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Resumo

Esse estudo investigou o efeito do silicio (Si) na resisténcia do algodoeiro a mancha de ramuldria (Ramularia areola). Plantas
de algodoeiro (cvs. NuOpal e BRS Buriti) foram cultivadas em solucdo nutritiva nas concentracdes de O (-Si) e 2 mM Si L
(+Si) e aos 30 dias apds emergéncia foram submetidas a inoculagdo com uma suspensao de conidios de R. areola. Avaliou-se
o periodo de incubagdo (PI), o periodo latente (PL,), a severidade, o nimero de lesdes (NL) por cm’ de folha, o tamanho de
lesao (TL), a concentracao foliar de Si e as atividades das enzimas de defesa peroxidases (POX), polifenoloxidases (PFO), qui-
tinases (QUI), R-1,3-glucanases (GLU) e fenilalanina aménia-liases (FAL). Os dados de severidade foram usados para calcular
a area abaixo da curva do progresso da mancha de ramularia (AACPMR). A concentracdo foliar de Si aumentou em 64% nas
plantas supridas com Si em relacdo as ndo supridas com esse elemento. Houve aumentos de 10% e 14,7%, respectivamente,
para o Pl e o PL_ nas plantas supridas com Si. ReducGes de 38,6% e 62,4% para o NL e de 17,2% e 26,6% para o TL ocor-
rem, respectivamente, nas plantas das cvs. NuOpal e BRS Buriti supridas com Si. Houve reducdo de 35% na AACPMR para as
plantas supridas com Si em relacdo as nao supridas. A concentracao de compostos fendlicos sollveis totais nas plantas das
duas cultivares supridas com Si foi maior aos 21 dias apds inoculacdo (dai) em relagdo as nao supridas com esse elemento.
A concentracao dos derivados da lignina foi maior dos 15 aos 21 dai apenas para as plantas da cv. BRS Buriti supridas com Si.
A atividade da POX foi maior nas plantas das duas cultivares supridas com Si em relacdo as nao supridas com esse elemento
dos 15 aos 21 dai. Paras as plantas da cv. NuOpal supridas com Si, as atividades da PFO, QUI, GLU e FAL aumentaram aos
18 dai. As atividades da PFO e da FAL nas plantas da cv. BRS Buriti ndo foram potencializadas pelo Si. Nas plantas da cv.
BRS Buriti supridas com Si, houve aumento nas atividades da QUI e da GLU aos 21 dai em relacdo as ndo supridas com Si.
Conclui-se que a resisténcia do algodoeiro a mancha de ramularia foi bioquimicamente potencializada pelo Si, principalmente
para as plantas da cv. NuOpal consideradas suscetiveis a mancha de ramularia.

Palavras-chave: enzimas de defesa, mecanismos de defesa, nutricdo mineral.

Biochemical aspects of cotton resistance to ramularia leaf spot mediated by silicon

Abstract

This study investigated the effect of silicon (Si) on cotton resistance to ramularia leaf spot (Ramularia areola). Plants of cot-
ton (cvs. NuOpal and BRS Buriti) were grown in nutrient solution containing O (+Si) or 2 mM Si L™ (-Si) and inoculated with a
conidial suspension of R areola at 30 days after emergence. The incubation period (IP), latent period (LP,), severity, number
of lesions (NL) per cm? of leaf area, lesion size (LS), foliar Si concentration and the activities of defense enzymes peroxidases
(POX), polyphenoloxidases (PPO), chitinases (CHI), 3-1,3-glucanases (GLU), and phenylalanine ammonia-lyases (PAL) were
evaluated. Data from severity were used to calculate the area under ramularia leaf spot progress curve (AURLSPC). Leaf Si
concentration increased by 64% on plants supplied with Si compared to plants not supplied with this element. There were
increases of 10 and 14.7% for IP and LP_, respectively, on plants supplied with Si. Reductions of 38.6 and 62.4% for NL and
17.2 and 26.6% for LS occurred, respectively, for plants from NuOpal and BRS Buriti cvs supplied with Si. AURLSPC was re-
duced by 35% for the +Si treatment compared to the -Si treatment. The concentration of total soluble phenolic compounds
on plants of both cv. supplied with Si increased during the progress of ramularia, but the lowest values occurred for the -Si
treatment until 18 days after inoculation (dai). The increase on the concentration of lignin derivatives was significant only for
plants of cv. BRS Buriti infected by R. areola and supplied with Si. POX activity was higher on plants from the two cultivars
supplied with Si compared to plants not supplied with this element. For plants of cv. NuOpal supplied with Si, PPO, CHI, GLU,
and PAL activities increased until 18 dai, but the activities of PAL and PPO on plants of cv. BRS Buriti were not potentiated
by Si. On plants from cv. BRS Buriti supplied with Si, there was increase on CHI and GLU activities at 21 dai compared to
plants not supplied with Si. It can be concluded that cotton resistance to ramularia leaf spot was biochemically enhanced by
Si, especially for plants of cv. NuOpal considered susceptible to ramularia leaf spot.

Key words: defense enzymes, mechanisms of defense, mineral nutrition.
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1. INTRODUCAO

A mancha de ramuldria, causada pelo fungo Ramularia
areola (Atk.), é uma das principais doengas foliares do al-
godoeiro e ocorre praticamente em todas as regides pro-
dutoras de algodao do Brasil (Suassuna e CouTINHO,
2011). Essa doenga causa danos de até 50% na produgio
de algodao em diversos Estados brasileiros, quando nao
sio adotadas medidas de controle eficazes (ANDRADE
etal., 1999). A principal estratégia de controle dessa do-
enca ¢ o uso de fungicidas, visto que a maioria das cul-
tivares de algodoeiro nio possuem resisténcia genética a
doenca (Suassuna e CouTiNHO, 2011).

