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RESUMO

Domiciano, Gisele Pereira. M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2008. Efeito do silicio no desenvolvimento da mancha marrom do trigo:
componentes de resisténcia e respostas fisiologicas e bioquimicas.
Orientador: Francisco Xavier Ribeiro do Vale. Co-orientadores: Fabricio de
Avila Rodrigues e Waldir Cintra Junior de Jesus.

Este trabalho objetivou avaliar o efeito do silicio (Si) em alguns componentes de
resisténcia de plantas de trigo a mancha marrom causada por Bipolaris sorokiniana
bem como, respostas fisioldgicas e bioquimicas potencializadas por esse elemento.
Para isso, plantas das cultivares de trigo, BR-18 e BRS-208 foram crescidas em
vasos contendo 0 e 0,30 g Si/kg de solo e inoculadas aos 45 dias apds emergéncia
com B. sorokiniana. Foram avaliados os componentes de resisténcia: periodo de
incubacao (PI), nimero médio de lesdes por cm? de 4rea foliar (NL), tamanho médio
de lesao (TML) e éarea abaixo da curva do progresso da mancha marrom
(AACPMM). Para avaliar se o Si poderia potencializar respostas fisioldgicas e
bioquimicas mensurou-se a taxa fotossintética (TF), a concentracdo de compostos
fendlicos soluveis totais (CFST), a concentragdo de derivados da lignina-4dcido
tioglicolico (LATG), e a atividade das enzimas quitinases (QUI), peroxidades (POX)
e polifenoloxidases (PFO). Neste estudo verificou-se que a concentragdo foliar de Si
foi 90,5% superior em plantas supridas com esse elemento em relacio as plantas ndo
supridas com Si. Nas folhas das plantas supridas com Si foi observado grande
deposi¢do de Si em ambas as cultivares por meio de microandlise de raios-X. Nessas
plantas, o PI foi prolongado em cerca de 10 h, possivelmente pelo impedimento
fisico a penetracdo do fungo oriundo da deposi¢do desse elemento na superficie
foliar. Verificou-se também que em plantas supridas com Si este elemento reduziu o
NML, o TML e a AACPMM em 38%, 58% e 62%, respectivamente, em relacdo a
plantas nao supridas com Si. Além disso, as concentracdes foliares de Si
correlacionaram-se positivamente com o PI (r = 0,62) e negativamente com a
AACPMM e o TML (r = -0,57 e -0,70, respectivamente). Os componentes de
resisténcia de plantas supridas com Si e inoculadas com B. sorokiniana foram
diferentes daqueles mensurados em plantas inoculadas e ndo supridas com esse
elemento. Como houve variacdo apenas desse elemento nos experimentos podemos
concluir que o Si aumentou a resisténcia de plantas de trigo 2 mancha marrom. A TF
foi reduzida nas folhas bandeira e em folhas abaixo da folha bandeira das plantas das
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duas cultivares de trigo a partir de 48 horas apds a inoculacdo (HAI). Porém, em
plantas supridas com Si a TF manteve-se mais elevada no decorrer das avaliagdes,
possivelmente devido a menor severidade da mancha marrom nessas plantas.
Alteragdes na produgdo de CFST e na concentracao dos derivados da LATG também
foram observadas. Apesar da producdao de CFST ter oscilado, esta foi
significativamente menor em folhas de plantas supridas com Si durante o periodo
amostrado. Mas é pouco provavel que tenha contribuido para aumentar a resisténcia
do trigo a mancha marrom. Entretanto, na presenga de Si, o decréscimo na
concentracdo de CFST, em plantas supridas com Si, foi acompanhado com aumento
na LATG e decréscimo na severidade da mancha marrom. Altas concentracdes de
LATG em plantas inoculadas e supridas com Si podem ter contribuido para aumento
no nivel de resisténcia das cultivares de trigo a mancha marrom. A atividade das QUI
foi significativamente maior em plantas de ambas as cultivares supridas com Si a
partir das 48 HAI A atividade da POX foi maior apenas em plantas da cultivar BRS-
208 supridas com Si. Uma vez que plantas supridas com esse elemento apresentaram
baixa severidade da doenca a maior atividade das enzimas QUI e POX podendo
indicar a participacdo dessas enzimas na defesa de plantas de trigo a mancha
marrom. PFO, entretanto ndo teve sua atividade alterada em plantas supridas ou ndo
com Si. Dos resultados deste estudo resultam as primeiras evidéncias de que o Si
afeta a severidade da mancha marrom pela alteracdo de alguns componentes de
resisténcia e pela potencializacdo de repostas de defesa fisiolégicas e bioquimicas.
Dessa forma, o Si tem grande potencial para ser usado como medida no manejo da

mancha marrom do trigo no futuro.
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ABSTRACT

Domiciano, Gisele Pereira. M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February 2008.
Silicon effect on brown leaf spot development: resistance components and
physiological and biochemical responses. Advisor: Francisco Xavier Ribeiro
do Vale. Co-advisors: Fabricio de Avila Rodrigues and Waldir Cintra Junior de
Jesus.

The objective of this work was to evaluate the effect of silicon (Si) in some

resistance components of wheat plants against brown leaf spot (BLS), caused by

Bipolaris sorokiniana as well as, physiological and biochemical defence responses

induced by this element. To do so, plants of two wheat cultivars, BR-18 and BRS-

208, were grown in pots containing 0 and 0.30 g Si/kg of soil and inoculated 45 days

after emergency with B. sorokiniana. Incubation period (IP), mean lesion number by

cm® of leaf area (MLN), mean lesion size (MLS) and the area under the disease
progress curve (AUDPC) were measured to evaluated silicon effect on resistance
components. Photosynthetic rate (PR), total soluble phenolyc compounds
concentration (TSPCC), lignin acid tioglycolic derivates concentration (LATDC) and
enzymatic activity of quitinases (QUI), peroxidases (POX) and poliphenoloxidase

(POD) were measured to evaluate if silicon could induce physiological and

biochemical responses. It was verified in this study that silicon concentration was

90,5% higher in plants supplied with this element in comparison with control plants.

Moreover, it was observed a higher level of silicon deposition on leafs of both

cultivars supplied with this element was revealed by means of X-rays microanalysis.

In these plants the IP was prolonged in near 10h in silicon supplied plants, possibly

due to physical blocking effect that this element have on fungus penetration. It was

also verified that in plant supplied with silicon this element reduced the MLN, the

MLS and the AUDPC in 30%, 58% and 68%, respectively, in comparison with

control plants. And more, silicon concentrations correlated positively with IP (r =

0.62) and negatively with AUDPC and MLS (r = -0.57 and -0.70, respectively). The

resistance components of plants supplied with Si and inoculated with B. sorokiniana

were different from those measured in plants inoculated e not supplied with this
element. Since silicon was the only source of variation in the experiments it can be
conclude that Si enhances resistance of wheat plants against spot brown. The PR was
reduced in leafs and flag leafs of plants of both cultivars after 48 hours after
inoculation (HAI). However, in plants supplied with silicon, the PR was kept higher
during all evaluation, possibly due to low severity of BLS in these plants. Alterations
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in TSPCC and LATDC due to silicon effect were also observed. Even though
TSPCC oscillated a bit, it was significantly lower in leafs of silicon supplied plants
during the evaluation time, although it’s unlike that it contributed for enhancing
wheat resistance to BLS. However, in the presence of silicon the decrease in TSPCC
was accompanied with increase of LATDC and decrease in BLS severity. Higher
concentrations of LATD in plants supplied with silicon and inoculated with B.
sorokiniana, may have contributed to enhancement of cultivars resistance against
BLS. QUI activity was significantly enhanced in plants of both cultivars supplied
with silicon after 48 HAIL POX activity was increased only in plants of cultivar BRS-
208 supplied with silicon. Since plants supplied with silicon showed low BSP
severity the high activity of QUI and POX may indicate that these enzymes
participates in wheat defense against BLS. PFO activity, however, did not
significantly changed between plants supplied or not with silicon. The results of this
study are first evidences that silicon affects BLS severity by altering wheat resistance
components to BLS and by the potentialization of physiological and biochemical
responses. Silicon has then, a great potential to be used as a BLS management

measure in near future.
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1 INTRODUCAO

A cultura do trigo Triticum aestivum L. € de grande importincia para a
alimentacdo da populagdo brasileira, o que reflete em sua area cultivada com 1,5
milhdes de hectares em 2006 (Abitrigo, 2008). No entanto, em decorréncia de
varios fatores, entre eles a ocorréncia de doencas, a producdo nacional atende
somente 27% do consumo interno. Dentre as principais doencas da cultura,
destaca-se a mancha marrom, causada pelo fungo Bipolaris sorokiniana.
Atualmente, a maioria das cultivares de trigo € suscetivel a mancha marrom, o que
tem agravado os problemas decorrentes de epidemias dessa doenga (Embrapa,
2007). O fungo B. sorokiniana infecta todos os 6rgdos das plantas de trigo,
podendo causar danos de até 80% em regioes triticolas mais quentes (Metha et al.,
1993; Wiese, 1987).

No Brasil, o melhoramento visando resisténcia a mancha marrom tem tido
pouco sucesso (Reis & Casa, 2005) em funcdo da natureza quantitativa da
resisténcia (Sharma et al., 2004) e da agressividade de B. sorokiniana (Kumar et
al., 2002). No entanto, a resisténcia das plantas as doencgas, apesar de ser
geneticamente controlada, pode ser influenciada por fatores ambientais. Nesse
contexto, a nutricdo mineral apresenta-se como o fator de maior facilidade de
manipulacdo. De modo geral, plantas bem nutridas sdo menos vulnerdveis a
infeccdo por patdégenos. Entretanto, alguns elementos t€ém papel direto em
aumentar a resisténcia das plantas as doengas.

A severidade de importantes doencas em diversas culturas tem sido
reduzida pela aplicacao de silicio (Si) (Bélanger et al., 1995 e 2003; Datnoff et al.,
2007, Rodrigues et al., 2001a). Particularmente em monocotiledoneas como o
arroz, doengas fingicas como a brusone (Magnaporthe grisea), a mancha parda
(Bipolaris oryzae), a podriddo do colmo (Magnaporthe salvinii) entre outras
tiveram suas intensidades significativamente reduzidas pela aplicacdo de Si no
solo (Datnoff et al., 1991, Rodrigues et al., 2001a, Seebold et al., 2001). Em trigo
o mildio pulverulento, (Blumeria graminis f.sp. tritici) e a septoriose causada
pelos fungos (Septoria tritici e Septoria nodorum) também tiveram sua severidade
reduzida pela aplicacdo desse elemento (Rodgers-Gray & Shaw, 2000, 2004).

