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RESUMO

CURVELO, Carmen Rosa da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2012. Analises fisiologicas e bioquimicas da resisténcia do algoddo a mancha de
ramularia mediada pelo silicio. Orientador: Paulo Geraldo Berger. Coorientadores:
Fabricio de Avila Rodrigues e Fabio Murilo DaMatta.

A ocorréncia de doengas € um problema que afeta boa parte das areas cultivadas no
Brasil, sobretudo aquelas situadas na regido centro-oeste do pais. Apesar do silicio (Si)
nédo ser considerado um elemento essencial as plantas, esse nutriente reduz a severidade
de inimeras doencas em diversas espécies vegetais, aumentando a resisténcia das plantas
ao ataque por patdgenos. Contudo, apesar deste efeito benéfico ser amplamente relatado
na literatura, pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos por esse elemento no
patossistema algoddo-Ramularia areola. Desta forma, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito do Si em reduzir os sintomas da mancha de ramuléria, bem como
investigar os aspectos fisiologicos e bioquimicos da resisténcia mediada por esse
elemento. Plantas de algoddo das cultivares NuOpal (susceptivel) e BRS Buriti
(moderadamente resistente) foram cultivadas em vasos com solugdo nutritiva contendo
(+Si) ou ndo (-Si) Si. A aplicacdo de Si reduziu a area abaixo da curva de progresso da
mancha de ramularia (AACPMR) e aumentou a concentracdo de compostos fenolicos e
de derivados da lignina-acido tioglicélico nas plantas de algoddo das duas cultivares, e
aumentou a atividade das enzimas de defesa peroxidase (POX), polifenoloxidase (PFO),
quitinase (QUI), B-1,3-glicanases (GLI) e da fenilalanina aménia-liases (FAL) nas plantas
da cultivar NuOpal, porém a atividade das enzimas PFO e FAL nas plantas da cultivar
BRS Buriti ndo foram potencializadas pelo Si. O fornecimento de Si as plantas de algodéao
das duas cultivares ocasionaram em menores concentracdes de peroxido de hidrogénio
(H.0,) e reducédo na atividade da catalase (CAT), enquanto que aumentos na atividade
das enzimas APX, SOD e GR podem ter contribuido para reduzir as concentracfes de
MDA e EE para as duas cultivares. Houve aumentos na atividade da lipoxigenase (LOX)
em plantas supridas com Si das duas cultivares e reducdes nos parametros de trocas
gasosas. O fornecimento de Si as plantas de algodao das duas cultivares aumentou a taxa
liquida de fixacdo de CO; (A) em paralelo a aumentos em conduténcia estomatica (gs). As
concentracgdes de clorofila a (cl,), clorofila b (cly) foram maiores nas plantas supridas com
Si em estadios mais avangados da infeccdo para cultivar NuOpal, porém os carotendides

foram os que sofreram menor alteragdo.
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ABSTRACT

CURVELO, Carmen Rosa da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2012. Physiological and biochemical analysis of the resistance of cotton to Areolate
mildew mediated by silicon. Adviser: Paulo Geraldo Berger. Co-advisers: Fabricio de
Avila Rodrigues and Fabio Murilo DaMatta.

The occurrence of diseases is a major problem that affects most of the cropland in Brazil,
especially those located in the Midwest of region. Although silicon (Si) is not considered
an essential element in plants, this nutrient has been shown to reduce the severity of many
diseases in many plant species when accumulated in the shoot there by increasing plant
resistance against pathogen attack. Respite this beneficial effect is widely reported in the
literature, little is known about the Physiological and Biochemical mechanisms regulates
by this element in the cotton-Ramularia areola pathosystem. Thus, the objective of this
study was to evaluate the effect of Si in reducing Areolate mildew symptoms, as well as
investigate the physiological and biochemical aspects of resistance mediated by this
element. Cotton plants of the cultivars NuOpal (susceptible) and BRS Buriti (moderately
resistant) were grown in pots with nutrient solution containing silicon (+Si) or not (-Si).
The Si application reduced the area under the Areolate mildew progress curve
(AUPCAM) in cotton plants. The increase in the concentration of phenolic compounds
and derivatives of lignin-thioglycolic acid in plants of the two cultivars supplied with Si,
and the increased activity of defense enzymes peroxidase (POX), polyphenol-oxidase
(PPO), chitinase (CHI), R-1, 3-glicanase (GLI) and phenylalanine ammonia-lyase (FAL)
in plants of the cultivar NuOpal, potentiated the chemical defensive mechanisms against
pathogen infection, as reported in the literature, but the PPO and FAL enzyme activity in
BRS Buriti plants were not enhanced by Si. The provision of Si to the cotton plants of the
two cultivars resulted in higher concentrations of H,O, by reducing the activity of CAT,
while increases in the activity of the enzymes APX, SOD and GR may have contributed
to reduce the concentrations of MDA and EE for both cultivars. There were significant
increases in LOX activity in plants supplied with Si of both cultivars. The supply of Si
cotton plants of two cultivars increased the net rate of fixation of CO; (A) in parallel with
increases in stomatal conductance (gs). The concentrations of chlorophyll a (cly),
chlorophyll b (cly) were higher in plants supplied with Si at later stages of infection to

grow NuOpal but carotenoids were those who suffered less alteration.



1. Introducéo Geral

O algodao (Gossypium hirsutum L.) considerado uma das principais riquezas do
setor agricola do Brasil e do mundo, exercendo grande importancia em termos
produtivos, econdmicos e sociais, expressa na sua pluma ou fibra seu produto principal.
Dentre as fibras téxteis, naturais ou artificiais, a pluma é a mais importante pela
multiplicidade e qualidade de aplicagdo (Freire, 2011). A cultura do algodao
caracteriza-se por apresentar altos custos de producéo, alta dependéncia de processos
mecanizados, baixos indices pluviométricos e rigorosos critérios de avaliagdo de
qualidade (Beltrdo, 2008).

A cotonicultura tem grande importancia na geracdo de emprego e renda no Brasil,
especialmente nos setores primarios e industriais e segundo a Conab (2011), encontra-se
presente na maioria de seus estados, com previsao de uma producdo de 1,96 milh&o de
toneladas de fibra e produtividade média de 3700 kg/ha de algoddo em caroco na safra
2010/2011 (Conab, 2011).

Desde o final da década de 90, a regido Centro-Oeste apresenta as maiores areas
cultivadas com algodéo. Estima-se que para safra 2010/2011, essa area chegue a 893,5
mil hectares plantados, assim como a producao estimada em 1,2 milhdo de toneladas em
pluma e produtividade de 3600 kg/ha de algoddo em caroco (Agrianual, 2011; Conab,
2011).

As condicOes edafocliméticas dos cerrados brasileiros sdo peculiares, devido a
topografia plana, com baixos teores de macro e micronutrientes. O clima, porém é
marginal a cultura do algoddo, em funcéo da precipitacdo excessiva (acima de 1500 mm
anuais), altitude e umidade elevada e temperaturas noturnas amenas favorecem a
incidéncia de doencas flngicas. Nestas condi¢des, as cultivares nacionais apresentam
ciclo mais prolongado, fibras de boa qualidade tecnoldgica, alta suscetibilidade as
epidemias de etiologias variadas (Freire, 2011).

A exploracdo da cultura do algoddo e seu intenso crescimento no pais estao
fundamentados em sistema de producdo atualmente baseado no cultivo de extensas
areas e adocdo de novas tecnologias, como a mecanizacéo tecnificada em toda a lavoura
e uso intensivo de insumos agricolas, porém com poucas cultivares, muitas suscetiveis a

pelo menos uma doencga importante. Tudo isso leva ao agravamento de doencas antes
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consideradas pouco significativas, como por exemplo, a mancha de ramularia
(Maranha et al., 2002; Suassuna & Coutinho, 2011).

Nas principais &reas produtoras de algoddo a mancha de ramuléria, causada pelo
fungo Ramularia areola é uma doenca de grande importancia em virtude das
condicdes climaticas favoraveis para o desenvolvimento do patégeno aliadas ao uso de
cultivares suscetiveis e também pelos elevados custos com o seu controle (lamamoto,
2003). Hoje, a mancha de ramularia é sem duvida, a principal doenca foliar da
cultura do algodao na regido do centro-oeste brasileiro, por ocorrer com maior
frequéncia e severidade, causando os maiores danos e perdas, exigindo assim esforcos e
gastos no seu controle (Suassuna & Coutinho, 2011). A doencga encontra-se
disseminada em praticamente todas as areas de cultivo do algodao do pais, apresentando
manchas de coloracdo branca ou amarelada e aspecto farinaceo (pulverulento)
delimitadas pelas nervuras. Essas manchas podem ocorrer em todo o limbo foliar, no
caso de alta incidéncia e provocar queda das folhas (Suassuna & Coutinho, 2011).

Na maioria das regides produtoras de algoddo, a principal e a mais
eficiente estratégia de manejo adotada atualmente para o controle da doenca tem sido
feita por meio de aplicacdo de fungicidas, sendo necessario de trés a quatro aplicacdes
durante o ciclo da cultura (Andrade et al., 1999). Todavia, ja existem relatos que as
aplicacdes com fungicidas para o controle da mancha de ramuléria na regido centro-
oeste do pais, em particular no estado do Mato Grosso ja chegam a oito por ciclo da
cultura. Portanto, estudar e propor estratégias de manejo que integrem medidas
sustentaveis como uso de cultivares resistentes, uso de fungicidas (menos impactantes
ao meio ambiente), manejo cultural (possibilitando a planta usar melhor os recursos do
meio, suplantando em parte os danos causados pela doenca) permite desenvolver um
programa de manejo integrado da mancha de ramularia.

A utilizacdo de métodos bioldgicos ou outros métodos profilaticos como o uso de
silicio desponta como uma alternativa de manejo integrado de doengas e vem
despertando bastante interesse, principalmente pelo potencial de uso comercial e baixo
impacto ambiental dos fertilizantes silicatados (Ferreira, 2008). Desta forma, o interesse
pela adubacdo silicatada estd crescendo bastante no Brasil, principalmente pela
disponibilidade de fontes comerciais (Boylton et. al., 1990; Shia & Wang, 1998).

Caracteristicas morfologicas e fisiologicas dos Orgédos fotossintetizantes,
basicamente as folhas e o0s Orgdos consumidores dos metabdlitos

fotossintetizados influenciam diretamente a produtividade do algoddo. A
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producdo de fitomassa é dependente da atividade fotossintética do aparelho
fotoassimilador (Taiz & Zeiger, 2009). Desta forma, buscar mais informacodes
sobre a fisiologia da fonte torna-se de extrema importancia, e uma forma muito
utilizada para estuda-la é por meio de medidas de trocas gasosas. Apesar das
afirmacdes sobre os efeitos positivos do silicio sobre a fotossintese, ndo ha
estudos diretos que mecam a fotossintese em funcéo da nutricdo silicatada para
a cultura do algodéao.

Inimeros estudos tém demonstrado o envolvimento do silicio em varios
aspectos estruturais, fisioldégicos e bioquimicos nas plantas, com papéis bastante
variados. Entretanto, ndo existe nenhum relato na literatura abordando o efeito de Si
sobre o controle da mancha de ramularia em algoddo, nem sobre os possiveis
mecanismos fisiologicos e bioquimicos envolvidos com o aumento da resisténcia das
plantas a essa doenca. Desta forma, o conhecimento dos efeitos do Si sobre a
suscetibilidade do algoddo & ramuléria pode auxiliar no manejo dessa doenca.

Diante do exposto acima, o objetivo desse estudo foi investigar os efeitos
do Si sobre os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos envolvidos com o aumento da

resisténcia em plantas de algoddo a mancha de ramularia.
2. Reviséo de Literatura
2.1 O algodéo

O algodao é uma planta oleaginosa da familia Malvaceae pertencente ao
género Gossypium que abrange 52 espécies, sendo que das espécies cultivadas
apenas quatro tem importancia econémica, como G. barbadense L., segunda
espécie mais cultivada respondendo a 5% da producdo mundial e as espécies G.
arboreum L. e G. herbaceum L. que, em conjunto, respondem pelos restantes
5% da producdo. O G. hirsutum L., é a espécie mais importante do género,
contribui para a quase totalidade da fibra, sendo responsavel por 90% da
producdo mundial em fibras (Bolek, 2005).

O algodao herbaceo (G. hirsutum L. var. latifolium Hutch.) é uma planta que
apresenta uma grande complexidade morfoldgica, de clima quente, possuindo habito de
crescimento indeterminado (Fuzatto et al., 2005). O periodo vegetativo € longo,
variando entre 5 e 7 meses, conforme a quantidade de calor recebida. Por isso, necessita

de verdes longos, quentes e bastante Umidos. No entanto, na maturagdo, quando se
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abrem as cépsulas, a chuva é prejudicial. Sob condicdes de clima quente, com duas
estacbes, chuvosa e seca, 0 algoddo encontra condi¢des propicias ao seu
desenvolvimento (Carvalho, 2007).

A producdo do algoddo ocorre em diversos paises do mundo, chegando a 25
milhGes de toneladas de fibra em que sdo plantados mais de 33 milhGes de hectares.
Estima-se que nos proximos 20 anos a humanidade esteja consumindo cerca de 35
milhdes de toneladas de fibra por ano e que, num futuro préximo, o Brasil seja 0 maior
produtor dessa malvacea (Beltrdo, 2008). A producdo nacional esperada para o algodao
na safra de 2010/2011 é de 5,1 milhdes de toneladas de algoddo em caroco, em uma
area de 1,4 milhdes de hectares plantados, representando um acréscimo de 59,69%,
quando comparada a safra 2009/10 que foi de 835,7 mil hectares. Todos os estados
produtores apresentaram um significativo aumento da area plantada. (Conab, 2011).

A cotonicultura passou por um periodo de transicdo no final da década de
90, levando a um decréscimo consideravel na area plantada em lugares onde seu
plantio era tradicional, devido a problemas relativos a comercializacdo da matéria
prima e ao surgimento do bicudo em suas plantacbes e a problemas
fitossanitarios (Degrande, 1998; Suassuna & Coutinho, 2011). Entretanto, nesse
mesmo periodo o Cerrado brasileiro despontou para a cotonicultura, ocupando
atualmente, o ranking de maior produtor brasileiro de algoddo, sendo
responsavel por mais de 80% da area nacional cultivada (Freire, 2011). Entédo
esse processo de retomada da cultura ao cenario nacional trouxe consigo alguns
problemas, dentre os quais sobressai a ocorréncia de doencas, que encontraram
ambientes amplamente favordveis para seu desenvolvimento (Paiva, 2001). Por
conseguinte, justifica-se a enorme preocupacdo dos cotonicultores com relacdo as
doencas, uma vez que essas constituem um dos principais problemas fitossanitarios da
cultura nas principais regides produtoras do pais, chegando a provocar perdas vultosas
em cultivares suscetiveis (Freire, 2011).

Portanto, o Cerrado brasileiro apresenta condicdes favoraveis para o
cultivo do algodéo, tais como temperatura amena e precipitacbes adequadas,
favorecendo assim o surgimento e desenvolvimento de doencgas fungicas antes
consideradas de importancia secundaria. Dentre elas destaca-se a mancha de

ramuléria (Maranha et al., 2002).
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2.2 A mancha de ramularia

A mancha de ramularia é uma das principais doencas da cultura do algoddo em
paises como Madagascar e india sendo, neste ultimo, em algumas safras responsaveis
por perdas acima de 60% da producdo (Cauquil & Sément, 1973; Shivankar &
Wangikar, 1992).

No Brasil, essa doenca comecou a ter destaque no final da década de 90,
pois antes era considerada uma doenca secundaria, por ndo causar prejuizos
econdmicos. Entretanto, com o aumento da area cultivada de algoddo na regido do
cerrado e 0 uso de cultivares suscetiveis, a doenga passou a surgir mais cedo, sendo
considerada, hoje, a principal doenca da cultura nesta regido, com perdas que podem
chegar até 50% da producéo (Aquino et al, 2008).

Silva et al. (2010) fizeram um levantamento com cerca de 8 mil plantas numa area
de 24 mil hectares para avaliar a incidéncia de diversas doengas em lavouras comercias
de algoddo na regido do cerrado brasileiro e observaram que a mancha de ramuléria se
destaca dentre outras doencas que surgem de forma natural, apresentando os maiores
indices de incidéncia em comparacdo as demais doencas avaliadas independente do

estadio fenoldgico da cultura do algodéo.
2.2.1 Etiologia da mancha de ramularia

A mancha de ramuléria é causada pelo fungo Ramularia areola (Atk.),
também conhecido por Ramularia gossypii Speg. Ciferi, Cercosporella gossypii
Speg forma assexual ou anamorfica e Mycosphaerella areola (Ehrlich & Wolf,
1932) forma sexual ou teleomorfica (Suassuna & Coutinho, 2011). Além de
mancha de ramuléria, a doenca é também conhecida em varios paises por
mildio, oidio, mildio areolado, falso-mildio ou mancha branca (Maranha et al.,
2002; lamamoto, 2007).

O fungo pode ser propagado em cultivos de plantas de algoddo oriundas da
destruicdo inadequada da soqueira ou algodao perene. Assim, repetidos cultivos
de algoddo na mesma area e a proximidade de plantas cultivadas em anos
anteriores (soqueira ou tiguera) podem contribuir como indculo primario. A fase
assexuada ou conidial (ramuléria) desenvolve-se sobre o tecido vivo, sobretudo
na face inferior das folhas, quando essas ainda estdo presas a planta e por um

curto periodo apés a sua queda. A fase seguinte, espermagonial, ocorre nas
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folhas caidas no solo. Na proxima fase, os ascosporos desenvolvem sobre os
restos culturais como folhas e soqueiras, constituindo o inéculo primério
(lamamoto, 2007). Vento, 4gua da chuva ou de irrigacdo, pessoas € maquinas

disseminam o patdgeno da mancha de ramularia.
2.2.2 Epidemiologia da mancha de ramularia

Condicgoes climaticas como temperatura em torno de 12 a 32 °C, sendo mais
adequada, a faixa de 25 a 30 °C e umidade relativa acima de 80% favorecem o
surgimento da mancha de ramuléria (Rathaiah, 1977). A doenga também é favorecida
por noites Umidas seguidas de dias secos, sem periodos prolongados de molhamento
foliar (Paiva, 2001). O fungo apresenta conidiéforos fasciculados que saem pelos
estdbmatos. Os conidiéforos sdo cilindricos, hialinos e com um a trés septos (lamamoto,
2007).

Para Rathaiah (1977), a penetracdo de R. areola pelo estbmato € maior sob o ciclo
de molhamento noturno e secamento diurno do que em molhamento continuo. Algumas
infeccGes ocorrem depois de dois ciclos de molhamento noturno de 12 horas e o
maximo ocorre depois de cada quatro ciclos. O tubo germinativo pode sobreviver por
varios ciclos de secamento de até 16 horas com umidade relativa de 20 a 60% e
subsequentemente retomar seu crescimento.

Curvelo et al. (2010) relatam que o processo de penetracdo no hospedeiro ocorre
pelos estbmatos, em ambas as faces da folha surgem os sinais do patdgeno, sendo o
tempo necessario para o inicio da germinagdo dos conidios em torno de 12 hai (horas
apos inoculacdo). Esses produzem, em sua maioria, dois tubos germinativos em suas

extremidades.
2.2.3 Sintomas da mancha de ramularia

De acordo com Curvelo et al. (2010) os sintomas iniciais aparecem em ambas as
faces da folha do algodéo independente do estagio fenoldgico.

