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Resumo

Considerando o efeito positivo do silicio (Si) na melhoria do desempenho fisiolégico de varias espécies de plantas quando
infectadas por patégenos, este trabalho teve como meta investigar o efeito desse elemento na capacidade fotossintética e
no metabolismo antioxidativo de plantas dos cultivares de algodoeiro NuOpal e BRS Buriti, supridas ou ndo com Si, durante o
processo infeccioso de Ramularia areola. A infeccao por R. areola afetou negativamente a taxa liquida de fixacao do CO, (A4), a
condutancia estomatica (g), a transpiracao e a razdo entre concentracao interna e ambiente de CO, nas plantas dos cultivares
NuOpal e BRS Buriti ndo supridas com Si em relacdo as plantas supridas com esse elemento. Na presenca do Si, houve aumento
em Ae g além das concentrages de clorofila a, clorofila b e carotendides nas plantas dos dois cultivares. A concentragao foliar
de Si aumentou, o que contribuiu para decrescer em 38% a area abaixo da curva do progresso da mancha de ramularia nas
plantas supridas com Si, em relacdo as plantas ndo supridas com esse elemento. O fornecimento de Si as plantas de algodoeiro
dos dois cultivares aumentou a atividade da dismutase do superéxido (SOD), da peroxidase do ascorbato (APX) e da lipoxigenase
(LOX), mas houve reducao na atividade da catalase (CAT) e na concentracdo de peroxido de hidrogénio (H,0,) e de aldeido
maldnico (MDA), houve ainda uma maior perda de eletrélitos. A atividade da glutationa redutase (GR) foi maior nas plantas do
cultivar BRS Buriti supridas com Si, enquanto que nas plantas do cultivar NuOpal houve aumento da atividade da glutationa
redutase apenas aos 21 dias apds inoculagdo (dai). Conclui-se que a capacidade fotossintética e o sistema antioxidativo das
plantas supridas com Si sofreram menor impacto durante o processo infeccioso de R. areola.
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Leaf gas exchange and oxidative stress on cotton plants supplied with silicon and
infected by Ramularia areola

Abstract

Considering the positive effect of silicon (Si) in improving the physiological performance of several plant species when infected by
pathogens, this study investigated the effect of this element in the photosynthetic capacity and on the antioxidant metabolism of
cotton plants from cultivars BRS NuOpal and Buriti, supplied or not with Si, during the infectious process of Ramularia areola. The
infection by R. areola negatively affected the net carbon assimilation rate (A), stomatal conductance to water vapor (g), internal-
to-ambient CO, concentration ratio and transpiration rate on plants of the two cultivars non-supplied with Si in comparison to
plants supplied with this element. In the presence of Si, there was an increase in A and g, as well as on the concentrations of
chlorophyll a, chlorophyll 6 and carotenoids in plants of both cultivars. The Si supply increased the foliar Si concentration, which
contributed to decrease the area under ramularia leaf spot progress curve by 38% in comparison to plants non-supplied with
this element. The Si supply to both cultivars increased the activities of superoxide dismutase and ascorbate peroxidase, but
reduced catalase activity. The activity of glutathione reductase was higher on plants from cultivar BRS Buriti supplied with Si,
while for the cultivar NuOpal the activity of glutathione reductase increased only after 21 days of inoculation (dai). There was
reduction in the concentration of hydrogen peroxide and malondialdehyde until 15 dai and the electrolyte leakage was higher in
plants supplied with Si in both cultivars. As compared to non-supplied plants, both cultivars presented increase on lipoxygenase
activity when supplied with Si until 12 dai. It was concluded that the photosynthetic capacity and the antioxidative system of
plants supplied with Si were less impacted during the infectious process of R. areola.

Key words: photosynthesis, leaf spot, mineral nutrition.
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1. INTRODUCAO

A ocorréncia de doencas é um dos principais responsdveis
pelas grandes perdas que ocorrem na produgio do algodio
em todas as regioes produtoras do pafs (FReIrg, 2011). A
mancha de ramuldria, causada pelo fungo Ramularia areola
(Atk.), ¢ a principal doenga foliar da cultura do algodociro
(Suassuna e CouTINHO, 2011). O fungo infecta as folhas,
provocando lesdes angulares na superficie foliar e causando
desfolha, o que prejudica o rendimento da cultura (Suassuna
e CouTINHO, 2011). A principal e a mais eficiente estratégia
de manejo para reduzir os sintomas da mancha de ramuldria
¢ a aplicacio de fungicidas sistémicos, visto que a maioria
dos cultivares de algodao nio possui resisténcia genética a
essa doenga (ANDRADE et al., 1999; Suassuna e COUTINHO,
2011). Apesar de os cultivares resistentes nao estarem
disponiveis no mercado, existem diferencas entre eles com
relagdo a susceptibilidade a mancha de ramuldria: podemos
citar dois cultivares que apresentaram niveis de resisténcia
diferenciados, o cultivar BRS Buriti foi considerado com
nivel de resisténcia moderado a muitas doengas, enquanto
que o cultivar NuOpal foi extremamente suscetivel a diversos
patégenos (ANDRADE et al., 1999).

De acordo com Borron (2009), os sintomas das
doengas podem causar danos as células do meséfilo, as
membranas, ao funcionamento da maquinaria enzimdtica,
na abertura e fechamento dos estématos, afetando a
transpiragio, o influxo do CO, e a taxa fotossintética
(BERGER et al., 2007). Caracteristicas fotossintéticas tais
como as trocas gasosas ¢ a fluorescéncia da clorofila # tém
sido consideradas indicadores tteis do comportamento
da atividade do aparelho fotossintético em plantas sob
condicoes de estresse, incluindo os causados pela infecgao
por patdgenos (BERGER et al., 2007).

