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Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito do silicio (Si) sobre a ramulose e aspectos bioguimicos da resisténcia do algodoeiro a essa doenca.
Os cultivares BRS Araca e FM 993 foram desenvolvidos em solucdo nutritiva contendo (+Si) ou ndo (-Si) silicio. Avaliou-se o
periodo de incubacao (PI), incidéncia (1), drea abaixo da curva do indice da ramulose (AACIR) e concentracdo foliar de Si (CFSi).
A CFSi e o Pl aumentaram em 76% e 19,5%, respectivamente, nas plantas +Si em relacdo as -Si, e a | e a AACIR diminufram em
64% e 18%, respectivamente. A concentracao dos compostos fendlicos soluveis totais (CFST) e dos derivados da lignina-acido
tioglicdlico (DLATG) dos dois cultivares supridos com Si aumentou durante o progresso da ramulose, porém essa concentracao
foi inferior a daguelas que nao receberam Si. No cultivar BRS Aracad +Si a atividade das enzimas quitinase (QUI) e glicanase
(GLI) aumentou até os 10 dai em relagdo as plantas -Si. A atividade das enzimas peroxidase (POX) e polifenoloxidase (PPO) no
cultivar BRS Araca +Si aumentou entre 20 e 30 dai em relagdo as plantas -Si, enquanto na FM 993 +Si o aumento foi de até
10 dai. No cultivar FM 993 +Si, a atividade da fenilalanina aménia-liase (FAL) aumentou. O fornecimento de Si as plantas de
algodoeiro aumentou a resisténcia a ramulose mediante incremento na concentracdo CFST e de DLATG nos dois cultivares e
na atividade das POX, PPO, QUI e GLI na BRS Aracad, e de POX e FAL na FM 993.

Palavras-chave: bioguimica, compostos de defesa, enzimas, Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, resisténcia.

Biochemical aspects of resistance to cotton ramulosis powered by silicon

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of using silicon (Si) on the control and biochemical aspects of cotton resistance
to ramulosis. Cotton plants of BRS Aracd and FM 993 were grown in nutrient solution containing (+Si) or not (-Si) silicon. We
evaluated the incubation period (PI), the incidence (I), the area under the curve of index ramulosis (AACIR) and leaf concentration
of Si (CESI). The CESi and Pl increased by 76% and 19.5% in plants supplied with Si relative to the -Si and the AACIR decreased
by 64% and 18%, respectively. The concentration of total soluble phenolics (CFST) and derivatives of lignin-thioglycolic acid
(DLATG) in plants of both cultivars supplied with Si increased during the progress of ramulosis, but were lower as compared
to plants that did not receive Si. In BRS Aracd supplied with Si, the activity of the enzymes chitinase (QUI) and glucanase (GLI)
increased until 10 days after inoculation (dai) compared to -Si plants. The activity of peroxidase (POX) and polyphenol oxidase
(PPO) in BRS Araca supplied with Si increased between 20 and 30 dai with regard to plants -Si, while FM 993 supplied with
Si presented increases in the activity of PPO and POX up to 10 dai. In FM 993 supplied with Si there was no increase in the
activity of phenylalanine ammonia-lyase (FAL). The supply of Si to cotton plants increased resistance to ramulose by increasing
the concentration CFST and DLATG in both cultivars, and the activities of POX, PPO, QUI and GLU in BRS Aracd, and POX and
FAL in FM 993.
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Silicio e resisténcia do algodoeiro a ramulose

1. INTRODUCAO

Dentre as doengas que afetam a cultura do algodociro,
a ramulose, causada por Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides A. S. Costa, destaca-se por causar perdas
de até 85% na produgio (Suassuna e CoutiNHO, 2011). O
fungo C. gossypii var. cephalosporioides infecta as folhas, peciolos
e caule, provocando nanismo e superbrotamento dos ramos,
o que prejudica a formacao das magis e, consequentemente,
o rendimento do algodoeiro (MEHTA et al., 2005).

Durante a interagio patégeno-hospedeiro, ocorre uma
série de eventos bioquimicos que levam 2 ativagio de defesas
por parte da planta, resultando na produgio de compostos
que podem ser toxicos aos patdgenos ou apenas restringir seu
desenvolvimento (WROBEL-KwiaTKOWSKA et al., 2004). A
principal estratégia de controle dessa doenga é a quimica, visto
que a maioria dos cultivares de algoddo nao possui resisténcia
genética a essa doenca (Suassuna e CouTINHO, 2011).

O silicio (Si), apesar de nao ser considerado essencial para
o crescimento das plantas, pode ser absorvido em niveis que
excedem os macronutrientes, por exemplo, em arroz (EPSTEIN,
1999). Essencial ou nao, o papel do Si nas plantas tem sido
cada vez mais de interesse dos pesquisadores devido a seus
indmeros beneficios, principalmente quando as plantas estio
sob estresse. Do ponto de vista morfoldgico, a deposicao
e polimerizagao do dcido monossilicico abaixo da cuticula
forma uma camada dupla cuticula-silica (Yostipa, 1965). Isso
impede ou atrasa a penetracdo de alguns patégenos (Kim et al.,
2002). Outro mecanismo proposto ¢ que o Si soldvel tem um
papel ativo que potencializa mecanismos de defesa das plantas
com o aumento na producio de compostos fendlicos, nos
niveis de algumas classes de fitoalexinas e também na ativagio
de alguns genes que codificam proteinas PR (CHERIF et al.,
1994; RODRIGUES et al., 2003; 2004; 2005). Além disso, o
incremento na atividade de enzimas liticas na parede celular
fingica ou associada com o metabolismo secunddrio da
planta (L1aNG et al., 2005) reforgam a hipétese de que o Si
potencializa mecanismos de defesa em plantas e nio atua
apenas de forma passiva na resisténcia. Em pepineiros, a
aplicagao foliar com Si controlou o mildio pulverulento
mas ndo foi capaz de potencializar a atividade das enzimas
peroxidases, polifenoloxidases e quitinases, ao contrdrio do
obtido em plantas supridas com Si via solo, onde o controle
da doenca, além de ser efetivo, esteve associado com aumento
na atividade dessas enzimas durante o processo infeccioso
(L1aNG et al., 2005). No entanto, a exata natureza da interagao
entre o Si soltvel e as vias bioquimicas de defesa da planta
permanece desconhecida. Em todo caso, o uso de Si como
uma medida alternativa de controle vem ganhando cada vez
mais aceitagdo e é promissor para os produtores considerando
os enormes prejuizos que as diferentes doengas tém causado
na produgio das mais diversas culturas.