O wuso do silicio (Si) representa uma alternativa
vidvel no manejo de vérias doencas em espécies de di-
cotileddneas (DaTNOFFE et al., 2007), ¢ apesar de nio
ser considerado elemento essencial as plantas superio-
res, pode ser absorvido em niveis que ultrapassam os
macronutrientes, como nitrogénio, fésforo e potdssio
(EpsTEIN, 1999). O papel do Si nas plantas tem sido
cada vez mais estudado pelos pesquisadores devido aos
seus indmeros beneficios, principalmente quando as
plantas estdo sob condigées de estresse (Ma, 2004). Do
ponto de vista morfolégico, a deposi¢io e polimeriza-
¢ao do 4cido monosilicico abaixo da cuticula forma uma
camada dupla cuticula-silica que impede ou atrasa a pe-
netragio de alguns patégenos (YosHIDA, 1965). Outro
mecanismo proposto ¢ que o Si soltvel tenha um papel
ativo, que potencializa mecanismos de defesa das plantas
com o aumento na produgio de compostos fendlicos,
nos niveis de algumas classes de fitoalexinas e também
na ativacdo de alguns genes que codificam proteinas PR
(RoDRIGUES et al., 2005). Além disso, o incremento
na atividade de enzimas liticas & parede celular fingica
ou associadas com o metabolismo secunddrio da planta
(L1aNG et al., 2005) reforgam a hipétese de que o Si po-
tencializa mecanismos de defesa em plantas e nao atua
apenas de forma passiva na resisténcia.

Informagdes a respeito do uso de potencializadores
de resisténcia, como por exemplo, o Si, na atividade das
enzimas de defesa como as peroxidases, responsdveis pelo
reforco da parede celular através da deposi¢ao de ligni-
na; polifenoloxidases, que oxidam compostos fendlicos
a moléculas mais reativas; quitinases e 3-1,3-glucanases
que degradam a parede celular de espécies fungicas e a
fenilalanina aménia-liase envolvida na rota dos fenil-
propandides (Xu et al., 1998) ainda sdo incipientes na
interagao algodoeciro-R. areola. Diversos estudos relatam
a potencializagio de mecanismos de defesa tais como
0 aumento na concentragio de compostos fendlicos e
de fitoalexinas e na expressio de genes que codificam
para proteinas relacionadas com a patogénese em plan-
tas de arroz supridas com Si (RODRIGUES et al., 2005).
Assim, este trabalho objetivou investigar o efeito do Si
na resisténcia do algodoeiro 2 mancha de ramuldria e os

aspectos bioquimicos possivelmente envolvidos com a
resisténcia potencializada por esse elemento.

2. MATERIAL E METODOS

Preparo da solucdo nutritiva e crescimento
das plantas de algodoeiro

A solu¢do nutritiva usada neste estudo foi preparada
de acordo com Hoacranp e ArnoN (1950) com al-
gumas modificagoes e constituida de: 6,0 mM KNO,;
1,0 mM NHHPO; 2,0 mM MgSO,7H,0; 4,0
mM Ca,(NO,; 0,3 pM CuSO.5H,0; 1,3 pM
ZnS0,.7H,0; 46 uM H,BO; 12,6 pM MnCl,.4H 0O;
0,1 uM (NH,) Mo.O,,.4H,0; 45 pM FeSO,.7H,O e
45 pM EDTA bisédico. O Si, fornecido como dcido mo-
nosilicico foi obtido pela passagem do silicato de potdssio
através de resina de troca de cdtions (Amberlite IR-120B,
H* forma, Sigma-Aldrich, Sio Paulo) (Ma et al., 2002).
As concentragdes de Si utilizadas foram de 0 e 2 mM.
A adigao do 4cido monosilicico a solugao nutritiva nio
alterou o pH.

Sementes de algodoeiro das cvs. NuOpal e BRS Buriti
foram desinfestadas em solugao de hipoclorito de sédio
10% por 2 minutos e, posteriormente, lavadas em dgua
destilada por 3 minutos e germinadas em leito de areia
lavada e autoclavada. Dez dias apds a germinagio, cinco
plantulas foram transferidas para vasos pldsticos contendo
5 L de solu¢do nutritiva. As plantulas foram mantidas em
solugio nutritiva com meia forca idnica contendo ou nio
4dcido monosilicico. Ap6s sete dias, a concentragao da so-
lugdo utilizada foi modificada para forca total. A solugio
nutritiva foi aerada, trocada a cada quatro dias ou quan-
do a condutividade elétrica atingiu 85% do valor inicial.
O pH da solugio nutritiva foi verificado diariamente ¢
mantido a 5,5+0,5 empregando solugbes de NaOH ou
HCI (1 M) quando necessério.

Obtencao e preparo do inéculo de R. areola
e inoculacao das plantas de algodoeiro

Folhas de plantas de algodociro da cv. NuOpal com
sintomas da mancha de ramuldria foram coletadas
no campo para obten¢io do indculo de R. areola.
O indéculo foi preparado lavando as folhas em dgua
destilada contendo gelatina (1% p/v) com auxilio de
um pincel de cerdas macias para remog¢io dos conidios.
Posteriormente, a suspensao obtida foi filtrada em camada
dupla de gaze estéril para retirar impurezas e ajustada para
a concentragio de 1,5x10° conidios mL"! com o auxilio de
um hemacitémetro.

