Paiva, 1992, 1993;
Urashima & Kato, 1994). No caso da brusone, o controle quimico tem sido usado
como medida preventiva em areas que favoraveis a ocorréncia de epidemias (Fronza

et al., 2007).
2.2 O Silicio no controle de doencas de plantas

O silicio (Si) € um elemento mineral presente em grandes quantidades nos
solos. Segundo Elawad & Green (1979), perde para o oxigénio, ocupando 27%, em
massa, da composi¢do da crosta terrestre. Sua disponibilidade as plantas contribui
para o aumento de produtividade e crescimento de gramineas como arroz, trigo,
sorgo, cana-de-acucar, milheto, aveia, milho, grama kikuyu, grama bermuda, entre
outras e algumas espécies de dicotiledoneas como tomate, alfafa, feijao, repolho e
alface (Elawad & Green, 1979).

O Si ¢ o principal constituinte mineral de plantas (Epstein, 1994), o que pode
ser observado na cana-de-agucar onde aparece em altas concentragdes e sua
deficiéncia pode ser constatada pela presenca de sintoma denominado “freckling”
(Korndorfer & Datnoff, 1995). Entretanto, o Si ndo ¢ considerado essencial as
plantas, pois ndo atende os critérios de essencialidade estabelecidos, principalmente
por estar amplamente distribuido na natureza, o que dificulta a comprovacao
cientifica da sua essencialidade (Epstein, 1994). No entanto, relato de quedas na
producdo de plantas de trigo desprovidas de Si € registrado na literatura (Rafi et al.,
1997). Em virtude da importancia do Si para muitas culturas, autores ja o classificam
como um elemento quase-essencial (Epstein & Bloom, 2005). No Brasil, o Decreto
Lei nimero 4954 (que regulamenta a lei 6894 de 16/01/1980) aprovado em 14 de
janeiro de 2004, que dispde sobre a legislagdo de fertilizantes, inclui o Si nas

formulagdes dos fertilizantes.



Em plantas de arroz, acredita-se que genes aditivos ou nao aditivos, podem
estar envolvidos na absorcdo do Si (Majumder et al., 1985). Ma et al. (2006)
identificou genes que sdo responsaveis pelo transporte e acimulo de Si em plantas de
arroz. As dicotiledoneas acumulam menos de 0,1% de Si; os cereais de inverno
(como o trigo, a aveia, o centeio e a cevada) e a cana de agucar chegam a acumular
mais de 1%, e as gramineas de ambiente aquatico, como o arroz, acumulam acima de
5% de Si na matéria seca (Epstein, 1994). Espécies vegetais capazes de concentrar
mais de 1% de Si na matéria seca sdo tidas como acumuladoras de Si (Epstein,
1994). De acordo com Epstein (1999), a concentragao de Si nas plantas pode variar
de 0,1 até 10%.

E provavel que o trigo, por ser uma graminea, acumule razoaveis quantidades
de Si (Casey et al., 2003; Jarvis, 1987; Rafi & Epstein, 1999). Rains et al. (2006) ao
estudarem a absorcao de Si por plantas de trigo, confirmaram as observagdes de Rafi
& Epstein (1999) e Casey et al. (2003), de que a absorcao de Si pelo trigo se baseia
na saturacao e na concentra¢ao de 1 mM. Pode-se observar isso também em outras
espécies (Rodrigues, 2001b), bem como no arroz, o que evidencia que as diferengas
em acumulo sdo com relag¢do a niveis de absorgao.

O Si ¢ depositado nas plantas na forma de silica gel amorfa (SiO, nH,0),
sendo absorvido a partir da solu¢cdo do solo na forma de 4cido monossilicico
(H4Si04) (Tisdale et al., 1993). Na planta, a maior parte do Si acumulado (cerca de
99%) ¢ encontrado na forma de &cido monossilicico polimerizado, de dificil
solubilizacao. O restante ¢ encontrado na forma coloidal ou i6nica, sendo menos de
1% do Si total absorvido (Yoshida, 1975). A polimerizagao de Si na superficie
inferior da folha, processo denominado de silicificagdo, ¢ comum em gramineas (Lux
et al., 2002) e pode ocorrer em algumas dicotiledoneas (Epstein, 1999). De acordo
com Korndorfer & Pereira (2001), o Si concentra-se nos tecidos de suporte do caule
e das folhas das plantas, o que confere estrutura e resisténcia ao acamamento,
podendo também ser encontrado em pequenas quantidades em graos e frutos.

O aumento do teor de fosforo nos tecidos; o incremento na resisténcia
mecanica das células; as folhas mais eretas, o que favorece a incidéncia de luz, maior
absor¢ao de CO; e redugdo da transpiragcdo excessiva, permitindo um incremento da
taxa fotossintética; a redu¢do da toxidez por Fe, Al e Mn; a redug@o no niimero de
graos quebrados, o acamamento das plantas e a interferéncia na agdo de algumas

pragas, sdo os beneficios atribuidos a disponibilidade de Si as plantas, principalmente



as gramineas (Elawad & Green, 1979; Savant et al., 1997). Como funcao estrutural,
as mudangas anatomicas nos tecidos, como células epidérmicas com a parede celular
mais espessa devido a deposi¢cdo de silica, favorecem a melhor arquitetura das
plantas, aumentando a capacidade fotossintética e a resisténcia as doencgas (Bélanger
& Menzies, 2003).

A fertilizacdo silicatada auxilia no controle de doencas, principalmente de
etiologia flngica, como brusone, mancha parda, escaldadura, mancha estreita,
podriddo do colmo e mancha dos grdos em plantas de arroz (Datnoff et al., 1997;
Rodrigues et al., 2001a, Datnoff & Rodrigues, 2005). O Si apresentou resultados
positivos também no controle do mildio pulverulento em alguns cereais de inverno
como o trigo, a cevada e o centeio (Rodgers-Gray & Shaw, 2000).

O Si ¢é capaz de reduzir a intensidade de doengas em diversos patossistemas
(Datnoff et al., 2007). Desenvolvendo pesquisas em solos organicos no sul da Flérida
(EUA), Datnoff et al. (1990, 1991) demonstraram que a fertilizagdo silicatada, na
cultura do arroz, gerou uma reducgdo na incidéncia da brusone de 17 a 31% e da
mancha-parda de 15 a 32% com relagdo ao tratamento que ndo recebeu Si. Trabalhos
tém demonstrado o efeito da adubacdo silicatada em arroz como um eficiente método
de controle de doencas foliares (Rodrigues et al., 2004 ¢ 2005). Assim, o Si pode ser
utilizado como uma estratégia a ser empregada no manejo de doengas visando a
eliminagdo ou a reducdo no numero de aplicagdes de fungicidas (Datnoff et al.,
2007).

O efeito profilatico do Si pode ocorrer devido a formagdo de barreira
mecanica ou através de respostas a nivel bioquimico (Menzies et al., 1991; Chérif et
al., 1992, 1994; Fawe et al., 1998, Bélanger et al. 2003; Rodrigues et al., 2004;
2005). A silicificagao das células epidérmicas também funciona como uma barreira
fisica ao ataque de insetos fitofagos (Savan et al., 1997). A associacao do Si com
constituintes da parede celular, tornando-as menos acessiveis as enzimas de
degradagdo produzidas pelo patdégeno (Rodrigues et al., 2003a) pode ocorrer, pois
esse elemento ¢ capaz de elevar os conteudos de hemicelulose e lignina, aumentando
a rigidez da parede celular (Adatia & Besford, 1986). No patossistema arroz-R.
solani, Rodrigues et al. (2001) observaram que, do ponto de vista morfologico, o
aumento da resisténcia foi atribuido a deposi¢do e a polimerizagdo do Si abaixo da
cuticula, o que seria responsavel pelo impedimento na penetragao dos apressorios e

das almofadas de infec¢ao produzidos pelo fungo na superficie da bainha.



Rodrigues et al. (2003a) por meio de estudos citologicos, evidenciaram que
plantas de arroz supridas com Si apresentaram um maior grau de resisténcia a
brusone devido ao acumulo de compostos fendlicos. Observaram que as hifas do
fungo colonizando células da epiderme, mesoéfilo e xilema apresentaram-se vazias e
circundadas por material de natureza eletro-densa de natureza fenolica, o que nado foi
observado nas células das folhas de plantas ndo supridas com esse elemento, onde o
fungo desenvolveu-se normalmente. Ainda estudando este patossistema, Rodrigues
et al. (2004) observaram um acumulo de fitoalexinas momilactonas A e B nos sitios
de infeccgdo, além da expressao de genes da glucanase, peroxidase ¢ PR1 (Rodrigues
et al., 2005).

