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RESUMO

A mancha-angular, causada por Xanthomonas citri subsp. malvacearum (Xcm), é a
principal doenca bacteriana do agodoeiro no Centro-Oeste e Nordeste do Brasil. A
variabilidade de uma populagéo de 100 isolados de Xcm, oriundos de plantas com sintomas
tipicos de mancha-angular em areas produtoras de algodoeiro dos estados de Goiés, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul e Bahia, Brasil, foi analisada com base em caracteristicas
fenotipicas e genéticas. As enzimas amilase, lipase e celulase e o polissacarideo levana
foram produzidos por todos os isolados de Xcm, enquanto a caseinase foi produzida apenas
por 20 isolados. Todos os isolados induziram reacdo de hipersensibilidade em folhas de
tomateiro. Os 100 isolados foram sensiveis a oxicloreto de cobre (1500 mg I™%), hidréxido
de cobre (1614 mg I, oxitetraciclina (600 mg 1™), oxitetraciclina (90 mg I') + sulfato
tribésico de cobre (1500 mg |™) e oxitetraciclina (76,6 mg ') + sulfato de estreptomicina
(367,2 mg I™Y), e resistentes a casugamicina (60 mg |™*). Dentre os 18 antibidticos testados,
os isolados bacterianos apresentaram reacao variavel a nove: acido nalidixico, amoxicilina,
azitromicina, bacitracina, eritromicina, kanamicina, pefloxacina, tobramicina e
vancomicina. Rep-PCR (REP, ERIC e BOX) revelou a formagéo de cinco grupos ao nivel
de 70% de similaridade, sendo o grupo | constituido de 98 isolados, incluindo o isolado
referéncia de Xcm IBSBF1733, o grupo |1, formado apenas por dois isolados oriundos da
Bahia e os trés outros grupos por isolados de X. citri pv. anacardii, X. citri pv.
mangiferaeindicae e X. axonopodis pv. spondiae utilizados para comparacdo. Neste
trabalho também foi avaliado o efeito do silicio (Si) no controle da mancha-angular do
algodoeiro, e o0s possiveis mecanismos envolvidos na resisténcia potencializada por este
elemento. O silicato de célcio (CaSiOs) foi incorporado ao solo nas doses de 0,00; 0,25;
0,50; 1,50 e 3,00 g de SiO, kg™ de solo 25 dias antes do plantio. Plantas com 33 dias

tiveram as folhas inoculadas por infiltracdo com 0,5 mL de suspens3o de Xcm (10° UFC
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ml™). Os componentes da resisténcia foram avaliados a cada dois dias até 10 dias ap6s a
inoculacdo, quando o desenvolvimento da planta e o acimulo de Si e Ca foram também
determinados. Foram ainda analisadas a atividade de enzimas relacionadas a defesa vegetal
vitro do crescimento do patdgeno. Néo foi verificada diferenca significativa entre os
tratamentos quanto ao periodo de incubacdo, incidéncia da mancha-angular e inibicdo do
crescimento da bactéria. Com a aplicacdo da dose 1,50 g SiO; kg* de solo, observou-se
reducdo da severidade (54,9%), da area abaixo da curva de progresso da doenca (35,76%)
e aumento na altura das plantas (7,04%). Néo foi verificado acimulo de Si nas folhas de
algodoeiro. Niveis de proteinas sollveis e H,O; e atividade das enzimas SOD, APX, POX,
PAL e GLU foram alterados na presenca do Si (1,80 g SiO, kg?). Com base nas
caracteristicas fenotipicas e genéticas analisadas, conclui-se que a populagdo de 100
isolados de Xcm estudada apresenta baixa variabilidade e que a reducdo da severidade da
mancha-angular do algodoeiro mediada por Si esta provavelmente associada aos eventos
caracteristicos de inducéo de resisténcia observados.

Palavras-chaves: antibiéticos, clpricos, enzimas, Gossypium hirsutum, rep-PCR, inducéo

deresisténcia, silicato de célcio
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ABSTRACT

