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Resumo

Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito do silicio (Si) sobre componentes de resisténcia do algodoeiro a ferrugem
tropical causada por Phakopsora gossypii. Plantas das cultivares BRS Buriti e FM 993 cresceram em solugdo nutritiva contendo
zero (-Si) ou 2 mmol Si L™ (+Si). A maior concentracdo foliar de Si aumentou o periodo de incubacgdo e o periodo latente em
9% e 14,3%, respectivamente, reduziu a area pustular, a area abaixo da curva de progresso da ferrugem e a area abaixo
da curva de progresso da area da pustula em 27,5%, 36% e 22%, respectivamente. Nas plantas das cultivares BRS Buriti e
FM 993 supridas com Si houve reducdo no nimero de pustulas em 70% e 30% e no nimero de urédias em 40,3% e 19,5%,
respectivamente. A concentracao de compostos fendlicos nas plantas da cultivar BRS Buriti supridas com Si aumentou até os
10 dai e, para a cultivar FM993, até os 30 dai. A concentracdo de derivados da lignina-acido tioglicdlico aumentou depois dos
20 dai para as duas cultivares supridas com Si. Atividade da peroxidas e aumentou até os 25 dai e os 10 dai para as plantas
das cultivares BRS Buriti e FM 993 supridas com Si, respectivamente. A atividade da quitinase aumentou até 10 dai para as
plantas da cultivar BRS Buriti e aos 10 e 20 dai para as plantas da cultivar supridas com Si. A atividade da glucanase aumentou
até os 10 dai para as plantas da cultivar BRS Buriti supridas com Si e até os 20 dai para as plantas da cultivar FM 993 supridas
com Si. Em concluséo, o suprimento de Si contribuiu para aumentar a resisténcia do algodoeiro a ferrugem devido a maior
atividade das enzimas de defesa.

Palavras-chave: compostos de defesa, Phakopsora gossypii, resisténcia.

Cotton resistance to tropical rust mediated by silicon

Abstract

The objective of this study was to examine the effect of silicon (Si) on some components of cotton resistance to tropical rust
caused by Phakopsora gossypii. Cotton plants from cultivars BRS Buriti and FM 993 were grown in nutrient solution containing O
(-Si) or 2 mmol Si L' (+Si). The increase in Si concentration on leaf tissue increased the incubation period and the latent period
in 9% and 14.3%, respectively and reduced the pustule area, the area under cotton leaf rust progress curve, the area under
pustule progress curve by 27.5%, 36% and 22%, respectively. In +Si plants, the NP decreased by 70% and 30% and the NU by
40.3% and 19.5% for cultivars BRS Buriti and FM993, respectively. The concentration of phenolic compounds for +Si plants of
cultivar BRS Buriti and FM 993 was high at 10 and 30 dai, respectively. The concentration of derivatives of lignin-thioglycolic
acid increased after 20 dai for both cultivars supplied with Si. Peroxidase activity was high at 25 and 10 dai for +Si plants
of cultivars BRS Buriti and FM993, respectively. Chitinase activity was high at 10 dai for +Si plants of cultivar BRS Buriti and
at 10 and 20 dai for cultivar FM993.Glucanase activity was high at 10 and 20 dai for +Si plants of cultivars BRS Buriti and
FM993, respectively. In conclusion, the supply of Si to cotton plants contributed to increase their resistance to rust due to the
participation of the defense enzymes.

Key words: compounds of host defense, Phakopsora gossypii, resistance.
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1. INTRODUCAO

A cultura do algodao (Gossypium hirsurum L.) é uma das
mais tradicionais e de maior expressio econdmica do
Brasil e tem dado sinais de crescimento em termos de drea
cultivada nos tltimos anos (FReIrE, 2011). Entretanto,
uma das principais dificuldades no estabelecimento da
cotonicultura em diversas regiées do Brasil e do mundo é
a ocorréncia de doengas. A ferrugem tropical, causada por
Phakopsora gossypii (Arth.) Hirat., foi constatada em lavouras
de algodio na regido Centro-oeste do Brasil (Suassuna
e AratUjo, 2003). O fungo nio apresenta distribui¢ao
mundial homogénea, concentrando-se principalmente nas
regi6es dos trépicos (STERNE, 1981), mas de ocorréncia
esporddica (PNITHALINGAM, 1968). O sintoma caracteristico
da ferrugem tropical sao pustulas de aspecto ferruginoso
(STERNE, 1981). Os sintomas aparecem primeiramente nas
folhas, principalmente nas mais velhas para as mais novas,
podendo causar desfolha prematura (Suassuna e Aratjo,
2003). A ferrugem caracteriza-se por pequenos pontos de
colora¢do vermelho-arroxeada, localizados na epiderme
abaxial; as pastulas rompem a epiderme e com o decorrer
do tempo liberam uma massa pulverulenta de uredosporos
(BENEDO, 1995; Suassuna e ArRAUJO, 2003; STERNE, 1981).

A principal estratégia de manejo da ferrugem ¢ o controle
quimico, sendo apresentado como alternativa para garantir o
desenvolvimento sustentdvel da cultura no Cerrado, visto que
a maioria das cultivares de algodio utilizadas nio possuem
resisténcia genética (SuassuNa e Araujo, 2003). E sabido
que o fornecimento de silicio (Si) as plantas tem contribuido
de forma eficiente para o controle de doengas flingicas em
dicotileddneas como banana, tomate, café, abdbora, pepino,
videira e roseira (BELANGER et al., 2003; BowEN et al.,
1992; FRENCH-MONAR et al., 2010; Huang et al., 2011;
MENZIES et al., 1991; PEREIRA et al., 2009; VERMEIRE et al.,
2011). Dessa forma, essa medida alternativa de controle
vem ganhando cada vez mais aceitacio e é promissora
para os produtores considerando os enormes prejuizos que
as diferentes doengas tém causado na producio das mais
diversas culturas.