As plantas dispéem de diferentes estratégias de protegao
contra os danos celulares e a morte causada pelo excesso de
espécies reativas de oxigénio (ERO) que ocasionam o estresse
oxidativo (Asapa, 1999). Dentre as principais enzimas
antioxidantes envolvidas na detoxificacio das ERO estao as
SOD, que catalizam a dismutagdo do O, a H,O, e constituem
a primeira linha de defesa contra as ERO (ALscHER et al.,
2002); as CAT, que convertem o H,O, em dgua e oxigénio
(AsaDA, 1999) e as enzimas do ciclo ascorbato-glutationa,
como as APX, que reduzem o H,O, nos plastideos utilizando
o ascorbato como doador de elétrons (Yan et al., 1996). O
ascorbato oxidado ¢, entlo, reduzido pela glutationa reduzida
(GSH) oriunda da glutationa oxidada (GSSG), catalizada
pela GR (Yan et al., 1996).

Séo intmeros os beneficios proporcionados pelo silicio
(Si) as plantas sadias e submetidas a diferentes condicoes
de estresse abidtico e/ou bidtico (DATNOFF et al., 2007;
EpsTEIN, 1994). O fornecimento de Si as plantas reduz

a intensidade de vérias doencas (DATNOFF et al., 2007) e
essa reducdo pode ser explicada pela silicificagio das células
epidérmicas, o que atrasaria a penetragio do patégeno
(KM et al., 2002). Entretanto, ainda nio é totalmente
entendido o envolvimento do Si na fisiologia das plantas
superiores, mesmo trazendo inimeros beneficios a vdrias
espécies de plantas (Ma, 2004).

Ainda nio se tem nenhum relato na literatura sobre o
efeito do Si no patossistema algodio-R. areola. A fim de
preencher essa lacuna, o presente trabalho tenta reforgar a
hipdtese de que o fornecimento de Si as plantas de algodoeiro
pode trazer beneficios para a maquinaria fotossintética e
aumentar a atividade de algumas enzimas antioxidantes,
aumentando, assim, a resisténcia do algodoeiro & mancha
de ramuldria.

2. MATERIAL E METODOS

Preparo da solucdo nutritiva e crescimento
das plantas de algodoeiro

A solugao nutritiva usada neste estudo foi preparada de
acordo com HoagLanD e ARNON (1950), com algumas
modificagoes, e constituiu-se de: 6,0 mM KNO; 1,0 mM
NH, H PO, 2,0 mM MgSO,.7H,O; 4,0 mM CaZ(NO3)2;
0,3 uM CuSO,.5H,0; 1,3 uM ZnSO,.7H,0; 46 uM H,BO ;
12,6 uM MnCl,.4H,0; 0,1 uM (NH,) 6M07OZ4.4H20;
45 uM FeSO,.7H,O e 45 uM EDTA bissédico. O Si,
fornecido como dcido monosilicico, 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 e TakanasHr, 2002). As concentragdes de Si utilizadas
foram de 0 mM e 2 mM. A adicio do 4cido monosilicico a
solucdo nutritiva nio alterou o pH. Sementes de algodoeiro
dos cultivares NuOpal e BRS Buriti foram esterilizadas
em solucdo de hipoclorito de sédio 10% por 2 min e,
posteriormente, lavadas em dgua destilada por 3 min e
germinadas em leito de areia lavada e autoclavada. Dez
dias ap6s a germinagio, cinco plantulas foram transferidas
para vasos pldsticos contendo 5 L de solugio nutritiva. As
plantulas foram mantidas em solu¢do nutritiva com meia
forga i6nica, contendo ou nio 4cido monosilicico. Apds sete
dias, a concentragio da solugao utilizada foi modificada para
forga total. A solugio nutritiva foi aerada, trocada a cada
quatro dias ou quando a condutividade elétrica atingiu 85%
do valor inicial. O pH da solugao nutritiva foi verificado
diariamente e mantido a 5,5+0,5 empregando-se solucoes
de NaOH ou HCI (1 M), quando necessirio. As plantas
ficaram nessas condicées até o final das avaliacées.

Bragantia, Campinas, v. 72, n. 4, p.346-359, 2013 347



C.R.S. Curvélo et al.

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

Folhas de plantas de algodoeiro do cultivar NuOpal
apresentando sintomas da mancha de ramuldria foram
coletadas no campo para obtengdo do inéculo de R. areola. O
in6culo foi preparado lavando-se as folhas em dgua destilada
contendo gelatina (1% p/v) com auxilio de um pincel de
cerdas macias para remogio dos conidios. Posteriormente, a
suspensio obtida foi filtrada em camada dupla de gaze estéril
para retirada de impurezas e ajustada para a concentracio
1,5x10° conidios mL™" com o auxilio de um hemacitémetro.
Aos 30 dias apds emergéncia, plantas de algodoeiro no
estadio V4 (MARUR e RuaNo, 2001) foram inoculadas com
a suspensio de conidios de R. areola com auxilio de um
atomizador (VLS-Set Airbrush, Paache Airbrush Company,
EUA), cobrindo-se homogeneamente as superficies abaxial e
adaxial das folhas. Posteriormente, as plantas foram mantidas
em cimara de nevoeiro (temperatura de 25+2°C e umidade
relativa de 85+5%) por 48 h e, em seguida, transferidas
para cAmara de crescimento com temperatura de 25+5°C
e umidade relativa de 60£10%, onde permaneceram até o
final do experimento.

Avaliacao da severidade da mancha de
ramularia

A severidade da mancha de ramuldria foi avaliada aos 10,
12, 15, 18 ¢ 21 dias apés inoculagao (dai) das plantas
com R. areola utilizando-se a escala diagramdtica proposta
por AQuINoO et al. (2008). Os dados de severidade foram
utilizados para calcular a 4rea abaixo da curva do progresso
da mancha de ramuldria (AACPMR) através da integracio
trapezoidal das curvas de progresso da doenca, de acordo
com a férmula proposta por SHANER ¢ FINNEY (1977).