Virios s@o os efeitos benéficos do Si tais como o aumento do conteddo de

fosforo nos tecidos da planta, diminuicdo da transpiracdo, € o trigo assim como



outras gramineas beneficia-se do Si no que tange ao aumento de resisténcia aos
fitopatdgenos. (Elawad & Green, 1979; Savant et al., 1997).

Os mecanismos de resisténcia conferidos as plantas pelo Si quando
atacadas por patdogenos permanece em discussdo pela comunidade cientifica. Do
ponto de vista morfoldgico, acredita-se que o aumento da resisténcia esteja
associado com a deposi¢do e polimerizagdo do Si abaixo da cuticula impedindo a
penetracdo do fungo (Kim et al., 2002). Entretanto, é possivel que a resisténcia
conferida pelo Si também ocorra através da ativacdo de mecanismos de defesa
como ja relatado no patossistema arroz-Pyricularia grisea (Rodrigues et al., 2003,
2004, 2005).

Até o momento, informagdes na literatura sobre a resisténcia do trigo a
mancha marrom mediada pelo Si sdo ausentes. Desse modo, o presente trabalho
objetivou quantificar em plantas de trigo supridas ou ndo com Si, alguns
componentes de resisténcia a8 mancha marrom. Foram estudadas também possiveis
alteracdes bioquimicas e fisiologicas relacionadas com a resisténcia do trigo a

mancha marrom mediadas pelo Si.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mancha marrom

Para manter a sustentabilidade da cultura do trigo, os produtores passaram
a adotar, ha alguns anos, o sistema de plantio direto visando reduzir os impactos
ambientais devido ao cultivo convencional (EMBRAPA, 2007). Contudo, dada a
permanéncia dos restos culturais no campo, problemas decorrentes do ataque por
patégenos t€m se tornado freqiientes (Reis & Casa, 2005).

A mancha marrom, causada por Cochliobolus sativus (Ito & Kuribayashi)
Drechs. Ex Dast. (Bipolaris sorokiniana (Sacc) Shoemaker), ¢ uma das principais
doencas do trigo no mundo, particularmente em regides quentes da Asia e da
América do Sul (Mehta et al., 1992; Reis & Casa, 2005). Nos ultimos 20 anos,
essa doenca tem sido reconhecida por restringir o desenvolvimento do trigo em
planicies ao leste do Sul da Asia (Siddique et al., 2006) e nas Américas,
particularmente no Brasil (Mehta et al., 1992).

Os sintomas da mancha marrom iniciam-se como pequenas lesdes ovais
com a 1 a 2 mm de comprimento, de coloracio marrom-escuro a negra, sobre o
limbo das primeiras folhas, em conseqiiéncia da transmissdo a partir de sementes
(Wiese, 1987) e, posteriormente, nas demais folhas, bainhas e colmos. Essas
lesdes aumentam de tamanho e tornam-se elipticas com abundante esporulacao.
Devido a formagdo de numerosos conidios castanhos escuros, as lesdes aparentam
ser enegrecidas. Quando as lesdes coalescem, o crestamento foliar ocorre e as
folhas secam prematuramente (Dehne & Oerke, 1985; Metha, 1998). Contudo,
estes nao sdo os Unicos sintomas. O fungo B. sorokiniana causa também
podriddoes de raizes e pontos enegrecidos nos graos. Mudas infectadas
desenvolvem lesdes necroticas escuras nas raizes, coroas € nas bainhas das folhas
baixeiras. Infeccdes na bainha e no limbo foliar desenvolvem-se na forma de
manchas de formato oval a alongado de coloracdo marrom claro a marrom escuro
(Kumar et al., 2002). Infecgdes da coroa e da bainha podem ser tdo severas que as
plantas secam e ndo produzem graos. Sob condi¢des de temperaturas de 25°C e
umidade relativa de 95 a 100%, por 48 horas, espiguetas podem ser afetadas,
causando o ndo enchimento dos graos (Kumar et al., 2002).

A suscetibilidade de plantas de trigo ao patégeno aumenta perto do estadio

de crescimento DC 56 (trés quarto da inflorescéncia emergida) (Zadoks et al.,
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1974). Nesse estddio, se as condi¢cOes ambientais forem favordveis, isto é,
ocorréncia de chuvas por um periodo de cinco a seis dias e temperatura média em
torno de 20 a 30°C, a epidemia pode se desenvolver rapidamente (Metha, 1998).
Sob condi¢des de baixa intensidade luminosa, B. sorokiniana pode colonizar
tecidos do hospedeiro de modo intercelular, sem ocasionar nenhum sintoma
aparente (Kumar et al., 2002).

Muito tém sido feito na tentativa de controlar B. sorokiniana em dareas
quentes e imidas, como no sudeste da Asia e no Brasil (Siddique et al., 2006).
Nessas regides, a mancha marrom tem se tornado preocupante, entretanto,
nenhuma medida de controle tem se mostrado bem sucedida (Joshi er al., 2004).
Fungicidas t€m sido utilizados, entretanto, a dificuldade reside em saber o
momento ideal de aplicacdo, para se obter bons resultados (Picinini & Fernandes,
2001). Consequentemente, uma medida integrada de controle, utilizando a
resisténcia genética como componente principal do sistema tem sido preconizada
(Joshi & Chand, 2002). Na Asia, por exemplo, a maioria das cultivares de trigo
comercializadas s@o suscetiveis a mancha marrom (Siddique et al., 2006).

A existéncia de germoplasmas com niveis adequados de resisténcia torna a
resisténcia genética a melhor forma de controle. Mesmo tratando-se de resisténcia
horizontal qualquer nivel de resisténcia parcial pode ser medida complementar ao
controle quimico ou cultural (Joshi & Chand, 2002). No entanto, pouco progresso
tem sido obtido com o melhoramento visando a resisténcia de cultivares de trigo a
mancha marrom, devido a natureza quantitativa da heranca, a variabilidade e a
agressividade de B. sorokiniana (Duveiller et al., 1998; Hetzler et al., 1991).
Além disso, existem poucas fontes de resisténcia genética a serem utilizadas em
programas de melhoramento, tornado a incorporacdo da resisténcia uma tarefa

dificil e de longo prazo.

2.2 Silicio no controle de doencas

O silicio (Si) € o segundo elemento mineral mais abundante no solo,
perfazendo aproximadamente 28% da crosta terrestre (Elawad & Green, 1979).

Solos tropicais e subtropicais sujeitos ao intemperismo e a lixiviagdo, com
cultivos sucessivos, tendem a apresentar baixos niveis de Si, devido a um

processo conhecido como dessilisificagao (Epstein,1999). Embora o principal



reservatorio desse mineral seja a fase soélida do solo, a fonte para a absor¢do
imediata de Si pelas raizes das plantas € solucio do solo.

Epstein (1999) demonstrou que o Si pode beneficiar as plantas de
diferentes modos: aumentando a fotossintese por manter as folhas eretas;
reduzindo a toxicidade de metais pesados; reduzindo a transpiracdo cuticular e
melhorando a eficiéncia no uso da dgua. Anormalidades quantitativas, como
queda na producao, também tém sido relatadas em plantas de trigo desprovidas de
Si (Rafi et al., 1997). Tao significante € o Si para as plantas e em tantas situacdes,
que ele tem sido categorizado como um elemento quase-essencial (Epstein &
Bloom, 2005).

Outro beneficio atribuido ao Si € o aumento da resisténcia das plantas as
diversas doengas com resultados promissores em varios patossistemas (Datnoff et
al., 2007). Em arroz, a brusone (Magnaporthe grisea (Hebert) Barr), a mancha
parda (Cochliobolus miyabeanus (Ito & Kuribayashi in Ito) Drechs ex Dastur), a
podridao do colmo (Magnaporthe salvinii Catt.), a escaldadura (Monographella
albescens Theum), a queima-das-bainhas (Thanatephorus cucumeris (A. B.
Frank) Donk) e a descoloracdo dos graos (espécies de Bipolaris, Fusarium, entre
outros fungos) tiveram suas intensidades significativamente reduzidas apds a
aplicacdo de Si no solo (Datnoff et al., 1997; Savant et al., 1997; Rodrigues et al.,
2001, 2003 b).

Alguns estudos relatam que o Si retarda o progresso de doencas através do
seu efeito sobre alguns componentes de resisténcia (Seebold et al., 2001; Resende,
2007). A quantificacdo dos componentes de resisténcia fornece evidéncias sobre
mecanismos de resisténcia da planta a fitopatégenos (Parlevliet, 1979). Os
componentes de resisténcia que influenciam a taxa de progresso da doencga
incluem a freqiiéncia de infec¢do, o periodo latente, o tamanho das lesdes, a
producdo de esporos (Parlevliet, 1979) e a taxa de expansdo das lesdes (Berger et
al., 1997).

O efeito do Si na restri¢dao do parasitismo tem sido bem documentado, mas
os mecanismos pelos quais esse elemento exerce suas propriedades profildticas
ainda ndo estdo totalmente entendidos (Bélanger et al., 2003) . Yoshida (1962)
sugeriu que a deposi¢cdo e a polimerizacdo do acido monosilicico abaixo da
cuticula forma uma dupla camada cuticula-silica. Essa dupla camada cuticula

silica pode dificultar a penetracdo de patégenos a exemplo de P. grisea em arroz
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(Kim et al., 2002). No entanto, € plausivel também que esse elemento tenha um
papel biologicamente ativo, potencializando mecanismos de defesa das plantas
como, por exemplo, a producdo de fitoalexinas e de proteinas relacionadas a
patogénese (proteinas PR) (Fawe et al., 1998; Rodrigues et al., 2004, 2005).

Rodrigues et al. (2003a) estudaram em nivel ultraestrutural e citoquimico
os eventos da patogé€nese, na interacdo arroz-M. grisea, com a aplicacdo de Si.
Esses autores apresentaram as primeiras evidéncias citologicas de que o aumento
na resisténcia do arroz a brusone, mediada pelo Si, foi devido ao acimulo de
compostos fendlicos. Observacdes ultraestruturais de folhas coletadas de plantas
ndo supridas com Si revelaram que indmeras células da epiderme e do meséfilo
foram desprovidas de organelas funcionais, além de terem a parede celular
completamente degradada por enzimas produzidas pelo fungo. A presenca de
material osmiofilico associado com células fungicas foi raramente observada nas
células da epiderme e do meséfilo. Em plantas supridas com Si, as hifas do fungo,
presentes nas células da epiderme, do mes6filo e do sistema vascular ficaram
vazias e foram circundadas por uma camada densa de material osmiofilico.
Marcacgdo citoquimica de quitina na parede das células do fungo ndo revelou
nenhuma diferenca no padrdo de localizacdo desse material nas amostras obtidas
de plantas recebendo ou nao Si no periodo de 96 horas apds a inoculagao com M.
grisea. Isso indica que a producdo de quitinases ndo foi um mecanismo de defesa
importante. Por outro lado, a ocorréncia de cé€lulas flngicas vazias circundadas
por material amorfo em amostras de plantas supridas com Si sugere que
compostos fendlicos ou fitoalexinas tiveram um papel crucial na resisténcia do
arroz a brusone.

