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RESUMO

Martinati, J.C. Aspectos bioquimicos em plantas de cafeeiro tratadas com silicio. 2008.
113f. Tese (Doutorado) Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao
Paulo, Piracicaba, 2008.

A maioria das plantas consegue defender-se contra infec¢des fungicas por meios naturais,
que podem ser induzidos por uma série de elicitores bidticos ou abidticos. O silicio (Si)
soltivel tem mostrado que ¢ capaz de induzir resisténcia em vdrias espécies de plantas
contra inimeros patdgenos. Neste trabalho foi proposta a avaliagdo dos compostos contento
Si na redugdo dos sintomas da ferrugem causada pelo fungo biotrofico Hemileia vastatrix
em plantas de cafeeiros suscetiveis bem como avaliar os pardmetros bioquimicos
envolvidos nos processos de resisténcia. Primeiramente, foram estudadas duas fontes de Si
(silicato de Ca/Mg e silicato de potassio) em cinco doses para padronizar uma dose/fonte
para os experimentos futuros. Foi possivel observar que as plantas de cafeeiros nao tiveram
diferenca significativa nos parametros de desenvolvimento como altura das plantas, area
foliar, nimero de folhas para nenhuma das fontes e doses analisadas. Porém quando se
tratava da contagem do nimero de lesdes por cm?, a fonte silicato de potassio na dose de
5SmM conseguiu suprimir em até 60% o desenvolvimento das lesdes causadas pelo fungo.
Com a fonte e dose estabelecidas, o segundo passo do trabalho foi avaliar quais os
processos bioquimicos envolvidos na resisténcia conferida pelo Si em plantas de cafeeiro.
Foram analisadas as atividades das enzimas relacionadas ao estresse oxidativo (peroxidases
guaiacol e ascorbato, catalases, e superdxido desmutases) e relacionadas a defesa
(glucanase, quitinase e PAL). As folhas foram coletadas para a obtengdo do extrato protéico
em diferentes intervalos de tempo apds a inoculagdo com o fungo: as 24, 48, 72 e 96 horas
apos a inoculagdo e como controle foi utilizado o tempo zero (sem inoculagdo). Nesta fase
foi possivel observar que a atividade das enzimas CAT, SOD, APX foi maior em plantas
tratadas indicando que o Si parece estimular uma resposta mais rapida ao estresse
oxidativo. O mesmo ocorreu com as enzimas relacionadas a defesa. A partir destes
resultados podemos afirmar que o Si estimula uma resposta de defesa mais rapida em

plantas de café suscetiveis a ferrugem quando inoculadas com o fungo patogénico.

Palavras chave: Silicio, ferrugem, cafeeiro.



ABSTRACT

Martinati, J.C. Aspectos bioquimicos em plantas de cafeeiro tratadas com silicio. 2008.
113f. Thesis (Doctoral) Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao
Paulo, Piracicaba, 2008.

Most plants can defend themselves against fungal infections by natural means, which can
be induced by a number of biotic and abiotic elicitors. Soluble silicon (Si) has been shown
to induce resistance in a number of plant species against several pathogens. The objective
of this work was to assess the influence of silicon application of symptoms caused by the
biotrophic fungus Hemileia vastatrix in susceptible coffee plants and evaluate the
biochemistry process involved in defense mechanism. First of all, were studied two Si
sources (Ca/Mg silicate and potassium silicate) in five doses to standardize dose/source for
the future experiments. The statistical analysis showed that no difference was observed in
relation to plant height, leaf area and number of leaves. However, the number of lesions
reduced 60% in the higher silicon dose when compared to the number of lesions in control
plants. Infected plants were found to have a linear decrease of lesions with the increase of
silicate concentration. The lowest number of lesions per leaf area was observed in plants
that received 5 uM of Si from potassium silicate. This result indicates the use of silicon as
an alternative for an ecological management system for coffee disease protection. The
second step of this work was to evaluate the biochemistry process involved in resistance
induced by Si in susceptible coffee plants. The activity of the enzymes related to oxidative
stress (peroxidases, catalase, and superoxide desmutase) and related to defense (glucanase,
chitinase, PAL) was evaluated. The leaves were collected in different time intervals after
the fungus inoculation (24, 48, 72 e 96 hours after the fungus inoculation) in order to obtain
the protein extract. It was possible to observe that the activity of CAT, SOD and APX was
higher in Si-treated coffee plants suggesting that Si could stimulate a faster response to
oxidative stress. The same situation occurred to the defense related enzymes. By the results
obtained here it is possible to verify that Si can stimulate a faster defense response in

susceptible coffee plants when inoculated with coffee leaf rust fungus.

Keywords: Silicon, leaf rust, coffee plants.
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| INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Um dos mais importantes produtos da balanca comercial brasileira, o café foi
responsavel pela entrada de divisas da ordem de US$ 2.928.192 durante o ano de 2006 e
USS$ 1.101.392 s6 até abril de 2007 (ABIC, 2007). O Brasil ocupa uma posi¢do dominante
no mercado mundial como principal produtor (contando com 2.410 milhdes de hectares
plantados com café) e como exportador. Estes dados mostram a importancia da cultura do
cafeeiro para a economia nacional. O potencial competitivo do pais, no entanto, podera
crescer ainda mais com a redugdo de custos de producdo através do aumento da

produtividade.

Doengas e pragas constituem fatores restritivos para o alcance de uma producao
ideal. Entre outras esta a ferrugem alaranjada do cafeeiro, causada pelo fungo biotrofico
Hemileia vastatrix Berkeley et Broome. Atualmente, a ferrugem atinge todas as regides
cafeicultoras do Brasil e, se ndo for devidamente controlada, pode causar queda na
producao de até 45% (MATIELLO, 1991). O controle quimico da ferrugem tem se
mostrado eficiente porém, além de representar de 10 a 20% do custo total da producao
(MATIELLO, 1991), pode aumentar a gravidade de outras pragas e doencas devido seu
efeito na microbiota de eliminar inimigos naturais (MATIELLO et al., 2002; ZAMBOLIM
et al., 2002). Outro agravante do uso de controle quimico de pragas e doengas seria seu alto
potencial de causar danos ao meio ambiente e aos trabalhadores rurais. Um dos maiores
desafios para os pesquisadores tem sido determinar métodos de controle de pragas e

doengas eficientes, econdmicos e de baixo impacto ambiental.

A utilizagao de métodos biologicos ou outros métodos profilaticos como estratégias
alternativas de manejo de controle de doencas tem despertado bastante interesse,
principalmente pelo potencial de uso comercial. O uso de cultivares melhoradas
geneticamente constitui um atrativo para este problema, uma vez que, reduz a utilizagao de
agrotoxicos. Existe ainda a perspectiva promissora do controle da doenga pela ativacao dos
mecanismos de defesa inerentes das plantas, através da aplicacdo prévia a inoculagdo do
patdgeno, de produtos bidticos ou abidticos, ndo toxicos, que atuam como indutores de
resisténcia (MARTINS, 1991; MORAES, 1992). Tem sido demonstrado ainda, que a
inducdo de resisténcia em plantas suscetiveis confere prote¢do quantitativa contra uma
ampla gama de microrganismos, através da ativacdo dos mecanismos de resisténcia das

plantas, associada a expressao coordenada de um conjunto de genes de defesa.
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A descoberta do uso do Si como um composto capaz de suavizar os sintomas de
doencas em plantas desperta o interesse pelo seu uso no controle de doengas. Aliado a este
fato o Si parece ndo influenciar diretamente os patogenos, ndo sendo considerado um
fungicida e, portanto ndo causa por pressdo de selecdo a triagem de linhagens mais
resistentes. Através do uso de uma fonte rica de silicato prontamente disponivel (ex.
palhada de gramineas) ou via fornecimento ao solo ou folha, o Si contribui para o aumento
do grau de supressdo a patdogenos, podendo aumentar significativamente a produgdo e a

qualidade o que torna seu uso viavel do ponto de vista técnico e ecoldgico.

Alguns dos mecanismos de resisténcia a doengas conferidos pelo Si, seria pela
associagdo deste com constituintes da parede celular, tornando-as menos acessiveis as
enzimas de degradacdo, e também pelo aumento da atividade de enzimas relacionadas a
defesa (quitinases, glucanases, etc.). Estudos sobre ativagdo dos mecanismos de defesa ja
foram realizados em cafeeiros suscetiveis a ferrugem com resultados promissores indicando
que, mesmo uma cultivar com propensao a doenca € capaz de responder aos estimulos dos
indutores fazendo com que a doenga ndo se estabeleca (GUZZO; MARTINS, 1996;
GUZZO0, 2004; BOTELHO et al., 2005)

O desenvolvimento de tecnologias e/ou metodologias para um manejo sustentavel
depende da expansao de pesquisas que viabilizem os métodos alternativos de controle. Com
isso tornam-se necessarios estudos mais aprofundados sobre o modo de agdo destes
compostos analisando com mais particularidade os mecanismos de defesa das plantas

envolvidos no processo de reducdo da doenga.
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11 OBJETIVO GERAL DO TRABALHO

HIPOTESES

Para que novas tecnologias e/ou metodologias de manejo sustentavel sejam
desenvolvidas e utilizadas, torna-se necessario que os novos métodos de controle propostos
citados sejam viaveis. A funcionalidade dos compostos chamados “indutores de
resisténcia” pode ser explicada e confirmada muitas vezes através das mudangas
fisiologicas e bioquimicas que estes provocam nas plantas suscetiveis tornado-as aptas a

eliminar o patdogeno e conseqiientemente evitar a doenca.

Algumas das primeiras mudangas que ocorrem como mecanismo de defesa sdo o
aumento de atividade de algumas enzimas. As respostas de hipersensibilidade sdo os
primeiros eventos que ocorrem nas células das plantas em resposta a estresses bidticos e
abidticos. Ha sintese de espécies reativas de oxigénio como H,O,, OH e O, que podem
produzir danos oxidativos nos serem vivos como forma de protecdo. Algumas enzimas
fazem o papel de remover ou neutralizar estes compostos reativos neutralizando assim a
célula dos danos por eles causados. Outras enzimas como glucanases e quitinases €
fenilalanina amonia-liase (PAL) participam de uma fase um pouco mais tardia da resposta
de defesa e sdo sintetizadas a fim de degradar a parede celular do patégeno agressor. Muitas
outras proteinas estdo envolvidas no processo de defesa contra patdogenos, cada uma

exercendo uma fungao para que a tarefa seja realizada com sucesso.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em vista das hipdteses apresentadas, este trabalho teve por objetivo:

e Avaliar o potencial do Si no controle e redugdo dos sintomas causados pelo Hemileia
vastatrix em plantas de cafeeiro;

e Através de ensaios bioquimicos enzimaticos, verificar a atividade das enzimas
quitinase, glucanase, PAL, catalase, peroxidases (ascorbato e guaiacol), superdxido
desmutase em cafeeiros suscetiveis e resistentes ao H. vastatrix pela aplicagdo de Si;

e Comparar as respostas obtidas em plantas de cafeeiros suscetiveis e resistentes visando
identificar mecanismos bioquimicos de resisténcia envolvidos na protecao contra o H.
vastatrix.
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I11 REVISAO DE LITERATURA

3.1 - Consideracdes sobre a ferrugem do cafeeiro.

Dentre as doengas que ocorrem no cafeeiro, a ferrugem ¢ a mais importante, por
causar grandes prejuizos para a cafeicultura (MENDES; GUIMARAES, 1997;
ZAMBOLIM et al., 1997). Ela ocorre em todas as regides produtoras de café no Brasil e na
América Central. O agente da doenca é o fungo Hemileia vastatrix Berk. e Br. e
atualmente, existem mais de quarenta ragas fisiologicas de ferrugem, que atacam os
cafeeiros, sendo que no Brasil sdo encontradas cerca de oito ragas virulentas. Entre estas, a
raca II predomina nos cafeeiros brasileiros. O fungo ataca todas as variedades de café,
porém, dentro do género Coffea canephora algumas das cultivares apresentam resisténcia,
enquanto que a maioria das cultivares comerciais dentro da espécie Coffea arabica ¢é
suscetivel. Os danos causados pela ferrugem sdo, principalmente indiretos, pela indugdo de
desfolha por ocasido da colheita. A queda precoce das folhas resulta em uma menor
intensidade da florada, e também seca dos ramos plagiotropicos, comprometendo, em
alguns casos em mais de 50%, a producdo do cafeeiro (GREE, 1993; ZAMBOLIM et al.,
1997). Os primeiros sintomas da enfermidade sdo pequenas manchas circulares de cor
amarelo laranja, com didmetro de 0,5 cm que se apresentam na face inferior da folha. Sobre
a mancha forma-se uma massa pulverulenta de urediniosporos. No estagio mais avangados,
algumas partes do tecido foliar sdo destruidas e necrosadas. Os sintomas ocorrem
principalmente nas folhas onde se formam manchas amareladas, de 1 a 3 mm e formato
circular na parte superior das folhas. Pustulas de 0,5 a 2 cm com uma intensa esporulagao
de cor alaranjada e aspecto ferruginoso sao observadas na face abaxial das folhas. A doenca
também pode ser observada em frutos verdes e extremidades de ramos e brotagdes. Os
sintomas surgem geralmente de dezembro a janeiro e tem seu pico entre abril a maio. O

efeito mais prejudicial ¢ a desfolha acentuada sob condi¢des de alta severidade da doenca.

A ocorréncia da doenga ¢ favorecida por fatores ligados aos hospedeiros (cafeeiro),
ao patogeno (fungo) e relacionados com o ambiente. Entre os fatores relacionados com a
planta e com o ambiente, que permitem inferir sobre a ocorréncia e a intensidade do ataque,
estdo: o enfolhamento, a carga pendente (producdo) e a densidade de planta. Esses fatores
sao importantes na hora de definir o controle da doenga. Condig¢des climaticas favoraveis a
doenca sdo temperaturas entre 20 e 24°C, molhamento foliar e chuvas constantes. A doenga
ainda ¢ favorecida em cafezais cultivados em locais com altitude entre 800 a 1300 metros e

com adubacdo inadequada. A dissemina¢do dos urediniésporos ocorre pelo vento e
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respingos de chuva. A luz inibe a germinag@o e o crescimento do tubo germinativo, sendo a
penetracdo do fungo através dos estdmatos da planta. O fungo coloniza o tecido

intercelularmente e os esporos sdo formados e liberados de pustulas na face abaxial das
folhas.

3.2 - A agéo do Si nas plantas.

Apesar do Si ndo ser considerado um nutriente essencial para a maioria das plantas,
seu efeito benéfico ¢ reconhecido em muitas delas e seu potencial benéfico tem sido
extensivamente estudado. Seu papel nas plantas € reconhecido por aliviar os estresses
bioticos e abioticos sendo este mecanismo traduzido na diminui¢do da expressdo de
enzimas do estresse oxidativo. Este ¢ o inico elemento que confere resisténcia as plantas a
multiplos fatores de estresse (EPSTEIN, 1999) e também ¢ considerado o tnico elemento
que ndo causa danos as plantas quando acumulado em excesso. No entanto Epstein e
Bloom (2005) modificaram as defini¢des sobre a essencialidade dos elementos estabelecida
por Arnon e Stout (1939). Baseados na nova defini¢do, um elemento ¢ essencial quando
preenche um, ou os dois critérios citados: (1) O elemento é parte da molécula cujo
componente ¢ intrinseco a estrutura ou metabolismo da planta e (2) a planta, quando
deficiente neste elemento apresenta anormalidades no crescimento, desenvolvimento ou

reproducao.

Em plantas de arroz, utilizando a técnica de ressonancia nuclear magnética, foi
possivel identificar que a forma de Si translocado através do xilema ¢ o acido monosilicico
cuja concentragdo no xilema ¢ transitoriamente alta (MITANI et al., 2005) e sua
distribui¢ao ndo ¢ uniforme nas diferentes partes da planta. Muito do Si encontrado nas
plantas ¢ polimerizado como SiO;,. NH,O e pode ser encontrado na parede celular, limen
das células, espagos intercelulares (SANGSTER; HOSDON; TUBB, 2001). Entretanto
quantidades consideraveis de Si podem ser encontradas em compostos organicos porque se
liga a proteinas, lipideos, fenois e polissacarideos (FAUTEUX et al., 2005). Geralmente o
Si é depositado em grandes quantidades nos tecidos onde a perda de agua é maior sendo
este fato outrora ligado de modo indireto ao transporte passivo deste elemento. No entanto,
muitos estudos indicam a presenca de um sistema de transporte ativo para o Si em raizes de
plantas de arroz envolvendo proteinas transportadoras de membrana. (MA et al., 2004;
RAVEN, 2001). Outro trabalho onde a hipdtese do transporte passivo do Si é contestada

mostra que em plantas de pepino o teor de Si absorvido ¢ duas vezes maior que a taxa de
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transpiracdo, assumindo assim pouca ligagdo entre os mecanismos de transpiragdo e
absor¢ao (LIANG; SI; ROMHELD, 2005).

Baseado em trabalhos sobre a propor¢ao de Si por peso seco das plantas, Miyake e
Takahashi (1985) caracterizaram as plantas em trés tipos, quanto a absor¢do de Si: 1 -
Acumuladoras, com um teor bastante elevado de Si (>1%) 2 - Nao Acumuladoras,
caracterizando-se por um baixo teor do elemento (<1%); 3 - Intermedidrias, as quais
apresentam uma quantidade consideravel de Si (entre 0,5% e 1%). Postula-se a
essencialidade agrondmica do Si, principalmente em plantas acumuladoras, em vista dos
diversos beneficios advindos com a nutricdo deste elemento. O Si pode estimular o
crescimento e a produgdo vegetal através de varias agdes indiretas, como o aumento no teor
de clorofila; maior massa foliar (fresca e seca) especifica; atraso na senescéncia;
decréscimo na suscetibilidade ao acamamento; maior rigidez estrutural dos tecidos;
prote¢do contra estresses bidticos e abioticos, como a reducao da toxidez de Al, Mn, Fe,
Cd, B e Na; interagdes positivas com fertilizantes nitrogenados, fosfatados e potassicos;
aumento na prote¢do contra herbivoros, incluindo os insetos fitofagos e principalmente,
diminui¢do na incidéncia de inumeros fungos patogénicos (EPSTEIN, 1994;
MARSCHNER, 1995; SAVANT; SNYDEL; DATNOFF, 1997).