Aos 30 dias apds emergéncia, plantas de algodociro
nos estddios V4 e V5 (MaRUR e Ruano, 2001) foram
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submetidas 2 inoculagio com a suspensdo de conidios
de R areola com auxilio de um atomizador (VLS-Set
Airbrush, Paache Airbrush Company, EUA) cobrindo ho-
mogeneamente as superficies abaxial e adaxial das folhas.
Posteriormente, as plantas foram mantidas em cimara
de nevoeiro (temperatura de 252 °C e umidade relativa
de 85+5%) por 48 horas e, em seguida, transferidas para
cAmara de crescimento com temperatura de 25+5 °C ¢
umidade relativa de 60£10%, onde permaneceram até o
fim do experimento.

Avaliacao dos componentes de resisténcia
e da severidade da mancha de ramularia

Nas quatro folhas, do dpice para a base, das plantas das
repeti¢oes de cada tratamento, avaliou-se o periodo de in-
cubagao (PI), o periodo latente (PL, ), o niimero de lesoes
(NL) por cm?de folha, o tamanho de lesio (TL) ¢ a seve-
ridade. O PI foi avaliado a cada 24 horas a partir do 8.°
dia apés inoculagio (dai). O PL  ocorreu quando 60%
das dez lesdes marcadas em cada folha esporularam. A se-
veridade da mancha de ramuldria foi avaliada por 21 dias
com intervalos de trés dias, tendo seu inicio a partir do
12.° dai utilizando-se a escala diagramdtica proposta por
AqQuiNo et al. (2008). Os dados da severidade foram usa-
dos para calcular a drea abaixo da curva do progresso da
mancha de ramuldria (AACPMR) através da integragao
trapezoidal das curvas de progresso da doenca de acordo
com a férmula proposta por SHANER e FinNEY (1977).
Apés a tltima avaliagdo da severidade, as folhas das plantas
das repeti¢des de cada tratamento foram coletadas, digita-
lizadas (resolugao de 400 dpi) e as imagens processadas no
programa QUANT (VALE et al., 2001) para quantificar o
NL e o TL, utilizando-se o procedimento de redugio de
cores por paleta.

Determinacdo da concentracdo de
compostos fenédlicos soliiveis totais
(CFST) e dos derivados da lignina-acido
tioglicélico (LATG)

Amostras de folhas das plantas das repeticoes de cada
tratamento foram coletadas aos 12, 15, 18 e 21 dai.
Amostras de folhas das plantas nio submetidas a inocula-
¢ao com R. areola (0 h) serviram como controle. As amos-
tras foram coletadas em nitrogénio liquido e armazenadas
em ultrafreezer a -80 °C até andlise. Uma amostra repre-
sentativa de 0,1 g de tecido foliar da repeti¢io de cada
tratamento foi macerada em almofariz e pistilo contendo
nitrogénio liquido até a obtengio de um pé fino. O pé
obtido foi transferido para tubos de microcentrifuga e ho-
mogeneizado com 1,5 mL de metanol a 80%. O extrato
permaneceu por 12 horas em mesa agitadora (200 rpm)

em temperatura ambiente. O extrato etanélico foi cen-
trifugado a 12.000 g por 5 minutos e o sobrenadante
foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga
e usado para a determinacio da concentragio de CFST.
O residuo foi mantido a -20 °C para determinagio dos
derivados da LATG. O método desenvolvido por Z1esLin
e BEN-ZAKEN (1993), com algumas modificacoes, foi usa-
do para determinar a concentragio de CFST. Um volu-
me de 150 pL do reagente Fenol Folin-Ciocalteu 0,25 N
(Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) foi adicionado a 150
pL do extrato metandlico e mantido 4 temperatura am-
biente por 5 minutos. Posteriormente, 150 pL de carbo-
nato de sédio (1 M) foi adicionado a mistura, seguida de
agitacdo ¢ mantida em temperatura ambiente por 10 mi-
nutos. Logo apés, 1 mL de dgua destilada foi adicionada
4 mistura que foi homogencizada e mantida em tempera-
tura ambiente por 1 hora. Foi determinada a absorbancia
da mistura em uma amostra de 500 pL a 725 nm em
espectrofotdmetro. A concentragio de CFST foi expressa
em mg de compostos fenélicos (em termos de catecol) por
g de massa foliar fresca. Durante todo o processo, os tubos
de microcentrifuga foram cobertos com papel aluminio
para proteger a mistura da oxidacio pela luz.