Nao existem informacoes na literatura cientifica sobre
o efeito de Si na reducio da intensidade da ramulose em

algodoeiros e sobre os possiveis mecanismos bioquimicos
envolvidos na resisténcia. Assim, objetivou-se avaliar o efeito
dossilicio (Si) sobre na resisténcia do algodoeiro & ramulose e
aspectos bioquimicos da resisténcia da planta a essa doenga.

2. MATERIAL E METODOS

Preparo da solucdo nutritiva e crescimento
das plantas de algodao

Sementes de algodio dos cultivares BRS Aracd e FM 993
foram lavadas em solugao de hipoclorito de sédio (10%) por
dois minutos, seguidas de lavagem em 4dgua destilada por trés
minutos e germinadas em leito de areia lavada e autoclavada.
Dez dias apds a germinagio, trés plantulas foram transferidas
para vasos plasticos de cinco litros contendo solugio nutritiva
de HoaGLaND e ARNON (1950) modificada, constituida de:
6,0 mmol L™ KNO;; 1,0 mmol L NH,H,PO; 2,0 mmol L™
MgSO,.7H,O; 4,0 mmol L Ca(NOa)z; 0,3 pmol L™
CuSO,.5H,0;5 1,3 umol L' ZnSO,.7H,O; 46 pumol L™
H,BO,; 12,6 umol L' MnCl,.4H,0; 0,1 pmol L™
(NH,) Mo.O,,.4H,0; 45 pumol L™ FeSO,.7H,0-EDTA
bissédico. Acido monossilicico obtido pela passagem do
silicato de potdssio através de uma coluna contendo resina
trocadora de cdtions (Amberlite IRA 410) (Ma e TAKAHASHI,
2002) foi adicionado a solu¢io nutritiva nas concentragoes
de 0 (=Si) e 2 mmol Si L™ (+Si). Foi utilizada solucao
nutritiva a meia forca idnica, incluindo a adicio ou nio
do 4cido monossilicico. Apds sete dias, a concentragio da
solucio utilizada foi modificada para forca total. A solugao
nutritiva foi aerada, trocada a cada quatro dias ¢ o pH foi
verificado diariamente e mantido entre 5,5 e 6,0.

Obtencao do indculo de C. gossypii var.
cephalosporioides e inoculacdao das plantas

As plantas de algodoeiro foram inoculadas com o isolado
CNPA 0053 de C. gossypii var. cephalosporioides fornecido
pela Embrapa Centro Nacional de Pesquisa do Algodao. O
isolado de C. gossypii var. cephalosporioides foi armazenado
em tubos de ensaio contendo meio batata-dextrose-dgar
(BDA). O isolado foi repicado para placas de Petri contendo
meio BDA e as placas foram transferidas para cAmara
de crescimento tipo B.O.D. com fotoperiodo de 12 h e
temperatura de 25°C, onde permaneceram por até 15 dias,
até ocorrer abundante produgio de conidios. O inéculo foi
preparado adicionando-se 10 mL de dgua destilada em cada
placa e fazendo-se uma raspagem superficial com pincel
de cerdas macias para liberacio dos conidios. A suspensao
obtida foi filerada em gaze ¢ ajustada para a concentragio de
1,5x10° conidios mL™" pela contagem em hemacitémetro. Para
aumentar a aderéncia dos conidios sobre o tecido da planta,
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a suspensao foi preparada utilizando dgua contendo gelatina
a 1% (p:v), além da adicio de Tween 20 (0,1 mL/100 mL
de suspensio), para quebrar a tensio superficial da dgua.
Plantas de algodociro no estddio V5 (40 dias apds
transplantio) (MARUR e Ruano, 2001) foram inoculadas
com C. gossypii var. cephalosporioides utilizando-se atomizador
(VLS-Set Airbrush, Paache Airbrush Company, EUA). Apés
a inoculagio, as plantas foram transferidas para cAmara de
nevoeiro com temperatura de 25+2°C e umidade relativa de
90+5%), com fluxo continuo de luz por 24 h e, em seguida,
transferidas para cAimara de crescimento com temperatura
entre 25°C e 35°C e umidade relativa de 50+5%, onde

permaneceram até o final das avaliagoes.