A melhor arquitetura foliar permite maior penetracao de luz solar, maior absor¢ao
de CO; e diminui¢do da transpiracdo excessiva, o que permite o incremento da taxa
fotossintética (TAKAHASHI, 1995). Constatou-se, em plantas de arroz, que a
suplementacdo de Si proporciona um aumento na produ¢do e na massa individual das
sementes, diminuicdo da esterilidade e do teor de Mn, e¢ maior taxa fotossintética
(MATOH; MURATA; TAHAHASHI, 1991; PERSHIN; PERSHINA; EGORINA, 1995).
Em condigdes de estresse hidrico o Si pode induzir aumento na atividade da superdxido
dismutase e deste modo diminuindo o estresse, interfere na capacidade fotossintética, no
conteudo de clorofila e na massa radicular (SCHIMIDT et al., 1999). O Si pode influenciar
0 movimento estomatal em resposta aos estimulos do ambiente, ao regular o potencial
hidrico nas células epidérmicas (AGARIE et al., 1998).

Muitas plantas de culturas importantes sdo reconhecidas como ndo acumuladoras e
sdo incapazes de transportar Si através das raizes, mesmo quando a concentracdo deste
elemento no solo ¢ alta e, portanto falham em acumular grandes quantidades de Si na parte

aérea. Nessas plantas o Si desempenharia um papel indireto agindo sobre a atividade de
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enzimas degradadoras de espécies reativas de oxigénio, e também enzimas degradadoras de

parede celular de patdogenos.

Uma particularidade do acido monosilicico (forma absorvida pela planta), é que este
pode formar complexos estdveis com as hidroxilas orgénicas presente em residuos de
aminodcidos (INGRI, 1978). Desta forma, uma das hipdteses sugeridas seria de que o Si,
ligado ao grupo hidroxila de proteinas quinases, seria o responsavel pelas alteragdes de
atividade ou conformagdo desta proteina que € responsavel pelo transporte de informagdes
ao nucleo através da fosforilagdo desses grupos hidroxilas (FAUTEUX et al., 2005).
Informagdes filogenéticas sobre a variagdo do Si na parte aérea de plantas podem elucidar
os mecanismos genéticos ¢ moleculares da absorcdo e transporte de Si nas plantas
(HODSON et al., 2005).

No entanto, os estudos com Si estdo caminhando para uma melhor compreensao dos
seus efeitos e mecanismos em plantas. Quanto mais estudos sdo feitos sobre a importancia
do Si na fisiologia das plantas, mais sdo encontradas diversas maneiras do uso deste

importante elemento para melhorar a vitalidade das plantas e a resisténcia a doengas.

3.3 - Atividade do Si na ativacdo dos mecanismos de defesa.

A protecao natural das plantas contra patogenos esta baseada em dois tipos de
resisténcia. A primeira, denominada resisténcia constitutiva, ¢ aquela relacionada as
barreiras de defesa quimicas e fisicas presentes antes do ataque do microorganismo
patogénico ou praga. Quando a planta ativa o mecanismo de defesa apds o contato com o
patégeno potencial, a resisténcia ¢ denominada induzida ou adquirida (STICHER;
MAUCHI-MANI; METRAUX; 1997). A resisténcia sistémica adquirida (SAR) implica na
producdo de um sinal a partir do local inicial de penetragdo do patdogeno, ou do local de
aplicacdo do indutor, e sua posterior translocagdo para outras partes da planta, impedindo
uma infeccao posterior do patdégeno (MADAMANCHI; KUC, 1991).

Embora sejam geneticamente controladas, a resisténcia e a tolerancia das plantas
sdao bastante influenciadas por fatores ambientais. A nutrigdo mineral da planta pode ser
considerada como um fator ambiental que pode ser manipulado de modo relativamente
facil, tornando-se um componente importante de controle das doengas (MARSCHNER,
1995).
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Neste aspecto, muitos trabalhos mostram o Si como um fator que influencia o grau

de suscetibilidade/resisténcia de plantas ao ataque de fungos. A associagdo Si -

monocotiledoneas e a reducdo de doencas fungicas ¢ conhecida ha bastante tempo. Seu

efeito inibidor em doencas fungicas, porém, ndo € restrito somente a um grupo de planta.
Outras espécies como pepineiro (CHERIF et al., 1992), videira (BOWEN et al., 1992), soja
(GROETHE-LIMA, 1998) entre outras, apresentam o controle de diferentes doencas pelo

Si. A Tabela 1 mostra exemplos significativos de redug¢do na incidéncia de doengas de

mono ¢ dicotiledoneas.

Tabela 1 - Doengas controladas pelo Si em mono ¢ dicotiledoneas.

Cultura Patdgeno Referéncia

Cana-de- Puccinia melanocephala e Leptosphaeria Fox;;Silva, 1978; Raid, Anderson; Ulloa,

acucar saccari 1992.

Arroz Pyricularia oryzae, Bipolaris oryzae, Corticium  Datnoff et al., 1990, 1991; Osuna-
sasakii, Rhizoctonia solani, Helminthosporium  Canizales; Dedatta; Bonman, 1991;
oryzae, Gerlachia oryzae; Magnaphorte grisea  Mathai; Paily; Menon, 1978; Wang et al.,

1994; Winslow, 1992; Rodrigues et al.,
2003.
Sorgo Colletotricum graminocolum; Striga asiaticae  Narwal, 1973; Maiti et al., 1984 ¢ Wu;
Rhizoctonia solani Hsieh, 1990.
Cevada Erysiphe graminis Jiang; Zeyen; Russo, 1989.
Trigo Erysiphe graminis Leusch; Buchenauer, 1989.
Pepineiro Sphaerotheca fuliginea, Pythium ultimum, Adatia; Besford, 1986; Menzies et al.,
Pythium aphanidermatum, Botrytis cinerea, 1991, 1992; Chérif et al., 1992; O’Neill,
Didymella bryoniae 1991; Voogt, 1990.
Aboboreira | Sphaerotheca fuliginea Adatia; Besford, 1986; Menzies et al.,
Meloeiro Trichothecium roseo 1991; Guo et al., 2007.
Videira Uncinula necator Bowen et al., 1992.
Roseira Sphaerotheca pannosa, Peronospora sparsa Voogt, 1992.
Limao Phytophtora nicotianae Faggiani, 2002
Tabaco Xylella fastidiosa Martinati et al., 2007
Cafeeiro Cercospora coffeicola, Hemileia vastatrix Botelho et al., 2005; Santos, 2002; Pozza
2004; Amaral, 2005; Nojosa, 2003,
Martinati et al., 2008".

Feijao Colletotrichum lindemuthianum Moraes et al., 2006,

Soja Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis Grothge-Lima, 1998.

'"MARTINATIL J. C. et al. The potential use of a silicon source as a component of an ecological management

of coffee plants. Journal of Phytopathology, Berlin, 2008. (no prelo)
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Pesquisas vém sendo desenvolvidas no Laboratorio do CENA-USP sobre o papel do
Si em plantas. Constatou-se que o fornecimento do Si através da solucao nutritiva aumenta
a resisténcia da soja ao cancro da haste onde a extensao da lesdo, provocada pelo fungo na
medula dessas plantas, diminuiu em at¢ 90% (GROETHE-LIMA et al., 1998; LIMA
FILHO; GROETHE-LIMA; TSAI, 1998). Resultados semelhantes também foram
constatados nas interagdes Nicotiana tabaccum -Xylella fastidiosa (MARTINATI et al.,
2007), Citrus jambhiri-Phytophtora nicotianae (FAGGIANI, 2002), em plantas de trigo e

feijao.

A primeira referéncia estudando do modo de agdo do Si sobre a redugdo da
severidade de uma doenca data de 1940. Foi observada uma relacdo dircta entre a
deposi¢ao de acido silicico nos sitios de infeccao de oidio e o grau de resisténcia da planta.
Houve uma silicificagdo das células epidérmicas, inferindo-se que a penetragdo do tubo
infectivo foi impedida pelo Si, agindo assim como uma barreira fisica. Deste modo, uma
menor porcentagem de esporos, germinando na epiderme foliar, obteve sucesso na
penetracdo e posterior colonizagdo (WAGNER, 1940). Barreiras mecanicas incluem
mudangas na anatomia, como cé¢lulas epidérmicas mais grossas € um grau maior de
lignificagdo e/ou silicificagdo podendo ser considerados como uma barreira fisica efetiva na
penetracdo da hifa (EPSTEIN, 1994; MARSCHNER, 1995). Deste modo, o papel do Si
incorporado a parede celular ¢ andlogo ao da lignina, que ¢ um componente estrutural
resistente & compressao. A incorporagdo do Si tem pelo menos dois efeitos positivos do
ponto de vista energético: O seu custo ¢ 3,7% daquele relativo a incorporacdo da lignina;
melhora da interceptag@o da luz solar, portanto da fotossintese, devido a melhor arquitetura
das plantas supridas com uma grande quantidade de Si (RAVEN, 1983). Observagoes
ultraestruturais sugerem que a silicificacdo das paredes celulares pode reduzir a troca de
material entre patégeno e hospedeiro, reduzindo a senescéncia prematura, além de agir
como barreira fisica, caso o fungo alcance a parede celular (HEATH; STUMPF, 1986).
Outras hipoteses dizem respeito ao papel do Si na disponibilidade de nutrientes para o
crescimento dos patdgenos. Takashi (1995) considerou que o Si poderia conferir maior
resisténcia as plantas de arroz pelo fato de interagir com a nutricdo nitrogenada ao
promover a assimilagdo do amonio que nao permite que fique nitrogénio soluvel disponivel

para ser usado pelo fungo em sua propagacao.

Entretanto, a barreira fisica proporcionada pelo Si nas células epidérmicas nao € o
unico mecanismo de combate a penetracdo das hifas de fungos ou ataque de insetos. O Si

também age no tecido hospedeiro resultando em uma ativacdo mais rapida e extensiva dos



25

mecanismos de defesa da planta (SAMUELS et al., 1991; CHERIF et al., 1992a, 1992b,
1994). Uma producdo mais rapida de fitoalexinas foi observada em folhas de pepino
infectado com Cladosporium cucumerinum e tratadas com Si quando comparadas com as
plantas controles (FAWE et al., 1998). Outros tipos de resposta observados, também em
pepinos infectados com Pythium aphanidermatum foram a estimulagio da atividade de
quitinas e uma ativacdo mais intensa e rapida das peroxidases e das polifenoloxidases pds-
infecgdo (CHERIF et al., 1994).

Compostos fenolicos e Si se acumulam nos sitios de infec¢do, cuja causa ainda nao
estd esclarecida. Utilizando técnicas citoquimicas observou-se um aumento significativo de
depositos de compostos fendlicos em células epidérmicas infectadas tratadas com Si, que se
acumulam ao longo da parede celular e na membrana (BELANGER et al., 2003). O Si pode
formar complexos com os compostos fenolicos e elevar a sintese e mobilidade destes no
apoplasma. Uma rapida deposicao de compostos fenolicos ou lignina nos sitios de infecgdo
¢ um mecanismo de defesa contra o ataque de patdogenos, e a presenga de Si soluvel facilita
este mecanismo de resisténcia (MENZIES et al., 1991). Koga et al. (1988) estabeleceram
uma hipotese relativa que o Si e compostos fenolicos sdo liberados pela
descompartimentalizacdo que se segue apos a morte da célula, acumulando-se nas paredes

das células mortas.

Existe ainda uma relagdo inversa bastante significativa entre a intensidade da luz e o
conteudo de fenois em folhas. Portanto, alguns mecanismos de defesa da planta, como
aqueles baseados no metabolismo dos compostos fenolicos, ficam enfraquecidos no periodo
noturno. Aventa-se a possibilidade do aumento da capacidade destes mecanismos no
escuro, quando a planta € suprida com quantidades elevadas de Si (MARSCHNER, 1995).
Carver et al. (1994) observaram que, na presenca de luz continua, ocorre um atraso na
formagdo do haustorio de E. graminis f. sp. avenae em folhas de aveia. Trinta horas apos a
inoculacdo, em auséncia constante de luz, o conteudo de Si das paredes celulares do
hospedeiro ¢ substancialmente aumentado, diminuindo a penetragdo do fungo nas células

tratadas. O mesmo efeito ndao foi observado no tratamento com luz.

A resisténcia induzida pelo Si apresenta similaridades com a SAR. Em ambos os
casos, o potencial de defesa da planta aumenta e ¢ maximizado apds a infeccdo. A
bioatividade do Si ¢ comparada com os mensageiros secundarios ativadores da SAR onde
ele agiria como um modulador que poderia influenciar o tempo das respostas de defesa

(FAWE et al., 2001). Entretanto, a resisténcia induzida pelo Si é rapidamente perdida
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quando este nutriente ¢ removido do meio, enquanto que a SAR ¢ caracterizada pelo efeito
duravel (FAWE et al., 1998). Essa diferenca no efeito protetor do Si em relagdo a SAR
pode ser resultado das propriedades do Si dentro da planta, requerido na forma solavel, mas

apresenta-se na forma polimerizada dentro da planta.

Mas a indugdo de mecanismos de defesa através da agdo de elicitores antes de
ocorrer a infec¢ao desvia o metabolismo energético de seu padrao normal, podendo resultar
em perdas na produg¢do. Em contrapartida, a fertilizacdo com Si parece induzir o
mecanismo de defesa somente em resposta ao ataque do patogeno. Esta indugdo € expressa
através de uma reagdo em cadeia de varias mudangas bioquimicas associadas,
caracterizando uma resposta de defesa rapida e prolongada. Esta caracteristica explica a nao
especificidade da resisténcia induzida pelo Si, em varios patéogenos nao relacionados
(CHERIF; ASSELIN; BELANGER 1994). Analisando plantas de Arabidopisis tratadas ou
ndo com Si e inoculadas com Erysiphe cichoracearum através de microarrays, Fauteux et
al. (2006) observaram que houve diferencas no padrdo de expressdo de aproximadamente
4000 genes, enquanto que em plantas, tratadas ou ndo, porém nao inoculadas esta alteracao

foi nula.

As primeiras evidéncias do aumento na expressdo dos mecanismos de defesa pelo
efeito do Si foi relatado em plantas de C. sativus infectadas com Pythium ultimum e
Pythium aphanidermatum. Ocorreu alta atividade fungistatica, com ativagdo rapida e
intensa de peroxidases, polifenoloxidases e quitinases, além de aumento na atividade da
enzima beta-glicosidase, a qual apresenta correlacio com a presenca de gliconas
fungitéxicas encontradas nas raizes das plantas, e com a eficacia destas em suprimir o
Pythium sp (CHERIF; ASSELIN; BELANGER 1994). A interagdo Cucumis sativa e
Sphaerotheca fuliginea é o modelo mais utilizado para o estudo da ligacdo entre o Si ¢ a

expressao das reacdes de defesa em plantas.

Enzimas com fung@o de degradar espécies ativas de oxigénio também tiveram sua
atividade modificada na presenca de Si. A atividade da superdxido desmutase, peroxidase e
catalase aumentou significativamente na presenga de Si exdgeno em raizes de plantas de
arroz submetidas ao estresse salino quando comparadas as plantas controle (LIANG et al.,
2003). Em plantas de trigo na presenca do oidio, a atividade destas mesmas enzimas foi
testada e com o aumento da dose de Si, a atividade diminui e aumentam a sintese se
compostos fenolicos (LIMA FILHO et al., 2005). Esses resultados mostram que a plantas,

quando suplementadas com Si respondem diferentemente aos distintos estimulos a que s@o
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submetidas além de revelar o potencial do Si ndo apenas como uma barreira fisica, mas
também como um mecanismo bioquimico de defesa.

Recentemente, técnicas mais avancadas permitiram o estudo em larga escala da
expressao de genes induzidos pelo Si em plantas de Arabidopsis inoculadas com o fungo
patogénico Erysiphe cichoracearum DC. Muitos dos genes induzidos pelo Si em plantas
inoculadas foi categorizado como sendo relacionados a defesa enquanto que a maioria dos
genes reprimidos estava envolvida no metabolismo primario. Os genes relacionados a
defesa incluem os genes R, fatores de transcri¢do relacionados ao estresse, genes
envolvidos na transdu¢do de sinais, genes envolvidos na biossintese de hormdénios como
acido jasmonico, acido salicilico, etileno, e relacionados ao metabolismo de espécies
reativas de oxigénio. Nas plantas inoculadas tratadas com Si a magnitude dos genes que

foram reprimidos foi atenuada em 25% indicando que houve diminui¢ado do estresse.

Nesta nova era tecnoldgica onde cada vez mais as metodologias comportam o
estudo mais detalhado dos perfis de expressdo génica, seu uso permite uma conclusdo dos
mais diversos mecanismos na fisiologia, bioquimica, genética das plantas e varios outros

organismos.
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CAPITULO 1. EFEITO DO SILICIO NO CRESCIMENTO, DESENVOLVIMENTO
E REDUCAO DOS SINTOMAS DA FERRUGEM EM PLANTAS DE CAFEEIRO.

INTRODUCAO

Coffea arabica ¢ um dos principais produtos agricolas exportados nos paises em
desenvolvimento. Esta cultura perene esta propensa a grandes perdas na producgao devido a
pestes e doencas. A doenca mais agressiva do cafeeiro ¢ a ferrugem alaranjada do cafeeiro
causada pelo fungo biotrofico Hemileia vastatrix Berkeley et Brome que chega a causar
perdas estimadas em até 45% da producdo se métodos de controle ndo forem tomados
(MATIELLO, 1991).

Fungicidas sdo considerados eficientes na prote¢do contra a ferrugem, mas sua
aplicag@o pode ser contraditoria quando, levado em conta que seu uso pode provocar efeitos
ambientais adversos tais como o aumento ou selecdo de linhagens resistentes. Varias
estratégias alternativas ao uso de fungicidas sdo utilizadas para controlar os patdogenos e
aumentar a resisténcia da plantas. Tais medidas oferecem um manejo ecoldgico aliado a
prioridade de uma produgdo de café sustentavel. O melhoramento da resisténcia das plantas
baseado na inducdo de resisténcia do hospedeiro ¢ uma delas e torna-se uma importante

opgao para o controle da ferrugem em cafeeiros.

As fontes contendo silicio (Si) vém sendo extensivamente utilizadas com este
proposito. O Si € conhecido hd tempos por reduzir a incidéncia de doengas fungicas em
uma série de patossistemas (BELANGER; BENHAMOU; MENZIES, 2003; RODRIGUES
et al., 2003; BOTELHO et al., 2005, FAUTEUX et al., 2005), além de estimular o
crescimento e a produgdo vegetal através de varias agdes indiretas, como o aumento no teor
de clorofila; maior massa foliar (fresca e seca) especifica; atraso na senescéncia; protegao
contra estresses abioticos, como a reducdo da toxidez de alguns minerais; interagdes
positivas com fertilizantes; aumento na protecdo contra herbivoros, incluindo os insetos
fitéfagos e principalmente, diminuicdo na incidéncia de inumeros fungos patogénicos
(ADATIA; BESFORD, 1986; EPSTEIN, 1994; MARSCHNER, 1995; SAVANT;
SNYDER; DATNOFF, 1997).