Em outro estudo, Rodrigues et al. (2004) testaram a hipétese de que uma
alteracdo no desenvolvimento de M. grisea, nas células das folhas de arroz
supridas com Si, poderia estar associada a um aumento na producdo de
fitoalexinas. Andlise das cinco sub-fracdes (SF) da fracdo etil-éter obtida de
extratos foliares de plantas de arroz supridas ou ndo com Si e inoculadas com M.
grisea revelou que apenas a SF cinco apresentou atividade anti-flingica contra M.
grisea. A SF cinco de amostras provenientes de plantas supridas com Si foi mais
téxica contra o fungo do que a SF cinco de amostras provenientes de plantas nao
supridas com Si. Com base nessa informagao, a SF cinco foi analisada por HPLC.

Esse procedimento permitiu separar duas fitoalexinas caracterizadas como
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momilactona A e B. Essas momilactonas foram induzidas em pequenas
quantidades em plantas ndo inoculadas sem ocorrer nenhuma diferenca entre
plantas supridas ou ndo com Si. A indu¢do dessas momilactonas foi, no entanto,
2,5 vezes maior em extratos de plantas supridas com Si e inoculadas com M.
grisea do que nos extratos de plantas inoculadas ndo supridas com Si.

Embora pouco se conheca sobre como o Si aumenta a resisténcia do arroz
a brusone, as hipéteses do impedimento fisico e quimico devem ser mutuamente
consideradas. E possivel que o Si, por ser um semi-metal, esteja potencializando
os mecanismos de resisténcia do arroz as doengas, principalmente por atuar na
rota metabolica dos fenilpropandides, os quais podem exercer uma atividade anti-
fungica (Rodrigues et al., 2005).

Existem também evidéncias de que o trigo, assim como o arroz, acumula
Si de forma eficiente (Jarvis, 1987; Rafi & Epstein, 1999; Casey et al., 2003).
Rains et al. (2006) estudando a absorcao de Si por plantas de trigo, corroboram as
afirmativas feitas por Rafi & Epstein (1999) e Casey et al. (2003) de que a forma
de absor¢do do Si pelo trigo € similar a observada em arroz, evidenciando que as
diferencas restringem-se apenas na quantidade absorvida, sendo que em trigo a
concentragdo de Si é bem menor do que em arroz.

Bélanger et al., (2003) evidenciaram que a aplicagdo de solug@o nutritiva
contendo Si as plantas de trigo promoveu protecdo a penetracao e a colonizacao
de Blumeria graminis f.sp. tritici através da deposi¢do de papilas na parede
celular. A matriz amorfa saturada de substancias osmiofilicas ao redor da papila
raramente foi penetrada pelo fungo, porém nos casos em que o fungo penetrou
com sucesso, um material eletrofilico que reagiu positivamente com p-1-3
glucanos (constituintes da calose), recobriu a célula mae do haustério restringindo
assim o desenvolvimento normal do mesmo. Além disso, em plantas supridas com
Si, houve acumulo de compostos fendlicos os quais tiveram papel importante na
resisténcia das plantas de trigo ao mildio pulverulento.

Rémus-Borel et al., (2005) verificaram a existéncia de trés compostos em
trigo classificados como agliconas que apresentaram atividade antifingica contra
B. g. f.sp. tritici. Apesar de ndo terem determinado quais compostos antifiingicos
sao de fato potencializados pelo Si, os resultados apresentados por esses autores

evidenciam que esse elemento pode atuar na potencializacio de compostos



antifiingicos e ndo somente como uma barreira mecanica que evita a penetracao
pelo patégeno.

Além disso, plantas de pepino supridas com Si e inoculadas com S.
fuliginea acumularam grandes quantidades de compostos fendlicos em suas
células (Menzies et al., 1991).

A exata natureza da interferéncia do Si soldvel com algumas rotas
bioquimicas de resisténcia das plantas as doencas permanece desconhecida. Desse
modo, visando um maior entendimento do papel do Si na planta, (Fauteux et al.
2006) realizaram andlises da expressao génica em plantas de Arabidopsis thaliana
supridas ou ndo com Si e inoculadas ou ndo com Erysiphe cichoracearum. Esses
autores observaram que em plantas inoculadas e tratadas com Si, a expressao dos
genes envolvidos no metabolismo primdrio (relacionados a fotossintese e vias
energéticas) foi menos afetada do que em plantas ndo tratadas com Si, onde houve

uma redugdo na expressao de muitos desses genes.



3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos sob condi¢des de casa de vegetacao
pertencente ao Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), no municipio de Vigosa, localizado na regido da zona da mata de Minas

Gerais, com latitude 20° 45’ 14°” S e longitude 42° 52° 53 W.

3.1 Material de Solo

Foram utilizados os primeiros 20 cm do perfil de um solo pertencente a
classe Latossolo Amarelo 4crico tipico (EMBRAPA, 1999), de textura argilosa,
coletado no municipio de Uberlandia, Minas Gerais. Esta classe de solo foi
escolhida por apresentar baixos teores estimados de Si disponiveis (11,8 mg/kg),
natureza dcrica e elevado indice de intemperismo, caracteristicas especificas de
um solo deficiente em Si (Tabelas 1 e 2). As andlises fisicas e quimicas do solo

foram realizadas segundo metodologia descrita por Silva, (1999).

Tabela 1. Caracteristicas fisicas do material de solo na camada de 0 a 20 cm do
Latossolo Amarelo 4crico tipico.

Analise Granulométrica

Areia Grossa Areia Fina Silte Argila Classe Textural
dag/Kg------mmmmmmes e
34 6 7 53 Argiloso

Tabela 2. Caracteristicas quimicas do material de solo na camada de 0 a 20 cm do
Latossolo Amarelo 4crico tipico.

Analise Quimica

pH Si p K Al Ca Mg H+AI® SB T T \Y m M.O.
KCl mg/Kg  --mg.dm™- emole.dm ™ oo -- % -- dag/Kg
4,8 11,8 0,5 13 01 00 00 3,8 0,1 02 39 20 405 23

3.2 Fonte, doses de silicio e adubac¢ao de plantas de trigo

O produto comercial Vansil W-20 (volastonita, CaSiOs3) foi utilizado como
fonte de Si por ser livre de contaminantes como o ferro e fésforo. Este produto foi
adquirido da Empresa Ipiranga Comercial Quimica localizada em Sao Paulo. As
caracteristicas quimicas desse produto sdo: poder relativo de neutralizacdo total
(PRNT) de 77%, teor total em SiO, de 51,9% (correspondendo a 24,2% de Si) e
teor total em CaO de 43,4% (correspondendo a 31% de Ca). Foram usadas 0 e



1,25 g/kg volastonita correspondendo, respectivamente, a 0 e 0,30 g Si/kg de
material de solo para a incubagdo do solo. Objetivando equilibrar a concentracao
de Ca presente em 1,25g/kg de volastonita, adicionou-se 0,967 g/kg de carbonato
de célcio (PRNT 100%, 40% Ca) no vaso que ndo recebeu volastonita. Com este
procedimento, a concentracdo de Ca provenientes da volastonita e do carbonato de
célcio ficou padronizada em 0,387 g/vaso. Assim, apenas a concentracdo de Si
variou entre os tratamentos.

A acidez do solo foi corrigida utilizando-se o silicato de cdlcio e/ou
carbonato de célcio conforme descrito anteriormente, visando elevar a saturacdo
de bases (V) a 30%. Em seguida, procedeu-se a incubacdo do solo em sacos
plasticos por um periodo de trinta dias com a umidade mantida constante. Apds

esse periodo, foram coletadas amostras do solo para anélise quimica (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas quimicas do material de solo determinadas apds o
periodo de incubagdo com as doses de volastonita e de carbonato de célcio.

Analise Quimica
Volastonita CaCO; pH P K Ca** Mg® AP* H+Al SB CIC CTC V m
©_ @

g/vaso H,0O —mg/dm3— cmol/dm’ %

0,00 0967 62 1,1 9 1,19 0,0 0,0 37 1,21 1,21 491 246 0,0
1,25 0,000 5.8 1,1 9 1,00 0,0 0,0 40 1,02 1,02 5,02 203 00

A adubagdo do solo antes da semeadura foi feita aplicando-se 1,63g de
fosfato de célcio por kg de solo e, uma semana apds a semeadura, foi fornecida as
plantas 50 mL de solu¢do nutritiva por vaso contendo 192 mg de KCl (cloreto de
potdssio), 104,42 mg de K,SO; (sulfato de potéssio),150,35 mg de MgSOy (sulfato
de magnésio), 61 mg de uréia, 0,27 mg de molibdato de amonio (NHsMO;0,4) .
1,61 mg de é4cido boérico (H3BO3), 6,67 mg de sulfato de zinco (ZnSQOy), 1,74 mg
de sulfato de cobre (CuSOy) e 4,10 mg de cloreto de magnésio (MgCl,) e essa

mesma solucao, foi aplicada na segunda e na terceira semana apds a semeadura.

3.3 Cultivares de trigo e inoculacao das plantas

Sementes das cultivares BR-18 e BR- 208 foram cedidas pela EMBRAPA-
Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijao. Foram semeadas quatro sementes

de cada cultivar de trigo por vaso devidamente desinfestadas em hipoclorito de
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sédio 10% (v/v) e apds a emergéncia, efetuou-se o desbaste, deixando-se apenas
duas plantas por vaso.

Utilizou-se o isolado UFV Bs-1 de B. sorokiniana, o qual foi obtido a
partir de sementes de trigo infectadas com o patégeno. O isolamento desse fungo
foi realizado seguindo-se o método direto (Dhingra & Sinclair, 1995) e preservado
pelo método de graos autoclavados (Metha,1993). Um grao colonizado pelo fungo
foi colocado para crescer em meio BDA. Apds o crescimento, discos do meio de
cultura BDA contendo o micélio do fungo foram retirados e distribuidos em
placas com meio BDA para producdo de conidios. Estas foram transferidas para
camara de crescimento, regulada para 25°C e fotoperiodo de 12 h onde
permaneceram por 12 dias.

O in6culo foi preparado adicionando-se 20 mL de &4gua destilada
esterilizada contendo gelatina (1% p/v) em cada placa contendo o fungo em
crescimento com posterior friccdo com pincel de cerdas grossas para liberacdo dos
conidios. A suspensdo foi filtrada com gaze em tripla camada para retenciao de
micélio e fragmentos de dgar. Em seguida, a concentracdo foi ajustada para
2,5x10* conidios/mL por meio de um hemacitdometro. A suspensao foi preparada
com gelatina para aumentar a aderéncia dos conidios na superficie foliar.

