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RESUMO

FORTUNATO, Alessandro Antonio, M.Sc,. Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2009. Silicio na resisténcia da bananeira ao mal do Panama. Orientador:
Fabricio de Avila Rodrigues. Co-Orientadores: Olinto Liparini Pereira e Onkar
Dev Dhingra.

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito do silicio (Si) em reduzir os sintomas
do mal do Panamd, causado por Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Foc), em
bananeira, além da potencializagdo de mecanismos bioquimicos de defesa. Plantas
das cultivares Grande Naine (resistente) e Maga (suscetivel), foram crescidas em solo
contendo 0 (-Si) e 0,39 g Si (+Si)/kg de solo e foram inoculadas com Foc aos 60 dias
apods o transplantio. A avaliacdo do progresso do mal do Panamé (avaliado de forma
indireta e direta) e as determinagdes bioquimicas foram realizadas posteriormente.
Nao houve diferenca na concentracdo de Si no sistema radicular e no rizoma-
pseudocaule entre as duas cultivares de bananeira, mas a concentragdo desse
elemento foi maior em plantas supridas com Si quando comparadas com as nao
supridas. Plantas da cultivar Maga apresentaram maior concentracdo de Si no
rizoma-pseudocaule quando comparadas com plantas da cultivar Grande Naine. A
concentragdo de calcio no sistema radicular e no rizoma-pseudocaule foi similar
entre as plantas das duas cultivares. As variaveis area abaixo da curva do progresso
dos sintomas reflexos nas folhas, area abaixo da curva do progresso dos sintomas no
sistema radicular e a area abaixo da curva do progresso do escurecimento do rizoma
foram reduzidas somente nas plantas supridas com Si. O fornecimento de Si as
plantas das duas cultivares também reduziu as varidveis area abaixo da curva do
progresso da colonizacdo fingica assintomatica, area abaixo da curva do progresso
do comprimento relativo de lesdo e a area abaixo da curva do progresso do mal do
Panamé. A concentracdo de pigmentos nas folhas das plantas das duas cultivares
supridas com Si foi maior em comparacdo com as plantas ndo supridas. A
concentragdo de aldeido maldnico e perdxido de hidrogénio ndo diferiu entre as duas
cultivares supridas ou ndo com Si. A concentracao de CFST e dos DLATG foi maior
no sistema radicular das plantas das duas cultivares supridas com Si. Nao houve
efeito pronunciado do Si em potencializar a atividade das enzimas FAL, PER, PFO,
GLU e QUI no sistema radicular das plantas das duas cultivares. Os resultados deste

trabalho sugerem um efeito do Si em potencializar respostas de defesa da bananeira a
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Foc, principalmente para a cultivar suscetivel, através da reducdo dos sintomas da
doenca associada com uma maior lignificagdo e producao de compotos fendlicos no

sistema radicular.
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ABSTRACT

FORTUNATO, Alessandro Antonio, M.Sc,. Universidade Federal de Vigosa, July,
2009. Silicon on banana resistance to Panama disease. Advisor: Fabricio Avila
Rodrigues. Co-Advisors: Olinto Liparini Pereira and Onkar Dev Dhingra.

This study aimed to determine the effect of silicon (Si) to reduce the symptoms of
Panamé disease, caused by Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Foc), on banana,
besides the potentialization of some biochemical mechanisms of defense. Plants from
cultivars “Grande Naine” (resistant) and “Maga” (susceptible), were grown on plastic
pots amended with 0 (-Si) and 0.39 g Si (+Si) per kg of soil and inoculated with Foc
at 60 days after transplanting. Panama disease progress (indirect and direct
evaluations) and some biochemical determinations were performed. There was no
difference between cultivars for Si concentration on the root system and on the
rhizome-pseudostem, but Si concentration was higher on plants supplied with Si than
on plants non-supplied with this element. Plants from cultivar “Mac¢a” showed the
highest Si concentration on the pseudostem as compared to plants from cultivar
“Grande Naine”. Calcium concentration on the root system and on the rhizome-
pseudostem was similar between plants from the two cultivars. The values for the
variables area under reflex symptoms progress curve on leaves, area under symptoms
progress on root system progress curve, and area under dark pseudostem progress
curve were reduced in the presence of Si. Plants supplied with Si from both cultivars
also showed reduced values for area under asymptomatic fungic colonization
progress curve, area under relative lesion length progress curve, and area under
Panamé disease progress curve. The concentration of pigments on leaves from the
two cultivars supplied with Si was greater as compared to plants non supplied with
this element. The concentration of malonic aldehyde and hydrogen peroxide was not
different between the two cultivars supplied or not with Si. The concentration of total
soluble phenolics and lignin-thioglycolic acid derivatives was greater on root system
of plants from the two cultivars supplied with Si. The activities of the enzymes
phenylalanine ammonia lyase, peroxidase, polyphenoloxidase, glucanase, and
chitinase on the root system of the two cultivars were not potentiated by Si. The
results of this study show an effect of Si to potentiate defense responses of banana to

Foc, especially for the susceptible cultivar through the reduction of disease



symptoms in association with a greater lignification and production of phenolics on

the root system.



1. REVISAO DE LITERATURA
1.1 O mal do Panama da bananeira

O mal do Panamad, causada por Fusarium oxysporum f.sp. cubense (E. F.
Smith) Snyder & Hansen (Foc), ¢ uma das doengas mais destrutivas da cultura da
bananeira, sendo encontrada na maioria das regides produtoras no mundo (Cordeiro
et al., 2005; Kupper, 2008; Ploetz, 2003, 2006). No Brasil, o problema ¢ ainda mais
grave em func¢do das cultivares utilizadas que, na maioria dos casos, sdo suscetiveis
ao fungo. A partir do momento em que o patdgeno se estabelece no solo, ¢é
praticamente impossivel erradicd-lo, pois 0 mesmo pode sobreviver na auséncia de
plantas hospedeiras por varios anos (Cordeiro et al., 2005; Kupper, 2008, Ploetz,
2003).

O fungo produz macro e microconidios, que sdo responsaveis pela sua
dispersdao, mas também produz clamiddésporos que permitem sua sobrevivéncia no
solo (Cordeiro et al., 2005; Ploetz, 2003). As condig¢des ideais para a ocorréncia da
doenga sdo temperaturas entre 21 a 33°C, solos acidos e pobres em nutrientes
(Cordeiro et al., 2005; Kupper, 2008; Nogueira, 2002; Ploetz, 2003, 2006).

A dispersdao do patégeno ocorre principalmente pela liberacdo de conidios
produzidos em restos culturais de plantas doentes, ¢ em muitas areas, pelo emprego
de material propagativo contaminado. Outras formas de dispersdo sdo via agua de
irrigacdo, ferramentas empregadas nos tratos culturais e vento (Cordeiro et al., 2005;
Kupper, 2008; Ploetz, 2003, 2006).

As plantas infectadas por Foc exibem sintomas externos caracterizados por um
amarelecimento progressivo das folhas mais velhas para as mais novas, comec¢ando
pelos bordos do limbo foliar e evoluindo no sentido da nervura principal (Cordeiro et
al., 2005; Kupper, 2008; Ploetz, 2003, 2006). Consequentemente, as folhas
murcham, secam e se quebram junto ao pseudocaule, o que confere a planta a
aparéncia de um guarda-chuva fechado. Isso ocorre devido a formagdo de géis e e
tiloses em resposta ao desenvolvimento do patdégeno, que dificultam o transporte
ascendente de agua e nutrientes para a parte aérea (Cordeiro et al., 2005; Ploetz,
2003). Internamente, ocorre escurecimento do sistema vascular que pode ser
observado em raizes, no rizoma e no pseudocaule de plantas infectadas por Foc. No
rizoma, ¢ comum observar pontuagdes pardo-avermelhadas em todo o cilindro

central e ao cortar transversalmente o pseudocaule, visualiza-se um anel pardo-



avermelhado tornando-se escuro a medida que a doenga progride (Cordeiro et al.,
2003, 2005; Kupper, 2008; Ploetz, 2003, 2006).

Trabalhos filogenéticos indicam que este patdgeno originou do sudoeste da
Asia e provavelmente coevoluiu com a bananeira nestas regides. O patdgeno
apresenta uma grande variabilidade genética, e atualmente grupos de compatibilidade
vegetativa ou somadtica t€ém sido usados extensivamente para caracteriza-lo (Koenig
et al., 1997). Comumente a variabilidade de Foc ¢ representada por meio de racas
fisiologicas, sendo que existem quatro subtropicais (racas 1, 2, 3 e 4) e uma raca
tropical (TR4). A raga 1 ¢ responsavel pela infeccdo das cultivares pertencentes aos
subgrupos Prata e Gros Michel; a raca 2 infecta cultivares pertencentes ao subgrupo
Bluggoe como as cultivares Figo cinza, Figo Vermelho ou Marmelo, Pelipita e
Bluggoe entre outras; a raca 3 infecta plantas da familia Heliconiaceae e a raca 4, que
ainda ndo foi detectada nas Américas, infecta cultivares pertencentes ao subgrupo
Cavendish (Ploetz, 2003; Cordeiro et al., 2005). A raga tropical, conhecida como
TR4, ¢ a mais importante dentre todas as racas descritas, pois apresenta a capacidade
de infectar as cultivares resistentes, as racas mais comuns (ragas 1 e 2), que sdo
responsaveis por mais de 80% da producdo mundial de banana como Gros Michel
Silk, Grande Naine, Williams, Platano, entre outras (Cordeiro et al., 2005; Ploetz,
2006).

Virias medidas sdo propostas visando o manejo do mal do Panamad, mas até o
momento estes esforcos ndo produziram os efeitos esperados. Normalmente,
recomenda-se adquirir mudas provenientes de cultura de tecidos, evitar areas com
historico de ocorréncia de Foc, controlar fitonematoides (Pratylenchus e Radopholus
similis) por favorecerem a penetragdo do patdégeno através dos ferimentos causados,
desinfestar ferramentas empregadas nos tratos culturais, realizar calagem, usar
fungicidas tais como thiabendazole e carbendazim e usar cultivares resistentes.
Geralmente, os bananicultores tem adotado o uso de cultivares resistentes
(pertencentes ao grupo Cavendish, resistentes as racas subtropicais 1 e 2) associado a
obten¢do de mudas via cultura de tecidos como alternativa de garantir eficiéncia no
manejo da doenca (Cordeiro et al., 2005; Ploetz, 2003). Entretanto, devido ao enorme
risco de dispersdo da raca subtropical 4 e a TR4 de Foc, que sdo altamente agressivas
e capazes de suplantar a resisténcia das cultivares resistente (grupo Cavendish),
medidas alternativas de controle vem sendo estudadas como forma de garantir

sucesso na exploracao desta cultura.