O modo de acdo do Si nas plantas ainda ndo esta elucidado apesar de haverem
evidéncias de que o Si aja nos mecanismos gerais de defesa comum a maioria das espécies
de plantas. Fauteux et al. (2005) sugere que o Si possua uma acdo nos mecanismos de

defesa compartilhado por todas as espécies de plantas como aqueles que levam a expressao
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de genes do estresses. Tem sido mostrado que o Si pode agir como um estimulador das
respostas de defesa em plantas ou um ativador de estratégicas proteinas de sinalizagdo.
Considerado biologicamente ativo, o Si desencadeia uma resposta de defesa mais rapida e
mais extensa por interagir com varios componentes-chaves do sistema de sinalizagdo do
estresse levando a planta a um estado de resisténcia (FAUTEUX et al., 2005).

O objetivo deste estudo foi verificar a eficiéncia das fontes de Si nos parametros de
desenvolvimento como altura das plantas, numero de folhas e area foliar bem como avaliar
a reducdo da ferrugem em plantas de café suscetiveis de modo a estabelecer um método de
manejo ecoldgico para uma produgdo sustentdvel da cultura do café diminuindo assim o

uso do controle quimico.
MATERIAL E METODOS

1 - Producéo de mudas de cafeeiro com o uso de Si.

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo no Departamento de Bioquimica
Fitopatologica do Instituto Biologico/SP. O delineamento estatistico adotado foi o de
blocos inteiramente casualizados com 05 tratamentos pra cada fonte de Si utilizada e 01
controle negativo para cada fonte utilizada (sem aplicacdo se silicato), todos com 10
repetigdes, sendo cada repetigdo representada por uma planta de cafeeiro perfazendo assim

um total de 110 plantas.

2 - Semeadura.

Sementes de café, (Coffea arabica, cv Mundo Novo, suscetivel a todas as ragas
fisiologicas de H. vastatrix), foram fornecidas pela Cooperativa GARCAFE, Garga, SP. Foi
realizada a semeadura indireta em caixas de madeira e o transplante para os recipientes
apropriados foi feito no estagio palito-de-fosforo. As plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo, a temperatura ambiente recebendo adubacdo mensal seguindo os tratos culturais
recomendados. Os silicatos foram misturados de forma homogénea ao substrato no
momento do transplante. As fontes de Si utilizadas foram silicato de potéssio
(UNAPROSIL) ¢ silicato de calcio e magnésio (Recmix®).

3 - Tratamentos.
Foram realizados 12 tratamentos. As aplicagdes bimestrais foram de 0.25, 1.25, 2.5, 4 ¢
SmM de Si na forma de silicato de potassio e silicato de Ca/Mg em experimentos

separados. Como controle negativo foi realizado um tratamento sem a adi¢ao de Si ao solo
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para cada fonte analisada. Foram realizados tratos culturais de acordo com os

procedimentos usuais.

4 - Obtencdo do patdgeno.

Urediniosporos de Hemileia vastatrix Berkeley et Broome, raca II foram coletados na
Fazenda Santa Elisa (IAC- Campinas) a partir de plantas de café naturalmente infectadas.
Apbs a coleta, os urediniosporos foram peneirados a fim de retirar as impurezas sendo em
seguida acondicionados em criotubos ¢ mantidos em nitrogénio liquido até o uso. Para o
uso, os uredinidsporos foram retirados do nitrogénio liquido e submetidos a choque térmico
por 10min pela imersdo dos criotubos em agua aquecida a 40°C. Logo apds, foram
misturados com 4gua destilada estéril para a obtengdo de uma concentra¢io de 2mg.mL™".
A suspensdo foi submetida a ultra-som (50Hz por 30 s — Sonorex RK 103) e mantida em

agita¢do durante todo o processo de inoculagao.

5 - Inoculagéo do patogeno.

Aos 6 meses de idade as plantas foram submetidas a inoculagdo com o patdégeno. Os 2%, 3%
e 4° pares de folhas das plantas de café foram marcados e entdo a suspensdo foi aspergida
apenas nas superficies abaxiais das folhas. As plantas inoculadas foram mantidas no escuro

com umidade relativa de 85% até o aparecimento dos sintomas.

6 - Avaliacdo da doenca.

A avaliagdo dos sintomas foi feita a partir de 30 dias apo6s a inoculagdo em cada par de
folhas aspergidas de cada tratamento, determinando-se o niimero de lesdes por folha por
cm’ (area foliar). Como lesdes foram consideradas manchas cloréticas individualizadas. O
procedimento utilizado para a contagem de lesdes foi a imersdao das folhas infectadas em

agua.

7 - Andlise do Si no crescimento das plantas de café.
Aos 6 meses de idade as plantas de café¢ foram submetidas a medicdo dos pardmetros de
desenvolvimento (altura, contagem do niimero de folhas, area foliar do 3° par de folha de

cada planta) para avaliagdo da influéncia das fontes de Si no crescimento das mesmas.

8 - Andlises estatisticas.

Foram realizadas andlises de varidncia paramétricas para todos os dados obtidos. Os dados
foram analisados através de andlise de regressao linear utilizando o programa "SAS for
Windows" (SAS Institute, Cary, NC) através do procedimento REG (Proc reg). Os
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coeficientes de correlagdo de Spearman (r) e de determinagio (r”) e a analise de regressio
linear multipla foram determinados através do procedimento “sort” do programa estatistico
SAS (2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analises dos parametros de desenvolvimento em plantas de cafeeiros.

As analises apontaram que a interagdo fonte/dose nao foi significativa com relagdo a
altura das plantas. No entanto houve significancia quando apenas uma fonte ¢ comparada
em relagdo as suas doses. Os valores obtidos com a andlise de regressdo para as fontes

silicato de Ca/Mg e silicato de potéssio estdo ilustrados na Tabela 1.1.

Avaliando cada fonte isoladamente, houve diferenga estatistica (Pr > F <0,01)
somente entre as médias das alturas das plantas tratadas com silicato de K (Gréafico 1 e
Tabela 1.1). A medida que aumentam as doses (em mM), a altura das plantas (em cm)
aumenta a razdo de 0,0415 cm para cada mM adicionado. As plantas que receberam
adubagdo com silicato de Ca/Mg aparentemente apresentaram crescimento maior que as
plantas tratadas com a outra fonte obtendo valores maiores das plantas controle, porém esta
diferenca ndo possui significado estatistico (Pr > F = 1,62). O mesmo ocorreu com as
analises de area foliar e numero de folhas por planta (Graficos 2 e 3). A interagdo
fonte/dose ndo apresentou significado estatistico em ambos os pardmetros, porém quando
as fontes foram analisadas isoladas, somente as plantas tratadas com silicato de potassio
apresentaram significado estatistico. (Tabelas 1.2 e 1.3). (Para o calculo da area foliar

foram utilizados os mesmos parametros citados por Favarin et al., 2002).



40

Altura das plantas de cafeeiro
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Gréfico 1. Representacdo grafica da altura das plantas de cafeeiros nos diferentes
tratamentos com silicato em fung¢ao das doses aplicadas.

Tabela 1.1 - Resultado das analises de regressdo linear para altura das plantas.

Equacéo Silicato de Ca/Mg Silicato de potassio
Altura (cm) = 18,284 + 0,0229 x dose =9,8809 + 0,0415 x dose
Pr>F 1,62 <0,01

Coef. variacéo 18,73% 20,51%

R? 0,973 0,972

Os dados aqui apresentados mostram a comparac¢ao entre uma mesma fonte nas suas diferentes
doses. A equacdo da reta expressa os valores da altura das plantas com o aumento da dose. Valores
de Pr>F abaixo de 0,05 sdo significativos.
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Area foliar das plantas de cafeeiro
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Gréfico 2. Representacdo grafica da area foliar das plantas de cafeeiros nos diferentes

tratamentos com silicato em fun¢do das doses aplicadas

Tabela 1.2 - Resultado das analises de regressdo linear para area foliar (cm?) das plantas.

Equacéo Silicato de Ca/Mg Silicato de potéassio
Area foliar (cm?)  |=65,24 + 0,116 x dose =25,59 + 0,1840 x dose
Pr>F 2,85 <0,01

Coef. Variagdo 28,60% 28,98%

R? 0,973 0,973

Os dados aqui apresentados mostram a comparagdo entre uma mesma fonte nas suas diferentes
doses. A equacdo da reta expressa os valores da 4rea foliar das plantas com o aumento da dose.
Valores de Pr>F abaixo de 0,05 sdo significativos.
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Numero de folhas das plantas de cafeeiro
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Gréfico 3. Representacdo grafica da altura das plantas de cafeeiros nos diferentes

tratamentos com silicato em fun¢ao das doses aplicadas

Tabela 1.3 - Resultado das analises de regresséo linear para nimero de folhas das plantas.

Equacao Recmix® Silicato de potassio
NuUmero de folhas |= 14,63 +0,0056 x dose =11,629 +0,0194 x dose
Pr>F 23,57 <0,01

Coef. variacéo 12,65% 14,04%

R? 0,973 0,973

Os dados aqui apresentados mostram a comparacdo entre uma mesma fonte nas suas
diferentes doses. A equacdo da reta expressa os valores da area foliar das plantas com o
aumento da dose. Valores de Pr>F abaixo de 0,05 sdo significativos.
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No uso de diferentes fontes de Si, deve-se considerar variaveis os tratamentos com
os ions Ca, Na, P, e S diretamente aportados pela fonte ou pelo ajuste do pH, que podem
também induzir a um aumento da condutividade, absorcao e transloca¢do. De acordo com
Marschner (1995) o K, presente em elevadas quantidades nos tecidos vegetais, pode
interferir na translocacdo e na disponibilidade fisioloégica do Mg e do Ca, resultando em
desordens metabolicas. Em plantas tratadas com K, Pozza et al. (2001) puderam observar

uma diminuig@o dos teores foliares de Ca.

A escassez de informagdes sobre os efeitos do Si no crescimento ¢ desenvolvimento
das plantas esta de acordo com outros estudos onde o foco principal esta direcionado aos
efeitos deste elemento na visualiza¢ao da diminui¢do dos sintomas da ferrugem em plantas
de cafeeiro. Dann e Muir (2002) trabalhando com ervilhas também puderam verificar que
nao ha diferenga estatistica no peso de matéria seca em plantas tratadas e ndo tratadas com
Si.

Plantas de Arabidopsis quando submetidas somente ao tratamento com Si e ndo
submetidas a nenhum tipo de estresse, seja este bidtico ou abidtico, apresentaram a super-
expressao de apenas 2 genes de 40.000 genes analisados (FAUTEUX et al., 2006). Estes
resultados mostraram que o Si aparentemente ndo exerce nenhum efeito no metabolismo,
desenvolvimento e crescimento das plantas quando mantidas em situagdes controladas (sem
estresse) o que, segundo os autores, confirma a sua nao essencialidade no crescimento das

plantas.

Reducdo dos sintomas da ferrugem em plantas de cafeeiros suscetiveis.

O dados sobre lesdes foi determinado através do numero de lesdes por folha em
fungdo da 4rea foliar (cm?). Diferengas estatisticamente significante (p < 0,01) foram
observadas em relagdo ao numero de lesdes e doses no tratamento com silicato de potassio
(Tabela 1.4) (Grafico 4). O mesmo ndo pdde ser observado no tratamento com silicato de

calcio e magnésio.
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Numero de lesdes das plantas de cafeeiro
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Gréfico 4. Representacdo grafica da altura das plantas de cafeeiros nos diferentes

tratamentos com silicato em fun¢ao das doses aplicadas

Tabela 1.4 - Resultado das analises de regressdo linear para niimero de lesdes/cm” em
folhas de cafeeiro.

Equacéo Silicato de Ca/Mg Silicato de potéssio

No. Lesdes por cm? [=0,9184 + 0,0001 x dose =1,4117 —0,00293 x dose
Pr>F 82,72 <0,01

Coef. variacéo 21,16% 25,08%

R 0,973 0,971

Foram analisados os 2%, 3% e 4% pares de cada planta de café inoculada. Foi determinado como
lesdo manchas clordticas. Os dados aqui apresentados mostram a compara¢do entre uma mesma
fonte nas suas diferentes doses. A equagdo da reta expressa os valores da area foliar das plantas com
o aumento da dose. Valores de Pr>F abaixo de 0,05 sdo significativos.
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Tabela 1.5 - Protegdo conferida pelo Si em plantas de cafeeiros tratadas com diferentes

fontes.

Doses Silicato de Ca/Mg Silicato de potassio
0mM controle controle

0,25mM - 108,05% -43%

1,25mM -16% 33%

2,5mM -2,80% 18%

4mM -61% 36%

SmM -42% 60%

No tratamento com silicato de potassio a medida que aumentam as doses (em mM)
a reducdo do numero de lesdes por area reduz significativamente (Pr>F>0,01) a razdo de
0,00293 para cada mM acrescentado. O mesmo ndo ocorre no tratamento com silicato de
Ca/Mg onde o coeficiente de regressao nao difere estatisticamente de zero e também nao
possui significado estatistico. Alguns experimentos descrevem que a medida que aumentam
as doses de K, as concentragdes de Ca diminuem sendo este um dos fatores preponderantes
a maior susceptibilidade a doengas (MARCHNER, 1995; JUNIOR et al., 2003). Pozza et
al. (2001) e Junior et al. (2003) observaram também que a maior severidade da mancha de
olho pardo em cafeeiros foi obtida com a elevagdo das doses de K concordando com os
estudos de Moraes et al. (1976) onde ¢ relatado o aumento significante da porcentagem de
incidéncia da ferrugem nas plantas de café que receberam altas doses de K. No caso deste
trabalho quando utilizada a fonte com K, o nimero de lesdes diminuiu significativamente, o
que se pode sugerir que o elemento atuante seja mesmo o Si. Rodrigues et al. (2005)
estudando plantas de soja, também verificaram que a ferrugem diminuiu com a aplicagdo de
silicato de potassio enquanto que no tratamento apenas com KOH as lesdes nao

apresentaram redugao.

Muitos autores citam a agdo do Ca na reducdo da severidade dos sintomas de
doencas em plantas. De acordo com Elad e Kirshner (1992), a severidade de B. cenerea em
plantas de ruscus pdde ser reduzida aplicando-se Ca. Segundo os resultados obtidos, este
elemento nao foi um fator preponderante para a redugdo dos sintomas da ferrugem em
plantas de cafeeiro onde ndo houve um resultado significante quanto a redu¢ao do niimero

de lesdes com o aumento das doses de silicato de Ca/Mg.
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O mesmo efeito pode ser observado por Botelho et al. (2005) e Amaral (2005) em
plantas de cafeeiro submetidos a inoculagdo com Cercospora coffeicola. Houve uma
reducdo de aproximadamente 47% das lesdes na dose de 2,27mL/L (AMARAL, 2005).

Nojosa (2003) trabalhando com plantas de cafeeiros inoculadas com H. vastatrix
tratadas com silicato de potéassio, também observou uma reducao na incidéncia e severidade
da doenca em fungao das doses de Si aplicada. O aumento na resisténcia de plantas de café
a cercosporiose, de acordo com Pozza et al. (2004) ¢ devido ao espessamento cuticula e ao
aumento da absor¢do de micronutrientes proporcionado pelo Si. Foram observadas neste
trabalho também através de microscopia eletronica de varredura uma camada mais espessa
cobrindo parcialmente os estomatos na superficie inferior da folha das mudas de cafeeiro
tratadas com silicato de calcio no solo o que dificulta a penetracdo direta (pelo estdmato) ou

indireta (pela cuticula) do fungo.

Amaral (2005) também verificou, por meio de microscopia de varredura, que houve
formagao de uma cuticula mais espessa na superficie inferior das folhas de cafeeiro tratadas
com 1,5mL/L de silicato de potassio. Esta cuticula seria formada pelo acimulo de cera na
superficie o que a tornaria hidrofébica impedindo a formacdo de um filme de agua,
importante para os processos vitais da patogénese como a germinagdo, penetragdao. Outra
observagdo igualmente importante foi que em plantas tratadas os estomatos eram menos
visiveis do que em plantas ndo tratadas. Outra caracteristica nitidamente notada foi a
rigidez nas folhas tratadas com Si em relagdo as plantas que cresceram na auséncia deste

elemento.

Muitos estudos demonstram a eficiéncia do Si em controlar sintomas da doenca
causadas por fungos patogénicos (BELANGER et al., 1995; DATNOFF et al., 1991;
EPSTEIN, 1994; BELANGER, et al., 2003; CHERIF; ASSELIN; BELANGER, 1994;
FAUTEUX et al., 2005), no entanto, esses efeitos sdo mais estudados em plantas
acumuladoras de Si e em curcubitaceas (FAWE et al., 2001; MA et al., 2001). Moraes
(2004) também pode demonstrar que a incidéncia da antracnose em feijao diminuiu com a

aplicacao de silicato via solo.

Entre os mecanismos pelos quais o Si pode conferir resisténcia a determinada
doenca citam-se barreiras estruturais (BOWEN et al, 1992; EPSTEIN, 1999;
RODRIGUES et al., 2003), ou ativacdo de barreiras quimicas e bioquimicas da planta
(BELANGER; BENHAMOU; MENZIES, 2003; RODRIGUES et al., 2003). Em plantas de
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cafeeiro esses mecanismos de resisténcia ainda ndo foram totalmente esclarecidos, uma vez
que aparentemente, a cultura ndo absorve eficazmente este elemento. Um dos provaveis
mecanismos citados seria a formagdo do complexo Si - grupo hidroxila dos residuos de
aminoacidos das proteinas quinase. Quando héa formagao deste complexo o Si poderia atuar
como ativador destas proteinas que por sua vez ativariam a transcri¢ao nuclear de proteinas
de defesa. Este complexo formado, por ser estavel, talvez ndo seja detectado a presenca do
Si nos testes quantitativos de analise justificando assim seu baixo teor encontrado nas

plantas de cafeeiro.