Aos 45 dias de idade [estadio de crescimento 45, (Zadoks 1974)], as
plantas foram inoculadas aplicando-se 20 mL da suspensdo de conidios com o
auxilio de uma pistola pressurizada De Vilbiss n°15. Depois da inoculagdo, as
plantas foram cobertas com sacos pldsticos borrifados com dgua e em seguida,
foram transferidas para camara com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h
(Iampadas fluorescentes de 40 watts) onde permaneceram por 48 h. Apds esse
periodo, os sacos plasticos foram retirados e as plantas permaneceram na camara
de crescimento (umidade relativa de aproximadamente 70% e temperatura de

25°C) até o final das avaliacgoes.
3.4 Anadlise da concentracao foliar de silicio e calcio (Ca) no material
vegetal

No final dos experimentos, as plantas de trigo, supridas ou nao com Si,

repeticdo, foram coletadas para determinacao da concentragao foliar de Si e Ca. O
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material vegetal foi seco em estufa a 70°C até atingir o peso constante e,
posteriormente, triturado em moinho tipo Wiley. A concentracdo foliar de Si foi
determinada através da metodologia proposta por Korndorfer et al. (2004). A
determinacdo da concentracio de Ca foi por digestdo nitroperclérica e

espectrofotometria de absorcao atémica (Silva et al., 1999).

3.5 Microanadlise de raios-X para determinar a deposicio de silicio em

folhas de trigo

Fragmentos de folhas de aproximadamente 0,25 cm? (0,5 x 0,5 cm) foram
coletados, ao acaso, das plantas de trigo de cada repeticdo das cultivares de trigo
na presenca e auséncia de Si as 72 HAI com B. sorokiniana. Os fragmentos foram
transferidos para frascos de vidro contendo 10 mL de fixativo (glutaraldeido 2,5%
(vol/vol) preparado em tampao cacodilato de sédio (0,IM; pH 7,2) e
imediatamente armazenados em geladeira a 4°C. Os fragmentos de folhas foram
lavados trés vezes em dgua destilada, liofilizados, montados sobre suporte de
aluminio e cobertos com um filme de ouro palddio por meio de pulverizacdo
catédica. As amostras foram observadas no MEV CAMECA SX-100 Universal
EPMA acoplado a um dispersor de raios-X (Cameca Instruments Inc., Trumbull,
USA) operando entre 15-20 kV com corrente de 20 nA. No minimo trés imagens
digitais foram obtidas de dois fragmentos de folhas de cada tratamento. Os
fragmentos de folhas liofilizados foram enviados ao Prof. Richard R. Bélanger do
Departamento de Fitopatologia da Université Laval (Sainte-Foy, Québec, Canad4)

para serem observados no MEV acoplado a um dispersor de raios-X

3.6 Quantificacdo dos componentes de resisténcia

Para quantificar os componentes de resisténcia, foram marcadas a
primeira, segunda, terceira e quarta do perfilho principal por planta em cada

repeticao dos tratamentos.
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3.6.1 Periodo de incubacao (PI)

O PI, tempo decorrido entre a inoculacdo e o aparecimento dos primeiros
sintomas visiveis (necrose com halo clorético), foi avaliado a cada quatro horas

nas folhas marcadas.

3.6.2 Severidade da mancha marrom e area abaixo da curva de progresso

Avaliou-se a severidade da doenca as 24, 48, 72 e 96 horas apds a
inoculagdo (HAI) utilizando-se uma escala de notas (IRRI, 1996). Os dados
obtidos foram utilizados para calcular a drea abaixo da curva do progresso da
mancha marrom (AACPMM) por integracao trapezoidal (Campbell & Madden,
1990). No caso das folhas bandeira, a severidade foi avaliada as 48, 72 ¢ 96 HAl e

a AACPMM foi calculada como descrito anteriormente.

3.6.3 Numero de lesdes (NL) por cm” de drea foliar

As 48 HAL, foi contado o NL por cm’ de drea foliar em quatro pontos ao
acaso de todas as folhas avaliadas com auxilio de um quadrado (1x1 cm). A partir
desses valores, foram calculadas as médias e obtido o nimero médio de lesdes por

cm? de drea foliar.

3.6.4 Tamanho médio de lesdo (TML)

O TML (mm) foi determinado as 48 HAI, medindo-se o tamanho de cinco
lesdes, escolhidas ao acaso, nas quatro folhas marcadas de duas plantas por
repeticdo, de cada tratamento, utilizando-se um paquimetro digital com precisdao

de 0,01 mm (Worker, USA).

3.6.5 Avaliacao da severidade da mancha marrom utilizando-se o programa
QUANT 1.0

Ao final das avaliagdes da severidade da mancha marrom, as quatro folhas
marcadas das duas plantas avaliadas foram coletadas e suas respectivas imagens

foram obtidas em scanner com resolucdo de 400 dpi. As imagens foram

13



processadas no programa QUANT 1.0 (Vale et al., 2003) para obtengdo da area

foliar lesionada.

3.7 Avaliacao da taxa fotossintética (TF) em folhas de plantas de trigo

A taxa de assimilagdo liquida de CO; (umol CO, m? s™) foi medida as 0,
48, 72 e 96 HALI utilizando o aparelho “LI-6400 Portable Photosynthesis System”
(Li—Cor®, Licoln, Nebraska, USA). A primeira folha abaixo da folha bandeira
[estadio 45 de acordo com a escala de (Zadoks, 1974)] bem como a folha bandeira
das plantas de cada repeticao e tratamento foram marcadas. O terco médio dessas
folhas foi inserido no interior de uma camara ventilada com a face superior da

folha sendo iluminada com luz artificial (900 mmol m? s’

de radiacdo
fotossinteticamente ativa). As leituras foram tomadas no horario entre 8 e 11
horas da manha. As leituras foram sempre realizadas nas folhas marcadas. Antes
da realizacdo das leituras, as plantas foram mantidas em condi¢ao ambiente por 15

min, sendo esta condicdo mantida até o término das leituras.

3.8 Determinacao da concentracao de compostos relacionados com a defesa
de plantas a patégenos

As amostras da primeira e da segunda folha do perfilho principal de plantas
de trigo, de cada repeti¢cdo e tratamento, foram coletadas as 0, 12, 24, 48, 72 ¢ 96
HAI para determinacdo da concentra¢do de compostos fendlicos soluveis totais e
derivados da lignina 4cido-tioglicdlico. Imediatamente apds a coleta das folhas, as
mesmas foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em -80°C até

analise.

3.8.1 Determinacao da concentracao de compostos fenolicos soliveis totais
(CFST)

Amostras de 0,1 g de tecido foliar fresco foram maceradas em nitrogénio
liquido. O macerado foi transferido para eppendorfs, onde foram homogeneizados
com 1,5 mL de Metanol 80% e permaneceram durante 12 h, em mesa agitadora

(150 rpm), a temperatura ambiente (25°C) para a extracdo. Os eppendorfs foram
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cobertos com papel aluminio para proteger a oxida¢do do extrato metandlico pela
luz. O extrato metandlico, verde escuro, foi centrifugado a 12000 g, por 5 min e,
apo6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo. O
residuo foi mantido a -80°C para determinagdo da concentracio dos derivados da
lignina-4cido tioglicdlico. A metodologia proposta por (Zieslin & Ben-Zaken,
1993), com algumas modifica¢des, foi usada para determinar a CFST. Um volume
de 150 pL do reagente “Folin & Ciocalteau’s Phenol” 0,25 N (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) foi adicionado a 150 uL do extrato metandlico. A mistura foi
homogeneizada e mantida a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) por
cinco min. Posteriormente, 150 ul de carbonato de sédio (Na,COs) 1,0 M foi
adicionado a mistura, na qual sofreu nova homogeneizacdo e permaneceu a
temperatura ambiente por 10 min. Decorrido esse periodo, 1 mL de &agua
destilada foi adicionado e apds 30 min, a absorbancia das amostras foi mensurada
a 725 nm em espectrofotdometro (Spectrophotometer SP 2000UV - BEL Photonics).
A concentragdo de CFST foi expresso em mg de compostos fendlicos (em termos

de catecol) por kg de matéria fresca.

3.8.2 Determinacio da concentracdo dos derivados da lignina-acido
tioglicolico (LATG)

Um volume de 1,5 mL &dgua estéril destilada foi adicionado ao residuo
obtido, apdés a extragdo dos CFST como descrito anteriormente. Apds a
homogeneizagdo, a mistura foi centrifugada a 12000 g por cinco minutos. O
sobrenadante foi descartado e o residuo secado a 65°C por 12 h. O residuo
alcolico-insolivel seco, contendo lignina e dcidos fendlicos, associados a parede
celular, foi usado para determinacdo da lignina de acordo com os métodos de
(Barber & Ride, 1988). Um volume de 1,5 mL da solu¢do de acido tioglicélico
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e HC1 2 N 1:10 foi adicionado ao residuo seco.
Os microtubos foram levemente agitados para hidratar o residuo e, em seguida,
colocados em banho-maria (100°C) por quatro horas. Apds esse periodo, os tubos
foram colocados em bandejas com gelo onde permaneceram por 10 min. Em
seguida, a mistura foi centrifugada a 12000 g por 10 min, sendo o sobrenadante
descartado e o precipitado lavado com 1,5 mL de 4dgua destilada estérilizada com

centrifugacdo a 10000 g por 10 min. Apds essa etapa, o sobrenadante foi
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descartado e o precipitado resuspenso em 1,5 mL de NaOH 0,5 N. A mistura
permaneceu em mesa agitadora (150 rpm)a temperatura ambiente (25°C) por 12
hs. Apés esse periodo, a mistura foi centrifugada novamente a 10000 g por 10 min
e o sobrenadante transferido para um novo tubo. Apés a adicao de 200 uLL. de HCL
concentrado ao sobrenadante, os tubos foram transferidos para uma bandeja com
gelo e mantidos na geladeira (4°C) por quatro horas para precipitacdo dos
derivados da lignina-dcido tioglicélico. Apds a centrifugacdo a 10000 g por 10
min, o sobrenadante foi descartado e o precipitado, de cor laranja-amarronzado,
dissolvido em 2 mL de NaOH 0,5 N. A leitura da absorbancia foi feita a 290 nm
em espectrofotdmetro (Spectrophotometer SP 2000UV - BEL Photonics). A
concentracdo dos derivados LATG foi expressa em mg/kg” de materia fresca e
utilizou-se uma curva padrao obtida com diferentes concentracdes de lignina

alcalina, éter 2-hidroxipropil (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

3.9 Determinacao da atividade de enzimas relacionadas com a defesa de
plantas a patégenos.

As amostras da primeira e da segunda folha do perfilho principal de trés
plantas de trigo, de cada repeti¢do e tratamento, foram coletadas as 0, 12, 24, 48,
72 e 96 HAI para a determinagdo da atividade enzimdtica de peroxidases,
polifenoloxidases e quitinases. Imediatamente apds a coleta das folhas, as mesmas
foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em -80°C onde

permaneceram até andlise.