1.2 Uso do silicio (Si) no manejo de doengas de plantas

Em relacdo a constitui¢do do solo por elementos minerais, o Si é o segundo
elemento em prevaléncia (Epstein, 1999). Para que esse elemento seja absorvido
pelas raizes das plantas faz-se necessario que o mesmo esteja disponivel na solug¢ao
do solo na forma de acido monosilicico (H,SiO4,) € também nas formas ionicas
(Si042, Si*) (Ma et al., 2001). O que caracteriza a prevaléncia de uma forma
disponivel de Si em relagdo a outra ¢ o pH do solo, sendo que quanto maior a
alcalinidade maior serd o grau de ionizagdo do 4cido monosilicico (Iler, 1979;
Oliveira, 2007).

Mesmo que o sistema radicular das plantas esteja em contato com o elemento
na solucdo e este possa estar em concentracdes elevadas, o teor final na parte aérea
pode variar de 0,1 a 10% do peso da matéria seca (Epstein, 1991). Essa variacao
ocorre devido as diferengas existentes na habilidade do sistema radicular das
diferentes espécies de plantas em absorver o Si da solu¢do do solo, bem como a
existéncia de transportadores especificos desse elemento nas raizes das diferentes
espécies de plantas (Mitani & Ma, 2005; Ma et al., 2006). Uma planta acumuladora
de Si apresenta uma absor¢do ativa do elemento maior do que a absor¢do de agua,
plantas intermedidrias apresentam absor¢do passiva e similar a absor¢ao de agua e
plantas ineficientes por apresentarem absor¢do menor do que a absor¢do de dgua
(Jones & Handreck, 1967). A bananeira apresenta alta capacidade de absorc¢ao e pode
acumular de 0,7 a 3,8% na matéria seca de plantas jovens (Jauhari et al., 1974).
Henriet et al. (2006) verificaram que o nivel de Si disponivel as bananeiras nao
afetou o crescimento, a absor¢do de 4gua e de nutrientes. A taxa de absor¢do e a
concentra¢do de Si nos tecidos das plantas aumentaram consideravelmente com o
suprimento desse elemento e a sua distribuicdo na parte aérea acompanhou a
transpiracao sendo que as folhas apresentaram os maiores teores de Si.

De acordo com os conceitos de essencialidade dos nutrientes minerais
estabelecidos por Arnon & Stout (1939), o Si ndo seria considerado um elemento
essencial, pois a planta consegue completar o seu ciclo de vida sem a presenga desse
elemento e por esse ndo participar da constituicdo de nenhuma molécula essencial a
planta. No entanto, plantas crescendo em ambiente rico em Si podem diferir de
outras que estdo presentes em ambientes deficientes nesse elemento principalmente
quanto a resisténcia mecanica das células, caracteristicas de superficie foliar,

tolerancia a estresses abioticos oferecendo protecao contra a toxicidade de aluminio e



de metais pesados e aliviando os efeitos da salinidade no solo (Epstein, 1999; Epstein
& Blom, 2005; Ma et al., 2006). Considerando a importancia que o Si apresenta para
muitas espécies de plantas, esse elemento tem sido classificado como sendo quase-
essencial (Epstein & Bloom, 2005).

O Si também estd envolvido no controle de doengas fiingicas em culturas de
expressdo econdmica. Cita-se como exemplos a brusone, a mancha parda e a
podridao do colmo em arroz; o mildio pulverulento em alguns cereais de inverno
(trigo, a cevada e o centeio) e em cucurbiticeas (Datnoff et al., 2007). Os
mecanismos de resisténcia conferidos pelo Si ainda permanecem em discussdo pela
comunidade cientifica. Do ponto de vista morfologico, o aumento da resisténcia do
arroz a brusone, o qual ¢ considerado um patossistema modelo nos estudos
envolvendo Si, estd associado com o numero de células da epiderme silicificadas
(Ishiguro, 2001). De outro lado, a deposi¢do e a polimeriza¢do do acido monosilicico
abaixo da cuticula formando uma camada dupla cuticula-silica ¢ outra hipodtese aceita
para explicar o aumento da resisténcia do arroz a penetracao pelo fungo Pyricularia
grisea causador da brusone do arroz (Kim et al., 2002).

Rodrigues et al. (2003) investigaram os efeitos da suplementacdo de Si as
plantas de arroz e o seu efeito na infeccdo por P. grisea a nivel ultraestrutural e
citoquimico. Os autores apresentaram as primeiras evidéncias citoldgicas de que o
aumento na resisténcia do arroz a brusone mediada pelo Si foi devido ao acimulo de
compostos fenolicos. Também foi possivel verificar que células da epiderme e do
mesofilo de plantas que nao foram supridas com Si estavam desprovidas de
organelas funcionais, além de terem a parede celular completamente degradada por
enzimas produzidas pelo fungo. A ocorréncia de células fungicas vazias circundadas
por material amorfo (osmiofilico) associado com células fungicas nas amostras de
plantas supridas com Si sugere claramente que compostos fenolicos tiveram um
papel na resisténcia do arroz a brusone.

Bélanger et al. (2003) estudaram o papel ativo do Si na resisténcia do trigo a
Blumeria graminis f.sp. tritici a nivel citoldgico e evidenciaram que as celulas da
parede epidermal de plantas supridas com esse elemento reagiram a penetracao ¢ a
colonizacdo do fungo com respostas de defesa especificas como a formagdo de
papilas, producdo de calose e deposi¢do de material osmiofilico eletro-denso na
regido da papila de natureza fenodlica. Os autores observaram que as papilas contendo

material osmiofilico raramente foram penetradas, entretanto quando o fungo



conseguiu penetra-las, foi observado aumento na producao do material osmiofilico e
este reagiu positivamente com f-1-3 glucanas (constituintes da calose), recobrindo a
célula mae do haustorio restringindo o desenvolvimento normal do fungo. Também
observaram que os compostos fenélicos ndo acumularam somente entre as paredes
celulares, mas também se associaram com a alteracdo da integridade do haustorio,
fato esse semelhante ao modo de a¢do das fitoalexinas em outras interagdes planta-
patogeno.

Em outro trabalho, Rodrigues et al. (2005) investigaram o efeito do suprimento
de Si sobre os eventos citoldgicos ¢ moleculares em interagdes compativeis e
incompativeis de cultivares de arroz-P. grisea. Com o auxilio da técnica de
microscopia de contraste por interferéncia diferencial os autores caracterizaram, a
nivel citolégico, as respostas decorrentes do fornecimento de Si as plantas de arroz e
observaram que todos os sitios de penetragdo da hifa infectiva com ou sem
granulacdo tornaram-se autofluorescentes e que o menor decréscimo na frequéncia
de penetragdes das hifas associou-se com a presenga do Si. O menor niimero de
células fluorescentes por sitio de penetragdo foi observado nas folhas de plantas
supridas com Si da cultivar M201, entretanto ndo houve diferenca entre as plantas da
cultivar resistente (Katy) supridas ou nao com Si para a qual uma reacdo de
resisténcia vertical ocorreu. A acumulagdo diferencial de transcritos dos genes f-1,3-
glucanases, peroxidases e PR-1 foram associadas com a colonizagdo limitada do
fungo nas células da epiderme de plantas da cultivar suscetivel supridas com Si. No
entanto, plantas da cultivar resistente Katy em resposta a raga avirulenta de P. grisea,
independente do suprimento de Si, apresentaram resposta de hipersensibilidade e
uma maior transcricdo dos genes PR-1 e peroxidases.

Diogo e Wydra (2007) estudaram o efeito do Si na indugao de resisténcia basal
a patogénese de Ralstonia solanacearum em trés genotipos de tomate: L390
(suscetivel), Hawaii 7998 (resistente) e King Kong 2 (moderadamente resistente).
Verificaram que a incidéncia da murcha bacteriana reduziu em plantas supridas com
Si nos genotipos Hawaii 7998 (38,1%) e King Kong 2 (100%) quando comparadas
com as plantas ndo supridas (11,4%), indicando que o silicio induziu a resisténcia. A
concentracdo final de Si em plantas de ambos os genétipos foi maior nas raizes do
que nos caules, com concentragdes variando de 8,26 a 10,88 mg/g de matéria seca.

O Si também pode afetar os componentes de resisténcia de diversas culturas a

patogenos (Datnoff et al., 2007; Dallagnol, 2009). Dallagnol et al. (2009) estudaram



o efeito da absorcao de Si em plantas de arroz da cultivar Oochikara e do mutante
Isil (deficiente na absor¢@o ativa de Si via raiz), cultivadas em solugdo nutritiva,
sobre alguns componentes de resisténcia do arroz a mancha parda. Os autores
verificaram que houve uma diferenga de 112% no conteudo de Si nos tecidos das
folhas da cultivar Oochikara em comparagdao ao mutante ¢ que o teor de Si foliar
correlacionou-se positivamente com o periodo de incubacdo e negativamente com a
eficiéncia relativa de infeccdo, area abaixo da curva de progresso da mancha parda,
tamanho final de lesdo, taxa de expansdo de lesdo e area abaixo da curva de
progresso da expansdo de lesdo. As plantas supridas com Si tanto da cultivar
Oochikara e do mutante /si/ apresentaram diferenca significativa em comparagao as
plantas ndo supridas com Si para todos os componentes de resisténcia avaliados.

Em outro trabalho, Resende et al. (2009) investigaram o efeito do Si em alguns
componentes de resisténcia do sorgo a antracnse causada por Colletotrichum
sublineolum em linhagens suscetivel (BR009) e resistente (BR005). Os autores
observaram que o aumento nas doses de Si aumentou o periodo de incubagao (PI) e o
periodo latente (PL¢g), € reduziu o nimero e o tamanho das lesdes necroticas e a
intensidade da clorose. Nas plantas da linhagem resistente, houve descréscimo na
area abaixo da curva do progresso da eficiéncia relativa de infec¢ao e na severidade

final de antracnose quando comparadas com as plantas ndo supridas com Si.