Os sintomas consistem de lesdes angulosas com coloracdo branco-azulada entre as
nervuras da folha (Figura 1), medindo de 1 a 3 mm inicialmente e posteriormente,
amarelada de aspecto pulverulento, caracterizado pela esporulacdo do patdgeno
(Shivankar & Wangikar, 1992; Cassetari Neto et al., 2000; Suassuna & Coutinho,

2011). Apos a esporulagdo ocorre a destruicdo das células invadidas levando a uma
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abscisdo da folha (Ehrlich & Wolf, 1932). Uma vez cessada a esporulacdo ativa, as
lesbes tornam-se necroticas, de coloragdo marrom-escuro, acarretando perda da &rea
foliar fotossintetizante e consequentemente queda na producdo (Holey et al., 1992). Sob
condicdes favoraveis, as lesdes agregam-se e provocam desfolha. Em periodos chuvosos
podem ocorrer sintomas precoces, chegando a provocar queda de folhas e
apodrecimento de magds dos ramos mais proximos ao solo (lamamoto, 2007; Suassuna
& Coutinho, 2011).

Figura 1. Sintomas da mancha de ramuléria na face adaxial de folhas de

algodao.

Entretanto, na literatura existem alguns relatos conflitantes para os sintomas
iniciais da doenca. Para Suassuna & Coutinho (2011) esses sintomas geralmente
coincidem com inicio da fase reprodutiva da planta, entre o aparecimento do primeiro
botédo floral até a abertura da primeira flor. Os danos causados pela doenga prologam-se
até o final do ciclo da cultura, sendo mais expressivos entre o inicio do florescimento e
a abertura dos primeiros capulhos. Mas de acordo com Utimada et al. (2003), os
sintomas iniciais surgem na face superior das folhas, contrariando o que dizem
Suassuna e lamamoto (2005) que relataram o surgimento dos sintomas iniciais na face

inferior das folhas mais velhas.
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2.2.4 Manejo da mancha de ramuléaria

Atualmente para o patossistema algoddo — mancha de ramularia as cultivares em
uso no Brasil ndo possuem resisténcia vertical a esta doenca, sendo o controle quimico a
medida mais eficaz comumente utilizada para o seu controle. Assim, torna-se necessario
0 monitoramento diario da lavoura para verificar o aparecimento das primeiras lesées, 0
que indica a necessidade de aplicacdo de fungicidas para retardar o inicio da epidemia e
impedir o aumento de inéculo no campo e a multiplicacdo de ciclos secundarios
(lamamoto, 2007; Aquino et al., 2008; Suassuna & Coutinho, 2011). O custo com
defensivos quimicos é muito alto. Considerando-se serem necessérias de trés a quatro
aplicacdes durante o ciclo da cultura (Mehta & Menten, 2006). Todavia, na ultima safra
2010/2011 foi relatado o uso de oito aplicacdes por ciclo da cultura na regido do cerrado
brasileiro (Agrianual, 2011). Outra opcao seria a utilizacdo de cultivares geneticamente
modificadas (Maranha et al., 2002), que ainda s&o incipientes no mercado para fins
comerciais.

O manejo sustentavel parte do principio de que a doenca constitui parte do
sistema produtivo e que essa ndo precisa ser eliminada do sistema e sim mantida em
niveis que ndo causem danos e ocasionem perdas. Dentro dessa visdo ampla de manejo
sustentavel, as medidas devem ser integradas visando reducao dos custos de manejo e
diminuicdo do impacto ambiental devido ao uso intensivo de defensivos agricolas,
melhorando a qualidade da producdo. Entdo, o manejo ideal para controle dessa
doenca seria por meio da integracdo de técnicas, como uso de cultivares menos
suscetiveis ou com algum nivel de resisténcia, época de plantio e aplicacdo de
fungicidas (Andrade et al., 1999).

No manejo das doencas, 0 uso de cultivares geneticamente modificadas é a tatica
de controle mais desejavel e eficaz por ser de baixo custo, facil implementagdo, alta
eficacia e ndo causar danos ao meio ambiente (Maranha et al., 2002; Cia & Salgado,
2005). A resisténcia genética pode ser implementada em associacdo com outras medidas
de controle como manejo cultural e controle quimico. Apesar de cultivares resistentes
ndo estarem disponiveis no mercado existe diferenca entre elas com relacdo a
suscetibilidade & mancha de ramuléria (Cassetari Neto et al., 2000). Mukewar et al.
(1995) analisando a resposta de 489 gern6tipos de Gossypium arboreum a mancha de

ramularia observou que 24 deles eram resistentes, sendo que 7 apresentaram resisténcia
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vertical e 17 resisténcia horizontal. Isso indica que ha fonte de resisténcia a R. areola e
que é possivel a obtencdo de cultivares resistentes.

Embora a maioria das cultivares de algoddo sejam altamente suscetiveis a mancha
de ramuléria, existem relatos na literatura de cultivares da espécie Gossypium hirsutum
com diferentes niveis de resisténcia, dentre as quais BJA 592 e Reba BTK 12, que
podem ser usadas como fonte de resisténcia. Algumas cultivares de Gossypium
barbadense, como Pima S7 e Tadla 16, também possuem resisténcia (Rathaiah, 1976).
A cultivar BRS Buriti possui nivel intermediario de resisténcia a mancha de ramularia o
que, na pratica, significa uma reducdo no uso de fungicidas quando comparada com
uma cultivar altamente suscetivel (Suassuna & lamamoto, 2005). Das cultivares em uso
no Brasil, Stoneville 474, Fiber Max 966, IAC 24, Coodetec 407, BRS 269, BRS
Camacari e BRS Aracé sdo as que possuem maior nivel de resisténcia "a R. areola
(Suassuna & Coutinho, 2011).

A resisténcia de Gossypium arboreum a R. areola é dependente dos mecanismos
de resisténcia pré-formados como camada de cuticula mais espessa, células da epiderme
mais entrelacadas, limbo foliar mais espesso e menor nimero de estématos, associados
com fatores bioguimicos, como niveis constitutivos da enzima fenilalanina aménia
liase, compostos fendlicos, flavondides, gossipol, taninos, prolinas e também a
capacidade de induzir taninos (Mukewar & Mayee, 2001; Suassuna & Coutinho, 2011).

Segundo Lucena (2007), a presenca de uma variacdo continua de graus de
resisténcia a mancha de ramuléria para algumas caracteristicas como pontos necréticos
e esporulagéo, caracteriza heranca poligénica. O mecanismo de resisténcia identificado
pelo autor representa uma variacdo fenotipica continua para essas caracteristicas
indicando que se trata de uma heranca poligénica e a resisténcia é do tipo horizontal.
Esse tipo de resisténcia é considerado melhor por sua durabilidade, porém a
identificacdo dos locos envolvidos pode ser dificil, em razdo da baixa expressao
fenotipica dos genes envolvidos.

O programa de melhoramento da Embrapa Algoddo tem selecionado gendtipos
com alta resisténcia, como as linhagens CNPA CO 11612 e CNPA GO 2984, e com
resisténcia moderada, como a cultivar BRS Buriti. Cultivares com resisténcia parcial a
mancha de ramularia podem ser incorporadas no manejo da doenca, visando a reducao
no namero de aplicagdes de fungicidas (lamamoto, 2007; Suassuna & Coutinho, 2011).

Embora as cultivares tenham diferido quanto ao grau de suscetibilidade ao

patdgeno ha ainda influéncia da época de semeadura e de préaticas culturais na
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severidade da doenca (Andrade et al., 1999). O uso de cultivares com algum nivel de
resisténcia, principalmente aquelas com arquitetura de copa, que permita ou facilite
aeracdo, aliado a um espacamento maior e a menor densidade de plantas, pode reduzir a
severidade da doenca (Hillocks, 1992). Plantio em locais com temperatura elevada
durante o dia e amenas durante a noite tende a favorecer progresso da doenca
por aumentar o periodo de molhamento foliar noturno e por ter um periodo
diurno com a folha seca, proporcionando condi¢cdes ambientais favoraveis a
multiplicacdo do patdgeno (Suassuna & Coutinho, 2011). Plantios adensados
favorecem a doenca devido ao sombreamento que se inicia mais cedo na cultura
e ao maior acimulo de umidade na parte inferior do dossel das plantas (Paiva,
2001). As medidas para se manejar a doenca seriam um bom preparo de solo e
nutricdo adequada ja que uma planta bem nutrida e com bom vigor vegetativo apresenta
maior capacidade em se defender contra o ataque de um determinado patégeno
(Marschner, 1995; Harris, 2001).

Muitos pesquisadores recomendam o uso de cultivares resistentes mesmo que haja
reducdo na produtividade, pois sdo compensadas pela reducdo nos custos de producao e
reducdo da preocupacdo do produtor quanto a perda na produtividade pelo plantio de
cultivares mais suscetiveis. Diversos estudos tém caminhado neste sentido, avaliando
diversas cultivares e linhagens quanto a sua resisténcia multipla as doencas, seu
potencial produtivo e adaptabilidade as principais regiGes produtoras desta fibra (Lanza
et al., 1999; Cassetari-Neto et al., 2001).

2.3 Doencas e mecanismos de defesa das plantas

Durante a interacdo patdgeno-hospedeiro, ocorre uma série de eventos
bioquimicos que levam a ativacdo de defesas por parte da planta, resultando na
producdo de compostos que podem ser toxicos aos patdgenos ou apenas restringir o seu
desenvolvimento nas plantas (Wrébel-Kwiatkowska et al., 2004).

Plantas expostas a estresses bidticos e/ou abidticos normalmente produzem
especies reativas de oxigénio (ERO) incluindo o radical superoxido (O), o perdxido de
hidrogénio (H,0,), o radical hidroxila (OH") e o oxigénio singleto (*O,) (Apel & Hirt,
2004). Caso ndo ocorra uma rapida remocao das ERO do metabolismo, esses podem
reagir com 0s acidos graxos insaturados na membrana plasmatica, nas membranas das

organelas e endomembranas, causando a peroxidacdo dos lipideos, além de oxidar os
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pigmentos fotossintéticos, as proteinas e os acidos nucléicos (Scandalios, 1993; Moller,
2001).

Diversos trabalhos tém comprovado que as principais enzimas relacionadas com a
defesa, como as peroxidases (POD) (Campos-Vargas & Saltveit, 2002), responsaveis
pelo reforgo da parede celular através da deposicdo de lignina; polifenoloxidases (PFO),
que oxidam compostos fendlicos a moléculas mais reativas; quitinases (QUI) e -1,3-
glicanases (GLI) que degradam a parede celular de espécies fungicas; fenilalanina-
amonia liase (FAL) envolvida na rota dos fenilpropandides (Xu et al., 1998), as
enzimas antioxidantes, como as dismutases do superoxido (SOD), que catalizam a
dismutacdo do O, a H,0O,; as catalases (CAT), que convertem o H,O, em H,O e O,
(Svalheim e Robertsen, 1993); as enzimas do ciclo ascorbato-glutationa como as
peroxidases do ascorbato (APXs), que reduzem o H,0O, utilizando o ascorbato como
doador de elétrons (Yan et al.,, 1996) podem desempenhar papéis importantes nas
respostas de defesa das plantas quando infectadas por patdégenos. As ERO sdo
consideradas toxicas aos patdgenos, assim, as enzimas relacionadas com a detoxificacéo
das ERO desempenham papel fundamental na modulacédo do nivel delas na planta como

respostas de defesa (Delledonne et al., 2001).

2.4 Silicio

O uso de silicio (Si) na agricultura ndo é novidade, pelo contrario, o primeiro
relato sobre a sua utilizacdo na agricultura foi feito pelo cientista, agrénomo e quimico
alemdo Justus Liebig, sugerindo-o como fertilizante em um experimento em casa-de-
vegetacdo em 1840, mas s6 em 1859 ocorreu 0 primeiro experimento em nivel de
campo com fertilizante silicatado na Estacdo Experimental de Rothamsted, na
Inglaterra.

O Si é considerado um elemento quimico de grande abundancia na crosta
terrestre, ficando atras apenas do oxigénio (Epstein & Bloom, 2005), varia entre 28 e
32% em massa de todo material do solo (Malavolta, 2006). Mesmo ndo sendo
fisiologicamente essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas, a sua
absorcéo traz inimeros beneficios as plantas, como por exemplo, o controle de doencas
de plantas (Epstein, 1999).

Na litosfera, o Si é considerado o mais abundante e estavel elemento quimico,

entretanto, sob condicGes especificas pode ser dissolvido, absorvido e transportado
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pelas plantas (Korndoérfer, 2006). Os mecanismos que envolvem a absorcdo e o
transporte de Si pelas plantas sdo muito complexos, dependendo ndo somente das
espécies envolvidas, mas também do suprimento (Liang et al., 2007).

De maneira geral, o Si concentra-se nos tecidos de sustentacdo do caule, nas
folhas e, em menores concentragdes, nas raizes. Marschner (1995) afirma que o Si é
pouco movel no interior das plantas, como ocorre com as culturas do arroz, trigo e soja,
concluindo que a absorcdo e distribuicdo radial de Si através das raizes de soja para 0s
vasos do xilema sdo mais restritas a altas concentracdes de Si, indicando um mecanismo
efetivo de excluséo.

Nas folhas, o Si esta envolvido com funcdes fisicas de regulagem da transpiracao,
uma vez que é capaz de se concentrar na epiderme, formando uma barreira mecénica a
invasdo de fungos e bactérias para o interior da planta dificultando, também o ataque de
insetos sugadores e herbivoros (Epstein, 1994). O acumulo de Si nas ceélulas
epidérmicas pode ser uma barreira fisica efetiva na penetracdo da hifa (YYoshida, 1965).

Além da barreira mecénica, o Si atua sobre os tecidos do hospedeiro afetando a
interacdo entre hospedeiro e patdgeno, conduzindo a uma ativacdo mais rapida dos
mecanismos de defesa da planta (Chérif et al., 1992). Entre 0os mecanismos envolvidos
na defesa das plantas aos patogenos é possivel mencionar a sintese de compostos
fendlicos e lignina, a ativacdo de enzimas de defesa tais como, polifenoloxidase,
peroxidases e quitinases (Chérif et al., 1994).

O fornecimento de Si via adubacdo foliar poderia facilitar o acimulo deste
elemento na parte aérea, podendo proporcionar beneficios em funcéo desse acumulo. A
acumulacdo de silicio na cuticula (epiderme) também determina alteracdes na
arquitetura das plantas de arroz, podendo ficar mais eretas, evitando o0 acamamento ou
diminuindo o autossombreamento (Deren et al., 1994). Desta forma, a adubacéo
complementar com Si pode, além de aumentar a produtividade, reduzir o uso e gastos
com defensivos agricolas, e consequentemente reduzir o impacto ambiental.

Pesquisas atuais relevam o envolvimento do Si em diferentes aspectos da vida da
planta, como aspectos bioguimicos, fisioldgicos, anatdmicos e morfoldgicos, todos com
papéis bastante complexos. Comprovando os indmeros beneficios que a adubagdo
silicatada pode oferecer as plantas, aumentando a produtividade e a qualidade do
produto colhido, considera-se entdo, que esse elemento possa ser um nutriente

agronomicamente essencial (Ferreira, 2008). Entretanto, a maioria dos produtores e
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técnicos ainda desconhece os efeitos e as vantagens do uso de fontes de Si nas suas
lavouras.

No caso especifico do algoddo, a concentragdo de silicio na fibra de algodéao
aumenta durante o periodo de alongamento, alcangando um valor maximo na iniciagdo
da parede secundaria, sugerindo que o Si poderia ter um papel na iniciacdo e
alongamento da fibra e, possivelmente, na iniciacdo secundaria (Ferreira, 2008). A
adubacdo com Si via solo promoveu um crescimento prematuro do algoddo, aumentou o
numero total de capulhos e simpodios, tamanho de capulhos e porcentagem de fibra e

fez a producéo de fibra crescer em media 11,7% (Boylton et al., 1990).
2.4.1 Fontes de silicio

As principais fontes de Si utilizadas nas pesquisas cientificas sdo 0s metassilicatos
de sddio e de potassio, o acido silicico, todos com efeitos similares. Para pulverizagdes
foliares no controle de doencas de algumas culturas, como roseiras, a fonte de Si mais
usada é o metasilicato de potassio (Bélanger et al., 1995). Entretanto no Brasil, essa
fonte é pouco disponivel no mercado.

Escorias de siderurgias, como silicatos de Ca e Mg, sdo facilmente encontradas
comercialmente no mercado, podendo ser utilizadas como corretivos de solos devido a
sua basicidade, sendo as fontes mais importantes de Si. Existem outras fontes, como o

termofosfatos magnesianos ou silicofosfatos de magnésio.
2.4.2 Silicio nas plantas

A primeira informagdo sobre a relagdo entre a absorgéo de Si e 0 crescimento e
desenvolvimento das plantas foi relatada h4 mais de 100 anos. J& é sabido que o Si
aumenta a resisténcia de varias espécies de plantas as pragas, doencas e a diversos
estresses tanto bidticos como abioticos (Marschner, 1995; Mitani & Ma, 2005). As
principais plantas benecifiacadas pelo uso do Si sdo aquelas pertencentes as familias
Poaceae, Equisetaceae e Cyperaceae (Epstein, 1999).

Diversos trabalhos tentam demonstrar a essencialidade do Si em plantas, mas
esses falham ao descreverem o mecanismo de agdo de nutriente. No entanto, a redugéo
na resisténcia a fatores que causam estresses, sejam eles bidticos ou abidticos, podem
ocorrer quando a concentracdo de acido silicico estdo abaixo da concentragdo critica ou

de um limite critico. Portanto, nestas condi¢Ges, se mudancas bioguimicas séo
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manifestadas pelas plantas de forma danosas a elas, entdo pode-se tentar definir a
essencialidade do Si (Exley, 1998).

De acordo com Werner & Roth (1983), o Si encontra-se presente em quantidades
significativas mesmo em sais minerais, dgua e ar altamente purificados. Por sua
abundancia na biosfera, fica dificil obter a comprovacao da essencialidade do Si. Esse
nutriente pode estimular o crescimento e o desenvolvimento de varias espécies vegetais
através de diversas a¢des indiretas, como a reducdo do autossombreamento, tornando a
folhagem mais ereta, diminuicdo da suscetibilidade ao acamamento, aumento da rigidez
estrutural dos tecidos, protecdo contra estresses abioticos, como decréscimo da toxidez
de Fe, Al, Mn e Na, reducdo da incidéncia de patdgenos e aumento da protecdo contra
herbivoros (Epstein, 1994; Marschner, 1995).

Os teores de Si em plantas terrestes sdo comparaveis aos macronutrientes, estando
entre 0,1 a 10%, ficando como um constituinte mineral majoritario.

Miyake & Takahashi (1985) classificaram as plantas quanto a absor¢do do Si em
trés tipos: grupo 1 — plantas acumuladoras, com um teor bastante alto de Si, sendo a
absorcéo estaria ligada a respiracdo aerobica. Exemplos deste grupo seriam o arroz e a
cana de acgucar; grupo 2 — plantas ndo acumuladoras, caracteriza-se por apresentar um
baixo teor de Si, mesmo com elevados teores de Si no meio, indicando um mecanismo
de exclusdo, o tomateiro € um exemplo tipico; grupo 3 — plantas intermediarias, sdo as
que apresentam uma quantidade consideravel de Si, quando a concentracdo do Si € alta
no meio, as curcubiticeas e a soja sdo exemplos desse grupo, pois translocam o Si
livremente das raizes para a parte aérea.

A capacidade que as plantas tem em absorver o Si é bastante diferenciada, isso
pode ocorrer até mesmo em genotipos de uma mesma espécie, como ja foi demonstrado
para cevada (Nable et al., 1990) que apresentaram uma variacdo nas concentracoes de Si
de um fator superior a trés. Resultados semelhantes foram observados em genétipos de
arroz, que variaram nos teores de Si, respondendo de forma diferenciada a aplicacdo
desse elemento (Winlsow,1992; Deren et al., 1992). Genes aditivos ou ndo podem estar

envolvidos no mecanismo de acdo do Si para cultura do arroz (Majumder et al., 1985).