3.9.1 Peroxidases (POX, EC 1.11.1.7)

O extrato enzimético bruto foi obtido conforme metodologia descrita por
(Peixoto, 1998). Foi macerado 0,5 g da amostra de folha com nitrogénio liquido
em almofariz com auxilio de um pistilo, ambos de porcelana, seguido de
homogeneizacdo com 1% (p/v) de polivinilpolipirolidona (PVPP), em 10 mL
solucdo de extracdo constituida de dcido fenil-metil-sulfonil-fluoridrico (PMSF) 1
mM, 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,1 mM e tampao fosfato de
potassio 100 mM, em pH 6,8. O homogeneizado foi filtrado em gaze e, entdo
centrifugado por 15 min a 12000 g. O sobrenadante foi utilizado no teste

enzimatico. Todas as etapas do processo foram executadas em gelo. A atividade
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da POX no tecido foliar foi determinada pelo método de (Kar & Mishra, 1976).
Aliquotas de 100 uL do sobrenadante foram adicionados a uma mistura de reagao
composta de 950 uL de dgua destilada, 750 uL de tampao fosfato de potdssio 100
mM e pH 6,8, 600 uL de pirogalol 100 mM e 600 uL de peréxido de hidrogénio
100 mM, a temperatura de 25°C. O inicio da reacdo ocorreu com a adi¢do do
sobrenadante a mistura de reacdo. As leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotometro digital (Specctrophotometer SP 2000UV - BEL Photonics) a
420 nm, a cada 60 s, durante 5 min, totalizando cinco leituras. A atividade da
POX foi determinada pela medi¢do da quantidade de purpurogalina formada entre
dois e cinco minutos de reacdo utilizando-se, para o cdlculo, o coeficiente de
extin¢cdo molar de 2,47 mM! cm™! (Chance & Maehley, 1955). Durante todas as

etapas, os tubos de ensaio foram envolvidos com papel aluminio e tampados.

3.9.2 Polifenoloxidases (PFO, EC 1.10.3.1)

O extrato enzimético bruto foi obtido conforme metodologia descrita por
(Peixoto, 1998). Foi macerado 0,5 g da amostra de folha, em nitrogénio liquido
dentro de almofariz com pistilo, ambos de porcelana, seguido de homogeneizacao
com 1% (p/v) de PVPP, em 5 mL solu¢do de extra¢do constituida de PMSF 1
mM, EDTA 0,1 mM e tampao fosfato de potiassio 100 mM em pH 6,8. O
homogeneizado foi filtrado em gaze e depois centrifugado por 15 min a 12000 g.
O sobrenadante foi utilizado no teste enzimdtico. Todas as etapas do processo
foram executadas a 4°C ou em gelo. A atividade da PFO no tecido foliar foi
determinada conforme descrito para a POX, a excec@o do peréxido de hidrogénio

para a POX.

3.9.3 Quitinases (QUI, EC 3.2.1.14)

O extrato enzimético bruto foi obtido conforme metodologia descrita por
(Lanna et al.,1996). Foi macerado 0,5 g da amostra de folha em nitrogénio liquido
dentro de almofariz com pistilo, ambos de porcelana, seguido de homogeneizacao
com 1% (p/v) de PVPP em 1,5 mL de soluc¢do de extracdo constituida de PMSF 1
mM e tampao fosfato de sédio 50 mM, em pH 6,5. O homogeneizado foi filtrado

em gaze e entdo centrifugado por 25 min a 20000 g. O sobrenadante foi utilizado
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no teste enzimatico. Todas as etapas do processo foram executadas a 4°C ou em
gelo. A atividade da QUI no tecido foliar foi determinada pelo método de
(Roberts & Selitrennikoff, 1988) modificado por (Harman et al., 1993). Aliquotas
de 20 uL do sobrenadante foram adicionados a uma mistura de reacdo composta
de 470 pL tampao acetato de s6dio 50 mM em pH 5,0 e 10 uL de substrato p-
nitrofenil-B-D-N-N’-diacetilquitobiose (PNP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 2
mg mL"'. Apés incubacdo por 2 horas na temperatura de 37°C, a reacdo foi
interrompida com adicdo de 500 uL de carbonato de sédio 0,2 M. Para cada
tratamento e época de coleta do tecido foliar, foi preparado um tubo controle
contendo 470 pL tampao acetato de sédio S0 mM em pH 5,0 e 10 uL de substrato
PNP 2 mg mL"' e 20 pL do sobrenadante. Neste tubo, o carbonato de sédio foi
adicionado imediatamente apds a adi¢do do sobrenadante e também incubado por
duas horas na temperatura de 37°C. As leituras de absorbancia foram realizadas
em espectrofotdmetro digital (Specctrophotometer SP 2000UV - BEL Photonics)
a 410 nm imediatamente apds a parada da reacdo. A atividade da QUI foi
determinada considerando a diferenca de absorbancia entre as reacdes de duas
horas e a do tubo controle. Foi utilizado para o calculo o coeficiente de extin¢gdao

molar de 7M™ cm™.

3.9.4 Determinacao da concentracao total de proteinas

Foi determinada a concentracdo de proteinas pelo método de Warburg &
Christian, (1941) de todas as amostras utilizadas para as determinagdes
enzimdticas diluindo-se 20 uL do sobrenadante em 980 uL de dgua destilada com

leituras de absorbancia em 260 e 280 nm.

3.10 Delineamento experimental e analise estatistica

Para avaliacdo dos componentes de resisténcia, o experimento foi instalado
em delineamento inteiramente casualizado, adotando-se um arranjo fatorial 2x2
com sete repeticdes. Os fatores estudados foram: Si (0 e 0,35 g de Si por kg de
material de solo) e duas cultivares de trigo, BR-18 e BRS-208. Cada unidade

experimental foi composta de um vaso plastico contendo 1 kg de material de solo
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com duas plantas. O experimento foi conduzido em duas épocas diferentes, um
em julho e outro em agosto. Os dados referentes a cada varidvel avaliada nos
experimentos foram combinados, quando possivel, depois de confirmada a
homogeneidade de variancia pelo teste de Bartlett (Gomez & Gomez, 1994).
Utilizou-se o programa ESTAT (Banzatto & Kronka, 1997) para andlise de
variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F quando nao
houver interacdo entre os fatores. Foi feita a andlise correlacdo de Pearson entre a
concentracdo foliar de Si e alguns componentes de resisténcia utilizando-se o
programa STATISTICA (STATSOFT, 2001).

Os dados das variaveis TF, CFST, DLATG, atividade das enzimas POX
PFO e QUI em cada época de coleta nos tratamentos plantas inoculadas ou nao e
supridas ou nao com Si foram comparadas pelo teste-t de Student ao nivel de 5%

de probabilidade.
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4 RESULTADOS

4.1 Concentracao foliar de Calcio e Silicio

Analisando os fatores referentes aos dois ensaios, verificou-se diferenca
significativa apenas para o fator cultivares quanto a concentracao foliar de Ca.
Nao houve diferenca significativa para a interagdo doses de Si x cultivares de trigo
(P <0,05). Na cultivar BR-18, a concentracdo de Ca foi 39% maior do que na
cultivar BRS- 208 (Tabela 4).

Para a concentracdo foliar de Si, verificou-se diferenca significativa
apenas para o fator doses de Si. Houve um aumento de 90,5% na concentracao de

Si foliar com a adi¢do desse elemento ao solo (Tabela 4).

Tabela 4. Concentragado foliar de Calcio (Ca) e Silicio (Si)
em plantas das cultivares de trigo BR-18 e BRS-208
supridas (+Si) ou ndo (-Si) com Silicio.

Fatores Concentragao (%)
Silicio Ca Si
-Si 0,76 0,63
+Si 0,77 1,20
Valor de F 0.2646 ™ 327.2678 =
Cultivares
BR-18 0,89 0,92
BRS- 208 0,64 0,90
Valor de F 17.7275 ** 2786 ™
C.V. (%) 16 13

Dados de dois experimentos combinados. C.V. = coeficiente de varia¢do. ** =
significativo ao nivel de 1% de probabilidade. ™ = n#o significativo.

4.2 Microanalise de raios-X para determinar a deposicao de silicio em

folhas de trigo

Foram observados diferentes padroes de deposicdo de Si na superficie
foliar de plantas de trigo das duas cultivares supridas ou ndo com esse elemento.
Nas folhas das plantas das duas cultivares de trigo, na auséncia de Si, observou-se
que esse elemento depositou-se ao longo de uma linha especifica a qual

corresponde as células silicatadas e, raramente, nos tricomas (Figs. 1A e C).
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Figura 1. Detec¢ao de silicio por microandlise de raios-X em folhas de plantas
de trigo infectadas com Bipolaris sorokiniana. Cultivares BR-18 (A e B) e
BRS- 208 (C e D) crescidas na auséncia (A e C) ou presenca (B e D) de silicio.
Segmentos vermelhos correspondem a presenca de silicio.

Nas plantas das duas cultivares que receberam Si, observou-se uma maior
deposicdo desse elemento ao longo de todas as linhas formadas por células
silicatadas, o que € retratado pela intensidade da coloracdo vermelha (Figs. 1B e
D). Verificou-se um padrao diferenciado na deposicao de Si entre as cultivares.
Na cultivar BR-18, o Si concentrou-se mais nas células silicatadas; ja na cultivar
BRS-208, esse elemento, além de depositar nessas células, ocorreu em abundancia
nos tricomas e de forma esparsa na superficie foliar como pode ser visto pelos

pontos de coloracdo azul (Figs. 1B e D).

4.3 Sintomas da mancha marrom em plantas de trigo supridas ou nio com
silicio.

Independente das cultivares estudadas, os sintomas da mancha marrom

foram semelhantes. Observa-se que nas folhas de plantas que ndo receberam Si, as
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lesOes apresentaram em grande nimero e foram maiores com intensa clorose
ocasionando o crestamento foliar em funcdo do coalescimento das mesmas (Fig.
2). No entanto, em folhas de plantas supridas com Si, as lesdes foram pequenas,

em menor niimero e o halo clorético mostrou-se reduzido (Fig. 2).

A B

-i i i +Si

Figura 2. Sintomas da mancha marrom em folhas de plantas de trigo das
cultivares BR18 (A) e da cultivar BRS 208 (B) supridas ou ndo com silicio as 72
horas apds a inoculagdo.

4.4 Efeito do Si nos componentes de resisténcia

4.4.1 Periodo de incubacao (PI)

Houve diferenca significativa para os fatores Si e cultivares de trigo (P <
0,05). A aplicacdo de Si aumentou o PI em 10 h (Tabela 5). O PI foi
significativamente maior na cultivar BRS-208 com um acréscimo de 3 h em

relacdo a cultivar BR-18.