Rémus-Borel et al. (2005) observaram que no patossistema trigo-Blumeria
graminis f. sp. tritici, a severidade do mildio pulverulento em plantas supridas com
Si foi reduzida comparando-se as plantas que ndo receberam Si. Bélanger et al.
(2003) evidenciaram que a resisténcia de plantas de trigo ao mildio pulverulento
(Blumeria graminis f. sp. tritici) mediada pelo Si na fase de penetragdo e colonizagao
do fungo ocorreu através de formacao de papilas e acimulo de compostos fenolicos.
Fauteux et al. (2006) estudando o patossistema Arabidopsis-Erysiphe cichoracearum
observaram por meio de analises da expressao génica, que em plantas inoculadas e
supridas com Si a expressao dos genes envolvidos no metabolismo primario (ligados
a fotossintese e vias energéticas) foi menos afetada do que em plantas ndo supridas
com Si, nas quais ocorreu uma reducdo na expressdo de muitos desses genes. No
patossistema pepino-Podosphaeria xanthii, as plantas que receberam Si apresentaram
maior concentragdo de compostos fendlicos e fitoalexinas (Menzies et al., 1991).
Nao ha registro na literatura sobre o efeito do Si sobre os componentes de resisténcia
do trigo a brusone, bem como alteracdes fisioldgicas e bioquimicas que possam estar

envolvidas na defesa das plantas ao ataque por M. grisea.
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3. MATERIAL & METODOS

3.1 Localizagdo do experimento: os experimentos foram instalados e conduzidos
em condi¢gdes de casa de vegetagdao do Departamento de Fitopatologia (DFP) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), localizada no municipio de Vigosa, na regido
da Zona da Mata, do Estado de Minas Gerais com latitude 20° 45° 14*’ S e longitude
42°52° 53 W.

3.2 Material de solo: foram utilizados os primeiros 20 cm de solo pertencente a
classe Latossolo Amarelo &crico tipico (Embrapa, 1999), de textura argilosa,
coletado no municipio de Uberlandia, Minas Gerais. A escolha desta classe de solo,
dentre outros fatores, foi devido a baixo teor de Si disponivel (11,8 mg/Kg), natureza
acrica e alto indice de intemperismo, caracteristicas especificas de um solo deficiente
em Si e adequadas para estudos utilizando a fertilizagao silicatada. As analises fisicas

e quimicas do solo foram realizadas segundo metodologia descrita por Silva (1999).

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

Analise Granulométrica

Areia grossa Areia fina Silte Argila Classe Textural
dag/Kg -----mm-mmmmemmememmmemmeeeeeeee eeeeeeeeeeee-
34 6 7 53 Argiloso

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

Analise Quimica

pH Si P K Al Ca Mg H+AI® SB t T V m MO

KCl mg/Kg - STV 116) PG 1) S — %---- dag/Kg
mg.dm’- -
4,8 1,8 05 13 0,1 0,0 0,0 3.8 0,1 02 39 20 40,5 2,3

3.3 Suprimento de Si as plantas de trigo: como fonte de Si, utilizou-se o produto
comercial Vansil W-10 (volastonita, CaSiOs;, Ipiranga Comercial Quimica,
localizada em Sao Paulo). Este produto ¢ livre de contaminantes como o ferro € o
fosforo, além de ser freqlientemente empregado em trabalhos de pesquisa
envolvendo Si (Rodrigues, 2000). As caracteristicas quimicas desse produto sio:

Poder Relativo de Neutralizagdo Total (PRNT) de 77%, teor total em SiO; de 51,9%
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(correspondendo a 24,2% de Si), e teor total em CaO de 43,4% (correspondendo a
31% de Ca). As plantas de trigo foram crescidas em condi¢des de fornecimento (+Si)
ou ndo (-Si) de Si, que corresponderam, respectivamente, a adicdo de 0 ou 1,25 g de
volastonita por Kg de solo. Isso correspondeu, respectivamente, a 0 ¢ 0,30 g Si por
Kg de solo.

Foi adicionado 0,97 g de carbonato de calcio (CaCOs) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) (PRNT 100%; 40% de Ca) nos vasos que receberam 0 g de volastonita
com o objetivo de equilibrar o teor de célcio presente nestes vasos com o teor de
calcio contido nos vasos que receberam a aplicacdo de 1,25 g de volastonita. Com
este procedimento, o teor de calcio, oriundo da volastonita e do carbonato de calcio,
ficou padronizado para 0,39 g vaso”. Somente o teor de Si sofreu variagdo nos
tratamentos.

A acidez do solo foi corrigida utilizando-se o silicato de célcio (volastonita)
e/ou carbonato de calcio, conforme os tratamentos descritos na Tabela 3, com o
objetivo de elevar a saturacdo de bases (V) a 30%. O material de solo, presente em
cada vaso, que recebeu volastonita e/ou carbonato de calcio, foi incubado por 30
dias. Durante este periodo, a umidade dentro de cada vaso foi mantida constante
adicionando-se agua sempre que necessario. Apos incubagdo, foi realizada a
homogeneiza¢do do material de solo, colocando o solo em um saco de polietileno.
Amostras de material de solo foram coletadas desses vasos e utilizadas para obter

uma amostra composta que foi submetida a analise quimica (Tabela 4).
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Tabela 4. Caracteristicas quimicas determinadas apos o periodo de incubagido do
material de solo do Latossolo Amarelo acrico com as doses de volastonita e
de carbonato de calcio.

Analise Quimica

. CT CT

Volaztomt CaCO pH P K Ca? Ngg 1§l HTA SB C C V m
} ® (M

e g/vaso-------- H, mg/dm 08 0) PG 1 G — %----

- o °? - -

1, 1,1 1,2 24, 0,

0,00 0,976 6,2 1 9 9 0,0 0,0 37 1 1,21 491 5 0

1, 1,1 1,0 20, O,

1,25 0,000 5,8 1 9 9 0,0 0,0 40 ) 1,02 5,02 3 0

3.4 Crescimento das plantas de trigo e adubacéo: a cada vaso, com capacidade
para 1 Kg de material de solo, foi adicionado, no dia da semeadura, 1,63 g de fosfato
de calcio monobasico (Cay(H,P4),). Em seguida, seis sementes de trigo foram
semeadas em cada vaso. Apds a emergéncia das plantulas, efetuou-se o desbaste
deixando-se apenas duas plantas por vaso. As plantas foram adubadas com 50 ml de
solucdo nutritiva 192 mg de KCl (cloreto de potéssio), 104,42 mg de K,SO4 (sulfato
de potassio),150,35 mg de MgSO; (sulfato de magnésio), 61 mg de uréia, 0,27 mg de
molibdato de amoénio (NHsMO70,4), 1,61 mg de acido borico (H;BOs), 6,67 mg de
sulfato de zinco (ZnSOy), 1,74 mg de sulfato de cobre (CuSOy) ¢ 4,10 mg de cloreto
de magnésio (MgCl,) e essa mesma foi solucao foi aplicada na segunda e na terceira

semana apos a semeadura.

3.5 Cultivares de trigo, manutencédo do isolado de M. grisea e inoculacéo: as
cultivares de trigo utilizadas nesse estudo foram Alianca e BH 1146. As sementes de
trigo e o isolado monosporico de M. grisea (CNPAF-8897) foram cedidos pela
EMBRAPA-Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijdo, Goiania, GO. O isolado,
armazenado em tubos de ensaio contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar
(BDA) e 6leo mineral, foi submetido, previamente, a um teste para verificar a sua
patogenicidade. Apds confirmada a patogenicidade, o isolado foi mantido em
sementes autoclavadas de cevada (Hordeum vulgare L.) conforme metodologia de
Urashima et al. (1993).

Sementes de cevada colonizadas pelo fungo foram colocadas em placas de
Petri contendo meio BDA com tetraciclina (300 mg/100 ml) para o crescimento do

fungo. Apos a repicagem, as placas foram colocadas em incubadora do tipo B.O.D, a
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25°C e fotoperiodo de 12 h. Apds crescimento das coldnias, estas foram repicadas
para meio aveia-dgar (aveia 75 g/L; 4gar 17 g/L) e mantidas sob as mesmas
condigdes de temperatura e luminosidade seguindo metodologia descrita por Filippi
& Prabhu (2001). Ap6s o crescimento do fungo na placa, cerca de dez dias apos a
repicagem, o micélio aéreo foi retirado com o auxilio de uma alga de Drigalsky para
induzir a producdo de conidios. As placas permaneceram na incubadora por
aproximadamente seis dias.

O ino6culo foi preparado adicionando-se 10 ml de 4gua destilada esterilizada
contendo gelatina 1% (p/v) a cada placa, seguida de raspagem superficial utilizando-
se um pincel de cerdas macias para a liberagdo dos conidios. A suspensao foi filtrada
em camada dupla de gaze para eliminacdo de fragmentos de micélio e meio de
cultura. Apos a filtragem, a concentragio da suspensio foi ajustada para 10’
conidios/mL por meio de contagens em hemacitometro. A suspensdo de conidios foi
adicionado Tween 20 (0,1 mL/100 mL de suspensao).