2. INTRODUCAO

A banana constitui-se como fonte complementar na alimentacdo humana e ¢
um dos frutos mais apreciados pelas pessoas ao redor do mundo. O Brasil ¢ o
segundo maior produtor mundial de banana com uma producido de 7,1 milhdes de
toneladas em 2006, ou seja, cerca de 10% da producdo mundial, com uma area
plantada de aproximadamente 507.000 hectares (Cordeiro et al., 2003; Gongalves et
al., 2005).

Apesar da bananeira ser importante mundialmente, existem limitagdes que
impedem o seu estabelecimento como condi¢des climaticas favoraveis ao
crescimento da planta (temperatura média (Tm) nos meses mais frios (junho e julho)
e deficiéncia hidrica anual (DEF), que indica se a area oferece aptiddo climatica com
ou sem irrigacdo suplementar, nos periodos mais criticos da planta) e a ocorréncia de
pragas e doengas (Cordeiro et al., 2005). Uma das doengas mais destrutivas para a
bananeira ¢ o mal do Panama, causado por Fusarium oxysporum f.sp. cubense (E. F.
Smith) Snyder & Hansen (Foc) (Cordeiro et al., 2005; Kupper, 2008; Ploetz, 2003,
2006). Esta doenga ¢ endémica na maioria das regides produtoras de banana do
mundo. No Brasil, o problema ¢ ainda mais grave em func¢do das cultivares
plantadas, que na maioria dos casos, sao suscetiveis. A partir do momento em que o
patogeno se estabelece no solo, praticamente ¢ impossivel erradica-lo, pois 0 mesmo
pode sobreviver na auséncia de plantas hospedeiras por varios anos através da
renovagao de indculo. Clamidosporos presentes no solo ao entrarem em contato com
a rizosfera de qualquer espécie de planta sdo estimulados a germinar e neste
processo, novos clamidosporos sdo produzidos e consequentemente hd renovacao de
inoculo no campo (Cordeiro et al., 2005; Kupper, 2008).

Embora varias medidas de controle tém sido adotadas para controlar o mal do
Panama, a agressividade e a variabilidade do patégeno na forma de racas, a
capacidade de sobreviver saprofiticamente nos restos culturais e a grande dificuldade
em se obter cultivares resistentes dificultam o manejo da doenga no campo. O
tratamento das plantas provenientes da propagagdo vegetativa com o fungicida
tebuconazole e at¢ mesmo a injecdo do fungicida carbendazin no pseudocaule da
planta tem sido utilizados pelos bananicultores (Ploetz, 2000). O controle bioldgico
através do emprego de microrganismos antagonistas tais como isolados nao-
patogénicos de Fusarium, Pseudomonas fluorescens e do fungo micorrizico

arbuscular Gigaspora margarita ¢ outra medida de controle a ser adotada (Borges et



al., 2007; Ploetz, 2006; Mohandas et al., 2004; Nel et al., 2006). Varias medidas de
controle vém sendo adotadas pelos bananicultores tais como o emprego de plantas
provenientes de cultura de tecido, a calagem, a desinfestacdo de ferramentas e dos
implementos empregados (Peng et al., 1999; Ploetz, 2000, 2005), Entretanto, o uso
de cultivares resistentes pertencentes ao grupo Cavendish, resistentes as ragas 1 e 2,
que sdo mais comuns nas regides produtoras, ¢ a medida de controle que tem
apresentado a maior eficiéncia (Ploetz, 2000, 2005). Considerando o risco da
facilidade da disseminagdo das racas R4 e TR4 de Foc (que sdo mais agressivas) €
suplantacdo da resisténcia das cultivares do grupo Cavendish, outras medidas
emergenciais e alternativas de controle que permitam o manejo desta doenca
precisam ser pesquisadas.

Um exemplo de medida de controle que vem auxiliando o manejo de muitas
doengas ¢ a nutri¢do mineral. Dentre os varios elementos ja estudados, um que esta
recebendo maior interesse atualmente por apresentar um possivel efeito
potencializador de mecanismos de defesa das plantas ¢ o silicio (Si). O efeito do Si
na reducdo da intensidade de doencas tem sido verificado em diversas espécies de
plantas que possuem a habilidade de acumuld-lo em seus tecidos (Datnoff et al.,
2007). A bananeira apresenta alta capacidade de absor¢ao e pode acumular de 0,7 a
3,8% na matéria seca de plantas jovens (Jauhari et al., 1974). O Si pode estar
envolvido em dois mecanismos de defesa das plantas: atuar na forma de uma barreira
fisica apds a sua deposicdo e acimulo na forma de silica amorfa abaixo da cuticula
ou pela potencializagdo da produ¢dao de compostos fendlicos e fitoalexinas, além de
uma maior atividade de enzimas relacionadas com a defesa da planta que acaba
restringindo a colonizagao fingica nos tecidos das plantas (Datnoff et al., 2007).

Considerando a importancia econdmica do mal do Panama para a cultura da
bananeira e o controle restrito pela utilizagdo de cultivares resistentes, esse trabalho
teve como objetivo estudar o efeito do Si em reduzir os sintomas dessa doenga, além

da potencializagdo de mecanismos bioquimicos de defesa.



3. MATERIAL & METODOS
3.1 Material de solo utilizado para o crescimento das plantas

Foram utilizados os primeiros 20 cm do perfil de um solo pertencente a classe
Latossolo Amarelo acrico tipico (EMBRAPA, 2006) de textura muito argilosa,
coletado no municipio de Uberlandia, Minas Gerais. Essa classe de solo foi escolhida
por apresentar baixo teor de Si disponivel. A analise fisico-quimica desse material de
solo encontra-se nas Tabelas 1 e 2.

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

Analise Granulométrica

Areia Grossa Areia Fina Silte Argila Classe Textural

glkg
140 59 84 717 Muito Argiloso

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

Caracteristicas Quimicas

pH Si p K Al Ca Mg H+AI® SB ¢t T \% M M.O.
KCl mgkg --mg.dm’>--- 1 e) NG 0 O — % ----- dag/kg
43 8,6 1,1 8 03 0,1 0,1 42 022 052 442 50 58 1,9

3.2 Fonte, doses de Si e adubacédo das plantas

Como fonte de Si foi utilizado o produto comercial AgroSilicio® (silicato de
calcio, CaSi03) da Empresa Excell Minerais e Fertilizantes Ltda, Timéteo, MG. Este
produto apresenta as seguintes caracteristicas quimicas: poder relativo de
neutralizagdo total (PRNT) de 88%, teor total em Si de 10,5%, teor total em Ca de
25% e teor total em Mg de 6%. Foram empregadas as doses de 0 ¢ 1,75 g de silicato
de calcio/kg de solo, correspondendo, respectivamente, a 0 ¢ 0,39 g Si/kg de solo.
Objetivando equilibrar a concentragdo de Ca e Mg presente em 1,75 g de silicato de
calcio/kg de solo, adicionou-se 1,19 g de CaCO; e 0,48 g de MgCOs/kg de solo. Com
este procedimento, as concentragdes de Ca e de Mg provenientes do silicato de calcio
e do carbonato de célcio ficaram padronizadas em 0,27 g Ca/kg de solo e 0,05 g de
Mg/kg de solo, respectivamente. Apenas a concentragdo de Si variou entre os
tratamentos.

O material de solo, apo6s receber os tratamentos, foi colocado em bandejas
plasticas (40x25x8 cm) na quantidade de 5 kg por bandeja ou em vasos plasticos (3

kg de solo por vaso), molhado com agua destilada até atingir a capacidade de campo,
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coberto com lona plastica e incubado por aproximadamente 20 dias para a corre¢ao
da acidez e elevacdo da saturagdo de bases (V) para 70%.

Apds a incubacdo do material de solo, plantas das cultivares Grande Naine
(resistente) ¢ Maga (suscetivel), provenientes de cultura de tecidos (Multiplanta
Tecnologia Vegetal, Andradas, MG), foram transplantas e crescidas nas bandejas ou
nos vasos plésticos por aproximadamente 60 dias. Aplicou-se 0,44 g de super
simples/kg de solo dois dias antes do transplantio e no dia do transplantio foram
aplicados 1 g de cloreto de potassio e 0,34 g de uréia/’kg de solo. Em cobertura, foi
fornecido as plantas 100 mL de solucdo nutritiva/kg de solo contendo: 192 mg de
KCl, 104,42 mg de K;SOy4, 150,35 mg de MgS04.7H,0, 61 mg de CH4N,0, 0,27 mg
de (NH4)eMO7)24.4H,0,1,61 mg de H3BOs, 6,67 mg de ZnSO4.7H,0, 1,74 mg de
CuS04.5H;0 e 4,10 mg de MgCl,.6H,0. Essa solucdo nutritiva foi aplicada a cada
quinze dias.

3.3 Obtencéo do isolado de Foc e inoculagéo das plantas

Foi utilizado o isolado monospérico VG01206 de Foc (raga 1) fornecido pela
EMBRAPA-Mandioca e Fruticultura Tropical comprovadamente patogénico a
bananeira. Para a obtencdo dos conidios de Foc, foi utilizada a metodologia descrita
por Subramaniam et al. (2006), no qual o fungo foi repicado para placas de Petri
contendo meio de cultura batata-dextrose-agar. Posteriormente, as placas foram
mantidas por aproximandamente 12 dias em incubadora a 25°C e fotoperiodo de 12 h
luz/escuro. Apds a comprovacdo da presenca de conidios em microscépio de luz, foi
preparada uma suspensio desses em agua destilada estéril na concentragdo de 2 x 10°
microconidios/mL ajustada com o auxilio de um hemacitometro. O isolado de Foc foi
preservado pelo método da silica gel e armazenado em geladeira.

Foi adotado o método do corte do sistema radicular e da imersdo desse em uma
suspensdo de microconidios por aproximadamente 2 h (Mohamed et al., 1999;
Subramaniam et al., 2006) para a inoculacdo das plantas de bananeira com Foc.
Apesar de ser um método de inoculagdo drastico, esse permite uma maior
uniformidade de inoculacio e uma ripida manisfestacio dos sintomas em
comparagdo a outros métodos existentes. Apds a inoculacdo, as plantas foram
novamente transplantadas para as respectivas bandejas ou vasos plasticos.
Adicionalmente, 2 mL da suspensdo de conidios foi colocada ao redor de cada
planta. As plantas inoculadas foram mantidas em condi¢cdes de casa de vegetagao até

aos 40 dias apds a inoculagdo, o que correspondeu ao final das avaliagdes.