O Si, apesar de nio ser considerado essencial para o
crescimento das plantas, pode ser absorvido pelo arroz a
niveis que excedem os macronutrientes (EpsTEIN, 1999).
Essencial ou néo, o papel do Si nas plantas tem sido cada vez
mais de interesse dos pesquisadores devido aos seus intimeros
beneficios, principalmente sob condi¢des de estresse. Do
ponto de vista morfoldgico, a deposicio e polimerizagao do
4cido monossilicico abaixo da cuticula formam uma camada
dupla de cuticula-silica (YosHIDA, 1965) que pode impedir ou
atrasar a penetragio de patdgenos (Kim et al., 2002). Outro
mecanismo proposto ¢ que o Si solivel tenha um papel ativo,
potencializando mecanismos de defesa das plantas com o
aumento na producio de compostos fenélicos, aumento
nos niveis de algumas classes de fitoalexinas e também

potencializando a ativacdo de alguns genes que codificam
proteinas PR (CHERIF et al., 1994; RODRIGUES et al., 2003;
2004; 2005). No entanto, a exata natureza da interacio entre
o Si soltvel com as vias bioquimicas de defesa da planta
permanece desconhecida.

Nio existe nenhuma pesquisa publicada acerca dos
efeitos do Si sobre o controle das doengas do algodoeiro,
particularmente da ferrugem tropical, e sobre seus efeitos
sobre os componentes de resisténcia do hospedeiro e
os possiveis mecanismos bioquimicos envolvidos na
resisténcia. Assim, este trabalho objetivou determinar o
efeito do Si sobre alguns componentes de resisténcia, bem
como sobre os mecanismos bioquimicos que podem estar
envolvidos com o aumento da resisténcia do algodoeiro
a ferrugem tropical.

2. MATERIAL E METODOS

Preparo da solucdo nutritiva e crescimento
das plantas de algodao

Sementes de algodio das cultivares BRS Buriti e FM 993
foram lavadas em soluc¢do 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 ap6s a germinacio, trés plantulas foram transferidas
para vasos pldsticos de cinco litros contendo solugdo nutritiva
de HoagLaND e ARNON (1950) modificada, constituida de:
6,0 mmol L! KNOj; 1,0 mmol L NH,H PO, 2,0 mmol L
MgSO,.7H,0; 4,0 mmol L™ Ca(NO,),; 0,3 umol L™
CuSO,.5H,0; 1,3 umol L™ ZnSO,.7H,0; 46 tmol L™
H.BO; 12,6 umol L MnCl,.4H,O; 0,1 wmol L™ (NH,)
6MO7O2 4.4HZO; 45 wmol L™ FeSO /H,O-EDTA bissédico.
O 4cido monossilicico obtido pela passagem do silicato de
potdssio através de uma coluna contendo resina trocadora
de citions (Amberlite IRA 410) (Ma e TakanasHi, 2002)
foi adicionado 4 solucio nutritiva nas concentragées de zero
(-Si) e 2 mmol Si L' (+Si). Foi utilizada solugio nutritiva
a meia for¢a i6nica incluindo a adi¢io ou nao do 4cido
monossilicico. Apds sete dias, a concentracio da solugao
utilizada foi modificada para forga total. A solugio nutritiva
foi aerada, trocada a cada quatro dias e o pH foi verificado
diariamente e mantido entre 5,5 ¢ 6,0.

Obtencao do indculo de P. gossypii e
inoculacao das plantas

O inéculo de P gossypii foi obtido de plantas de algodao
doentes coletadas em Vigosa (MG), 20°45°14”S; 42°52°55”W,
649 m. As folhas contendo pustulas de P gossypii foram
lavadas com dgua destilada com auxilio de um pincel para
uma melhor retirada dos uredosporos e, posteriormente,
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a suspensio obtida foi filtrada em gazes para a retirada de
impurezas. A suspensio resultante foi homogeneizada e
ajustada para a concentragio de 2,5x10° uredosporos de
P gossypii mL™". Tween 20 (0,1 mL 100 mL™" de suspensio)
e gelatina foram adicionados a suspensao (1% p/v) para
aumentar a aderéncia dos uredosporos a superficie
foliar. Plantas de algodoeiro no estddio V4 (30 dias apds
transplantio) (MARUR e Ruano, 2001) foram inoculadas
com a suspensio de uredosporos. As plantas de cada vaso
receberam 30 mL da suspensio de uredosporos. Apés a
inoculagio, as plantas foram transferidas para cimara de
nevoeiro a 25+2°C e umidade relativa de 90+5% com
fluxo continuo de luz por 24 h ¢, em seguida, transferidas
para cAmara de crescimento com temperatura ambiente
e umidade relativa de 50+5%, onde permaneceram até o
final das avaliagoes.