Alguns genes de defesa ja foram identificados em plantas de café em resposta a
agentes patogénicos ou outros compostos elicitores (GUZZO, 2004; FERNANDEZ et al.,
2004). Genes que codificam proteinas envolvidas nas respostas de hipersensibilidade
também foram identificados e quantificados (FERNANDEZ et al., 2004,). Dentre os genes
diferencialmente expressos destacam-se 3: Fator de transcricado do WRKY (CaWRKY), uma
proteina de resisténcia a doenca nao especifica homologa a Arabidopsis (CaNDR1) e uma
proteina de fungdo desconhecida (CaR111). Esses genes apresentaram-se induzidos durante
a infeccdo do fungo H. Vastatrix. CaWRKY foi o que apresentou uma indug@o mais alta e
comegou nas primeiras 12 horas apds a inoculagdo com um pico de 18 horas (ALARY et
al., 2004).

Outros genes importantes como os relacionados a defesa foram identificados em
cafeeiros resistentes e suscetiveis a ferrugem submetidos a tratamento com elicitores
(FERNANDEZ et al., 2004; GUZZO et al., 2004). Com estes resultados pode-se notar que
mesmo as plantas suscetiveis sdo capazes de reagir a infec¢ao através da estimulagdo das

respostas de defesa quando estimuladas por elicitores.

E documentado que a suscetibilidade ou resisténcia sio determinadas ndo somente
pela presenga ou auséncia de genes de resisténcia, mas pela rapidez e magnitude pela qual a
informacdo genética ¢ expressa (KUC, 1990; PAN; YE; KUC, 1991). Os perfis de
expressdo em plantas suscetiveis e resistentes sdo similares nos estdgios primarios da
infecgdo, mas a amplitude deste perfil nas interacdes compativeis € menor que nas
interagdes incompativeis (KATAGIRI, 2004). Esta informagdo ¢ reforcada pelos dados
presentes neste estudo onde sdo mostradas que mesmo as plantas geneticamente suscetiveis
e tratadas com Si apresentam uma reducgdo significativa do nimero de lesdes quando

comparadas as plantas nao tratadas.
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CAPITULO 2. DETERMINACAO DO TEOR DE SI EM PLANTAS DE
CAFEEIROS

INTRODUCAO

O silicio (Si) ¢ o segundo elemento mais abundante no solo e ¢ encontrado em
quantidades relativamente abundantes em todas as plantas. No entanto, as espécies de
plantas diferem significativamente quanto ao acumulo de Si com valores variando de 0,1%
a 10% de peso seco (MA et al., 2002). Takahashi e colaboradores (1990) fizeram uma
ampla revisdo sobre as concentragdes de Si em aproximadamente 500 espécies de bridfitas
e Angiospermas (MA; TAKAHASHI, 2002). Os resultados mostraram que ha uma
distribuicdo caracteristica do acimulo de Si nos reinos das plantas. Nas plantas superiores
somente as Gramineae ¢ Cyperacea mostraram alto acaimulo de Si. Plantas pertencentes as
Cucurbitales, Urticales, e Commelinaceae mostraram teores intermediarios de acumulo de

Si enquanto que a maioria das outras espécies mostraram pouco acimulo de Si.

Esta diferengca ¢ atribuida a habilidade em absorver e transportar o Si
(TAKAHASHI; MA; MIYAKE, 1990). Plantas de arroz podem acumular altas quantidades
de Si que pode chegar a vérias vezes mais que alguns nutrientes essenciais, como
nitrogénio, potassio e fosfato (SAVANT; SNYDER; DATNOFF, 1997). Trés diferentes
modos de absor¢do de Si foram propostos para as plantas que possuem diferentes niveis de
acumulo de Si que sdo o transporte ativo, passivo e “rejective uptake” (TAKAHASHI; MA;
MIYAKE, 1990). As espécies com o modo ativo de absor¢dao de Si como o arroz (MA et
al., 2006), o absorvem mais rapido que a agua resultando em uma reducao de Si na solugdo
do solo ou nutritiva. As espécies com o transporte passivo tais como pepino, melao
morango ¢ soja (TAKAHASHI; MA; MIYAKE, 1990; MA et al., 2001; MITANI; MA,
2005), cuja razao de absorcdo ¢ semelhante a razdo de absor¢do da agua, ndo causam
mudangas na concentragdo de Si na solugdo. Ja as espécies com o modo “rejective uptake”
de absorcao de Si como tomate (MITANI; MA, 2005) e feijao (LIANG; SI; ROMHELD,
2005) tendem a excluir o Si, o que pode ser demonstrado pelo aumento da concentragao de
Si na solu¢do. No entanto, os mecanismos envolvendo diferentes maneiras de absorc¢do de

Si nas plantas ainda nao esta totalmente estabelecido.

A classificagao das plantas de café em alguns dos grupos de plantas acumuladoreas
ou ndo, bem como o modo de absor¢do do Si sdo temas de discussdo. Em vista disso o
objetivo deste ensaio foi avaliar os teores foliares de Si em plantas de cafeeiros submetidos

a diferentes modos de aplicagdo sendo eles foliar e via fornecimento do solo
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MATERIAL E METODOS

1 - Determinagéo do teor de Si em plantas de cafeeiros.

Neste ensaio, as determinac¢des de Si foram divididas da seguinte forma:

A - Teor de Si em plantas de cafeeiro tratadas com duas fontes distintas via solo.

O delineamento estatisticos bem como tratamentos estdo descritos no capitulo 1. As folhas
das plantas de cafeeiro foram colhidas e os teores de Si avaliados.

B - Teor de Si em plantas de cafeeiro ndo inoculadas mantidas em solugéo nutritiva.

O delineamento estatistico adotado foi o de blocos inteiramente casualizados com 02
tratamentos e 10 repeti¢des. Durante 20 dias as plantas de café foram mantidas em solugdo
nutritiva liquida incrementada com 0 ou 4mM de Si cuja fonte foi silicato de potassio. Apos

este periodo, partes das plantas foram coletadas para determinacao de Si.

2 - Preparo das amostras para determinacéo de Si.

As folhas coletadas foram lavadas usando-se uma solucdao detergente e exaguadas duas
vezes com agua deionizada. Logo em seguida, foram secas em estufa de circulagdo forcada
a 65°C por 72 horas e apos este periodo foram moidas em moinho tipo Willey.
Imediatamente apds a moagem as amostras foram pesadas (100mg) e colocadas em tubos

plasticos de 15mL de capacidade.

3 - Determinacéo do Si.

Amostras receberam 2mL de H,O,, 3mL de NaOH e em seguida foram autoclavadas por 1h
a 120°C e deixadas em repouso até que os residuos decantassem. Uma aliquota de 1mL do
sobrenadante foi retirada e, adicionados a ela, 19mL de 4gua destilada, ImL de HCI (1:1) e
2 mL de molibdato de amonio. Apds 10 minutos foram adicionados 2mL de acido oxalico e
novamente agitados. Aos 5 minutos, a absorbancia foi medida em espectofotometro a

410nm. Foi realizada uma curva padrao antes da determinagdo das amostras.

4 - Analises estatisticas.

Fornecimento de Si via solo: Foram realizadas analises de varidncia paramétricas para
todos os dados obtidos. Os dados foram analisados através de andlise de regressdo linear
utilizando o programa "SAS for Windows" através do procedimento REG (Proc reg). Os
coeficientes de correlagdo de Spearman (r) e de determinacdo (r2) e a analise de regressao
linear multipla foram determinados através do procedimento “sort” do programa estatistico
SAS (2000).
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Para o ensaio das plantas de cafeeiro mantidas em solugédo nutritiva: Os dados obtidos
foram submetidos a analise de varidncia e suas médias foram comparadas pelo teste de
Tukey (P< 0,05) através do software ASSISTAT (SILVA, 1996; SILVA e AZEVEDO,
2002; SILVA e AZEVEDO 2006)

RESULTADOS E DISCUSSAO

A - Teor de Si em plantas de cafeeiro tratadas com duas fontes distintas via solo. Nesta
parte do ensaio foram realizadas quantificagdes dos teores de Si nas folhas das plantas de
café submetidas a adi¢do de Si no substrato. Para obter uma visdo geral, as folhas foram

divididas em 3 grupos:

1 — Folhas nao inoculadas — pares de folhas dos ramos préximos ao substrato;
2 — Folhas inoculadas — pares de folhas dos ramos entre os proximos ao solo e os primeiros;

3 — Folhas nao inoculadas — primeiro par de folhas — ramos da parte superior da planta.

Quando a fonte incorporada ao solo foi o silicato de potassio, os pares de folhas que
se localizam mais proximos ao solo foram os que apresentaram teores de Si sutilmente
maiores seguidos pelos pares intermedidrios € o primeiro par, porém sem significado
estatistico. Resultados similares foram obtidos também quando a fonte utilizada foi o
silicato de Ca/Mg, porém os teores de Si com o uso desta fonte foram menores (Tabela 2.1)
(Os valores dos teores médios de Si encontrados nas folhas de cafeeiro encontram-se no

apéndice A).

As analises estatisticas realizadas revelaram que ndo ha correlagdo entre dose/fonte
para o teor de Si nas plantas tratadas, bem como a localizagdo dos pares de folhas.
Igualmente em todas os pares de folhas analisados, o teor de Si encontrado foi 0 mesmo
independente de estarem préximos ou distantes do substrato, confirmando portanto, a

deficiéncia na translocagdo deste elemento em plantas de cafeeiro.
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Tabela 2.1 - Resultado das analises de regressdo linear para o teor de Si em folhas de

cafeeiro.
Equacdo Silicato de Ca/Mg Silicato de potassio
1 % Si 1,4607 — 0,066 x dose 1,5053 - 0,279 x dose
Pr>F 0,1550 0,3472
Coef. variacdo [12,86% 7,80%
r 0,998 0,998
2 % Si 1,3393 — 0,099 x dose 1,2207 — 0,356 x dose
Pr>F 0,1590 0,3707
Coef. variacdo [24,15% 13,46%
r? 0,999 0,998
3 % Si 0,7378 — 0,0089 x dose 0,6133 +0,1549 x dose
Pr>F 0,8709 0,1514
Coef. variacdo [22,64% 31,67%
r? 0,998 0,999

Os dados aqui apresentados mostram a comparag¢ao entre uma mesma fonte nas suas diferentes
doses. A equacdo da reta expressa os valores da area foliar das plantas com o aumento da dose.
Valores de Pr>F abaixo de 0,05 sdo significativos.

E possivel observar certa deficiéncia das plantas de café em translocar o Si das
raizes até a parte aérea da plantas. Dados atuais apontam que ndo ha uma translocacao
eficiente de silicato de potassio em plantas de cafeeiro mesmo quando o Si ¢ aplicado
diretamente nas folhas por aspersdao de uma solu¢do de Si e portanto nao poderia controlar
eficazmente a infeccdo causada pelo fungos patogénico causador da ferrugem
(RODRIGUES et al., 2005). Neste estudo também foi observada a mesma situagdo no que
diz respeito a translocag¢do de Si, porém em ensaio anterior a este foi possivel sim observar
uma correlagdo entre as doses de silicato de potassio aplicadas e a redugdo no nimero de
lesOes causadas pelo Hemileia vastatrix.

As concentragdes encontradas nas plantas de café as coloca no grupo das plantas
ndo acumuladoras de Si. Algumas espécies de plantas ndo acumuladoras de Si como
morango ¢ tomate, tiveram um melhor desenvolvimento quando suplementadas com Si.
Nos estudos com morango foi possivel observar diminuicdo da severidade da doenga
causada por Pestalotia longisetula (REZENDE et al., 2007). Neste estudo, as plantas de
cafeeiro, igualmente ndo acumuladoras, obtiveram resultados satisfatorios em resposta a
suplementagdo com Si e a diminuicdo dos niveis de lesdo da ferrugem. Aumentando a
capacidade das plantas em absorver Si, pode-se também aumentar seu efeito benéfico
nessas plantas. O conhecimento de um sistema ativo de transporte de Si em arroz pode abrir

caminhos promissores para estudos em plantas ndo acumuladoras em estudos.
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B - Teor de Si em plantas de cafeeiros ndo inoculados mantidos em solucéo nutritiva:
Neste ensaio onde as plantas se mantiveram em solu¢do nutritiva os resultados foram
similares. Quando ¢ comparado o teor de Si nas diferentes doses, ndo héd diferenca
estatistica significativa. No entanto, quando a comparagao ¢ feita com relacao as partes da
plantas, o resultado mostrou-se estatisticamente significativo (p< 0,01). Pode-se portanto,
inferir que a maior concentracdo de Si estd nas raizes seguida das folhas e caules e

novamente ndo ha uma translocagao efetiva (Tabela 2.3).

Tabela 2.3 - Teor médio (em %) de Si nas folhas de cafeeiro dos ensaios 1 e 2.

Partes da planta| 0 mM 4mM

Folhas 0,15b 0,15B
Caule 0,08 a 0,09 A
Raiz 0,20 ¢ 0,21C

Os valores ilustram a porcentagem de Si em amostra composta das folhas por tratamento/dose.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente.

Ha muitas hipoteses sobre o papel do Si em plantas ndo acumuladoras. Uma delas
inclui sua participagdo no balango nutricional, estrutura da planta e resisténcia ao estresse
que ¢ convertido em um melhor crescimento e reduzir perdas na cultura (HODSON et al.,
2005). Alguns pesquisadores também sugerem a presenca de proteinas de membrana que
agiriam como transportadores ativos nas raizes de plantas acumuladoras (MA et al., 2002;
LIANG; SI; ROMHELD, 2005). Provavelmente isso pode ser um ponto a ser investigado
relacionado as razdes pelas quais o Si ndo ¢ ativamente translocado da raiz para a parte
aérea das plantas de café e por isso ndo ¢ tdo bem absorvido quando aplicado ou via foliar

ou via solo.

Tanto o transporte mediado por um transportador ativo como as difusdes passivas
estdo envolvidos no transporte de Si pela raiz e ambos o processos envolvendo um
transportador tem um gasto de energia pela planta. A concentracao de Si no xilema de arroz
¢ 20 e 100 vezes maior que em pepinos e tomate respectivamente. Possivelmente o fato de
o Si ser encontrado em menores quantidades nas plantas de café deve-se ao fato de que as
plantas de café ndo possuem uma proteina de membrana que aja como transportador ativo
de Si. Em um estudo sobre a cinética do Si foi demonstrado que o transporte de Si também
¢ mediado por certo tipo de transportador em arroz mas por difusdo passiva em tomate e
pepinos indicando que apesar de ndo possuir um transportador, o transporte de Si ¢
realizado de outra maneira. A identificacdo destes loci foi feita por Ma et al. (2005), onde ¢é

revelado que este gene estd mapeado no cromossomo 2 de arroz flanqueado pelos
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marcadores microssatélites RMS5303 e EST E60168. A proteina transportadora esta
localizada na membrana plasmatica do lado distal das células endodérmicas e exodérmicas.
Estes resultados indicam que a alta acumulacdo de Si em plantas de arroz ¢ devido a
presenca destes transportadores nas raizes e no xilema (MITANI; MA, 2005).

Diante destes resultados podemos dizer que em plantas de café, aparentemente nao
acumuladoras de Si, este mineral exerce alguma fungdo nestas plantas como por exemplo,
diminui¢do de sintomas de doengas importantes nesta cultura. Um ponto a ser discutido
seria a metodologia utilizada para as analises dos teores de Si que poderia estar ocultando
os resultados por se tratar de uma técnica pouco sensivel. Novas técnicas como o ICP-MS e
Si radioativo vém sendo desenvolvidas e permitem uma maior sensibilidade na detec¢do de

Si em plantas.
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CAPITULO 3. BIOQUIMICA DA INTERACAO Coffea arabica- Hemileia vastatrix-
SI: AVALIACAO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS RELACIONADAS A DEFESA
E AO ESTRESSE OXIDATIVO

INTRODUCAO
Os mecanismos pelos quais os patdégenos causam doencas sao governados por uma

sériec de eventos. Nas reagdes incompativeis uma séric de respostas de defesa
freqlientemente resultando no colapso localizado nos tecidos adjacentes aos do sitio de
infeccdo ocorre, resultando na resisténcia a doenga e ¢ designada pela resposta de
hipersensibilidade devido ao reconhecimento e interacdo dos componentes bioquimicos
tanto da célula hospedeira quanto do patdgeno (HAMMOND-KOSACK; JONES, 1996).
Nessa reacao ha producao de intermediarios reativos de oxigénio conhecidos como espécies
reativas de oxigénio (ERO’s), incluindo O;’, H,O, e OH". Juntamente com a resposta de
hipersensibilidade ocorre a ativagdo transcricional de genes de defesa codificadores de
enzimas para a biossintese de fitoalexinas, ligninas, e enzimas liticas como as quitinases e
glucanases (LAMB; DIXON et al., 1997). No entanto, em reagdes compativeis a doenca
pode ocorrer devido a um atraso na resposta de defesa da planta na presenca do patogeno.
Alguns autores sugerem que as cultivares suscetiveis podem ser manipuladas para a
resisténcia ao ataque dos patdogenos alterando o tempo e a magnitude das respostas de
defesa (KUC; STOBEL, 1992) através de compostos chamados elicitores que sao
substancias que induzem reacdes de defesa nas plantas, incluindo a produgdo de
fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese como as PR proteinas (quitinases e

glucanases).

Aumentando a capacidade das plantas em proteger-se dos estresses bidticos e
abidticos tem sido a base de estudos de muitos pesquisadores. Em plantas suscetiveis o
mecanismo de resisténcia ¢ falho mais ¢ possivel induzir tais mecanismos através da

elicitagdo com compostos elicitores.

O silicio (Si) tem sido estudado como um elicitor natural em muitas plantas. Os
efeitos benéficos do Si nas plantas sob estresse bidtico e abidtico tém sido reportados em
uma série de culturas como arroz, trigo, pepino, cana de agucar (EPSTEIN, 1994; LIANG
et al. 1996; EPSTEIN, 1999; LIANG et al., 1999; LIANG; DING 2002).

A indugdo de resisténcia em plantas pode ser definida como a habilidade das plantas
em prevenir ou restringir o desenvolvimento e a conseqiiente multiplicagdo de um agente

patogénico. A participacdo das quitinases e glucanases na defesa ativa das plantas contra
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patdgenos foi proposta antes mesmo de serem identificadas entre as PR proteinas (ABELES
et al., 1971). Muitos fungos contém glucanas e quitinas nas paredes celulares
(BARTNICKI-GARCIA, 1968; WESSELS; SIETSMA, 1981), enquanto que a quitina nao
foi encontrada em plantas. Apesar das duas enzimas terem a capacidade de, isoladamente,
degradarem a parede celular de fungos (BOLLER et al., 1983; MAUCH; MAUCHI-MANI,
BOLLER, 1988; YOUNG; PEGG, 1982), foi demonstrado que a combinagdo das duas
pode restringir mais efetivamente o crescimento dos fungos quando testado in vitro
(MAUCH; MAUCHI-MANI; BOLLER, 1988; SCHLUMBAUM et al., 1986).