Avaliacao do periodo de incubacdo (PI),
incidéncia e severidade da ramulose

Em cada vaso foram marcadas cinco plantas para avaliacio do
PI, a partir das 24 horas apds inoculagio (hai). Avaliou-se a
incidéncia (%) da ramulose no quinto dia ap6s a inoculagio
(dai) contando-se o niumero de plantas por vaso que
apresentavam sintomas da ramulose. Para avaliar a severidade
da ramulose foi utilizada a escala de notas proposta por Costa
¢ Fraga JUNIOR (1937), em que: 0 = plantas sem sintomas;
1 = plantas apresentando les6es necréticas nas folhas, peciolos
e nervuras; 2 = morte do dpice, hiperplasia e morte dos
meristemas laterais; 3 = encurtamento dos internédios e
inicio do superbrotamento; e 4 = intenso superbrotamento
e redugio do porte e desenvolvimento da planta, morte das
partes afetadas. A severidade foi avaliada aos 10, 20 e 30 dai.
As notas de severidade foram usadas para calcular o indice
da ramulose (IR) de acordo com MckINNEY (1923), para
quem IR = [(nota da doenga x ndmero de plantas com essa
nota)/(ntimero total de plantas x nota madxima da doenga
na escala)]x100. Os valores do IR para as repeti¢oes de cada
tratamento foram utilizados para calcular a drea abaixo da
curva do indice da ramulose (AACIR) de acordo com a
férmula proposta por SHANER e FINNEY (1977).

Determinacao da concentracao de
compostos fenélicos soliiveis totais (CFST)

Amostras de folhas foram coletadas em nitrogénio liquido
e imediatamente armazenadas em ultrafreezer a —80°C até
andlise. Amostras de 0,1 g foram maceradas em nitrogénio
liquido. O macerado foi homogeneizado com 1,5 mL de
metanol 80% e extraido durante 12 h em mesa agitadora
orbital (150 rpm), a temperatura ambiente (~25°C). Os
tubos foram cobertos com papel aluminio para proteger o
extrato metanélico da oxidagio pela luz. O extrato metandlico
verde-escuro foi centrifugado a 12.000 g por 5 min e, apds
centrifugacio, o sobrenadante foi transferido pra um novo
tubo e o residuo mantido a —80°C, para determinagao da

concentragio dos derivados da lignina-dcido tioglicélico. A
metodologia proposta por ZIESLIN ¢ BEN-ZAKEN (1993),
com algumas modificacoes, foi usada para determinagao
da concentragido de CFST. Adicionaram-se 150 pUL do
reagente Folin & Ciocalteau’s Phenol 0,25 M (Sigma-Aldrich,
Sao Paulo, SP, Brasil) a 150 pUL do extrato metandlico.
A mistura foi homogeneizada e mantida a temperatura
ambiente (~25°C) por 5 min. Posteriormente, 150 UL de
carbonato de sédio 1 M foi adicionado & mistura, a qual foi
homogeneizada novamente e mantida a temperatura ambiente.
Apés 10 min, adicionou-se 1 mL de dgua destilada a mistura,
que permaneceu em temperatura ambiente (~25°C) por
30 min. A absorbancia das amostras foi medida a 725 nm.
A concentragio de CFST foi expressa em mg de compostos
fendlicos (expresso em catecol) por kg de folha fresca.

Determinacao da concentracio dos
derivados da lignina-acido tioglicélico
(DLATG)

Adicionou-se 1,5 mL de dgua estéril ao residuo obtido apés
a extracdo dos CEST. Apés a homogeneizagio, a mistura
foi centrifugada a 12.000 g por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e o residuo foi seco a 65°C por aproximadamente
12 h. O residuo alcodlico-insoltivel seco, contendo lignina
e 4cidos fendlicos associados a parede celular, foi usado para
determinacgio da lignina de acordo com a metodologia de
BarBER € RiDE (1988). Um volume de 1,5 mL da solucio
de 4cido tioglicdlico (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, SP, Brasil)
e HCI 2 N (1:10) foi adicionado ao residuo seco. Os tubos
foram levemente agitados para hidratar o residuo e, em
seguida, colocados em banho-maria (100°C). Apés 4 h, os
tubos foram colocados no gelo por 10 minutos. A mistura
foi centrifugada a 12.000 ¢ por 10 min, o sobrenadante
foi descartado ¢ o precipitado foi lavado com 1,5 mL de
dgua destilada estéril e a seguir centrifugado a 10.000 ¢
por 10 min. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado ¢ o precipitado ressuspendido em 1,5 mL de
NaOH 0,5 M. A mistura foi agitada em mesa agitadora
orbital (150 rpm) a temperatura ambiente (~25°C) por 12 h,
depois centrifugada a 10.000 g por 10 min: o sobrenadante
foi transferido para um novo tubo. Apés a adicio de 200 UL
de HCL concentrado ao sobrenadante, os tubos foram
transferidos para uma bandeja com gelo e mantidos na
geladeira (4°C) por 4 h, para precipitagio dos DLATG.
Apés a centrifugacio a 10.000 g por 10 min, o sobrenadante
foi descartado e o precipitado, de cor laranja amarronzada,
foi dissolvido em 2 mL de NaOH 0,5 M. A leitura da
absorbancia foi realizada a 290 nm. A concentra¢io dos
DLATG foi expressa em mg kg™ de folha fresca utilizando-se
uma curva padrio obtida com diferentes concentragoes de
lignina alcalina, éter 2-hidroxipropil (Sigma-Aldrich, Sao
Paulo, SP, Brasil).
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Determinacdo da atividade de enzimas de
defesa

Amostras da folha indice das plantas foram coletadas aos
5, 10, 20 e 30 dai. Amostras de folhas coletadas de plantas
nao inoculadas com C. gossypii var. cephalosporioides (0 h)
serviram como controle. As amostras foram mantidas em
N, liquido durante a coleta e armazenadas em ultrafreezer
a —80°C até serem analisadas.