Quantificacao dos componentes de
resisténcia

Os seguintes componentes de resisténcia foram avaliados:
periodo de incubagio (PI), periodo latente (PL, ),
incidéncia (I), nimero de pustulas (NP), nimero de
urédias (NU), severidade final, 4rea pustular (AP), foi
calculada a drea abaixo da curva do progresso da ferrugem
(AACPF) e a drea abaixo da curva de progresso da drea da
pustula (AACPAP), conforme modelo proposto por SHANER
e FiNnNEY (1977). Em cada planta foram marcadas trés
folhas usadas para avaliar os componentes de resisténcia.
O aparecimento dos sintomas da ferrugem em cada folha
marcada foi avaliado a cada 24 h a partir do 5° dia apés
inocula¢do (dai). A incidéncia de plantas com sintomas
da ferrugem, em porcentagem, foi avaliada no décimo dai.
Dez urédias em cada folha marcada foram selecionadas
aleatoriamente e examinadas a cada 24 h com uma lupa
de bolso (30x) para determinar o inicio da esporulagao.
O PL,,ocorreu quando 60% das urédias marcadas e
examinadas apresentavam liberagdo de uredosporos. A
severidade e a drea pustular foram avaliadas a partir do
15° dai e depois a cada cinco dias até o 35° dai. Para a
severidade, foram dadas notas com relagdo a percentagem
da drea foliar afetada pela ferrugem. A drea pustular foi
avaliada medindo-se cinco pustulas selecionadas em cada
folha com paquimetro digital. A 4rea abaixo da curva
do progresso da ferrugem (AACPF) ¢ a drea abaixo da
curva do progresso da drea pustular (AACPAP) foram
calculadas usando-se a integragao trapezoidal das curvas
de progresso da severidade da ferrugem e da 4rea pustular,
respectivamente, seguindo a férmula proposta por SHANER
e FINNEY (1977). No 35° dai, as folhas marcadas foram
coletadas e, com uma lupa, numa drea de 1 cm?, foram
contados o nimero de urédias e de pustulas. Foram
realizadas duas contagens, uma de cada lado da folha.

Determinacdo da concentracdo de
compostos fenédlicos soliiveis totais (CFST)

Amostras de folhas foram coletadas em nitrogénio liquido e
imediatamente armazenadas em ultrafreezer a —80°C até a
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 metandlico 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-4cido tioglicdlico. A
metodologia proposta por ZIESLIN ¢ BEN-ZAKEN (1993),
com algumas modificacoes, foi usada para determinagao
da concentragio de CFST. Adicionaram-se 150 uL do
reagente Folin & Ciocalteau’s Phenol 0,25 M (Sigma-Aldrich,
Sao Paulo, SP, Brasil) a 150 UL do extrato metandlico.
A mistura foi homogeneizada e mantida a temperatura
ambiente (~25°C) por 5 min. Posteriormente, 150 pL de
carbonato de sédio 1 M foram adicionados & mistura, a qual
foi homogeneizada novamente e mantida a temperatura
ambiente. Apds 10 min, adicionou-se 1 mL de dgua destilada
4 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 concentracao dos
derivados da lignina-acido tioglicélico
(DLATG)

Adicionou-se 1,5 mL de dgua estéril ao residuo obtido apés
a extracdo dos CFST. Apds a homogeneizagdo, a mistura
foi centrifugada a 12.000 g por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e o residuo foi seco a 65°C por ~12 h. O residuo
alcodlico-insoltvel seco, contendo lignina e dcidos fendlicos
associados A parede celular, foi usado para determinagao
de lignina de acordo com a metodologia de BARBER ¢
RipE (1988). Um volume de 1,5 mL da solucio de 4dcido
tioglicélico (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, SP, Brasil) e HCI 2 N
(1:10) foram adicionados ao residuo seco. Os tubos foram
levemente agitados para hidratar o residuo ¢, em seguida,
foram colocados em banho-maria (100°C). Apés 4 h, os
tubos foram colocados no gelo por dez minutos. A mistura
foi centrifugada a 12.000 ¢ por 10 min, o sobrenadante
foi descartado e o precipitado foi lavado com 1,5 mL de
dgua destilada estéril e a seguir centrifugado a 10.000 ¢ por
10 min. Apés a centrifugacio, o sobrenadante foi descartado
e o precipitado ressuspendido em 1,5 mL de NaOH 0,5 M.
A mistura foi agitada em mesa agitadora orbital (150 rpm),
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a temperatura ambiente (~25°C) por 12 h. A mistura foi
centrifugada a 10.000 g por 10 min e o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo. Apés a adicdo de 200 pL
de HCL concentrado ao sobrenadante, os tubos foram
transferidos para uma bandeja com gelo e mantidos na
geladeira (4°C) por 4 h para precipitagio dos DLATG. Apés
a centrifugacdo a 10.000 g por 10 min, o sobrenadante foi
descartado ¢ 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 concentragao 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).

Determinacao da atividade de enzimas de
defesa

Amostras da folha indice das plantas foram coletadas aos
10, 15, 20, 25, 30 e 35 dai. Amostras de folhas coletadas de
plantas nao inoculadas (0 h) com P gossypii serviram como
controle. As amostras foram mantidas em nitrogénio liquido
durante a coleta e armazenadas em ultrafreezer 2 —80°C até
serem analisadas.

Atividade de peroxidases (POX, EC 1.11.1.7): o extrato
enzimdtico foi obtido pela maceracio de 0,2 g de folhas em
nitrogénio liquido seguida de homogeneizagio em 2 mL
do meio de extragio composto de 0,1 M tampao fosfato de
potdssio (pH 6,8), 1 mM fenilmetilsulfonilfldor (PMSF),
0,1 mM 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) ¢ 200 mg
de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O homogeneizado foi
centrifugado a 12.000 ¢ 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
e MaeHLEY (1955) e KarR e Misura (1976). No ensaio
colorimétrico, utilizou-se pirogalol e perdxido de hidrogénio
como substratos. Para a reacio foram adicionados 340 UL
de dgua destilada, 250 UL do tampao fosfato de potdssio
100 mM (pH 6,8), 200 uL de pirogalol 100 mM, 200 pL
de peréxido de hidrogénio 100 mM e 10 UL do extrato. As
leituras de absorbancia 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 extingdo molar
2,47 mM™ cm™ (CHANCE e MAEHLEY, 1955).