Determinacdo das trocas gasosas

Para a determinagio das trocas gasosas utilizou-se um sistema
portdtil de medigao de trocas gasosas (LC pro+, Analytical
Development Company, Hoddesdon, Reino Unido). A taxa
liquida de fixagao do CO, (A), a condutancia estomdtica
(g), a transpiragao (£) e a razao entre concentragao interna
e ambiente de CO, (C/C) foram determinadas na quarta
folha, do 4pice para a base, das plantas no estddio V5 (MarUR
e Ruano, 2001). As avaliagoes foram realizadas no periodo
das 07:30 h as 11:30 h, em sistema aberto, sob irradiAncia de
saturago de 1.000 pmol m™ s e concentragao atmosférica
de CO, (C) de = 390 pmol mol™". A umidade relativa do ar
foi de 80+5% e a temperatura foliar variou de 27°C a 33°C.
Para estimular a atividade plena da maquinaria fotossintética,
as plantas foram mantidas por 30 min fora da cAmara de
nebulizacio, sob pleno sol, antes das avaliacoes. As medi¢oes

foram realizadas aos 12, 15, 18 e 21 dai. As avaliacoes
também foram realizadas nas plantas ndo inoculadas com

R. areola (0 h).

Determinacdo da concentracio de
pigmentos

Amostras de 100 mg da quarta folha do dpice para a base das
plantas das repeti¢oes de cada tratamento foram coletadas
aos 12, 15, 18 e 21 dai. Folhas coletadas de plantas nao
inoculadas com R. zreola (0 h) serviram como controle. As
amostras foram trituradas em nitrogénio liquido contendo
0,1 g de carbonato de célcio e, em seguida, homogeneizadas
com 2 mL de acetona 80% (v/v) por 1 min sob luz verde. A
suspensao resultante foi filtrada em papel de filtro Whatman
# 1. O residuo foi lavado por trés vezes em acetona a 80%
e o volume final completado em baldo volumétrico para
25 mL com o mesmo solvente. As absorbancias dos extratos
foram lidas em espectrofotdémetro nos comprimentos de
onda de 470 nm, 646,8 nm e 663,2 nm. As concentragdes
de clorofila z (Cl ), clorofila & (Cl,)) e de carotendides foram
estimadas de acordo com LICHTENTHALER (1987).

Determinacao das atividades da dismutase
do superoéxido, da catalase, da peroxidase
do ascorbato e da redutase da glutationa

Amostras da terceira, quarta e quinta folhas do dpice para
a base das plantas das repeti¢coes de cada tratamento foram
coletadas aos 12, 15, 18 e 21 dai a partir das 08:00 h da
manha. Folhas coletadas de plantas ndo inoculadas com
R. areola (0 h) serviram como controle. As amostras foram
coletadas individualmente em envelopes de papel aluminio
devidamente identificados e rapidamente mantidas em
nitrogénio liquido durante a coleta ¢, em seguida, armazenadas
a—-80°C até anilise.

O extrato enzimdtico foi obtido de acordo com o método
de Havir e McHALE (1987) com algumas modificagées. Foram
macerados 0,3 g de massa foliar fresca com nitrogénio liquido
em almofariz até a obtengao de um pé fino. O pé obtido
foi homogeneizado em 2 mL de tampao fosfato de potdssio
50 mM (pH 6,8) contendo 0,1 mM de 4cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA), 1 mM de fenilmetilsulfonilfltior
(PMSF) e 2% de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O
homogeneizado foi centrifugado a 1.500 g por 15 min a 4°C.

A atividade da dismutase do superéxido (SOD, EC
1.15.1.1) foi determinada pela adi¢ao de 30 pL do extrato
enzimdtico em 2,97 mL de mistura de reacio constituida de
tampio fosfato de sédio 50 mM (pH 7,8), metionina 13 mM,
azul de p-nitro-tetrazdlio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e
riboflavina 2 uM (GianNoroLITis e Riks, 1977). A reagao
ocorreu a 25°C sob iluminagio de lampadas de 15 W. Apés
5 min de exposi¢io a luz, a iluminagio foi interrompida e a
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formazana azul, produzida pela fotorredugio do NBT, foi
medida a 560 nm em espectrofotdmetro (GIANNOPOLITIS
e Ries, 1977). As amostras controle tiveram absorbincias
medidas a 560 nm em espectrofotémetro utilizando-se
a mistura de reagdo mantida no escuro por 5 min. Os
valores obtidos foram subtraidos das leituras das amostras
das repeticoes dos tratamentos que receberam iluminagio.
Uma unidade da SOD foi definida como a quantidade de
enzima necessdria para inibir em 50% a fotorredugio do
NBT (Perxoto et al., 1999). A atividade da SOD foi expressa
em unidades (U) min™ mg™' de proteina.

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada
pelo método de Caxkmax et al. (1993). A mistura de reagio
foi constituida de 50 mM de tampio fosfato de potdssio
(pH 6,8) € 12,5 mM de H,O, num volume de 1 mL. A
reagdo foi iniciada pela adicdo de 0,35 mL do extrato da
enzima e a atividade foi determinada pelo consumo de
H,O, durante 1 min a 240 nm em espectrofotémetro.
Coeficiente de extingio molar de 39,4 mM~" cm™ foi usado
para determinar a atividade da CAT, a qual foi expressa em
mmol min™' mg™ de proteina.

A atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC
1.11.1.11) foi determinada pelo método de Nakano e
Asapa (1981). A mistura de reagdo foi constituida de
50 mM de tampio fosfato de potdssio (pH 6,8), 1 mM
de H,0, ¢ 0,8 mM de ascorbato num volume de 1 mL.
A reagio foi iniciada pela adi¢ao de 34 pL do extrato da
enzima e a atividade foi determinada pela oxidagao do
H,O, dependente do ascorbato durante 1 min a 290 nm
em espectrofotdmetro. O coeficiente de extingao molar de
2,8 mM cm™ foi usado para calcular a atividade da APX, a
qual foi expressa em pmol min™' mg™' de proteina.