The bacterial blight caused by Xanthomonas citri subsp. malvacearum (Xcm) isthe
most important bacterial disease of cotton in the Middle-West and Northeast Regions of
Brazil. The variability of a population formed by 100 Xcm strains obtained from
commercial fields in the states of Goiéds, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul and Bahia,
Brazil, was analyzed based upon genetic and phenotypic characteristics. The enzymes
amylase, lipase, cellulase and the polysaccharide levan were produced by all Xcm isolates
while the caseinase was only produced by 20 strains. All strains induced hipersensitivity
reaction in tomato leaves. The 100 strains were sensitive to copper oxychloride (1500 mg
L™, copper hidroxide (1614 mg L™), oxytetracicline (600 mg L™), oxytetracicline (90 mg
LY + tribasic copper sulfate (1500 mg L™) and oxytetracicline (76.6 mg L™) +
streptomycin sulfate (367.2 mg L™), but resistant to kasugamycin (60 mg L™). Among the
eighteen tested antibiotics the strains presented variable reaction in relation to: nalidixic
acid, amoxicillin, azithromycin, bacitracin, eritromicin, kanamycin, pefloxacin, tobramycin
e vancomycin. Rep-PCR (REP, ERIC and BOX) showed the formation of five groups at
70% similarity level. Group | contained 98 strains, including the reference strain Xcm
IBSBF1733, group Il contained only two strains from Bahia and the other three groups
included strains of Xanthomonas citri pv. anacardii, X. citri pv. mangiferaeindicae e X.
axonopodis pv. spondiae used for comparison. This work also evaluated the effect of
silicon (Si) on the bacterial blight of cotton control and the putative mechanisms involved
in the resistance potentialized by this element were evaluated. Calcium silicate (CaSiOs)
was incorporated into the soil at concentrations of 0.00, 0.25, 0.50, 1.50 and 3.00 g of SiO,
kg' soil 25 days before planting. Leaves of 33-day-old-plants were inoculated by
infiltration with 0.5 mL suspension of Xcm (10° CFU mi™). Components of resistance were

evaluated every two days until 10 days after inoculation, a which point plant development
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and the accumulation of Si and Calcium (Ca) were also determined. H,O, production and
the activity of enzymes related to plant defenses were analyzed at 6, 12 and 24 hours after
inoculation in plants +/-Si. In vitro inhibition of pathogen growth due to Si was also
assessed. No significant difference was seen among the treatments regarding incubation
period, disease incidence or inhibition of bacterial growth. However, with the application
of 1.50 g of SiO, kg™ of soil, a reduction in severity (54.9%) was observed along with a
reduction in the area under the disease progression curve (35.76%) and an increase in plant
height (7.04%). There was no observable accumulation of Si in the cotton leaves. Levels of
soluble proteins and H,O, and activity of the enzymes SOD, APX, guaiacol peroxidase,
PAL and b Glu were altered in the presence of Si (1.80 g SiO, kg™). Thus based on the
genetic and phenotypic characteristics studied we conclude that the population of 100 Xcm
strains presents low variability, and that the reduction of cotton bacterial blight severity
mediated by Si is probably associated to the characteristic events of induced resistance
observed.

Key words: antibiotics, copper based products, enzymes, Gossypium hirsutum, rep-PCR,

induced resistance, calcium silicate
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INTRODUCAO GERAL
1 - A cultura do algodoeiro

O algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) € uma das principais plantas domesticadas
pelo homem e uma das mais antigas, tendo registros de uso ha mais de 4.000 anos. Devido
as poucas exigéncias em relacdo ao solo e ao clima, pode ser cultivado praticamente em
todos os continentes, tendo maior importancia econdmica social, devido ao grande nimero
de empregos gerados direta e indiretamente (RICHETTI; MELO FILHO, 2001).

O algodoeiro € uma planta de amplo aproveitamento. O caroco ou semente, que
representa em torno de 65% do peso da producdo, é rico em 6leo e contém 20-25% de
proteina bruta. O dleo extraido da semente é refinado e destinado a alimentagdo humana e
a fabricacdo de margarina e sabéo. O bagaco, subproduto da extracéo do 6leo, em forma de
farelo ou torta € destinado a alimentacdo de bovinos, aves e suinos, devido ao ato valor
protéico (40-45% de proteina bruta). Os restos de cultura como caule, folhas, macas e
capulhos séo utilizados na alimentacéo de animais em geral (SOAVE; MORAES, 1987). A
fibra, representando 35% do peso da producdo (WATKINS, 1981), tem mais de 400
aplicacBes industriais, entre as quais a confeccdo de fios para tecelagem, algodéo hidrofilo
para enfermagem, confeccdo de feltro de cobertores, de estofamentos e obtencéo de
celulose, entre outros (SOAVE; MORAES, 1987).

A cultura do agodoeiro destaca-se pela importancia econdémica e social, estando
em sexto lugar entre as dez maiores fontes de riqueza no setor agropecuério brasileiro,
superada apenas pela soja, milho, feij&o, arroz e trigo. Os estados com maior producéo séo
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Bahia e Goids (ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS
PRODUTORES DE ALGODAO - ABRAPA, 2010).

O Brasil possui 831,35 ha de area plantada com producdo estimada em 3.268,10 mil

t em caroco. Em pluma, a expectativa € de se colher 1.904,3 mil t, com rendimento médio
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da ordem de 3.758 kg/ha, colocando o Brasil como quinto maior produtor mundial
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2010; INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2009) Neste contexto, o
Nordeste participou com 28% da &rea plantada (331 mil ha) e com 34% da producéo
(2.001,557 mil t) (CONAB, 2010; IBGE, 2009). Os estados de Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul concentraram mais de 50% da producéo nacional; a Bahia e o Piaui se
destacaram no Nordeste, com a producdo de algodd de agricultura familiar de forma
sustentavel (FREIRE, 2006).