Atividade de polifenoloxidases (PPO, EC 1.10.3.1): a
obtencio do extrato enzimdtico foi feita da mesma forma
que para a POX. A atividade da PPO foi determinada
conforme metodologias propostas por CHANCE ¢ MAEHLEY
(1955) e Kar e MisHra (1976). No ensaio colorimétrico,
utilizou-se o pirogalol a 100 mM como substrato. A reagio foi
composta por 520 UL de dgua destilada, 250 UL do tampao
fosfato de potdssio 100 mM (pH 6,8), 200 UL de pirogalol
100 mM e 30 UL do extrato. As leituras de absorbancia
foram realizadas a 420 nm a cada 10 s durante um minuto.

A atividade da enzima foi medida utilizando-se para os
cdlculos o coeficiente de extingio molar de 2,47 mM~'cm™!
(CHANCE e MAEHLEY,1955).

Atividade de quitinases (QUIL, EC 3.2.1.14): o extrato
enzimdtico foi obtido pela maceracio de 0,2 g de folhas
em nitrogénio liquido seguida de homogencizacio em
2 mL do meio de extragio composto de tampio fosfato
de s6dio 50 mM (pH 6,5), 1 mM PMSF e 200 mg de
PVPP. O homogeneizado foi centrifugado a 20.000 g por
25 min a 4°C e o sobrenadante foi utilizado no ensaio
enzimdtico. A determinacio da atividade da QUI foi conforme
metodologia proposta por ROBERTS e SELITRENNIKOFF
(1988), modificada por HarMAN et al. (1993), utilizando-se
como substrato o p-nitrofenil-B-D-N-N’-diacetilquitobiose
(PNP) (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, SP, Brasil). O meio de
reagio foi composto por 470 UL de tampao acetato de sédio
50 mM (pH 5,0), 10 uL de PNP a 2 mgmL™" ¢ 20 uL do
extrato vegetal, 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 absorbincia foram realizadas a
410 nm. Foi utilizado para o cdlculo o coeficiente de extingio
molar de 7 M em™.

Atividade de B-1,3-glucanases (GLU, EC 3.2.1.6): o
extrato enzimdtico foi obtido da mesma forma que paraa QUI.
A atividade da GLU foi determinada conforme metodologia
descrita por LEVER (1972) com algumas modifica¢des. O
4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) foi usado em substituicio a
hidrazida do 4cido p-hidroxibenzdico. O meio de reagio foi
constituido de 230 PL de tampao acetato de sédio 100 mM
(pH 5,0), 250 UL da solu¢ao de substrato da laminarina
(4 mg mL™") e 20 UL do extrato vegetal, incubado a 45°C
por 30 min. Apés esse periodo acrescentaram-se a0 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 absorbincia
determinada a 540 nm.

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 concentracao foliar de Si

Ao 35° dai, as folhas das plantas avaliadas no experimento
sobre componentes de resisténcia foram coletadas, lavadas
em 4gua destilada e secas em estufa com ventilagio 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).
Coleta de amostras de folhas para microscopia eletronica de
varredura: para as andlises microscopicas foram coletados aos
35 dai dez fragmentos (~25 mm?) de folhas. Os fragmentos
foram transferidos para vidros contendo fixativo glutaraldeido
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2,5% em tampio cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) e
armazenados em geladeira. Apés 15 dias, os fragmentos
foram lavados com tampao cacodilato de sédio por quatro
vezes durante 10 min cada e desidratados em uma série
alcodlica de 30%, 50% e 70%, com intervalos de 15 min
entre as trocas, sendo realizadas trés passagens na tltima
concentra¢do no mesmo intervalo de tempo. As amostras
foram pés-fixadas durante duas horas a temperatura ambiente
com tetréxido de dsmio a 1% em tampio cacodilato de
s6dio 0,1 M (pH 7,2). Apds uma nova desidratagio em uma
série alcodlica de 80%, 95% e 100%, os fragmentos foram
submetidos a secagem no ponto critico (Balzers, modelo
CPD020) e as amostras foram montadas sobre suportes
metélicos de aluminio previamente cobertos com fita adesiva
dupla face. Em seguida, os fragmentos foram cobertos com
ouro por meio de metalizagio no aparelho SputterCoater
acoplado a um FreezingDrying Unit (Balzers, FDU010) e,
posteriormente, observados no microscdpio eletrdnico de
varredura (LEO, modelo 1430VP) operado a 10 Kv para

obtencio das elecromicrografias.

Delineamento experimental e andlise
estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
em esquema fatorial 2x2 com seis repeti¢oes, exceto para
a coleta de material para andlises enzimdticas, realizada
com quatro repeti¢cdes. Os fatores estudados foram duas
cultivares de algoddo (BRS Buriti ¢ FM 993) e duas doses
de Si (0 € 2 mmol Si L), Cada unidade experimental foi
composta por um vaso pldstico contendo cinco plantas
de algodao. Os dados obtidos para cada varidvel foram
submetidos 2 andlise de varidncia (ANOVA) e as médias
dos tratamentos foram comparadas pelo test-# (p<0,05), a
interagao doses de silicio x cultivares foi comparada pelo
teste Tukey (p<0,05) utilizando-se o SAS versio 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

Componentes de resisténcia do algodoeiro
a ferrugem tropical

O fator doses de Si foi significativo (p<0,05) para o PI, PL, I,
SE AP, AACPE, AACPAP e concentracio foliar de Si. Houve
aumento de 9% e 14,3% para Pl e PLGO, respectivamente, para
o tratamento +Si em relagdo ao tratamento -Si (Tabela 1). A1,
SE AP, AACPF e AACPAP foram reduzidas significativamente
(p<0,05) em 86, 49, 27,5, 36 e 22 para o tratamento +Si
em relacdo ao tratamento -Si (Tabela 1). A concentracgio
foliar de Si aumentou em 85% para o tratamento +Si em
relacdo ao tratamento -Si (Tabela 1). O fator cultivares nio
foi significativo (p>0,05) para nenhum dos componentes
de resisténcia estudados (Tabela 1).