Um volume de 1,5 mL de dgua destilada estéril foi adi-
cionado ao residuo obtido apés a extragao dos CEST. Apéds
homogeneizagdo, a mistura foi centrifugada a 12.000 ¢
por 5 minutos. Descartado o sobrenadante, o residuo foi
seco por 12 horas a 65 °C. O residuo alcodlico-insoltvel
seco, contendo lignina e 4cidos fendlicos associados a pa-
rede celular, foi usado para determinar lignina de acordo
com o método de BARBER e RipE (1988). Um volume de
1,5 mL de solugao de 4cido tioglicdlico (Sigma-Aldrich,
Sao Paulo, Brasil) e HCl a 2 N (1:10) foi adicionado ao
residuo seco. Os tubos de microcentrifuga foram leve-
mente agitados para hidratar o residuo e depois colocados
em banho-maria a 100 °C por 4 horas. Posteriormente,
os tubos de microcentrifuga foram colocados em gelo
(4°C) por 10 minutos. Em seguida, a mistura foi centri-
fugada a 12000 ¢ por 10 minutos, sendo o sobrenadante
descartado e o precipitado lavado com 1,5 mL de dgua
destilada esterilizada e centrifugado novamente a 10.000 ¢
por 10 minutos. Apés a centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em 1,5 mL de
NaOH a 0,5 N. A mistura permaneceu por 12 horas em
mesa agitadora (150 rpm) em temperatura ambiente. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 10.000 ¢ por 10
minutos e o sobrenadante foi transferido para novo tubo
de microcentrifuga. Posteriormente, foram adicionados
200 uL de HCI concentrado ao sobrenadante e os tubos
de microcentrifuga transferidos para geladeira (4 °C) por
4 horas para precipitagio dos derivados da LATG. Nova
centrifugagio a 10.000 ¢ por 10 minutos foi realizada,
o sobrenadante descartado e o precipitado (castanho-
-alaranjado) foi dissolvido em 2 mL de NaOH a 0,5 N.
A absorbancia dos derivados da LATG no sobrenadante
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foi medida em espectrofotdmetro a 280 nm (Evolution
60, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) e a concen-
tracdo expressa em mg kg de massa foliar fresca. Lignina
alcalina éter 2-hidroxipropil (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo)
foi usada para a obtengio de uma curva-padrao.

Determinacao da atividade de enzimas de
defesa

Amostras da terceira, quarta e quinta folhas, do dpice para
a base, das plantas das repeticoes de cada tratamento fo-
ram coletadas aos 12, 15, 18, 21 dai. Folhas coletadas de
plantas nao submetidas a inoculacio (0 h) com R. areola
serviram como controle. As folhas foram mantidas em N,
liquido durante as coletas e armazenadas em ultrafreezer a
-80 °C até serem analisadas.

Atividade de peroxidases (POX, EC 1.11.1.7): o ex-
trato enzimdtico foi obtido pela maceracio de 0,4 g de
folhas em almofariz com N, liquido seguida de homo-
geneizagio em 2 mL do meio de extracdo composto de
0,1 M tampao fosfato de potdssio (pH 6,8), 1 mM fenil-
metilsulfonilfltor (PMSF), 0,1 mM 4cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) e 200 mg de polivinilpolipirrolido-
na (PVPP). O homogeneizado foi centrifugado a 12.000
g por 15 minutos a 4 °C e o sobrenadante utilizado no
ensaio enzimdtico. A atividade da POX foi determinada
conforme métodos propostos por CHANCE ¢ MAEHLEY
(1955) e Kar e M1suRA (1976). No ensaio colorimétrico,
utilizou-se pirogalol como substrato e perdxido de hidro-
génio. A cada 1 mL do extrato de reagio, foram adicio-
nados 340 pL de dgua destilada, 250 UL do tampao fos-
fato de potdssio 100 mM (pH 6,8), 200 UL de pirogalol
100 mM, 200 pL de perdxido de hidrogénio 100 mM e
10 uL do extrato. As leituras de absorbincia foram reali-
zadas 2420 nm a cada 10 segundos durante 1 minuto em
espectrofotdmetro. A atividade da POX foi determinada
utilizando-se para os cdlculos o coeficiente de extingdo
molar de 2,47 mM™"' cm! (CHANCE e MAEHLEY, 1955) e
expressa em mmol de purpurogalina produzida min" mg!
proteina.

Atividade de polifenoloxidases (PFO, EC 1.10.3.1):
o extrato enzimdtico foi semelhante ao obtido para deter-
minagio da POX. A atividade da PFO foi determinada
conforme métodos propostos por CHANCE ¢ MAEHLEY
(1955) e Kar e Misura (1976). No ensaio colorimétri-
co, utilizou-se o pirogalol a 100 mM como substrato. A
cada 1 mL do extrato de reacio, foi adicionado 520 pL
de dgua destilada, 250 UL do tampao fosfato de potds-
sio 100 mM (pH 6,8), 200 UL de pirogalol 100 mM e
30 UL do extrato. As leituras de absorbincia foram reali-
zadas 2420 nm a cada 10 seg durante 1 min em espectro-
fotdmetro. A atividade da PFO foi determinada utilizan-
do-se para os cdlculos o coeficiente de extingao molar de

2,47 mM"'cm™ (CHANCE e MAEHLEY, 1955).

Atividade de quitinases (QUI, EC 3.2.1.14): o extra-
to enzimdtico foi obtido pela maceragio de 0,4 g de folhas
em almofariz com nitrogénio liquido seguida de homo-
geneizagdo em 2 mL do meio de extragio composto de
tampao fosfato de sédio 50 mM (pH 6,5), 1 mM PMSF
€ 200 mg de PVPP. O homogeneizado foi centrifugado a
20.000 g por 25 minutos a 4 °C e utilizando-se o sobrena-
dante no ensaio enzimdtico. A determinacio da atividade
da QUI foi realizada de acordo com o método proposto
por ROBERTS e SELITRENNIKOFF (1988) e modificado por
HarMmaN et al. (1993), utilizando-se como substrato o
p-nitrofenil-B-D-N-N-diacetilquitobiose (PNP) (Sigma-
Aldrich, Sao Paulo). O meio de reacio contendo 470 uL
de 50 mM tampio acetato de sédio (pH 5,0), 10 uL de
PNP (2 mg mL") e 20 uL do extrato vegetal foi incuba-
do a 37°C por 2 horas. A reagdo foi paralisada acrescen-
tando-se 500 pL de 50 mM acetato de sédio (pH 5,0).
As leituras de absorbancia foram realizadas em espec-
trofotdbmetro a 410 nm imediatamente apds as reagoes
serem paralisadas. Foi utilizado para os cédlculos o coefi-
ciente de extingio molar de 7 M cm™ e a atividade da
QUI foi expressa em mmol de p-nitrofenil produzido por
min' mg”' proteina.