Para a safra de 2010/2011, a previsdo para a area agricola no pais chega a
aproximadamente 65 milhdes de ha. Deste total, estimam-se que 915 mil ha sgjam
plantados com algoddo, sendo que os Estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul
representardo cerca de 60% da area plantada (CONAB, 2010).

De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA),
levando em consideragdo as condi¢Bes climéticas normais, os principais produtores do
mundo (China, india, Estados Unidos, Paquistdo, Brasil e Austrdlia) terdo em 2010 as
maiores safras, devido a elevacdo dos precos globais do produto. A China, com uma
producdo de 7,62 milhfes de t, € o maior produtor e importador de algoddo, e também o
principal fabricante téxtil.

Outro destague do Brasil se deve a produtividade obtida ndo s6 na regido dos
Cerrados, mas em todo o territério no qual o algoddo € cultivado, com valores superiores a
1.300 kg/ha de pluma, os maiores do mundo em condic¢des de sequeiro (ABRAPA, 2010;
CONARB, 2010).

A produgdo brasileira deve continuar crescendo gradativamente, uma vez que a
industriatéxtil de todo o mundo vem demandando maiores quantidades de matéria-prima a

cada ano. A utilizacdo de tecnologia de ponta permite a obtencdo de maiores niveis de
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produtividade e a melhora na qualidade da pluma, o que é fundamental na comercializacdo
do produto. Nos préximos anos, com a incorporacdo de novas tecnologias no processo
produtivo, 0 custo da producdo tende a reduzir, o que da ao produto um valor mais
competitivo. Ao contrario dos demais paises, o Brasil € o Unico do mundo que tem
condicdes de aumentar a producdo, pois ainda dispde de recursos naturais a serem
empregados no processo produtivo (CONAB, 2010).

Em meados da década de 80 a cultura do algodoeiro entrou em crise, que se
prolongou por quase dez anos. Essa crise se deu primeiramente devido ao impacto do
bicudo (Anthonomus grandis Boh.) nos sistemas de producdo dos pegquenos produtores do
Nordeste, porém a principal causa foi a retirada dos subsidios agricolas por parte do
governo e os baixos precos do produto (FREIRE; COSTA; ANDRADE, 1999).

A retomada da producéo de algoddo no Brasil, principalmente com o deslocamento
do eixo produtor do Nordeste para o Centro-Oeste, a utilizacdo de cultivares obtidas em
outras regides e as novas condicbes ambientais, levou ao agravamento de problemas
fitossanitérios (CIA et a. 2002).

Dentre os fatores que limitam o rendimento do algodoeiro, destacam-se as doencas,
gue causam cerca de 20% de danos (GONDIM; BELOT; MICHEL, 1996). Na literatura
sdo relatados muitos patdgenos na cultura do algodoeiro, dos quais 90% sdo fungos, além
de 16 virus, dois fitoplasmas, 10 nematodides e uma bactéria (CIA et a., 1997).

Entre as doencas, uma das mais importantes é a bacteriose também chamada de
mancha-angular ou crestamento bacteriano, causada por Xanthomonas citri subsp.
malvacearum (ex Smith) Schaad et al. (Xcm), que ocorre de forma generalizada em todas
as regies produtoras no mundo, causando sintomas em toda a planta. E uma doenca de
importancia econdbmica para o Brasil e a severidade depende de fatores climéticos e da

cultivar (ZANDONA et al., 2005).
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A manchaangular do algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) causada por
Xanthomonas citri subsp. malvacearum (ex Smith) Schaad et al. (Xcm) € uma das doencas
mais importantes para essa cultura no mundo (BAY LES; VERHALEN, 2007). No Brasil,
o primeiro relato da doenca foi realizado por Bitancourt durante os anos de 1931 e 1932 no
Instituto Bioldgico de Sdo Paulo (BITANCOURT, 1934). Segundo Chaves Batista (1953)
ocorria em todo o Brasil sobre o algodoeiro herbaceo embora fosse assinalada em
algodoeiro arbéreo nos estados de Pernambuco e Rio Grande do Norte. A partir de 1990,
vem se tornando potencialmente destrutiva quando as condicBes ambientais séo favoraveis

(SUASSUNA et al., 2006).
2 - Mancha-angular do algodoeiro

Potencialmente, a mancha-angular é muito destrutiva. Quando as condicOes
ambientais so favoraveis a infeccéo e disseminagao do agente causal, as perdas podem ser
significativas (SUASSUNA et al., 2006). Nao ha registros na literatura de dados
consistentes sobre perdas na produtividade de algoddo brasileiro provocadas por este
agente patogénico, porém, os maiores danos provocados pela mancha-angular no
algodoeiro tém sido registrados nos estados da regido Centro-Oeste e em alguns estados da
regido Nordeste (CASSETARI NETO; MESQUITA NETO; SANTOS, 2001; CIA;
FUZATTO, 1999).