2.4.3 O silicio no controle das doengas

Pesquisas recentes evidenciaram o efeito do Si no controle de doencas em varias

culturas, bem como no aumento da taxa fotossintética, na melhoria da arquitetura foliar
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e em outros processos do metabolismo vegetal, resultando em maior qualidade dos
alimentos e no aumento da producdo de diversas culturas (Rodrigues et al. 2005;
Datnoff et al., 2007). A melhor arquitetura das folhas permite maior penetracdo de luz
solar, maior absorcdo de CO; e reducdo da transpiracdo excessiva, 0 que facilita um
acréscimo da taxa fotossintética (Takahashi, 1995). Observou-se em plantas de arroz,
supridas com Si obtiveram um aumento na producdo e na massa individual das
sementes, reducdo da esterilidade e do teor de Mn e uma maior taxa fotossintética
(Matoh et al., 1991; Pershin et. al., 1995).

A nutricdo mineral da planta pode ser considerada como um fator ambiental de
facil manipulacdo, tornando-se um componente essencial no controle de doencas.
Vaérios estudos demonstram que o Si pode influenciar o grau de tolerancia de cereais e
dicotiled6neas ao ataque de patdgenos (Marschner, 1995). Ja para as monocotileddneas,
a interacdo entre o Si e a reducdo de doencas fungicas é conhecida ha bastante tempo.

O Si possibilita que a planta seja capaz de desenvolver barreiras fisicas e quimicas
para se defender contra o ataque dos patdgenos. Barreiras mecanicas incluem mudangas
na anatomia, como células epidérmicas mais expessas e com um grau elevado de
lignificacdo. O acumulo de Si e deposicdo desse elemento nas células da camada
epidérmica pode ser uma barreira fisica efetiva na penetracdo de hifas (Epstein, 1994,
Marschner, 1995).

O uso do Si em equilibrio com outros nutrientes, demonstrou ser uma alternativa
eficiente no controle de determinadas doencas de plantas e, se for associado a
fungicidas, pode aumentar a sua eficiéncia, como ocorreu na cultura do arroz. Em
plantas suplementadas com 1.000 kg ha™ de silicato de calcio e com a combinagdo de
silicato e fungicida (1.000 mL de edifenphos por ha™), a severidade da Magnaporthe
grisea reduziu em 22% e 75%, respectivamente (Seebold Jr. et al., 2004).

O Si também atua no tecido do hospedeiro afetando os sinais entre o hospedeiro e
0 patdgeno, resultando em uma ativacdo mais rapida e extensiva dos mecanismos de
defesa da planta (Samuel et al., 1991; Chérif et al., 1994). Varios estudos relatam seu
envolvimento em inimeros aspectos estruturaiss, fisioldgicos e bioquimicos,
promovendo melhorias no metabolismo, ativacdo de genes para producdo de fendis e
enzimas relacionadas aos mecanismos de defesa da planta (Epstein, 1994).

Assim, objetivou-se com este estudo investigar os efeitos do Si por meio de
analises fisioldgicas e bioquimicas envolvidos com o aumento da resisténcia em plantas

de algoddo a mancha de ramularia.
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CAPITULO 1

Aspectos Bioquimicos da Resisténcia do Algoddo a Mancha de

Ramularia Mediada pelo Silicio
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Resumo

Esse estudo investigou o efeito do silicio (Si) na resisténcia do algoddo a mancha de
ramuléria, causada por Ramularia areola. Plantas de algoddo das cultivares NuOpal
(suscetivel) e BRS Buriti (moderadamente resistente) foram cultivadas em solucdo
nutritiva contendo (+Si) ou ndo (-Si) Si. Avaliou-se o periodo de incubacgdo (PI), o
periodo latente (PLsgo), a Severidade (S), 0 nimero de lesdes por cm? de 4rea foliar (NL),
tamanho de lesdo (TL), a concentracdo foliar de Si e as atividades das enzimas de defesa
peroxidases (POX), polifenoxidases (PFO), quitinases (QUI), 3-1,3-glicanases (GLI) e
da fenilalanina aménia-liases (FAL). Os dados de severidade foram usados para calcular
a area abaixo da curva de progresso da mancha de ramuldria (AACPMR). A
concentracdo foliar de Si aumentou em 64% nas plantas supridas com Si em relacdo as
plantas ndo supridas com esse elemento. Houve aumentos de 10% e 14,7% para o Pl e
PLeo, respectivamente, nas plantas do tratamento +Si. Reducdes de 38,6% e 62,4% para
0 NL e de 17,2% e 26,6% para TL ocorreram nas plantas das cultivares NuOpal e BRS
Buriti, respectivamente, quando supridas com Si. Houve reducédo de 35% na AACPMR
para o tratamento +Si em relacdo ao tratamento - Si. A concentracdo dos compostos
fendlicos sollUveis totais nas plantas das duas cultivares supridas com Si aumentou
durante o progresso da mancha de ramuléria, porém com valores inferiores aos obtidos
para as plantas ndo supridas com Si até os 18 dias ap0s a inoculagédo (dai). Aumento na
concentracdo de derivados de lignina foi significativo apenas para as plantas da cultivar
BRS Buriti infectadas por R. areola e supridas com Si. A atividade da POX foi maior
nas plantas das duas cultivares supridas com Si em relacdo as plantas ndo supridas com
esse elemento. Para as plantas da cultivar NuOpal supridas com Si, as atividades das
PFO, QUI, GLI e FAL aumentaram aos 18 dai, porém as atividades das PFO e da FAL
nas plantas da cultivar BRS Buriti ndo foram potencializadas pelo Si. Nas plantas da
cultivar BRS Buriti supridas com Si, houve aumento nas atividades da QUI e da GLI
aos 21 dai em relacdo as plantas ndo supridas com Si. Conclui-se que a resisténcia do
algoddo a mancha de ramuléaria foi bioguimicamente potencializada pelo Si,
principalmente para as plantas da cultivar NuOpal considerada suscetivel a mancha de

ramularia.
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1. Introducéo

A mancha de ramularia, causada pelo fungo Ramularia areola (Atk.), é
considerada uma das principais doencas foliares do algoddo na regido centro-
oeste do Brasil e ocorre praticamente em todas as regides produtoras de algodéao
(Suassuna & Coutinho, 2011). A mancha de ramuléaria pode ocasionar perdas de até
50% quando medidas de controle ndo sdo adotadas de maneira eficaz (Aquino et. al,
2008). A principal estratégia de controle dessa doenca é o controle quimico, visto que a
maioria das cultivares de algodao utilizadas ndo possuem resisténcia genética a essa
doenga (Andrade et al., 1999).

Durante a infecgdo por patégenos, as plantas podem ativar inimeros mecanismos
de defesa, tais como a producdo de natureza antimicrobiana e a transcricdo de genes
associados com a resisténcia (Rodrigues et al., 2005). Desta forma, a potencializacédo
dos mecanismos de defesa das plantas surge como uma estratégia para minimizar o0s
danos causados pelos patogenos (Epstein, 1999; Datnoff et al., 2007). O uso de silicio
(Si) é uma medida alternativa de controle, com resultados promissores. Na cultura do
arroz, o Si é absorvido a niveis que ultrapassam 0s macronutrientes (Epstein, 1999), o
que permite uma aceitacdo maior pelos produtores, por resultar na reducdo da
intensidade de varias doencas, favorecendo o seu uso inclusive em outras culturas, como
0 pimentdo, tomate, roseira e banana (French-Monar et al., 2010; Huang et al., 2011;
Shetty et al., 2011; Vermiere et al., 2011).

Informacdes a respeito do efeito de potencializadores de resisténcia, como por
exemplo, o Si, na atividade das enzimas de defesa como as POX, responsaveis pelo
reforco da parede celular através da deposicéo de lignina; POF, que oxidam compostos
fenolicos a moléculas mais reativas; QUI e GLI que degradam a parede celular de
espécies fangicas e a FAL envolvida na rota dos fenilpropandides (Xu et al., 1998)
ainda sdo incipientes na interacdo algodao-R. areola. Todavia, em diversos estudos
relata-se que o Si potencializa mecanismos de defesa das plantas com o aumento na
producdo de compostos fendlicos, na concentracdo de fitoalexinas e também na
expressao de genes que codificam proteinas relacionadas com a patogénese (Datnoff et
al., 2007; Rodrigues et al., 2005). O incremento na atividade de enzimas liticas a parede
celular fangica ou associadas com o metabolismo secundario da planta também
reforcam a hipdtese de que o Si potencializa mecanismos de defesa em plantas e nédo

atua apenas de forma passiva na resisténcia (Liang et al., 2005). Assim, 0 presente
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estudo tenta tambeém reforcar essa hipotese através de analises bioquimicas sobre as
enzimas de defesa das plantas.

Este trabalho objetivou investigar o efeito do Si na resisténcia do algoddo a
mancha de ramulédria e os aspectos bioquimicos possivelmente envolvidos com o

aumento da resisténcia.

2. Material e Métodos
2.1 Preparo da solucéo nutritiva e crescimento das plantas de algodao

A solucdo nutritiva usada neste estudo foi preparada de acordo com Hoagland &
Arnon (1950) com algumas modificacfes e foi constituida de: 6,0 mM KNOs; 1,0 mM
NH4H,PO4; 2,0 mM MgSQO,.7H,0; 4,0 mM Cay(NOs),; 0,3 uM CuS0,4.5H,0; 1,3 uM
ZnS0,4.7H,0; 46 UM H3BO3; 12,6 UM MnCl,.4H,0; 0,1 uM (NHy) sM070,4.4H,0; 45
UM FeS0,4.7H,0 e 45 uM EDTA bisddico. O Si, fornecido como acido monosilicico foi
obtido pela passagem do silicato de potassio atraves da resina de troca de cations
(Amberlite IR-120B, H* forma, Sigma-Aldrich, S&o Paulo) (Ma et al., 2002). As
concentracdes de Si utilizadas foram de 0 e 2 mM. A adicdo do acido monosilicico a
solucdo nutritiva ndo alterou o seu pH.

Sementes de algod&o das cultivares NuOpal e BRS Buriti foram esterilizadas em
solucdo de hipoclorito de s6dio 10% por 2 min e, posteriormente, lavadas em agua
destilada por 3 min e germinadas em leito de areia lavada e autoclavada. Dez dias apds
a germinacdo, cinco plantulas foram transferidas para vasos plasticos contendo 5 L de
solugdo nutritiva. As plantulas foram mantidas em solugdo nutritiva com meia forga
ibnica contendo ou ndo acido monosilicico. Apos sete dias, a concentracdo da solugdo
utilizada foi modificada para forca total. A solucéo nutritiva foi aerada, trocada a cada
quatro dias ou quando a condutividade elétrica atingiu 85% do valor inicial. O pH da
solucgéo nutritiva foi verificado diariamente e mantido a 5,5 e 6,0 empregando solugdes
de NaOH ou HCI (1 M) quando necessario. As plantas foram cultivadas em casa de

vegetacdo do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa.
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2.2 Obtencao e preparo do inoculo de R.areola e inoculacédo das plantas de algodéo

Folhas de plantas de algoddo da cultivar NuOpal cultivadas no campo
experimental Prof. Diogo Alves de Melo da UFV e apresentando sintomas da
mancha de ramularia foram coletadas, acondicionadas em sacos plésticos e
trazidas para o Laboratério da Interagdo Planta-Patégeno do Departamento de
Fitopatologia da UFV. O in6culo foi preparado lavando as folhas em agua
destilada contendo gelatina (1% p/v) com o auxilio de um pincel de cerdas macias para
uma melhor remoc¢éo dos conidios. Posteriormente, a suspensdo obtida foi filtrada em
camada dupla de gaze estéril para a retirada de possiveis impurezas e ajustada para a
concentracdo de 1,5 x 10° conidios/mL com o auxilio de um hemacitémetro.

Plantas de algoddo no estadio V4 (30 dias apds a emergéncia) (Marur & Ruano,
2001) foram inoculadas com a suspensdo de conidios de R. areola com o auxilio de um
atomizador (VLS-Set Airbrush, Paache Airbrush Company, EUA) cobrindo
homogeneamente as superficies abaxial e adaxial das folhas. Posteriormente, as plantas
foram mantidas em camara de nevoeiro (temperatura de 25 * 2 °C e umidade relativa de
+ 90%) por 48 h e, em seguida, transferidas para cdmaras de crescimento com
temperatura de 25 £ 5 °C, umidade relativa de 50 + 5% pertencentes ao Departamento
de Fitopatologia da UFV. As plantas permaneceram nessas camaras até o final do

experimento.

2.3 Avaliacdo de componentes de resisténcia do hospedeiro e da severidade da

mancha de ramuléaria

Foram avaliados o periodo de incubacédo (PI), o periodo latente (PLgo), 0 nimero
de lesdes por cm? de area foliar (NL), o tamanho de lesdo (TL) em quatro folhas
marcadas com corddes de 1a de diferentes cores em cada uma das plantas das repeti¢oes
de cada tratamento. O PI foi avaliado a cada 24 h a partir dos 8 dai. O PLgy ocorreu
quando 60% das dez lesbes marcadas apresentaram esporulacdo. A severidade da
mancha de ramularia nas plantas de algodao foi avaliada a partir do 12° dai utilizando-se
a escala diagramatica proposta por Aquino et al. (2008). Os dados da severidade foram
usados para calcular a area abaixo da curva do progresso da mancha de ramularia
(AACPMR) através da integracdo trapezoidal das curvas de progresso da doenca de

acordo com a formula proposta por Shaner & Finney (1977). Apds as avaliagbes da
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severidade, as folhas das plantas das repeticbes de cada tratamento foram coletadas,
digitalizadas na resolucéo de 400 dpi e as imagens processadas no software QUANT
(Liberato, 2003) utilizando-se o procedimento de reducdo de cores por paleta. Os

valores obtidos neste procedimento foram utilizados para quantificar o NL e o TL.

2.4 Determinacdo da concentracdo de compostos fendlicos soltveis totais (CFST) e

dos derivados da lignina-acido tioglicélico (LATG)

Amostras de folhas das plantas foram coletadas aos 12,15,18 e 21 dai. Amostras
de folhas das plantas ndo inoculadas com R. areola (0 h) serviram como uma referéncia.
As amostras foram coletadas em nitrogénio (N;) liquido e armazenadas em ultrafreezer
a -80 °C até analise. Uma amostra representativa de 0,1 g de tecido foliar da repeticdo
de cada tratamento foi macerada em almofariz e pistilo contendo N, liquido até a
obtencdo de um po fino. O po obtido foi transferido para tubos de microcentrifuga e
homogeneizado com 1,5 mL de metanol a 80%. O extrato permaneceu por 12 h em
mesa agitadora a 200 rpm em temperatura ambiente. O extrato metandlico foi
centrifugado a 12.000 x g por 5 min e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo
de microcentrifuga e usado para a determinacdo da concentracdo de CFST. O residuo
foi mantido a -20 °C para determinacdo dos derivados da LATG. O método
desenvolvido por Zieslin & Ben-Zaken (1993) com algumas modificacdes foi usado
para determinar a concentragdo de CFST. Um volume de 150 pL do reagente Fenol
Folin-Ciocalteu 0,25 N (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil) foi adicionado a 150 pL do
extrato metanolico e mantido a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente, 150
uL de carbonato de sodio (1 M) foi adicionado a mistura, seguida de agitacdo e mantida
em temperatura ambiente por 10 min. Logo ap6s, 1 mL de &gua destilada foi adicionada
a mistura que foi homogeneizada e mantida em temperatura ambiente por 1 h. Foi
determinada a absorbancia da mistura em uma amostra de 500 pL para a repeticdo de
cada tratamento a 725 nm em espectrofotdmetro (Evolution 60, Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA). A concentracdo de CFST foi expressa em mg de compostos
fenolicos (em termos de catecol) por g de massa fresca foliar. Durante todo o processo,
os tubos de microcentrifuga foram cobertos com papel aluminio para proteger a mistura

da oxidacéo pela luz.
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Um volume de 1,5 mL de agua estéril destilada foi adicionado ao residuo obtido
apos a extragdo dos CFST. Apds homogeneizacdo, a mistura foi centrifugada a 12.000 x
g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o residuo foi seco por 12 h a 65 °C. O
residuo alcodlico-insoluvel seco, contendo lignina e acidos fenolicos associados a
parede celular, foi usado para determinar lignina de acordo com o método de Barber &
Ride (1988). Um volume de 1,5 mL de solucdo de &cido tioglicélico (Sigma-Aldrich,
Séo Paulo, Brasil) e HCI a 2 N (1:10) foi adicionado ao residuo seco. Os tubos de
microcentrifuga foram levemente agitados para hidratar o residuo e depois colocados
em banho-maria a 100 °C por 4 h. Posteriormente, os tubos de microcentrifuga foram
colocados em gelo (4 °C) por 10 min. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 12000 x
g por 10 min sendo o sobrenadante descartado e o precipitado lavado com 1,5 mL de
agua destilada esterilizada e centrifugado novamente a 10.000 x g por 10 min. Apos a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 1,5
mL de NaOH a 0,5 N. A mistura permaneceu por 12 h em mesa agitadora (150 rpm)
em temperatura ambiente. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 10.000 x g por
10 min e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga.
Posteriormente, foram adicionados 200 puL de HCI concentrado ao sobrenadante e 0s
tubos de microcentrifuga foram transferido para geladeira (4 °C) por 4 h para
precipitacdo dos derivados da LATG. Uma nova centrifugagdo a 10.000 x g por 10 min
foi realizada, o sobrenadante foi descartado e o precipitado (castanho-alaranjado) foi
dissolvido em 2 mL de NaOH a 0,5 N. A absorbancia dos derivados da LATG no
sobrenadante foi medida em espectrofotometro a 280 nm (Evolution 60, Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA) e a concentracio foi expressa em mg kg™ de massa
fresca foliar. Lignina alcalina éter 2-hidroxipropil (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo) foi usada

para a obtencdo de uma curva padréo.

2.5 Determinacéo da atividade de enzimas de defesa

Amostras da terceira, quarta e quinta folhas do apice para a base das plantas de
cada repeticdo foram coletadas aos 12, 15, 18, 21 dai. Folhas coletadas de plantas ndo
inoculadas (0 h) com R. areola serviram como uma referéncia. As folhas foram
mantidas em N, liquido durante a coleta e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C até

serem analisadas.
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2.5.1 Atividade de peroxidases (POX, EC 1.11.1.7)

O extrato enzimatico foi obtido pela maceracao de 0,4 g de folhas em N liquido
em almofariz seguida de homogeneiza¢do em 2 mL do meio de extracdo composto de:
0,1 M tampéo fosfato de potéssio (pH 6,8); 1 mM fenilmetilsulfonilflior (PMSF); 0,1
mM 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 200 mg de polivinilpolipirrolidona
(PVPP). O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 x g por 15 min a 4 °C e o
sobrenadante foi utilizado no ensaio enzimatico. A atividade da POX foi determinada
conforme metodologias propostas por Chance & Maehley (1955) e Kar & Mishra
(1976). No ensaio colorimétrico, utilizou-se pirogalol como substrato e perdxido de
hidrogénio. A cada 1 mL do extrato de reagéo, foi adicionado 340 uL de &gua destilada,
250 pL do tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 6.,8), 200 pL de pirogalol 100 mM,
200 pL de peroxido de hidrogénio 100 mM e 10 pL do extrato. As leituras de
absorbancia foram realizadas a 420 nm a cada 10 seg durante 1 min em
espectrofotdmetro (Evolution 60, Thermo Scientific, Waltham, MA EUA). A atividade
da POX foi determinada utilizando-se para os calculos o coeficiente de extingdo molar
de 2,47 mM™ cm™ (Chance & Maehley, 1955) e expressa em mmol de purpurogalina

produzida min™® mg™ proteina.