11

3.4 Avaliacao do efeito do Si no desenvolvimento da doenga
3.4.1 Avaliagdo indireta da doencga

O desenvolvimento do mal do Panama foi avaliado aos 8, 16, 24, 32 ¢ 40 dias
apos inoculagdo (dai) utilizando-se uma escala de notas para os sintomas reflexos da
doenga na parte aérea (Tabela 1) e os sintomas no sistema radicular (Tabela 2).
Avaliou-se também o efeito da colonizacdo por Foc no escurecimento do rizoma e do
pseudocaule de acordo com a escala proposta por Mahomed et al. (1999) (Tabela 3).
Com os dados obtidos, calculou-se a area abaixo da curva do progresso dos sintomas
reflexos nas folhas (AACPSRF), area abaixo da curva do progresso dos sintomas no
sistema radicular (AACPSSR) e a area abaixo da curva do progresso do
escurecimento do rizoma (AACPER).

Tabela 1. Escala para avaliar os sintomas reflexos do mal do Panama na parte aérea
de plantas de bananeira.

Notas Descricdo
1 planta assintomatica
2 folhas parcialmente amareladas e sem necrose
3 amarelecimento intenso das folhas com necrose moderada
4 amarelecimento intenso das folhas, necrose intensa e folhas
deformadas
5 planta morta

Tabela 2. Escala para avaliagdo dos sintomas do mal do Panama no sistema
radicular.

Notas Descricao

raizes assintomaticas

raizes com necrose

raizes com necrose intensa

necrose na raiz principal e raizes novas sem infec¢ao
necrose na raiz principal e raizes nova com infec¢ao
raizes mortas e apodrecidas

SOOI WN P

Tabela 3. Escala para avaliagdo do escurecimento do rizoma e do pseudocaule de
plantas de bananeira.

Notas Descricéo

1 auséncia de escurecimento do rizoma
regido central do rizoma sem escurecimento, mas presente
somente entre a jun¢do da raiz com o rizoma
regido central do rizoma com até 5% de escurecimento
regido central do rizoma com 6 a 20% de escurecimento
regido central do rizoma com 21 a 49% de escurecimento
regido central do rizoma com mais de 50% de escurecimento
planta morta

~NOo Ok~ Ww
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3.4.2 Avaliago direta da doenca

As plantas coletadas para avaliagdo indireta da doenca (item 3.4.1) também
foram utilizadas para avaliar de forma direta os danos causados por Foc, respeitando-
se a individualidade de cada repetigdo.

Avaliando-se a extensao da colonizacao de Foc no rizoma-pseudocaule, em
cada planta avaliada foi determinado o comprimento desde a base do rizoma até a
extremidade distal do pseudocaule (CP) e o comprimento da lesdo (CL) nesse
intervalo. Com estas duas variaveis determinou-se o comprimento relativo de lesdo

(CRL) de acordo com a seguinte formula: CRL = CL x 100/CP (Figura 1).
CL

CP

Figura 1. Exemplo ilustrativo da determinagdo do comprimento relativo de lesdo. A
regido escurecida corresponde ao comprimento da lesdo (CL) e o comprimento do
pseudocaule (CP) ¢ a distancia da base do rizoma até a extremidade distal do
pseudocaule.

No final das avaliagdes, a severidade da doenga no rizoma e no pseudocaule
das plantas inoculadas foi determinada com o auxilio do software QUANT 1.0 (Vale
et al., 2003). As raizes ¢ o tecido senescente de cada planta foram removidos de
forma a reduzir possiveis interferéncias durante as avaliagdes. Cada planta foi
padronizada para um comprimento de 90 mm (distancia da base do rizoma até o
apice do pseudocaule). Em seguida, as plantas foram cortadas no seu eixo
longitudinal e divididas em duas partes. Essas partes foram imediatamente colocadas
em uma solucdo de 4cido ascorbico a 2% para evitar a oxidagdo de compostos
fenolicos naturalmente presentes nos tecidos da planta.

Em seguida, uma das partes de cada planta foi escaneada na resolucdo de 300
dpi e a imagem obtida foi utilizada para quantificar a severidade da doenca no
rizoma e no pseudocaule. Para facilitar essa analise, a area do tecido doente de cada
planta foi previamente delimitada com o auxilio do software Adobe Photoshop
CS2". A Figura 2 representa as etapas seguidas para quantificar a severidade da

doenga.
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Outra forma de avaliar o efeito do Si como barreira fisica nos tecidos das
plantas foi o reisolamento de Foc a partir de fragmentos distanciados a cada 0,5 cm
da area limitrofe entre o tecido doente e o tecido potencialmente sadio proveniente
do rizoma e pseudocaule. Para tal, foram utilizados quatro fragmentos por planta
para a obtencdo da colonizacdo fungica assintomatica (CFA). Esses fragmentos
foram colocados em placas de Petri divididas em quadrantes e contendo meio de
cultura pentacloronitrobenzeno-peptona-agar, o qual ¢ seletivo para espécies do

género Fusarium (Leslie & Summerell, 2006) (Figura 3).
A B C

Figura 2. Esquema ilustrativo das etapas para determinar a severidade do mal do
Panama. O material foi escaneado (A), o tecido doente foi delimitado utilizando-se o
software Adobe Photoshop CS2® (B) e a analise das imagens foi realizada com o
software QUANT 1.0 (C). A area vermelha corresponde ao tecido doente e a areca
azul ao tecido sadio.

0,5¢cm
cada YN
Limite

<+

Figura 3. Esquema ilustrativo para a obtengdo dos fragmentos de rizoma e
pseudocaule utilizados para o reisolamento de Fusarium oxysporum f.sp. cubense.

Com os dados obtidos a partir das avaliagdes diretas mencionadas

anteriorment, calculou-se a area abaixo da curva do progresso da colonizagdo fingica
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assintomatica (AACPCFA), area abaixo da curva do progresso do comprimento
relativo de lesdo (AACPCRL) e a area abaixo da curva do progresso do mal do

Panama (AACPMP).

3.5 Determinacdo da concentracdo de Si e célcio (Ca)

O material vegetal (sistema radicular e rizoma-pseudocaule) foi devidamente
lavado em agua destilada e secado em estufa com ventilagao forcada de ar a 70°C até
atingir peso constante e, em seguida, moido em moinho tipo Thomas-Wiley equipado
com peneira de 20 mesh. A concentracao de Si nas amostras do material vegetal foi
determinado de acordo com a metodologia proposta por Korndorfer et al. (2004). A
concentragdo de Ca foi determinada por digestao nitroperclorica e espectrofotometria
de absorg¢ao atomica.

3.6 Determinacdo de variaveis fisiologicas e bioquimicas da resisténcia da
bananeira ao mal do Panam4 afetadas pelo Si

Para a determinagdo da concentragdo de pigmentos, foram coletadas amostras
(200 mg) da ultima, pentltima e antepenultima folha das plantas das repetigdes as 96
hai. Foram coletadas amostras de raizes (200 mg) das plantas das repeticdes de cada
tratamento para as determinacdes da concentracdo de aldeido maldnico, perdxido de
hidrogénio, determinacdo da concentragdo de compostos fendlicos soluveis totais
(CFST) e derivados da lignina-acido tioglicélico (DLATG) as 0, 72 e 120 hai e para
determinagdes enzimaticas as 0, 24, 48, 72, 96 e 120 hai. Amostras coletadas as 0 hai
foram obtidas de plantas que tiveram o seu sistema radicular imerso em agua
deionizada estéril por um periodo de 2 horas. Todas as amostras foram congeladas
em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80°C.

a) concentragdo de pigmentos (clorofila a e b, clorofila total e de carotendides):
as amostras foram maceradas em almofariz contendo nitrogénio liquido com adi¢do
de 1 mg de carbonato de calcio. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas
com 2 mL de acetona 80% (v/v) por 1 min em ambiente com intensidade luminosa
reduzida. A suspensao obtida foi filtrada em papel de filtro Whatman # 1 e o residuo
lavado quatro vezes com acetona 80%. O volume final foi completado para 25 mL
com o mesmo solvente em baldo volumétrico. As absorbancias dos extratos foram
lidas em espectrofotometro nos comprimentos de onda de 470, 646,8 ¢ 663,2 nm. Os

teores de pigmentos (clorofilas a e b e carotendides) foram estimados de acordo com
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as formulas propostas por Lichtenthaler (1987). Os resultados obtidos foram
expressos em mg de cada pigmento g de matéria fresca (MF).

b) determinacdo da concentracdo de aldeido malénico (MDA): as amostras
foram maceradas em almofariz contendo nitrogénio liquido, homogeneizadas com 2
mL de 4cido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v), filtradas em quatro camadas de gaze e
centrifugadas a 12.000 g por 15 min a 4°C. Um volume de 1,5 mL de uma solugdo de
acido tiobarbitirico (TBA) 0,5% (p/v) em TCA 20% (p/v) foi adicionado nas
aliquotas de 0,5 mL do sobrenadante de cada amostra, esta solu¢do foi colocada em
tudo de ensaio e em seguida levada a incubacdo em banho-maria a 95°C. Apds 2 h, a
reacdo foi paralisada com a transferéncia dos tubos de ensaio para banho de gelo.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 9.000 g por 10 min e a
absorbancia dos sobrenadantes foi determinada a 532 nm. A absorbancia inespecifica
a 600 nm foi medida e subtraida dos resultados obtidos para cada uma das amostras.
A concentragdo do complexo aldeido malonico-TBA foi calculada utilizando-se o
coeficiente de extingio molar de 155 mM™ cm™ (Heath & Packer, 1968).

c) determinacdo da concentracdo de peroxido de hidrogénio: as amostras foram
maceradas em almofariz contendo nitrogénio liquido e homogeneizadas com 2,0 mL
de tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 6,5) contendo hidroxilamina 1 mM. Apds
filtracdo em quatro camadas de gaze, o homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g
por 15 min a 4°C com coleta do sobrenadante (Kuo & Kao, 2003). Aliquotas de 50
uL do sobrenadante foram adicionadas a uma mistura de reacdo constituida de
sulfato ferroso amoniacal 100 uM, acido sulfurico 25 mM, laranja de xilenol 250 uM
e sorbitol 100 mM totalizando um volume de 2 mL (Gay & Gebicki, 2000). As
amostras foram mantidas no escuro por 30 min e a absorbancia determinada a 560
nm em espectrofotometro. Amostras controle (branco) para as cores dos reagentes e
também dos extratos vegetais foram preparadas concomitantemente com as amostras
em teste e subtraidas da absorbancia de cada amostra. A concentragdo de peréxido de
hidrogénio em cada uma das amostras foi determinada utilizando-se uma curva de
calibragdo preparada com diferentes concentracdes de perdxido de hidrogénio.