Os sintomas caracteristicos da doenca estdo presentes nas folhas mais novas e
naguelas que ainda ndo se abriram. Quando a bactéria alcanga o floema de nervuras
primérias ou secundérias de folhas mais novas, as lesdes surgem ao longo das nervuras,
abrangendo uma pequena faixa do tecido do mesofilo adjacente e estende-se ao longo dos
peciolos (Figura 1A, B e C). Em casos mais severos, ocorre coalescéncia das lesdes e
rasgadura do limbo foliar (CIA; SALGADO, 2005). Ha queda de folhas quando se segue

um periodo seco.
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Figura 1 - Sintomas da mancha-angular em folhas (A, B e C) e maga (D) do algodoeiro (Fotos:
Wirton Coutinho, CNPA)

Nos caules e ramos, podem ser observadas lesdes deprimidas, escuras e alongadas,
gue atingem vé&ios centimetros de comprimento e se estendem longitudinal e
transversalmente. Em casos de alta severidade, além do dano devido a reducdo da area
foliar € comum a infeccdo de macds (MIRANDA; SUASSUNA, 2004). Nestas as lesdes
podem ocorrer em qualquer estagio de desenvolvimento. Macas jovens afetadas podem
morrer e cair; ja nas mais desenvolvidas ha formacdo de lesdes Umidas e arredondadas
(Figura 1 D) que, posteriormente, se tornam deprimidas e de coloragcdo escura. Estas lesbes
podem atingir as fibras, e, o patégeno pode afetar as sementes e nestas sobreviver (LIMA;

ARAUJO, 2000).
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Em plantulas provenientes de sementes infectadas, os cotilédones apresentam
manchas arredondadas, lesdes de aspecto oleoso e coloragéo parda, enquanto no hipocétilo
observa-se cancro negro, que pode provocar anelamento deste 6rgéo e morte da plantula
(GONDIM; BELOT; MICHEL, 1996).

Para 0 desenvolvimento de epidemia da mancha-angular, além do plantio de
cultivares suscetiveis, alta umidade relativa (85%), presenca de vento, temperatura
atmosférica entre 30 e 36°C e a dternancia de temperaturas dtas durante o dia com
temperaturas mais amenas a hoite, favorecem a manifestacdo de sintomas até mesmo em
cultivares consideradas geneticamente mais resistentes (BRINKERHOFF, 1970; LIMA;
ARAUJO, 2000). O pat6geno penetra mais comumente no tecido vegetal através de
aberturas naturais do que por ferimentos (KLEMENT; RUDOLPH; SANDS, 1990). Solo
com alta umidade também aumenta a severidade da doenca. O molhamento foliar, neblina,
nevoeiro, agua da chuva e o orvaho intenso sao fatores importantes na disseminacéo
dentro da lavoura. As condicles favoraveis para o desenvolvimento da doenca sdo as
mesmas requeridas para a cultura do algodoeiro (KLEMENT, RUDOLPH; SANDS, 1990).

Segundo Schnathorst (1964), que estudou a disseminacdo de Xcm por sementes, 0
fato da enfermidade surgir em locais onde o algodoeiro ndo era plantado ha mais de 12
anos so podia ser explicado pela veiculacéo do patdgeno pelas sementes usadas no plantio.
Este mesmo autor observou que as sementes podiam ser contaminadas em descarogadores
onde anteriormente haviam sido beneficiados capulhos provenientes de plantas infectadas.
Desta forma, a semente do algodoeiro constitui-se na principal fonte de indculo de Xcmem
lavouras antes consideradas livres da bactéria, a qual pode ser transmitida internamente das
sementes para a plantula causando doenca e reduzindo a produtividade da lavoura. No

entanto, o cultivo continuo de algod&o contribui para o aumento do indculo inicial, jaque o
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patdgeno sobrevive de um ano para outro em restos de cultura infectados (SUASSUNA et
al., 2006).

Cia e Salgado (2005) relataram gque Xcm € muito resistente a dessecacdo, calor seco
e radiacdo solar, podendo sobreviver por varios anos no solo (até 11 anos), na semente (até
guatro anos), nas folhas, caule e capulho infectados.

O manejo da doenca deve ser implementado, sobretudo com o uso de cultivares
resistentes e sementes livres do patdgeno, sendo indicadas também medidas culturais,
como: deslintamento das sementes com acido sulfirico, rotacdo de culturas, espacamento,
adubacdo, aracdo, gradagem e “roguing” (CASSETARI NETO; MACHADO, 2000). O
anico principio ativo registrado para o controle quimico da mancha-angular do algodoeiro
€ 0 oxicloreto de cobre que apenas retarda o progresso da doenca. Quando ocorrem longos
periodos chuvosos, 0 uso deste produto € ineficiente, pois, além da chuva remové-lo das
folhas, favorece a disseminacdo da bactéria (MIRANDA; SUASSUNA, 2004). Devido aos
problemas relacionados ao controle quimico desta bacteriose, as pesquisas tém sido
direcionadas principalmente para a obtencdo de cultivares resistentes e de boa aceitacéo
comercial (ZANDONA et al., 2005).