2.5.2 Atividade de polifenoloxidases (PFO, EC 1.10.3.1)

O extrato enzimatico foi semelhante ao obtido para determinacdo da PFO. A
atividade da PFO foi determinada conforme metodologias propostas por Chance &
Maehley (1955) e Kar & Mishra (1976). No ensaio colorimétrico, utilizou-se o pirogalol
a 100 mM como substrato. A cada 1 mL do extrato de reagao, foi adicionado 520 pL de
agua destilada, 250 pL do tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8), 200 uL de
pirogalol 100 mM e 30 pL do extrato. As leituras de absorbancia foram realizadas a 420
nm a cada 10 seg durante 1 min em espectrofotobmetro (Evolution 60, Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA). A atividade da PFO foi determinada utilizando-se para
os célculos o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM™ cm™ (Chance & Maehley
1955).
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2.5.3 Atividade de quitinases (QUI, EC 3.2.1.14)

O extrato enzimatico foi obtido pela maceracao de 0,4 g de folhas em N liquido
em almofariz seguida de homogeneizacdo em 2 mL do meio de extracdo composto de
tampdo fosfato de sédio 50 mM (pH 6,5), 1 mM PMSF e 200 mg de PVPP. O
homogeneizado foi centrifugado a 20.000 x g por 25 min a 4 °C e o sobrenadante foi
utilizado no ensaio enzimatico. A determinacdo da atividade da QUI foi realizada de
acordo com a metodologia proposta por Roberts & Selitrennikoff (1988), modificada
por Harman et al. (1993), utilizando se como substrato o p-nitrofenil-p-D-N-N’-
diacetilquitobiose (PNP) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo). O meio de reagdo contendo 470
uL de 50 mM tampao acetato de sodio (pH 5,0), 10 uL. de PNP (2 mg/mL) e 20 pL do
extrato vegetal foi incubado a 37 °C por 2 h. A reacdo foi paralizada acrescentando-se
500 pL de 50 mM acetato de sodio (pH 5,0). As leituras de absorbancia foram
realizadas em espectrofotometro (Evolution 60, Thermo Scientific, Waltham, MA,
EUA) a 410 nm imediatamente ap6s as rea¢Oes serem paralizadas. Foi utilizado para os
calculos o coeficiente de extingdo molar de 7 M™ cm™ e a atividade da QUI foi expressa

em mmol de p-nitrofenil produzido por min™ mg™ proteina.

2.5.4 Atividade de p-1,3-glicanases (GLI, EC 3.2.1.6)

O extrato enzimatico foi semelhante ao obtido para determinacdo da QUI. A
atividade da GLI foi determinada conforme metodologia descrita por Lever (1972) com
algumas modificag¢bes. O acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) foi usado em substituicdo a
hidrazida do &cido p- hidroxibenzodico. O meio de reagdo constituido de 230 pL de
tampdo acetato de sodio 100 mM (pH 5,0), 250 uL da solugdo de substrato da
laminarina (4 mg/mL) e 20 uL do extrato vegetal foi incubado a 45 °C por 30 min. Apos
esse periodo, acrescentou-se ao meio de reagdo 500 uL de DNS e, em seguida, esta
mistura foi aquecida a 100 °C por 5 min. Apo6s o resfriamento em gelo até a temperatura
de 30 °C, as amostras tiveram suas absorbancias determinadas em espectrofotdmetro
(Evolution 60, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) a 540 nm e os resultados foram

expressos em unidades de absorbancia min™ mg™ de proteina.
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2.5.5 Atividade de fenilalanina aménia-liases (FAL, EC 4.3.1.5)

Para a obtencdo do extrato enzimatico usado na determinacdo da atividade da
FAL, 0,4 g de tecido foliar foi macerado com N, liquido em almofariz com adicéo de
PVP (2%) até obtencdo de um pé fino. O p6 obtido foi homogeneizado em 2 mL de
tampdo borato de sédio 0,05 M (pH 8,3) contendo S-mercaptoetanol (5 mM) e EDTA (1
mM). A mistura foi centrifugada duas vezes a 7.000 x g por 15 min. Os sobrenadantes
foram usados como substrato para determinar a atividade da FAL. A reacdo foi iniciada
apos a adicdo de 0,5 mL do extrato a uma mistura contendo 2 mL de 0,1 M tampéo
borato de sédio (pH 8,8) e 1 mL 20 mM de L-fenilalanina. A mistura da reacdo foi
incubada em banho-maria a 30 °C durante 1 h. Nas amostras controle, o extrato foi
substituido por 1 mL do tampéo borato de sédio. A reacgdo foi finalizada apos adicéo de
0,1 mL de HCI 6 N. A absorbancia dos derivados do &cido trans-cindmico foi medida
em espectrofotdmetro (Evolution 60, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) a 290 nm
e o coeficiente de extingdo molar de 10 mM™ cm™ (Zucker, 1965) foi usado para
calcular a atividade da FAL, a qual foi expressa em pmol h™* mg™ de proteina.

A concentracdo de proteinas em cada amostra foi determinada de acordo com o
método de Bradford (1976).

2.6 Determinacédo da concentracao foliar de Si

Apdbs o término do experimento, as folhas das plantas das repeticdes de cada
tratamento foram coletadas, lavadas em agua destilada e secadas em estufa com
circulagdo forcada de ar a 70 °C durante 72h. Posteriormente, as folhas foram moidas
em moinho tipo Thomas-Wiley (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ), equipado com
peneira de 40 mesh. A concentracdo foliar de Si foi determinada por andlise
colorimétrica da digestdo alcalina de 0,1 g de massa seca foliar (Korndorfer et al.,
2004).

2.7 Delineamento experimental e analise estatistica

Foram conduzidos dois experimentos sendo o primeiro (Exp. 1) para avaliar os

componentes de resisténcia e a severidade da mancha de ramuléria e o segundo (Exp. 2)
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para obter as amostras para as determinagdes bioquimicas. Os experimentos foram
instalados em delineamento experimental inteiramente casualizado num esquema
fatorial 2 x 2, sendo seis e quatro repeticdes para Exp. 1 e 0 Exp. 2, respectivamente. Os
fatores estudados foram: duas cultivares de algodao e duas doses de Si. Cada unidade
experimental foi constituida por um vaso plastico contendo cinco plantas de algodao. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias dos
tratamentos foram comparadas pelos testes de Tukey ou test-t (P < 0,05) utilizando-se o
programa SAEG 9.1 (Universidade Federal de Vigosa, 2007). A concentracdo foliar de

Si foi correlacionada com os componentes de resisténcia e com a AACPMR.

3. Resultados
3.1 Componentes de resisténcia, AACPMR e concentracéao foliar de Si

Houve efeito significativo do fator doses de Si para o Pl, PLg, AACPMR e
concentracéo foliar de Si (Tabela 1) e da interacdo doses de Si x cultivares para o NL e
0 TL (Tabela 2). Houve aumento de 10 e 14,7% para o Pl e PLgo, respectivamente, e
reducdo de 35% na AACPMR nas plantas supridas com Si em relacdo as plantas ndo
supridas com esse elemento (Tabela 1). A concentracdo foliar de Si aumentou em 64%
nas plantas supridas com Si em relacdo as plantas ndo supridas com esse elemento
(Tabela 1). O NL foi reduzido em 26,6 e 62,4 e 0 TL em 17,2 e 38,6% nas plantas das

cultivares NuOpal e BRS Buriti, respectivamente, supridas com Si.

3.2 Correlacao de Pearson

A correlacdo entre a concentracao foliar de Si com o Pl e o PLg foi significativa e
positiva (r = 0,39 e 0,67 respectivamente; P < 0,01) e significativa e negativa para a
AACPMR, NL e TL (r =-0,52; -0,65 e -0,78, respectivamente; P <0,01).

3.3 Concentragdes de CFST e derivados da LATG

A concentracdo de CFST aumentou significativamente em 12 e 8% apenas aos 18

dai nas plantas das duas cultivares ndo supridas com Si e inoculadas com R. areola (Fig.

41



1A e B). Ja nas plantas das cultivares NuOpal e BRS Buriti supridas com Si, houve
aumentos significativos de 11% e 12% somente aos 21 dai, respectivamente (Fig 1A e
B). Diferencas significativas entre as plantas supridas ou ndo com Si ocorreram para as
plantas da cultivar BRS Buriti ndo-inoculadas com R. areola apenas aos 0 dai (Fig. 1B).

A concentracdo de derivados da LATG foi significativamente maior nas plantas
da cultivar NuOpal supridas com Si apenas aos 0 dai com aumento de 31% em relagéo
as plantas néo supridas com esse elemento (Fig. 2A). As plantas ndo supridas com Si
apresentaram aumento significativo de 11% na concentracdo de derivados da LATG
somente aos 15 dai em comparacdo com as plantas supridas com Si (Fig. 2A). Houve
aumento significativo na concentracdo de derivados da LATG nas plantas da cultivar
BRS Buriti supridas com Si aos 15, 18 e 21 dai de 16, 21 e 24%, respectivamente, em
comparagdo com as concentracdes obtidas nas plantas ndo supridas com esse elemento
(Fig. 2B).

3.4 Atividades das enzimas POX, PFO, QUI, GLI e FAL

A atividade da POX aumentou significativamente nas plantas das duas cultivares
supridas com Si e inoculadas com R. areola aos 15, 18 e 21 dai em relacdo as plantas
ndo supridas com esse elemento (Fig. 3A e B). Diferencas significativas entre as plantas
da cultivar NuOpal supridas ou ndo com Si e ndo-inoculadas com R. areola ocorreu
somente aos 0 dai (Fig. 3A).

A atividade da PFO nas plantas da cultivar NuOpal supridas com Si e inoculadas
com R. areola aumentou significativamente apenas aos 18 dai (Fig. 4A). Houve
aumentos significativos na atividade da PFO nas plantas da cultivar BRS Buriti ndo
supridas com Si e inoculadas com R. areola apenas aos 21 dai em relacdo as plantas
supridas com Si (Fig. 4B). Diferencas significativas entre as plantas da cultivar BRS
Buriti supridas ou ndo com Si e ndo-inoculadas com R. areola ocorreu apenas aos 0 dai
(Fig. 4B).

Houve aumento significativo na atividade da QUI nas plantas das duas cultivares
ndo supridas com Si somente aos 15 dai (Fig. 5A e B). A atividade da QUI aumentou
significativamente nas plantas da cultivar NuOpal supridas com Si aos 18 e 21dai em
relagdo as plantas ndo supridas com esse elemento (Fig. 5A). Diferengas significativas

entre as plantas da cultivar NuOpal supridas ou ndo com Si e ndo-inoculadas com R.
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areola ocorreu somente aos 0 dai (Fig. 5A). Houve aumento significativo na atividade
da QUI nas plantas da cultivar BRS Buriti supridas com Si apenas aos 21 dai em
comparacdo com as plantas ndo supridas com esse elemento (Fig. 5B).

A atividade da GLI aumentou significativamente nas plantas da cultivar NuOpal
supridas com Si aos 18 e 21 dai (Fig. 6A). Diferencas significativas entre as plantas da
cultivar NuOpal supridas ou ndo com Si e ndo-inoculadas com R. areola ocorreu apenas
aos 0 dai (Fig. 6A). Houve aumento significativo na atividade da GLI nas plantas da
cultivar BRS Buriti supridas com Si apenas aos 21 dai quando comparadas com as
plantas ndo supridas com Si (Fig. 6B).

Houve aumentos significativos na atividade da FAL nas plantas da cultivar
NuOpal supridas com Si aos 18 e 21 dai (Fig. 7A). Diferencas significativas entre as
plantas da cultivar NuOpal supridas ou ndo com Si e ndo inoculadas com R. areola
ocorreu apenas aos 0 dai (Fig. 7A). A atividade da FAL nas plantas da cultivar BRS
Buriti ndo supridas com Si e inoculadas com R. areola aumentou significativamente aos

15 e 18 dai em relacéo as plantas supridas com Si (Fig. 7B).

4. Discussao

Este estudo apresenta as primeiras informacGes sobre as respostas bioquimicas de
defesa do algodédo a infeccdo por R. areola potencializadas pelo Si. O Si influenciou
significativamente na diminuicdo da AACPMR nas folhas das plantas nas duas
cultivares de modo semelhante aos resultados obtidos na reducdo de doengas em outras
culturas de importancia econémica, como arroz, milho, soja, sorgo e trigo (Bélanger et
al., 2003; Datnoff et al., 2007; Dallagnol et al., 2009; Rodrigues et al., 2009). A area
abaixo da curva do progresso da doenga (AACPD) fornece informagdes quantitativas do
efeito da resisténcia do hospedeiro em reduzir a intensidade da doenca (Jeger &
Riollinson, 2001).

A concentracdo de Si nas folhas das plantas das cultivares NuOpal e BRS Buriti
supridas com esse elemento foram pequenas, porém causaram impacto negativo no
desenvolvimento da mancha de ramularia. 1sso sugere que mesmo em pequenas
concentragcdes de Si, as plantas de algodéo séo eficientes na absor¢do e acumulagéo
desse elemento em seus tecidos. Os resultados obtidos neste estudo foram inferiores aos

encontrados em arroz, cana-de-aglcar e outras gramineas, reconhecidas como
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acumuladoras de Si e que chegam a apresentar até 5% de Si na matéria seca da parte
aérea (Datnoff et al., 2007). Nolla et al. (2006) e Rodrigues et al. (2009) encontraram
teores foliares de Si variando de 0,34 a 0,55% e de 0,67 a 0,73% em plantas de soja
cultivadas em solo deficiente nesse elemento que recebeu a aplicacdo de silicato de
calcio e de potassio, respectivamente. Os resultados obtidos por esses autores foram
semelhantes aos encontrados nesse trabalho. Contrariamente, em outro estudo, a soja
demonstrou ser uma espécie ineficiente em absorver o Si, contido no silicato de potassio
aplicado via foliar, apresentando teores semelhantes aos de outras espécies de plantas
reconhecidas como ndo acumuladoras de Si, a exemplo do tomateiro (Ma & Takahashi,
2002). Por isso, ja é registrado na literatura que diversas espécies de plantas diferem
quanto a capacidade em absorver o Si da solucdo do solo e transloca-lo, de forma
eficiente, para a parte aérea (Ma & Takahashi, 2002).

O PI e PLg aumentaram com o fornecimento de Si para as plantas das duas
cultivares. Resultados semelhantes também foram observados por Resende et al. (2009)
onde a aplicacdo de silicato de célcio no solo aumentou o periodo de incubacéo e o
periodo latente da antracnose nas folhas de sorgo, respectivamente, 13% e 24% em
relacdo as plantas ndo supridas com esse elemento. Portanto, aumentos consideraveis no
Pl resultardo em uma menor taxa de progresso da doenca (r) diminuindo, assim, o
namero de ciclos secundarios dos patdgenos de espécies vegetais (Parlevliet, 1979).
Shetty et al. (2011) também observaram que as plantas de roseira supridas com Si
tiveram um atraso no desenvolvimento dos sintomas e reducdo na severidade do mildio
pulverulento.

Nas plantas supridas com Si das duas cultivares houve redu¢do no NL e no TL.
Resultados semelhantes foram observados por Xavier Filha et al. (2011), estudando a
brusone em plantas de trigo que constataram aumentos no periodo de incubacdo e
reducdes na AACPB e no niimero de lesdes por cm? de 4rea foliar para o tratamento
com Si. De forma similar, estudo realizado por Domiciano et al. (2010) para avaliar
alguns componentes de resisténcia em plantas de trigo infectadas por Bipolaris
sorokinjana e supridas com Si foi observado aumento no periodo de incubagdo e
reducdes na AACPMM e no ndimero de lesdes por cm? de area foliar.

Rodrigues et al. (2005) relatam que a aplicacdo de Si pode influenciar na
producéo de compostos fenolicos em plantas infectadas por patdgenos. A concentragdo
de CFST encontrada nesse estudo ndo esclarece a influéncia do Si em potencializar

resisténcia as plantas de algoddo a mancha de ramularia, pois as plantas nao supridas
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com esse elemento obtiveram concentragcdes superiores as plantas supridas com Si,
porém, mesmo em concentracdes inferiores, as plantas supridas com Si foram eficientes
em aumentar a resisténcia das plantas das duas cultivares de algoddo. Resultados
semelhantes aos obtidos nesse estudo foram observados por Dominicano et al. (2010) e
Xavier Filha et al. (2011) em que os autores obtiveram valores inferiores na
concentracdo de CFST das plantas de trigo supridas com Si. Entretanto, esses foram
suficientes para reduzir a AACPMM e AACPB da mancha marrom e brusone,
respectivamente.

A lignina associada a hemicelulose por ligacbes com diversos polissacarideos de
espécies vegetais pode conferir resisténcia mecéanica a parede celular e afetar vérias
enzimas liticas produzidas pelos diferentes patdgenos durante a colonizagdo do tecido
do hospedeiro (Chabannes et al., 2001). A concentracdo de derivados de lignina
aumentou apos o inicio da infeccdo pela R. areola, estando diretamente associada com o
incremento na resisténcia das plantas supridas com Si da cultivar BRS Buriti. No
entanto, para as plantas da cultivar NuOpal, a concentragéo dos derivados da LATG néo
foi influenciada pelo Si em plantas supridas com esse elemento. Nesse contexto, o Si
poderia estar associado a lignificacdo da parede celular e ndo a producédo de compostos
fendlicos, pelo menos para as plantas da cultivar BRS Buriti. Resultados semelhantes a
esse estudo foram obtidos por Rodrigues et al. (2005), que observaram que o acumulo
de LATG foi menor em folhas de plantas de arroz supridas com Si e inoculadas com P.
grisea, para as plantas da cultivar M201, considerada suscetivel.

No que se refere a ativacdo das respostas bioquimicas das plantas de algoddo em
defesa a infeccdo por R.areola através de distintas alteracGes nos niveis enzimaticos,
pode-se notar que as enzimas POX, PFO, QUI, GLI e FAL tiveram suas atividades
aumentadas, quando as plantas foram inoculadas e supridas com Si para a cultivar
NuOpal. Esses resultados foram semelhantes com a alguns estudos que investigaram as
alteracOes das enzimas (Domiciano et al., 2010; Dallagnol et al., 2011).

As POX estdo presentes em diversos compartimentos celulares, catalisando a
oxidacdo de componentes celulares como o perdxido de hidrogénio, lignificacdo de
parede celular contra a acdo de enzimas liticas produzidas pelos patdgenos
(Kvaratskhelia et al., 1997). O aumento das POX tem sido relacionado com mecanismos
de resisténcia em um grande nimero de interages patdgenos-hospedeiros (Mohammadi
& Kazemi, 2002). A atividade da POX foi maior nas folhas das plantas supridas com Si

para as duas cultivares avaliadas. Os resultados obtidos nesse estudo se assemelham aos
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observados por Chérif et al. (1994) e Dallagnol et al. (2011) que relataram aumento na
atividade da POX nas plantas supridas com Si nos patossistemas, pepino — Pythium spp
e arroz - Bipolaris oryzae, respectivamente. A PFO exerce papel importante na defesa
das plantas, pois a medida que ocorre uma ruptura da célula, ocasionada pela acédo de
patogenos, ocorre 0 processo de oxidacdo dos compostos fenolicos em quinonas, as
quais sdo toxicas aos patdgenos apresentando acdo antimicrobiana (Liu et al., 2005).
Assim, podem se ligar as proteinas e carboidratos produzindo compostos que atuam
com barreira fisica aos patdégenos (Abdel-Aal et al., 2001, Jung et al., 2004). Neste
estudo, a atividade da PFO aumentou significativamente somente aos 18 dai, apenas
para as plantas inoculadas e supridas com Si da cultivar NuOpal.

A atividade das enzimas GLI e QUI aumentou significativamente aos 21 dai para
as plantas supridas com Si das duas cultivares. A atividade dessas enzimas é
influenciada pela infeccdo de patdgenos ou produtos quimicos exogenos (Kim &
Hwang, 1994). Elas catalisam a hidrolise dos principais carboidratos da parede celular
dos fungos como a quitina e a f$-1,3-glucano, respectivamente. Durante 0 processo
infeccioso, ocorre um pronunciado aumento na atividade dessas enzimas o0 que
proporciona uma reducao no crescimento e desenvolvimento dos fungos e a liberacdo de
elicitores que induzem a producéo de fitoalexinas (Keen & Yoshikawa, 1983; Hartleb et
al., 1997). Os resultados desse estudo s&o similares aos obtidos por Domiciano et al.
(2010) que mostraram que a atividade da QUI foi maior nos estadios mais avancados de
infeccdo por B. sorokiniana nas folhas de duas cultivares de trigo supridas com Si.
Estudos envolvendo a resisténcia sistémica adquirida a C. lindemuthianum utilizando
indutores abidticos mostram uma maior atividade da GLI do que da QUI (Kunh &
Pascholati, 2010; Campos et al., 2009). Desse modo, pode-se sugerir que a atividade das
enzimas QUI e GLI estaria associada com 0s mecanismos de defesa das plantas supridas
com Si da cultivar NuOpal, impedindo que o patégeno penetre e colonize as células do
tecido foliar do algodéo.