d) determinagdes enzimaticas: a concentracdo total de proteinas do extrato obtido
de cada amostra foi determinada de acordo com o método de Bradford (1976)
utilizando-se uma curva de solu¢ao padrao de BSA (Albumina de Soro Bovino). A

atividade das seguintes enzimas foi determinada:
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Fenilalanina aménia liase (FAL, EC 4.3.1.5): as amostras foram maceradas em
almofariz contendo nitrogénio liquido e 300 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP).
Em seguida, cada amostra foi homogeneizada com 20 mL de solucdo de extracdo
constituida de: borato de sodio 0,05 M (pH 8,3), 300 mg de polivinilpirrolidona
(PVP), 5,0 mM p-mercaptoetanol ¢ 1,0 mM acido etileno diamino tetra-acético
(EDTA). O homogeneizado foi filtrado em gaze e centrifugado por 15 min a 7000 g
e novamente centrifugado sob as mesmas condi¢des. O sobrenadante foi utilizado na
reacdo enzimatica. Todas as etapas do processo foram executadas a 4°C ou em gelo.
A atividade da FAL foi determinada pela adi¢ao de 0,5 mL do extrato enzimatico em
2 mL de meio de reacdo constituido de tampao borato de soédio 0,05 M (pH 8,8), L-
fenilalanina 0,02 M e 4gua MILLI-Q (Guo et al., 2007) As amostras foram incubadas
a 30°C por 60 min e a reagdo foi paralisada pela adicao de 0,1 mL de HCI 6 N. A
atividade da FAL foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 10 M
cm™ (Zucker, 1965) e o resultado foi expresso em nM min” mg™' de proteina.
Polifenoloxidase (PFO, EC 1.14.18.1): as amostras foram maceradas em almofariz
contendo nitrogénio liquido e 300 mg de PVPP. Em seguida, cada amostra foi
homogeneizada com 2 mL de solugdo de extragdo constituida de PMSF 1 mM,
EDTA 0,1 mM e tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8). O homogeneizado foi
filtrado em gaze e centrifugado por 10 min a 12000 g. Durante todas as etapas, os
tubos de ensaio foram envolvidos com papel aluminio e tampados. A atividade de
PFO foi determinada conforme metodologia proposta por Kar & Mishra (1976)
utilizando como substrato o pirogalol a 100 mM. As leituras de absorbancia foram
realizadas em espectrofotdmetro a 420 nm no inicio da reagdo e, posteriormente, a
cada 10 segundos durante um min, totalizando sete leituras. A atividade da PFO foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM'ecm™ (Chance &
Maehley, 1955) e os resultados foram expressos em pM min'mg™ de proteina.
Peroxidase (POX, EC 1.11.1.7): amostras foram maceradas em almofariz contendo
nitrogénio liquido e 300 mg de PVPP. Em seguida, cada amostra foi homogeneizada
com 20 mL de solugdo de extragdo constituida de acido fenil-metil-sulfonil-
fluoridrico (PMSF) 1 mM, EDTA 0,1 mM e tampao fosfato de potassio 100 mM (pH
6,8). O homogeneizado foi filtrado em gaze e centrifugado por 15 min 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 de POX foi determinada pelo método de

Kar & Mishra (1976). Aliquotas de 100 uL do sobrenadante foram adicionadas a
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uma mistura de reacdo composta de 950 uL de agua destilada, 750 puL. de tampao
fosfato de potdssio 100 mM (pH 6,8), 600 uL de pirogalol 100 mM e 600 pL de
peroxido de hidrogénio 100 mM na temperatura de 25°C. O inicio da reag@o ocorreu
com a adi¢do do sobrenadante a mistura de rea¢dao. Durante todas as etapas, os tubos
de ensaio foram envolvidos com papel aluminio e tampados. As leituras de
absorbancia foram realizadas em espectrofotometro a 420 nm no inicio da reagado e,
posteriormente, a cada 10 segundos durante um minuto, totalizando sete leituras. A
atividade de POX foi determinada pela medi¢do da quantidade de purpurogalina
formada entre dois e cinco min de reagdo utilizando-se para o calculo o coeficiente
de extingdo molar de 2,47 mM™' cm™ (Chance & Machley, 1955).

p-1,3-glucanase (GLU, EC 3.2.1.6): amostras foram maceradas em almofariz
contendo nitrogénio liquido e 300 mg de PVPP. Em seguida, cada amostra foi
homogeneizada com 2 mL solugdo de extracdo constituida de PMSF 1 mM, EDTA
0,1 mM e tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8). O homogeneizado foi
filtrado em gaze e centrifugado por 10 min a 12000 g. Todas as etapas do processo
foram executadas a 4°C ou em gelo. A atividade de GLU foi determinada conforme
método descrito por Lever (1972) com algumas modificagdes. O acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) foi substituido pela hidrazida do acido p-hidroxibenzodico
(Miller, 1956). A mistura de reagdo, que foi incubada a 45°C por 30 min, continha
230 pL do tampao acetato de s6dio 100 mM (pH 5,0), 250 pL de solucdao do
substrato laminarina (4 mg/mL) e 20 pL. do extrato vegetal. Apds esse periodo,
foram acrescentados 1 mL de DNS e, em seguida, a mistura foi aquecida a 100°C por
5 min. Apos resfriamento em gelo até temperatura de 30°C, as amostras tiveram a
absorbancia determinada no comprimento de onda 540 nm em um ensaio
colorimétrico no espectrofotdometro. Os resultados foram expressos em unidades de
absorbancia min"'mg™ de proteina.

Quitinase (QUI, EC 3.2.1.14): as amostras foram maceradas em almofariz contendo
nitrogénio liquido e 300 mg de PVPP. Em seguida, cada amostra foi homogeneizada
com 2 mL de solugdo de extragdo constituida de PMSF (1 mM) e tampao fosfato de
sodio 50 mM (pH 6,5). O homogeneizado foi filtrado em gaze e centrifugado por 25
min a 20000 g. O sobrenadante foi utilizado no teste enzimatico. Todas as etapas do
processo foram executadas a 4°C ou em gelo. A atividade de QUI foi determinada
pelo método de Roberts & Selitrennikoff (1988) modificado por Harman et al.

(1993). Aliquotas de 20 puL do sobrenadante foram adicionadas a uma mistura de
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reacdo composta de 470 pL de tampao acetato de sodio 50 mM (pH 5,0) e 10 uL de
substrato p-nitrofenil-p-D-N-N’-diacetilquitobiose (PNP) 2 mg mL™'. Ap6s incubagio
por duas horas na temperatura de 37°C, a reagdo foi interrompida com adigdo de 500
uL de carbonato de sédio (0,2 M). As leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotometro a 410 nm imediatamente apos a parada da reagdo. A atividade de
QUI foi determinada considerando a diferenca de absorbancia entre as reagdes de
duas horas e a observada no tubo controle. Os resultados foram expressos em
unidades de absorbancia min"'mg™ de proteina.

e) determinacdo da concentracdo de compostos fenolicos solUveis totais
(CFST) e derivados da lignina-acido tioglicolico (DLATG): as amostras foram
maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas com 1,5 mL de metanol 80%. O
extrato metanolico foi centrifugado a 12000 g por 30 min e apos centrifugagdo, o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo de pléstico. O residuo foi mantido a -
80°C para posterior determinacdo da concentracdo dos derivados da lignina-acido
tioglicolico. A metodologia proposta por Zieslin & Ben-Zaken (1993) com algumas
modifica¢des foi usada para determinar a concentragdo dos DLATG. Um volume de
150 puL do reagente Folin & Ciocalteau’s Phenol 0,25 N foi adicionado a 150 pL do
extrato metandlico. A mistura foi homogeneizada e mantida em temperatura
ambiente por 5 min. Posteriormente, 150 pL de carbonato de sodio 1,0 M foi
adicionado a mistura a qual sofreu nova homogeneizacdo e permaneceu em
temperatura ambiente por 10 min. Decorrido esse periodo, 1 mL de agua destilada foi
adicionado e, ap6s 30 min, a absorbancia das amostras foi mensurada a 725 nm em
espectrofotometro. Os resultados foram expressos em mg g-' MF.

Para a determina¢do da concentragdo dos DLATG, um volume de 1,5 mL 4gua
destilada foi adicionado ao residuo obtido da extragdo de CFST. Apods a
homogeneizagao, a mistura foi centrifugada a 12000 g por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e o residuo foi seco a 65°C por 12 h. O residuo alcolico-insoluvel seco,
contendo lignina e acidos fendlicos associados a parede celular, foi usado para a
determinag@o da concentracao de lignina de acordo com o método de Barber & Ride
(1988). Um volume de 1,5 mL da solugdo de acido tioglicélico e HC1 2 N 1:10 foi
adicionado ao residuo seco. Os tubos plasticos foram levemente agitados para
hidratar o residuo e, em seguida, colocados em banho-maria (100°C) por 4 h. Apods
esse periodo, os tubos foram colocados em bandejas com gelo onde permaneceram

por 5 min. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 12.000 g por 10 min, sendo o
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sobrenadante descartado e o precipitado lavado com 1,5 mL de agua destilada com
centrifugacdo a 10.000 g por 10 min. Apos essa etapa, o sobrenadante foi descartado
e o precipitado resuspenso em 1,5 mL de NaOH 0,5 N. A mistura permaneceu em
mesa agitadora (150 r.p.m.) a temperatura de 25°C por 12 h. Apds esse periodo, a
mistura foi centrifugada novamente a 10.000 g por 10 min e o sobrenadante
transferido para um novo tubo plastico. Apos a adigdo de 200 pL de HCL
concentrado ao sobrenadante, os tubos foram transferidos para uma bandeja com
gelo e mantidos na geladeira (4°C) por 4 h para precipitagdo dos derivados da
lignina-acido tioglicolico. Apos centrifugacao a 10.000 g por 10 min, o sobrenadante
foi descartado e o precipitado, de cor laranja-amarronzado, foi dissolvido em 2 mL
de NaOH 0,5 N. A leitura da absorbancia foi feita a 290 nm em espectrofotometro. A
concentragdo dos DLATG foi expressa em mg g MF. A concentragio de DLATG
foi obtida de acordo com uma curva padrao obtida com diferentes concentragdes de
lignina alcalina, éter 2-hidroxipropil (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
3.7 Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

Para o experimento visando estudar o efeito do Si no desenvolvimento do mal
do Panamd, o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC) em esquema fatorial 2x2 com sete repeti¢des. Cada parcela experimental
correspondeu a uma bandeja plastica contendo cinco plantas caracterizando as cinco
épocas de coleta (8, 16, 24, 32 e 40 dias apds inoculacdo). Os fatores estudados
foram: suprimento ou ndo de Si e duas cultivares de bananeira. Os dados obtidos
desse experimento foram submetidos a analise de variancia e as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
utilizando-se o software SAEG 9.1 (SAEG, 2007).