A interagao doses de silicio x cultivares foi significativa
(p<0,05) para NU e NP (Tabela 2). O NP foi reduzido
significativamente (p<0,05) em 70% e 30% nas cultivares
BRS Buriti e FM 993, respectivamente, para o tratamento +5i
em relacio ao tratamento -Si (Tabela 2). Para o NU houve
reducio de 40,3% e 19,5% nas cultivares BRS Buriti e FM
993, respectivamente, para o tratamento +5i em relagio ao
tratamento -Si (Tabela 2).

Correlacao de Pearson

A correlagio concentragao foliar de Si com PI e PL | foi
significativa pelo teste F e positiva (r = 0,42 € 0,71, p<0,01,
respectivamente) e signiﬁcativa e negativa para I, SE, AD,
AACPE, AACPAP, NP e NU (r = —0,41; —0,56; —0,47;
—0,46; —0,48; —0,69 e -0,83, p<0,01, respectivamente).

Tabela 1. Periodo de incubagao (PI), periodo latente (PL, ), incidéncia (1), severidade final (SF), drea da pustula (AP), 4rea abaixo da curva
de progresso da ferrugem (AACPF), drea abaixo da curva de progresso da drea da pastula (AACPAP) e concentragio foliar de Si em folhas
de plantas de algodio das cultivares BRS Buriti e FM 993 crescidas em solugio nutritiva contendo (+Si) ou nao (-Si) silicio (Si) e infectadas

por Phakopsora gossypii

Fatores Variaveis

Silicio Pl (dias) PL60 (dias) 1 (%) SF (%) AP (mm?) AACPF AACPAP Si (%)
-Si 11,52 19,98 13,21 14,73 7,15 95,72 60,67 0,09
+Si 12,54 22,83 1,83 7,53 518 61,19 47,29 0,59
Teste-t 0,07* 0,07* 9,52* 4,18* 1,49* 25,80 8,55* 0,09*

Cultivares
BRS Buriti 11,79 21,53 8,63 12,19 6,47 87,27 56,77 0,36
FM 993 12,28 21,28 6,42 10,07 6,13 69,65 51,18 0,31
Teste-t 0,07m 0,76 9,94 4,17 1,56m™ 24,98 8,41 0,24
C.V. (%) 7,03 4,17 55,14 4398 29,05 37,40 18,34 30,44
C.V. = coeficiente de variagao; ™: nio significativo; *p<0,05: significativo a 5% de probabilidade pelo teste-#
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Desenvolvimento da ferrugem tropical

O ntmero de urédias por pustula nas folhas das duas cultivares
que nio receberam Si foi maior (35,53+0,56 € 56,18+0,56
para as cultivares BRS Buriti e FM 993, respectivamente)
(Figura 1a,b). Nas plantas que receberam Si, o niimero de
urédias por pustula foi reduzido (14,33+0,56 ¢ 10,98+0,56

Tabela 2. Ntumero de pustulas (NP) e nimero de urédias (NU)
por cm? em folhas das plantas de algodao das cultivares BRS Buriti e
FM 993 crescidas em solugio nutritiva contendo (+Si) ou nio (-Si)
silicio (Si) e infectadas por Phakopsora gossypii

Cultivares NP NU

-Si +Si -Si +Si
BRS Buriti 8,17 Ba 5,73 Ab 35,53 Ba 14,33 Ab
FM 993 15,22 Aa 4,58 Bb 56,18 Aa 10,98 Bb
C.V. (%) 9,00 4,68

Meédias na mesma coluna seguidas de mesma letra maitiscula ou médias na linha seguidas
de mesma letra mintscula sdo estatisticamente iguais (p<0,05), de acordo com o teste
de Tukey; C.V. = coeficiente de variagao

para as cultivares BRS Buriti e FM 993, respectivamente)
(Figura 1c,d).

Concentracao de CFST

A concentragao de CEST para as plantas da cultivar BRS
Buriti supridas com Si apresentou um aumento até 10 dai,
seguida de redugio até 20 dai. Aos 25 dai ocorreu aumento
(Figura 2a). A concentragio em plantas da cultivar FM 993
supridas com Si decresceu até os 15 dai e posteriormente
aumentou até os 30 dai, seguindo-se um decréscimo aos
35 dai (Figura 2b). Diferencas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos +Si ¢ -Si ocorreram aos 0, 10, 25 ¢ 35 dai para
a cultivar BRS Buriti, sendo esses aumentos de 15%, 19%,
38% e 38,5%, respectivamente. Aos 0 e 30 dai ocorreram
aumentos significativos entre os tratamentos +Si e -Si para
a cultivar FM 993, sendo os aumentos de 178% e 181%,

respectivamente.