De acordo com Suassuna et al. (2006), existem cultivares resistentes a mancha-
angular, como a BRS 269 Buriti, Delta Opal e FiberMax 966 e algumas com niveis
aceitaveis de resisténcia como BRS Sucupira e BRS Aroeira. Porém, as cultivares mais
plantadas no Brasil Delta Pine, Acala90 e ITA 90 por serem suscetiveis, vém aumentando
a incidéncia desta bacteriose nos Ultimos anos (SIQUERI, 2005). E necessario o
desenvolvimento de alternativas e novas tecnologias para 0 manejo da mancha-angular,
dentre elas, 0 uso de indutores de resisténcia

O silicio tem sido testado como indutor de resisténcia no manejo de doencas de

plantas, com resultados promissores no controle da brusone do arroz (CHANG et d.,
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2002), cercosporiose do cafeeiro e cancro da haste da soja (LIMA et a., 2009), murcha-
bacteriana do tomateiro (DANNON; WYDRA, 2004), mancha-aquosa do meloeiro
(FERREIRA, 2009), mancha-bacteriana em maracujazeiro (BRANCAGLIONE et 4.,
2009) e estria bacteriana do trigo (SILVA et al., 2010). Em algodoeiro, Ishida et al. (2007)
obtiveram reducdo dos sintomas da mancha-angular em casa de vegetacdo com uso de

silicato de potéssio.

3 - Xanthomonas citri subsp. malvacearum

Xanthomonas citri subsp. malvacearum é uma bactéria Gram negativa, aerobica e
mével por meio de um flagelo polar; células visiveis ao microscopio Optico, onde
apresentam morfologia de bastonetes retos, isolados, medindo 0,4-0,7 x 0,7-2,0 um. As
colGnias apresentam em meio Kado 523 coloragdo que varia de amarelo claro a amarelo
escuro, dependendo do isolado; sdo convexas e lisas, brilhantes e com bordos inteiros. Tem
crescimento 6timo a temperatura entre 25 e 30°C. A coloracdo amarelada € devido a
presenca de um pigmento amarelo, insolivel, denominado de xantomonadina
(BRADBURY, 1986). Dentre as caracteristicas fisiologicas e bioquimicas para descrever o
género Xanthomonas pode-se citar oxidase negativa, catalase positiva, negativa para a
producdo de indol, acetoina e urease, ndo Utiliza asparagina como Unica fonte de carbono e
nitrogénio, ndo redutora de nitrato e positiva para hidrélise do amido (HOLT et a., 1994).

Esta bactéria foi descrita inicialmente por Smith em 1901, que a denominou
Pseudomonas malvacearum. Em 1905, a sua denominagdo foi alterada por Smith para
Bacterium malvacearum e por Holland em 1920 para Bacillus malvacearum. Mais tarde,
em 1923, Bergey et al. propuseram alteracdo para Phytomonas “ malvacera’, e com a
criacdo do género Xanthomonas por Dowson em 1939, a bactéria passou a ser designada

como Xanthomonas malvacearum. Em 1978, com a criagdo da terminologia “patovar”,
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Dye prop0s a denominagdo Xanthomonas campestris pv. malvacearum (BRADBURY,
1986).

A combinacdo de dados de homologia DNA-DNA, dados fenotipicos de diferentes
grupos da espécie, andlise de carboidratos por BIOLOG e caracteristicas de patogenicidade
levaram Vauterin et al. (1995) a propor uma nova classificagdo do género Xanthomonas. A
espécie mais numerosa, X. campestris, foi dividida em 16 espécies. X. campestris, X.
arboricola, X. bromi, X. axonopodis, X. cassavae, X. codiae, X. cucurbitae, X. hortorum,
X. hyacinthi, X. melonis, X. pis, X. sacchari, X. theicola, X. translucens, X. vasicola e X.
vesicatoria. Nesta classificacdo, X. campestris pv. malvacearum foi alocada na espécie X.
axonopodis sendo denominada X. axonopodis pv. malvacearum.

Em 2005, Schaad et al. sugeriram a reclassificagdo de X. axonopodis pv.
malvacearum para X. smithii subsp. smithii, mas pouco tempo depois o0 mesmo grupo de
pesquisadores elaborou uma emenda e, seguindo as regras estabelecidas pelo Cdédigo
Internacional de Nomenclatura de Bactérias foi proposta a nomenclatura X. citri subsp.
malvacearum (SCHAAD et a., 2006). Recentemente, Ah-You et al. (2009) propuseram
gue a espécie X. citri sgja dividida em vérios patovares, incluindo X. citri pv.
malvacearum.

No presente trabalho foi mantida a denominagdo X. citri subsp. malvacearum
(Xcm), em razéo da validagdo na lista 115 do International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology (EUZEBY, 2007).