Para obtengao do extrato da redutase da glutationa
(GR, EC 1.8.1.7), 0,3 g de tecido foliar foram macerados
com nitrogénio liquido em almofariz até a obtencio de
um pé fino. O pé obtido foi homogeneizado em 2 mL
de tampio fosfato de potdssio 100 mM (pH 7,5), EDTA
0,1 mM, DL-ditioteitol 1 mM, PMSF 1 mM e PVPP 2%
(p/v). O homogeneizado foi centrifugado a 1.500 g por
15 min a 4°C e o sobrenadante foi usado como extrato da
enzima. A atividade da GR foi determinada pela adicio de
100 pL do extrato enzimdtico em 0,9 mL de uma mistura
de reagio constituida de tampao fosfato de potdssio 0,1 M
(pH 7,5), EDTA 1 mM, glutationa oxidada 1 mM e NADPH
0,1 mM preparado em tampio Tris-HCl 0,5 mM (pH 7,5)
segundo CARLBERG ¢ MANNERVIK (1985). O decréscimo na
absorbancia a 340 nm em espectrofotémetro na temperatura
de 30°C foi medido no primeiro minuto apds o inicio da
reagdo. A atividade da GR foi calculada utilizando-se o
coeficiente de extincio molar de 6,22 mM cm™ (Foyer
e HaLLiweLL, 1976). A atividade da GR foi expressa em
mmol min™ mg™ de proteina.

A concentragdo de proteinas em cada amostra foi
determinada pelo método de BRaADFORD (1976) e todas as
determinagbes enzimdticas foram realizadas em triplicata.

Determinacao da concentracao de perdxido
de hidrogénio (H,0,)

Uma amostra de 0,2 g de massa foliar fresca foi macerada
com nitrogénio liquido em almofariz até a obtengdo de
um pé fino. O pé obtido foi homogeneizado em 2 mL
de tampio fosfato de potdssio 50 mM (pH 6,5) contendo
hidroxilamina I mM. O homogeneizado foi centrifugado a
10.000 g por 15 min a 4°C ¢ o sobrenadante foi usado para
determinar a concentragao de H,0, (Kuo e Kao, 2003).
Uma aliquota de 100 pL do sobrenadante foi adicionada a
um meio de reagio constituido de FeNH,(SO,) 100 uM,
4cido sulftrico 25 mM, laranja de xilenol 250 uM e sorbitol
100 mM em um volume final de 2 mL (Gay e GEBICKI,
2000). As amostras foram mantidas no escuro por 30 min e
a absorbancia determinada a 560 nm em espectrofotdmetro.
As concentragoes de H,O, foram estimadas com base em
curva de calibragao preparada com solugoes de H,O,. Os
resultados foram expressos em mmol de H,O, g™ de matéria
fresca (Gay e Gesicki, 2000).

Determinacao da concentracio de aldeido
maldnico (MDA)

Foram macerados 0,2 g de massa foliar fresca em nitrogénio
liquido seguido de homogeneizagao em 2 mL de 4cido
tricloroacético (TCA) (0,1% p/v). O homogeneizado foi
centrifugado a 10.000 g por 15 min a 4°C e o sobrenadante
foi coletado e utilizado nas determinacées das concentragées
de MDA. Foram adicionados 500 pL do sobrenadante em
um tubo de microcentrifuga contendo 1,5 mL da solu¢ao de
4cido tiobarbittrico (TBA) (0,5%) em TCA 20%. As amostras
foram incubadas por 2 h a 90°C em banho-maria. A reagao
foi parada em banho de gelo por 5 min. As amostras foram
centrifugadas a 13.000 ¢ por 4 min. A absorbancia da mistura
da reacio foi determinada a 532 nm em espectrofotdmetro.
Utilizou-se para os cdlculos, o coeficiente de absortividade
molar de 155 mM cm™ e os resultados foram expressos em
nmol g' de material vegetal fresco (Cakmak e Hosr, 1991).

Determinacao do extravasamento de
eletrélitos (EE)

O EE foi determinado conforme metodologia descrita por
Lima et al. (2002) com algumas modificagbes. Amostras da
quarta e quinta folhas do dpice para a base das plantas das
repeti¢des de cada tratamento foram coletadas aos 12, 15,
18, 21 dai a partir das 08:00 h da manha. Folhas coletadas
de plantas nio inoculadas com R. areola (0 h) serviram como
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controle. Um total de 22 discos de 1 cm? foram obtidos
das folhas, lavados por duas vezes em dgua desionizada e
colocados em 60 mL de dgua desionizada a 25°C. Apés 4 h,
foi realizada a primeira leitura da condutividade elétrica
(CE1) em condutivimetro. Em seguida, as amostras foram
incubadas a 90°C por 2 h sendo, entdo, determinada a
segunda leitura da condutividade elétrica (CE2). O EE, em
porcentagem, foi obtido de acordo com a seguinte férmula:
EE (%) = (CE1/CE2)x100.

Determinacao da atividade da lipoxigenase

Para obtengao do extrato para determinagio enzimdtica
da lipoxigenase (LOX, EC 1.13.11.12), 0,2 g de massa
foliar fresca foram macerados com nitrogénio liquido em
almofariz com adi¢ao de PVPP até obtencio de um pé
fino. O pé obtido foi homogeneizado em 2 mL de tampao
fosfato de potdssio 100 mM (pH 6,8) contendo 1 mM de
fluoreto de PMSF e 0,1 mM EDTA. O homogeneizado foi
centrifugado a 12.000 ¢ por 20 min a 4°C. O sobrenadante
foi usado como extrato para determinagio da atividade
da LOX. A reacio foi iniciada ap6s adigao de 0,3 mL do
extrato a uma mistura contendo 2 mL de tampao fosfato
de sédio 50 mM (pH 6,0) ¢ 0,3 pL do substrato linoleato
de sédio 10 mM. A mistura foi incubada em banho-maria
por 4 min a 25°C. A atividade da LOX foi determinada
conforme metodologia descrita por AXELROD et al. (1981).
A absorbAncia da mistura da reagio foi determinada a cada
10 s em espectrofotdmetro a 234 nm por um periodo de
2 min. Utilizou-se para os cdlculos o coeficiente de extingio
molar de 25.000 M cm™ e os resultados foram expressos
em pmol min™' mg™ de proteina.

As determinagoes enzimiticas foram realizadas em
triplicata. A concentragdo de proteinas utilizada para o cdlculo
da atividade da LOX de cada amostra foi determinada de
acordo com BrRaDFORD (1976).