Atividade de B-1,3-glucanases (GLU, EC 3.2.1.6): o
extrato enzimdtico foi semelhante ao obtido para determi-
nagio da QUI. A atividade da GLU foi determinada con-
forme método descrito por LEVER (1972) com algumas
modificacoes. O dcido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) foi
usado em substituicao a hidrazida do dcido p- hidroxiben-
zbico. O meio de reagao constituido de 230 UL de tampao
acetato de sédio 100 mM (pH 5,0), 250 pL da solugio
de laminarina (4 mg mL") e 20 UL do extrato vegetal
foi incubado a 45 °C por 30 minutos. Apds esse periodo,
acrescentou-se ao meio de reagio 500 UL de DNS e, em
seguida, a mistura foi aquecida a 100°C por 5 minutos.
Ap6s o resfriamento em gelo até a temperatura de 30°C,
as amostras tiveram suas absorbancias determinadas em
espectrofotdmetro a 540 nm e os resultados foram expres-
sos em unidades de absorbancia min” mg” de proteina.

Atividade de fenilalanina amonia-liases (FAL, EC
4.3.1.5): para a obtengio do extrato enzimdtico usado na
determinagio da atividade da FAL, 0,4 g de tecido fo-
liar foi macerado em almofariz com N, liquido e a adigao
de PVP (2%) até obtengao de um pé fino. O pé obtido
foi homogeneizado em 2 mL de tampéo borato de sédio
0,05 M (pH 8,3) contendo B-mercaptoetanol (5 mM) e
EDTA (1 mM). A mistura foi centrifugada duas vezes a
7.000 g por 15 minutos. Os sobrenadantes foram usa-
dos como substrato para determinar a atividade da FAL.
A reagio iniciou-se ap6s adigio de 0,5 mL do extrato a
uma mistura contendo 2 mL de 0,1 M tampao borato
de sédio (pH 8,8) ¢ 1 mL 20 mM de L-fenilalanina.
A mistura da reacao foi incubada em banho-maria a 30°C
durante 1 hora. Nas amostras-controle, o extrato foi subs-
tituido por 1 mL do tampao borato de sédio. A reagio foi
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finalizada ap6s adi¢ao de 0,1 mL de HCI 6 N. A absor-
bancia dos derivados do dcido trans-cinAmico foi medida
em espectrofotdmetro a 290 nm e utilizou-se o coeficiente
de extingao molar de 10* mM™ cm™ (ZUucker, 1965) para
calcular a atividade da FAL, a qual foi expressa em pmol
min’ mg' de proteina.

A concentragio de proteinas em cada amostra foi de-
terminada de acordo com o método de BRADFORD (1976).

Determinacdo da concentracao foliar de Si

Ap6s o término do experimento, as folhas das plantas das
repeti¢des de cada tratamento foram coletadas, lavadas em
dgua destilada e secadas em estufa com circulagdo forcada
de ar a 70 °C durante 72 horas. Posteriormente, as folhas
foram moidas em moinho tipo Thomas-Wiley (Thomas
Scientific, Swedesboro, NJ), com peneira de 40 mesh.
A concentragio foliar de Si foi determinada de acordo
com KORNDORFER et al. (2004).

Delineamento experimental e analise
estatistica

Foram desenvolvidos dois experimentos sendo o primeiro
(Exp. 1) para avaliar os componentes de resisténcia e a
severidade da mancha de ramuldria ¢ o segundo (Exp. 2)
para obter as amostras para as determinagoes bioquimi-
cas. Os experimentos foram instalados em delineamen-
to experimental inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2x2, sendo seis e quatro repeti¢cbes para Exp. 1
e o Exp. 2 respectivamente. Os fatores estudados foram:
duas cultivares de algodoeiro ¢ duas doses de Si. Cada uni-
dade experimental foi constituida por um vaso pldstico
contendo cinco plantas de algodoeiro. Os dados obtidos
foram submetidos 2 andlise de varidncia (ANOVA) e as
médias dos tratamentos comparadas pelos testes de Tukey
ou rde Student (p<0,05) utilizando-se o programa SAEG
9.1 (SAEG, 2007). A concentracio foliar de Si foi cor-
relacionada com os componentes de resisténcia e com a

AACPMR.

3. RESULTADOS

Componentes de resisténcia, AACPMR e
concentracdo foliar de Si

Houve efeito significativo do fator doses de Si para o PI,
PL,, AACPMR e concentragio foliar de Si e da interagao
doses de Si x cultivares para o NL e o TL. Houve aumento
de 14% e 15,7% parao Pl e PL6O, respectivamente, e re-
dugao de 35% na AACPMR nas plantas supridas com Si

em relagdo as nao supridas com esse elemento (Tabela 1).

A concentracio foliar de Si aumentou em 64% nas plan-
tas supridas com Si em relagdo as plantas nio supridas
com esse elemento (Tabela 1). O NL foi reduzido em
74% ¢ 36,4% ¢ o TL em 80% e 58,7% nas plantas das
cvs. NuOpal e BRS Buriti respectivamente, quando supri-
das com Si (Tabela 2). Houve diferenca significativa entre
as cultivares para o NL e o TL independente da presenca
de Si na solucio nutritiva (Tabela 2).