Em plantas de algodoeiro, ja foram descritas 32 racas patogénicas de Xcm, sendo
gue no Brasil ja foram identificadas sete (VERMA; SINGH, 1974; JULIATTI; POLIZEL,
2003). De acordo com Suassuna et a. (2006) a severidade da doenca varia dependendo da
cultivar em uso, havendo, portanto, ragas fisiologicas. No Brasil, até o inicio dos anos 80,

ocorriam as ragas 3, 7, 8, 10, 13, 18 e 19 dessa bactéria. Novas ragas surgem rapidamente
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qguando cultivares de algodoeiros com um Unico gene de resisténcia sGo expostos a
epidemias da doenca. As diferencas de viruléncia entre as racas de Xcm podem ser
explicadas pela variagdo na quantidade e qualidade da camada de exopolissacarideo

(ZACHOWSKI; EBRAHIMNESBAT; RUDOLPH, 1989).
4 - Variabilidade em bactérias fitopatogénicas

Um dos aspectos mais dinamicos e significativos da biologia € que as
caracteristicas dos individuos dentro de uma espécie ndo sdo fixas, ou sgja, ndo sao
idénticas e sim variaveis de um individuo para o outro (AGRIOS, 2005). Os
microrganismos tém que se adaptar a uma série de variagcbes ambientais como mudancas
na nutricdo, pH, temperatura e relagdo com o oxigénio, dentre outros fatores, para
conseguir sobreviver. A habilidade de se adaptar a varidveis ambientais, tanto
separadamente quanto em conjunto, € funcdo da diversidade genética, mas é refletida
fisiologicamente (CALDWELL, 2000).

Variaghes genotipicas ocorrem em razéo da transferéncia de material genético de
um individuo para outro por diferentes processos (ROMEIRO, 2005). Os principais
mecanismos geradores de variabilidade em bactérias incluem os processos de mutacdo
somédtica, conjugagdo, transformagdo, transducdo e heranca extracromossomica
(plasmidios) (AZEVEDO; MARIANO; MICHEREFF, 2000). A alta plasticidade genética
e 0 grau de dependéncia em relacdo aos fatores ambientais fazem com que fitopatdgenos
estejam mais sujeitos a variagdes genotipicas e fenotipicas do que os vegetais superiores
(COSTA; MARIANO; MICHEREFF, 2001). Isso leva ao surgimento de populages com
diversos niveis de variabilidade. O conhecimento da variabilidade de um fitopat6geno
auxilia no entendimento da evolucdo da espécie, naformacdo de novas espécies e ragas, no
desenvolvimento de métodos eficientes e rapidos de diagnose de doenca, na deteccdo de

patdgenos em sementes, e, principalmente, na escolha das estratégias de manejo (COSTA;
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MARIANO; MICHEREFF, 2001) e tem relevancia em trabalhos de melhoramento para
criagdo de novas cultivares com resisténcia a doencas (ROMEIRO, 1988).

No estudo de populacbes de fitopatdbgenos os tipos de variabilidade mais
freqlientemente pesquisadas sdo caracteristicas patogénicas, bioquimicas e moleculares,
sensibilidade a clpricos e antibiéticos e adaptacdo a diferentes genétipos do hospedeiro
(BROWN, 1998).

A aplicacdo de cUpricos e antibiéticos €, na maioria das situaces, a principal
estratégia utilizada para o controle de bacterioses de plantas. No entanto, um dos grandes
problemas na utilizacgo do controle quimico é a ocorréncia natural de isolados bacterianos
resistentes, mesmo se nunca expostos anteriormente a antibidticos (ROMEIRO; VIEIRA
JUNIOR, 2005), bem como o surgimento de populagBes resistentes devido a0 uso
continuado dos mesmos (LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997; ROMEIRO, 2005). Desta
forma, quando varios isolados de uma mesma bactéria fitopatogénica sdo testados para
sensibilidade a um conjunto fixo de antibidticos, ha tendéncia de se tracar um perfil
caracteristico da espécie em relacdo a sensibilidade (ROMEIRO et a., 1993). De maneira
semelhante, a sensibilidade a fungicidas pode ser utilizada para caracterizar populagdes de
microrganismos (SILVA NETO et al., 2003).

Por sua vez, diferentes técnicas baseadas na andlise do DNA possibilitam detectar
essa diversidade genética, permitindo a diferenciacdo entre espécies e isolados de
patdgenos e deteccdo em uma dada amostra (LOUWS et al., 1994), além da capacidade de
produzirem fingerprints que revelam a variabilidade intraespecifica do patégeno
(VERSALOVIC; KOEUTH; LUPSKI, 1991).