No experimento que avaliou as respostas bioquimicas da interacdo bananeira-
Foc, os dados médios das varidveis: concentragao de pigmentos, aldeido maldnico,
peroxido de hidrogénio, compostos fendlicos soluveis totais (CFST), derivados da
lignina-acido tioglicodlico (DLATG) e atividade das enzimas FAL, PFO, POX, GLU
e QUI em cada época de coleta de cada repeticdo e tratamento foram comparadas

pelo teste de Student (¢), ao nivel de 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS

4.1 Concentragédo de Si e Ca no sistema radicular e no rizoma-pseudocaule
Nao houve diferenca na concentragdo de Si no sistema radicular quando

bananeiras das cultivares Grande Naine e Magd foram comparadas, mas plantas

supridas com Si apresentaram maior concentragdo quando comparadas com as nao

supridas (Figura 1).
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Figura 1. Concentragdo de silicio (Si) no sistema radicular de bananeiras das

cultivares Grande Naine (GN) e Mac¢a (M), inoculadas com Foc, supridas (+Si) ou
ndo (-Si) com silicio. * = significativo ao nivel de 5% pelo teste-t. O desvio padrao
esta representado em cada barra.

De acordo com a Tabela 1, observa-se que nao houve diferenca entre os
tratamentos -Si e +Si quanto a concentragdo de Si no rizoma-pseudocaule das

bananeiras da cultivar Maga.

Tabela 1. Concentragdo de silicio (Si) no rizoma-pseudocaule de bananeiras das
cultivares Grande Naine e Maca inoculadas com Foc, supridas ou ndo com Si.

. . Cultivares
Suprimento de Si Grande Naine Maca
+Si 0,48 Ba 0,60 Aa
-Si 0,19 Bb 0,49 Aa
C.V. (%) 19,68

" Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na
linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. C.V. = coeficiente de variagao.

Entretanto, o mesmo nao foi observado para as plantas da cultivar Grande

Naine, onde plantas supridas com Si apresentaram maior concentracdo do elemento.
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Ao comparar a concentragdo de Si entre as duas cultivares supridas ou ndo com Si,
verificou-se que plantas da cultivar Ma¢a mostraram-se mais eficientes na absor¢ao
desse elemento.

Nao foi observada diferenga na concentragao de Ca no sistema radicular para
os fatores suprimento ou ndo de Si e cultivares de bananeira. Em relagdo a
concentragdo de Ca no rizoma-pseudocaule de bananeiras das duas cultivares, ndo foi
observado diferenca entre plantas supridas (+Si) ou ndo (-Si) com Si, porém plantas
da cultivar Grande Naine quando comparadas com as da cultivar Maca, apresentaram
uma maior concentragao de Ca nos tecidos do rizoma-pseudocaule.
4.2 Avaliagdo indireta do mal do Panamé

Nao houve diferenca na AACPSSR de plantas das cultivares Grande Naine e
Maga. Entretanto, plantas supridas com Si apresentaram-se mais resistentes a

infec¢do por Foc quando comparadas com as nao supridas (Figura 2).
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Figura 2. Area abaixo da curva do progresso dos sintomas no sistema radicular
(AACPSSR) de bananeiras das cultivares Grande Naine (GN) e Maga (M), supridas
(+Si1) ou ndo (-Si) com silicio. * = significativo ao nivel de 5% pelo teste-t. O desvio
padrao esta representado em cada barra.
Em relacdo a AACPSRF, ndo foi observado diferenga entre as cultivares

Grande Naine e Macga. Bananeiras supridas com Si em compara¢do com as nao

supridas com esse elemento, foram menos suscetiveis (Figura 3).
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Figura 3. Area abaixo da curva do progresso dos sintomas reflexos nas folhas
(AACPSRF) de bananeiras das cultivares Grande Naine (GN) e Mac¢a (M), supridas
(+Si1) ou ndo (-Si) com silicio. * = significativo ao nivel de 5% pelo teste-t. O desvio
padrio esta representado em cada barra.

Nao houve diferenca quanto a AACPER em bananeiras da cultivar Grande
Naine supridas ou ndo com Si. Ao contrario, plantas da cultivar Macga supridas com
Si apresentaram os menores valores da AACPER do que as ndo supridas (Tabela 2).
Plantas de ambas as cultivares crescidas na auséncia de Si ndo diferiram entre si em
relacio a AACPER. Entretanto, plantas da cultivar Maca supridas com Si

apresentaram os menores valores da AACPER quando comparadas com as plantas da

cultivar Grande Naine (Tabela 2).

Tabela 2. Area abaixo da curva de progresso do escurecimento do rizoma
(AACPER) em bananeiras das cultivares Grande Naine e Maca, supridas ou ndo com
silicio.

AACPER
Suprimento de Si Cultivares
Grande Naine Maca
-Si 114,29' Aa 110,86 Aa
+Si 117,29 Aa 93,14 Bb
C.V. (%) 8,87

"' Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitiscula na
linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. C.V. = coeficiente de variacao.
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4.3 Avaliagéo direta do mal do Panama

Nao houve diferenga para a AACPCFA nos rizomas das plantas da cultivar
Grande Naine quando comparadas com as plantas da cultivar Maca (Figura 4).
Plantas supridas com Si quando comparadas com as ndo supridas, apresentaram

menor os menores valores para AACPCFA do que as plantas ndo supridas (Figura 4).
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Figura 4. Area abaixo da curva do progresso da colonizagdo fingica assintomatica
(AACPCFA) de bananeiras das cultivares Grande Naine (GN) e Maca (M), supridas
(+Si1) ou ndo (-Si) com silicio. * = significativo ao nivel de 5% pelo teste-t. O desvio
padrao esta representado em cada barra.

Nao houve diferenca para a AACPCRL em plantas da cultivar Grande Naine
supridas ou ndo com Si (Tabela 3). Ao contrario, houve diferenca entre as plantas das
cultivar Maca supridas ou com Si, onde plantas supridas foram mais resistentes do
que as ndo supridas. Plantas da cultivar Mac¢d que ndo foram supridas com Si
apresentaram os menores valores da AACPCRL em comparagdo com as plantas da

cultivar Grande Naine. Entretanto, plantas supridas com Si de ambas as cultivares

nao diferiram-se entre si (Tabela 3).
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Tabela 3. Area abaixo da curva do progresso do comprimento relativo de lesdo
(AACPCRL) em rizomas de bananeira das cultivares Grande Naine e Maga supridas
ou ndo com silicio.

AACPCRL
Suprimento de Si Cultivares
Grande Naine Maga
-Si 367,95 Ba 606,92 Aa
+Si 322,05 Aa 354,79 Ab
C.V. (%) 16,59

'Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maitscula na
linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. C.V. = coeficiente de variacao.

Os valores da AACPMP ndo diferiram entre as plantas das cultivares Grande
Naine e Maga, mas plantas supridas com Si apresentaram os menores valores dessa

variavel do que as ndo supridas (Figura 5).
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Figura 5. Area abaixo da curva do progresso do mal do Panama (AACPMP)
estimada pelo software Quant” no rizoma-pseudocaule de bananeiras das cultivares
Grande Naine (GN) e Mag¢a (M) supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio. * =
significativo ao nivel de 5% pelo teste-t. O desvio padrdo estd representado em cada
barra.

4.4 Aspectos fisioldgicos e bioquimicos da resisténcia da bananeira ao mal do
Panama potencializada pelo Si

4.4.1 Concentragao de pigmentos

Para a concentragdo de clorofila a, diferenga ocorreu somente para plantas da

cultivar Grande Naine supridas com Si (Figura 6A). Houve diferenca na
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concentracdo de clorofila b e clorofila total para as plantas das duas cultivares
supridas com Si em relagdo as plantas ndo supridas com esse elemento (Figura 6B-C,
respectivamente). Quanto a concentracdo de carotendides, houve diferenca entre
plantas das cultivares Grande Naine e Maga supridas ou nao com Si (Figura 6D).
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Figura 6. Concentragdo dos pigmentos clorofila a (A), b (B), clorofila total (C) e
carotendides (D) em folhas de plantas de bananeira das cultivares Grande Naine e
Maga supridas (+Si) ou nao (-Si) com silicio as 96 horas apds inoculagdo com
Fusarium oxysporum f.sp. cubense. * = significativo ao nivel de 5% pelo teste-t. O
desvio padrao esta representado em cada barra.
4.4.2 Concentracdo de MDA

Nao houve diferenca significativa para a concentragdo de MDA no sistema
radicular das plantas das cultivares Grande Naine e Maca supridas com Si em relacao
as plantas dessas mesmas cultivares ndo supridas com esse elemento durante o
periodo avaliado.
4.4.3 Concentracdo de peroxido de hidrogénio

Houve diferenga para a concentracdo de peroxido de hidrogénio no sistema
radicular de plantas das cultivares Grande Naine e Maga supridas com Si em relagao

ao nado suprimento desse elemento somente as 0 e 120 hai, respectivamente (Figura

7).
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Figura 7. Concentragdo de perdxido de hidrogénio (H,O,) em raizes de bananeira
das cultivares Grande Naine e Maca supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio as 0, 72
e 120 horas apo6s a inoculagdo com Fusarium oxysporum f.sp. cubense. * =
significativo ao nivel de 5% pelo teste-t. O desvio padrdo estd representado em cada
barra.
4.4.4 Concentracao de CFST

A concentragdo de CFST foi maior no sistema radicular das plantas das duas

cultivares supridas com Si em comparagdo com as plantas que ndo foram supridas

com esse elemento para todas as épocas avaliadas (Figura 8).
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Figura 8. Concentragdo de compostos fendlicos soluveis totais (CFST) em raizes de
bananeiras das cultivares Grande Naine e Mac¢a supridas (+Si) ou ndo (-Si) com
silicio as 0, 72 e 120 horas apds a inoculacdo com Fusarium oxysporum f.sp.
cubense. * = significativo ao nivel de 5% pelo teste-t. O desvio padrdo estd
representado em cada barra.
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445 Concentracdo de DLATG
A concentracdo dos DLATG também foi maior no sistema radicular das
plantas das duas cultivares supridas com Si quando comparadas com plantas que nao

foram supridas para todas as épocas avaliadas (Figura 9).