Outra enzima importante no mecanismo bioquimico de defesa ¢ a fenilalanina
amonia-liase (PAL). Esta ¢ uma enzima chave na determinagdo da razao de compostos

fenolicos através da rota dos fenilpropanoides.

Em um estudo anterior foi possivel verificar que o silicio pode reduzir o nimero de
lesdes causadas pelo fungo patogénico Hemileia vastatrix em plantas de cafeeiro
suscetiveis. Porém os mecanismos pelo qual isto ocorre ainda ndo puderam ser elucidados.
Neste sentido, este trabalho visa complementar os estudos anteriores da resisténcia a
ferrugem conferida pelo silicio através da anélise das atividades das enzimas relacionadas a
defesa (quitinase, glucanase e PAL) e ao estresse oxidativo (catalase, peroxidase,
superoxido desmutase) em plantas de cafeeiro suscetiveis elucidando assim os processos

bioquimicos envolvidos na resisténcia

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo no Laboratério de
Biologia Celular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura. O delineamento estatistico
adotado foi o de bloco inteiramente casualizados com 4 tratamentos e 25 repeti¢des, sendo
cada repeticdo representada por uma planta perfazendo um total de 100 plantas. Os
tratamentos consistiram-se de 1: Plantas de cafeeiro suscetivel (Coffea arabica cv. Mundo
Novo) ndo tratadas com Si; 2: Plantas de cafeeiros suscetiveis tratadas com Si; 3: Plantas de
cafeeiro resistentes (Coffea arabica cv. Obatd) ndo tratadas com Si e 4: Plantas de cafeeiros

resistentes tratadas com Si.

1 - Semeadura: Sementes de café, (Coffea arabica, cv Mundo Novo, suscetivel a todas as
racas fisiologicas de H. Vastatrix e Coffea arabica cv Obata, resistentes ao H. vastatrix),

foram fornecidas pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC). Foi realizada a semeadura
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indireta em caixas de madeira e o transplante para os recipientes apropriados foi feito no
estagio palito-de-fosforo. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo, a temperatura
ambiente recebendo adubagdo mensal seguindo os tratos culturais recomendados. Apds 6

meses as plantas foram transferidas para as solugdes nutritivas.

2 - Tratamento das plantas de cafeeiro: As plantas de cafeeiro Coffea Arabica cv. Mundo
Novo (suscetivel a ferrugem) e Coffea Arabica cv Obata (resistente a ferrugem) foram
mantidas em solu¢do nutritiva com aera¢do constante em vasos 2,0 L e foram trocadas uma
vez por semana. A composi¢ao da solugdo nutritiva foi a seguinte: 7mM K (KNOs3), 1,5mM
Ca (Ca (NOs)y), 0,6mM Mg (MgS0s), 0,6mM P (NH4H,PO,), 0.8mM S (MgSOy), 7,0mM
N (NH4NO3). Os tratamentos com Si foram realizados adicionando 7mM de silicato de
potassio a solucdo nutritiva. O K adicional introduzido pela fonte silicato de potassio foi

igualado nas plantas controle com KNOs.

3 - Obtencdo e inoculacdo do patégeno A obten¢do do patdégeno bem como sua
inoculagdo estdo descritas no capitulo 1. As folhas das plantas de cafeeiro foram coletadas
em diferentes intervalos de tempo apds a inoculacdo (0, 24, 48, 72 e 96 horas) para a

extragdo de proteinas.

4 - Extracdo de proteinas: As folhas de cafeeiro foram coletadas e imediatamente
acondicionadas em nitrogénio liquido para o transporte até o local do processamento das
amostras. Os extratos das folhas foram preparados a partir da maceracao dos tecidos das
folhas até a consisténcia de um p6 fino em nitrogénio liquido e homogeneizadas em tampao
fosfato 100mM (pH7,5), ImM EDTA, 5mM DTT, 4% PVPP. O homogeneizado foi
centrifugado a 20.000g por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante contendo as proteinas foi
separado e estocado em -80°C. A concentragdo das proteinas nas amostras foi determinada
pelo método de Bradford (1976) utilizando o reagente Bio-Rad protein detection reagent e
BSA como padrio, de acordo com as instrugdes do fabricante (Bio-Rad Hercules, CA,

USA).

5 - Ensaio da catalase (CAT): A atividade da CAT foi determinada conforme descrito por

Azevedo et al. (1998), com pequenas modificagdes. A atividade da CAT foi ensaiada em
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espectrofotdmetro a 25°C numa mistura de reagdo composta de ImL de tampao fosfato de
potassio 100mM (pH 7,5), contendo 2,5uL de solugdo a 30% (v/v) de H,O,, preparado
imediatamente antes do uso. A reagao foi iniciada pela adi¢do de 15uL de extrato vegetal e
a atividade foi determinada pelo monitoramento da degradacdo do H,O, a 240nm por 2
minutos contra um branco livre de extrato vegetal. Foram realizadas cinco determinagdes

para cada amostra.

6 - Ensaio da guaiacol peroxidase (GPX): A atividade da GPX foi determinada como
descrito por Gomes Junior et al. (2006) com algumas modifica¢des. O meio da reagdo foi
composto de 250ulL de tampao fosfato-citrato (0,2mM de fosfato de sodio dibasico :
0,1mM de acido citrico) pH 5,0, 0,06% de H,O,, 150 puL de extrato enzimatico e 25 pL de
guaiacol a 0,5% (v/v), que foi agitado com vortex e colocado a 30°C por 15 minutos. A
reacdo foi paralisada por resfriamento rapido em banho de dgua e gelo, seguido da adicao
de 25uL de solugdo de metabissulfito de sodio a 2% (m/v). Apos ser agitada, a mistura da
reacdo foi mantida por 10 minutos e a atividade da GPX foi determinada pela leitura da
absorbancia a 450nm tendo como controle uma mistura isenta do extrato vegetal. A
atividade da GPX foi expressa pela absorbancia a 450nm/min"'/mg de proteina. Foram

realizadas cinco determinagdes para cada amostra.

7 - Ensaio da superoxido desmutase (SOD): A eletroforese foi realizada em condi¢des
ndo desnaturantes em gel de poliacrilamida 9% para a atividade da SOD. Uma corrente
constante de 30mA por gel foi aplicada por 3 horas a 4°C. Quantidades iguais de proteinas
foram utilizadas para o carregamento dos géis. Foram aplicados nos géis 20pg.mL™ de
proteina total soltvel do extrato de folha. Revelaram-se os géis pelo método de Beauchamp
e Fridovich (1971). Colocou-se o gel em solugdo contendo riboflavina 0,005% (p/v), ImM
Na,EDTA, 3% de TEMED e 0,1mM NBT em tampao fosfato de potassio 0,1M, pH 7.8,
permanecendo incubado a 37°C durante 30 min no escuro com agitacdo constante. Apos
colora¢do, o gel foi lavado com agua deionizada, fixado com 4acido acético 7% para
paralisar a reacdo, e mantido na luz para revelagdo. Posteriormente foi fotodocumentado.
Foram feitos 5 géis com as mesmas amostras para determinac¢do da atividade da SOD

porém somente um foi fotodocumentado.
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8 - Ensaio da Ascorbato peroxidase (APX): A atividade da APX foi determinada pelo
método de Nakano e Assada (1981) pelo monitoramento da taxa de oxidagdo do ascorbato a
290nm a 30 C. O meio de reagdo continha 50mM de tampao fosfato, pH7.0, 0.5mM
ascorbato, 0.ImM EDTA, 0.ImM H,0; e 40ul do extrato enzimatico em ImL de volume
final. A reagdo foi iniciada com a adi¢do do ascorbato. Como controle foi utilizada uma
mesma mistura de reagdo porém sem o extrato vegetal. O decréscimo da absorbancia foi
monitorado a partir de 10 até 180 segundos do inicio da reacdo. atividade foi determinada
pelo monitoramento da degradacdo do ascorbato a 290nm por 2 minutos contra um branco

livre de extrato vegetal. Foram realizadas cinco determinagdes para cada amostra.

9 - Atividade das quitinases: Para a determinagdo da atividade da quitinase nas folhas de
cafeeiro foi utilizado como substrato uma solugdo de carboximetilquitina-remazol violeta
brilhante (CM-Chitin-RBV 2mg/mL, Loewe Biochemica GmbH), de acordo com Wirth e
Wolf (1990) e com procedimento descrito por Guzzo e Martins (1996). Foram utilizados
50uL de extrato protéico, acrescidos de 250 puL de tampao acetato de s6dio SOmM pH 5.0 e
100 pL de substrato. A mistura foi incubada a 38°C por 2 h. A reacdo foi interrompida pela
adi¢do de 200 pL de HCI 2N e resfriado no gelo por 10 min. O substrato insoluvel ndo
hidrolisado foi removido por centrifugacdo durante 5 min a 10.000g. A absorbancia foi
determinada por espectrofotometria a 550nm utilizando como referéncia uma mistura de
reacdo sem o extrato foliar. A atividade enzimatica foi expressa como absorbancia a 550nm
obtida para cada extrato dividida pela concentracdo protéica presente na mistura de reagao.

Foram realizadas cinco determinagdes para cada amostra.

10 - Atividade das glucanases: Para a determinagdo da atividade da glucanase o
procedimento foi similar. O substrato utilizado foi uma solucdo de carboximetilcurdlan-
remazol azul brilhante (CM-Curdlan-RBB 4mg/mL, Loewe Biochemica GmbH), de acordo
com Wirth & Wolf (1990) e com procedimento descrito por Guzzo e Martins (1996).
Foram utilizados 50uL de extrato protéico, acrescidos de 600 pL de tampao acetato de
sodio S0mM pH 5.0 e 50 puL de substrato. A mistura foi incubada a 40°C por 2 horas. A
reacdo foi interrompida pela adi¢ao de 200 uL de HCI 2N e resfriado no gelo por 10 min. O
substrato insolivel ndo hidrolisado foi removido por centrifugagdo durante 5 min a

10.000g. A absorbancia foi determinada por espectrofotometria a 600nm utilizando como
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referéncia uma mistura de reacdo sem o extrato foliar. A atividade enzimatica foi expressa
como absorbancia a 600nm obtida para cada extrato dividida pela concentragdo protéica

presente na mistura de rea¢do. Foram realizadas cinco determinagdes para cada amostra.

11 - Atividade da fenilalanina aménia liase (PAL): A atividade da PAL foi determinada
pela quantificacdo colorimétrica do acido trans-cindmico liberado do substrato fenilalanina
(Umesha, 2006). A reacdo continha 100 puL do extrato protéico misturado com 400 puL do
tampao Tris HCI 25mM pH 8.8 e com 500 pL de L-fenilalanina (50mM em tampao Tris
HCI 25mM, pH 8.8), a qual foi incubada por 2h a 40°C. A rea¢do foi interrompida pela
adicao de 60 pL de HCI 2N. A absorbancia das amostras foi determinada a 290nm, tendo
como controle 900 pL tampao de extragdo e 100 pL do extrato protéico. A atividade da
PAL foi expressa com atividade especifica pela absorbancia a 290nm/min™'/mg de proteina.

Foram realizadas cinco determinagdes para cada amostra.

12 - Analises estatisticas: Para cada atividade enzimatica testada, foram realizadas trés
determinagdes para cada extrato foliar, tendo sido preparados 5 extratos por
tratamento/tempo de coleta. Os resultados obtidos das atividades enzimaticas foram
submetidos a andlise de varidncia com aplicagdo do teste F (Teste de Tukey) através do
programa ASSISTAT (SILVA, 1996; SILVA e AZEVEDO, 2002; SILVA e AZEVEDO

2006). A interacdo entre os fatores quando significativo foi desdobrada.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A ENZIMAS RELACIONADAS AO ESTRESSE OXIDATIVO
Al Atividade da CAT

A andlise de variancia mostrou que houve diferenca significativa nas interagdes dos
parametros analisados (Variedade, dose e tempo de coleta) ao nivel de 5% de significancia
(Apéndice A). A atividade da CAT em plantas de cafeeiro da variedade resistente (Obata)
foi menor em todos os tempos quando comparadas as plantas de cafeeiro da variedade
suscetivel (Mundo Novo). Quando desdobradas as analises, a estatistica mostrou que na
variedade suscetivel (Mundo Novo) houve diferenga significativa tanto para as doses
quanto para os diferentes tempos de coleta (grafico 5). Houve uma resposta mais rapida na
ativacdo da enzima nas primeiras 24 horas apds a inoculacdo do patégeno em plantas
tratadas com Si, enquanto que nas plantas ndo tratadas houve um aumento da atividade

enzimatica somente as 96 horas apos a inoculagao.

Quando analisadas isoladas as plantas de cafeeiro resistentes (Obatd), as analises
estatisticas revelaram que nao houve diferencas estatisticas entre as doses de Si aplicadas
(grafico 6). Houve um discreto aumento da atividade da CAT as 96 horas apds a inoculagao

em plantas nao tratadas.
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Grafico 5. Atividade da CAT em folhas de cafeeiro Mundo Novo analisadas em diferentes
tempos de coleta apos a inoculagdo com o patéogeno.
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Grafico 6. Atividade da CAT em folhas de cafeeiro “Obatd” analisadas em diferentes
tempos de coleta apds a inoculagdo com o patdégeno.

Poucos sdo os trabalhos que relatam a atividade da CAT em resposta aos estimulos
bidticos em plantas tratadas com Si. Em plantas de pimentdo tratadas com silicato de
potassio e submetidas ao estresse salino, a atividade da CAT também aumentou (TONIN et
al.,, 2007). Em uma reagdo incompativel, durante a resposta da planta ao ataque do

patdgeno, a atividade da APX e da CAT ¢ suprimida pelos hormdnios acido salicilico (AS)
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e oxido nitrico (ON) no local da infeccdo (KLESSIG et al. 2000). Portanto a planta
simultaneamente produz mais ERO’s e ao mesmo tempo diminui sua capacidade de limpar
o H,O,, resultando em uma super acumulagdo de ERO’s ativando a morte celular
programada e portanto limitando o espalhamento da doenga no sitio de infeccdo. O papel
das ERO’s durante a morte celular programada parece no entanto ser oposta ao papel
desempenhado por elas durante o estresse abidtico natural onde as ERO’s induzem uma
maior atividade das enzimas que as degradam como as APX e CAT que diminuem o nivel
de ERO’s celular.

O acido salicilico bloqueia a atividade da catalase, provocando o acimulo de H,O,,
o qual ativa o acimulo das proteinas relacionadas com a patogénese e das fitoalexinas. No
caso da catalase ndo ser bloqueada, ndo ¢ observado o acumulo de H,O,, verificando-se
uma reagdo compativel. Deste modo, a presenga das catalases inibe a reacdo de
hipersensibilidade em fun¢ao de impedir o acimulo de H,O; o qual serve como um sinal

para a produgdo e acumulo das proteinas relacionadas com a patogénese e das fitoalexinas.

A2 Atividade da GPX

A diferenca estatistica apontada pela andlise de varidncia nas interacdes dos
parametros analisados (Variedade, dose e tempo de coleta) foi significativa ao nivel de 5%
de significancia (Apéndice B). Desdobrando as analises, a estatistica apontou que na
variedade suscetivel (Mundo Novo) houve diferenca significativa entre as doses em todos
os tempos de coleta (Grafico 7). Interessantemente a atividade da GPX foi menor em
plantas tratadas com Si. Em plantas tratadas ndo houve diferenga estatistica nos diferentes
tempos de coleta, enquanto que em plantas ndo tratadas a atividade da GPX caiu as 96
horas apos a inoculagdo em relacdo as plantas controle. Porém em plantas de cafeeiro
resistentes (Obatd), as analises estatisticas revelaram que houve diferenca estatistica entre
as doses de Si aplicadas (Grafico 8). Em plantas tratadas, a atividade nas primeiras 72 horas
foi maior que em plantas nao tratadas. Houve uma discreta diminui¢do da atividade da GPX
as 96 horas apds a inoculagdo em plantas ndo tratadas. A atividade da GPX em plantas

resistentes € menor que a atividade em plantas suscetiveis.

As peroxidases sdo enzimas muito versateis que participam de varios processos
metabolicos como regulagdo hormonal, diferenciacdo celular, biossintese de lignina e
respostas gerais de estresses entre outros (SIEGEL, 1993). Guo et al. (2007), trabalhando

com meldes verificou que quando aplicado silicato de sodio, a atividade da peroxidase era
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aproximadamente 100% maior que nas plantas controle. Ja no tratamento com oxido de Si a
atividade da peroxidase diminuiu em relagao as plantas controle. O aumento da atividade da
GPX no tratamento com silicato de s6dio pode ser devido a alta concentracao de sodio

proveniente da fonte de Si, o que pode ter causado um estresse salino significante na planta.

Nojosa (2003) estudando cafeeiros inoculados com H. vastatrix e tratados com
silicato de potassio verificou que a atividade da GPX era maior em plantas tratadas e
inoculadas. Verificou também que quando aplicado o composto BTH, a atividade das GPX
era maior mesmo quando as plantas ndo eram submetidas a inoculagdo. Mais uma vez
prova-se que o composto BTH age estimulando as respostas antes mesmo da presenga do
patogeno, o que pode causar um custo energético desnecessario para a planta, enquanto que

plantas tratadas com Si somente respondem na presenca do patdogeno.

Alguns autores também ja relataram o aumento da atividade da GPX nos processos
de infeccdo ou indugdo de resisténcia contra patdgenos (RESENDE et al., 2002; FLOOT;
MOERSCHBACHER; REISENER, 1989) Mazzafera; Gongalves e Fernandes (1989)
estudando o patossistema café-Meloidogyne incognita puderam demonstrar que a atividade
da peroxidase foi maior em tecidos infectados. Deste modo, em cafeeiro, assim como outras
culturas, a atividade da peroxidase ¢ acrescida por diferentes estimulos como infecgdo por
nematoides, patdgenos fungicos, indutores de resisténcia (como o BTH) (RESENDE et al.,
2002; REUVENI; DOR; REUVENI, 1998).