Atividade de peroxidases (POX, EC 1.11.1.7)

O extrato enzimdtico foi obtido pela maceragio de 0,2 g de
folhas em N, liquido seguida de homogeneiza¢io em 2 mL
do meio de extragio composto de 0,1 M tampio fosfato
de potdssio (pH 6,8), 1 mM de fenilmetilsulfonilfltor
(PMSF), 0,1 mM de 4cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e 200 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O
homogeneizado foi centrifugado a 12.000 g por 15 min a
4°C e o sobrenadante foi utilizado no ensaio enzimdtico. A
atividade da POX foi determinada conforme metodologias
propostas por CHANCE ¢ MAEHLEY (1955) e KaR e MISHRA
(1976). No ensaio colorimétrico, utilizaram-se pirogalol
e peréxido de hidrogénio como substratos. Para a reagao
foram adicionados 340 UL de dgua destilada, 250 puL do
tampio fosfato de potdssio 100 mM (pH 6,8), 200 uL
de pirogalol 100 mM, 200 UL de peréxido de hidrogénio
100 mM e 10 pL do extrato. As leituras de absorbincia
foram realizadas a 420 nm a cada 10 s durante um minuto.
A atividade da POX foi medida utilizando-se para os cdlculos
o coeficiente de extin¢io molar 2,47 mM™" cm™ (CHANCE
e MAEHLEY, 1955).

Atividade de polifenoloxidases (PPO,
EC 1.10.3.1)

O extrato enzimdtico foi obtido da mesma forma que para
a POX. A atividade da PPO foi determinada conforme
metodologias propostas por CHANCE e MAEHLEY (1955) e
Kar e Misura (1976). No ensaio colorimétrico, utilizou-se o
pirogalol a 100 mM como substrato. A reacio foi composta
por 520 UL de dgua destilada, 250 UL do tampao fosfato de
potassio 100 mM (pH 6,8), 200 UL de pirogalol 100 mM e
30 UL do extrato. As leituras de absorbancia foram realizadas
2420 nm a cada 10 s durante um minuto. A atividade da
enzima foi medida utilizando-se para os cdlculos o cocficiente
de extingio molar de 2,47 mM™' cm™ (CHANCE e MAEHLEY,

1955).
Atividade de quitinases (QUI, EC 3.2.1.14)

O extrato enzimdtico foi obtido pela maceracio de 0,2 g de
folhas em N, liquido seguida de homogeneizagio em 2 mL

do meio de extragio composto de tampao fosfato de sédio
50 mM (pH 6,5), 1 mM de PMSF e 200 mg de PVPP. O
homogeneizado foi centrifugado a 20.000 ¢ por 25 min a
4°C e o sobrenadante foi utilizado no ensaio enzimdtico.
A determinacao da atividade da QUI foi feita conforme
metodologia proposta por ROBERTS ¢ SELITRENNIKOEE (1988),
modificada por HarmaN et al. (1993), utilizando se como
substrato o p-nitrofenil-B-D-N-NV-diacetilquitobiose (PNP)
(Sigma-Aldrich, Sao Paulo, SP, Brasil). O meio de reagao,
composto por 470 UL de tampao acetato de sédio 50 mM
(pH 5,0), 10 pL de PNP a 2 mg mL™" e 20 pL do extrato
vegetal, foi incubado a 37°C por 2 h. A reagio foi parada
acrescentando-se 500 UL de acetato de sédio de 50 mM
(pH 5,0). As leituras de absorbancia foram realizadas a
410 nm. Foi utilizado para o cdlculo o coeficiente de extingao
molar de 7 M~ cm™ e a atividade da QUI foi expressa em
mmol de p-nitrofenil produzido por min™ mg™ proteina.

Atividade de 3-1,3-glucanases (GLU,
EC 3.2.1.6)

O extrato enzimdtico foi obtido da mesma forma que para
a QUI. A atividade da GLU foi determinada conforme
metodologia descrita por LEVER (1972), com algumas
modificagées. O 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) foi usado
em substituicdo 4 hidrazida do 4cido p-hidroxibenzéico.
O meio de reagdo, constituido de 230 UL de tampio
acetato de sédio 100 mM (pH 5,0), 250 pL da solugio de
substrato da laminarina (4 mg mL™") e 20 UL do extrato
vegetal, foi incubado a 45°C por 30 min. Apés esse periodo,
acrescentaram-se ao meio de reagio 500 UL de DNS e,
em seguida, essa mistura foi aquecida a 100°C por 5 min.
Apés o resfriamento em gelo até a temperatura de 30°C,
as amostras tiveram absorbAncia determinada a 540 nm
em espectrofotdmetro e os resultados foram expressos em
unidades de absorbancia min™ mg™' de proteina.