Determinacao da concentracao foliar de Si

Apés 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 circulagio forcada
de ar a 70°C durante 72 h. Posteriormente, as folhas foram
moidas em moinho tipo Thomas-Wiley (Thomas Scientific,
Swedesboro, NJ) equipado com peneira de 40 mesh. A
concentragdo foliar de Si foi determinada por anilise
colorimétrica da digestdo alcalina de 0,1 g de tecido foliar
seco (KORNDORFER et al., 2004).

Delineamento experimental e analise
estatistica dos dados

Foram conduzidos dois experimentos, sendo o primeiro para
avaliar a severidade da mancha de ramuldria e determinar
a concentragio foliar de Si (experimento 1) e o segundo

para avaliar as trocas gasosas e obter as amostras para as
andlises bioquimicas (experimento 2). O experimento 1 foi
instalado em delineamento inteiramente casualizado num
esquema fatorial 2x2 com quatro repeti¢oes. Os fatores
estudados foram dois cultivares de algodoeiro e duas doses
de Si. O experimento 2 foi instalado em delineamento
em blocos casualizados em esquema fatorial 2x2x2 com
10 repeti¢oes. Os fatores estudados foram dois cultivares,
duas doses de Si e plantas inoculadas ou nio com R. areola.
Cada unidade experimental foi constituida por um vaso
pléstico contendo cinco plantas de algodoeiro. Os dados
obtidos foram submetidos 4 an4lise de varidncia (ANOVA)
¢ as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste
de Tukey ou teste de # de Student (p<0,05) utilizando-se
o programa SAEG 9.1 (SaEg, 2007). A AACPMR foi
correlacionada com os parimetros fotossintéticos e esses
foram correlacionados entre eles.

3. RESULTADOS

AACPMR e concentracao foliar de Si

Houve interacio significativa (F=5,91) entre os fatores
cultivares x doses de Si paraa AACPMR e para a concentragao
foliar de Si (F=3,18). A concentragio foliar de Si aumentou
significativamente ¢ foi acompanhada de decréscimo na
AACPMR nas plantas dos dois cultivares supridas com
Si em relagdo as plantas nao supridas com esse elemento.

Atividades das enzimas relacionadas com o
estresse oxidativo

A atividade da SOD nas plantas do cultivar NuOpal supridas
com Si aumentou significativamente aos 0 ¢ 15 dai (Figura 1a)
e nas plantas do cultivar BRS Buriti até os 15 dai em relagio
as plantas nio supridas com Si (Figura 1b). A atividade da
CAT aumentou significativamente nas plantas dos dois
cultivares ndo supridas com Si dos 12 aos 21 dai em relacio
as plantas supridas com Si (Figuras 1¢,d). Houve aumento
significativo na atividade da CAT nas plantas dos dois
cultivares supridas com Si apenas aos 0 dai em relacio as
plantas nio supridas com Si (Figuras 1c,d). A atividade
da APX nas plantas do cultivar NuOpal supridas com Si
aumentou significativamente até os 18 dai, enquanto que
nas plantas do cultivar BRS Buriti esse aumento se estendeu
até os 21 dai em relacdo as plantas nao supridas com Si
(Figuras le,f). A atividade da GR nas plantas do cultivar
NuOpal nao supridas com Si aumentou significativamente
a0s 0 e 15 dai (Figura 1g) e nas plantas do cultivar BRS
Buriti, apenas aos 15 dai, em relagdo as plantas supridas com
Si (Figura 1h). Houve aumento significativo na atividade da
GR nas plantas do cultivar NuOpal supridas com Si apenas
aos 21 dai (Figura 1g) e nas plantas do cultivar BRS Buriti,
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20s 0, 12 e 21 dai, em relagdo as plantas nao supridas com
Si (Figura 1h).

Concentracio de H,0, e MDA e
extravazamento de eletrélitos

A concentragao de H,O, aumentou significativamente nas
plantas dos dois cultivares nao supridas com Si aos 15 dai
em relacdo as plantas supridas com Si (Figuras 2a,b).

As maiores concentragdes de MDA ocorreram nas
plantas dos dois cultivares nao supridas com Si até os

—O— -Si

15 dai em relagio as plantas supridas com esse elemento
(Figuras 2¢,d).

O EE aumentou significativamente nas plantas dos
cultivares NuOpal ¢ BRS Buriti nio supridas com Si dos
0 aos 21 dai e dos 15 aos 21 dai, respectivamente, em relagio
as plantas supridas com Si (Figuras 2e,f).

Atividade da LOX

A atividade da LOX aumentou significativamente nas plantas
do cultivar NuOpal supridas com Si aos 0, 12 e 18 dai em
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Figura 1. Atividade da superéxido dismutase (SOD) (a, b), catalase (CAT) (c, d), ascorbato peroxidase (APX) (e, f) e glutationa redutase
(GR) (g, h) em folhas de plantas de algodoeiro dos cultivares NuOpal (a, ¢, ¢, g) ¢ BRS Buriti (b, d, £, h) cultivadas em solugio nutritiva
contendo 0 (=Si) ou 2 mM de silicio (+Si) e inoculadas com Ramularia areola; barras em cada ponto representam o desvio padrao da média;
médias dos tratamentos —Si e +Si seguidas de asterisco (*) so significativamente diferentes (p<0,05) pelo teste-z; n=4.
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relagio as plantas nio supridas com Si (Figura 2g). Houve
aumento significativo na atividade da LOX nas plantas do
cultivar NuOpal nio supridas com Si aos 15 dai em relagio
as plantas supridas com Si (Figura 2g). A atividade da LOX
aumentou significativamente nas plantas da cultivar BRS
Buriti supridas com Si apenas aos 12 dai em comparagio
com as plantas nao supridas com Si (Figura 2h). Houve
aumento significativo na atividade da LOX nas plantas do
cultivar BRS Buriti ndo supridas com Siaos 15 ¢ 21 dai em
relagio as plantas supridas com Si (Figura 2h).