Plantas com 45 dias ap6s a emergéncia (estddio de crescimento 45, segundo
Zadoks (1974)) foram inoculadas pulverizando-se 25 ml de suspensdo de conidios
por planta, utilizando-se De Vilbiss n. 15. Apdés a inoculagdo, as plantas foram
cobertas com sacos de polietileno molhados e transferidas para camara de nevoeiro a
25°C com 95% de umidade relativa onde permaneceram por 24 h no escuro. Apos
esse periodo, retiraram-se os sacos plasticos e os vasos foram colocados em bandejas
contendo areia umedecida e transferidos para cdmara de crescimento com
temperatura de 26°C e umidade relativa variando de 45 a 60%. As plantas foram

mantidas nessas condicoes até o final das avaliagdes.

3.6 Avaliagéo dos componentes de resisténcia

Para avaliagdo dos componentes de resisténcia foram marcadas, com fita de 1a
colorida, as quatro folhas abaixo da folha bandeira das plantas da repeticdo de cada
tratamento, totalizando oito folhas por vaso. Os seguintes componentes de resisténcia

foram avaliados:
Periodo de incubagdo (Pl): as avaliagdes foram realizadas a cada 24 HAI,

iniciando-se as 24 HAI at¢ o momento em que 100% das folhas avaliadas

apresentaram lesdes necroticas.
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Namero de lesdes (NL) por cm? de &area foliar: as 96 HAI foi contado o NL em
quatro pontos ao acaso nas folhas das plantas da repetigdo de cada tratamento

utilizando-se um pedago de cartolinade 1 x 1 cm.

Tamanho de lesbes (TL): as 96h apos a inoculagdo, o tamanho de quatro lesdes

escolhidas ao acaso nas folhas avaliadas foi medido utilizando-se um paquimetro

digital com precisdo de 0,01 mm (Worker, USA).

Severidade da brusone: a severidade da brusone foi avaliada as 48, 72, 96 ¢ 120

HAI utilizando-se escala de severidade (Fig. 1).

= -

0 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0 16,0 32,0 64,0 82,0

Figura 1. Escala diagramatica (porcentagem de area foliar lesionada) utilizada para
avaliagdo da severidade da brusone em folhas de plantas de trigo

(Notteghem, 1981).

A éarea abaixo da curva do progresso da brusone (AACPB) foi obtida pela
integracdo trapezoidal das curvas de progresso da severidade da brusone nos

diferentes tratamentos de acordo com a foérmula proposta por Shaner & Finney

(1977).
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Severidade final: a severidade final foi avaliada as 120 HAI utilizando-se a escala

representada na Fig. 1.

Avaliacdo da severidade real utilizando-se o programa QUANT 1.0: ao término
das avaliagdes da severidade, as quatro folhas marcadas das plantas das repetigdes de
cada tratamento foram coletadas e suas respectivas imagens foram obtidas em

scanner na resolu¢do de 300 dpi. As imagens foram processadas no programa

QUANT 1.0 (Vale et al., 2003; Liberato, 2003) para estimar a severidade real.

3.7 Analise da concentracéao foliar de Si e calcio (Ca): no final dos experimentos,
amostras de folhas, incluindo as que foram avaliadas para a severidade real, das
repeti¢des de cada tratamento, foram coletadas para a determinagdo da concentragdo
foliar de Si e Ca. As folhas foram secas em estufa a 70°C até atingir o peso constante
e, posteriormente, triturado em moinho tipo Wiley. A concentragao foliar de Si foi
determinada através da metodologia proposta por Korndorfer et al. (2004). As
analises da concentra¢do de Si foram realizadas no Laboratorio de Andlise Foliar e
de Fertilizantes do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Uberlandia. A determinac¢dao da concentracao foliar de Ca foi obtida por digestdao

nitropercldrica e espectrofotometria de absor¢do atdmica (Silva et al., 1999).

3.8 Microanalise de raios-X para determinar a deposicdo de Si em folhas de
trigo: fragmentos de folhas de = 0,25 cm’ (0,5 x 0,5 cm) foram coletados, ao acaso,
das plantas de trigo de cada repeti¢ao dos tratamentos suplementado ou nao de Si e
cultivares de trigo as 120 HAI com M. grisea. Os fragmentos foram transferidos para
frascos de vidro contendo 10 mL de fixativo (glutaraldeido 3% (vol/vol) preparado
em tampao cacodilato de sodio (0,05 M, pH 7,2) e imediatamente armazenados em
geladeira a 4°C. Os fragmentos de folhas foram lavados trés vezes em agua destilada,
liofilizados, montados sobre suporte de aluminio e cobertos com um filme de ouro
paladio por meio de pulverizacdo catddica. As amostras foram observadas no
microscopio eletronico de varredura CAMECA SX-100 Universal EPMA acoplado a
um dispersor de raios-X (Cameca Instruments Inc., Trumbull, USA) operando entre
15-20 kV com corrente de 20nA. No minimo trés imagens digitais foram obtidas de
dois fragmentos de folhas de cada tratamento. Os fragmentos de folhas liofilizados

foram enviados ao Prof. Dr. Richard R. Bélanger do Departamento de Fitopatologia
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da Universit¢ Laval (Sainte-Foy, Québec, Canada) para serem observados no
microscopio eletronico de varredura acoplado a um dispersor de raios-X e obtengdo

das imagens digitais.

3.9 Determinacdo do extravasamento de eletrolitos (EE): seguindo a metodologia
descrita por Lima et. al. (2002), com algumas adaptacgdes, foram coletadas amostras
das folhas das plantas de trigo (23 discos com 8 mm de didmetro) da repeti¢do de
cada tratamento. Esses discos foram previamente lavados em agua deionizada e
incubados em pesa-filtros contendo 60 mL de 4gua deionizada em temperatura
ambiente (= 25°C) por quatro horas. Em seguida, foi realizada a primeira leitura de
condutividade (CE1) em um condutivimetro de bancada (Tecnopon mCA-150 - MS
Tecnopon Instrumentacdo Cientifica). Apos a leitura, as amostras foram transferidas
para estufa na temperatura de 90°C por duas horas obtendo-se, apos esse periodo,
uma nova leitura (CE2). Com os dados das duas leituras (inicial e final) calculou-se o
extravasamento de eletrélitos das células, em porcentagem, em relagdo aos eletrélitos

totais a partir da seguinte formula:

EE(%):(%}@OO

3.10 Determinacéo da taxa de fotossintese em folhas de plantas de trigo supridas

ou nao com Si

As avaliagdes da taxa fotossintética nas folhas das plantas de trigo, supridas ou
ndo com Si, foram realizadas as 0, 60, 84 ¢ 106 HAI com M. grisea. Todas as
avaliagdes foram realizadas sempre no mesmo horario, entre as 9 e as 11 horas da
manha, utilizando-se o aparelho analisador de géas por infravermelho portatil - IRGA,
modelo LI 6400 (LI-COR, USA) que permite obter leituras instantdneas da taxa
liquida de CO, (umol CO, m™ s™') em resposta a irradiancia de 1.000 pmol de fotons
m™ s na temperatura de 25°C. Foi selecionada e marcada a primeira folha abaixo da
folha bandeira de cada planta das repeticdes de cada tratamento. Antes das
avaliacdes, as plantas foram retiradas da cdmara de crescimento e expostas as
condi¢des ambientais naturais por aproximadamente 30 minutos. Apos esse periodo,
a taxa fotossintética foi avaliada. O ter¢o médio de cada folha foi inserido numa

cAmara ventilada ajustada para 3 cm’ sendo a face superior iluminada por luz
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artificial (900 pmol m?s’' de radiacdo fotossinteticamente ativa) seguindo

metodologia adaptada de Jesus Junior (2001).

3.11 Determinacdo da concentracdo de compostos relacionados a resposta de

defesa das plantas de trigo a brusone

Para a determinacdo da concentragdo de compostos fenolicos soluveis totais
(CFST) e derivados da lignina acido-tioglicdlico (LATG), amostras de folhas de
plantas de trigo das repeticdes de cada tratamento foram coletadas as 0, 12, 24, 48,
72 e 96 HAL Folhas das trés plantas de cada tratamento foram utilizadas em cada
época de coleta. Imediatamente apos a coleta, as folhas foram congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas em -80°C até andlise. As metodologias utilizadas

estao descritas a seguir.

3.11.1 Determinacdo da CFST

Amostras de 0,1 g representativas do material foram maceradas em nitrogénio
liquido. O macerado foi transferido para microtubos eppendorf, homogeneizado com
1,5 ml de metanol 80% e extraido durante 12 h em mesa agitadora orbital (150 rpm)
a temperatura ambiente (= 25°C). Os microtubos eppendorf foram cobertos com
papel aluminio para proteger o extrato metanolico da oxidacdo pela luz. O extrato
metandlico verde escuro foi centrifugado a 12.000 x g por 5 min e, apés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um novo eppendorf e o residuo
mantido a -80°C até a determinagdo do teor de derivados da lignina-acido
tioglicolico. A metodologia proposta por Zieslin e Ben-Zaken (1993), com
modificacdes, foi usada para determinacdo do teor de compostos fenolicos soluveis
totais, a saber: Adicionou-se 150 ul do reagente “Folin & Ciocalteau’s Phenol” 0,25
N (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a 150 pl do extrato metanolico. A mistura foi
homogeneizada e mantida a temperatura ambiente (=25°C) por 5 min.
Posteriormente, 150 pl de carbonato de s6dio (Na2CO3) 1M foram adicionados a
mistura, a qual foi homogeneizada novamente e mantida a temperatura ambiente.
Apo6s 10 min, adicionou-se 1 ml de agua destilada a mistura que permaneceu em
temperatura ambiente (= 25°C) por 30 min. A absorbancia das amostras foi medida a

725 nm em espectrofotometro (Spectrophotometer SP 2000UV — BEL Photonics). A
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concentragdo de compostos fendlicos soluveis totais foi expresso em mg de

compostos fenolicos (expresso em catecol) por kg de folha fresca.