50 4 . .
B-S1 O+S1 *

40 *

|
*

30 *

20 A

DLATG (mg g'! MS)

0 74 122 0 74 122
Horas aposinoculacao
Grande Naine Maca
Figura 9. Concentragdo dos derivados da lignina-acido tioglicélico (DLATG) em

raizes de bananeiras das cultivares Grande Naine e Mac¢a supridas (+S1) ou ndo (-Si)
com silicio as 0, 72 e 120 horas apos a inoculagdo com Fusarium oxysporum f.sp.
cubense. * = significativo ao nivel de 5% pelo teste-t. O desvio padrdo estd
representado em cada barra.
4.4.6 Atividade de enzimas relacionadas com a defesa da planta

A atividade da FAL no sistema radicular das plantas das cultivares Grande
Naine e Maca, supridas ou nao com Si, manteve-se estdvel durante todo o periodo de
avaliacdo (Figura 10A e 10B). Diferenga entre os tratamentos -Si e +Si ocorreu
somente as 0 hai para a cultivar Grande Naine (Figura 10A). Para a cultivar Magca,

foi observado diferencas entre os tratamentos -Si e +Si somente as 0 e 48 hai (Figura

10B).
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Figura 10. Atividade especifica da fenilalanina amonia liase (FAL) no sistema
radicular de bananeiras das cultivares Grande Naine (A) e Maca (B) supridas (+Si)
ou ndo (-Si) com silicio em diferentes épocas apds inoculagdo com Fusarium
oxysporum f.sp. cubense. * = significativo ao nivel de 5% pelo teste-t. O desvio-
padrdo esta representado em cada barra.

Para cultivar Grande Naine foi observado diferenga para atividade da PFO
somente as 0 e 24 hai (Figura 11A) e para a cultivar Magd somente as 120 hai

(Figura 11B).
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Figura 11. Atividade especifica da polifenoloxidase (PFO) no sistema radicular de
plantas de bananeira das cultivares Grande Naine (A) e Maca (B) supridas (+Si) ou ndo
(-Si) com silicio em diferentes épocas apos inoculagdo com Fusarium oxysporum
f.sp. cubense. * = significativo ao nivel de 5% pelo teste-t. O desvio-padrao esta
representado em cada barra.

Para a cultivar Grande Naine, a atividade da PER ndo diferiu entre os
tratamentos +Si e -Si (Figura 12A), sendo a mesma tendéncia observada para a

cultivar Maga (Figura 12B).
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Figura 12. Atividade especifica da peroxidase (PER) no sistema radicular de
plantas de bananeira das cultivares Grande Naine (A) e Maca (B) supridas (+Si) ou
ndo (-Si) com silicio em diferentes épocas apo6s inoculagdo com Fusarium
oxysporum f.sp. cubense. * = significativo ao nivel de 5% pelo teste-t. O desvio-
padrdo esta representado em cada barra.

Houve diferenca na atividade da GLU no sistema radicular das plantas da
cultivar Grande Naine supridas ou ndo com Si somente na coleta 1 (Figura 13A).

Para a cultivar Maca, nao houve diferenca quanto a atividade da GLU em nenhuma

das coletas (Figura 13B).
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Figura 13. Atividade especifica da f-1,3-glucanase (GLU) no sistema radicular de
plantas de bananeira das cultivares Grande Naine (A) e Maga (B) supridas (+Si) ou
nao (-Si) com silicio em diferentes épocas apds inoculagdo com Fusarium
oxysporum f.sp. cubense. * = significativo ao nivel de 5% pelo teste-t. O desvio-
padrao esta representado em cada barra.

Para a atividade da QUI, nao foi observado diferencas entre as cultivares
Grande Naine e Maga, supridas (+Si) ou ndo (-Si) com Si, durante as coletas (Figura

14A e 14B).
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Figura 14. Atividade especifica da quitinase (QUI) no sistema radicular de plantas
de bananeira das cultivares Grande Naine (A) e Maca (B) supridas (+Si) ou ndo (-
Si) com silicio em diferentes épocas ap6s inoculagdo com Fusarium oxysporum f.sp.
cubense. * = significativo ao nivel de 5% pelo teste-t. O desvio-padrdo esta
representado em cada barra.
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5. DISCUSSAO

A utilizacdo do Si na nutricdo das plantas como uma medida alternativa no
manejo de doencgas vem sendo proposta em varios trabalhos (Bowen et al., 1992;
Chérif et al., 1994; Diogo & Wydra, 2007; Fawe et al., 2008; Rodrigues et al., 2003;
Rodgers-Gray & Shaw, 2000; Menzies et al., 1991, 1992; Resende et al., 2009). A
reducdo na intensidade do mal do Panama em plantas das cultivares Grande Naine e
Magca supridas com Si foi atribuida a nutricdo das plantas com esse elemento. Em
contraste, bananeiras das duas cultivares ndo supridas com Si apresentaram menor
resisténcia a infeccdo por Foc na maioria das varidveis estudadas quando foram
comparadas com as plantas que foram supridas. Como foi observado, plantas das
duas cultivares ndo diferiram quanto a concentra¢do de Si no sistema radicular,
entretanto, plantas da cultivar Maga apresentaram maiores concentragdes de Si no
rizoma-pseudocaule quando comparadas com plantas da cultivar Grande Naine.
Acredita-se que o Si proporcione maior resisténcia as paredes das células tornando-as
menos vulneraveis as enzimas de degradagdo seja através de barreira fisica ou
quimica (Datnoff et al., 2007).

Naturalmente, a entrada de Foc no sistema radicular de bananeiras ¢ por
penetracdo direta (acdo mecanica das hifas) ou indireta (através de ferimentos).
Mesmo que ferimentos sejam causados, a entrada de Foc no sistema radicular pode
ser dificultada devido a fatores que se encontram atuantes na rizosfera das plantas
como pH do solo e microrganismos antagonistas. Diferentemente do que ocorre no
solo, a penetragao de Foc foi facilitada por um método de inoculagdo muito dréstico
(corte de raizes e imersdo em suspensdo de microconidios) e pelo potencial de
indculo presente na suspensdo, consequentemente sua colonizag¢do seria facilitada.
Entretanto, foi observado que plantas das duas cultivares crescidas em solo contendo
Si, mostraram-se mais resistentes quando comparadas com plantas que nao foram
supridas. Do ponto de vista morfoldgico, ja foi evidenciado que o Si pode depositar
na parede celular e atuar como uma barreira mecanica apds a sua polimerizacao,
afetando a penetracdo e colonizacdo de certos patdgenos (Kim et al., 2002, Yoshida
et al.,, 1962). Em relagdo a bananeira ¢ em condi¢cdes de maior preservagao do
sistema radicular a campo, o Si poderd auxiliar ainda mais nos mecanismos de defesa
das plantas, sugerindo o potencial desse elemento como nova medida de manejo para

este importante patogeno.
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Ao avaliar indiretamente os sintomas causados por Foc, observou-se que
plantas das duas cultivares ndo diferiram quanto a AACPSSR, AACPSRF e
AACPER. Entretanto, plantas supridas com Si apresentaram visualmente maior
capacidade de resistirem a colonizagdo por Foc em comparagdo com as nao supridas.
A AACPER em plantas da cultivar Mag¢ad supridas com Si foi menor quando
comparadas com plantas da cultivar Grande Naine, evidenciando a participagdo mais
efetiva do Si nos mecanismos de defesa de plantas dessa cultivar. O Si presente nos
tecidos das plantas pode estar contribuindo para reduzir a colonizagdo por Foc e,
consequentemente, o amarelecimento das folhas, escurecimento do rizoma-
pseudocaule e sintomas no sistema radicular foi menor nas plantas supridas com Si.
Os efeitos do Si em sintomas indiretos causados por um patdégeno de solo também
obtidos por Dannon & Wydra (2004), os quais observaram redu¢do na severidade da
murcha do tomateiro causada por Ralstonia solanacearum em plantas supridas com
Si em comparagao com as plantas ndo supridas com esse elemento.

O Si interfere no progresso de algumas doengas por atuar em alguns
componentes de resisténcia (Dallagnol et al., 2009; Datnoff et al., 1991; Resende et
al. 2009; Seebold et al., 2001). A quantificagdo dos componentes de resisténcia ¢é
importante, pois fornece evidéncias sobre mecanismos de defesa da planta aos
patogenos (Parlevliet, 1979). Quanto a avaliagdo dos componentes de resisténcia no
presente estudo, observou-se que o Si foi eficiente em reduzir a AACPCFA e
AACPMP no rizoma das plantas que foram supridas com esse elemento, mas nao
houve diferenca para estas duas variaveis quando plantas das cultivares Grande
Naine e Mac¢a foram comparadas. Entretanto, ao avaliar a AACPCRL, observou-se
que plantas da cultivar Grande Naine supridas ou ndo com Si ndo diferiram,
resultado igualmente observado quando plantas desta mesma cultivar foram
comparadas com plantas da cultivar Mag¢a crescidas na presenga de Si. Resultados
semelhantes foram relatados em outros trabalhos onde verificou-se que ndo houve
diferenga no efeito do Si em alguns componentes de resisténcia em plantas de
cultivares que exibem resisténcia vertical a alguns patégenos (Dannon & Wydra,
2004; Rodrigues e tal., 2005; Seebold et al., 2001). Uma importante observacao foi
que plantas da cultivar Maga crescidas na presenga de Si apresentaram valores da
AACPCRL similares aos obtidos para plantas da cultivar Grande Naine supridas ou
nao com Si concordando com resultados ja observados em outros patossistemas

(Dallagnol et al. 2009; Resende et al. 2009). Seebold et al. (2001) relataram que
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plantas de arroz supridas com Si apresentaram aumento no periodo de incubagado e
reducdo no comprimento da lesdo, na taxa de expansao de lesdo, no numero de lesdes
esporulando e, como consequéncia, na severidade da brusone. Resultados
semelhantes foram obtidos por Dallagnol et al. (2009) ao estudar o efeito do Si sobre
alguns componentes de resisténcia do arroz a mancha parda. Apesar dos efeitos do Si
na resisténcia da cultivar Grande Naine terem sido positivos, a reducdo nos
componentes de resisténcia avaliados nas plantas da cultivar Mag¢d foram mais
expressivos, provavelmente por que os mecanismos de resisténcia de natureza
mecanica e/ou bioquimicos tenham sido potencializados pelo Si. Assim, sugere-se
que a concentracdo de Si presente no rizoma-pseudocaule das plantas supridas com
Si possa ter atuado na formacdo de uma barreira mecénica eficiente que restringiu a
colonizagdo por Foc e, consequentemente, as plantas dessa cultivar tiveram tempo
suficiente para ativar mecanismos de defesa contra o patdgeno.