A correlagao entre a concentragao foliar de Si com
o Pl e o PL foi significativa e positiva (r=0,39 e 0,67,
respectivamente, p<0,01) e significativa e negativa para
a AACPMR, NL e TL (r=-0,52; -0,65 ¢ -0,78 respectiva-
mente, p<0,01).

Tabela 1. Periodo de incubagio (PI), periodo latente (PL,,), drea
abaixo da curva do progresso da mancha de ramuldria (AACPMR)
e concentragio de Si nas folhas das plantas de algodoeiro das
cultivares NuOpal e BRS Buriti cultivadas em solugio nutritiva
contendo (+Si) ou nio (-Si) silicio (Si) e inoculadas com
Ramularia areola

Variaveis
;f‘lf:;‘fs Pl (dias) PL (dias) AACPMR Si (dag kg")
-Si 11,02 17,75 93,16 0,40
+Si 12,82 20,54 63,22 056
Teste t 0,74* 0,76* 23,47* 007"
Cultivares
NuOpal 11,50 20,19 68,37 0,53
BRS Buriti 12,25 21,42 86,75 043
Teste t 081" 143 26,35™ 0,23
C.V. (%) 623 317 34,15 25,41

C.V. : coeficiente de variagio; ™,* nao significativo e significativo pelo teste t
(p<0,05) respectivamente.

Tabela 2. Numero de lesdes (NL) por cm? de folha e tamanho
de lesao (TL) nas folhas das plantas de algodoeiro das cultivares
NuOpal ¢ BRS Buriti cultivadas em solugio nutritiva contendo
(+Si) ou nao (-Si) silicio (Si) e inoculadas com Ramularia areola

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

Meédias na mesma coluna para cada componente de resisténcia seguidas de letra
maitscula ou na mesma linha seguidas de letra mindscula diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05). C.V. : coeficiente de variagio.

Concentracoes de CFST e derivados da
LATG

A concentracio de CFST aumentou significativamente
em 12% e 8% aos 18 dai nas plantas das duas cultivares
nao supridas com Si e submetidas a inocula¢io com R.
areola em relagdo as plantas supridas com esse elemen-

to (Figura la,b). Nas plantas das cvs. NuOpal ¢ BRS
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Figura 1. Concentragio de compostos fendlicos soltveis totais
(CFST) nas folhas das plantas de algodociro das cultivares NuOpal
(a) e BRS Buriti (b) cultivadas em solugio nutritiva contendo (+Si)
ou nio (-Si) silicio (Si) e infectadas com Ramularia areola. Barras
em cada ponto representam o desvio-padrio da média. Médias dos
tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) sao significativamente
diferentes (p<0,05) pelo teste t. n=4. MF: massa fresca.

Buriti supridas com Si, houve aumentos significativos
de 11 € 12% aos 21 dai respectivamente (Figura 1a,b).
Houve diferencas significativas entre as plantas supri-
das ou nao com Si ocorreram para as plantas da cv. BRS
Buriti ndo inoculadas com R. areola (Figura 1b).

A concentragio de derivados da LATG foi signi-
ficativamente maior nas plantas da cv. NuOpal su-
pridas com Si e ndo submetidas & inocula¢io com R.
areola com aumento de 31% em relagio as plantas nio
supridas com esse elemento (Figura 2a). As plantas
nao supridas com Si tiveram aumento significativo
de 11% na concentragao de derivados da LATG aos
15 dai em comparagao com as plantas supridas com Si
(Figura 2a). Houve aumento significativo na concen-
tracio de derivados da LATG nas plantas da cv. BRS
Buriti supridas com Si aos 15, 18 ¢ 21 dai de 16, 21
e 24%, respectivamente, em comparagio com as con-
centragoes obtidas nas plantas nio supridas com esse
elemento (Figura 2b).
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Figura 2. Concentragio dos derivados da lignina-4cido tioglicdlico
(LTGA) nas folhas das plantas de algodoeiro das cultivares NuOpal
(a) e BRS Buriti (b) cultivadas em solugio nutritiva contendo (+Si)
ou nio (-Si) silicio (Si) e infectadas com Ramularia areola. Barras
em cada ponto representam o desvio-padrio da média. Médias dos
tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) so significativamente
diferentes (p<0,05) pelo teste t. n=4. MF: massa fresca.

Atividade das enzimas POX, PFO, QUI, GLU
e FAL

A atividade da POX aumentou significativamente nas
plantas das duas cultivares supridas com Si e submetidas
A inoculagio com R. areola aos 15, 18 e 21 dai em relacio
as plantas ndo supridas com esse elemento (Figura 3a,b).
Houve diferencas significativas entre as plantas da cv.
NuOpal supridas ou nao com Si e nio submetidas a ino-
culagao com R. areola (Figura 3a).

A atividade da PFO nas plantas da cv. NuOpal supri-
das com Si e submetidas 4 inoculagio com R. areola au-
mentou significativamente aos 18 dai (Figura 4a). Houve
aumento significativo na atividade da PFO nas plantas
da cv. BRS Buriti nio supridas com Si e inoculadas com
R. areola aos 21 dai em relacdo as plantas supridas com Si
(Figura 4b). Houve diferenca significativa entre as plantas
da cv. BRS Buriti supridas ou nao com Si e nao inoculadas
com R. areola (Figura 4b).
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Figura 3. Atividade de peroxidases (POX) nas folhas das plantas de
algodoeiro das cultivares NuOpal (a) e BRS Buriti (b) cultivadas em
solu¢do nutritiva contendo (+Si) ou nio (-Si) silicio (Si) e inoculadas
com Ramularia areola. Barras em cada ponto representam o
desvio-padriao da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si
seguidas de asterisco (*) so significativamente diferentes (p<0,05)
pelo teste t. n=4.