Neste estudo, as plantas de cafeeiro suscetiveis ndo apresentaram aumento da
atividade da GPX, porém houve diminui¢do dos sintomas da ferrugem. Este resultado
sugere duas hipdteses: A GPX ndo esta envolvida no processo de defesa a ferrugem em
plantas de cafeeiros, ou sua inibi¢do ou atividade diminuida em relagdo ao controle seja

intencional nos processos de defesa.



70

GPX Mundo Novo SlEaianEs
—l—7mMde Si

4

0] 24

O B N W B U O

+
i

96

Atividade min-'.ug de proteina“’!

Tempo (horas) apds a inoculacdo de coleta das amostras

Gréfico 7. Atividade da GPX em folhas de cafeeiro cv. Mundo Novo analisadas em
diferentes tempos de coleta apds a inoculagdo com o patégeno.
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Gréfico 8. Atividade da GPX em folhas de cafeeiro cv. Obata analisadas em diferentes
tempos de coleta apos a inoculagdo com o patdogeno.
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A3 Atividade da APX

A andlise de variancia mostrou que nao houve diferenga significativa nas interagdes
dos parametros analisados (Variedade, dose e tempo de coleta) ao nivel de 5% de
significancia (Apéndice C). Porém, quando desdobradas as analises, a estatistica mostrou
que na variedade suscetivel (Mundo Novo) houve diferenca significativa tanto para as
doses quanto para os diferentes tempos de coleta (Grafico 9). Mesmo nas plantas controle a
atividade da APX foi maior nas plantas tratadas. Nas plantas sem Si houve um aumento da

atividade enzimatica somente as 96 horas apds a inoculagao.

Em plantas de cafeeiro resistentes (Obatd), as analises estatisticas revelaram que nao
houve diferencas estatisticas entre as doses de Si aplicadas (Grafico 10). No entanto houve
um aumento da atividade da APX as 96 horas apos a inoculagdo em plantas tratadas. Como
em todas as outras enzimas analisadas, a atividade da APX também foi menor nas plantas

resistentes.
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Gréfico 9. Atividade da APX em folhas de cafeeiro cv. Mundo Novo analisadas em
diferentes tempos de coleta apos a inoculagdo com o patogeno.
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Grafico 10. Atividade da APX em folhas de cafeeiro cv. Obatd analisadas em diferentes
tempos de coleta apos a inoculagdo com o patéogeno.
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A4 Atividade da SOD

Quando comparadas ambas as cultivares, pode-se notar que a atividade da SOD foi
maior nas plantas de cafeeiros suscetiveis (Mundo Novo) que nas plantas resistentes
(Obata). Quando analisadas cada variedade separadamente, os perfis protéicos nos géis de
poliacrilamida revelam que nas plantas suscetiveis (Mundo Novo) controle, ou seja, no
tempo zero (sem inoculagdo com o patdogeno), as plantas ndo tratadas aparentemente
apresentam atividade da SOD maior que plantas tratadas. Houve um aumento da atividade
da SOD nas plantas suscetiveis apos a inoculacdo com o patégeno tanto em plantas tratadas
com em plantas ndo tratadas com Si. A atividade das plantas tratadas foi maior somente no
tempo de 48 horas apos a inoculagdo. Em todos os outros tempos a atividade da SOD foi
maior em plantas ndo tratadas. Houve uma queda da atividade a partir de 72 horas apos a

inoculacdo em plantas tratadas.

Em plantas de cafeeiro resistentes (Obatd), a atividade da SOD ndo diferiu em
plantas tratadas e ndo tratadas. Pode-se notar um ligeiro aumento da atividade as 96 horas

apos a inoculagdo com o patdégeno.
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Figura 1. Perfil de isoenzimas de SOD em folhas de cafeeiros suscetiveis a ferrugem (cv. Mundo
Novo). Cada perfil esta indicado com um niimero — que corresponde ao tempo de coleta
das folhas apds a inoculagdo com o patéogeno- e com sinais de (-) e (+) onde (-) significa
sem a adi¢do de Si — plantas ndo tratadas- e (+) adi¢do de Si — plantas tratadas.

Figura 2. Perfil de isoenzimas de SOD em folhas de cafeeiros resistentes a ferrugem (cv. Obatd).
Cada perfil esta indicado com um numero, que corresponde ao tempo de coleta das
folhas apds a inoculagdo com o patoégeno, e com sinais de (-) e (+) onde (-) significa sem
a adicdo de Si — plantas ndo tratadas- e (+) adi¢@o de Si — plantas tratadas.
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Em plantas de pimentdo submetidas ao estresse salino e tratadas com silicato
também houve um aumento da atividade da SOD quando comparadas as plantas nao
tratadas (TONIN et al.,, 2007). As espécies reativas de oxigénio (ERO’s) foram
inicialmente reconhecidas como sendo toxicas. Nos ultimos anos, estudos revelaram que as
ERO’s desempenham um papel importante na sinalizagdo em plantas controlando processos
como crescimento, desenvolvimento, e respostas a estresse bidticos e abidticos e também
na morte celular programada. As ERO’s se formam naturalmente no interior celular, nos
cloroplastos, mitocondrias e peroxisomas, como produtos secundarios oriundos da
fotossintese e respiragao (APEL & HIRT, 2004). Entretanto, sdo produzidas em excesso
logo apds o reconhecimento de um patdgeno pela planta (TORRES & DANGL, 2005).

Geralmente as ERO’s podem afetar as respostas de defesa de duas maneiras: Podem
reagir com uma grande variedade de biomoléculas e portanto causar a necrose de alguns
tecidos das plantas ou pode influenciar a expressao de uma grande gama de genes e
também agir na via transdu¢do de sinais (APEL & HIRT, 2004).

O dano oxidativo no tecido da planta causado pelas ERO’s ¢ aliviado ou prevenido
pela agdo combinada de mecanismos antioxidantes enzimaticos € ndo enzimaticos. Estes
mecanismos incluem b-carotenos, tocoferol, ascorbato, glutationa e enzimas com atividade
antioxidativa, tais como superdxido dismutase (SOD), peroxidase (POX), ascorbato
peroxidase (APX), catalase (CAT), glutationa peroxidase e glutationa redutase (GR)
(FOYER & NOCTOR, 2005; MAFFEI et al., 2006).

As SOD’s sdo a primeira linha de defesa contra danos provocados pelas ERO’s nas
células e sdo catalisadoras da dismuta¢dao do O, e HO," a HO, S#o as Unicas enzimas que
interferem nas concentragdes de O, ¢ H,O,, os dois substratos que originam o radical OH
(BOWLER; MONTAGU; INZE, 1992). As catalases sdo enzimas que convertem o H,O;
gerados pela SOD em H,0 e O,. Sdo as principais enzimas de detoxificacdo do H,O, em
plantas. Presume-se que devido a elevagao do perdxido de hidrogénio gerada pela acdo da
SOD, houve um aumento da atividade da CAT. Na presenca de Si, as plantas de cafeeiros

suscetiveis se tornam mais eficientes na redugdo de formas reativas de oxigénio.

Em plantas resistentes como ndo ha um aumento da atividade da SOD, portanto nao
ha grande geracdo de H»O,, ¢ de se esperar que as atividades das outras enzimas

degradadoras de ERO’s também sejam menores.
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A producdo de APX ¢ regulada pds-transcricionalmente e a lipoxigenase (LOX) e a
CAT regulada no nivel do mRNA, ou seja transcricionalmente (ROJAS;
GOMEZ;:0CAMPO, 1993). Talvez, o fato de serem reguladas em niveis diferentes da
transcrigdo, explique o fato da diferenca de perfil na atividade da APX em plantas de

cafeeiro.

A atividade das enzimas pode variar, para mais ou para menos, de acordo com a
interacao hospedeiro-patogeno que se estd estudando. Barreto (2005) estudando a interacao
feijao - Colletotrichum lindemuthianum, pdde perceber que as atividades das enzimas
peroxidase, glucanase, superoxido dismutase, catalase e fenilalanina amonia-liase, medidas
no curso da infeccdo pelo fungo, mostraram-se superiores no genotipo resistente em
comparacdo com o suscetivel. Estes dados indicam que estas enzimas podem estar
relacionadas com a defesa do feijdo caupi ao Colletotrichum lindemuthianum.

Outras enzimas também estdo envolvidas na resisténcia das plantas de cafeeiro
contra o fungo causador da ferrugem. A polifenoloxidase (PPO) e a lipoxigenase (LOX)
também foram relatadas (MELO; SHIMIZU; MAZZAFERA, 2006; ROJAS; GOMEZ;
OCAMPO, 1993) Em plantas suscetiveis a atividade da PPO manteve-se estavel mesmo
quando as plantas foram submetidas a estresses bidticos (inoculagdo com o fungo) e
abidticos (danos mecanicos) Em plantas resistentes a ferrugem a atividade da PPO
aumentou nas mesmas condi¢des analisadas (MELO; SHIMIZU; MAZZAFERA, 2006).
Plantas de cafeeiro suscetiveis a ferrugem e inoculadas com o fungo ndo apresentaram
diferengas na atividade da LOX quando comparadas as plantas controle (ROJAS; GOMEZ;
OCAMPO, 1993). No entanto nas plantas resistentes, a atividade da LOX aumentou quase
340%. Estes dois trabalhos foram feitos com cultivares suscetiveis e resistentes de cafeeiro
¢ submetidas a inoculagdo com Hemileia vastatrix. Os dados mostram que a variedade
resistente responde de um modo diferente, aumentando a atividade destas enzimas enquanto

que nao ha mudancga alguma na variedade suscetivel.

Em contrapartida, no mesmo estudo de Melo; Shimizu & Mazzafera (2006) foi
testada a atividade da PPO em plantas de cafeeiro suscetiveis e resistentes porém contra o
bicho-mineiro (Leucoptera coffeella). Neste caso ndo houve alteragdo da atividade da PPO
sugerindo que esta enzima nao esta envolvida nos processos de defesa contra o bicho-

mineiro.
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Os diferentes estimulos podem gerar ERO’s quimicamente diferentes e at¢ mesmo
serem geradas em compartimentos celulares diferentes (ELSTNER, 1991; NEILL;
DESIKAN; HANCOCK, 2002). Por conta disso, a atividade biologica das ERO’s exibe um
alto grau de seletividade e especificidade devido a sua identidade quimica ou de qual
compartimento foram gerados. Por exemplo, em plantas de trigo mantidas em uma solugdo
com alta concentragdo de boro sem adi¢ao de Si, a atividade da SOD, CAT ¢ APX foram
maiores que em plantas de trigos tratadas com Si (GUNES et al., 2007b). O mesmo ocorreu
com plantas de cevada mantidas em solo com alta concentracdo de boro (Gunes et al.,
2007). Esta situagdo expressa as diferengas na atividade dessas enzimas de acordo com o
estimulo a que a planta ¢ submetida. Neste caso o Si agiu com um fator atenuante da
toxicidade do boro em plantas de trigo e o autor sugere a suplementagdo com Si em solos

onde ha altas concentragoes deste elemento.

Em suma:
e Em plantas resistentes a atividade das enzimas SOD, CAT e GPX ¢ menor que em
plantas suscetiveis concordando com varios estudos onde ¢ relatada esta diminuigao;
e O Si age estimulando a atividade das enzimas SOD, CAT e APX em plantas suscetiveis
ativando uma resposta mais rapida;
e O Si parece ndo possuir nenhum efeito sobre a atividade da SOD, CAT ¢ GPX em

plantas resistentes;

O papel do Si na resisténcia das plantas pela andlise das principais enzimas
responsaveis pela destoxificagdo das ERO’s ainda nao ¢ bem definido. Como as atividades
nas plantas suscetiveis e tratadas sdo maiores que plantas nao tratadas, ndo se pode afirmar
que o Si age como um mensageiro secundario estimulando a producao de acido salicilico
(AS) e oxido nitrico (ON) ou age diretamente como o AS e ON. Pois se assim fosse, as
atividades destas enzimas estariam diminuidas e ndo aumentadas como foram apresentadas

neste estudo.

O fato de algumas enzimas estarem diminuidas em plantas resistentes pode ser
devido a sua supressao pelo AS e OX formados durante o processo de defesa destas plantas.
Durante os mecanismos de defesa hd gasto de energia e portanto alguns genes sao
reprimidos durante este processo para melhor utilizacdo da energia para impedir o
desenvolvimento da doenca. Talvez as enzimas relacionadas ao estresse oxidativo estejam

ligadas de modo indireto com a resisténcia a ferrugem em plantas de cafeeiro.
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Nossos resultados sugerem que a atividade das enzimas analisadas ¢ derivada do
tecido da planta e nao do patogeno. Essa conclusao foi feita a partir da auséncia de aumento
na atividade nas reagdes compativeis em que os sintomas puderam ser visualizados e,

portanto houve penetracao do fungo.

B ENZIMAS RELACIONADAS A DEFESA
B1 Atividade da quitinase

A analise de variancia mostrou que nao houve diferenga significativa nas interagdes
dos parametros analisados (Variedade, dose e tempo de coleta). No entanto a atividade da
quitinase foi menor em plantas de cafeeiro resistentes (Obatd) (Apéndice D). Quando
desdobradas as analises, a estatistica mostrou que na variedade suscetivel (Mundo Novo)
houve diferenca significativa tanto para as doses quanto para os diferentes tempos de coleta
(Gréfico 11). Houve uma resposta mais rapida na ativacdo da enzima no tempo de 96 horas
apos a inoculagdo do patdégeno em plantas tratadas com Si, enquanto que nas plantas nao
tratadas esse aumento nao foi observado. Quando analisadas isoladas as plantas de cafeeiro
resistentes (Obatd), as andlises estatisticas revelaram que nao houve diferencas estatisticas

entre as doses de Si aplicadas (Grafico 12).
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Grafico 11. Atividade da quitinase em folhas de cafeeiro cv. Mundo Novo analisadas em
diferentes tempos de coleta apos a inoculagdo com o patégeno.
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Gréfico 12. Atividade da quitinase em folhas de cafeeiro cv. Obatd analisadas em
diferentes tempos de coleta apods a inoculagdo com o patéogeno.
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B2 Atividade da glucanase

A diferenca estatistica apontada pela analise de varidncia nas interacdes dos
parametros analisados (Variedade, dose e tempo de coleta) foi significativa ao nivel de 5%
de significancia (Apéndice E). A atividade da glucanase foi menor e mais estavel nas
plantas resistentes (Obatd). Desdobrando as anélises, a estatistica apontou que na variedade
suscetivel (Mundo Novo) houve diferenca significativa entre as doses no tempo de 96 horas
apos a inoculagdo com o patogeno (Grafico 13). Enquanto que as plantas de cafeeiro
resistentes (Obatd), ndo houve diferencas estatisticas significativa entre as doses de Si
aplicadas (Grafico 14).
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Gréfico 13. Atividade da glucanase em folhas de cafeeiro cv. Mundo Novo analisadas em
diferentes tempos de coleta ap6s a inoculagao com o patéogeno.
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Gréfico 14. Atividade da glucanase em folhas de cafeeiro cv. Obata analisadas em
diferentes tempos de coleta apos a inoculagdo com o patégeno.
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B3 Atividade da PAL

Os resultados das andlises estatisticas apontam que a interagdo entre os parametros
analisados (cultivar, dose e tempo de coleta) foi significativa ao nivel de 5% de
significancia (Apéndice F). Quando desdobradas as anélises, foi possivel verificar que a
atividade da PAL em plantas suscetiveis tratadas com Si teve dois picos de aumento as 24 e
72 horas ap6s a inoculagdo com o patdégeno (Grafico 15), enquanto que em plantas nao
tratadas sua atividade permaneceu inalterada. Em plantas de cafeeiro resistentes (Obatd) a

atividade da PAL nao sofreu nenhuma alteragdo com a adi¢do de Si.
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Gréfico 15. Atividade da PAL em folhas de cafeeiro cv. Mundo Novo analisadas em
diferentes tempos de coleta ap6s a inoculagao com o patogeno.
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Gréfico 16. Atividade da PAL em folhas de cafeeiro cv. Obata analisadas em diferentes
tempos de coleta apos a inoculagdo com o patdgeno.
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A atividade das proteinas quitinase, glucanase e PAL aumentou, em plantas de café
suscetiveis e tratadas. Quitinases e glucanases tiveram suas atividades aumentadas no
tempo de 96 horas apds a inoculagdo com o fungo e a PAL apresentou dois picos as 24 e 72
horas apds a inoculagdo. A atividade destas enzimas, no entanto, ndo sofreu alteracao

nenhuma em plantas de cafeeiros resistentes, sejam elas tratadas ou ndo.

Como em plantas de cafeeiros suscetiveis, a atividade da PPO ndo se modificou
nem com a inoculag¢do do patdégeno, o aumento significativo das enzimas aqui citadas pode

ser devido a suplementa¢do com Si.

Ap0s a germinacdo dos esporos de Hemileia vastatrix a hifa penetra na folha pela
abertura do estdmato. Sob o6timas condi¢des uma ramificacdo do micélio se forma entre os
espagos intercelulares das células mesofilicas 96 horas apds a inoculagdo e ocorre a
disrupgao das células da plantas suscetiveis (COUTINHO; RIJKENBERG; VANASCH,
1993). Por outro lado, em plantas resistentes o crescimento do fungo nao passa da formacao
do haustorio (SILVA et al., 2002). Estudos com plantas de cafeeiros suscetiveis e
resistentes a ferrugem mostraram que a germinacdo do uredinidsporo bem como a
diferenciacdo do apressorio no estdmato ndo difere significativamente nas duas plantas.
Porém o crescimento do fungo (comprimento da hifa e nimeros de haustorios por sitio de
infeccdo) foi significativamente maior em plantas suscetiveis (SILVA et al., 2002). Nas
plantas resistentes o fungo cessa seu crescimento nos estagios primarios do processo de
infec¢do antes mesmo da formagao do primeiro haustério (MARTINS; MORAES, 1996). O
fato das enzimas tanto do estresse oxidativo com as enzimas relacionadas a defesa estarem
distintas nas duas cultivares seja atribuido as diferentes etapas do desenvolvimento do

fungo nestas plantas.

O experimento realizado mostrou que as plantas de cafeeiro suscetiveis mantidas em
solucdo nutritiva contendo Si apresentaram aumento na atividade das enzimas quitinase e
glucanase e PAL além de apresentaram menos sintomas da doenca. O aumento da atividade
de quitinases e glucanases também pdde ser verificado em plantas ervilhas que cresceram
em solu¢do nutritiva contendo silicato de potassio. Esse aumento foi reportado em 2 ou até
3 vezes maior do que plantas controle (DANN; MUIR, 2002).