Figura 1. Eletromicrografias de varredura da superficie abaxial de folhas de algodao das cultivares BRS Buriti (a, ¢) ¢ FM 993 (b, d)
crescidas em solugio nutritiva sem (a, b) ou com (c, d) silicio aos 35 dias apds inoculacao com Phakopsora gossypis; barras em a = 100 {m;
b, ¢ = 200 um; d = 300 pm.
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Figura 2. Concentracio de compostos fendlicos soltveis totais
(CFST) em folhas de plantas de algodao das cultivares BRS Buriti
(a) e FM 993 (b) crescidas em solu¢io nutritiva contendo (+Si) ou
nio (-Si) silicio (Si) e infectadas por Phakopsora gossypii; cada ponto
representa a média de quatro repetigoes; barras de erros representam
o desvio padrio da média; médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas
de asterisco (*) sdo diferentes (p<0,05) pelo teste-z

Concentracao de DLATG

A cultivar BRS Buriti suprida com Si apresentou aumento
na concentra¢io de DLATG de modo bifésico, o primeiro
até os 10 dai e o segundo aos 25 dai (Figura 3a). A cultivar
FM 993 suprida com Si apresentou decréscimo até os
20 dai, seguido de aumentos até os 30 dai (Figura 3b).
Diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos +Si e
-Si ocorreu apenas aos 0 dai para a cultivar BRS Buriti, sendo
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Figura 3. Concentragio dos derivados da lignina-dcido tioglicélico
(DLATG) em folhas de plantas de algodio das cultivares BRS Buriti
(a) e FM 993 (b) crescidas em solugio nutritiva contendo (+Si) ou
nio (-Si) silicio (Si) e infectadas por Phakopsora gossypii; cada ponto
representa a média de quatro repeti¢des; barras de erros representam
o desvio padrio da média; médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas
de asterisco (*) sdo diferentes (p<0,05) pelo teste-z

esse aumento de 15%. Para a cultivar FM 993 ocorreram

diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos +Si
e -Siaos 0, 25, 30 e 35 dai, de 132%, 28%, 47% e 27%,

respectivamente.
Atividade enzimatica

A atividade da POX na cultivar BRS Buriti suprida com Si
mostrou aumentos até os 25 dai, seguidos de um decréscimo
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aos 30 dai e de outro aumento aos 35 dai. Houve aumento
significativo (p<0,05) na atividade da POX aos 25 e 35 dai
(Figura 4a). Na cultivar FM 993 suprida com Si houve
aumento na atividade da POX até os 10 dai e aos 20 dai,
seguido de decréscimo até os 35 dai. Houve aumento
significativo (p<0,05) aos 10 e 20 dai entre os tratamentos
+Si e -Si (Figura 4b).

As plantas da cultivar BRS Buriti supridas com +Si
apresentaram aumentos na atividade da PPO até os 35 dai,
sendo esses aos 25 ¢ 35 dai. Houve aumento significativo
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Figura 4. Atividade da peroxidase (POX) em folhas de plantas de
algodao das cultivares BRS Buriti (a) ¢ FM 993 (b) crescidas em
solucdo nutritiva contendo (+Si) ou nao (-Si) silicio (Si) e infectadas
por Phakopsora gossypii; cada ponto representa a média de quatro
repetigbes; barras de erros representam o desvio padrio da média;
médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) sdo diferentes

(p<0,05) pelo teste-z.

(p<0,05) da PPO nas plantas supridas com Si aos 25 e 35 dai
(Figura 5a). A cultivar FM 993 suprida com Si apresentou
aumento da atividade da PPO até os 25 dai, seguido de
decréscimo até os 35 dai. Nas plantas dessa cultivar supridas
com Si nio ocorreu aumento significativo (p>0,05) da
atividade da PPO (Figura 5b).

As plantas da cultivar BRS Buriti supridas com Si
apresentaram aumento na atividade da QUI até os 10 dai,
seguido de redugio até os 35 dai (Figura 6a). A cultivar
FM 993 suprida com Si apresentou dois picos de atividade
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Figura 5. Atividade da polifenoloxidase (PPO) em folhas de plantas
de algodio das cultivares BRS Buriti (a) e FM 993 (b) crescidas em
soluc¢io nutritiva contendo (+Si) ou cnio (-Si) silicio (Si) e infectadas
por Phakopsora gossypii; Cada ponto representa a média de quatro
repetigoes; barras de erros representam o desvio padrio da média;
médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) s3o diferentes

(p<0,05) pelo teste-z.
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Figura 6. Atividade da quitinase (QUI) em folhas de plantas de
algodao das cultivares BRS Buriti (a) e FM 993 (b) crescidas em
solucdo nutritiva contendo (+Si) ou nao (-Si) silicio (Si) e infectadas
por Phakopsora gossypii; cada ponto representa a média de quatro
repetioes; barras de erros representam o desvio padriao da média;
médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) sio diferentes

(p<0,05) pelo teste-z.

da QUI, sendo um aos 10 dai e o outro aos 20 dai, seguidos
de redugio até os 35 dai (Figura 6b). Diferencas significativas
(p<0,05) entre os tratamentos +Si e -Si ocorreram apenas
ao0s 35 dai para a cultivar BRS Buriti (Figura 6a).

A atividade da GLU nas plantas da cultivar BRS Buriti
supridas com Si aumentou até os 10 dai, seguindo-se
decréscimo até os 35 dai (Figura 7a). A cultivar FM 993
suprida com Si apresentou aumentos na atividade da GLU
aos 20 dai, também seguidos de redugao (Figura 7b).
Diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos +Si
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Figura 7. Atividade da glucanase (GLU) em folhas de plantas de
algodao das cultivares BRS Buriti (a) e FM 993 (b) crescidas em
solucio nutritiva contendo (+Si) ou nao (-Si) silicio (Si) e infectadas
por Phakopsora gossypii; cada ponto representa a média de quatro
repetigoes; barras de erros representam o desvio padriao da média;
médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) sdo diferentes

(p<0,05) pelo teste-z.

e -Si ocorreram aos 30 dai, com aumento da atividade da
GLU de 232% para a cultivar BRS Buriti e apenas de 42%
aos 0 dai para a cultivar FM 993.