3.11.2 Determinacédo da concentracao dos derivados da LATG

Um volume de 1,5 ml de 4gua estéril destilada foi adicionado ao residuo obtido
apods a extracdo dos compostos fenolicos soluveis totais. Apds a homogeneizacao, a
mistura foi centrifugada a 12,000 x g por 5 min. O sobrenadante foi descartado ¢ o
residuo seco a 65°C por = 12 h. O residuo alcodlico-insoluvel seco, contendo lignina
e acidos fendlicos associados a parede celular, foram usados para determinacdo de
lignina de acordo com os métodos de Barber & Ride (1988). Um volume de 1,5 ml
da solugdo de acido tioglicolico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) ¢ HCI 2N 1:10
foram adicionados ao residuo seco. Os tubos eppendorf foram levemente agitados
para hidratar o residuo e, em seguida, colocados em banho-maria (100°C) por 4 h.
Apo6s esse periodo, os tubos eppendorf foram colocados no gelo por 10 min. A
mistura foi entdo centrifugada a 12,000 x g por 10 min, o sobrenadante descartado ¢
o precipitado lavado com 1,5 ml de agua destilada estéril com centrifugacdo a 10,000
x g por 10 min. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em 1,5 ml de NaOH 0,5N. A mistura foi agitada a 150 rpm em
temperatura ambiente (= 25°C) por 12h. A mistura foi centrifugada a 10,000 x g por
10 min e o sobrenadante transferido para um novo tubo eppendorf. Apos a adigao de
200 pl de HCL concentrado ao sobrenadante, os tubos eppendorf foram transferidos
para uma bandeja com gelo e mantidos em geladeira (4°C) por 4 h para precipitagao
dos derivados da lignina-acido tioglicolico. Apds a centrifugagdo a 10,000 x g por 10
min, o sobrenadante foi descartado e o precipitado, de cor laranja-amarronzado,
dissolvido em 2 ml de NaOH 0,5N. A leitura da absorbancia foi realizada a 290 nm
em espectrofotdometro (Spectrophotometer SP 2000UV — BEL Photonics). A
concentracio dos derivados da LATG foi expressa em mg kg™ de tecido seco de
folha utilizando-se uma curva padrao obtida com diferentes concentragdes de lignina

alcalina, éter 2-hidroxipropil (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
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3.12 Determinacdo da atividade de enzimas relacionadas com a defesa das
plantas de trigo a brusone

Para a determinagdo da atividade das enzimas peroxidases, polifenoloxidases e
quitinases, amostras de folhas de plantas de trigo das repeti¢des de cada tratamento
foram coletadas as 0, 12, 24, 48, 72 e 96 HAI Folhas de trés plantas de cada
tratamento foram utilizadas em cada época de coleta. Imediatamente apos a coleta, as
folhas foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em -80°C até analise.

As metodologias utilizadas estdo descritas a seguir.

3.12.1 Quitinases (QUI, EC 3.2.1.14)

O extrato enzimatico bruto foi obtido conforme metodologia descrita por Lanna
et al. (1996). Foi macerado 0,5 g da amostra de folha em N liquido dentro de
almofariz com pistilo, ambos de porcelana, seguido de homogeneizagdo com 1%
(p/v) de PVPP em 1,5 mL de solugdo de extragao constituida de PMSF 1 mM e
tampao fosfato de sédio 50 mM, em pH 6,5. O homogeneizado foi filtrado em gaze e
entdo centrifugado por 25 minutos a 20,000 g. O sobrenadante foi utilizado no teste
enzimdtico. Todas as etapas do processo foram executadas a 4°C ou em gelo. A
atividade da QUI no tecido foliar foi determinada pelo método de Roberts &
Selitrennikoff (1988) modificado por Harman et al. (1993). Aliquotas de 20 uL do
sobrenadante foram adicionados a uma mistura de reacdo composta de 470 pL
tampao acetato de s6dio S0 mM em pH 5,0 e 10 uL de substrato p-nitrofenil-f-D-N-
N’-diacetilquitobiose (PNP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 2 mg mL™". Apds
incubagao por 2 horas na temperatura de 37°C, a reagdo foi interrompida com adigao
de 500 pL de carbonato de sodio 0,2 M. Para cada tratamento e época de coleta do
tecido foliar, foi preparado um tubo controle contendo 470 pL tampdo acetato de
sodio 50 mM em pH 5,0 e 10 uL de substrato PNP 2 mg mL™' e 20 pL do
sobrenadante. Neste tubo, o carbonato de sddio foi adicionado imediatamente apos a
adicdao do sobrenadante e também incubado por 2 horas na temperatura de 37°C. As
leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotometro  digital
(Specctrophotometer SP 2000UV — BEL Photonics) a 410 nm imediatamente apos a

parada da reacdo. A atividade da QUI foi determinada considerando a diferenga de
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absorbancia entre as reagdes de 2 horas e a do tubo controle. Foi utilizado para o

calculo o coeficiente de extingdo molar de 7M™ cm™ (Yedidia et al., 1999).

3.12.2 Peroxidases (POX, EC 1.11.1.7)

O extrato enzimatico bruto foi obtido conforme metodologia descrita por
Peixoto (1998). Foi macerado 0,5 g da amostra de folha em N, liquido dentro de
almofariz com pistilo, ambos de porcelana, seguido de homogeneizagdo com 1%
(p/v) de polivinilpolipirolidona (PVPP) em 10 mL solugdo de extragdao constituida de
acido fenil-metil-sulfonil-fluoridrico (PMSF) 1 mM, 4cido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) 0,1 mM e tampao fosfato de potassio 100 mM, em pH 6,8. O
homogeneizado foi filtrado em gaze e entdo centrifugado por 15 minutos a 12000 g.
O sobrenadante foi utilizado no teste enzimatico. Todas as etapas do processo foram
executadas a 4°C ou em gelo. A atividade da POX no tecido foliar foi determinada
pelo método de Kar & Mishra (1976). Aliquotas de 100 puL do sobrenadante foram
adicionados a uma mistura de reagdo composta de 950 uL de dgua destilada, 750 pL
de tampao fosfato de potassio 100 mM e pH 6,8, 600 uL de pirogalol 100 mM e 600
uL de peroxido de hidrogénio 100 mM, a temperatura de 25°C. O inicio da reagdo
ocorreu com a adigdo do sobrenadante a mistura de reagdo. As leituras de
absorbancia foram realizadas em espectrofotometro digital (Specctrophotometer SP
2000UV — BEL Photonics) a 420 nm a cada 60 segundos durante 5 minutos,
totalizando cinco leituras. A atividade da POX foi determinada pela medi¢dao da
quantidade de purpurogalina formada entre dois e cinco minutos de reacdo
utilizando-se, para o calculo, o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM! cm’!
(Chance & Machley, 1955). Durante todas as etapas, os tubos de ensaio foram

envolvidos com papel aluminio e tampados.

3.12.3 Polifenoloxidases (PFO, EC 1.10.3.1)

O extrato enzimatico bruto foi obtido conforme metodologia descrita por
Peixoto (1998). Foi macerado 0,5 g da amostra de folha em N, liquido dentro de
almofariz com pistilo, ambos de porcelana, seguido de homogeneiza¢do com 1%
(p/v) de PVPP em 5 mL solu¢do de extracao constituida de PMSF 1 mM, EDTA 0,1
mM e tampao fosfato de potassio 100 mM, em pH 6,8. O homogeneizado foi filtrado
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em gaze ¢ depois centrifugado por 15 minutos a 12,000 g. O sobrenadante foi
utilizado no teste enzimatico. Todas as etapas do processo foram executadas a 4°C ou
em gelo. A atividade da PFO no tecido foliar foi determinada conforme descrito para

a POX, exceto que foi utilizado o perdxido de hidrogénio para a POX.

3.12.4 Determinacédo da concentracao total de proteinas

Para todas as enzimas analisadas, a concentracdo de proteinas do extrato
enzimatico bruto foi determinada pelo método de Warburg & Christian (1941)
diluindo-se 20 pL do sobrenadante desse extrato em 980 pul. de 4gua destilada

seguido de leituras de absorbancia em 260 e 280 nm.