Silva et al. (2002) observaram que a atividade da PAL em plantas de café resistente

apresentou dois picos. O primeiro coincidiu com o comeco da resposta de
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hipersensibilidade e morte celular e o segundo pode ser relacionado com a acumulacao

tardia de compostos fenolicos e lignificagdo da parede celular.

Em estudos com meldes, Guo et al. (2007) verificaram que no tratamento das frutas
com silicato de sodio, a atividade da PAL foi 26% maior quando comparadas as plantas
controle enquanto que no tratamento com o 6xido silicico sua atividade nao foi modificadas
em relagdo ao controle. Porém ambos os tratamentos foram eficazes na reducdo dos

sintomas causados por T. roseum em meldes.

As quitinases e glucanases atuam na defesa contra varios patégenos fungicos. Essas
atividades sao induzidas em muitas plantas em reposta a infec¢do e também em respostas a
resisténcia induzida por elicitores. Quitinases e glucanases sdo enzimas liticas que possuem
acao hidrolitica e agem sinergicamente na degradacao da parede celular de muitos fungos.
Isto sugere que a combinacdo destas duas enzimas pode inibir fortemente o crescimento de

fungos mais do que a agdo isolada das mesmas.

O acumulo das PR proteinas em plantas ¢ relacionada com a SAR. Quitinases e
glucanases nao somente hidrolisam a parede celular dos fungos como também liberam

elicitores da parede do fungo que também estimulam as respostas de defesa das plantas.

Genes de defesa em cafeeiros, contra H . vastatrix, ja foram isolados e identificados
em plantas resistentes (FERNADEZ et al., 2004; GUZZO et al., 2004). Estes estudos foram
realizados em diferentes tempos apods a inoculagdo do fungo e os dois podem demonstrar
que a expressao dos genes ocorre nos estagios primarios da infec¢do até mais ou menos 96
horas apés. Estes genes também foram identificados em plantas suscetiveis tratadas com o

elicitor abiotico BTH mostrando que as mesmas sdo capazes de reagir quando estimuladas.

O acumulo e sintese em tecidos vegetais de hidrolases tais como, -1,3-glucanases e
quitinases, tem sido freqiientemente associados aos mecanismos de defesa de plantas a
doencas, uma vez que podem ser desencadeados por patdogenos, metabolitos provenientes
de microrganismos ou substincias quimicas que agem como indutores de resisténcia
(KOMBRINK; HAHLBROCK, 1986; ROULIN; BUCHALA, 1995). Em plantas de
pepino, fumo e café, a resisténcia induzida contra Colletotrichum lagenarium (Pass.) Ell. &
Halst., Peronospora tabacina Adam e Hemileia vastatrix Berkeley et Broome,
respectivamente, foi correlacionada ao aumento da atividade de [-1,3-glucanases e
quitinases (METRAUX & BOLLER, 1986; PAN; YE; KUC, 1991; GUZZO; MARTINS,
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1996). Estas enzimas, presentes em plantas, catalisam, respectivamente, a hidrolise dos
polimeros B-1,3-glucana e quitina, componentes principais das paredes celulares de muitos
fungos. As quitinases podem também desempenhar uma atividade similar a lisoenzima e
hidrolisar o peptideoglicano presente nas paredes celulares de bactérias (FRITIG et al.,
1998). Foi demonstrada a ac@o hidrolitica, in vitro, de B-1,3-glucanases e quitinases em
paredes celulares de alguns fungos fitopatogénicos (MADAMANCHI & KUC, 1991).

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que o aumento da atividade das enzimas
quitinase, glucanase e PAL esta relacionado com a resisténcia induzida pelo Si em plantas

de cafeeiro suscetiveis contra a ferrugem.
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APENDICE A — Teores médios de Si (em %) nas folhas de cafeeiro dos ensaios 1 e 2.

Dose 1°, par de folhas néo Folhas inoculadas Par de folhas ndo
Fonte: Silicato de inoculadas inoculadas préximas
potassio ao substrato

0 ppm 1.55 1.28 0.97

10 ppm 1.28 1.06 1.11

50 ppm 1.42 1.20 0.75

75 ppm 1.51 0.88 0.93

100 ppm 1.37 0.97 1.15

150 ppm 1.28 1.15 1.37

Teor ( em %) de Si nas folhas de cafeeiro dos ensaios 1 e 2. Os valores ilustram a porcentagem de
Si em amostra composta das folhas por tratamento/dose.

Dose 1°, par de folhas néo Folhas inoculadas Par de folhas ndo
Fonte: Silicato de inoculadas inoculadas préximas
Ca/Mg ao substrato

0 ppm 1.55 1.5 1.55

10 ppm 1.24 0.8 0.84

50 ppm 1.24 0.97 0.62

75 ppm 0.97 0.93 0.66

100 ppm 1.15 0.84 0.53

150 ppm 1.2 0.84 0.84

Teor ( em %) de Si nas folhas de cafeeiro dos ensaios 1 e 2. Os valores ilustram a porcentagem de
Si em amostra composta das folhas por tratamento/dose.



APENDICE B - Resultados das analises estatisticas para a atividade da catalase

Quadro de analise

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Trat-a (Ta) 1 0.00109 0.00109 8.2813 *
Residuo-a 6 0.00079 0.00013

Parcelas 7 0.00189

Trat-b(Tb) 1 0.02607 0.02607  148.7583 **
Int. TaxTb 1 0.00186 0.00186  10.6227 *
Residuo-b 6 0.00105 0.00018

Subparcelas 15 0.03087

Trat-c(Tc) 4 0.01572 0.00393 18.6208 **
Int. TaxTc 4 0.00425 0.00106 5.0361 **
Int. TbxTc 4 0.00961 0.00240  11.3818 **
Int. TaxTbxTc 4 0.00279 0.00070  3.3029 *
Residuo-c 48 0.01013 0.00021

Total 79 0.07337

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
ns nao significativo (p >=.05)

Abreviacoes

F.V.=Fonte de variacdo

G.L. = Graus de liberdade

S.Q. = Soma de quadrado

Q.M. = Quadrado médio

F = Estatistica do teste F

MG = Média geral

CV% = Coeficiente de variagdo em %
DMS = Diferenca minima significativa

Trat-a = Tratamento-a (Tratamentos das parcelas — Doses de Si aplicadas 0OmM e 7mM)
Trat-b = Tratamento-b (Tratamentos das subparcelas — Cultivares Mundo Novo e Obata)
Trat-c = Tratamentos-c (Tratamentos das subsubparcelas — Tempos analisados)
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Interacdo 1. Tratamento-a X tratamento b
| Tratamento b (Cultivares)

Tratamento a (Doses) 1 (Var. Mundo Novo - MN) 2 (Var. Obatda — Ob.)

1 (0OmM de Si) 0.0534 bA 0.0270 aB

2 (7TmM de Si) 0.0705 aA 0.0247 aB
DMS para colunas =  0.0085 DMS para linhas = 0.0102
Classific.c/letras mintasculas Classific.c/letras maitusculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Interagdo 2. Tratamento-a X Tratamento-c
| Tratamento ¢ (tempo de coleta apos a inoculagdo)

Tratamento a 1 (Oh) 2 (24h) 3 (48h) 4 (72h) 5 (96h)

1 (OmMde Si) | 0.0277 aB 0.0293 aB 0.0359 bB 0.0318 aB 0.0763 aA
2 (7TmMde Si) | 0.0310 aB 0.0374 aB 0.0645 aA 0.0451 aAB 0.0600 bA
DMS para colunas = 0.0140 DMS para linhas = 0.0206
Classific.c/letras mintasculas Classific.c/letras maitusculas

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Interacdo 3. Tratamento-b X tratamento-c
| Tratamento ¢

Tratamento b 1 (Oh) 2 (24h) 3 (48h) 4 (72h) 5 (96h)
1 (Var. MN) | 0.0308 aC 0.0536 aB 0.0818 aA  0.0487 aBC  0.0949 aA
2 (vVar.Ob.) | 0.0279 aAB 0.0131 bB 0.0186 bB  0.0282 bAB  0.0414 bA

DMS para colunas = 0.0143 DMS para linhas = 0.0206

Classific.c/letras mintasculas Classific.c/letras maitsculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Interacéo 4. Tratamento-ab X Tratamento-c
Tratamento c

Tratamento ab 1 2 3 4 5
11(0mM - MN) 0.0328 B 0.0413 B 0.0572 B 0.0319B 0.1039 A
12(OmM-0b.) | 0.0225AB 0.0173 B 0.0146 B 0.0317 AB 0.0488 A
21 (7mM - MN) 0.0287 C 0.0659 B 0.1064 A 0.0655 B 0.0859 AB
22 (TmM - Ob.) 0.0332 A 0.0090 A 0.0226 A 0.0248 A 0.0341 A
DMS para linhas = 0.0291

Classific.c/letras maiusculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

MG=  0.04389 CV%-a= 26.19 CV%-b= 30.16 CV%-c= 33.10
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Desdobramento das analises para a atividade da CAT isolando as cultivares

Mundo Novo

| Tratamento b (Tempo de coleta ap6s a inoculacéo)
Tratamento a 1 2 3 4 5
(Doses)

1 (0mM — MN) 0.0316 aB 0.0413aB  0.0572bB  0.0319bB 0.1039aA
2 (TmM - MN) 0.0287 aC  0.0659 aBC 0.1064 aA  0.0655 aBC  0.0859 aAB
DMS para coluna = 0.0266 DMS para linha = 0.0396
Classific. c¢/letra minuscula Classific. c/letra maitscula
CV a=25.60%

CVb=30.71%

F da interagdo 4.1413 p<.05

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Obata

| Tratamento b (Tempo de coleta apos a inoculacéo)
Tratamento a 1 2 3 4 5
(Doses)

1 (0mM -0b.) 0.0225aBC 0,0173 aBC  0.0146aC 0.0317 aB 0.0488aA
2 (TmM -0b.) 0.0332aA  0.0090aB  0.0226 aAB  0.0248 aAB  0.0341 bA

DMS para coluna = 0.0114 DMS para linha = 0.0169
Classific. c/letra minuscula Classific. c/letra maiascula
CVa=27.28

CV b=31.44%

F da interagdo 3.6715 p<.05

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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APENDICE C - Resultados das anélises estatisticas para a atividade da guaiacol
peroxidase.

Quadro de analise

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Trat-a(Ta) 1 23.73922 23.73922  302.3347 **
Residuo-a 6 0.47112 0.07852

Parcelas 7 24.21034

Trat-b(Tb) 46.60908 46.60908 549.0804 **
Int. TaxTb 5.39527 5.39527  63.5592 **

1
1
Residuo-b 6 0.50931 0.08489
Subparcelas 15 76.72401

Trat-c(Tc) 4 4.36059 1.09015 6.2865 **
Int. TaxTc 4 7.06716 1.76679  10.1885 **
Int. TbxTc 4 2.69410 0.67353 3.8840 **
Int. TaxTbxTc 4 3.68254 0.92064 5.3090 **
Residuo-c 48 8.32366 0.17341

Total 79 102.85205

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
ns nao significativo (p >=.05)

Abreviacoes

F.V.=Fonte de variacdo

G.L. = Graus de liberdade

S.Q. = Soma de quadrado

Q.M. = Quadrado médio

F = Estatistica do teste F

MG = Média geral

CV% = Coeficiente de variagao em %
DMS = Diferenga minima significativa

Trat-a = Tratamento-a (Tratamentos das parcelas — Doses de Si aplicadas 0omM e 7mM)
Trat-b = Tratamento-b (Tratamentos das subparcelas — Cultivares Mundo Novo e Obata)
Trat-c = Tratamentos-c (Tratamentos das subsubparcelas — Tempos analisados)
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Interacdo 1. Tratamento-a X tratamento b
| Tratamento b (Cultivares)

Tratamento a (Doses) 1 (Var. Mundo Novo - MN) 2 (Var. Obatda — Ob.)
1 (0OmM de Si) 2.8232 aA 0.7772 aB
2 (7TmM de Si) 1.2143 bA 0.2071 bB
Tabela 8.
DMS para colunas =  0.1969 DMS para linhas =  0.2254
Classific.c/letras mintasculas Classific.c/letras maitsculas

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Interagdo 2. Tratamento-a X Tratamento-c
Tratamento ¢ (tempo de coleta apos a inoculacao)

Tratamento a 1 (Oh) 2 (24h) 3 (48h) 4 (72h) 5 (96h)
1 (OmMdeSi)| 1.7958 aB 2.4736 aA 1.8110 aB 2.0349 aAB  0.8855 aC
2(7TmMde Si)| 0.9323 bA 0.5659 bA 0.6771 bA 0.6151 bA 0.7631 aA
DMS para colunas = 0.3941 DMS para linhas = 0.5904
Classific.c/letras mintasculas Classific.c/letras maitsculas

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Interacdo 3. Tratamento-b X tratamento-c
Tratamento ¢

Tratamento b 1 (Oh) 2 (24h) 3 (48h) 4 (72h) 5 (96h)
1(Var. MN) | 2.0828 aA 2.5485 aA 2.0335 aA 2.1446 aA 1.2842 aB
2 (Var.Ob.) | 0.6454 bA 0.4910 bA 0.4546 bA 0.5054 bA 0.3644 bA

DMS para colunas = 0.3957 DMS para linhas = 0.5904

Classific.c/letras mintasculas Classific.c/letras maitusculas

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Interacéo 4. Tratamento-ab X Tratamento-c
Tratamento ¢

Tratamento ab 1 2 3 4 5
11(0mM - MN) 2.6365B 4.1327 A 2.8364 B 3.1699 B 1.3402 C
12 (OmM -0b.) | 0.9552 A 0.8145 A 0.7856 A 0.9000 A 0.4308 A
21 (7TmM -MN) | 1.5291 A 0.9644 A 1.2306 A 1.1194 A 1.2281 A
22 (TmM -0b.) | 0.3356 A 0.1675 A 0.1236 A 0.1108 A 0.2980 A
DMS para linhas =  0.8349

Classific.c/letras maiusculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

MG = 1.25543 CV%-a= 22.32 CV%-b = 23.21 CV%-c= 33.17
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Desdobramento das analises para a atividade da GPX isolando as cultivares

Mundo Novo

| Tratamento b (Tempo de coleta ap6s a inoculacéo)
Tratamento a 1 2 3 4 5
(Doses)

1 (0mM — MN) 2.5140 aAB  3.7126 aA  3.1740aA  3.7585aA 1.3304 aB
2 (TmM - MN) 1.4247bA  1.1842bA  1.4957bA  1.0797 bA 1.5298 bA
DMS para coluna = 0.9689 DMS para linha = 1.4520
Classific. c¢/letra minuscula Classific. c/letra maitscula
CV a=27.82%

CVb=37.73%

F da interagdo 5.1056 p<.01

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Obatd

| Tratamento b (Tempo de coleta apos a inoculacéo)
Tratamento a 1 2 3 4 5
(Doses)
1 (0mM -0b.) 0.9552aA  0.8145aA  0.7856 aA 0.9 aA 0.4308 aB
2 (7TmM -0b.) 0.3356 bA  0.1675aAB 0.1236 bAB  0.1107bB  0.2980 aAB
DMS para coluna = 0.1488 DMS para linha = 0.2219
Classific. c¢/letra minuscula Classific. c/letra maitscula

CVa=17.61%

CV b=21.63%

F da interagdo 11.29 p<.01

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.



APENDICE D - Resultados das anélises estatisticas para a atividade da ascorbato
peroxidase.

Quadro de analise
F.V. GL. S.. QM. F
Trat-a(Ta) 1 592.66420 592.66420  124.1986 **

Residuo-a 4 19.08763 4.77191
Parcelas 5 611.75183

101

Trat-b(Tb) 1 303.57093  303.57093  63.5226 **
Int. TaxTb 1 118.51794 118.51794  24.8000 **
Residuo-b 4 19.11577 4.77894

Subparcelas 11 1052.95646

Trat-c(Tc) 4 199.51050 49.87762 8.6020 **
Int. TaxTc 4 266.89625 66.72406  11.5074 **
Int. TbxTc 4 40.35948 10.08987 1.7401 ns
Int. TaxTbxTc 4 23.74172 5.93543 1.0236 ns
Residuo-c 32 185.54800 5.79838

Total 59 1769.01241

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
ns nao significativo (p >=.05)

Abreviacoes

F.V.=Fonte de variacdo

G.L. = Graus de liberdade

S.Q. = Soma de quadrado

Q.M. = Quadrado médio

F = Estatistica do teste F

MG = M¢édia geral

CV% = Coeficiente de variagao em %
DMS = Diferenga minima significativa

Trat-a = Tratamento-a (Tratamentos das parcelas — Doses de Si aplicadas 0OmM e 7mM)
Trat-b = Tratamento-b (Tratamentos das subparcelas — Cultivares Mundo Novo e Obata)

Trat-c = Tratamentos-c (Tratamentos das subsubparcelas — Tempos analisados)
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Interacdo 1. Tratamento-a X tratamento b
| Tratamento b (Cultivares)

Tratamento a (Doses) 1 (Var. Mundo Novo - MN) 2 (Var. Obatda — Ob.)
1 (0OmM de Si) 4.9070 bB 12.2165 bA
2 (7TmM de Si) 14.0036 aA 15.6914 aA
Tabela 8.
DMS para colunas = 1.8394 DMS para linhas = 2.2183
Classific.c/letras minasculas Classific.c/letras maitsculas

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Interagdo 2. Tratamento-a X Tratamento-c
Tratamento ¢ (tempo de coleta apos a inoculagdo)

Tratamento a 1 (Oh) 2 (24h) 3 (48h) 4 (72h) 5 (96h)
1 (OmMde Si) | 7.7699 bA 8.4200 bA 10.2569 aA 7.8162 bA 8.5458 bA
2(7TmMdeSi)| 164188 aB 12.6170 aBC  11.0928 aC  12.4516 aBC  21.6575 aA
DMS para colunas = 2.7737 DMS para linhas =  4.0232
Classific.c/letras mintasculas Classific.c/letras maitsculas

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Interacdo 3. Tratamento-b X tratamento-c
Tratamento ¢

Tratamento b 1 (Oh) 2 (24h) 3 (48h) 4 (72h) 5 (96h)
1 (Var. MN) 9.4564 8.9586 8.4316 8.8908 11.5392
2 (Var.Ob.) 14.7323 12.0784 12.9182 11.3769 18.6641

Nao foi aplicado o teste de comparacdo de médias por que o F de interagdo ndo foi
significativo.