A FAL ¢é muito importante no metabolismo secundéario das plantas, promovendo a
primeira etapa enzimatica que converte a L-fenilalanina em acido trans-cinamico, que é
0 primeiro produto formado na rota biossintética dos fenilpropandides em plantas
superiores. Posteriormente, ocorre a sintese de um grande ndmero de compostos
fendlicos e fitoalexinas (Ritter & Schulz, 2004). A atividade de FAL foi maior nas
plantas inoculadas e supridas com Si apenas para a cultivar NuOpal. Resultados

semelhantes ao desse estudo foram obtidos por Charakbarty et al. (2009) que
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identificaram em plantas da espécie Gossipium arboreum, com 5 a 10% da area foliar
afetada pela mancha de ramuldria uma maior atividade da enzima FAL, quando
comparado com folhas de plantas sadias. Rodrigues et al. (2003) também observaram
que plantas supridas com Si produziram maior quantidade de fitoalexinas em resposta a
infeccdo por P. grisea do que nas plantas ndo supridas com Si.

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que em plantas
supridas com Si e infectadas por R.areola houve aumento da resisténcia nas plantas de
algoddo a mancha de ramularia, devido a maior producdo de lignina para as plantas da
cultivar BRS Buriti. Houve também aumento na atividade das enzimas POX, PFO,
QUI, GLI e FAL para as plantas da cultivar NuOpal, e das enzimas POX, QUI, GLI
para as plantas da cultivar BRS Buriti em estddios mais avangados da infec¢do por R.
areola. Vale ressaltar que essa Ultima cultivar apresenta um nivel moderado de
resisténcia & mancha de ramularia. Porém, mesmo com certo nivel de resisténcia, essa
ndo foi potencializada pelo Si no que se refere a atividade das enzimas PFO e FAL.
Talvez existam outros mecanismos que possam estar envolvidos na resisténcia do

algoddo a mancha de ramularia que ndo foram estudados neste estudo.
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Tabela 1. Periodo de incubacéo (PI), periodo latente (PLgo), &rea abaixo da curva do
progresso da mancha de ramularia (AACPMR) e concentracdo foliar de Si nas folhas
das plantas de algoddo das cultivares NuOpal e BRS Buriti cultivadas em solucdo
nutritiva contendo (+Si) ou nédo (-Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia areola.

Fatores

Silicio Pl (dias) PLgo (dias) AACPMR Si (dag/kg)
-Si 11,02 17,75 93,16 0,40
+Si 12,82 20,54 63,22 0,56
Teste-t 0,74 0,76 23,47 0,07
Cultivares

NuOpal 11,50 20,19 68,37 0,53
BRS Buriti 12,25 21,42 86,75 0,43
Teste-t 0,81" 1,43" 26,35" 0,23"
C.V. (%) 6,23 3,17 34,15 25,41

C.V. = coeficiente de variagdo; *," = ndo significativo e significativo a 5% de probabilidade pelo teste-t.

Tabela 2 - Nimero de lesdes (NL) por cm? de area foliar e tamanho de lesdes (TL) nas
folhas das plantas de algodédo das cultivares NuOpal e BRS Buriti cultivadas em solugéo
nutritiva contendo (+Si) ou néo (-Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia areola.

NL TL
Cultivares -Si +Si -Si +Si
NuOpal 14,22 Aa 3,72Bb 49,31 Aa 9,83 Bb
BRS Buriti 7,61Ba 4,84 Ab 31,42 Ba 12,97 Ab
C.V. (%) 8,43 3,89

Médias na mesma coluna para cada componente de resisténcia, seguidas de letra maitscula ou na mesma linha seguidas
de letra minGscula diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
C.V. = coeficiente de varia¢do
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Figura 1 — Concentracdo de compostos fenolicos soltveis totais (CFST) nas folhas das
plantas de algoddo das cultivares NuOpal (A) e BRS Buriti (B) cultivadas em solugéo
nutritiva contendo (+Si) ou ndo (-Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia areola.
Barras em cada ponto representam o desvio padrdo da media. Médias dos tratamentos -
Si e +Si seguidas de asterisco (*) sdo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste-

t. n = 4. MF = massa fresca.
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Figura 2 — Concentracdo dos derivados da lignina-acido tioglicélico (LTGA) nas folhas
das plantas de algoddo das cultivares NuOpal (A) e BRS Buriti (B) cultivadas em
solucdo nutritiva contendo (+Si) ou ndo (-Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia
areola. Barras em cada ponto representam o desvio padrdo da media. Médias dos
tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) sdo significativamente diferentes (P <

0,05) pelo teste-t. n = 4. MF = massa fresca.
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Figura 3 — Atividade de peroxidases (POX) nas folhas das plantas de algoddo das
cultivares NuOpal (A) e BRS Buriti (B) cultivadas em solugdo nutritiva contendo (+Si)
ou ndo (-Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia areola. Barras em cada ponto
representam o desvio padrdo da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de

asterisco (*) sdo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste-t. n = 4.
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Figura 4 — Atividade de polifenoloxidases (PFO) nas folhas das plantas de algoddo das
cultivares NuOpal (A) e BRS Buriti (B) cultivadas em solugdo nutritiva contendo (+Si)
ou ndo (-Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia areola. Barras em cada ponto
representam o desvio padrdo da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de

asterisco (*) séo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste-t. n = 4.
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Figura 5 — Atividade de quitinases (QUI) nas folhas das plantas de algoddo das
cultivares NuOpal (A) e BRS Buriti (B) cultivadas em solugdo nutritiva contendo (+Si)
ou ndo (-Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia areola. Barras em cada ponto
representam o desvio padrdo da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de

asterisco (*) séo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste-t. n = 4.
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Figura 6 — Atividade de $-1,3-glicanases (GLI) nas folhas das plantas de algod&o das
cultivares NuOpal (A) e BRS Buriti (B) cultivadas em solugdo nutritiva contendo (+Si)
ou ndo (-Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia areola. Barras em cada ponto
representam o desvio padrdo da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de

asterisco (*) sdo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste-t. n = 4.
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Figura 7 — Atividade de fenilalanina amonia-liases (FAL) nas folhas das plantas de
algodéo das cultivares NuOpal (A) e BRS Buriti (B) cultivadas em solugdo nutritiva
contendo (+Si) ou ndo (-Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia areola. Barras em
cada ponto representam o desvio padrdo da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si

seguidas de asterisco (*) sdo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste-t. n = 4.

59



CAPITULO 2

Metabolismo Anti-Oxidativo em Plantas de Algodao Supridas com

Silicio e Infectadas por Ramularia areola
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Resumo

As plantas reagem de diversas maneiras quando submetidas a condi¢des adversas, sejam
elas por estresse biotico ou abidtico. A utilizacdo do Silicio (Si) associado ao estresse
bidtico das plantas pode potencializar estratégias de defesa que permitem o
retardamento ou até mesmo impedem a penetragdo de agentes fitopatogénicos. Mesmo
nos casos em que isso ndo ocorra pode favorecer a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) como o peroxido de hidrogénio (H,O,). Desta forma, o presente estudo
investigou o efeito do Si nas enzimas do metabolismo anti-oxidativo em plantas de
algodéo infectadas por Ramularia areola. Plantas de algoddo das cultivares NuOpal
(suscetivel) e BRS Buriti (moderadamente resistente) foram cultivadas em solucdo
nutritiva com ou sem a adi¢do de Si. Avaliou-se a atividade das enzimas catalase
(CAT), peroxidase do ascorbato (APX), superoxido dismutase (SOD), glutationa
redutase (GR) e lipoxigenase (LOX). As concentracdes de aldeido maldnico (MDA) e
peroxido de hidrogénio (H,0,), a area abaixo da curva do progresso da mancha de
ramularia (AACPMR), extravasamento de eletrdlitos (EE) e concentracao foliar de Si
também foram avaliados. A concentracdo foliar de Si aumentou em torno de 52% para
as plantas supridas com esse elemento. Houve reducdo de 38% na AACPMR nas
plantas supridas com Si. O fornecimento de Si as plantas de algodéo das duas cultivares
ocasionou aumento na atividade da SOD e APX, enquanto que reduziu a atividade da
CAT. A atividade da GR foi maior nas plantas supridas com Si da cultivar BRS Buiriti.
Houve reducdo da concentracdo de H,O,, MDA e EE para as duas cultivares. Houve
aumentos significativos na atividade da LOX em plantas supridas com Si das duas
cultivares até os 12 dias apds inoculacdo (dai). Portanto, pode-se inferir neste estudo
que o Si possa estar envolvido nas atividades metabdlicas das plantas de algodéo
quando essas foram infectadas por R. areola, pois esse elemento aumentou a atividade
das enzimas antioxidantes nas plantas de algoddo que receberam sua suplementacéo.
Diante do exposto, sugere-se que o Si pode aumentar a resisténcia do algoddo ao

estresse oxidativo induzido pela infecgéo por R. areola.
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1. Introducéo

A ocorréncia de doencas € um dos principais problemas para as grandes perdas
que ocorrem na producdo do algoddo em todas as regides produtoras do pais (Freire,
2011). A mancha de ramuléria, causada por R. areola (Atk.), é a principal doenca
foliar da cultura do algoddo (Suassuna & Coutinho, 2011). O fungo R. areola infecta
as folhas provocando lesdes angulares na superficie foliar, causando desfolha, o que
prejudica o rendimento da cultura (Suassuna & Coutinho, 2011). A principal e a
mais eficiente estratégia de manejo para reduzir os sintomas da mancha de ramularia
é a aplicacdo de fungicidas (Andrade et al., 1999). Segundo Bolton (2009), os sintomas
das doencas podem causar danos as membranas e ao funcionamento da maquinaria
enzimatica das plantas.

As plantas dispdem de diferentes estratégias de protecéo contra os danos celulares
e a possivel morte causada pelo excesso de espécies reativas de oxigénio (ERO) que
induzem o chamado estresse oxidativo (Asada, 1999; Apel & Hirt, 2004). Em nivel
celular, a ERO ocasiona danos fotoinibitorios e fotoxidativos (Asada, 1999), facilmente
observados como sintomas de necrose e ou clorose em decorréncia da degradacdo das
clorofilas (Karpinski et al., 1999). Essas ERO s&o extremamente reativas com proteinas,
material nucléico e, principalmente, com os lipidios presentes nas membranas,
ocasionando a perda de seletividade, a peroxidacdo dos lipideos na membrana
plasmaética (Fu & Huang, 2001) e a capacidade de compartimentalizacdo celular (Asada,
1999). A formacdo do aldeido maldnico (MDA), um produto da decomposicdo de
acidos graxos poli-insaturados, tem sido utilizada como um biomarcador da peroxidacédo
lipidica (Mittler et al., 2004), que também pode ser iniciada pelas lipoxigenases (LOX),
a qual incorpora o oxigénio molecular em acidos graxos poli-insaturados para formar
hidroperdxidos lipidicos (Axelrod et al., 1981).

Dentre as principais enzimas antioxidantes envolvidas na detoxificacdo da ERO,
podemos citar: as dismutases do superoxido (SOD) que catalizam a dismutacéo do O a
H.O, e constituem a primeira linha de defesa contra ERO (Alscher et al., 2002); as
catalases (CAT) que convertem o H,O, em agua e oxigénio (Asada, 1999; Mittler,
2002) e as enzimas do ciclo ascorbato-glutationa como as peroxidases do ascorbato
(APX) que reduzem o H,O, nos plastideos utilizando o ascorbato como doador de

elétrons (Yan et al., 1996). O ascorbato oxidado é, entdo, reduzido pela glutationa
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reduzida (GSH) oriunda da glutationa oxidada (GSSG), catalizada pela redutase da
glutationa (GR) (Yan et al., 1996).

Embora o Si seja encontrado em quantidades excessivas na crosta terrestre,
ficando atrds apenas do oxigénio, seu envolvimento na biologia das plantas e sua
associacdo com as atividades metabolicas ainda é desconhecido (Epstein, 1999).
Todavia, sdo inumeros os beneficios que esse elemento fornece as plantas submetidas a
condigdes de estresse (Datnoff et al., 2007). Diversos estudos relatam o envolvimento
do Si nas plantas submetidas ao estresse abidtico com as ERO e o0 aumento na atividade
de enzimas relacionadas com a defesa e ao metabolismo oxidativo das plantas como a
peroxidase (POX) (Campos-Vargas & Saltveit, 2002), a SOD e a CAT (Svalheim &
Robertsen, 1993).

Diversos trabalhos tém demonstrado que o silicio (Si) esta envolvido em varios
aspectos estruturais, fisiologicos e bioquimicos das plantas (Epstein, 1994). O
fornecimento do Si promove aumento na atividade de enzimas antioxidantes, tais como
a CAT, APX, a guaiacol peroxidase (GPX) e a SOD, além de variacdo nos niveis de
peroxidacdo lipidica e interacdo com os mecanismos antioxidantes em folhas e raizes de
plantas de algoddo supridas com Si (Moldes et al, 2006). E relatado que o Si aumentou
a atividade da SOD, POX, CAT e GR em folhas de plantas de cevada submetidas a
estresse salino (Liang et al., 2003). As atividades da SOD, POX, CAT e SOD foram
aumentadas nas folhas das plantas de arroz supridas com Si e infectadas por R. solani
(Zhang et al., 2006).

Assim, o presente trabalho tenta reforcar a hipotese de que o fornecimento de Si
as plantas de algoddo pode aumentar a atividade das enzimas antioxidantes tais como
SOD, CAT, APX e GR, além de reduzir a severidade da mancha de ramularia e esta
envolvimento em outros mecanismos como o H,O, MDA, EE e a LOX. Dessa forma,
0 objetivo do presente estudo foi investigar o efeito do Si sobre o metabolismo anti-
oxidativo em plantas de algoddo infectadas por R. areola.

2. Material e Métodos
2.1 Preparo da solucéo nutritiva e crescimento das plantas de algodao

A solucdo nutritiva usada neste estudo foi preparada de acordo com Hoagland &
Arnon (1950) com algumas modificagdes e foi constituida de: 6,0 mM KNOs; 1,0 mM
NH;H,POy4; 2,0 MM MgS0,4.7H,0; 4,0 mM Cay(NOs),; 0,3 uM CuS0,4.5H,0; 1,3 uM
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ZnS0,4.7H,0; 46 UM H3BO3; 12,6 uM MnCl,.4H,0; 0,1 uM (NHy) sM070,4.4H,0; 45
UM FeSQO,4.7H,0 e 45 uM EDTA bisddico. O Si, fornecido como &cido monosilicico foi
obtido pela passagem do silicato de potassio atraves da resina de troca de cations
(Amberlite IR-120B, H* forma, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) (Ma et al., 2002). As
concentracdes de Si utilizadas foram de 0 e 2 mM. A adicdo do acido monosilicico a
solucéo nutritiva ndo alterou o pH.

Sementes de algod&o das cultivares NuOpal e BRS Buriti foram esterilizadas em
solucdo de hipoclorito de sédio 10% por 2 min e, posteriormente, lavadas em agua
destilada por 3 min e germinadas em leito de areia lavada e autoclavada. Dez dias apds
a germinacdo, cinco plantulas foram transferidas para vasos plasticos contendo 5 L de
solugdo nutritiva. As plantulas foram mantidas em solugdo nutritiva com meia forga
ibnica, contendo ou ndo &cido monosilicico. Apos sete dias, a concentracdo da solucao
utilizada foi modificada para forca total. A solucdo nutritiva foi aerada, trocada a cada
quatro dias ou quando a condutividade elétrica atingiu 85% do valor inicial. O pH da
solucgéo nutritiva foi verificado diariamente e mantido a 5,5 e 6,0 empregando solugdes
de NaOH ou HCI (1 M) quando necessario. As plantas foram cultivadas em casa de

vegetacdo do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vicosa.

2.2 Obtencéo e preparo do indculo de R. areola e inoculacdo das plantas de algodao

Folhas de plantas de algoddo da cultivar Nu-Opal cultivadas no campo
experimental Prof. Diogo Alves de Melo da UFV e apresentando sintomas da
mancha de ramularia foram coletadas, acondicionadas em sacos plasticos e
trazidas para o Laboratério da Interacdo Planta-Patdgeno do Departamento de
Fitopatologia da UFV. O ino6culo foi preparado lavando as folhas em agua
destilada contendo gelatina (1% p/v) com o auxilio de um pincel de cerdas macias para
uma melhor remoc¢édo dos conidios. Posteriormente, a suspensdo obtida foi filtrada em
camada dupla de gaze estéril para a retirada de possiveis impurezas e ajustada para a
concentracdo de 1,5 x 10° conidios mL™ com o auxilio de um hemacitdmetro.

Plantas de algoddo no estadio V4 (30 dias apds a emergéncia) (Marrur & Ruano,
2001) foram inoculadas com a suspensdo de conidios de R. areola com o auxilio de um
atomizador (VLS-Set Airbrush, Paache Airbrush Company, EUA) de modo a cobrir

homogeneamente as superficies abaxial e adaxial das folhas. Posteriormente, as plantas
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foram mantidas em camara de nevoeiro (temperatura de 25 *+ 2 °C e umidade relativa de
+ 90%) por 48 h e, em seguida, transferidas para camaras de crescimento com
temperatura de 25 + 5 °C, umidade relativa de 50 + 5% do Departamento de
Fitopatologia da UFV. As plantas permaneceram nessas camaras até o final do

experimento.

2.3 Avaliacao da severidade da mancha de ramularia

A severidade da mancha de ramularia foi avaliada aos 10, 12,15,18 e 21dias apds
a inoculacdo (dai) utilizando-se uma escala diagramatica proposta por Aquino et al.,
(2008). Os dados de severidade foram usados para calcular a area abaixo da curva do
progresso da mancha de ramularia (AACPMR) através da integracdo trapezoidal das
curvas de progresso da doenca de acordo com a formula proposta por Shaner & Finney
(1977).

2.4 Determinac0es bioquimicas

Amostras da terceira, quarta e quinta folhas do apice para a base das plantas de
cada repeticdo foram coletadas aos 12, 15, 18, 21 dai, por volta das 8hs da manha.
Folhas coletadas de plantas ndo inoculadas (0 h) serviram como uma referéncia. As
amostras foram coletadas individualmente em papel aluminio devidamente
identificadas, as quais foram rapidamente congeladas e mantidas em nitrogénio (N,)

liquido durante a coleta e, em seguida, armazenadas em ultrafreezer a -80 °C até andlise.

2.5 Determinacdo das atividades das enzimas relacionadas com o metabolismo

anti-oxidativo

Foram determinadas as atividades das enzimas dismutase do superoxido (SOD,
EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6), peroxidase do ascorbato (APX, EC
1.11.1.11) e da redutase da glutationa (GR, EC 1.8.1.7). O extrato enzimatico foi obtido
de acordo com método de Havir et al. (1987), com algumas modificacGes. Foram
macerados 0,3 g de massa fresca foliar em N, liquido em almofariz até a obtencéo de

um po fino. O pd obtido foi homogeneizado em 2 mL de tampdo fosfato de potassio 50
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mM (pH 6,8) contendo 0,1 mM de EDTA, 1 mM de PMSF e 2% de PVP. O
homogeneizado foi centrifugado a 1.500 x g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi
utilizado como extrato para as determinagBes enziméticas e para determinar a

concentracdo de proteinas (Bradford, 1976).