4.4.2 Progresso da mancha marrom e AACPMM

A severidade da mancha marrom das 24 as 96 HAI foi crescente nas
plantas das duas cultivares de trigo, porém atingiu os maiores valores em plantas

que ndo receberam Si (Fig. 3).
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Figura 3: Progresso da mancha marrom em folhas de plantas de trigo das
cultivares BR18 (A e C) e BRS 208 (B e D) crescidas na presenga (+Si) ou
auséncia de silicio (-Si) nos experimentos 1 (Ae B)e 2 (C e D).

Para a varidvel AACPMM, houve diferenca estatistica, pelo teste F, apenas
para o fator doses de Si (P < 0,05). A aplicacio desse elemento reduziu

significativamente a AACPMM em 62% (Tabela 5).

4.4.3 Tamanho médio de lesiao

Em relagdo ao tamanho médio das lesdes, avaliado as 48 HAI, ndo houve
diferenca significativa pelo teste F para o fator cultivares de trigo bem como para
a interacdo cultivares de trigo x Si (P < 0,05). A aplicagdo de Si reduziu em 31% o
tamanho médio de lesdo em relacdo a ndo aplicagdo desse elemento no solo
(Tabela 5).

4.4.4 Nuamero de lesdes (NL) por cm’ de drea foliar

Ap6s o agrupamento dos dados de cada tratamento, referentes aos dois
ensaios, constatou-se efeito significativo apenas para o fator Si. O NL foi reduzido

em 58% na presenca do Si. (Tabela 5).
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Tabela S. Periodo de incubag¢do (PI), drea abaixo da curva do progresso da
mancha marrom (AACPMM), tamanho médio de lesdo (TML) e numero de
lesdes (NL) por cm? de 4rea foliar em plantas das cultivares de trigo BR-18 e
BRS-208 supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio.

Fatores Componentes de Resisténcia
Silicio PI (h) AACPMM TML (mm) NL/cm®
-Si 25 1470 1,57 19,35
+Si 35 557 1,20 12,37
Valor de F 47,1629%% 26,1059 33,7611 7.0381%
Cultivares
BR-18 28 1163 1,44 15,23
BRS-208 31 863 1,33 16,48
Valor de F 6,5328* 2,8284™ 3,3928™ 0,2262 ™
C.V. (%) 16 62 10 56

Dados de dois experimentos combinados. C.V.=coeficiente de variacdo * = significativo ao nivel de
5% de probabilidade. ** = significativo ao nivel de 1% de probabilidade. ™ = nfo significativo.

4.4.5 Progresso da mancha marrom na folha bandeira e AACPMM na
folha bandeira

A severidade da mancha marrom das 48 as 96 HAI foi crescente nas duas
cultivares, porém atingiu os maiores valores em plantas que ndo receberam a

aplicacdo de Si (Fig. 4).
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Figura 4. Progresso da mancha marrom em folhas bandeira de plantas de trigo
das cultivares BR-18 (A) e BRS-208 (B) crescidas na presenga (+Si) ou na
auséncia (-Si) de silicio. Dados do segundo experimento.
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Constatou-se pelo teste F, diferenca significativa apenas para os fatores Si e
cultivares de trigo quanto a AACPMM. Esta variavel foi reduzida em 58% com a
aplicacdo de Si (Fig. 5). A AACPMM nas folhas bandeira da cultivar BR-18 foi

37% maior do que o observado nas folhas bandeira da cultivar BRS- 208.
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Figura 5. AACPMM em folhas bandeira de plantas de trigo das cultivares BR-18 e
BRS-208 crescidas na presenca (+Si) ou auséncia (-Si) de silicio. Dados do segundo
experimento.

4.4.6 Severidade final da mancha marrom

Obtiveram-se, pelo teste F, diferencas significativas apenas para o fator Si
no primeiro experimento. Com a aplicacdo de Si a severidade final foi reduzida
em 50%. Para o segundo experimento, houve diferencas estatisticas significativas
teste de F tanto para o fator cultivares de trigo e também para o fator Si (P <

0,05). Com a aplicacdo de Si a severidade final foi reduzida em 69%.

4.4.7 Severidade real estimada pelo QUANT

Detectaram-se, pelo teste F, diferencgas significativas apenas para o fator Si
no primeiro experimento. Com a aplicagdo desse elemento, a severidade real foi
reduzida em 38,14%. Para o segundo experimento, houve diferenca estatistica
significativa para os fatores cultivares de trigo e Si (P < 0,05). A aplicagdo de

silicio reduziu significativamente a severidade real em 52,14% (Tabela 6).
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Tabela 6. Severidade final (SF) e severidade real (SR) da mancha marrom
estimada pelo QUANT em plantas das cultivares de trigo BR-18 e BRS-208
supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio.

Fatores SF SR
Silicio Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2
-Si 73,40 31,89 69,15 42,59
+S1 36,38 9,71 42,77 20,38
Valor de F 41,942 ** 26,306 ** 15,509 ** 17,827 **
Cultivares
BR-18 56,98 25,57 57,29 38,50
BRS-208 52,81 16,03 54,64 24,47
Valor F 0,531™ 4,860 * 0,156 ™ 7,1139 *
C.V. (%) 25 47 28 39

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

4.5 Analise de correlacao de Pearson

Houve correlagdo positiva e significativa entre a concentracdo foliar de Si
com o PI (Tabela 7). A concentragdo de Si correlacionou-se significativa e
negativamente com a AACPMM e o TML. Nao houve correlagdo significativa
entre a concentracdo foliar de Si e o NL bem como com a concentragdo foliar de

célcio (Tabela 7).

Tabela 7. Coeficientes de correlacio de Pearson entre a
concentracdo foliar de Silicio e os componentes de resisténcia
periodo de incubagdo (PI), drea abaixo da curva de progresso da
mancha marrom (AACPMM), tamanho médio de lesdo (TML),
nimero de lesdes (NL) e a concentracdo foliar de Calcio.

Componentes de resisténcia Coeficiente de
x concentracdo de Si correlagdo (r)
PI (h) 0,62*
AACPMM -0,57%*
TML (mm) -0,70%*
NL -0,18™

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

26



4.6 Taxa fotossintética em folhas de plantas de trigo

A inocula¢do com B. sorokiniana causou uma reducgdo significativa (P <
0,05) na TF de folhas de trigo nas cultivares supridas ou ndo com Si (Figs. 6A e
6B ). No decorrer da infec¢do, as taxas fotossintéticas em plantas supridas com Si
foram consideravelmente maiores do que aquelas observadas em plantas nao

supridas com esse elemento.
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Figura 6. Taxa fotossintética em folhas de plantas de trigo das cultivares BR-18
(A) e BRS-208 (B) inoculadas com Bipolaris sorokiniana e supridas (+Si) ou ndo
(-Si) com silicio. Asteriscos indicam diferengas significativas pelo teste- 7 ao nivel de
5% de probabilidade em cada época de avaliagdo. Barras em cada ponto representam
o desvio padriao da média.

Nao houve diferenga significativa entre as taxas fotossintéticas de plantas
nao inoculadas, supridas ou ndo com Si, independente da cultivar. Apenas para a
cultivar BR-18 nao houve diferenca significativa entre as TF as 96 HAI (Fig.
6A). O mesmo padrdo pode ser observado nas folhas bandeira (Figs. 7A e 7B).
Entretanto, a TF nessas folhas supridas com Si foi menor do que o observado em

plantas nao supridas com esse elemento antes da inoculacgdo.
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Figura 7. Taxa fotossintética em folhas bandeira de plantas de trigo das cultivares
BR-18 (A) e BRS-208 (B) inoculadas com Bipolaris sorokiniana e supridas ou
ndo com silicio. Asteriscos indicam diferencas significativas pelo teste-f ao nivel de
5% de probabilidade em cada época de avaliagdo. Barras em cada ponto representam
o desvio padriao da média.

4.7 Concentracio de CFST

O pico de concentracio de CFST em plantas da cultivar BR-18 ndo
supridas com Si ocorre 4s 24 HAI, seguida de pequeno decréscimo e estabiliza¢do
(Fig. 8). No entanto, em plantas supridas com Si dessa mesma cultivar verificou-
se pequeno decréscimo na concentragao de CFST entre 0 e 12 HAI, seguido de
aumento até as 96 HAIL. A CFST em plantas ndo supridas com Si foram sempre
superiores aqueles apresentados por plantas supridas com esse elemento (Fig. 8).
No caso da cultivar BRS-208, a CFST manteve-se constante tanto em plantas
crescidas na auséncia quanto na presencga de Si até as 48 HAIL No entanto, a partir
desse ponto houve um decréscimo nos niveis CFST em plantas supridas com Si
seguido de aumento as 96 HAIL Verificou-se também um aumento na

concentracdo de CFST, em plantas ndo supridas com Si até as 72 HAL
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Figura 8. CFST em folhas de trigo das cultivares BR18 (A) e BRS208 (B)
inoculadas com Bipolaris sorokiniana e supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio.
Asteriscos indicam diferencas significativas pelo teste-f ao nivel de 5% de
probabilidade para cada época de coleta. Barras em cada ponto representam o desvio
padrdo da média.

4.8 Derivados da LATG

Observou-se uma oscilagdo na concentracdo dos derivados da LATG em
plantas da cultivar BR-18 ndo supridas com Si durante todo o periodo avaliado

(Fig. 9).
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Figura 9. Concentragdo de derivados lignina acido tio-glicolico (LATG) em folhas de
trigo das cultivares BR-18 (A) e BRS-208 (B) inoculadas com Bipolaris sorokiniana
e supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio. Asteriscos indicam diferengas significativas
pelo teste ¢ ao nivel de 5% de probabilidade para cada época de coleta. Barras em
cada ponto representam o desvio padrdo da média.

No entanto, em plantas supridas com Si dessa mesma cultivar até as 24 h,
concentracoes de derivados da LATG mantiveram-se constantes, seguido de
aumento entre 24 e 96 HAIL A partir das 24 HAI, as concentracdes de derivados
de LATG em plantas ndo supridas com Si foram sempre inferiores aqueles

observados em plantas supridas com esse elemento (Fig. 9).
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Para a cultivar BRS-208, as concentracdes de derivados da LATG
mantiveram-se constantes tanto na auséncia quanto na presenca de Si até as 72
HAI, com maior concentracdo em plantas ndo supridas com Si (Fig. 9A). No
entanto, a partir desse ponto houve um decréscimo na concentracao de derivados
da LTGA em plantas ndo supridas com Si e um aumento em plantas supridas com

esse elemento até as 96 HAI (Fig. 9B).