—O— -Si

Trocas gasosas

Houve efeito significativo do fator cultivares, respectivamente,
para os pardmetros A, g e E (F = 125,36, 78,09 e 37,35).
A interagio entre os fatores cultivares x inoculacio foi
significativa para os pardmetros A e g (F = 154,95 e 154,55,
respectivamente); a interacdo entre os fatores cultivares x
doses de Si foi significativa para as varidveis g ¢ £ (F = 4,46 e
8,14, respectivamente); a interagio entre os fatores inoculagio
x doses de Si foi significativa para as varidveis 4, g e E
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Figura 2. Concentragao de peréxido de hidrogénio (H,0,) (a, b) e de aldeido mal6nico (MDA) (¢, d), extravazamento de eletrélitos (EE)
(e, f) e atividade de lipoxigenases (LOX) (g, h) em folhas de plantas de algodoeiro dos cultivares NuOpal (a, ¢, ¢, g) e BRS Buriti (b, d, £, h)
cultivadas em solu¢ao nutritiva contendo 0 (-Si) ou 2 mM de silicio (+Si) e inoculadas 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-1; n=4; MF = massa fresca.
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(F = 8,84, 7,48 ¢ 10,55, respectivamente); € a interagao
entre os fatores cultivares x inoculacio x doses de Si foi
significativa para os parametros 4, g e E (F = 11,85, 30,71
e 8,05, respectivamente).

Os valores de A e g aumentaram significativamente nas
plantas do cultivar NuOpal supridas com Si e nao inoculadas
com R. areola aos 12, 15, 18 e 21 dai (Figuras 3a e 4a)
e nas plantas do cultivar BRS Buriti supridas com Si e
nao inoculadas com R. areola aos 15, 18 ¢ 21 dai quando
comparadas com as plantas nao supridas com Si (Figuras 3b e
4b). Os valores de A foram menores em todas as épocas de
avaliagdo para as plantas do cultivar NuOpal inoculadas e
supridas com Si (Figura 3c¢) e nas plantas do cultivar BRS
Burit (Figura 3d) em relacao as plantas nao inoculadas, porém
foram superiores as plantas nao supridas com Si (Figuras 3c,d).
Houve decréscimo em g nas plantas inoculadas e supridas
com Si do cultivar Nqual (Figura 4c) e nas plantas do
cultivar BRS Buriti (Figura 4d) quando comparadas com
as plantas nao inoculadas, porém esses decréscimos foram
maiores nas plantas nio supridas com Si. A £ aumentou
significativamente nas plantas nao inoculadas e supridas com
Si do cultivar NuOpal aos 0, 12, 15 ¢ 18 dai (Figura 5a)
e nas plantas nio inoculadas e supridas com Si do cultivar
BRS Buriti aos 0, 15, 18 e 21 dai (Figura 5b), quando
comparadas com as plantas nao supridas com Si. A E
decresceu nas plantas inoculadas e nao supridas com Si
do cultivar NuOpal (Figura 5c¢) e nas plantas inoculadas e
nao supridas com Si do cultivar BRS Buriti (Figura 5d). A
razao (C/C) aumentou significativamente nas plantas nao
inoculadas e nio supridas com Si do cultivar NuOpal aos
12, 18 ¢ 21 dai (Figura 6a) e nas plantas nao inoculadas e
nao supridas com Si do cultivar BRS Buriti aos 15 e 18 dai
(Figura 6b), quando comparadas com as plantas supridas
com Si. Houve decréscimo na razao (C/C) nas plantas
inoculadas e supridas com Si do cultivar NuOpal (Figura 6¢)
e nas plantas inoculadas e supridas com Si do cultivar BRS
Buriti (Figura 6d), em relagio as plantas nio inoculadas dos
dois cultivares, porém esses decréscimos foram maiores nas
plantas nio supridas com esse elemento.

Concentracao de pigmentos

Nas plantas do cultivar NuOpal supridas com Si houve
aumento significativo na concentragio de Cl aos 18 ¢ 21 dai
(Figura 7a), na concentragio de cl, apenas aos 21 dai
(Figura 7b), na relagao Cl /Cl, aos 0, 12 e 18 dai (Figura 7c) e
na concentracio de carotendides aos 0, 12 ¢ 18 dai (Figura 7d),
em relagdo as plantas nao supridas com Si. Nas plantas do
cultivar BRS Buriti supridas com Si, as concentragoes de Cl,
e de Cl, aumentaram significativamente apenas aos 18 dai
(Figuras 8a,b), houve reducao da relagao Cl /Cl, (Figura 8c)
e, para a concentragio de carotendides, os maiores valores
ocorreram aos 12 dai (Figura 8d), em relacdo as plantas nio
supridas com Si.

Correlacao de Pearson

Houve correlagao negativa e significativa entre a AACPMR e
os parametros 4, g, EF'e (c/ C ) nas plantas dos dois cultivares
supridas com Si (Tabelas 1 e 2).

4. DISCUSSAO

No presente estudo, os parametros de trocas gasosas A, g
e E mostraram-se maiores nas plantas supridas com Si e
infectadas por R. areola e houve uma redugio da AACPMR
em relagio as plantas nao supridas com esse elemento,
fortalecendo a hipétese de que o Si pode minimizar os danos
causados por R. areola em plantas de algodociro. Danos nos
fotossistemas do aparato fotossintético em decorréncia da
infecgdo por R. areola em plantas de algodoeiro podem ter
contribuido para os baixos valores dos pardmetros de trocas
gasosas, principalmente A e g, na presenca ou nao de Si.
Decréscimos paralelos em A4 e g mostram que o fechamento
estomdtico esteve envolvido na reducio da fotossintese
durante o processo infeccioso de R. areola. E provével que
as atividades das enzimas envolvidas na fixa¢io do CO,

Tabela 1. Valores de correlagio de Pearson (acima da diagonal)
e respectivos valores de probabilidade (abaixo da diagonal) entre
as varidveis taxa de assimilagao liquida de CO, (4), condutincia
estomdtica (g), transpiragao (£), razdo entre concentragio interna e
do ambiente de CO, (C/C) e drea abaixo da curva do progresso da
mancha de ramuldria (AACPMR) avaliadas nas plantas de algodoeiro
do cultivar NuOpal supridas ou nio com silicio e inoculadas com
Ramularia areola