Atividade da fenilalanina amonia-liase
(FAL, EC 4.3.1.5)

A atividade da FAL foi determinada pela quantificacio
calorimétrica do dcido #rans-cindmico liberado do substrato
fenilalanina (UmEsHA, 2006), com algumas modificagoes.
O extrato enzimdtico foi obtido pela maceragio de 0,2 g de
folhas em nitrogénio liquido seguida de homogeneizacio em
2 mL do meio de extragio composto de tampao de borato
de sédio 50 mM (pH 8,3), I mM de EDTA, 1 mg mL™"
de tampao de ditiotreitol (DTT) e 2% (p/v) de PVP. O
homogeneizado foi centrifugado a 20.000 ¢ por 20 min a 4°C
e o sobrenadante foi utilizado no ensaio enzimdtico. O meio
de reagio, constituido de 500 UL de tampao Tris-HCI 25mM
(pH 8,8), 500 UL da solucio de substrato L-fenilalanina
50 mM e 100 pUL do extrato vegetal, foi incubado a 40°C
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por 1 hora. Apés esse periodo, acrescentaram-se ao meio
de reagdo 200 UL de HCI 0,5N para paralisar a reagao.
A absorbéincia das amostras foi determinada a 290 nm
em espectrofotdmetro (Evolution 60, Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA), contra o tampio de extragao, sendo
subtraido de cada amostra o valor do controle (500 pL de
tampao Tris-HCI 25 mM pH 8,8, 500 UL de dgua destilada
¢ 100 UL do extrato vegetal). Foi utilizado para o cdlculo o
coeficiente de extingio molar de 10 M~ cm™ e a atividade
da FAL foi expressa em pmol de 4cido #ans-cinAmico
min™' mg™' de proteina.

A concentragio de proteinas utilizada para o cdlculo da
atividade das enzimas foi obtida pelo método de BRADFORD
(1976) usando albumina sérica bovina como padrio.

Determinacao da concentracdo foliar de Si

Aos 30 dai, as folhas das plantas avaliadas no experimento
sobre componentes de resisténcia foram coletadas, lavadas
em dgua destilada e secas em estufa com ventilagao forcada
de ar a 70°C até atingir peso constante. Posteriormente,
as folhas foram trituradas em moinho tipo Thomas-Wiley
(Thomas Scientific, Swedesboro, NJ), equipado com peneira
de 20 mesh para determinagio da concentragio foliar de Si,
conforme proposto por KORNDORFER et al. (2004).

Delineamento experimental e andlise
estatistica dos dados

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 2x2 com seis repetices, exceto para a
coleta de material para andlises enzimdticas, sendo composto
por quatro repeti¢oes. Os fatores estudados foram dois
cultivares de algodao (BRS Aragd e FM 993) e duas doses de Si
(0 e 2 mmol Si L). Cada unidade experimental foi composta
por um vaso pléstico contendo cinco plantas de algodao. Os
dados obtidos para cada varidvel foram submetidos a andlise de
varidncia (ANOVA) e as médias dos tratamentos, comparadas
pelo test-# (p<0,05), a interacgio doses de silicio x cultivares
foi comparada pelo teste Tukey (p<0,05), utilizando-se o SAS
versdo 6.12 (SAS Institute, Inc., Cary, NC). A concentragio de
Si nos tecidos foliares foi correlacionada com os componentes
de resisténcia do hospedeiro.

3. RESULTADOS

Pl, incidéncia, severidade da ramulose e
concentracdo foliar de Si

O fator doses de Si foi significativo para PI, incidéncia, AACIR
e concentragio foliar de Si. O fator cultivares e a interacio
cultivares x doses de Si nio foi significativo para as varidveis

Tabela 1. Periodo de incubacio (PI), incidéncia da ramulose (I), 4rea
abaixo da curva do indice da ramulose (AACIR) e concentracio foliar
de Si em plantas de algodoeiro dos cultivares BRS Aracd ¢ FM 993
crescidas em solugdo nutritiva contendo (+Si) ou nao (=Si) silicio
(Si) e inoculadas com Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides

Fatores Variaveis
Silicio Pl Incidéncia  AACIR Si
(dias) (%) (g kg™
-Si 4,25 91,67 1441,75 1,4
+Si 5,08 58,30 1188,92 59
DMS 0,75 22,78* 85,07* 0,9*
Cultivares
BRS Araca 4,66 75,00 1290,83 3,8
FM 993 4,66 75,00 1339,83 3,4
DMS 0,83™ 27,140 85,09 2,108
C.V. (%) 18,97 35,61 7,66 28,33
Valores de F

Cultivar (C) 0,99 0,10™ 1,42 0,83
Silicio (Si) 5,32* 9,35** 37,78** 112,69**
CxSi 1,92m 2,34 0,47" 3,49

** ¢ * significam p<0,01 e p<0,05, respectivamente; C.V. = coeficiente de variagio;

™: nao significativo

avaliadas (Tabela 1). O PI aumentou significativamente em
19,5% quando foram comparadas as plantas do tratamento
+Si com as do tratamento -Si (Tabela 1). A incidéncia da
ramulose e a AACIR foram reduzidas significativamente
em 64% e 18%, respectivamente, quando compararam-se
as plantas do tratamento +Si com as plantas do tratamento
-Si (Tabela 1). A concentragio foliar de Si aumentou em
76% na presenca de Si (Tabela 1).

Correlacao de Pearson

A correlagio entre a concentracio foliar de Si e o PI foi
positiva e significativa (r = 0,34, p<0,01) e, para a incidéncia
da ramulose e a AACPR, negativa e significativa (r = —0,44
¢ —0,70, p<0,01, respectivamente).

Atividades de POX e PPO

Nas plantas do cultivar BRS Arac¢d supridas com Si ocorreu
aumento significativo na atividade da POX aos 20 e 30 dai,
de 20% e 23%, respectivamente, quando comparadas com
as plantas que ndo receberam Si (Figura 1a). Nas plantas
do cultivar FM 993 que receberam Si, houve aumento de
15% na atividade da POX aos 30 dai, quando comparadas
as plantas que ndo receberam Si (Figura 1b).