Houve aumento significativo na atividade da QUI
nas plantas das duas cultivares nio supridas com Si aos
15 dai (Figura 5a,b). A atividade da QUI aumentou sig-
nificativamente nas plantas da cv. NuOpal supridas com
Siaos 18 e 21 dai em relacio as plantas nao supridas com
esse elemento (Figura 5a). Houve diferenca significativa
entre as plantas da cv. NuOpal supridas ou nao com Si e
nao submetidas a inoculagio com R. areola (Figura 5a).
Houve aumento significativo na atividade da QUI nas
plantas da cv. BRS Buriti supridas com Si em comparacio
com as plantas nio supridas com esse elemento aos 21 dai
(Figura 5b).

A atividade da GLU e da FAL aumentou significati-
vamente nas plantas da cv. NuOpal supridas com Si aos
18 € 21 dai (Figuras 6a e 7a). Houve diferenca significati-
va entre as plantas da cv. NuOpal supridas ou nao com Si
e ndo submetidas 2 inoculagiao com R. areola (Figuras 6a
e 7a). Houve aumento significativo na atividade da GLU
nas plantas da cv. BRS Buriti supridas com Si em com-
paragdo com as plantas ndo supridas com Si aos 21 dai
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Figura 4. Atividade de polifenoloxidases (PFO) nas folhas das
plantas de algodoeiro das cultivares NuOpal (a) e BRS Buriti (b)
cultivadas em solugio nutritiva contendo (+Si) ou nio (-Si) silicio
(Si) e infectadas com Ramularia areola. Barras em cada ponto
representam o desvio-padrio da média. Médias dos tratamentos
-Si e +Si seguidas de asterisco (*) sio significativamente diferentes
(p=<0,05) pelo teste t. n=4.

(Figura 6b). A atividade da FAL nas plantas da cv. BRS
Buriti nao supridas com Si e submetidas a inoculagio com
R. areola em relagio s plantas supridas com Si aumentou
significativamente aos 15 e 18 dai (Figura 7b).

4. DISCUSSAO

A concentragao foliar de Si nas plantas das cvs. NuOpal e
BRS Buriti supridas com esse elemento variou de 0,45 a
0,88 dag kg' e de 0,51 a 0,57 dag kg™, respectivamente, o
que foi suficiente para reduzir o progresso da mancha de
ramuldria em algoddo. O Si tem reduzido a intensidade
de doengas foliares em diversas culturas de importincia
econdmica (DATNOFEF et al., 2007).

O Pl e o PL, aumentaram com o fornecimento de
Si para as plantas das duas cultivares. Resultados seme-
lhantes também foram observados por RESENDE et al.
(2009), cuja aplicacio de silicato de cdlcio no solo au-
mentou o PI e o PL da antracnose nas folhas de sorgo,
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Figura 5. Atividade de quitinases (QUI) nas folhas das plantas de
algodoeiro das cultivares NuOpal (a) e BRS Buriti (b) cultivadas em
solucdo nutritiva contendo (+Si) ou nao (-Si) silicio (Si) e infectadas
com Ramularia areola. Barras em cada ponto representam o
desvio-padrao da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si
seguidas de asterisco (*) so significativamente diferentes (p<0,05)
pelo teste t. n=4.

respectivamente, em 13% e 24% em relagao as plantas
ndo supridas com esse elemento. Portanto, aumentos
significativos no PI resultario em menor taxa de pro-
gresso da doenca (r) diminuindo, assim, o nimero de
ciclos secunddrios dos patdgenos foliares (PARLEVLIET,
1979). Nas plantas supridas com Si das duas cultivares
houve também reducio no NL e no TL. Domiciano et
al. (2010) relataram que plantas de trigo infectadas por
Bipolaris sorokiniana e supridas com Si tiveram aumento
no PI da mancha marrom e redugbes na drea abaixo da
curva do progresso da mancha marrom (AACPMM) e no
ntmero de lesdes por cm?* de drea foliar.

RODRIGUES et al. (2005) relatam que a aplicagio
de Si pode aumentar a produgio de compostos fendli-
cos em plantas de arroz infectadas por Pyricularia grisea.
A concentragio de CFST encontrada nesse estudo nio
estd relacionada com a influéncia do Si em potencializar a
resisténcia das plantas de algodoeiro & mancha de ramuli-
ria, pois nas plantas nio supridas com esse elemento havia
concentragdes superiores em relagio as plantas supridas
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Figura 6. Atividade de B-1,3-glucanases (GLU) nas folhas das
plantas de algodoeiro das cultivares NuOpal (a) e BRS Buriti (b)
cultivadas em solugio nutritiva contendo (+Si) ou nio (-Si) silicio
(Si) e infectadas com Ramularia areola. Barras em cada ponto
representam o desvio-padrio da média. Médias dos tratamentos
-Si e +Si seguidas de asterisco (*) sio significativamente diferentes
(p=<0,05) pelo teste t. n=4.

com Si. Resultados similares aos obtidos nesse estudo fo-
ram observados por Dominicano et al. (2010) e XAVIER
Firua et al. (2011) em que os autores obtiveram valores
inferiores na concentragio de CFST para plantas de trigo
supridas com Si e com redugio dos sintomas da brusone e
da mancha marrom em rela¢io ao controle.