Variaveis A g, E C/C, AACPMR
A - 0,91* 0,83* 0,97* -0,85*
g, 0,0142 - 0,84* 0,97* -0,90*
E 0,0370 0,0369 - 0,88* -0,97*
G, 0,0021 0,0020 0,0221 - -091*
AACPMR  0,0033 0,0001 0,0012 0,0002 -

* = significativo a p < 0,05

Tabela 2. Valores de correlagio de Pearson (acima da diagonal) e
respectivos valores de probabilidade (abaixo da diagonal) entre as
varidveis taxa de assimilagdo liquida de carbono (A4), condutincia
estomdtica (g), transpiragio (E), razdo entre concentragio interna e
do ambiente de CO, (C/C) e drea abaixo da curva do progresso da
mancha de ramuldria (AACPMR) avaliadas nas plantas de algodoeiro
do cultivar BRS Buriti supridas ou ndo com silicio e inoculadas com
Ramularia areola

Variadveis A g, E C/C, AACPMR
A - 0,98* 0,94 0,94 -0,92*
g, 0,0006 = 0,89* 0,92* -0,86*
E 0,0083 0,0203 - 0,87 -0,93*
c/C, 0,0067 0,0128 0,0246 = -0,96*
AACPMR  0,0010 0,0001 0,0010 0,0001 -

* = significativo a p < 0,05
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Figura 3. Taxa de assimilago liquida de CO, (4) em folhas de plantas de algodociro dos cultivares NuOpal (a, ¢) e BRS Buriti (b, d)
cultivadas em solugio nutritiva contendo 0 (-Si) ou 2 mM de silicio (+Si) e nao inoculadas (a, b) ou inoculadas (¢, d) com Ramularia areola;
barras em cada ponto representam o desvio padrdo da média; médias dos tratamentos —Si e +Si seguidas de asterisco (*) sdo significativamente
diferentes (p<0,05) pelo teste-1; 7=10.
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Figura 4. Conduténcia estomdtica (g) em folhas de plantas de algodoeiro dos cultivares NuOpal (a, ¢) e BRS Buriti (b, d) cultivadas em
solucdo nutritiva contendo 0 (=Si) ou 2 mM de silicio (+Si) e nao inoculadas (a, b) ou inoculadas (c, d) 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-1; n=10.
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Figura 5. Taxa de transpiracao (£) em folhas de plantas de algodociro dos cultivares NuOpal (a, ¢) e BRS Buriti (b, d) cultivadas em solugio
nutritiva contendo 0 (=Si) ou 2 mM de silicio (+Si) e ndo inoculadas (a, b) ou inoculadas (c, d) com Ramularia areola; barras em cada ponto
representam o desvio padrdo da média; médias dos tratamentos —Si e +Si seguidas de asterisco (*) sdo significativamente diferentes (p<0,05)
pelo teste-5 7=10.
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Figura 6. Razao entre a concentragio interna e do ambiente de CO, (C/C) em folhas de plantas de algodoeiro dos cultivares NuOpal
(a, ¢) e BRS Buriti (b, d) cultivadas em solugao nutritiva 0 (=Si) ou 2 mM de silicio (+Si) e nio inoculadas (a, b) ou inoculadas (c, d) 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-5; 7=10.
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Figura 7. Concentragdes de clorofila # (a) e de clorofila & (b), razao clorofila a/4 (c) e concentragao de carotenéides (d) em folhas de plantas de
algodoeiro do cultivar NuOpal cultivadas em solugio nutritiva contendo 0 (=Si) ou 2 mM de silicio (+Si) e inoculadas com Ramularia areola;
barras em cada ponto representam o desvio padrao da média; médias dos tratamentos —Si e +Si seguidas de asterisco (*) sdo significativamente
diferentes (p<0,05) pelo teste-z; 7=10; MF = massa fresca.
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Figura 8. Concentracoes de clorofila 2 (a) e de clorofila & (b), razio clorofila @/6 (c) e concentracio de carotendides (d) em folhas de
plantas de algodoeiro do cultivar BRS Buriti cultivadas em solugdo nutritiva contendo 0 (=Si) ou 2 mM de silicio (+Si) e inoculadas 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-1; 7=10; MF = massa fresca.
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tenham sido comprometidas, pois o efeito da infecgio por
R. areola nas varidveis relacionadas com as trocas gasosas foi
maior nos estddios avancados da infeccio.

A redugao na transpiracio pode estar relacionada com a
destruigao da cuticula e dos estdmatos e com o rompimento
do limbo foliar, que afetam diretamente a g nas plantas
infectadas por R. areola. Isso pode ser um reflexo da menor
g, demonstrando que houve uma menor perda de vapor
d’4gua em relacio as plantas nio supridas com Si. Resultados
semelhantes ao do presente estudo foram relatados por
HarTort et al. (2005), os quais observaram maior taxa de
transpiracio e condutincia estomdtica em plantas de sorgo
supridas com Si em relacdo as plantas nao supridas com
esse elemento. E possivel que o fornecimento de Si tenha
colaborado para aumentar a resisténcia das plantas dos dois
cultivares 3 mancha de ramuldria e, simultaneamente, tenha
aumentado a fotossintese. Pode-se inferir que as redugoes em
A provocadas pela infeccdo por R. areola estao relacionadas
a limitagoes no influxo de CO, nas folhas, mas também
com limitag6es bioquimicas para a fixagio de CO, a nivel
dos cloroplastos.

A colonizagio dos tecidos foliares pelo patégeno reduziu
a concentragio dos pigmentos nas plantas de algodoeiro,
principalmente para o cultivar NuOpal. Os carotenéides foram
os que sofreram menor alteragio. Nas plantas supridas com Si,
essas concentragoes foram maiores apenas nos estddios mais
avangados da infecgao por R. areola. Pode-se dizer que o Si
afetou as concentracoes de pigmentos possivelmente devido
ao seu efeito como barreira fisica, reduzindo a colonizacio
dos tecidos por R. areola, o que reduziu a AACPMR. Esses
resultados diferem dos obtidos por Darragnor et al. (2011),
os quais mostraram que em estddios mais avancados da
infeccdo por Bipolaris oryzae, em plantas de arroz, ocorreram
redugbes nas concentragées de Cl e Cl, devido a intensa
colonizacio dos tecidos foliares pelo patdgeno.