3.13 Delineamento experimental e andlises estatisticas: Para avaliagdo dos
componentes de resisténcia, o experimento foi instalado em delineamento
inteiramente casualizado, adotando-se um arranjo fatorial 2x2 com sete repeticoes.
Os fatores estudados foram: Si (0 e 0,35 g de Si por kg de material de solo) e duas
cultivares de trigo, Alianca e BH1146. Cada unidade experimental foi composta de
um vaso plastico contendo 1 kg de solo, com duas plantas. O experimento foi
conduzido em duas épocas diferentes, um em julho e outro em agosto. Os dados
referentes a cada varidvel avaliada nos experimentos foram combinados, apds
confirmada a homogeneidade de varidncia pelo teste de Bartlett (Gomez & Gomez,
1994). Utilizou-se o programa ESTAT (Banzatto & Kronka, 1997) para andlise de
varidncia (ANOVA) ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F quando nao houve
interagdo entre os fatores. Foi feita a analise correlagdo de Pearson entre a
concentragdo foliar de Si e alguns componentes de resisténcia utilizando-se o
programa STATISTICA (STATSOFT, 2001). Os dados das variaveis TF, CFST,
DLATG, atividade das enzimas POX PFO e QUI em cada época de coleta nos
tratamentos plantas inoculadas ou nao e supridas ou nao com Si foram comparadas

pelo teste-t de Student ao nivel de 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS

4.1 Concentracéo foliar de Ca e Si: nao houve diferenga significativa quanto a
concentracdo foliar de Ca para o fator suprimento ou ndo de Si (Tabela 5). Houve
diferenca significativa na concentragdo de Si entre as plantas supridas ou ndo com
esse elemento (Tabela 5). Observou-se um incremento de 58% na concentragao de Si

nas folhas de plantas supridas com esse elemento.

Tabela 5. Concentragdo foliar de Calcio (Ca) ¢ Silicio (Si) em
plantas das cultivares de trigo Alianca e BH-1146 supridas
(+S1) ou nao (-Si) com Silicio.

Fatores Concentracao (%)
Silicio Ca Si
-Si 0,78 0,42
+Si 0,83 1,04
Valor de F 2.1919 N 326.3087 *x
Cultivares
ALIANCA 0,76 0,74
BH-1146 0, 85 0,71
Valor de F 8.1510 ** 8990 ™
C.V. (%) 13 11

Dados de dois experimentos combinados. C.V. = coeficiente de variagdo. ** =
significativo ao nivel de 1% de probabilidade. ™ = nio significativo.

Houve diferenca significativa nas concentragdes foliares de Ca entre as
cultivares. Na cultivar BH 1146 a concentracdo de Ca foi 10,33% maior do que na
cultivar Alianga. Nao houve diferenca estatistica entre as cultivares quanto a

concentra¢do de Si.

4.2 Microanalise de raios-X para determinar a deposi¢do de Si em folhas de
trigo: foram observados diferentes padrdes de coloragdo (tons de azul a tons mais
intensos de vermelho) que indicam diferengas na intensidade de deposicdao de Si na
superficie foliar de plantas de trigo das duas cultivares supridas ou ndo com esse
elemento. Nas folhas das plantas dessa duas cultivares nao supridas com Si (Figs. 1A
e (), observou-se que esse elemento foi depositado ao longo de uma linha especifica

a qual correspondeu as células silicatadas. Nas folhas das plantas das duas cultivares
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supridas com Si, observou-se uma maior deposi¢cdo desse elemento ao longo de todas
as linhas formadas pelas células silicatadas, o que ¢ retratado pela intensidade da
coloracdo vermelha, principalmente na cultivar Alianca (Figs. 1B e D). Verificou-se
um padrio diferenciado na deposi¢ao de Si entre as cultivares. Na cultivar Alianga, o
Si depositou-se mais nas células silicatadas; ja na cultivar BH1146, esse elemento,
além de depositar nessas células, ocorreu de forma dispersa na superficie foliar como

pode ser visto pelas manchas em tons de azul (Figs. 1B e D).

R

Figura 2. Detecgdo da deposigdo de silicio por microanalise de raios-X em folhas de
plantas de trigo das cultivares Alianca (A ¢ B) e BH 1146 (C e D)
cultivadas na auséncia (A e C) ou presenca (B e D) desse elemento e
inoculadas com M. grisea. A escala indica a intensidade na deposi¢do de Si
foliar

4.3 Sintomas da brusone em folhas de plantas de trigo de duas cultivares
supridas ou ndo com Si: independente do nivel de resisténcia das cultivares
estudadas, os sintomas da brusone foram semelhantes nas plantas ndo supridas com

Si (Fig. 3), com lesdes necroticas maiores € intensa clorose, o que ocasionou o
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crestamento foliar. Nas plantas supridas com Si, as lesdes foram menores ¢ o halo

clorético reduzido, principalmente na cultivar Alianga.

BH 1146 Alianga

-Si +Si -Si +Si

Figura 3. Lesoes de brusone, causadas por M. grisea, em folhas de plantas de trigo
das cultivares BH 1146 e Alianga supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio.

4.4 Efeito do Si nos componentes de resisténcia

Periodo de Incubacéo: A aplicagdo de Si aumentou o PI em até 15 horas (Tabela 6).
O PI foi significativamente maior na cultivar Alianga com um acréscimo médio de

7,5 h em relagao a cultivar BH 1146.

Tabela 6. Periodo de incubagdo (PI) em horas da brusone em
folhas de plantas de trigo das cultivares Alianga ¢ BH 1146
supridas (+Si) ou ndo (-Si) com Si.

Fatores Periodo de Incubacdo (horas)
Silicio Exp 1 Exp. 2
-Si 55.37 49.39
+Si 69.62 64.39
Valor de F 41.3885 ** 33.4779 **
Cultivares
ALIANCA 66.75 60.64
BH-1146 58.25 53.44
Valor de F 14.7261 ** 7.4210%*
C.V. (%) 8.68 12,.2

Dados de dois experimentos. C.V. = coeficiente de variagdo. ** = significativo ao

nivel de 1% de probabilidade. *= significativo ao nivel de 5% de probabilidade. ™
= ndo significativo.
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Tamanho de lesdes: Os fatores, suprimento ou ndo de Si, cultivares e a interagdo
suprimento ou ndo de Si x cultivares foram significativos (P < 0,05) para os dois
experimentos. No experimento 1, o TL foi significativamente menor nas folhas das
plantas supridas com Si independente da cultivar (Tabela 7).

Independente da presenca de Si, a cultivar Alianga foi a que apresentou o
menor TL. No experimento 2, o NL foi significativamente menor nas folhas das
plantas supridas com Si apenas da cultivar Alianga. Na presenca de Si, o menor TL
foi observado para a cultivar Alianca; enquanto que na auséncia desse elemento nao

houve diferenca estatistica entre as cultivares (Tabela 7).

Tabela 7. Tamanho de lesoes (cm) de brusone em folhas de plantas de
trigo das cultivares Alianga e BH 1146 supridas (+Si) ou ndo (-Si) com

silicio.

Experimento 1 Experimento 2

Cultivares Cultivares
Suprimento de Si Alianga BH Alianga BH 1146
1146

-Si 2,01 2,75 2,39 2,54
+Si 0,98 1,36 1,55 2,69
Valor de F (Si) 323.0688** 6.8572%*
Valor de F (Cult) 69.0574** 23.1597**
Valor de F (Int. Si 7.0003* 14.0460**
x Cult)
C. V. (%) 9,25 15,09

Dados de dois experimentos. C.V. = coeficiente de variagdo. ** = significativo ao
nivel de 1% de probabilidade. *= significativo ao nivel de 5% de probabilidade. ™
= ndo significativo.

NGmero de lesdes por cm? de &rea foliar: apds o agrupamento dos dados de cada
tratamento, referente aos dois experimentos foi constatado pela andlise de variancia

efeito significativo apenas para o suprimento ou ndo de Si. Na presenga do Si, o NL

foi significativamente reduzido em 48% (Tabela 8).
Progresso da brusone em folhas de plantas de trigo de duas cultivares supridas

ou ndo com Si: observa-se que a severidade da brusone das 48 as 120 HAI foi

crescente, independente do experimento, nas plantas das duas cultivares (Fig. 4).
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Tabela 8. Numero de lesdes de brusone em folhas de plantas
de trigo das cultivares Alianca e BH 1146 supridas (+Si) ou
nao (+Si1) com silicio.

Fatores NL
-Si 8.77
+Si 4.85
Valor de F 2.0145 ™
Cultivares
ALIANCA 6.96
BH-1146 6.99
Valor de F 4608 N
C.V. (%) 41.33

Dados de dois experimentos. C.V. = coeficiente de variagdo. ™ = ndo significativo.
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Figura 4. Progresso da brusone em folhas de plantas de trigo das cultivares Alianga
(A eC)e BH 1146 (B e D) supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio. Dados
do experimento 1 (AeB)e 2 (Ce D).