4.9 Atividade de enzimas relacionadas com a defesa de plantas a patégenos
4.9.1 Quitinases
Observou-se que a atividade de quitinases em folhas de plantas de trigo da

cultivar BR-18 supridas com Si permaneceu constante ao longo das avaliagdes

(Fig. 10A).
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Figura 10. Atividade de quitinases em folhas de plantas de trigo das cultivares
BR-18 (A) e BRS-208 (B) inoculadas com Bipolaris sorokiniana supridas (+Si)
ou nao (-Si) com silicio. Asteriscos indicam diferengas significativas pelo teste- ¢ ao
nivel de 5% de probabilidade para cada época de coleta. Barras em cada ponto
representam o desvio padrdao da média.

Em plantas que ndo receberam aplicacdo de Si, observou-se um
decréscimo até as 72 h, seguido de um pequeno aumento. Além disso, a partir das
24 HAI a atividade de quitinases foi sempre maior em plantas supridas com Si.
Para a cultivar BRS-208, a atividade de quitinases manteve-se constante até as 12
h em plantas supridas ou ndo com Si (Fig. 10B).

Em plantas supridas com Si a partir das 12 HAI ocorreu um pequeno
decréscimo na atividade de quitinases até as 48 HAI seguido de um aumento
abrupto as 72 HAI e decréscimo ds 96 HAI (Fig. 10B). A atividade de quitinases

em folhas de plantas ndo supridas com Si permaneceu constante até as 48 HAI,
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seguida de um acentuado decréscimo de atividade as 72 HAI e de um aumento as

96 HAL

4.9.2 Peroxidases

A atividade das peroxidades manteve-se constante até as 48 HAI, em
folhas de plantas da cultivar BR-18, supridas ou nao com Si (Fig. 11).
Observaram-se, diferencgas significativas na atividade de peroxidases entre plantas
supridas com Si e ndo supridas com Si. Interessantemente a atividade méxima de
peroxidases foi observada em plantas ndo supridas com Si as 72 HAIL A atividade
maxima em plantas supridas com Si ocorreu as 96 HAI e correspondeu a
aproximadamente 50% da atividade maxima observada em plantas ndo supridas
com Si. No caso da cultivar BRS-208, observou-se que a atividade de peroxidases
foi significativamente maior em plantas supridas com Si ao longo de todas as
avaliagdes, com atividade mdxima as 96 HAI. A atividade das peroxidases
manteve-se constante ao longo de todas as avaliacdes em plantas da cultivar BRS-

208 nao supridas com Si.
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Figura 11. Atividade de peroxidases em folhas de plantas de trigo das cultivares
BR18 (A) BRS 208 (B) inoculadas com Bipolaris sorokiniana e supridas ou ndo
com silicio. Asteriscos indicam diferencas significativas pelo teste- ¢ ao nivel de
5% de probabilidade para cada época de coleta. Barras em cada ponto representam
o desvio padrao da média.

4.9.3 Polifenoloxidases

A atividade de polifenoloxidases em plantas da cultivar BR-18 supridas
com esse elemento foi significativamente menor ao observado em plantas nao

supridas com Si entre 0 e 12 HAI (Fig. 12A). No entanto, a partir das 48 HAI a
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atividade de polifenoloxidases permaneceu constante e sem diferencas
significativas entre plantas supridas oy nao com Si até as 72 HAL As 96gHAL,
verificou-se uma maior atividade enzimética em plantas supridas com Si em
relacdo as plantas ndo supridas com esse elemento (Fig. 12A). A atividade de
polifenoloxidases apresentou-se estdvel em plantas da cultivar BRS-208 supridas

ou ndo com Si, com diferencas significativas para algumas épocas de coletas (Fig.

12B).
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Figura 12. Atividade de polifenoloxidases em folhas de plantas das cultivares de
trigo BR 18 (A) BRS 208 (B) inoculadas com Bipolaris sorokiniana supridas
(+Si) ou ndo (-Si) com silicio. Asteriscos indicam diferencgas significativas pelo
teste- ¢ ao nivel de 5% de probabilidade para cada época de coleta. Barras em cada
ponto representam o desvio padrdo da média.
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5 DISCUSSAO

Dos resultados deste estudo resultam as primeiras evidéncias de que alguns
componentes de resisténcia do trigo a mancha marrom podem ser afetados pela
aplicacdo de Si, a semelhanga do observado para outros patossistemas (Datnoff et
al., 1991; Rodrigues et al., 2001a, 2003; Rodgers-Gray & Shaw, 2000, 2004;
Seebold et al., 2001; Resende, 2007). As alteragdes nos componentes de
resisténcia podem de fato ser atribuidas ao Si, uma vez que as concentragdes
foliares de Ca ndo diferiram entre as plantas supridas ou ndo com esse elemento.
Além disso, a concentracdo de Si nas folhas correlacionou positivamente aos
componentes de resisténcia em estudo, a exce¢do do NL por cm?, demonstrando a
importancia do Si em reduzir a intensidade da mancha marrom.

Epstein (1994) realizou um estudo detalhado sobre a capacidade de
absor¢do de Si por diversas espécies de plantas de interesse comercial,
demonstrando que muitas espécies economicamente importantes sdo capazes de
absorver Si. Em geral, gramineas sdo eficientes em absorver Si se comparadas
com as dicotiledoneas (Epstein & Bloom, 2005). As maiores quantidades de Si
sdo encontradas em arroz, onde o Si responde por aproximadamente 6,3% do peso
da matéria seca das folhas (Epstein, 1999). No presente trabalho, a concentracio
foliar média de Si foi de 1,20%, corroborando com os resultados obtidos por
Rodrigues et al., (2001b) que encontrou valores em torno de 1% de Si em folhas
de trigo quando crescidas na dose maxima desse elemento. Ha de ressaltar que, as
concentracdes foliares de Si no presente estudo ndo foram tdo elevadas quando
comparadas com aquelas encontradas em arroz. Entretanto, nessas concentragdes,
verificou-se alteracdes nos principais componentes de resisténcia do trigo a
mancha marrom, indicando que o Si pode ser adotado no manejo da doenca.
Resultados semelhantes foram encontrados no patossistema sorgo-Colletotrichum
graminicola, onde pequenas concentracdes de Si foram suficientes para reduzir a
intensidade da doenca (Resende, 2007).

A reducdo de importantes doencas pelo Si é bem documentado, porém os
mecanismos de seu efeito ndo estdo totalmente elucidados. Ja se prop0s que o
acido monosilicico [Si(OH)4] pode exercer uma barreira mecanica apds acumular
e polimerizar na parede celular, o que afeta a penetracao de certos patégenos (Kim

et al., 2002; Yoshida et al., 1962 ,1965). Tendo em vista que o progresso de uma
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doenca pode ser explicado pelo aparecimento de novas lesdes e pela expansao
daquelas ja existentes (Parleviet, 1979), a deposicdo de Si na parede celular pode
reduzir a intensidade da doenca ao afetar os componentes de resisténcia como o PI
e o TML.

O PI € um importante componente de resisténcia em muitos patossistemas
(Johnson & Wilcoxson, 1978; Parlevliet, 1979; Pelletier & Fry, 1989; Rotem,
1994), e ja se demonstrou que a aplica¢do de Si pode atuar sobre ele. Em arroz, o
PI de Magnaphorte grisea e de Rhizoctonia solani foram consideravelmente
prolongados pela aplicagdo de Si no solo (Seebold er al., 2001; Rodrigues et al.,
2003). No patossistema trigo-B. sorokiniana a aplicacdo de Si prolongou o PI em
ambas as cultivares em até 10 h. Esse aumento pode ser decorrente do
impedimento fisico propiciado pelo Si, considerando-se o modo de acao proposto
por (Yoshida et al., 1962), tendo em vista os diferentes padrdes de deposicao de
Si observado na superficie foliar de plantas de trigo supridas ou nao com esse
elemento. Em plantas que receberam Si, observou-se grande abundancia deste
elemento ao longo da linha formada pelas células silicatadas e nos tricomas, ao
passo que em plantas ndo supridas com esse elemento, observa-se menor
intensidade de Si ao longo desta linha e também em tricomas. Este padrdo
diferenciado de deposicdo de Si pode estar relacionado ao aumento no PI em
plantas supridas com Si, haja vista que o Si depositado em grandes quantidades ao
longo da folha representa um obsticulo adicional que o fungo deve transpor para
penetrar a cuticula e a parede celular. Esse perfil de acimulo de Si em folhas de
trigo parece ser um padrao para a espécie, pois os resultados foram similares
aqueles obtidos por Guével et al. (2007). Esses mesmos autores relataram que o
controle do oidio foi tanto melhor quanto maior foi a deposi¢ao de Si nas folhas
de plantas de trigo, demonstrando que algum tipo de impedimento fisico deve
ocorrer para a restricao do patégeno.

Além do PI, o NL e o TML sdo usados para determinar a resisténcia
genética de plantas, bem como, para avaliar a agressividade de patégenos
(Johnson & Taylor, 1976; Luo & Zeng, 1995; Berger et al., 1997). Com o
aumento da concentracdo de Si nas folhas esses componentes de resisténcia sdao
freqiientemente modificados (Seebold et al., 2001) resultando em menor infeccao.
Neste contexto, € interessante notar que a aplicacao de Si afetou negativamente o

TML e o NL por cm” independentemente do nivel de resisténcia das cultivares. As
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alteracdes observadas no que diz respeito ao NL por cm® ¢ TML podem ser
resultantes da reacdo da planta sobre vérios estigios do desenvolvimento de B.
sorokiniana, ou seja, desde a adesdo dos conidios até a colonizagdo do tecido
foliar, em conformidade com o exposto por Parlevliet (1979).

Com a AACPD obtém-se informagdes quantitativas de modo integrado
sobre o efeito dos diversos componentes de resisténcia na reduciao da severidade
da doenca (Campbell & Madden, 1990). Coerentemente com os resultados obtidos
para os demais componentes de resisténcia a AACPMM foi reduzida pela
aplicacdo de Si. A aplicacao de Si reduziu a severidade final da mancha marrom,
independentemente da cultivar. Considerando a subjetividade da avaliagdo visual
da severidade de doengas, em fun¢do da dificuldade de discernimento entre drea
necrdtica e clordtica em estdgios avangados da doenca, sistemas de andlise de
imagens tém sido utilizados para auxiliar sua mensuracdo (Liberato, 2003).
Segundo esta andlise com a aplicagdo de Si, a severidade real (drea necrética e
clorética) foi reduzida em média 45%. Esse resultado confirma a avaliacao visual,
e demonstra que o Si reduz a severidade da mancha marrom do trigo, a exemplo
de outras importantes doencas (Datnoff et al., 2007).