A concentragio de derivados de lignina aumentou
ap6s o inicio da infeccdo por R. areola, estando direta-
mente associada com o incremento na resisténcia das
plantas da cv. BRS Buriti supridas com Si. No entanto,
para as plantas da cv. NuOpal supridas com esse elemen-
to, a concentragio dos derivados da LATG nio foi in-
fluenciada pelo Si. Nesse contexto, o Si poderia estar as-
sociado a lignificacdo da parede celular na cv. BRS Buriti.
A lignificagio da parede celular estabelece uma barreira
mecinica a penetragdo de patdgenos, tornando-a mais re-
sistente ao ataque de enzimas hidroliticas e restringindo a
difusao de toxinas (RipE, 1978).

No que se refere 4 ativa¢io das respostas bioquimi-
cas das plantas de algodociro em defesa a infec¢io por
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R. areola mediante distintas alteracoes nos niveis enzimd-
ticos, pode-se notar que as enzimas POX, PFO, QUI,
GLU e FAL tiveram suas atividades aumentadas quando
as plantas da cv. NuOpal foram supridas com Si e infecta-
das com o patdgeno.

As POX estdo presentes em diversos compartimen-
tos celulares, catalisando a oxidagdo de componentes ce-
lulares como o peréxido de hidrogénio ¢ a lignificagio
de parede celular (KvararskHELIA et al., 1997). O au-
mento das POX tem sido relacionado com mecanismos
de resisténcia para um grande ntimero de interagdes pa-
togeno-hospedeiro (Monammabt e Kazemi, 2002). Os
resultados desse estudo se assemelham aos observados por
DarragNoL et al. (2011) que relataram aumento na ativi-
dade da POX nas plantas supridas com Si no patossistema
arroz-Bipolaris oryzae. A PFO exerce papel importante na
defesa das plantas, pois & medida que ocorre uma ruptura
da célula, ocasionada pela acio de patdgenos, ocorre o
processo de oxidagao dos compostos fendlicos em qui-
nonas, as quais possuem agdo antimicrobiana (L1u et al,,
2005). Neste estudo, a atividade da PFO aumentou sig-
nificativamente somente aos 18 dai, para as plantas infec-
tadas e supridas com Si da cv. NuOpal.

A atividade das enzimas GLU e QUI aumentou sig-
nificativamente aos 21 dai para as plantas supridas com
Si das duas cultivares. A atividade dessas enzimas ¢ in-
fluenciada pela infeccio de patégenos ou produtos qui-
micos exdgenos (Kim ¢ Hwang, 1994). Elas catalisam
a hidrélise dos principais carboidratos da parede celular
dos fungos como a quitina e a 3-1,3-glucano respectiva-
mente. Durante o processo infeccioso, ocorre pronuncia-
do aumento na atividade dessas enzimas o que propor-
ciona uma reducgio no crescimento e desenvolvimento
dos fungos ¢ a liberacio de elicitores de mecanismos
de resisténcia (KeeN e YosHikawa, 1983). Os resulta-
dos do presente trabalho sio similares aos obtidos por
Dowmiciano et al. (2010) que demonstraram que a ativi-
dade da QUI foi maior nos estddios mais avancados de
infec¢do por B. sorokiniana nas folhas de duas cultivares
de trigo supridas com Si.

A FAL ¢ muito importante no metabolismo secundi-
rio das plantas, promovendo a primeira etapa enzimdtica
que converte a L-fenilalanina em 4cido #rans-cindmico,
sendo o primeiro produto formado na rota biossintéti-
ca dos fenilpropandides em plantas superiores (RITTER e
ScHuLrz, 2004). Posteriormente, ocorre a sintese de um
grande nimero de compostos fendlicos e fitoalexinas
(RrTTER e ScHULZ, 2004). A atividade de FAL foi maior
nas plantas submetidas a inoculagio e supridas com Si
apenas para a cv. NuOpal. Resultados semelhantes ao des-
se estudo foram obtidos por CHARAKBARTY et al. (2009)
que identificaram em plantas da espécie Gossypium arbo-
reum, com 5% a 10% da drea foliar afetada pela mancha
de ramuldria, maior atividade da enzima FAL, quando
comparados com folhas de plantas sadias.
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Figura 7. Atividade de fenilalanina amoénia-liases (FAL) nas folhas
das plantas de algodoeiro das cultivares NuOpal (a) ¢ BRS Buriti
(b) cultivadas em solugao nutritiva contendo (+Si) ou nao (-Si)
silicio (Si) e infectadas com Ramularia areola. Barras em cada ponto
representam o desvio-padrio da média. Médias dos tratamentos
-Si e +Si seguidas de asterisco (*) sdo significativamente diferentes
(p<0,05) pelo teste t. n=4.

Os resultados observados neste estudo permitem con-
cluir que houve aumento da resisténcia nas plantas de al-
godoeiro supridas com Si & mancha de ramuldria, devido
a maior producio de lignina para as plantas da cv. BRS
Buriti, aumento na atividade das enzimas POX, PFO,
QUI, GLU e FAL para as plantas da cv. NuOpal, e au-
mento na atividade das enzimas POX, QUI e GLU para
as plantas da cv. BRS Buriti em estddios mais avancados
da infeccio por R. areola. Considerando o potencial do Si
como uma medida de controle a ser empregada em um
programa de manejo integrado para a mancha de ramu-
ldria, experimentos de campo sdo necessdrios para com-
plementar os resultados em condicoes controladas, jun-
tamente com outras estratégias de controle que poderio
contribuir para reduzir o custo de produgio.
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