Para a AACPB, houve, diferenca apenas para os fatores suprimento ou nao de

Si e cultivares (P < 0,05). A aplicag@o do Si reduziu significativamente a AACPB em
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29%. A cultivar Alianga, na presenca de Si, teve a AACPB reduzida em 39% em

relacdo a cultivar BH 1146 (Fig 5).
A
I B
-Si + Si

Figura 5. Area abaixo da curva de progresso da brusone (AACPB) em folhas de
plantas de trigo das cultivares Alianca e BH1146 supridas (+Si) ou ndo (-
Si) com silicio. Dados referentes aos dois experimentos.
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Severidade final (SF): os dados de ambos os experimentos foram combinados e
através da andlise de variancia, pelo teste F, foram constatadas diferencas

significativas apenas para o fator suprimento ou ndo de Si e cultivares (P < 0,05).

Tabela 9. Severidade final (SF) e severidade real (SR) da brusone em
folhas de plantas de trigo das cultivares Alianga e BH1146 supridas (+Si)
ou nao (-Si) com silicio.

Tratamento SF (%) SR (%)
Suprimento de Si

-Si 32,20 35,15
+Si 25,03 26,72
Valor de F 4.2474* 4.1142%*
Cultivares

ALIANCA 21,60 23,98
BH 1146 35,63 37,89
Valor de F 16.2745%* 11.1909**
C.V. (%) 43,34 47,92

Dados de dois experimentos. C.V. = coeficiente de variagdo. ** = significativo ao
nivel de 1% de probabilidade. *= significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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A SF foi reduzida com a aplicacdo de Si, independente do experimento
(Tabela 9). Na cultivar Alianga, a SF foi significativamente menor comparada com a

cultivar BH 1146.

Severidade real: apds o agrupamento dos dados dos dois experimentos, houve
diferencas significativas apenas para o fator suprimento ou ndo de Si e cultivares (P
<0,05). A aplicagdo de Si reduziu em 24% a SR (Tabela 9). O menor valor de SR foi

observado na cultivar Alianca.

45 Extravasamento de eletrdlitos (EE): a porcentagem de EE foi
significativamente maior nas folhas das plantas da cultivar Alianga ndo supridas
com Si as 72 e 120 HAI (Fig. 6). Nao houve diferenca entre as plantas dessa

cultivar, supridas ou ndo com Si, antes da inoculagdo com M. grisea.
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Figura 6. Extravasamento de eletrélitos (EE) em folhas de plantas de trigo das
cultivares Alianga (A) e BH 1146 (B) supridas (+Si) ou nao (-Si) com
silicio ap6s a inoculagdo com Pyricularia grisea.

29



Para a cultivar BH 1146, a porcentagem de EE em plantas ndo inoculadas
com M. grisea foi significativamente maior na presenga de Si (Fig. 6). A partir das
72 HAI a porcentagem de EE foi crescente com os maiores valores ocorrendo nas
plantas ndo supridas com Si, porém com diferenga estatistica para as plantas

supridas com esse elemento somente as 120 HAL

4.6 Analise de correlacdo de Pearson: ndo houve correlagdo significativa entre a
concentragdo foliar de Si e a concentracao foliar de calcio (r = 0,07). Houve
correlacdo significativa positiva entre a concentragdo foliar de Si com o PI (r =
+0,70) e significativa e negativa dessa variavel com o TL (r = -0,60), NL (r = -0,56),
AACPB (r = -0,30). Houve correlacdo positiva e significativa entre os valores de

severidade e a EE (r = +0,40).

Tabela 9. Coeficientes de correlacdio de Pearson entre a
concentragdo foliar de Silicio e os componentes de resisténcia
periodo de incubagao (PI), area abaixo da curva de progresso
da brusone (AACPB), tamanho de lesdo (TL), numero de
lesdes (NL) e extravasamento de eletrolitos (EE) e a
concentragdo foliar de Calcio.

Componentes de
resisténcia x

Concentracio de Coeficiente de correlacéo (r)

Si
PI +0.70*
AACPB -0,30*
TL -0,60%*
NL -0,56*
EE +0,40*
Ca 0,07™

*= gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade. ™ = ndo significativo.

4.7 Avaliacdo da taxa fotossintética em folhas de plantas de trigo supridas ou

nao com Si

A taxa fotossintética foi maior em folhas das plantas supridas com Si

independente da cultivar (Figura 1A e B). As 60 HAI, a taxa fotossintética nas folhas
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das plantas das duas cultivares decresceu abruptamente, principalmente nas folhas
das plantas ndo supridas com Si. Nessa época, diferencas significativas na taxa
fotossintética entre as folhas das plantas supridas ou ndo com Si ocorreram apenas
para a cultivar Alianca (Fig. 1A). A partir das 60 HAI, a taxa fotossintética aumentou
em folhas das plantas de trigo das duas cultivares, independente da presenga ou
auséncia de Si, porém os maiores valores foram observados em folhas de plantas
supridas com esse elemento. Diferencas significativas na taxa fotossintética entre as
folhas das plantas supridas ou ndo com Si ocorreram apenas para a cultivar BH 1146

as 84 HAI (Fig. 1B).
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Figura 7. Taxa fotossintética (TF) em folhas de plantas de trigo das cultivares
Alianca (A) e BH 1146 (B) supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio e
inoculadas com Magnaporthe grisea. Asteriscos indicam diferengas
significativas pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade em cada época de
avaliacao.

4.8 Determinacdo da concentracdo de CFST

Para as duas cultivares de trigo, houve diferenca significativa (P < 0,05) na

concentragdo de CFST entre plantas supridas ou ndo com Si e ndo inoculadas com P.
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grisea, sendo os maiores valores observados em plantas supridas com esse elemento
(Fig. 2). Nao houve diferenga significativa na concentra¢do de CFST das 12 as 72
HALI entre as plantas das duas cultivares supridas ou ndo com Si. A concentragao de
CFST foi maior em plantas supridas com Si das duas cultivares as 48 HAI, embora
sem diferenca significativa para plantas nio supridas com esse elemento. As 96 HAI,
a concentragdo de CFST fo1 significativamente diferente entre as plantas supridas ou

ndo com Si independente das cultivares, sendo os maiores valores observados em

plantas ndo supridas com esse elemento (Fig. 2).
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Figura 8. Concentragdo de compostos fendlicos soluveis totais (CFST) em folhas de
plantas de trigo das cultivares Aliancga (A) e BH 1146 (B) supridas (+Si) ou
nao (-Si) com silicio em diferentes épocas apds a inoculagdo com
Pyricularia grisea. Asteriscos indicam diferengas significativas pelo teste t
ao nivel de 5% de probabilidade entre os tratamentos para cada época de
coleta. Barras representam o desvio padrao da média.

4.9 Determinacdo da concentracdo de derivados da lignina-acido tioglicdlico

(LATG)

A concentracdo de derivados da LATG foi significativamente maior (P < 0,05)

em plantas da cultivar Alianga supridas com Si apenas as 24, 48 e 72 HAl e as 12
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HAI para a cultivar BH 1146 (Fig. 3). Para a cultivar BH 1146, a concentragdao de
derivados da LATG foi maior em plantas supridas com Si das 24 as 96 HAI, embora

sem diferencas significativas para as plantas ndo supridas com esse elemento.
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Figura 9. Concentragdo de derivados da lignina-acido tioglicolico (LATG) em folhas
de plantas de trigo das cultivares Alianca (A) e BH 1146 (B) supridas (+Si)
ou ndo (-Si) com silicio e inoculadas com Pyricularia grisea. Asteriscos
indicam diferencas significativas pelo teste t ao nivel de 5% de
probabilidade para cada época de coleta. Barras representam o desvio
padrdo da média.

4.10 Atividades de enzimas relacionadas com a defesa de plantas a patdégenos

4.10.1 Quitinases

A atividade de quitinases foi significativamente diferente (P < 0,05) entre as
plantas supridas ou ndo com Si independente da cultivar das 0 as 96 HAI (Fig. 4).
Em plantas supridas com Si e ndo inoculadas com P. grisea, independente da
cultivar, a atividade de quitinases foi significativamente superior em relacdo as

plantas ndo supridas com esse elemento. Picos na atividade de quitinases em plantas
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supridas com Si ocorreram as 12 e 72 HAI para a cultivar Alianca (Fig. 4A) e as 24 ¢

72 HAI para a cultivar BH 1146 (Fig. 4B).
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Figura 10. Atividade de quitinases em folhas de plantas de trigo das cultivares
Alianga (A) e BH 1146 (B) supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio em
diferentes épocas apds a inoculagdo com Pyricularia grisea. Asteriscos
indicam diferencas significativas pelo teste t ao nivel de 5% de
probabilidade para cada época de coleta. Barras representam o desvio
padrdo da média.