4. DISCUSSAO

A aplicacio do Si reduziu a severidade final da ferrugem
tropical do algodociro mostrando que as plantas de
algodoeiro sio capazes de absorver e acumular Si em seus
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tecidos, impactando negativamente o progresso da ferrugem
tropical, assemelhando-se a outros estudos que mostram os
efeitos benéficos do Si no controle de doencas em culturas
economicamente importantes como arroz, trigo, sorgo,
cevada, milho, pepino, tomate, banana, uva, rosa ¢ morango
(DATNOFE et al., 2007).

O fornecimento de Si para ambas as cultivares afetou
todos os componentes de resisténcia avaliados. PI e PL60
sofreram aumentos enquanto que I, SE AR AACPE AACPAD,
NP e NU foram reduzidos na presenca do Si. ZADOKs
(1971) relata que aumentos no PI podem reduzir o taxa
de epidemia, tendo como consequéncia diminui¢do no
ntmero de ciclos secundérios do patégeno. O fato de a maior
concentracio foliar de Si reduzir alguns componentes de
resisténcia deve-se ao fato de esse elemento poder provocar
alguma interferéncia no acesso do patdgeno aos tecidos do
hospedeiro, afetando assim a sua colonizagao. Os resultados
do presente estudo corroboram os obtidos por SHETTY et al.
(2012), que observaram atraso no desenvolvimento dos
sintomas e reducio na severidade da doenca provocada pelo
mildio pulverulento em roseira suprida com Si. SAMUELSs et al.
(1991) encontraram resultados promissores no controle do
oidio em plantas de pepino cultivadas em solu¢do nutritiva
contendo 100 mg/L de silicato de potéssio, atribuindo-se
a reducdo no crescimento das col6nias do fungo nas folhas
das plantas tratadas com Si ao acimulo de Si ao redor das
hifas. Também RESENDE et al. (2009) obtiveram aumento
no PI e no PL60 e reducio da eficiéncia relativa de infecgao
e da drea abaixo da curva de progresso da antracnose nas
folhas de sorgo com a aplicagio de silicato de cdlcio no solo.

O mecanismo de agio do Si na redugdo da ferrugem
tropical ainda nio ¢ conhecido, mas pode-se inferir que
seu efeito seja possivelmente devido & formagio de barreiras
(quimicas e fisicas) nas folhas, reduzindo-se assim o acesso de
P gossypii aos tecidos das plantas e despertando mecanismos
de resisténcia. Conforme BoweN et al. (1992), a reducio
da severidade do oidio da videira também foi devida a
formacio de barreira fisica que dificultou a penetragio das
hifas. Domiciano et al. (2010), estudando folhas de sorgo
supridas com Si, encontraram em observagoes feitas em
microscdpio eletrdnico de varredura acoplado a microandlise
de raios-X que a distribuicio desse elemento foi uniforme
em toda a superficie das folhas, seguindo um padrao linear
que corresponde as células de silica, acimulo que impactou,
levando a aumento no PI e a reducées no ndmero de lesoes/
cm?, drea abaixo da curva de progresso da mancha marrom e
severidade da mancha marrom. Acredita-se que nas 4reas da
folha onde ocorre deposigio de Si haja um atraso no ingresso
e na colonizagio do fungo, permitindo-se, assim, que a planta
tenha mais tempo para ativar as respostas de defesa. Além
da prote¢io mecanica da epiderme proporcionada pelo Si
(YosHipa et al., 1965), pode-se inferir também que o Si
potencializou mecanismos de defesa da planta como, por
exemplo, o acimulo de lignina, importante componente na

resisténcia das plantas aos patégenos (CHERIF et al., 1994;
RODRIGUES et al., 2004).

A atividade das enzimas POX e PPO na cultivar BRS
Buriti suprida com Si foi inferior ao longo do processo
infeccioso, apresentando aumentos de atividade em estdgios
mais avancados da doenca. Na cultivar FM 993, a atividade
da POX foi influenciada pelo Si ao longo do progresso da
doenga, enquanto que a PPO nio sofreu influéncia do Si.
RoDRIGUES et al. (2005) mostraram que as transcri¢oes da
POX aumentou durante o curso da infeccio por Rgrisea em
ambas intera¢oes incompativeis e compativeis em plantas
de arroz com fornecimento ou privados de Si. CHERIF et al.
(1994), estudando a interagao Pythium sp. em raizes de pepino,
relataram aumento nas atividades das enzimas POX e PPO
nas plantas supridas com Si. As POX tém vdrias funcées
fisiolégicas que podem contribuir para a resisténcia da
planta, como a biossintese de compostos fenélicos (ScHMID
e Fruchrt, 1980), ligagdes com polissacarideos (Fry, 1986),
lignificagao (WALTER, 1992) e inibigao do crescimento
fungico (Macko et al., 1968). A PPO exerce um papel
importante na defesa das plantas, pois oxida compostos
fenélicos em quinonas, as quais sdo toxicas aos patdgenos,
além de poder ligar-se a proteinas e carboidratos produzindo
compostos que atuam como barreira fisica aos patégenos
(LuTHRA et al., 1988). Neste estudo, as atividades da POX
e da PPO estio associadas a aumentos nas concentragoes
de lignina e compostos fenélicos solaveis totais nas folhas,
respectivamente. Esses resultados indicam que é possivel
que o papel exercido por essas enzimas na resisténcia do
algodio A P gossypii esteja relacionado com o fortalecimento
da parede celular, além disso é possivel que a POX esteja
possivelmente atuando como antioxidante.