Além do efeito da barreira fisica atribuido ao Si, também foi possivel observar
neste estudo que a redugdo na intensidade do mal do Panamé em plantas das duas
cultivares esteve também associado as alteragdes de natureza fisiologica e
bioquimicas corroborando com estudos ja desenvolvidos para outros patossistemas
(Bélanger et al., 2003; Chérif, 1992, 1994; Domiciano, 2008; El-Samman, 2000;
Resende, 2007; Rodrigues et al., 2003, 2005; Chérif et al., 1994; Menzies et al.,
1991). Foi observado que houve aumento na concentragdo de pigmentos
fotossintéticos nas folhas das plantas das duas cultivares supridas com Si em
comparagcdo com as plantas ndo supridas com esse elemento. Estes resultados
sugerem menor interferéncia de Foc na obstrugdo dos vasos do xilema e
consequentemente, plantas supridas com Si podem estar apresentando maior
integridade de cloroplastos. Em um estudo envolvendo um patossistema de parte
aérea, Ranganathan et al. (2006) observaram que a concentragdo de clorofila
(determinada pelo indice SPAD) em folhas de plantas de arroz supridas com Si aos
15 dias apo6s a inoculagdo com Pyricularia grisea nao diferiram dos valores
encontrados em folhas de plantas sadias. Estes resultados apesar de ser de um
patossistema foliar, evidencia a contribui¢do do Si na concentracdo de pigmentos
fotossintéicos e sugerem maior integridade dos cloroplastos. Lembrando que nos
cloroplastos, além da fotossintese, ocorrem varias outras rotas metabolicas que levam a

producéo de compostos secundarios (Taiz & Zeiger, 2004).
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A determinag¢do da concentragcdo de MDA, o qual ¢ produzido durante a
peroxidagdo dos lipidios da membrana plasmatica (Inzé & Van Montagu, 1998), tem
sido utilizada para quantificar a ocorréncia de dano oxidativo em tecidos de plantas
durante o processo infeccioso por um determinado patdégeno. Ao avaliar a
concentracdo de MDA no sistema radicular das plantas das duas cultivares supridas
com Si, ndo foi observado efeito positivo desse elemento em reduzir os danos
celulares durante o processo infeccioso ocasionados por Foc.

Em relacdo a concentragdo de perdxido de hidrogénio, foi observado um
aumento nao expressivo na sua concetracao no sistema radicular das plantas supridas
com Si em comparacdo com as plantas ndo supridas com esse elemento,
principalmente para a cultivar Maga. O aumento nos danos celulares ¢ reflexo de um
desequilibrio entre a produ¢do de espécies reativas de oxigénio (OH e H,0,) e os
mecanismos de defesa da planta em favor das espécies reativas (Inzé & Van
Montagu, 1998; Lima et al., 2002; Thordal-Christensen et al., 1997; Zhou et al.,
1998). Provavelmente, o aumento na concentragdo de perdxido de hidrogénio no
sistema radicular das plantas das duas cultivares supridas com Si possa estar
associado com a defesa a Foc ao contrario de estar atuando simplesmente na
inativacao de moléculas e degradagao da parede celular.

A presenga de Si soltivel nos tecidos das plantas associa-se com a deposicdo de
compostos fendlicos nos sitios de infeccdo e ¢ considerado um dos mecanismos de
defesa contra o ataque de patdégenos (Menzies et al., 1991). Varios trabalhos na
literatura ja evidenciaram que o Si contribui positivamente em potencializar a
producdo de compostos fenolicos em diferentes patossistemas (Bélanger et al., 2003;
Chérif et al., 1994; Dallagnol, 2008; Rodrigues et al., 2005). A concentra¢dao de
CFST no sistema radicular das duas cutivares supridas com Si diferiu dos valores
encontrados em plantas nao supridas com esse elemento. Como os compostos
fenolicos sdo importantes na defesa das plantas a infec¢ao por patdgenos, atribui-se a
reducdo na intensidade do mal do Panamad, principalmente nas plantas da cultivar
Maga, o aumento na concentragdo de CFST potencializado pelo Si.

A lignina geralmente ¢ encontrada nos tecidos vegetais entre a parede celular e
as células adjacentes. Desta forma, a lignificagdo das células pode restringir a
colonizagdo flngico nos tecidos vegetais atuando como barreira mecéanica ou até
mesmo tornando a parede celular mais resistente ao ataque de enzimas hidroliticas

(Hammerschmidt & Kuc, 1982; Nicholson & Wood, 2001; Pascholati & Leite, 1995;
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Ride, 1978). Diante da importancia que a deposi¢do da lignina apresenta como
mecanismo de defesa, foi observado que plantas das cultivares Grande Naine e Maga
supridas com Si apresentaram maior concentracdo dos DLTAG no sistema radicular
em compragdo com as plantas dessas cultivares ndo supridas com Si. E plausivel que
também tenha ocorrido aumento na concentragio dos DLTAG no rizoma-
pseudocaule contribuindo, assim, para a reducdo nos sintomas do mal do Panama,
principalmente para as plantas da cultivar Maca supridas com Si. Resende (2007) ndo
observou diferengas na concentragdo dos DLATG entre plantas de sorgo de duas
cultivares supridas ou ndo com Si em resposta a infecgdo por Colletotrichum
sublineolum. Diferentemente, Rodrigues et al. (2005) trabalhando com o
patossistema arroz-P. grisea, observaram que a concentracdo dos DLATG em
plantas ndo supridas com Si foi maior em compara¢do com as as plantas supridas
com esse elemento. Os autores observaram que a concentracdo dos DLATG foi
influenciada pelo aumento na produgdo de transcritos do gene que codifica para a
sintese da enzima peroxidase durante a infeccao por P. grisea.

As plantas apresentam a capacidade de ativar, de forma rapida e sincronizada,
os diferentes mecanismos bioquimicos envolvidos nas respostas de defesa associados
a infeccao por patdogenos (Datnoff et al., 2007). Com relagdo a atividade das enzimas
QUI e GLU no sistema radicular das plantas das duas cultivares supridas com Si, ndo
houve aumento em atividade em comparacdo com o que foi observado para as
plantas ndo supridas com Si. Ao contrario, Chérif et al. (1992, 1994) verificaram que
houve aumento na atividade da enzima quitinase em plantas de pepino supridas com
Si em resposta a infec¢do por Pythium ultimum em contraste do que foi observado
para as plantas nao supridas com esse elemento.

Em relagdo a atividade das enzimas PFO, PER e FAL no sistema radicular das
plantas das duas cultivares, ndo foi observado diferenca entre os tratamentos -Si e
+S1, apesar de haver uma tendéncia de maior atividade em plantas supridas com Si.
Estes resultados diferem dos obtidos por Cai et tal. (2008), os quais verificaram
diferenga na atividade das enzimas PFO, PER e FAL em folhas de plantas de arroz
supridas com Si quando comparadas com as plantas ndo supridas com esse elemento
em resposta a infec¢do por P. grisea. Chérif et al. (1994) observaram que em raizes
de plantas de pepino supridas com Si, as atividades das enzimas PER e FAL foram
maiores apos infeccdo por Pythium spp. em comparacdo com as plantas sadias.

Apesar do Si ndo ter potencializado a atividade da PER, PFO e FAL no sistema
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radicular das plantas das duas cultivares supridas com esse elemento, trabalhos na
literatura j& evidenciaram a participagcdo positiva desse elemento em aumentar a
atividade dessas enzimas (Dallagnol, 2008; El-Samman, 2000).

Os resultados deste trabalho sugerem que o Si contribuiu para o aumento da
resisténcia da bananeira ao mal do Panamad, principalmente no caso da cultivar
suscetivel, pela reducdo dos sintomas dessa doenca em associacdo com uma maior

lignificacdo e producdo de compostos fendlicos no sistema radicular.
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6. CONCLUSOES

a) as varidveis AACPSSR, AACPSRF e AACPER, em geral, foram reduzidas
somente nas plantas supridas com Si, assim como os componentes de resisténcia
AACPCFA, AACPCRL e AACPMP, sugerindo que uma determinada concentragiao
desse elemento nos tecidos da planta ¢ importante para reduzir a intensidade do mal

do Panama.

b) plantas das duas cultivares supridas com Si apresentaram uma maior concentragao
de pigmentos (clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotendides) o que indica,
indiretamente, uma maior capacidade dessas plantas em manter o metabolismo

primario mesmo sendo infectadas por Foc.

¢) o Si ndo influenciou a concentragdo de MDA nas raizes das plantas das duas

cultivares.

d) a concentragdo de peroxido de hidrogénio mostrou-se superior nas raizes das
plantas das duas cultivares supridas com Si sugerindo uma maior atuagdo deste

composto na defesa da planta a infec¢@o por Foc.

e) a concentracdo de CFST e derivados da LATG foi maior nas raizes das plantas das

duas cultivares supridas com Si contribuindo para reduzir a intensidade do Panama.

f) o Si ndo foi capaz de potencializar a atividade das enzimas QUI, GLU, PPO, PER

e FAL no sistema radicular das plantas das duas cultivares.
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