Varios métodos moleculares tém sido utilizados para caracterizar a diversidade e
detectar fitopatdgenos. A presenca de sequéncias repetitivas de DNA é comum no genoma

de procariotos e eucariotos. Em bactérias, a observacdo da ocorréncia de trés familias de
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sequéncias repetitivas intergénicas, conhecidas como elementos REP (repetitive extragenic
palindromic), ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus) e BOX, propiciaram
0 desenvolvimento de protocolos baseados na producéo de perfis de DNA repetitivos no
genoma por meio de PCR (Polymerase Chain Reaction), referido como rep-PCR, no qual
primers sd0 desenvolvidos para amplificar a regido intergénica do DNA entre duas
sequéncias repetitivas adjacentes (LOUWS; RADEMAKER; BRUIJIN, 1999). Dessa
forma, os fragmentos amplificados sGo separados por eletroforese em gel de agarose,
gerando perfis especificos. Além disso, nem o conhecimento prévio da estrutura gendmica
de uma determinada espécie e nem uma selecdo inicial de primers sdo necessarios
(LOUWS et al., 1994).

O uso derep-PCR tem sido Util paraidentificacéo e diferenciacdo de isolados e para
avaliacdo da diversidade genética de bactérias como Xanthomonas spp. € Pseudomonas
spp. (LOUWS et al., 1994). A andlise da sequéncia 16S rDNA mostra variabilidade
limitada e ndo tem resolucdo suficiente para diferenciacdo de todas as espécies. Em
contrapartida, a alta correlagéo entre estudos de homologia DNA-DNA, rep-PCR e AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism) sugere que estes métodos podem ser
considerados como ferramentas na sistemética bacteriana (RADEMAKER et a., 2000).

Conhecimentos sobre a estrutura populacional de Xcm podem contribuir para o
desenvolvimento de um programa de melhoramento vegeta eficiente na obtencdo de
cultivares resistente a esta doenca, haja vista, que sua principal medida de controle é a
resisténecia varietal (SUASSUNA et al., 2006).

Abdo-Hasan et al. (2008) realizaram caracterizacdo molecular de ragas de Xcm que
ocorrem na Siria. O estudo foi realizado com 40 isolados de Xcm, selecionados de uma
populagdo de 200, os quais foram testados contra dez cultivares diferenciadoras de

algodoeiro. Desse total, nove eram ragas definidas as quais foram usadas para detectar
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diversidade genética, pelas técnicas de ISSR — PCR e RAPD. Concluiu-se que ambas as
técnicas revelaram alto grau de polimorfismo entre as racas estudadas, e que a analise do
DNA genbmico utilizando marcadores RAPD e ISSR é um método de tipagem adequado
para ambas as técnicas, por ser rgpido sensivel e confiavel na determinacdo de relactes
genéticas entre isolados de Xcm.

Huang et al. (2008) encontraram um isolado altamente virulento, reportado
possivelmente como uma nova raca de Xcm, infectando todas as cultivares comerciais de
algodoeiro, inclusive uma cultivar resistente, embora os sintomas produzidos diferissem
completamente daqueles associados a mancha-angular. Estudos baseados em rep-PCR e
DNA fingerprinting confirmaram esse isolado como Xcm.

Nunes et a. (2009) estudando a variabilidade genética entre 61 isolados de Xcm,
provenientes de diversas cultivares e regibes do Brasil, através de RAPD, rep-PCR e
andlise da regido espacadora 16S-23S rDNA, observaram através de um dendrograma
congtruido com os dados combinados de ERIC e REP baixo nivel de polimorfismo
(<30%). Foi possivel detectar aproximadamente 85% de similaridade, com dois principais
grupos de Xcm. O primeiro grupo foi formado pela maioria dos isolados provenientes do

Mato Grosso e Goias, enquanto que, 0 segundo foi obtido por isolados de Sao Paulo.
5 - Mecanismos de defesa das plantas

As plantas em ambiente natural s80 constantemente desafiadas por um grande
nimero de agentes fitopatogénicos potenciais, principaimente fungos, bactérias e
nematoides. Os fatores determinantes da resisténcia de plantas a fitopatdgenos estéo
relacionados a um grande arsenal de mecanismos de defesa congtitutiva e induzida
(ODJAKOVA; HADJIVANOVA, 2001). As defesas constitutivas (pré-formadas) tipicas
gue sdo as barreiras estruturais (ceras, cutinas, suberina, lignina, compostos fendlicos,

celulose, calose e proteinas da parede celular) que sdo rapidamente reforcadas no processo
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de infeccdo; e também as quimicas. Assim, as plantas possuem diferentes mecanismos
estruturais e bioguimicos de defesa que podem contribuir para resisténcia. Esses
mecanismos de resisténcia sdo geneticamente determinados e a efetividade mostra-se
dependente da expressdo dos mesmos no momento certo, em magnitude adequada e em
uma sequiéncia logica, apds o contato do agente estressante com o vegetal. A possibilidade
de ativacdo dos genes responsaveis por esses mecanismos de resisténcia, sob condigcdes
especiais, torna as plantas mais resistentes apos patdgenos e aos estresses ambientais,
abrindo portas para estudos envolvendo o fendmeno da inducdo de resisténcia em plantas
(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000).