Estudos disponiveis na literatura descrevem que a aplicacao
de Si pode afetar a producao de compostos fenélicos em
plantas infectadas por patdgenos (CARVER et al., 1998;
RoDRIGUES et al., 2005). Os compostos fendlicos estao
associados as defesas passivas e ativas das plantas aos patégenos
e sdo encontrados tanto em interacdes compativeis quanto
incompativeis (NicHOLsSON ¢ HAMMERSCHMIDT, 1992).
No presente estudo, a concentracio de CEST mostrou dois
comportamentos, conforme a cultivar avaliada. Na cultivar
BRS Buriti houve pico de atividade nos momentos iniciais
da infec¢ao, enquanto que a cultivar FM 993 mostrou maior
atividade em estdgios mais avancados da infec¢io — esse
comportamento mostra que o Si foi capaz de aumentar
a resisténcia das plantas de ambas cultivares. Compostos
fendlicos estao relacionados aos efeitos fungitdxicos,
especialmente formas oxidadas, incluindo os precursores
da lignina. Os compostos fendlicos estdo associados com
um aumento da permeabilidade da membrana fingica,
ocasionando vazamento do contetido das células e agregacio
do citoplasma (SoutHERTON € DEVERALL, 1990). A acdo
do Si sobre a produgio de CFST levou ao aumento da
resisténcia das plantas de algoddo a ferrugem, a qual ¢é
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constatada pela redugao em todos os componentes de
resisténcia estudados. Nas plantas ndo supridas com Si, a
concentra¢do de CFST ligeiramente superior nos estdgios
iniciais da infecgio em ambas as cultivares foi provavelmente
devida ao elevado niimero de penetragoes bem sucedidas, o
que correspondeu a maior severidade da doenga conforme
determinado pelos componentes de resisténcia estudados.
Os resultados obtidos nesse estudo nio corroboram aqueles
obtidos por Domiciano et al. (2010) e Xavier FiLHa et al.
(2011) estudando, respectivamente, as interagdes trigo-
Bipolaris sorokiniana e trigo-Pyricularia grisea, os quais
obtiveram valores inferiores na concentragio de CFST das
plantas supridas com Si, entretanto, esses foram suficientes
para reduzir a severidade das doencas. Os resultados obtidos
neste estudo suportam a hipétese de o Si contribuir para
aumentar a concentragio de CEST e de que esse pode
ser considerado como um dos mecanismos de defesa que
conferem resisténcia a ferrugem.

Foi demonstrado que o fornecimento de Si para a cultivar
BRS Buriti contribuiu para que as maiores concentragoes
de DLATG acontecessem nos estdgios iniciais do processo
infeccioso, enquanto que na cultivar FM 993 ocorressem em
estdgios mais avancados, de modo que o Si contribuiu para
aumentar resisténcia do algodao a doenca. Esses resultados
foram semelhantes aos encontrados por RODRIGUEsS et al.
(2005), que observaram que a concentragio de derivados
DLATG foi bifésica nas cultivares de arroz inoculadas
com P grisea. O acimulo de DLATG foi menor em folhas
de plantas da cultivar M201 (suscetivel) supridas com Si.
Isso mostra que as células da planta, mesmo com menores
concentragoes de DLATG, foram eficientemente protegidas
contra a colonizagio de P gossypii.

Aumentos nas atividades da QUI e GLU em ambas as
cultivares supridas com Si contribuiram para a reducdo da
doenca, principalmente nos estdgios iniciais, exceto para
a GLU na cultivar FM 993, que foi maior em estdgios
intermedidrios. Quitinases e glucanases em plantas sao
enzimas importantes, componentes do sistema de defesa,
nio s6 porque podem inibir o crescimento de fungos mas
por provocar a dissolugao das paredes das células fungicas
elas também sdo capazes de liberar oligbmeros de quitina,
que provocam outras importantes reagoes de defesa celular,
como a produgio de compostos fenélicos e 0 aumento na
biossintese de lignina (LEUBNER-METZGERAND ¢ MEINNS
JUNIOR, 1999). De modo geral, a possivel dissolucio das
paredes e degradacio das hifas do patégeno levaram a uma
menor eficiéncia no processo de colonizagio dos tecidos do
hospedeiro. Os resultados desse estudo nao se assemelham
aos obtidos por Domiciano et al. (2010), que mostraram
que a atividade da QUI foi alta nos estdgios mais avancados
de infeccdo por B. sorokiniana nas folhas de duas cultivares
de trigo supridas com Si. PEREIRA et al. (2009) mostraram
que aplicagoes foliares de silicato de potdssio no patossistema
café-Hemileia vastatrix aumentaram a atividade da QUI e

da GLU em estddios intermedidrios do processo infeccioso.
Portanto, pode-se inferir que as atividades das enzimas QUI
e GLU pode estar associada a mecanismos de defesa das
plantas de ambas as cultivares supridas com Si, impedindo
que o patdgeno penetre, cres¢a e colonize as células do
tecido foliar, como a redugio dos componentes de resisténcia
avaliados evidencia.

5. CONCLUSAO

Plantas de algodio supridas com Si tém a resisténcia a
ferrugem tropical aumentada, devido & maior atividade das
enzimas de defesa.
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