2.5.1 Determinacao da atividade da dismutase do superéxido (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada pela adi¢do de 30 pL do extrato enzimatico
em 2,97 mL de mistura de reacdo constituida de tampdo fosfato de s6dio 50 mM (pH
7,8), metionina 13 mM, azul de p-nitro-tetrazolio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e
riboflavina 2 uM (Del Longo et al., 1993). A reagdo ocorreu a 25 °C sob iluminagéo de
lampadas de 15 W. Ap6s 5 min de exposi¢do a luz, a iluminagdo foi interrompida e a
formazana azul, produzida pela fotoreducdo do NBT, foi medida a 560 nm em
espectrofotbmetro  (Evolution 60, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA)
(Giannopolitis & Ries, 1977). As amostras controle tiveram absorbancias medidas a 560
nm em espectrofotdbmetro (Evolution 60, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA)
utilizando-se mistura de reagdo mantida no escuro por 5 min. Os valores obtidos foram
subtraidos das leituras das amostras das repeticbes dos tratamentos que receberam
iluminacdo. Uma unidade da SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para inibir em 50% a foto-reducdo do NBT (Peixoto et al., 1999). A atividade da SOD
foi expressa em Unidades (U) por min™ mg™ de proteina.

2.5.2 Determinacdo da atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade da CAT foi determinada pelo método de Cakman & Marschner
(1993). A mistura de reacao foi constituida de 50 mM de tampédo fosfato de potéssio
(pH 6,8) e 12,5 mM de H,0, num volume de 1 mL. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de
0,35 mL do extrato da enzima e a atividade foi determinada pelo consumo de H,0,
durante 1 min a 240 nm em espectrofotdmetro (Evolution 60, Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA). O coeficiente de extincdo molar de 39,4 mM™ cm™ foi usado
para determinar a atividade da CAT, a qual foi expressa em mmol min™ mg™ de

proteina.
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2.5.3 Determinacdo da atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11)

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nakano & Asada (1981). A
mistura de reacdo foi constituida de 50 mM de tampéo fosfato de potassio (pH 6,8), 1
mM de H,O, e 0,8 mM de ascorbato num volume de 1 mL. A reacdo foi iniciada pela
adig¢do de 34 uL do extrato da enzima e a atividade foi determinada pela oxidagéo do
H.O, dependente do ascorbato durante 1 min a 290 nm em espectrofotdmetro
(Evolution 60, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). O coeficiente de extin¢do
molar de 2,8 mM cm™ foi usado para calcular a atividade da APX, a qual foi expressa

em pumol min™ mg™ de proteina.

2.5.4 Determinacdo da atividade da redutase da glutationa (GR, EC 1.8.1.7)

Para obtencdo do extrato da GR, 0,3 g de tecido foliar foram macerados com N,
liqguido em almofariz até a obtencdo de um po6 fino. O pd obtido foi homogeneizado em
2 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5), EDTA 0,1 mM, DL-ditioteitol 1
mM, PMSF 1 mM e PVP 2% (p/v). O homogeneizado foi centrifugado a 1.500 x g por
15 min a 4 °C e o sobrenadante foi usado como extrato da enzima. A atividade da RG
foi determinada pela adi¢do de 100 puL do extrato enzimatico a 0,9 mL de uma mistura
de reagdo constituida de tampéo fosfato de potéassio 0,1 M (pH 7,5), EDTA 1 mM,
glutationa oxidada 1 mM e NADPH 0,1 mM preparado em tampédo TRIS-HCI 0,5 mM
(pH 7,5) segundo Carlberg & Mannervik (1985). O decréscimo na absorbancia a 340
nm em espectrofotbmetro (Evolution 60, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) na
temperatura de 30 °C foi medido no primeiro minuto ap6s o inicio da reacdo. A
atividade da GR foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 6,22 mM
cm™ (Foyer & Halliwell, 1976). A atividade da GR foi expressa em mmol min™* mg™ de
proteina.

A concentracdo de proteinas em cada amostra foi determinada pelo método de
Bradford (1976) e todas as determinacdes enzimaticas foram realizadas em triplicata.
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2.6 Determinacédo da concentracao de perdxido de hidrogénio (H,0,)

Para a obtencdo do extrato usado na determinacdo da concentracdo de H,O,, 0,2 g
de massa fresca foliar foram macerados com N, liquido em almofariz até a obtencao de
um po fino. O po obtido foi homogeneizado em 2 mL de tampé&o fosfato de potassio 50
mM (pH 6,5) contendo hidroxilamina 1 mM. O homogeneizado foi centrifugado a
10.000 x g por 15 min a 4 °C e o sobrenadante foi usado para determinar a concentracao
de H,0, (Kuo & Kao, 2003). Uma aliquota de 100 puL do sobrenadante foi adicionada a
um meio de reacdo constituido de FeENH4(SO4) 100 uM, acido sulfurico 25 mM, laranja
de xilenol 250 uM e sorbitol 100 mM em um volume final de 2 mL (Gay & Gebicki,
2000). As amostras foram mantidas no escuro por 30 min e a absorbancia determinada a
560 nm em espectrofotdmetro (Evolution 60, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).
As concentracbes de H,0, foram estimadas com base em curva de calibracdo preparada
com solucdes de H,0,. Os resultados foram expressos em mmol de H,0, g de matéria
fresca (Gay & Gebicki, 2000).

2.7 Determinacéo do aldeido malénico (MDA)

Foram macerados 0,2 g de massa fresca foliar em N, liquido seguido de
homogeneizacdo em 2 mL de é&cido tricloroacético (TCA) (0,1% p/v). O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x g por 15 min a 4 °C e o sobrenadante foi
coletado e utilizado nas determinagdes das concentracfes de MDA. Foram adicionados
500 uL do sobrenadante em um tubo de microcentrifuga contendo 1,5 mL da solucdo de
acido tiobarbiturico (TBA) (0,5%) em TCA 20%. As amostras foram incubadas por 2 h
a 90 °C em banho-maria. A reacdo foi parada em banho de gelo por 5 min. As amostras
foram centrifugadas a 13.000 x g por 4 min. A absorbancia da mistura da reacdo foi
determinada a 532 nm em espectrofotdmetro (Evolution 60, Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA). Utilizou-se para os célculos, o coeficiente de absortividade molar
de 155 mM cm™ e os resultados foram expressos em nmol g™ de material vegetal fresco
(Cakmak & Host, 1991).
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2.8 Determinacédo do extravasamento de eletrolitos (EE)

O extravasamento de eletrdlitos foi determinado conforme metodologia descrita
por Lima et al. (2002) com algumas modificacdes. Um total de 22 discos de 1 cm?
foram obtidos de trés folhas fisilogicamente mais expandidas de cada planta das
repeticGes de cada tratamento foram lavados por duas vezes em agua desionizada. Em
seguida, os discos foram colocados em 60 mL de agua desionizada a 25 °C. Apos 4 h,
foi realizada a primeira leitura da condutividade elétrica (CE1) em condutivimetro
(Tecnopon mCA-150, MS Tecnopon 21 Instrumentacdo Cientifica, Sdo Paulo). Em
sequida, as amostras foram incubadas a 90 °C por 2 h, sendo, entdo, determinada a
segunda leitura da condutividade elétrica (CE2). Esse procedimento foi realizado
juntamente com cada coleta feita para as analises enzimaticas. O extravasamento de
eletrolitos, em porcentagem foi obtido de acordo com férmula: EE (%) = (CE1/CE2) x
100.

2.9 Determinacéo da atividade de lipoxigenases (LOX, EC 1.13.11.12)

Para obtencdo do extrato para determinagdo enzimatica da LOX, 0,2 g de massa
fresca foliar foi macerado com N, liquido em almofariz com adicdo de
polivinilpirrolidona (PVP) até obtengdo de um pd fino. O p6 obtido foi homogeneizado
em 2 mL de tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8) contendo 1 mM de fluoreto
de fenilmetilsulfénico (PMSF) e 0,1 mM EDTA. O homogeneizado foi centrifugado a
12.000 x g por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi usado como extrato para
determinacdo da atividade da LOX. A reacdo foi iniciada ap6s adi¢do de 0,3 mL do
extrato a uma mistura contendo 2 mL de tampéo fosfato de sédio 50 mM (pH 6,0) e 0,3
uL do substrato linoleato de s6dio 10 mM. A mistura foi incubada em banho-maria por
4 min a 25 °C. A atividade da LOX sobre o acido linoléico foi determinada conforme
metodologia descrita por Axelrod et al. (1981). A absorbancia da mistura da reacéo foi
determinada de 10 em 10 s a 234 nm em espectrofotdmetro (Evolution 60, Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA) por um periodo de 2 min resultante da formacao de um
sistema de duplas ligagcdes conjugadas no hidroperéxido formado. Utilizou-se para os
célculos, o coeficiente de extingdo molar de 25.000 M cm™ e os resultados foram

expressos em pumol min™ mg™ de proteina.
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Todas as determinacOes enzimaticas foram realizadas em triplicata. A
concentracdo de proteinas utilizada para o célculo da atividade da LOX de cada amostra
foi determinada de acordo com a metodologia de Bradford (1976).

2.10 Determinacdo da concentracéo foliar de Si

Apdbs o término do experimento, as folhas das plantas das repeticdes de cada
tratamento foram coletadas, lavadas em agua destilada e secadas em estufa com
circulagdo forcada de ar a 70 °C durante 72h. Posteriormente, as folhas foram moidas
em moinho tipo Thomas-Wiley (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ), equipado com
peneira de 40 mesh. A concentracdo foliar de Si foi determinada por andlise

colorimétrica da digestdo alcalina de 0,1 g de tecido seco (Korndorfer et al., 2004).

2.11 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2 x 2. Os fatores estudados foram duas cultivares de algodoeiro e duas
doses de Si. Utilizaram-se seis repeti¢fes para avaliacdo de severidade e analise foliar
de Si e para atividade enzimética foram utilizadas apenas quatro repeticdes. Cada
unidade experimental foi composta por um vaso plastico contendo cinco plantas. Os
dados obtidos para cada variavel foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
as médias dos tratamentos comparadas pelos testes de Tukey ou test-t (P < 0,05)
utilizando-se o programa SAEG 9.1 (Universidade Federal de Vigosa, 2007). A
concentracéo foliar de Si foi correlacionada com AACPMR.

3. Resultados

3.1 Concentracéo foliar de Si e AACPMR

A concentragéo foliar de Si foi significativamente maior nas plantas supridas com
esse elemento com aumentos de 52% em relacdo as plantas ndo supridas (Tabela 1) e

aumentou em cerca de 47 % nas plantas das duas cultivares, quando comparadas com as
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plantas ndo supridas com Si (Tabela 2). A AACPMR reduziu em 38% nas plantas
supridas com Si em relacéo as plantas ndo supridas com esse elemento (Tabela 1).

3.2 Atividades das enzimas relacionadas com o metabolismo anti-oxidativo

A atividade da SOD nas plantas da cultivar NuOpal supridas com Si aumentou
significativamente aos 0 e 15 dai (Fig. 1A) e nas plantas da cultivar BRS Buriti até os
15 dai em relacéo as plantas ndo supridas com Si (Fig. 1B).

A atividade da CAT aumentou significativamente nas plantas das duas cultivares
ndo supridas com Si dos 12 aos 21 dai em relacdo as plantas supridas com Si (Fig. 2A e
B). Houve aumentos significativos na atividade da CAT nas plantas das duas cultivares
supridas com Si apenas aos 0 dai em relagdo as plantas ndo supridas com Si (Fig. 2A e
B).

A atividade da APX nas plantas da cultivar NuOpal supridas com Si aumentou
significativamente até os 18 dai, enquanto nas plantas da cultivar BRS Buriti este
aumento se estendeu até os 21 dai em relacdo as plantas ndo supridas com Si (Fig. 3A e
B).

A atividade da GR nas plantas da cultivar NuOpal ndo supridas com Si aumentou
significativamente aos 0 e 15 dai (Fig. 4A) e nas plantas da cultivar BRS Buriti apenas
aos 15 dai em relacdo as plantas supridas com Si (Fig. 4B). Houve aumento
significativo na atividade da GR nas plantas da cultivar NuOpal supridas com Si apenas
aos 21 dai (Fig. 4A) e nas plantas da cultivar BRS Buriti aos 0, 12 e 21 em relacéo as

plantas ndo supridas com Si (Fig. 4B).

3.3 Concentracao de H,0;

A concentracdo de H,O, aumentou significativamente nas plantas das cultivares
NuOpal e BRS Buriti supridas com Si aos 18 e 15 dai, respectivamente, em relagdo as
plantas ndo supridas com Si (Fig. 5A e B).

3.4 Concentragdo de MDA

As maiores concentragdes de MDA ocorreram nas plantas das duas cultivares ndo
supridas com Si até os 15 dai, em relagdo as plantas supridas com esse elemento (Fig.
6A e B).
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3.5 Extravasamento de eletrolitos (EE)

O EE aumentou significativamente nas plantas das cultivares NuOpal e BRS
Buriti ndo supridas com Si dos 0 aos 21 dai e dos 15 aos 21 dai, respectivamente, em

relagdo as plantas supridas com Si (Fig. 7A e B).

3.6 Atividade da LOX

A atividade da LOX aumentou significativamente nas plantas supridas com Si da
cultivar NuOpal aos 0, 12 e 18 dai em relacdo as plantas ndo supridas com Si (Fig. 8A).
Houve aumento significativo na atividade da LOX nas plantas da cultivar NuOpal nao
supridas com Si aos 15 dai em relacéo as plantas supridas com Si (Fig. 8A). A atividade
da LOX aumentou significativamente nas plantas da cultivar BRS Buriti supridas com
de Si apenas aos 12 dai em comparacdo as plantas nao supridas com Si (Fig. 8B).
Houve aumentos significativos na atividade da LOX nas plantas da cultivar BRS Buriti

ndo supridas com Si aos 15 e 21 dai em relagdo as plantas supridas com Si (Fig. 8B).

4. Discussao

O presente estudo apresenta as primeiras informacGes sobre as enzimas
envolvidas no metabolismo antioxidativo das plantas de algoddo inoculadas por R.
areola e potencializadas pelo Si. O fornecimento desse elemento contribuiu para
aumentar a atividade das enzimas SOD, APX e GR no patossistema algoddo - R. areola,
impactando negativamente o progresso da mancha de ramuléria, comprovado pela
reducdo da AACPMR, indicando possivel envolvimento do Si na potencializacdo da
resisténcia a R. areola em plantas de algoddo. Estes resultados se assemelham a outros
estudos que demonstraram os efeitos benéficos do Si em reduzir a intensidade de
doengas em culturas economicamente importantes (Datnoff et al., 2007; Rodrigues et
al., 2009).

A atividade das enzimas antioxidantes (SOD, APX e CAT) € geralmente
incrementada para promover melhor eliminacdo das ERO e uma maior protecéo celular
contra danos oxidativos (Asada, 1999; Mittler, 2002; Blokhina et al., 2003; Reddy et al.,

2004; Jaleel et al., 2009). Para evitar danos oxidativos, atividade da APX n&o deve ser
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apenas alta, mas suficientemente equilibrada, de forma que possa eliminar o H,0,
gerado pela agdo da SOD (Asada et al., 1999). No presente estudo, a maior atividade da
SOD que, potencialmente acarreta maior producdo de H,O,, foi acompanhada de
incrementos nas atividades da APX e GR, ainda que a atividade da CAT nao tenha sido
alterada pelo Si. Tomados em conjunto, estes resultados sugerem um papel de destaque
das enzimas APX e GR, na medida em que se observaram redugdes significativas na
concentracdo de H,0,. Isso explicaria, pelo menos em parte, as redugdes no
extravassamento de eletrolitos e menor peroxidacéo lipidica. De qualquer modo, como a
atividade da SOD e APX foram maiores nas plantas de algoddo supridas com Si da
cultivar BRS Buriti, pode-se inferir que esta cultivar, por ser considerada
moderadamente resistente, apresenta outros mecanismos de defesa que contribuiram
para a reducdo de H,O,, MDA e EE. Assim, a detoxificacdo de O, nessas plantas pode
ser parcialmente resultante da atividade da SOD nos cloroplastos (Mittler, 2002), como
também O, com o ascorbato ou com a glutationa reduzida (Mittler, 2002; Jaleel et al.,
2009). Zhu et al. (2004), relataram aumento na atividade da SOD, APX, GR com
excecdo da CAT em plantas de pepino supridas com Si e mantidas sob estresse salino.
Os resultados obtidos neste estudo para o H,O, reforcam a hipétese de que o Si pode
potencializar o aumento das atividades das enzimas no metabolismo antioxidativo de
plantas sob condi¢des de estresse. Resultados semelhantes foram obtidos por Al-
Aghabary et al. (2004), que demonstraram, em plantas supridas com Si, reducdo na
producdo de H,O; induzida pela salinidade.

Altas concentracfes de MDA produzidos durante a peroxidacdo de lipideos é um
forte indicador dos danos celulares causados nas membranas, o que resulta em aumento
na magnitude do EE (Liang et al., 2003). A menor AACPMR nas plantas supridas com
Si indica, indiretamente, uma menor colonizacdo do fungo nos tecidos foliares o que é
associada com a menor concentragdo de H,O,, de MDA e de EE. No presente estudo, as
concentracdes foliares de MDA evidenciaram claramente que as plantas de algodéo
sofreram danos oxidativos nos lipidios da membrana, com efeitos na sua
permeabilidade, principalmente nas plantas ndo supridas com Si. Efeitos benéficos do Si
atuando na integridade da membrana plasmatica ja foram relatados em plantas de
tomate e pepino sob condigdes de estresse salino (Al-Aghabary et al., 2004; Zhu et al.,
2004). Porém, a magnitude dos danos oxidativos difere entre espécies ou gendtipos e

em resposta a intensidade e duracdo do estresse (Sgherri et al., 2000).
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Liang et al. (1996, 2003) demonstraram que a concentracdo de MDA e EE foram
menores nas plantas de cevada supridas com Si sob condicGes de estresse. Esses estudos
se assemelham com os dados obtidos no presente estudo, em que as plantas de algodéo
das duas cultivares supridas com Si apresentaram menores concentracdes foliares de
MDA e EE. Além disso, Liang et al. (2006) mostraram que, com o fornecimento de Si
as plantas de cevada, a atividade da H+- ATPase da membrana plasmatica foi maior e
consequentemente, a estabilidade dos lipidios nelas contidos foi maior.

O aumento da atividade da LOX foi constatado nas plantas supridas com Si até os
12 dai nas duas cultivares, indicando sua participacdo na resposta da planta de algodao
ao ataque do patdgeno. As LOX sdo enzimas que catalisam a hidroperoxidacdo de
acidos graxos poli-insaturados, produzindo hidroperdxidos de acidos graxos, e estdo
envolvidas na biossintese de compostos regulatérios, tais como o acido jasménico e
aldeidos (Bunker et al., 1995); no crescimento e desenvolvimento das plantas (Siedow,
1991); na resposta a ferimentos (Vieira et al., 2001); e resisténcia a patdgenos (Croft et
al., 1993). Os resultados desse estudo podem ter alguma relagdo com as observagdes
feitas por Vaughn & Gardner (1993), que relataram que os aldeidos e oxiacidos podem
causar efeito inibitorio sobre o crescimento de fungos patogénicos. Além disso, tem
sido relatado que a magnitude da atividade de LOX no tecido vegetal pode variar como
resposta fisioldgica da planta a diferentes tipos de estresses (Silva et al., 2001). Esses
autores ainda observaram que a LOX aumentou em plantas de soja infectadas por
Diaphorte phaseolorum f. sp. meridionalis.

No presente estudo, os resultados sugerem que o Si afetou a fisiologia das plantas
de algoddo infectadas por R. areola, auxiliando na manutencdo da integridade da
membrana plasmatica. Além disso, o sistema enzimético nas plantas supridas com Si
(especificamente as enzimas SOD, APX e GR) sugere que, talvez, essas enzimas
estejam envolvidas na potencializacdo da resisténcia do algoddao a mancha de ramularia

mediada pelo Si.
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Tabela 1. Concentracdo foliar de silicio (Si) e a area abaixo da curva do progresso da
mancha de ramuléria (AACPMR) em plantas de algoddo cultivadas em solucdo nutritiva
contendo (+Si) ou ndo (-Si) e inoculadas com Ramularia areola.