Nas plantas do cultivar BRS Aragd supridas com Si,
houve aumento significativo de 37% na atividade da PPO
aos 20 dai, quando comparadas com as plantas que nao
receberam Si (Figura 2a). Nas plantas do cultivar FM 993
supridas com Si, nio foi constatado aumento significativo
na atividade da PPO quando comparadas com as plantas
nao supridas com Si (Figura 2b).
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Figura 1. Atividade da peroxidase (POX) em folhas de plantas de
algodao dos cultivares BRS Aragd (a) e FM 993 (b) crescidas em solugio
nutritiva contendo (+Si) ou nao (=Si) silicio (Si) e inoculadas com
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides; cada ponto representa a
média de quatro repeticoes; barras representam o desvio padrio da
média; médias dos tratamentos —Si e +Si seguidas de asterisco (*) sao
diferentes pelo teste-z a 5% de significAncia.

Atividades de QUI e GLI

Nas plantas do cultivar BRS Aragd supridas com Si, houve
aumento significativo na atividade da QUI aos 10, 20 ¢
30 dai, de 415%, 387% ¢ 58%, respectivamente, quando
comparadas com as plantas do tratamento sem Si (Figura 3a).
Em plantas do cultivar FM 993 supridas com Si foi constatado
aumento na atividade da QUT aos 0 e 5 dai, de 17% e 180%,
respectivamente, quando comparadas com as plantas do
tratamento sem Si (Figura 3b).

Em plantas do cultivar BRS Aracd supridas com Si,
houve aumento na atividade da GLI aos 10, 20 e 30 dai, de
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Figura 2. Atividade da polifenoloxidase (PPO) em folhas de plantas
de algodao dos cultivares BRS Aragd (a) e FM 993 (b) crescidas em
solugao nutritiva contendo (+Si) ou nio (-Si) silicio (Si) e inoculadas
com Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides; cada ponto representa
a média de quatro repetigoes; barras representam o desvio padrio da
média; médias dos tratamentos —Si e +Si seguidas de asterisco (*) sao
diferentes pelo teste-z a 5% de significAncia.

800%, 300% e 15%, respectivamente, quando comparadas
com as plantas do tratamento sem Si (Figura 4a). Nas
plantas do cultivar FM 993 supridas com Si, ocorreu
aumento na atividade da GLI aos 0 e 30 dai, de 42% e
30%, respectivamente, quando comparadas com as plantas
que ndo receberam Si (Figura 4b).

Atividade da FAL

Nas plantas do cultivar BRS Aragd supridas com Si, houve
aumento na atividade da FAL aos 0 e 30 dai, de 576% e
30%, respectivamente, quando comparadas as plantas nio
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Figura 3. Atividade da quitinase (QUI) em folhas de plantas de
algodio dos cultivares BRS Aracd (a) e FM 993 (b) crescidas em solugio
nutritiva contendo (+Si) ou nio (=Si) silicio (Si) e inoculadas com
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides; cada ponto representa a
média de quatro repeti¢oes; barras representam o desvio padrio da
média; médias dos tratamentos —Si e +Si seguidas de asterisco (*) sio
diferentes pelo teste-#a 5% de significncia.

supridas com Si (Figura 5a). Para as plantas do cultivar FM
993 supridas com Si, houve aumento na atividade da FAL aos
10 e 30 dai, de 61% e 144%, respectivamente, em relagio
as plantas do tratamento sem Si (Figura 5b).

Concentracoes de CFST e DLATG

Nas plantas do cultivar BRS Aracd supridas com Si, a
concentracio de CFST apresentou aumentos significativos
apenas aos 0 dai, sendo esse aumento de 15% quando
comparadas com plantas ndo supridas com Si (Figura 6a). Nas
plantas do cultivar FM 993 supridas com Si, a concentragio

(@) —e— -Si -0 +Si

GLI (Abs min™' mg™' proteina)

O T T T T T
0 5 10 20 30

Dias ap6s inoculacao

Figura 4. Atividade da glicanase (GLI) em folhas de plantas de algodao
dos cultivares BRS Aracd (a) e FM 993 (b) crescidas em solugao
nutritiva contendo (+Si) ou nao (-Si) silicio (Si) e inoculadas com
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides; cada ponto representa a
média de quatro repeticoes; barras representam o desvio padrao da
média; médias dos tratamentos —Si e +Si seguidas de asterisco (*) sao
diferentes pelo teste-ra 5% de significncia.

de CFST aumentou significativamente aos 0 e 30 dai,
sendo esse aumento de 168% e 18,5%, respectivamente,
quando comparadas com as plantas nao supridas com Si
(Figura 6b).

Nas plantas do cultivar BRS Arac¢d supridas com Si, a
concentragio de DLATG decresceu até os 10 dai e aumentou
até os 30 dai (Figura 7a), observando-se aumento significativo
de 28% aos 30 dai quando comparados os tratamentos
+Si e —Si. Nas plantas do cultivar FM 993 supridas com
Si, a concentragio de DLATG aumentou entre 5 e 30 dai
(Figura 7b), porém nao se observaram diferencas significativas
entre os tratamentos +Si e -Si.
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Figura 5. Atividade da fenilalanina amonia-liase (FAL) em folhas
de plantas de algodao dos cultivares BRS Aragd (a) e FM 993 (b)
crescidas em solugao nutritiva contendo (+Si) ou nio (=Si) silicio (Si)
e inoculadas com Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides; cada
ponto representa a média de quatro repeticoes; barras representam o

desvio padrio da média; médias dos tratamentos —Si e +Si seguidas de
asterisco (*) sao diferentes pelo teste-# a 5% de significAncia.