Considerando que a degradagio da Cl nio se manifestou
sob a forma de lesdes necréticas nas plantas inoculadas e
nao supridas com Si do cultivar NuOpal, ¢ possivel que tal
degradacio seja uma estratégia de regulacio da absorcio e
transferéncia de energia luminosa entre fotossistemas, evitando
ou atenuando uma superreducio da cadeia fotoquimica da
fotossintese que favorece a produgio de ERO (MunnE-BoscH
e ALEGRE, 1999). Além disso, o fechamento estomdtico
devido 4 redugao na g interfere na cadeia de transferéncia de
elétrons e reduz a entrada de CO, nos cloroplastos durante
o ciclo de Calvin. Com isso, havera excesso de NADPH e
os elétrons origindrios da quebra da molécula de 4gua no
fotossistema II nao terio NADP* disponivel para reduzi-lo.
Assim, haverd um forte aumento na quantidade de elétrons
que, por sua vez, provocario foto-oxida¢io da clorofila nas
antenas do fotossistema (BACELAR et al., 2006). Todavia,
os resultados do presente trabalho indicam que as plantas
de algodoeiro supridas com Si foram pouco eficientes na

manutengio das concentragoes de Cl , Cl, e de carotendides,
principalmente as do cultivar BRS Buriti.

O fornecimento de Si contribuiu para aumentar a atividade
das enzimas SOD, APX e GR nas plantas de algodoeiro
infectadas por R. areola, impactando negativamente o
progresso da mancha de ramuldria e indicando um possivel
envolvimento do Si na potencializagio da resisténcia do
algodociro a R. areola. Resultados semelhantes demonstraram
os efeitos benéficos do Si na reducao da intensidade de
doengas em vdrias culturas economicamente importantes
(DarNOFF et al., 2007). A atividade das enzimas antioxidantes
SOD, APX e CAT ¢ geralmente incrementada para promover
melhor eliminagao das ERO e uma maior protegio celular
contra danos oxidativos (Asapa, 1999). Para evitar esses
danos oxidativos, a atividade da APX nio deve ser apenas
alta mas suficientemente equilibrada, de forma que possa
eliminar o H,O, gerado pela agao da SOD (Asapa, 1999).
No presente trabalho, a maior atividade da SOD, que
potencialmente acarreta maior produ¢io de H,O,, foi
acompanhada por incremento nas atividades da APX e GR,
ainda que a atividade da CAT nio tenha sido alterada pelo Si.
Tomados em conjunto, esses resultados sugerem um papel de
destaque das enzimas APX e GR na redu¢io da concentragio
de H,0,. Isso explicaria, pelo menos em parte, as redugoes
no extravazamento de eletrélitos e a menor peroxidagao
lipidica. De qualquer modo, como as atividades da SOD ¢
da APX foram maiores nas plantas do cultivar BRS Buriti
supridas com Si, pode-se inferir que esse cultivar, por ser
considerado moderadamente resistente, apresenta outros
mecanismos de defesa que contribuiram para a redugio de
H,O,, MDA ¢ EE. Znu et al. (2004) relataram aumento
nas atividades da SOD, APX, GR, com excec¢io da CAT, em
plantas de pepino supridas com Si e mantidas sob estresse
salino. Os resultados obtidos neste trabalho para o H,O,
reforcam a hipétese de que o Si pode potencializar 0 aumento
das atividades das enzimas do metabolismo antioxidativo
de plantas sob condicoes de estresse.

Altas concentragoes de MDA produzidos durante a
peroxidagio de lipideos sao forte indicador dos danos celulares
causados s membranas, o que resulta em aumento na
magnitude do EE (Liang et al., 2003). A menor AACPMR
nas plantas supridas com Si indica, indiretamente, uma menor
colonizagio do fungo nos tecidos foliares, o que ¢ associado
com a menor concentragio de H,0, de MDA e de EE.
Resultados semelhantes foram observados por LIaNG et al.
(2003), os quais demonstraram que a concentracio de
MDA e EE foram menores nas plantas de cevada supridas
com Si sob condicoes de estresse. No presente trabalho,
as concentragdes de MDA evidenciaram claramente que
as plantas de algodociro sofreram danos oxidativos nos
lipidios da membrana, com efeitos na sua permeabilidade,
principalmente nas plantas do cultivar NuOpal nio supridas
com Si, considerada suscetivel ao patdgeno. Efeitos benéficos
do Si atuando na integridade da membrana plasmdtica jd
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foram relatados em plantas de pepino sob condigées de
estresse salino (ZHU et al., 2004), porém a magnitude
dos danos oxidativos difere entre espécies ou genédtipos
de plantas em resposta a intensidade e duragdo do estresse
(SGHERRI et al., 2000).

O aumento da atividade da LOX foi constatado nas
plantas dos dois cultivares supridas com Si até os 12 dai,
indicando sua participacdo na resposta da planta de algodoeiro
ao ataque do patégeno. Tem sido relatado que a magnitude
da atividade de LOX no tecido vegetal pode variar, como
resposta fisiolégica da planta a diferentes tipos de estresse
(S1va et al., 2001). Esses autores observaram ainda que a
LOX aumentou em plantas de soja infectadas por Diaphorte
phaseolorum L.sp. meridionalis.

5. CONCLUSAO

O suprimento de Si afetou a fisiologia das plantas de algodociro
durante o processo infeccioso de R. areola, auxiliando na
manutengio da integridade da membrana plasmdtica e numa
melhor capacidade fotossintética.

Nas plantas supridas com Si, o sistema antioxidativo,
especificamente com a agio das enzimas SOD, APX e
GR, foi mais eficiente, colaborando para uma maior
resisténcia das plantas de algodoeiro a infec¢ao por R. areola,
principalmente nas plantas do cultivar BRS Burid, considerado
moderadamente resistente. Porém as plantas do cultivar
NuOpal, mesmo sendo considerado suscetivel a R. areola,
responderam eficientemente a aplicacio do Si em termos
de reducio dos sintomas da ramuldria.
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