Tratamentos Si (dag/kg) AACPMR
-Si 0,38 94,30
+Si 0,79 61,46
teste-t 0,06 22,95
C.V. (%) 27,78 36,47

*significativo a 5% de probabilidade pelo teste-t.
C.V. = coeficiente de variagéo.

Tabela 2. Concentracdo foliar de silicio (Si) em plantas de algoddo das cultivares
NuOpal e BRS Buriti cultivadas em solu¢do nutritiva contendo (+Si) ou nédo (-Si) e
inoculadas com Ramularia areola.

Cultivares
Tratamentos NuOpal BRS Buriti
-Si 0,48 0,30
+Si 0,88 0,58
teste-t 0,06 0,05
C.V. (%) 15,38 12,26

*significativo a 5% de probabilidade pelo teste-t.
C.V. = coeficiente de variagéo.
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Figura 1. Atividade da superoxido dismutases (SOD) em folhas de plantas de algodao
das cultivares NuOpal (A) e BRS Buriti (B) cultivadas em solucéo nutritiva contendo
(+Si) ou ndo (-Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia areola. Barras em cada ponto
representam o desvio padrdo da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de

asterisco (*) séo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste-t. n =4
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Figura 2. Atividade de catalases (CAT) em folhas de plantas de algod&o das cultivares
NuOpal (A) e BRS Buriti (B) cultivadas em solu¢édo nutritiva contendo (+Si) ou nédo (-
Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia areola. Barras em cada ponto representam o
desvio padrdo da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) sdo

significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste-t. n = 4
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Figura 3. Atividade da ascorbato peroxidases (APX) em folhas de plantas de algodao
das cultivares NuOpal (A) e BRS Buriti (B) cultivadas em solucéo nutritiva contendo
(+Si) ou ndo (-Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia areola. Barras em cada ponto
representam o desvio padrdo da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de

asterisco (*) sdo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste-t. n =4
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Figura 4. Atividade da glutationa redutase (GR) em folhas de plantas de algoddo das
cultivares NuOpal (A) e BRS Buriti (B) cultivadas em solugédo nutritiva contendo (+Si)
ou ndo (-Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia areola. Barras em cada ponto
representam o desvio padrdo da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de

asterisco (*) sao significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste-t. n =4
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Figura 5. Concentracdo de peréxido de hidrogénio (H,0O,) em folhas de plantas de
algoddo das cultivares NuOpal (A) e BRS Buriti (B) cultivadas em solugdo nutritiva
contendo (+Si) ou nédo (-Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia areola. Barras em
cada ponto representam o desvio padrdo da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si
seguidas de asterisco (*) sdo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste-t. n = 4.

MF = massa fresca.
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Figura 6. Concentracdo de aldeido mal6nico (MDA) em folhas de plantas de algodao
das cultivares NuOpal (A) e BRS Buriti (B) cultivadas em solucéo nutritiva contendo
(+Si) ou ndo (-Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia areola. Barras em cada ponto
representam o desvio padrdo da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de
asterisco (*) sao significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste-t. n = 4. MF = massa

fresca.
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Figura 7. Extravassamento de eletrélitos (EE) em folhas de plantas de algoddo das
cultivares NuOpal (A) e BRS Buriti (B) cultivadas em solugdo nutritiva contendo (+Si)
ou ndo (-Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia areola. Barras em cada ponto
representam o desvio padrdo da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de

asterisco (*) séo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste-t. n =4
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Figura 8. Atividade de lipoxigenases (LOX) em folhas de plantas de algoddo das
cultivares NuOpal (A) e BRS Buriti (B) cultivadas em solugdo nutritiva contendo (+Si)
ou ndo (-Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia areola. Barras em cada ponto
representam o desvio padrdo da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de

asterisco (*) sdo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste-t. n =4
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CAPITULO 3

Alterac6es no Metabolismo Fotossintético de Plantas de Algodao

Supridas com Silicio e Infectadas por Ramularia areola
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Resumo

Tem sido atribuido ao Silicio (Si) o beneficio da reducdo da severidade de importantes
doencas fungicas, além de ter influéncia positiva sobre a capacidade fotossintética das
plantas de diversas culturas economicamente importantes. Objetivou-se com este estudo
investigar o efeito do Si sobre a capacidade fotossintética de plantas de algoddo das
cultivares NuOpal (suscetivel) e BRS Buriti (moderamente resistente) infectadas por
Ramularia areola e supridas ou ndo com Si. Avaliaram-se 0s parametros de trocas
gasosas: taxa liquida de fixacdo do CO; (A), condutancia estomatica (gs), transpiracdo
(E), razdo entre a concentracdo interna e ambiente de CO, (Ci/C,), a eficiéncia
intrinseca da fotossintese (A/C;) e a concentracdo de pigmentos. A concentracdo foliar
de Si foi aumentada e houve decréscimo na area abaixo da curva do progresso da
mancha de ramularia (AACPMR) em plantas supridas com Si em relacdo as plantas nao
supridas com esse elemento. A infeccdo por R. areola em plantas de algodao afetou
todos os parametros de trocas gasosas nas plantas das duas cultivares. Houve reducéo da
A, da gs, da E e na eficiéncia intrinseca da fotossintese. O fornecimento de Si as plantas
de algoddo das duas cultivares aumentou a A em paralelo a aumentos em ¢gs. O
fornecimento de Si aumentou as concentracfes de clorofila a (cly), clorofila b (cly) e
carotendides nas plantas das duas cultivares em pontos isolados nos estadios avangados
da infeccdo. Os resultados deste estudo sugerem que o Si pode interagir com muitos
componentes do sistema fisioldgico do algoddo, potencializando sua resisténcia ao

patégeno.
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1. Introducéo

A cultura do algoddo herbaceo (Gossypium hirsutum L. r. latifolium Hutch), além
da significativa importancia socioecondmica para o sistema agroindustrial do Brasil e
do mundo, tem adquirido consideravel destaque pela sua suscetibilidade a diversas
doencas causadas por microrganismos (Suassuna & Coutinho, 2011). Dentre as doengas
que afetam a cultura do algodao, a mancha de ramuléria, causada pelo fungo Ramularia
areola (Atk.), destaca-se por causar perdas consideraveis ao algoddo (Aquino et al.,
2008). Esse fungo causa lesdes angulosas de aspecto farinaceo entre as nervuras,
podendo ocorrer em todo o limbo foliar em estadios mais avancados de incidéncia
(Suassuna & Coutinho, 2011). O controle dessa doenga é feito unicamente mediante
uso de fungicidas (Andrade et al., 1999).

Sabe-se que os danos causados pelos patdgenos as plantas sao inimeros, mas o
prejuizo especificamente na sua fisiologia merece destaque por causar alteragdes sobre
o0s processos fotossintéticos (Berger et al., 2007). Diversos trabalhos tém relatado que as
infeccbes por patdgenos tém levado a modificagdes no aparato fotossintético,
principalmente no decréscimo na taxa de fotossintese e condutancia estomatica. Pode
haver reducdo da taxa fotossintética proveniente da reducdo da condutancia estomatica
ou retroinibicdo metabolica da fotossintese ou ainda ocasionado por um dano direto no
aparato fotossintético (Bastiaans, 1993; Lichtenthaler & Miehé, 1997; Chou et al., 2000;
Berger et al., 2007). Alguns parametros fotossintéticos relacionados com as trocas
gasosas e a concentragdo de pigmentos tém extrema importadncia por serem
considerados indicadores essenciais do comportamento da atividade fotossintética em
plantas sob condicBes de estresse, incluindo o causado pela infecgdo por patégenos
(Berger et al., 2007).

Tem sido relatado em inumeros trabalhos que o fornecimento de Si as plantas €
capaz de reduzir a intensidade de vérias doencas (Datnoff et al., 2007) e essa reducdo
pode ser explicada pela silicificacdo das células epidérmicas, o que atrasaria a
penetracdo do patdgeno nas células foliares (Seebold et al., 2001). Entretanto, ainda ndo
é totalmente entendido o envolvimento do Si na biologia e fisiologia das plantas
superiores, mesmo trazendo inumeros beneficios a varias espécies de plantas,
especialmente sob condicBes de estresses bidticos (Ma, 2004) ou abidticos (Ma &
Yamaji, 2006).
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N&o existe nenhuma informacao na literatura sobre o efeito do Si nos processos
fotossintéticos na interacdo algoddo - R. areola. Dessa forma, este estudo tenta
demonstrar o efeito benéfico do Si sob a maquinaria fotossintética reforcando a hipdtese
de que esse elemento esteja envolvido nos mecanismos de defesa das plantas contra o
ataque dos patdgenos, minimizando 0s prejuizos causados por esses no aparato
fotossintético. Assim, objetivou-se, com este estudo, investigar o efeito do Si nas trocas
gasosas e na concentracdo de pigmentos em plantas de algod&o infectadas por R. areola.

2. Material e Métodos

2.1 Preparo da solucdo nutritiva e crescimento das plantas de algodéo: a solugédo
nutritiva usada neste estudo foi preparada de acordo com Hoagland & Arnon (1950)
com algumas modificages e foi constituida de: 6,0 mM KNOs; 1,0 mM NH4H,POy; 2,0
mM MgS0O,.7H,0; 4,0 MM Cay(NO3);; 0,3 uM CuS0O4.5H,0; 1,3 uM ZnS0,4.7H,0; 46
UM H3BOs3; 12,6 uM MnCl,.4H,0; 0,1 uM (NHy) sM070,4.4H,0; 45 uM FeSO,4.7H,0
e 45 uM EDTA bisodico. O Si, fornecido como &cido monosilicico foi obtido pela
passagem do silicato de potassio através da resina de troca de cations (Amberlite IR-
120B, H* forma, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo) (Ma et al., 2002). As concentracdes de Si
utilizadas foram de 0 e 2 mM. A adicdo do acido monosilicico a solugdo nutritiva ndo

alterou o seu pH.

Sementes de algoddo das cultivares NuOpal e BRS Buriti foram esterilizadas em
solucdo de hipoclorito de s6dio 10% por dois minutos e, posteriormente, lavadas em
agua destilada por trés minutos e germinadas em leito de areia lavada e autoclavada.
Dez dias ap6s a germinacdo, cinco plantulas foram transferidas para vasos plasticos
contendo 5 L de solucdo nutritiva. As plantulas foram mantidas em solugdo nutritiva
com meia forca ibnica, contendo ou ndo &cido monosilicico. Apds sete dias, a
concentracédo da solucéo utilizada foi modificada para forca total. A solucéo nutritiva foi
aerada, trocada a cada quatro dias ou quando a condutividade elétrica atingiu 85% do
valor inicial. O pH da solucdo nutritiva foi verificado diariamente e mantido a 5,5 e 6,0
empregando solugdes de NaOH ou HCI (1 M) quando necessario. As plantas foram
cultivadas em casa de vegetacdo do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade

Federal de Vigosa.
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2.2 Obtencdo e preparo do inoculo de R. areola e inoculacdo das plantas de
algodéao: folhas de plantas de algoddo da cultivar NuOpal cultivadas no campo
experimental Prof. Diogo Alves de Melo da UFV e apresentando sintomas da
mancha de ramularia foram coletadas, acondicionadas em sacos plasticos e
trazidas para o Laboratorio da Interacdo Planta-Patdgeno do Departamento de
Fitopatologia da UFV. O inoculo foi preparado lavando as folhas em &gua
destilada contendo gelatina (1% p/v) com o auxilio de um pincel de cerdas macias para
uma melhor remoc¢éo dos conidios. Posteriormente, a suspensdo obtida foi filtrada em
camada dupla de gaze estéril para a retirada de possiveis impurezas e ajustada para a
concentracdo de 1,5 x 10° conidios/mL com o auxilio de um hemacitémetro.

Plantas de algoddo no estadio V4 (30 dias ap6s a emergéncia) (Marur & Ruano,
2001) foram inoculadas com a suspensdo de conidios de R. areola com o auxilio de um
atomizador (VLS-Set Airbrush, Paache Airbrush Company, USA) cobrindo
homogeneamente as superficies abaxial e adaxial das folhas. Posteriormente, as plantas
foram mantidas em camara de nevoeiro (temperatura de 25 £ 2 °C e umidade relativa de
+ 90%) por 48 h e, em seguida, transferidas para cdmaras de crescimento com
temperatura de 25 £ 5 °C, umidade relativa de 50 + 5% pertencentes ao Departamento
de Fitopatologia da UFV. As plantas permaneceram nessas camaras até o final do

experimento.

2.3 Avaliacdo da severidade da mancha de ramuléria: a severidade da mancha de
ramularia nas plantas de algodao foi avaliada a partir do 10° dia apds inoculacdo (dai)
utilizando-se uma escala diagramatica proposta por Aquino et al. (2008). Os dados da
severidade foram usados para calcular a area abaixo da curva do progresso da mancha
de ramuléria (AACPMR) através da integracdo trapezoidal das curvas de progresso da

doenca de acordo com a férmula proposta por Shaner & Finney (1977).

2.4 Determinacdo das trocas gasosas: as trocas gasosas foram determinadas
utilizando-se um sistema portatil de medigdo de trocas gasosas (LC pro+, Analytical
Development Company, Hoddesdon, Reino Unido). A taxa liquida de fixa¢do do CO,
(A), a condutancia estomatica (gs), a transpiracdo (E), a razdo entre a concentragdo
interna e ambiente de CO; (Ci/C,) e a eficiéncia intrinseca da fotossintese (A/C;) foram
determinadas na quarta folha do &pice para a base nas plantas (estadio V5; Marur &

Ruano, 2001). As avaliagdes foram realizadas no periodo das 7:30 as 11:30 h, em
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sistema aberto sob irradiancia de saturagdo de 1000 pmol m? s

e concentragao
atmosférica de CO, (C,) de ~ 390 pmol mol™ A umidade relativa do ar foi de =~ 80 +
5% e a temperatura foliar variou de 27 a 33 °C. Para estimular a atividade plena da
maquinaria fotossintética, as plantas foram mantidas por 30 min fora da camara de
nebulizacdo, sob pleno sol, antes das avaliacfes. As medicdes foram realizadas aos 12,
15, 18 e 21 dai. As avaliacGes também foram realizadas nas plantas ndo inoculadas com

R. areola (0 h).

2.5 Determinacdo da concentracdo de pigmentos: amostras de 100 mg da quarta
folha das plantas foram coletados aos 0, 12, 15, 18 e 21 dai. As amostras foram
trituradas em nitrogénio (N,) liquido contendo 0,1 g de carbonato de célcio e, em
seguida, homogeneizadas com 2 mL de acetona 80% (v/v) por 1 minuto sob luz verde.
A suspensdo resultante foi filtrada em papel de filtro Whatman # 1. O residuo foi lavado
por trés vezes em acetona a 80% e o volume final completado em baldo volumétrico
para 25 mL com o mesmo solvente. As absorbancias dos extratos foram lidas em
espectrofotometro (Evolution 60, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) nos
comprimentos de onda de 470, 646,8 e 663,2 nm. As concentracdes de clorofila a (cl,),

clorofila b (clp) e carotenoides foram estimadas de acordo com Lichtenthaler (1987).

2.6 Determinacdo da concentracdo foliar de Si: apds o término do experimento, as
folhas das plantas das repeticGes de cada tratamento foram coletadas, lavadas em agua
destilada e secadas em estufa com circulacdo forcada de ar a 70 °C durante 72h.
Posteriormente, as folhas foram moidas em moinho tipo Thomas-Wiley (Thomas
Scientific, Swedesboro, NJ), equipado com peneira de 40 mesh. A concentracdo foliar
de Si foi determinada por andlise colorimétrica da digestdo alcalina de 0,1 g de tecido
seco (Korndorfer et al., 2004).

2.7 Delineamento experimental e andlise estatistica: foram conduzidos dois
experimentos sendo o primeiro (Exp. 1) para avaliar a severidade da mancha de
ramularia, as trocas gasosas e a concentracdo foliar de Si e o segundo (Exp. 2) para
obter amostras para as determinag0es das concentragdes de pigmentos. O Exp 1 foi
instalado em delineamento em blocos casualizados em esquema fatorial 2 x 2 x 2,
constituido de duas cultivares, duas doses de Si e duas formas de inoculagdo e com dez

repeticdes. O Exp. 2 foi instalado em delineamento experimental inteiramente
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casualizado num esquema fatorial 2 x 2 com quatro repeti¢cbes. Os fatores estudados
foram: duas cultivares de algoddo e duas doses de Si. Cada unidade experimental foi
constituida por um vaso plastico contendo cinco plantas de algod&o. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as medias dos tratamentos foram
comparadas pelos testes de Tukey ou test-t (P < 0,05) utilizando-se o programa SAEG
9.1 (Universidade Federal de Vigosa, 2007). A AACPMR foi correlacionada com os

parametros fotossintéticos e esses também foram correlacionados entre si.

3. Resultados

3.1 AACPMR e concentracéo foliar de Si

Houve interacdo significativa entre os fatores cultivares x doses de Si para a
AACPMR e para a concentracdo foliar de Si (Tabela 1). A concentracdo foliar de Si
aumentou em 67% e foi acompanhada de reducéo de 36% na AACPMR nas plantas das
duas cultivares supridas com Si em relagdo as plantas ndo supridas com esse elemento
(Tabela 1).

3.2 Trocas gasosas

Houve efeito significativo do fator blocos para todas as variaveis de trocas
gasosas (Tabela 2). Houve efeito significativo do fator cultivares para as variaveis A, gs
e E (Tabela 2). Houve efeito significativo do fator inoculacéo e do fator doses de Si para
as variaveis A, gs, E e A/C; (Tabela 2). A interagdo entre os fatores cultivares x
inoculacdo foi significativa para as variaveis A e gs (Tabela 2); a interacdo entre 0s
fatores cultivares x doses de Si foi signifcativa para as variaveis A, gs € E (Tabela 2); a
interacdo entre os fatores inoculacdo x doses de Si foi significativa para as variaveis A,
gs e E (Tabela 2); e a interagdo entre os fatores cultivares x inoculagdo x doses de Si foi
significativa para as varidveis A, gs e E (Tabela 2).

A A e gs aumentou significativamente nas plantas da cultivar NuOpal supridas
com Si e ndo-inoculadas com R. areola aos 12, 15, 18 e 21 dai (Fig. 1A e 2A) e nas
plantas da cultivar BRS Buriti aos 15, 18 e 21 dai, quando comparadas com as plantas
ndo supridas com Si (Fig. 1B e 2B). A A foi menor em todas as épocas de avaliagdes
nas plantas inoculadas e supridas com Si da cultivar NuOpal (Fig. 1C) e nas plantas da
cultivar BRS Buriti (Fig. 1D) em relagdo as plantas ndo inoculadas, porém foram

superiores as plantas ndo supridas com Si (Fig. 1C e D).
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Houve decréscimo em gs nas plantas inoculadas e supridas com Si da cultivar
NuOpal (Fig. 2C) e nas plantas da cultivar BRS Buriti (Fig. 2D), quando comparadas
com as plantas ndo-inoculadas, porém esses decréscimos foram maiores nas plantas nao
supridas com Si.

A E aumentou significativamente nas plantas ndo-inoculadas e supridas com Si da
cultivar NuOpal aos 0, 12, 15 e 18 dai (Fig. 3A), e nas plantas da cultivar BRS Buriti
aos 0, 15, 18 e 21 dai (Fig. 3B), quando comparadas com as plantas ndo supridas com
Si. A E decresceu nas plantas inoculadas e ndo-supridas com Si da cultivar NuOpal
(Fig. 3C), e nas plantas da cultivar BRS Buriti (Fig. 3D).