4. DISCUSSAO

Neste estudo sao apresentadas informagoes sobre as respostas
bioquimicas de defesa do algodoeiro 4 infeccio por C. gossypii
var. cephalosporioides potencializadas pelo Si. A absor¢io
e acumulo de Si pelas plantas de algodoeiro impactou
negativamente o progresso da ramulose, no que este estudo
assemelha-se a outros que mostram os efeitos benéficos do
Si no controle de doencas em culturas economicamente
importantes (DATNOFF et al., 2007).

O fornecimento de Si as plantas dos dois cultivares afetou
o PI. Zapoxks (1971) relatou que aumentos no PI podem
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Figura 6. Concentragio de compostos fendlicos soltveis totais (CEST)
em folhas de plantas de algodio dos cultivares BRS Aracé (a) e FM 993
(b) crescidas em solucio nutritiva contendo (+Si) ou nao (=Si) silicio
(Si) e inoculadas com Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides; cada
ponto representa a média de quatro repeticoes; barras representam o
desvio padrio da média; médias dos tratamentos —Si e +Si seguidas de
asterisco (*) sdo diferentes pelo teste-# a 5% de significncia.

reduzir o taxa de epidemia. Isso ocorre como consequéncia da
diminui¢io no nimero de ciclos secunddrios do patdgeno. A
reducio na AACIR devido ao fornecimento de Si sugere que
esse elemento pode interferir na colonizagio do patégeno.
O mecanismo de acio do Si sobre a redugio da ramulose
ainda nao ¢ conhecido. No entanto, pode-se inferir que
seu efeito pode dever-se a formagio de barreiras (quimicas
e fisicas) que conferem resisténcia nas folhas das plantas de
algodoeiro. Um dos mecanismos envolvidos na resisténcia
das plantas mediada pelo Si, especialmente no patossistema
arroz-Pyricularia grisea, foi atribuido a deposi¢ao do Si
abaixo da cuticula (Kim et al., 2002). Os resultados obtidos
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Figura 7. Concentragio de derivados da lignina-dcido tioglicélico
(DLATG) em folhas de plantas de algodio dos cultivares BRS Aracd
(a) e FM 993 (b) crescidas em solucio nutritiva contendo (+Si) ou
nio (=Si) silicio (Si) e inoculadas com Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides; cada ponto representa a média de quatro repetigoes;
barras representam o desvio padrio da média; médias dos tratamentos
—Si e +Si seguidas de asterisco (*) sdo diferentes pelo teste-£a 5% de
significAncia.

corroboram os encontrados por SHETTY et al. (2012), que
observaram atraso no aparecimento dos sintomas e redu¢ao
na severidade do mildio pulverulento em roseira suprida
com Si. RESENDE et al. (2009) obtiveram aumento no PI
e PL e reducio da eficiéncia relativa de infecgao e a drea
abaixo da curva do progresso da antracnose nas folhas de
uma linhagem suscetivel de sorgo com a aplicagio de silicato
de célcio no solo.

No presente estudo, a concentragio de CFST foi menor
nas folhas das plantas supridas com Si, porém foi capaz de
aumentar a resisténcia das plantas dos dois cultivares. Isso foi

possivel por os compostos fendlicos estarem associados com as
defesas das plantas aos patégenos e serem encontrados tanto
em interagdes compativeis quanto incompativeis (NICHOLSON
e HammerscamipT, 1992). E relatado que a aplicacio de Si
pode levar a aumentos na producio de compostos fendlicos
em plantas infectadas por patdgenos (CARVER et al., 1998;
RODRIGUES et al., 2005). Os resultados obtidos neste estudo
corroboram os obtidos por Domiciano et al. (2010) e
Xavier FirHa et al. (2011), os quais mostraram que valores
inferiores na concentragio de CFST nas folhas das plantas
de trigo supridas com Si foram suficientes para reduzir a drea
abaixo da curva de progresso da mancha marrom (AACPMM)
e a drea abaixo da curva de progresso da brusone (AACPB).

Nas plantas dos dois cultivares supridas com Si houve
aumento na concentragio de DLATG durante o processo
infeccioso por C. gossypii var. cephalosporioides, principalmente
nas plantas do cultivar FM 993. Porém, essas concentragoes
foram menores as das plantas que nio receberam Si. O Si
pode ter contribuido para a maior resisténcia a ramulose, com
redugdo na AACIR nas plantas dos dois cultivares, mesmo
com menor concentragio de DLATG, enquanto as plantas
sem Si apresentaram maiores concentracoes de DLATG, e,
nelas, a AACIR também foi maior. Os resultados deste estudo
corroboram os obtidos por RODRIGUES et al. (2005). Esses
autores observaram que a produgio de DLATG foi menor
nas folhas das plantas de arroz do cultivar M201 (suscetivel)
supridas com Si e inoculadas com P grisea. Isso mostra que,
mesmo com menores concentragoes de DLATG nas células
das folhas das plantas de algodoeiro, houve impacto negativo
sobre a colonizagio por C. gossypii var. cephalosporioides.