Interacéo 4. Tratamento-ab X Tratamento-c

Tratamento ¢
Tratamento ab 1 2 3 4 5
11(0mM - MN) 4.0976 5.4259 6.5061 4.0986 4.4065
12 (OmM - Ob.) 11.4422 11.4141 14.0078 11.5337 12.6850
21 (TmM - MN) 14.8151 12.4913 10.3570 13.6830 18.6718
22 (TmM - Ob.) 18.0224 12.7427 11.8286 11.2202 24.6431

Nao foi aplicado o teste de comparacdo de médias por que o F de interacdo ndo foi
significativo.
MG= 11.70464 CV%-a= 18.66 CV%-b= 18.68 CV%-c= 20.57
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Desdobramento das analises para a atividade da APX isolando as cultivares

Mundo Novo

| Tratamento b (Tempo de coleta apos a inoculacédo)
Tratamento a 1 2 3 4 5
(Doses)

1 (0mM — MN) 4.0976 bA 54259 bA  6.5061 aA 4.0986 bA 4.4065 bA
2 (TmM - MN) 14.8158 aAB  11.8250aB  10.3570 aB  13.6830 aAB  18.6718 aA
DMS para coluna = 4.6284 DMS para linha = 6.8436
Classific. c¢/letra minuscula Classific. ¢/letra maitscula
CVa=28.35%

CV b =29.09%

F da interagdo 3.2318 p<.05

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Obata

| Tratamento b (Tempo de coleta apos a inoculacéo)
Tratamento a 1 2 3 4 5
(Doses)

1 (0mM -0Ob.) 11.4422bA 11.4141 aA 14.0078 aA  11.5337 aA 12.6850 bA
2 (7TmM -0b.) 18.0224 aB  12.7427aC 11.8286 aA  11.2202 aC 24.6431 aA
DMS para coluna = 3.4106 DMS para linha = 5.1047
Classific. c/letra minuscula Classific. c/letra maitscula
CVa=13.30%

CVb=14.59%

F da interagdo 11.97 p<.01

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.



APENDICE E - Resultados das analises estatisticas para a atividade da quitinase

Quadro de analise

F.V. GL.  S.Q. Q.M. F

Trat-a(Ta) 1 0.00018
Residuo-a 4 0.00110
Parcelas 5 0.00128

0.00018  0.6548 ns
0.00027

104

Trat-b(Tb) 1 0.02493
Int. TaxTb 1 0.00007
Residuo-b 4 0.00044
Subparcelas 11 0.02672

0.02493  224.8682 **
0.00007  0.5872 ns
0.00011

Trat-c(Tc) 4 0.00546
Int. TaxTc 4 0.00367
Int. TbxTc 4 0.00579
Int.TaxTbxTc 4 0.00293
Residuo-¢ 32 0.00911
Total 59 0.05366

0.00136  4.7961 **
0.00092  3.2203 *
0.00145 5.0834 **

0.00073  2.5702 ns
0.00028

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)

ns nao significativo (p >=.05)

Abreviacoes
F.V.=Fonte de variacdo
G.L. = Graus de liberdade
S.Q. = Soma de quadrado
Q.M. = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F
MG = Média geral

CV% = Coeficiente de variagao em %
DMS = Diferenga minima significativa

Trat-a = Tratamento-a (Tratamentos das parcelas — Doses de Si aplicadas 0OmM e 7mM)
Trat-b = Tratamento-b (Tratamentos das subparcelas — Cultivares Mundo Novo e Obata)

Trat-c = Tratamentos-c (Tratamentos das subsubparcelas — Tempos analisados)
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Interacdo 1. Tratamento-a X tratamento b
| Tratamento b (Cultivares)

Tratamento a (Doses) 1 (Var. Mundo Novo - MN) 2 (Var. Obatda — Ob.)
1 (0OmM de Si) 0.0905 0.0476
2 (TmM de Si) 0.0919 0.0532

Nao foi aplicado o teste de comparacdo de médias porque o F de interacdo nao foi
significativo

Interacdo 2. Tratamento-a X Tratamento-c
Tratamento ¢ (tempo de coleta apos a inoculacdo)

Tratamento a 1 (Oh) 2 (24h) 3 (48h) 4 (72h) 5 (96h)

1 (OmMde Si) | 0.0576 aA 0.0754 aA 0.0765 aA 0.0604 aA 0.0755 bA
2 (TmM de Si) | 0.0690 aB 0.0624 aB 0.0622 aB 0.0663 aB 0.1028 aA
DMS para colunas = 0.0197 DMS para linhas =  0.0282
Classific.c/letras mintasculas Classific.c/letras maitusculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Interacdo 3. Tratamento-b X tratamento-c
Tratamento ¢

Tratamento b 1 (Oh) 2 (24h) 3 (48h) 4 (72h) 5 (96h)
1 (Var. MN) | 0.0702 aB 0.0935 aB 0.0964 aAB  0.0742 aB 0.1217 aA
2 (Var.Ob.) | 0.0564 aA 0.0443 bA 0.0422 bA 0.0525 bA 0.0567 bA
DMS para colunas = 0.0185 DMS para linhas =  0.0282
Classific.c/letras minasculas Classific.c/letras maitsculas

Interagéo 4. Tratamento-ab X Tratamento-c

Tratamento ¢
Tratamento ab 1 2 3 4 5
11(0mM — MN) 0.0723 0.1050 0.1100 0.0674 0.0977
12 (OmM - Ob.) 0.0429 0.0457 0.0429 0.0533 0.0533
21 (7mM — MN) 0.0681 0.0819 0.0829 0.0810 0.1456
22 (TmM - 0Ob.) 0.0700 0.0429 0.0415 0.0516 0.0600

MG=  0.07080 CV%-a= 23.41 CV%-b= 14.87 CV%-c= 23.83

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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Desdobramento das analises para a atividade da quitinase isolando as cultivares

Mundo Novo

| Tratamento b (Tempo de coleta apos a inoculagado)
Tratamento a 1 2 3 4 5
(Doses)

1 (0mM — MN) 0.0723 aA 0.1050 aA 0.1100 aA 0.0674 aA 0.0977 bA
2 (TmM - MN) 0.0681 aB 0.0819 aB 0.0829 aB 0.0810 aB 0.1456 aA
DMS para coluna = 0.0314 DMS para linha = 0.0465
Classific. c¢/letra minuscula Classific. c/letra maitscula
CVa=19.71%

CVb=20.36%

F da interagdo 4.0832 p<.05

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Obata

| Tratamento b (Tempo de coleta apos a inoculagédo)
Tratamento a 1 2 3 4 5
(Doses)
1 (0mM -0b.) 0.0429 0.0457 0.0429 0.0533 0.0533
2 (7TmM -0b.) 0.0700 0.0429 0.0415 0.0516 0.0600

CVa=15.69%

CVb=29.70%

F da interagdo 1.0677 nao significativo

Nao foi aplicado o teste de comparagdo de médias porque o F de interacio nao foi
significativo



APENDICE F - Resultados das analises estatisticas para a atividade da glucanase

Quadro de analise
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F.V. G.L. S.Q. QM. F

Trat-a(Ta) 1 0.00060 0.00060 1.8292 ns
Residuo-a 4 0.00132 0.00033

Parcelas 5 0.00192

Trat-b(Tb) 1 0.03057 0.03057  124.3965 **
Int. TaxTb 1 0.00010 0.00010 0.4211 ns
Residuo-b 4 0.00098 0.00025

Subparcelas 11 0.03358

Trat-c(Tc) 4 0.00966 0.00241 8.9570 **
Int. TaxTc 4 0.00561 0.00140  5.2016 **
Int. TbxTe 4 0.00565 0.00141 5.2370 **
Int. TaxTbxTc 4 0.00382 0.00096  3.5439 *
Residuo-c 32 0.00862 0.00027

Total 59 0.06693

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
ns nao significativo (p >=.05)

Abreviacoes

F.V.=Fonte de variacdo
G.L. = Graus de liberdade
S.Q. = Soma de quadrado
Q.M. = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F

MG = M¢édia geral

CV% = Coeficiente de variagao em %
DMS = Diferenca minima significativa

Trat-a = Tratamento-a (Tratamentos das parcelas — Doses de Si aplicadas 0OmM e 7mM)
Trat-b = Tratamento-b (Tratamentos das subparcelas — Cultivares Mundo Novo e Obata)

Trat-c = Tratamentos-c (Tratamentos das subsubparcelas — Tempos analisados)
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Interacdo 1. Tratamento-a X tratamento b
| Tratamento b (Cultivares)

Tratamento a (Doses) 1 (Var. Mundo Novo - MN) 2 (Var. Obatda — Ob.)
1 (0OmM de Si) 0.0737 0.0259
2 (TmM de Si) 0.0774 0.0349

Nao foi aplicado o teste de comparacdo de médias porque o F de interacdo nao foi
significativo

Interacdo 2. Tratamento-a X Tratamento-c
Tratamento ¢ (tempo de coleta apos a inoculacdo)

Tratamento a 1 (Oh) 2 (24h) 3 (48h) 4 (72h) 5 (96h)

1 (OmM de Si) | 0.0367 aA 0.0523 aA 0.0595 aA 0.0445 aA 0.0563 bA
2 (TmM de Si) | 0.0412 aB 0.0432 aB 0.0453 aB 0.0539 aB 0.0973 aA
DMS para colunas = 0.0198 DMS para linhas = 0.0274
Classific.c/letras mintasculas Classific.c/letras maitusculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Interacdo 3. Tratamento-b X tratamento-c
Tratamento ¢

Tratamento b 1 (Oh) 2 (24h) 3 (48h) 4 (72h) 5 (96h)
1 (Var. MN) | 0.0504 aC 0.0739 aBC 0.0790 aB 0.0611 aBC  0.1136 aA
2 (Var.Ob.) | 0.0275bA 0.0216 bA 0.0258 bA 0.0373 bA 0.0400 bA
DMS para colunas = 0.0191 DMS para linhas =  0.0742
Classific.c/letras minasculas Classific.c/letras maitsculas

Interagéo 4. Tratamento-ab X Tratamento-c
Tratamento ¢

Tratamento ab 1 2 3 4 5
11(0mM - MN) | 0.0564 AB 0.0856 AB  0.0938 A 0.0503 B 0.0826 AB
12 (OmM - Ob.) 0.0170 A 0.0189 A 0.0251 A 0.0387 A 0.0300 A
21 (7TmM - MN) 0.0444 B 0.0622 B 0.0642 B 0.0719B 0.1446 A
22 (TmM - Ob.) 0.0380 A  0.0243 A 0.0264 A 0.0359 A 0.0499 A
DMS para linhas = 0.0388 Classific.c/letras maiusculas

MG= = 0.05300 CV%-a= 34.25 CV%-b= 29.58 CV%-c= 30.97
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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Desdobramento das analises para a atividade da glucanase isolando as cultivares

Mundo Novo

| Tratamento b (Tempo de coleta apos a inoculagado)
Tratamento a 1 2 3 4 5
(Doses)

1 (0mM — MN) 0.0564 aA 0.0856 aA 0.0938 aA 0.0503 aA 0.0826 bA
2 (TmM - MN) 0.0444 aB 0.0622 aB 0.0642 aB 0.0719 aB 0.1446 aA
DMS para coluna = 0.0346 DMS para linha = 0.0502
Classific. c¢/letra minuscula Classific. ¢/letra maitscula
CVa=2831%

CVb=26.50%

F da interagdo 5.4317 p<.01

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Obata

| Tratamento b (Tempo de coleta apos a inoculagdo)
Tratamento a 1 2 3 4 5
(Doses)
1 (0mM -0Ob.) 0.0170 0.0189 0.0251 0.0387 0.0300
2 (7TmM -0b.) 0.0380 0.0243 0.0264 0.0359 0.0499

CVa=30.61%

CVb=28.57%

F da interagdo 1.2902 nao significativo

Nao foi aplicado o teste de comparagdo de médias porque o F de interacio nao foi
significativo



APENDICE G - Resultados das anélises estatisticas para a atividade da PAL

Quadro de analise

F.V. GL.  S.Q. Q.M. F
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Trat-a(Ta) 1 0.06849 0.06849 1.2952 ns
Residuo-a 4 0.21151 0.05288
Parcelas 5 0.27999

Trat-b(Tb) 1 1.77370 1.77370  40.4495 **
Int. TaxTb 1 0.02910 0.02910  0.6636 ns
Residuo-b 4 0.17540 0.04385

Subparcelas 11 2.25819

Trat-c(Tc) 4 0.64548 0.16137 2.3675 ns
Int. TaxTc 4 0.18778 0.04694 0.6887 ns
Int. TbxTc 4 0.47673 0.11918 1.7485 ns
Int.TaxTbxTc 4 1.41617 0.35404 5.1942 **
Residuo-¢c 32 2.18117 0.06816

Total 59 7.16552

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<p < .05)
ns nao significativo (p >=.05)

Abreviacoes

F.V.=Fonte de variacdo

G.L. = Graus de liberdade

S.Q. = Soma de quadrado

Q.M. = Quadrado médio

F = Estatistica do teste F

MG = M¢édia geral

CV% = Coeficiente de variagao em %
DMS = Diferenga minima significativa

Trat-a = Tratamento-a (Tratamentos das parcelas — Doses de Si aplicadas 0OmM e 7mM)

Trat-b = Tratamento-b (Tratamentos das subparcelas — Cultivares Mundo Novo e Obata)

Trat-c = Tratamentos-c (Tratamentos das subsubparcelas — Tempos analisados)
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Interacdo 1. Tratamento-a X tratamento b
| Tratamento b (Cultivares)

Tratamento a (Doses) 1 (Var. Mundo Novo - MN) 2 (Var. Obatda — Ob.)
1 (OmM de Si) 0.9634 0.6635
2 (TmM de Si) 1.0750 0.6871

Nao foi aplicado o teste de comparacdo de médias porque o F de interacdo nao foi
significativo

Interacdo 2. Tratamento-a X Tratamento-c
Tratamento ¢ (tempo de coleta apos a inoculacdo)

Tratamento a 1 (Oh) 2 (24h) 3 (48h) 4 (72h) 5 (96h)
1 (0OmM de Si) 0.8566 0.6219 0.8397 0.9553 0.7938
2 (7TmM de Si) 1.0389 0.8152 0.8818 0.9856 0.6837

Nao foi aplicado o teste de comparagdo de médias porque o F de interacdo ndo foi
significativo

Interacdo 3. Tratamento-b X tratamento-c
Tratamento ¢

Tratamento b 1 (Oh) 2 (24h) 3 (48h) 4 (72h) 5 (96h)
1 (Var. MN) 1.0159 0.9575 1.1682 1.1177 0.8365
2 (Var.Ob.) 0.8795 0.4796 0.5533 0.8231 0.6410

Nao foi aplicado o teste de comparagdo de médias por que o F de interacdo nao foi
significativo

Interacdo 4. Tratamento-ab X Tratamento-c
Tratamento c

Tratamento ab 1 2 3 4 5
11(0mM - MN) 1.1461 A 0.7653 A 1.0571 A 0.8820 A 0.9663 A
12 (OmM - Ob.) 0.5670 A 0.4785 A 0.6222 A 1.0285 A 0.6214 A
21 (7TmM -MN) | 0.8857 AB 1.1497 AB 1.2793 AB 1.3534 A 0.7067 B
22 (TmM - Ob.) 1.1920 A 0.4807 B 0.4843 B 0.6178 AB  0.6606 AB
DMS para linhas = 0.6169 Classific.c/letras maiusculas

MG=  0.84723 CV%-a= 27.14 CV%-b= 2472 CV%-c= 30.82

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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Desdobramento das analises para a atividade da PAL isolando as cultivares

Mundo Novo
| Tratamento b (Tempo de coleta apos a inoculacédo)

Tratamento a 1 2 3 4 5
(Doses)
1 (0mM - MN) 1.1461 0.7653 1.0571 0.8819 0.9656
2 (TmM - MN) 0.8857 1.1497 1.2793 1.3534 0.7067

4 5
Nao foi aplicado o teste de comparagdo de médias porque o F de interacdo ndo foi
significativo

MG = 1.01908 CV%-a=29.24230 CV%-b =24.31407

Obata

| Tratamento b (Tempo de coleta apos a inoculagdo)
Tratamento a 1 2 3 4 5
(Doses)
1 (0mM - 0Ob.) 0.5670 0.4785 0.6222 1.0285 0.6214
2 (7TmM -0Ob.) 1.1920 0.4807 0.4843 0.6178 0.6606

CVa=30.61%

CVb=28.57%

F da interagdo 2.8882 nao significativo

Nao foi aplicado o teste de comparacao de médias porque o F de interagdo nao foi
MG=  0.67530 CV%-a=13.30784 CV%-b=40.53469
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CONCLUSOES FINAIS

Muitas sdo as hipdteses sobre o papel do Si em plantas ndo acumuladoras. Um deles
inclui sua participacdo no balango nutricional, estrutura da planta e resisténcia a estresses.

Isso pode ser traduzido em melhor crescimento e/ou rendimento das culturas.

Neste trabalho foi possivel observar os seguintes efeitos da adi¢do de Si a solucao

nutritiva em plantas de cafeeiro:

O Si nao altera o desenvolvimento das plantas de cafeeiro nos parametros

altura, numero de folhas, area foliar;

e Reducio dos sintomas da ferrugem em plantas de cafeeiro suscetiveis;

e Ativacdo das enzimas do estresse oxidativo (CAT, SOD, APX) em plantas

suscetiveis;

e Ativacdo das enzimas relacionadas a defesa (quitinase, glucanase, PAL) em

plantas suscetiveis.

Aumentando a capacidade de absor¢do do Si, seus efeitos benéficos também
poderiam ser aumentados. O conhecimento do sistema ativo de transporte de Si em plantas

de arroz pode fornecer subsidios para pesquisas futuras em plantas ndo acumuladoras.

Os dados revelados neste trabalho demonstram varias respostas bioquimicas de
defesa do cafeeiro estimuladas pelo Si e também as diferencas nas respostas em plantas
suscetiveis e resistentes a ferrugem. Estes mecanismos devem ser estudados com maiores
detalhes a fim de que haja uma melhor compreensao das estratégias de defesa empregadas

pela planta.

Curiosidade: Além de seus sabidos beneficios na resisténcia em plantas o Si
também vém sendo utilizado com estimulante dos mecanismos de defesa quando
administrado juntamente com vacinas em organismos vivos. Estudos do laboratorio de
Imunoquimica do Instituto Butantd mostraram que nos estudos com camundongos a silica
usada como meio de transporte das vacinas melhora a resposta de individuos que produzem

pouco anticorpo, além de nao ser toxica (Revista FAPESP, edi¢ao 127, setembro — 2006.