A razdo Ci/C, aumentou significativamente nas plantas ndo-inoculadas e néo
supridas com Si da cultivar NuOpal aos 12, 18 e 21 dai (Fig. 4A), e nas plantas da
cultivar BRS Buriti aos 15 e 18 dai (Fig. 4B) quando comparadas com as plantas
supridas com Si. Houve decréscimo na razdo Ci/C, nas plantas inoculadas e supridas
com Si da cultivar NuOpal (Fig. 4C) e nas plantas da cultivar BRS Buriti (Fig. 4D) em
relacdo as plantas ndo inoculadas das duas cultivares, porém esses decréscimos foram
maiores nas plantas ndo supridas com esse elemento.

A A/C; aumentou significativamente nas plantas ndo-inoculadas e supridas com Si
da cultivar NuOpal aos 12 e 15 dai (Fig. 5A) e nas plantas da cultivar BRS Buriti aos 12
e 21 dai (Fig. 5B) em relacéo as plantas ndo supridas com Si. Houve decréscimo na A/C;
nas plantas inoculadas e supridas com Si da cultivar NuOpal (Fig. 5C) e da cultivar
BRS Buriti (Fig. 5D) em relacdo as plantas ndo inoculadas dessas cultivares, porém o0s

decréscimos foram maiores nas plantas ndo supridas com Si.

3.3 Concentracgdes de pigmentos

Houve efeito significativo do fator blocos para as varidveis concentracdo de cly, e
cla/cly (Tabela 2).

Nas plantas da cultivar NuOpal supridas com Si, houve aumento significativo na
concentracdo de cl, aos 18 e 21 dai (Fig. 6A), na concentracdo de cl, apenas aos 21 dai
(Fig. 6B), na relacdo cly/cl, aos 0, 12 e 18 dai (Fig. 6C) e na concentragdo de
carotenoides aos 0, 12 e 18 dai (Fig. 6D) em relacdo as plantas ndo supridas com Si.

Nas plantas cultivar BRS Buriti supridas com Si, a concentracdo de cl, e de cly
aumentou significativamente apenas aos 18 dai (Fig. 7A e B), houve reducéo da relacéo
cly/cly (Fig. 7C) e para a concentracdo de carotendides, os maiores valores foram aos 12
dai (Fig. 7D) em relacdo as plantas ndo supridas com Si.
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3.4 Correlacao de Pearson

Houve correlagdo negativa significativa entre a AACPMR e as variaveis A, gs, E,
Ci/Ca nas plantas supridas com Si das duas cultivares (Tabelas 3 e 4). A correlagéo
entre a AACPMR e A/C; nas plantas supridas com Si para as duas cultivares foi positiva

significativa (Tabelas 3 e 4).

4. Discusséo

Tem sido amplamente documentados na literatura para diversas doencas de
plantas a ocorréncia de decréscimos da fotossintese sob condicdes de estresse (Berger et
al., 2007; Chou et al., 2000). No presente estudo, o decréscimo dos parametros de trocas
gasosas A, gs e E confirmaram o efeito negativo da infeccdo por R. areola no aparato
fotossintético das plantas de algodéo, pois apds o aparecimento dos sintomas da mancha
de ramularia nas plantas de algodao, houve diminuicdo da taxa de fotossintese. No
entanto, os maiores valores dos parametros de trocas gasosas foram observados nas
plantas supridas com Si e por consequéncia houve uma reducdo da AACPMR em
relacdo as plantas ndo supridas com esse elemento, fortalecendo a hipotese de que esse
elemento pode impactar positivamente ou minimizar os danos causados pelo patdgeno
R. areola em plantas de algoddo. Os resultados obtidos neste estudo foram semelhantes
aos encontrados por Xavier Filha et al. (2011), os quais observaram reducdo na area
abaixo da curva de progresso da brusone (AACPB) em plantas de trigo supridas com Si.

Sabe-se que o decréscimo em A pode ocorrer logo apds a infeccdo por patdgenos e
aliado a uma menor gs sdo restricdes primordiais por consequéncia da alteracdo no
aparato fotossintético das plantas doentes (Berger et al., 2007). Reduc¢des na magnitude
ou nos valores dos parametros fotossintéticos limitam o influxo de CO, as folhas
(Dallagnol et al., 2011). E provavel que a atividade de enzimas envolvidas na fixacdo do
CO, tenha sido comprometida, pois o efeito da infeccdo por R. areola nas variaveis
relacionadas com as trocas gasosas foi maior nos estadios avancados da infeccdo. A
reducdo na transpiracdo pode estd relacionada com a destruicdo da cuticula, dos
estdmatos e rompimento do limbo foliar que afetam diretamente a gs nas plantas
doentes. Bastiaans (1993) observou que a infeccdo por Magnaporthe grisea, nas plantas
de arroz, reduziu a fotossintese e o tecido verde da folha ao redor das lesdes devido a
uma reducdo na area foliar verde. Ja nas folhas de trigo infectadas por Puccinia
coronata, a fotossintese foi drasticamente inibida, indicando que o aparelho

fotossintético foi severamente danificado (Scholes & Rolfe, 1996). Pode-se, entdo,
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sugerir que reducdes em A decorrentes da infec¢do por R. areola em plantas de algodédo
estdo relacionadas com as limitagGes no influxo de CO; e a fixacdo de CO; a nivel dos
cloroplastos.

Danos nos fotossistemas do aparato fotossintético em decorréncia da infeccdo por
R. areola em plantas de algoddo pode ter contribuido para os baixos valores dos
parametros de trocas gasosas, principalmente A e gs na presencdo ou ndo de Si nas
plantas inoculadas pelo patdégeno. Decréscimos paralelos em A e gs mostram que 0
fechamento estomatico esteve envolvido na reducdo da fotossintese durante o processo
infeccioso da R. areola. Em outros patossistemas observa-se um decréscimo no
transporte de elétrons da cadeia fotossintética, indicando redugdo na eficiéncia do uso
da luz e por conseqiiéncia, um acréscimo no excesso de energia de excitacdo (Butler,
1978).

As plantas supridas com Si inoculadas com R. areola apresentaram valores
ligeiramente maiores de A e gs em comparacdo as plantas que ndo receberam o
fornecimento desse elemento. Todavia, estes valores foram inferiores em comparacao
aos observados nas plantas ndo inoculadas com R. areola. Entdo, os parametros de
trocas gasosas podem esta relacionados entre si, permitindo um maior influxo de CO,,
resultando em menores valores de E. Isso pode ser um reflexo da menor gs
demonstrando que houve uma menor perda de vapor d’agua em relagdo as plantas ndo
supridas com esse elemento. O acimulo de Si proporciona uma protecdo mecanica a
epiderme aumentando a resisténcia a seca, fazendo com que o Si acumulado nas laminas
foliares forme uma dupla camada de silica-celulose. Como consequéncia, hd uma
diminuicdo da permeabilidade do vapor de &4gua, o que limita a perda de dgua através da
cuticula (Ma et al., 2001).

Os resultados do presente estudo foram contrarios aos obtidos por Agarie et al.
(1998), os quais encontraram menor taxa de transpiracdo em plantas de arroz supridas
com Si. Mas, semelhantes aos de Hattori et al. (2005) que observaram maior taxa de
transpiracdo, condutancia estomatica em plantas de sorgo submetidas a déficit hidrico e
supridas com Si, em relaco as plantas n&o supridas com esse elemento. E possivel que
o fornecimento de Si tenha colaborado para aumentar a resisténcia das duas cultivares,
reduzindo os danos ocasionados pela mancha de ramulédria e simultaneamente
aumentando as taxas fotossintéticas. Provavelmente o fornecimento do Si tenha uma
relacdo positiva com aumento na A e na redugdo das taxas transpiratorias. Pode-se

inferir que as redugdes em A provocadas pela infeccdo por R. areola em plantas de
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algodéo estdo relacionadas a limita¢6es no influxo de CO; nas folhas, mas também com
limitagcdes bioquimicas para a fixagdo de CO, a nivel de cloroplasto.

No presente estudo, a colonizacdo dos tecidos foliares pelo patégeno reduziu a
concentracdo dos pigmentos nas plantas de algoddo, principalmente para a cultivar
NuOpal. Observou-se que nesta cultivar, as concentracdes de cl, e cl, foram inferiores
nas plantas inoculadas que ndo receberam o fornecimento do Si, porém os carotenoides
foram os que sofreram menor alteracdo. Nas plantas que receberam Si estas
concentracdes foram maiores apenas nos estadios mais avancados da infeccéo. Pode-se
dizer que o Si afetou as concentracdes de pigmentos possivelmente devido ao seu efeito,
atuando como barreira fisica impedindo a penetragdo das hifas do patégeno, o que
reduziu os indices de infec¢do, comprovados pelas menores AACPMR. Estes resultados
diferem com os obtidos por Dallagnol et al., (2011), os quais mostraram que em
estddios mais avancados da infeccdo por Bipolaris oryzae em plantas de arroz
ocorreram reducdes nas concentracOes de cl,, e cly,,. Esses resultados sdo normalmente
esperados quando ocorre a colonizagao dos tecidos foliares pelo patdgeno.

Considerando que a degradacdo de cl, ndo foi manifestada sob forma de lesdes
necroticas nas plantas inoculadas ndo supridas com Si da cultivar NuOpal, é possivel
que tal degradacdo seja uma estratégia de regulacdo da absorcdo e transferéncia de
energia luminosa entre fotossistemas, evitando ou atenuando uma super-reducdo da
cadeia fotoquimica da fotossintese que favorece a producdo de ERO (Munné-Bosch &
Alegre, 2000). Além disso, o fechamento estomatico, devido a reducdo na gs, interfere
na cadeia de transferéncia de elétrons e reduz a entrada de CO, nos cloroplastos durante
o ciclo de Calvin. Com isso, havera excesso de NADPH e os elétrons originarios da
quebra da molécula de agua no fotossistema Il ndo terdo disponiveis NADP" para
reduzi-lo. Assim, havera um forte aumento na quantidade de elétrons, que por sua vez,
provocardo foto-oxidacao da clorofila nas antenas do fotossistema (Bacelar et al., 2006).
Chen et al. (2011) mostraram aumento nas concentracdes de clorofilas em plantas de
arroz, sob estresse hidrico. Isso pode ter alguma relacdo com a maior eficiéncia
fotoquimica das plantas.

Todavia, os resultados indicam que as plantas de algod&o supridas com Si foram
pouco eficientes nas suas concentracgdes de clj, cl, e carotendides, principalmente para a
cultivar BRS Buriti. Nessa cultivar as concentragdes de pigmentos foram contrarias ao

que se espera no sistema fisiologico sob condicGes de estresse.
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Os resultados do presente estudo sugerem que o Si pode estar envolvido nas
atividades fisioldgicas das plantas de algoddo infectadas por R. areola, principalmente
por minimizar os danos causados no sistema fotossintético. Na presenca desse elemento
houve a potencializacdo de A devido ao aumento na gs, além de reducdo na E. Mesmo
que as diferencas significativas entre A e gs tenham sido pequenas entre as plantas
supridas ou ndo com Si, esse elemento foi eficiente durante o processo infeccioso,

contribuindo assim para uma maior resisténcia & mancha de ramularia.
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Tabela 1 - Area abaixo da curva do progresso da mancha de ramularia (AACPMR) e
concentracdo foliar de Si nas folhas das plantas de algod&o das cultivares BRS Buriti e
NuOpal cultivadas em solucdo nutritiva contendo (+Si) ou ndo (-Si) silicio (Si) e
inoculadas com Ramularia areola.

Fatores

Doses de Si AACPMR Si (dag/kg)
-Si 91,34 0,44
+Si 61,35 0,63
Teste-t 21,17 0,08"
Cultivares

BRS Buriti 85,32 0,41
NuOpal 66,13 0,56
Teste-t 24,117 0,21™
C.V. (%) 32,23 23,26
Valores de F

Cultivares (C) 34,21 4,13™
Silicio (Si) 41,297 91,28~
C x Si 5,01" 3,18"
C.V. (%) 14,17 32,79

C.V. = coeficiente de variagdo; ™ = ndo significativo e significativo a 5% de probabilidade pelo teste-t.

Tabela 2 — Valores de F obtidos da analise de variancia para as variaveis taxa de assimilacdo liquida de
carbono (A), condutancia estomatica (gs), transpiracao (E), razdo entre concentracao interna e ambiente de CO,
(CilC,), eficiéncia intrinseca da fotossintese (A/C;j), concentracdo de clorofila a (Cl,), clorofila b (Cly),
carotendides (Carot) e razdo entre clorofilas a/b (Cl./Cl,) em folhas de plantas de algoddo das cultivares
NuOpal e BRS Buriti cultivadas em solucdo nutritiva contendo (+Si) ou ndo (-Si) silicio e inoculadas ou nédo
com Ramularia areola.

Fonte de Variacéo A s E CilCq A/Ci Cla Cly Carot  CI,/Cly
Blocos 5,89 2977 1,75 2,79 707 127" 285 062" 342

Cultivares (C) 12536 78,090 37,35 231" 048" 126" 378" 002" 127™
Inoculacdo (1) 446,15~ 503,16 77,37 162" 39,35 028" 216™ 123" 262™

Doses de Silicio (Si) 46,77 47,96 34,48 2,04™ 800  0,60™ 060™ 0,18™ 0,89™

CxI5 154,95~ 15455~ 1,23" 002" 0,24™ 137" 354™ 031" 2,29™
C xSi 1,98" 446" 814" 0,79® 004" 023° 056™ 130" 1,78™
| x Si 8,84~ 748" 10,55 1,06™ 024" 2,03 146™ 196™ 0,01™
Cx|xSi 11,857 30,717 805 1,41™ 0,02™ 003" 1,84™ 102" 3,24™
C.V. (%) 12,75 2424 1425 1828 1346 21,02 3241 3785 20,19

e P <0,01 e 0,05: significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste-F
P < 0,05: significativo a 5% de probabilidade pelo teste-t; ™: ndo significativo; C.V.: coeficiente de variagio
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Figura 1. Taxa de assimilacdo liquida de CO; (A) em folhas de plantas de algodao das
cultivares NuOpal (A e C) e BRS Buriti (B e D) cultivadas em solucdo nutritiva
contendo (+Si) ou ndo (-Si) silicio (Si) ndo inoculadas (A e B) e inoculadas (C e D) com
Ramularia areola. Barras em cada ponto representam o desvio padrdo da média. Médias
dos tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) sdo significativamente diferentes (P
<0,05) pelo teste-t. n = 10.
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Figura 2. Condutancia estomatica (gs) em folhas de plantas de algoddo das cultivares
NuOpal (A e C) e BRS Buriti (B e D) cultivadas em solucdo nutritiva contendo (+Si) ou
ndo (-Si) silicio (Si) ndo inoculadas (A e B) e inoculadas (C e D) com Ramularia
areola. Barras em cada ponto representam o desvio padrdo da média. Médias dos
tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) sdo significativamente diferentes (P <
0,05) pelo teste-t. n = 10.
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Figura 3. Taxa de transpiracdo (E) em folhas de plantas de algoddo das cultivares

NuOpal (A e C) e BRS Buriti (B e D) cultivadas em solugéo nutritiva contendo (+Si) ou

ndo (-Si) silicio (Si) ndo inoculadas (A e B) e inoculadas (C e D) com Ramularia

areola. Barras em cada ponto representam o desvio padrdo da media. Médias dos

tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) sdo significativamente diferentes (P <
0,05) pelo teste-t. n = 10.
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Figura 4. Razdo entre a concentracdo interna e ambiente de CO, (Ci/C,) em folhas de
plantas de algod&o das cultivares NuOpal (A e C) e BRS Buriti (B e D) cultivadas em
solucdo nutritiva contendo (+Si) ou ndo (-Si) silicio (Si) ndo inoculadas (A e B) e
inoculadas (C e D) com Ramularia areola. Barras em cada ponto representam o desvio
padrdo da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) sdo
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significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste-t. n = 10.
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Figura 5. Eficiéncia intrinseca da fotossintese (A/C;) em folhas de plantas de algodao
das cultivares NuOpal (A e C) e BRS Buriti (B e D) cultivadas em solu¢do nutritiva
contendo (+Si) ou ndo (-Si) silicio (Si) ndo inoculadas (A e B) e inoculadas (C e D) com
Ramularia areola. Barras em cada ponto representam o desvio padrdo da média. Médias
dos tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) s@o significativamente diferentes (P
<0,05) pelo teste-t. n = 10.
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Figura 6. ConcentracGes de clorofila a (cl,) (A), clorofila b (cly) (B), razdo clorofila a/b
(C) e concentracdo de carotendides (D) em folhas de plantas de algoddo da cultivar
NuOpal cultivadas em solucdo nutritiva contendo (+Si) ou ndo (-Si) silicio (Si) e
inoculadas com Ramularia areola. Barras em cada ponto representam o desvio padrao
da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) sédo
significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste-t. n = 10. MF = massa fresca.
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Figura 7. ConcentracGes de clorofila a (cl,) (A), clorofila b (cly) (B), razdo clorofila a/b
(C) e concentracdo de carotendides (D) em folhas de plantas de algodao da cultivar BRS
Buriti cultivadas em solucdo nutritiva contendo (+Si) ou ndo (-Si) silicio (Si) e
inoculadas com Ramularia areola. Barras em cada ponto representam o desvio padrao
da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) sédo
significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste-t. n = 10. MF = massa fresca.
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Tabela 3. Valores de correlacdo de Pearson (acima da diagonal) e seus respectivos
valores de probabilidades (abaixo da diagonal) entre as varidveis taxa de assimilacao
liqguida de carbono (A), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E), razdo entre
concentracdo interna e ambiente de CO, (Ci/Cy), eficiéncia intrinseca da fotossintese
(A/C;), area abaixo da curva do progresso da mancha de ramularia (AACPMR)
avaliadas nas plantas de algoddo da cultivar NuOpal supridas com silicio e inoculadas
com Ramularia areola.

Variaveis A Os E CilC, A/C; AACPMR
A - 091" 0,83 0,97 0,97 -0,85
Us 0,0142 - 0,84 0,97 0,89 -0,90
E 0,0370 0,0369 - 0,88 0,927 0,97
CilCa 0,0021 0,0020 0,0221 - 0,96 -0,91"
AIC; 0,0021 0,0189 0,0130  0,0035 - 0,89

AACPMR 0,0033 0,0001 0,0012 0,0002 0,0001 -

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

Tabela 4. Valores de correlacdo de Pearson (acima da diagonal) e seus respectivos
valores de probabilidades (abaixo da diagonal) entre as varidveis taxa de assimilacao
liqguida de carbono (A), condutdncia estomatica (gs), transpiracdo (E), razdo entre
concentracdo interna e ambiente de CO, (Ci/C,), eficiéncia intrinseca da fotossintese
(A/C;), area abaixo da curva do progresso da mancha de ramularia (AACPMR)
avaliadas nas plantas de algoddo da cultivar BRS Buriti supridas com silicio e
inoculadas com Ramularia areola.

Variaveis A Os E CilCa A/C; AACPMR
A - 098" 094 0,947 0,99 0,92
Os 0,0006 - 0,89 0,927 0,99 -0,86~
E 0,0083 0,0203 - 0,87 0,92 -0,93
CilCq 0,0067 0,0128 0,0246 - 0,917 -0,96
AIC; 0,0001 0,0001 0,0133  0,0157 - 0,88

AACPMR 0,0010 0,0001 0,0010 0,0001 0,0001 -

"™ = n3o significativo, * = significativo a P < 0,05.
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CONCLUSOES FINAIS

Conclui-se que a partir dos resultados obtidos neste estudo, sugere-se que 0
fornecimento de Si as plantas de algod&o pode aumentar a resisténcia contra a mancha
de ramularia, estando envolvido em atividades metabodlicas, na ativacdo de algumas
enzimas envolvidas na defesa da planta a patégenos e na producdo de compostos de
defesa, reduzindo assim a severidade da doenca em folhas de plantas de algodao, além

de minimizar as alteracOes na fisiologia das plantas de algodao.
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