4.10.2 Peroxidases

Em folhas das plantas da cultivar de trigo Alianga supridas com Si, a
atividade de peroxidades foi significativamente superior (P < 0,05) as 12, 24 e 96
HAI em relagdo as plantas ndo supridas com esse elemento (Fig. 5A). Embora
tenham ocorrido diferencas na atividade de peroxidases entre plantas supridas ou nao
com Si da cultivar BH 1146, essas diferengas foram minimas (Fig. 5B). Um pico na
atividade de peroxidases em plantas da cultivar BH 1146 supridas com Si ocorreu as
96 HAI o qual foi significativamente diferente do valor observado para as plantas
dessa mesma cultivar nao supridas com Si. Independente da cultivar, ndo houve
diferenca estatistica na atividade de peroxidases entre plantas supridas ou ndo com Si

e ndo inoculadas com P. grisea (Fig. 5).
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Figura 11. Atividade de peroxidases em folhas de plantas de trigo das cultivares
Alianca (A) e BH 1146 (B) supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio em
diferentes épocas apos a inoculagdo com Pyricularia grisea. Asteriscos
indicam diferencas significativas entre os tratamentos para cada época de
coleta pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade. Barras representam o
desvio padrao da média.

4.10.3 Polifenoloxidases

A atividade de polifenoloxidases entre as plantas das cultivares Alianca ¢ BH
1146, supridas ou nao com Si, foi significativamente diferente (P < 0,05) apenas as
24, 48 e 72 HAI e as 24 e 72 HAI, respectivamente (Fig. 6). Picos na atividade de
polifenoloxidases em plantas das cultivares Alianca ¢ BH 1146 supridas com Si

ocorreram apenas as 24 ¢ 72 HAI, respectivamente.
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Figura 12. Atividade de polifenoloxidases em folhas de plantas de trigo das
cultivares Alianca (A) e BH 1146 (B) supridas (+Si) ou ndo (-Si) com
silicio em diferentes épocas apds a inoculagdo com Pyricularia grisea.
Asteriscos indicam diferencas significativas entre os tratamentos para cada
época de coleta pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade. Barras
representam o desvio padrao da média.
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5. DISCUSSAO

Demonstrou-se, pela primeira vez, o efeito da aplicagdo de Si sobre alguns
componentes de resisténcia do trigo a brusone. Resultados semelhantes ja foram
relatados para o patossistema arroz-M. grisea (Seebold et al., 2001), bem como para
varios outros (Datnoff et al., 1991; Rodrigues et al., 2001a, 2003; Rodgers-Gray &
Shaw, 2000, 2004; Resende, 2007). Plantas de trigo das cultivares Alianca ¢ BH
1146, crescidas na presenca de Si, apresentaram uma maior concentragdo desse
elemento nas folhas. Comparado com Rodrigues et al. (2001b), o trigo foi capaz de
concentrar até 1% Si nas folhas quando as plantas foram crescidas em um solo
deficiente nesse elemento contendo uma dose maxima de 800 Kg de SiO, hal.
Hodson et al. (2005) também observaram que o trigo chega a acumular pouco mais
de 1% de Si na matéria seca. De acordo com Epstein (1994), plantas acumuladoras
de Si tém a capacidade de concentrar acima de 1% de Si na matéria seca, sendo que,
em geral, as gramineas acumulam de 1 a 10% de Si na matéria seca (Epstein, 1999).
Através da microanalise de raios-X observou-se uma abundante deposicdo desse
elemento nas folhas das plantas supridas com Si principalmente nas células
silicatadas. Guével et al. (2007) também observaram através de microandlise de
raios-X, intensa deposicdo de Si em folhas de plantas de trigo que receberam
aplicagao foliar e no solo de diferentes fontes desse elemento. A aplicagdo do Si via
solo foi a que garantiu a maior deposi¢do de Si na superficie foliar, o que resultou no
controle eficiente do mildio pulverulento. Embora as cultivares Alianca ¢ BH 1146
ndo apresentaram diferenga significativa quanto a concentragdo foliar de Si, houve
uma diferenca qualitativa entre essas cultivares conforme revelado pela microanalise
de raios-X.

Pode-se afirmar que o Si foi o responsavel pela reducdo nos componentes de
resisténcia avaliados, a exce¢ao do PI que foi prolongado, pois as concentragdes
foliares de Ca nas plantas crescendo na presenga ou auséncia de Si ndo diferiram.
Observou-se que o Si retardou o PI em 14,5 horas, o que se deve, muito
provavelmente, ha deposicao desse elemento na superficie foliar das plantas de trigo.
E sabido que o 4cido monosilicico ao se polimerizar abaixo da cuticula cria uma
barreira fisica que acaba evitando ou atrasando a penetragdo de certos patogenos e
quando depositado na parede celular acaba reduzindo colonizag¢do e a difusdo de

toxinas e enzimas liticas (Yoshida et al., 1962; Carver et al., 1987; Chérif et al.,
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1992, 1994; Kim et al., 2002; Rodrigues et al., 2003). Plantas da cultivar Alianga
apresentaram um PI prolongado em 7,5 horas em relagdo a cultivar BH 1146.
Partindo deste principio, ¢ provavel que uma maior deposi¢do de Si na superficie
foliar das plantas da cultivar Alianca contribuiu para dificultar ainda mais a
penetragao de M. grisea. Seebold et al. (2001) ¢ Rodrigues et al. (2003b) observaram
que aumentando a disponibilidade de Si no solo, o PI da brusone e da queima-das-
bainhas foi prolongado. Resende (2007) também observou que no patossistema
sorgo-Colletotrichum sublineolum, o PI da antracnose em uma linhagem suscetivel
aumentou com o incremento do teor de Si no solo (Resende, 2007).

O Si afetou de forma negativa todos os demais componentes de resisténcia
avaliados, principalmente na cultivar Alianga. Nas folhas das plantas das duas
cultivares, na presenca de Si, as lesdes da brusone foram menores e mais delimitadas,
apesar de apresentarem tamanho reduzido. O nimero de lesdes de brusone na
cultivar BH 1146 nao foi afetado pelo Si, talvez devido a aleatoriedade na escolha
delas durante as avaliagdes, muito embora essas foram de tamanho menor ¢ mais
delimitadas entre as nervuras. Alguns autores atribuem ao Si a capacidade de
interagir com substancias de natureza fenolica presentes na parede das células da
epiderme e com isso proporcionar a formacdo de células mais rigidas, o que
desfavorece expansao de lesdes como também a colonizag¢do do patégeno (Rodrigues
et al., 2001a). O numero de lesdes nas folhas das duas cultivares também foi
influenciado pela aplicagdo de Si. De acordo com Vale et al. (2004), o nimero ¢ a
area de lesoes, quando essas sao circulares, sdo componentes influenciados pelo nivel
de resisténcia da planta. Rodrigues et al. (2003b) observaram que o nimero de lesdes
da queima-das-bainhas em plantas de arroz decresceu a medida em que o teor de Si
no solo aumentou. Volk et al. (1958) mostraram que plantas de arroz fertilizadas
com Si apresentaram um numero reduzido de lesdes esporulantes de brusone ao
contrario do observado em plantas que ndo receberam esse elemento. Seebold et al.
(2001) também observaram que em plantas de arroz de cultivares suscetiveis e com
alto nivel de resisténcia parcial a brusone, supridas com Si, apresentaram lesdes de
menor tamanho e em nimero reduzido.

A 4area abaixo da curva do progresso de uma doenga ¢ uma variavel
epidemioldgica importante (Bergamin Filho & Amorim, 1996). Através dessa
variavel, obtém-se informagdes quantitativas da expressdo da resisténcia de uma

espécie de planta a determinada doenga (Campbell & Madden, 1990). Um fato

38



interessante no presente estudo foi que os valores da severidade final muito se
assemelharam aos observados para a severidade real estimada pelo software
QUANT, o que valida de certa forma a escala diagramatica utilizada. O aumento nas
doses de Si no solo ocasionou uma redugdo na severidade da brusone (Seebold et al.,
2001) e da queima-das-bainhas (Rodrigues et al., 2001b) em arroz. A area abaixo da
curva de progresso da brusone, a qual sumariza o progresso dessa doenga nas folhas
das plantas de trigo das duas cultivares, foi significativamente reduzida com a adi¢do
de Si no solo. Rodrigues et al. (2001b) também observaram o efeito do Si em reduzir
a area abaixo da curva de progresso das lesdes de Rhizoctonia solani nas bainhas de
varias cultivares de arroz.

Folhas das plantas de trigo ndo supridas com Si, independente da cultivar,
apresentaram uma alta porcentagem de extravasamento de eletrélitos, reflexo da
maior severidade. Porém, na presenca de Si, esses valores foram substancialmente
reduzidos. A membrana plasmatica esta associada com o transporte de ions, logo a
perda de eletrdlitos indica estar ocorrendo comprometimento na sua funcionalidade
(Taiz & Zeiger, 2004). Rodrigues et al. (2005), observaram que a maior severidade
da brusone nas folhas de uma cultivar de arroz suscetivel foi devido ao maior dano
de M. grisea aos tecidos das plantas através da agdo de toxinas ¢ enzimas liticas. O
fungo M. grisea tem uma grande capacidade de produzir toxinas durante o processo
de infeccdo cujo alvo € estruturas celulares ricas em lipideos a exemplo da membrana
plasmatica (Ou, 1985). O efeito salino causado pelo cloreto de so6dio a nivel da
membrana plasmatica de células de folhas de pepino, estimado pela perda de
eletrélitos, foi reduzido na presenga de Si (Zhu et al., 2004). Ibeagha et al. (2005)
estudando a resisténcia de alguns genétipos de trigo a mancha marrom, observaram
estreita associacdo entre a quantidade de perda de eletrolitos e a suscetibilidade dos
genotipos testados. Os genotipos que apresentaram maior severidade da doenca
(lesdes maiores com intensa clorose) foram os que apresentaram um aumento no
extravasamento de ions no fluido do apoplasto. A deposicdo de Si na parede celular,
fortalecendo-a contra o ataque de enzimas e a difusdo de toxinas, e a0 mesmo tempo
protegendo a membrana plasmatica, pode ter contribuido para diminuir o
extravasamento de eletrdlitos.