A atividade das enzimas POX e PPO foi maior nas folhas
das plantas da BRS Aracd supridas com Si, principalmente
aos 20 dai. E possivel que o Si esteja potencializando a
atividade dessas enzimas. Esses resultados corroboram os
obtidos por RODRIGUES et al. (2005), os quais demonstraram
que a quantidade de transcritos do gene POX aumentou
durante o processo infeccioso de P grisea em plantas de arroz
de cultivares com reagio incompativel e compativel supridas
ou nio com Si. Nas folhas das plantas do cultivar FM 993
houve aumento na atividade das enzimas POX e PPO
durante o processo infeccioso, porém, nas plantas supridas
com Si, a atividade dessas enzimas foi menor a observada
naquelas plantas nao supridas com Si. Provavelmente, o Si
nio potencializou a atividade da POX e PPO no cultivar
FM 993. S1iva et al. (2010) mostraram que a atividade da
POX em plantas de algodoeiro infectadas por C. gossypii var.
cephalosporioides apresentou duas tendéncias: maior atividade
no inicio do processo infeccioso para os cultivares BRS
Antares (resistente) ¢ CNPA Precoce I (suscetivel), enquanto
os cultivares BRS Cedro (moderadamente resistente) e BRS
187 8H (moderadamente suscetivel) aumentaram a atividade
da POX ao longo do processo infeccioso. Com isso pode-se
inferir que a atividade das enzimas PPO e POX ocorre de
maneiras diferentes, de acordo com o cultivar.
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Neste estudo, a atividade da POX estd associada com o
aumento na concentragao de lignina nas folhas das plantas
dos dois cultivares, supridas ou nio com Si. As POXs tém
vérias fungoes fisiolégicas que podem contribuir para a
resisténcia da planta a patégenos como, por exemplo,
biossintese de compostos fendlicos (Scumip e FEucHT,
1980), lignificacio das paredes celulares (WALTER, 1992)
e inibi¢do do crescimento fungico (Macko et al., 1968).
Enquanto isso, ¢ provdvel que a PPO esteja relacionada
com as defesas da planta, produzindo compostos t6xicos ao
patégeno, o que evidencia-se pelas concentragées dos CFST.
A PPO exerce um papel importante na defesa das plantas,
oxidando compostos fenélicos em quinonas, as quais sao
toxicas aos patdgenos; as quinonas também podem ligar-se a
proteinas e a carboidratos, produzindo compostos que atuam
com barreira fisica aos patdgenos (ABDEL-AAL et al., 2001).

A atividade das enzimas QUI e GLI foi maior nas plantas
do cultivar BRS Arac¢d supridas com Si. A resisténcia do
cultivar BRS Aracd, aparentemente, estd relacionada com
a maior atividade dessas enzimas nas plantas supridas com
Si. Houve aumento na atividade das enzimas QUI e GLI
durante o processo infeccioso porém, nas plantas do cultivar
FM 993 supridas com Si, a atividade dessas enzimas foi
inferior & observada nas plantas nao supridas com Si. O
Si nao estd envolvido com o aumento na atividade dessas
enzimas, porém elas integram o sistema de defesa das plantas
do cultivar FM 993 4 ramulose. Os resultados obtidos para
as plantas do cultivar FM 993 corroboram os encontrados
por RoDRIGUES et al. (2005), que demonstraram que, na
interagio compativel arroz-M. grisea, houve maior expressio
dos genes da QUI e GLI nas plantas nao supridas com
Si. As enzimas QUI e GLI sio importantes no sistema de
defesa das plantas nao sé porque afetam o crescimento de
fungos mas por provocarem a dissolucio das paredes das
células fungicas. QUI e GLI também sao capazes de liberar,
indiretamente, oligbmeros de quitina que desencadeiam outras
importantes reacoes de defesa celular, como a produgio de
compostos fendlicos e 0 aumento na biossintese de lignina
(SHARMA et al., 2011).

Nas plantas do cultivar BRS Aragd supridas com Si, a
atividade da FAL foi menor dos 20 aos 30 dai, em relagio s
plantas que ndo receberam Si. Por outro lado, nas plantas do
cultivar FM 993 supridas com Si, a atividade da FAL foi maior.
A FAL catalisa a desaminacio do aminodcido Z-fenilalanina,
com a formagao do 4cido trans-cindmico, que ¢ precursor
de vérios tipos de compostos fenélicos, sendo a lignina o
produto final (CaMPBELL ¢ SEDEROFE, 1996). Os resultados
obtidos corroboram aqueles encontrados por Liang et al.
(2005), os quais estudaram plantas de pepino supridas
com Si e inoculadas com Podosphaera xanthii, observando
aumento na atividade da FAL nas plantas supridas com Si
quando comparadas com plantas nao supridas com esse
elemento. Provavelmente, a resisténcia exercida pelo Si no

cultivar FM 993 estd relacionada com a atividade da FAL,
que aumenta a produg¢do de CFST e DLATG.

Os resultados obtidos nas condicoes deste estudo permitem
inferir que plantas de algodoeiro dos dois cultivares supridas
com Si foram mais resistentes 2 ramulose por aumento na
concentragio de compostos fendlicos e de derivados da
LTGA, além de aumento na atividade das enzimas POX,
PPO, QUI e GLI nas plantas do cultivar BRS Aracd, e
das enzimas POX e FAL nas plantas do cultivar FM 993.
Vale ressaltar que além desses mecanismos existem outros
envolvidos na resisténcia do algodoeiro 4 ramulose que nio
foram estudados aqui.

5. CONCLUSAO

A maior concentracio foliar de Si aumentou a resisténcia
do algodoeiro a ramulose. A maior resisténcia do algodoeiro
a ramulose potencializada pelo Si envolveu uma maior
concentragio de compostos fendlicos soltveis totais e de
derivados da lignina-4cido tioglicdlico nas plantas dos dois
cultivares, bem como maior atividade das enzimas POX,
PPO, QUI e GLI no cultivar BRS Aracd e das enzimas POX
e FAL no cultivar FM 993.
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