Além da barreira fisica propiciada pelo Si os resultados deste estudo
constituem as primeiras evidéncias de que a reducdo na severidade da mancha
marrom do trigo pela aplicacdao de Si ocorre também pelas alteragdes de natureza
fisiolégica e bioquimica & semelhanca do que foi observado para outros
patossistemas (Rodrigues et al., 2003 e 2005; Bélanger et al., 2003; Rémus-Borel
et al., 2005).

As taxas fotossintéticas de plantas de trigo inoculadas com B. sorokiniana,
em plantas supridas com Si foram significativamente maiores do que aquelas
observadas em plantas ndo supridas com esse elemento. Resultados semelhantes
foram obtidos por (Li et al., 2007) quando plantas de milho forma submetidas a
estress hidrico. Esses autores observaram aumentos de 10 a 28 % na taxa
fotossintética liquida de plantas supridas com Si em fung¢do do aumento na
biomassa, e destacaram que esse aumento correlacionou-se com a maior tolerancia
a seca apresentada pelas plantas. No presente estudo, maiores taxas fotossintéticas
podem estar relacionadas ao efeito Si em reduzir a severidade da mancha marrom.

2

E sabido que com a maior producdo de fotoassimilados as plantas sdao capazes de

35



responder ativamente ao processo de infeccdo, redirecionando seu metabolismo
para sintese de compostos com a¢do anti-microbiana (Shenck et al., 2000)

A resisténcia de plantas a doencas é um fendmeno complexo,
caracterizado por uma multiplicidade de ag¢des que em conjunto detém o
desenvolvimento do patégeno (Hammond-Kozak & Parker, 2003). Esta
multiplicidade é caracterizada pela existéncia de diversos niveis de defesa, que
muitas vezes podem sobrepor-se. Enzimas envolvidas na respiracdo, na
fotossintese € no metabolismo de fenilpropandides exibem aumento em atividade
nos tecidos infectados e t€ém sido associados com a ativacdo de mecanismos de
reparo dos tecidos infectados e/ou injuriados. O primeiro passo do mecanismo de
defesa em plantas envolve uma acumulagdo rapida de fendis no local da infecg¢ao
que restringe ou reduz a colonizagdo pelo patégeno. Existe um significante
nimero de trabalhos na literatura descrevendo que a aplicacdo de Si pode afetar a
concentracdo de compostos fendlicos durante o ataque por patégenos (Carver et
al., 1998; Rodrigues et al., 2005; Menzies et al., 1991). No entanto, este ndo
parece ser o caso do patossistema trigo-B. sorokiniana. Apesar de verificarmos a
ocorréncia de um aumento constante na concentracio de compostos fendlicos
soluveis totais, os valores foram menores em plantas supridas com Si.

O aumento na resisténcia de plantas de trigo ao oidio pela aplicacdo de Si
foi demonstrado por Bélanger er al. (2003). Esses autores demonstraram a
deposicdo de papilas na parede celular, logo abaixo ao sitio de penetracdo de B.
graminis f.sp. tritici, em folhas de plantas que receberam Si. A papila raramente
foi penetrada pelo fungo, porém nos casos em que o fungo penetrou com sucesso,
um material osmiofilico que reagiu positivamente com f-1-3 glucanos
(constituinte da calose), recobriu a célula mae do haustério e restringindo o seu
desenvolvimento. Esse material osmiofilico formado por compostos fendlicos
tiveram papel importante na resisténcia das plantas de trigo ao mildio
pulverulento.

No patossistema trigo-B. sorokiniana a concentragao de CFST foi sempre
inferior em plantas de trigo supridas com Si, isso pode indicar que esse elemento
esteja potencializando a producdo de lignina uma vez que CFST sdo percusores da
mesma. Esta observacdo esta de acordo com outros resultados encontrados na
literatura. Segundo Kumar et al. (2002) a atividade da FAL (fenilalanina amonia-

liase) € alta em folhas de trigo apds a inoculagdo com diferentes isolados de B.
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sorokiniana. Ainda segundo esse autor, os isolados mais agressivos induzem uma
expressao precoce do gene da FAL, o que pode sugerir que a ativacdo da rota dos
fenilpropanéides ndo esteja associada a defesa a B. sorokiniana. A FAL promove
a primeira etapa enzimatica de conversido da fenilalanina a dcido cinamico, que
leva a producdo de lignina. Desse modo, o Si pode estar associado a lignificacao
da parede celular e ndo a potencializacdo de compostos de natureza fendlica com
acdo antimicrobiana.

A lignina é o produto principal do metabolismo dos fenilpropandides e a
sua deposicao na parede celular das plantas ¢ um mecanismo de defesa (Lamb et
al., 1989; Liang et al., 1989). No presente trabalho, a concentracdo de derivados
da LATG foi crescente em plantas da cultivar BR-18 supridas com Si. Em plantas
nao supridas com Si da mesma cultivar observou-se grande variagdo na
concentracdo de derivados de LATG. No caso da cultivar BRS-208 a
concentracdo de derivados da LATG manteve-se praticamente constante em
plantas supridas ou ndo com esse elemento. Estes dados diferem daqueles
relatados por Rodrigues et al. (2005) no patossistema arroz-Pyricularia grisea em
que o acimulo de lignina foi menor em plantas supridas com Si em relacdo as
plantas ndo supridas com Si de uma cultivar de arroz suscetivel a brusone. No
entanto estdo de acordo com os resultados apresentados por Resende (2007). No
caso da cultivar BRS-208, ndo se observou diferencas na concentracdo de
derivados da LATG entre plantas supridas com Si e ndo supridas com Si, a
semelhanca do que foi constatado no patossistema sorgo-Colletotrichum
graminicola.

As quitinases ocorrem normalmente nas plantas e sdo induzidas como
resultado de infeccdes por patégenos bem como por agentes abidticos (Lee &
Hwang, 1996; Neuhaus, 1999). Virios trabalhos indicam que as formas
extracelulares das quitinases possuem uma func¢ao imediata na defesa das plantas,
com acdo direta sobre as hifas fungicas. Esta acdo provoca a liberacdo de
elicitores oligossacaridicos a partir das paredes fungicas que podem ativar novas
respostas de defesa por parte da planta (Leah er al., 1991; Hammond-Kozack &
Jones, 2000; Mohammadi et al., 2002). No presente trabalho observou-se um
aumento na atividade de quitinases apartir das 48 HAI em plantas supridas com Si
das duas cultivares, porém de forma mais acentuada na cultivar BRS-208. Neste

caso, parece que as quitinases sdo responsdveis pela contencdo de B. sorokiniana,
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impedindo que a doenga progrida. Chérif et al. (1994) relatou um aumento na
atividade de quitinases em amostras foliares de plantas de pepino supridas com Si
e inoculadas com Pythium ultimum em comparagdo com amostras foliares
infectadas, porém nao supridas com Si.

Aumentos na atividade de peroxidades sdo relatados durante a infec¢cdo de
plantas por patdgenos (Seevers et al.,1971). Esses autores sugerem que as
diferentes formas de peroxidases que tem suas atividades aumentadas durante a
infeccdo atuam inibindo o crescimento dos patégenos possivelmente através da
participacdo na biossintese de compostos fendlicos. Nesse estudo, a atividade de
peroxidases foi maior em plantas da cultivar BR-18 ndo supridas com Si. No caso
da cultivar BRS-208 observou-se que a atividade de peroxidases foi maior em
plantas supridas com Si ao longo de todo o tempo avaliado. Segundo Kumar et
al.( 2002) o peréxido de hidrogénio (H,0,), comumente relacionado a defesa de
plantas a patdogenos, apresenta um papel ambivalente no patossistema trigo-B.
sorokiniana. O fungo B. sorokiniana apresentam duas fases distintas de
desenvolvimento. A primeira restringe-se a colonizagcdo de apenas uma célula e a
segunda fase inicia-se a partir da colonizagdo das demais células. O papel
ambivalente do H,O, ocorre em fungdo dessa caracteristica. Durante a primeira
fase o acimulo de H,O; ao redor do sitio de infeccdo restringe o crescimento e
desenvolvimento de B. sorokiniana a semelhanca de uma resposta de
hipersensibilidade como na contencdo de patégenos biotréficos. No entanto,
durante a segunda fase o acimulo de H,0O, € benéfico para o desenvolvimento de
B. sorokiniana, tendo em vista que esse composto € também téxico a célula
vegetal, podendo contribuir para a morte celular. Neste caso, o papel das
peroxidases parece ser essencial para a eliminacdo rdpida dos radicais perdxidos.
Neste contexto o Si exerce efeito benéfico, por manter a atividade das peroxidases
em niveis elevados como observado para a cultivar BRS- 208 em plantas supridas
com Si. Além disso, as peroxidases podem oxidar fendis para formar quinonas,
compostos mais toxicos que os primeiros e que também exercem um papel
importante dentro do sistema de defesa das plantas (Gogoi et al., 2001). Essa pode
ser também uma das razdes para as baixas concentragdes de CFST uma vez que
fendis podem ter sido convertidos em quinonas pelas peroxidases, cujos niveis de

atividade foram elevados.
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Polifenoloxidases sdo enzimas que freqiientemente aumentam suas
atividades em resposta ao estresse, com finalidade de promover de proteger a
célula (Siegel, 1993; Soares et al., 2004). Essa enzima parece nao estar
relacionada com a defesa das plantas de trigo a mancha marrom devido as baixas
atividades observadas. Resultados semelhantes foram obtidos por (Pereira et al.,
2007) quando estudou a atividade dessa enzima como resposta de defesa de
plantas de café e soja a ferrugem.

A reduc¢do da intensidade da mancha marrom do trigo, caracterizada pela
alteracdo de diversos componentes de resisténcia decorrente da aplicacao Si, e
alteracoes na taxa fotossintética, na concentracdo de derivados LATG atividade de
quitinases e peroxidases, indicam que esse elemento potencializa os mecanismos
de resisténcia e abre perspectivas de sua utilizacdo em um sistema de manejo

integrado da mancha marrom.
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CONCLUSOES

- O periodo de incubagdo foi prolongado, o tamanho médio da lesdo e o nimero
médio de lesdes por cm” foram negativamente afetados; a drea abaixo da curva de
progresso da mancha marrom a drea abaixo da curva de progresso da mancha

marrom em folhas bandeiras e a severidade final foram reduzidas;

- A taxa fotossintética foi maior em plantas supridas com silicio e inoculadas com

B. sorokiniana;

- A concentracdo de CFST encontradas em plantas de trigo supridas com Si ndo

explicou a resisténcia de plantas de trigo 2 mancha marrom;

- A concentracdo dos derivados de LATG foi maior em plantas supridas com

silicio apenas na cultivar BR-18;

- Em plantas de trigo das cultivares supridas com Si a atividade de quitinases foi
potencializada pela aplicacdo de Si e se relacionou com a maior resisténcia ao
patégeno, porém a atividade da POD foi potencializada apenas em plantas

supridas com Si da cultivar BRS-208.
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