Evidéncias de que alteracdes de natureza fisioldgica e bioquimica em plantas
de trigo infectadas por M. grisea foram afetadas pelo Si sdo apresentadas nesse

estudo. Diversos trabalhos registram a potencializacdo de mecanismos de defesa de
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natureza bioquimica pelo Si nos patossistemas arroz-M. grisea, trigo-B. graminis
f.sp. tritici e pepino-Pythium ultimum (Chérif et al., 1992; Rodrigues et al., 2003,
2005; Belanger et al., 2003).

Vérios trabalhos na literatura mostram que a eficiéncia fotossintética de
algumas culturas quando infectadas por patdogenos ¢ substancialmente afetada
(Rabbinge et al., 1985; Bastiaans et al. 1991; Shtienberg 1992; Goodwin 1992;
Bassanezi et al., 2001; Lopes & Berger 2001; Canteri & Godoy 2005). Bastiaans et
al. (1991) verificaram que em plantas de arroz com brusone ocorram reducdes na
area foliar verde, bem como na fotossintese em tecidos que ainda permaneciam
sadios. No presente estudo, a capacidade fotossintética das plantas de trigo foi maior
em plantas supridas com Si devido, provavelmente, a redu¢ao na area foliar necrotica
em funcdo da menor severidade de brusone. Gong et al. (2005) observou que ndo
houve redugdo na concentragdo de pigmentos em plantas de trigo submetidas ao
estresse hidrico supridas com Si. Com uma maior produgdo de fotoassimilados, as
plantas tém maior disponibilidade de carbono e sdo capazes de responder de forma
mais eficiente ao processo infeccioso, ativando o metabolismo secundério para
sintese de compostos fendlicos, lignina, fitoalexinas e proteinas relacionadas com a
patogénese (Shenck et al., 2000).

As plantas ativam diversas rotas metabolicas para a sintese de compostos
relacionados com a defesa a patdgenos. A rota dos fenilpropandides ¢ uma
importante via, pois € através dela que ocorre a sintese de varios compostos fenolicos
e da lignina (Medeiros et al., 2003). No presente estudo, a producao de compostos
fenolicos soluveis totais nao foi um mecanismo de defesa eficiente para conter a
infec¢do por M. grisea, independente do suprimento ou ndo com Si ¢ das cultivares
utilizadas. Ao contrario, observou-se que a produ¢ao de derivados da lignina-acido
tioglicolico mostrou ser um mecanismos de defesa potencializado pelo Si durante o
curso de infec¢do por M. grisea. Rodrigues et al. (2005) também observaram que ao
contrario da lignina, os compostos fenolicos ndo tiveram participacdo detrimental
para explicar a maior resisténcia de plantas de arroz a brusone. Bélanger et al. (2003)
observaram a formagdo de papilas nas paredes das células de plantas de trigo
supridas com Si, as quais foram dificilmente penetradas pelo fungo, devido
principalmente também pelo actimulo de material osmiofilico envolvendo o
haustério. De acordo com Kumar et al. (2002), a atividade da fenilalanina amdnia-

liase, a qual promove a primeira etapa enzimatica de conversao da fenilalanina para
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acido cindmico até chegar na lignina, foi aumentada em folhas de trigo apos a
inoculagdo com diferentes isolados de B. sorokiniana.

As alteracdes na atividade de enzimas como resposta de defesa das plantas a
presenga de patégenos também ¢ uma estratégia de defesa utilizada pelas plantas
(Leite & Pasholati, 1995). As quitinases sdo enzimas que hidrolisam quitina e
ocorrem normalmente nas plantas. O aumento na atividade dessas enzimas esta
relacionado com a infecgdo por patdgenos (Lee & Hwang, 1996; Neuhaus, 1999).
Virios trabalhos indicam que as formas extracelulares das quitinases possuem acao
direta sobre as hifas fiungicas. Neste estudo foi observado aumento na atividade de
quitinases em plantas da cultivar Alianca e da cultivar BH 1146 supridas com Si,
indicando que esta enzima pode estar envolvida no aumento da resisténcia das
plantas de trigo a brusone. No entanto, Rodrigues et al. (2003; 2005) ndo observaram
mudangas na expressdo de trés genes que codificam para quitinases em folhas de
plantas de arroz supridas com Si e infectadas por M. grisea ¢ nem mesmo altera¢des
na deposicdo de quitina na parede das hifas desse fungo. Chérif et al. (1994) ja
relatam aumento na atividade de quitinases em folhas de plantas de pepino supridas
com Si ¢ inoculadas com Pythium ultimum. As peroxidases catalisam a oxidacdo de
componentes celulares, como o perdxido de hidrogénio ou perdxidos organicos
(Kvaratskhelia et al., 1997). A atividade de peroxidases pode aumentar em plantas
submetidas a diversos tipos de estresse (Rossi & Lima, 2001) como, por exemplo, o
ataque por patdégenos (Kumar et al, 2002). Sugere-se que as diferentes formas de
peroxidases que tem sua atividade aumentada durante a infec¢do atuam inibindo o
crescimento dos patdgenos, talvez através da participacdo na biossintese de
compostos fenolicos (Seevers et al., 1971), ou favorecem a formagdo da lignina
(Walton, 1997). Neste trabalho a atividade de peroxidases foi maior em plantas da
cultivar Alianga supridas com Si, sugerindo a sua possivel participacao na formagao
da lignina. Ja para a cultivar BH 1146, a atividade das peroxidases ndo foi expressiva
em plantas supridas com Si. As peroxidases podem oxidar fenois para formar
quinonas, compostos mais toxicos que os primeiros € que também exercem papel
importante dentro do sistema de defesa das plantas (Gogoi et al., 2001). As
polifenoloxidases sdo enzimas que freqlientemente aumentam sua atividade em
resposta ao estresse para promover a protecdo da célula (Soares et al., 2004). A
importancia da atividade das polifenoloxidases na resisténcia das plantas as doengas

deve-se provavelmente a propriedade de oxidar compostos fendlicos em quinonas
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(Pereira, 2007). Os resultados do presente estudo revelaram que a atividade dessa
enzima ndo foi importante na resisténcia do trigo a brusone, independente da
presenca de Si.

Considerando a importancia da brusone no contexto atual, os resultados desse
estudo abrem perspectivas da utilizagdo do Si no manejo dessa doenca devido o seu
efeito em reduzir de forma expressiva os componentes de resisténcia avaliados no
presente estudo. Este trabalho apresenta os primeiros resultados de que plantas de
trigo supridas com Si foram mais resistentes a brusone por apresentarem uma melhor
resposta fotossintética associada a potencializacdo de alguns mecanismos de defesa

de natureza bioquimica.
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6. CONCLUSOES GERAIS

1) O periodo de incubacao da brusone do trigo foi prolongado, o tamanho médio das
lesdes e o namero médio de lesdes por cm” foram afetados de forma negativa em

virtude da presenga de silicio em plantas de trigo;

2) A éarea abaixo da curva de progresso de progresso da brusone do trigo foi reduzida

em plantas tratadas com Si;

3) A severidade final da brusone em folhas de plantas de trigo foi reduzida na

presenga de silicio;

4) A taxa liquida de fotossintese foi maior em plantas supridas com silicio e

inoculadas com Magnaporthe. grisea;

5) A concentracdo de compostos fenolicos soluveis totais estd relacionada a

resisténcia de plantas de trigo a brusone;

6) A concentragdo dos derivados da lignina-acido tioglicolico foi maior em plantas

das duas cultivares de trigo, Alianga e BH 1146 supridas com silicio;

7) Em plantas de trigo supridas com silicio, a atividade da quitinase elevada em
determinados momentos da patogénese de M. grisea, contribuiu para a reducdo da
severidade da brusone. E provavel que a atividade das peroxidases estejam
envolvidas na formagdo de lignina nas células das plantas da cultivar Alianca
supridas com silicio, bem como compostos toxicos ao fungo. No entanto, a atividade
desta enzima, ndo ¢ alta na cultivar BH1146. As polifenoloxidases ndo apresentaram
papel importante no aumento da resisténcia de plantas de trigo supridas com Si em

nenhuma das cultivares testadas.
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