A inducéo de defesas das plantas pode ocorrer a partir da elicitacdo por compostos
biéticos presentes em: extratos de plantas (STANGARLIN, et al., 1999), preparactes de
leveduras (STADNIK; BUCHENAUER, 2000), exopolisacarideos bacterianos (BACH;
BARROS; KIMATI, 2003), rizobactérias promotoras de crescimento (VISWANATHAN;
SAMIY APPAN, 2002), fungos promotores de crescimento (MADI; KATAN, 1998), e
ainda racas ndo virulentas do patégeno (MONOT et al. 2002), além do proprio patégeno
inativado pelo calor (BACH; BARROS; KIMATI, 2003). Pode-se ainda utilizar elicitores
abioticos quimicos ou fisicos, como silicio (Si) (CHERIF; ASSELIN; BELANGER, 1994),
&cido sdlicilico (AS) (CIPOLLINI, 2002), cloreto férrico, fosfato de potéssio dibésico
(BECOT et a., 2000), acibenzolar-Smetil (ASM) e &cido 2,6-dicloroisonicotinico (INA)
(BESSER ¢ al., 2000), fosfato de potassio monobasico (REUVENI et a., 2000), &cido
jasmonico (AJ) (CIPOLLINI, 2002) ou luz em comprimentos de onda especificos
(KHANAM et ., 2005).

As plantas possuem respostas de defesa ativa que podem ser induzidas por todas as
classes de patdgenos vegetais e por moléculas eliciadoras tanto do préprio hospedeiro

como do patdgeno. A resposta induzida envolve mecanismos como: (a) a explosdo
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oxidativa, quando ocorre aumento rgpido e transitorio de espécies reativas de oxigénio; (b)
resposta hipersensitiva (HR), caracterizada por morte celular répida e localizada no sitio de
infeccdo; (c) acumulo de metabdlitos secundarios, por exemplo, de fitoaexinas; (d)
producdo de moléculas sinalizadoras tais como acido salicilico, acido jasménico e etileno;
(e) inducéo de enzimas hidroliticas; (f) deposicdo de lignina parareforcar a parede celular;
(g) formacdo de papila; e (g) biossintese de proteinas relacionadas a patogénese (PR-
proteinas) (JEANDET et al., 2002; VAN LOON; PIETERSE, 2006; BERGER SINHA,
ROITSCH, 2007; COLLINGE, 2009).

Na explosdo oxidativa, 0 excesso de producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), tais como perdxido de hidrogénio (H20), ion superdxido (O2) e radicais
hidroxilas (-OH), constitui-se num importante mecanismo de defesa vegetal (TORRES;
JONES, DANGL, 2006). De fato, quando atacadas por patégenos, plantas ativam uma
série de mecanismos que inclui o rapido acimulo dessas espécies reativas de oxigénio. As
EROs podem funcionar na defesa vegetal por agdo toxica direta contra o patdgeno,
formacdo de lignina, producéo de fitoalexinas e reagdo hipersensitiva, que restringe o
desenvolvimento do patégeno (HAMMERSCHIMIDT, 2005, TOMANKOVA et al.,
2006). Quando em excesso, as EROs podem levar a oxidagdo de proteinas, &cidos graxos
insaturados e DNA, causando danos celulares e eventual morte da célula vegetal
(HALLIWELL, 2006). Para evitar tais danos, as plantas possuem eficientes sistemas
antioxidantes ndo enziméticos (carotendides e ascorbato) e enzimaticos. Participando do
sistema enzimatico, estao as enzimas dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase do ascorbato (APX), além de outras.

As dismutases de superdxido (SOD) sdo metaloenzimas que catalisam a formacéo
de peréxido de hidrogénio a partir do ion superoxido, constituindo a primeira linha de

defesa celular contra as EROs. O excesso de perdxido de hidrogénio deverd ser também



30
rapidamente eliminado das células (BIAN; JAN, 2009). Em plantas, as SODs sdo
encontradas principalmente nos cloroplastos, mitocondrias, citosol e peroxissomos, sob
diferentes isoformas.

As peroxidases (POX) estéo presentes em todos os compartimentos celulares e
catalisam a transferéncia de elétrons de H,0, usando diferentes substratos reduzidos como
doadores. As peroxidases de plantas aumentam em resposta a varios estresses biéticos e
abidticos, participam no catabolismo de auxinas e em processos de sintese de parede
celular como a oxidagdo de fendis, suberizagdo e lignificagdo em plantas hospedeiras
durante a reacdo de defesa contra patégenos (SYROS et al., 2004). O aumento de
peroxidases tem sido correlacionado com mecanismos de resisténcia em um grande
nimero de interagdes plantas-microrganismos (MOHAMMADI; KAZEMI, 2002).

Outra classe de proteinas envolvidas com a defesa vegetal sdo as PR-proteinas.
Estas proteinas estéo ausentes ou presentes em peguenas quantidades em plantas sadias,
mas se acumulam em grandes quantidades apds reconhecimento, pela planta, da presenca
de um agressor (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006; FERREIRA et al., 2007). Dentre as
PR-proteinas, as peroxidases de fendis estdo associadas com processos ligados ao reforco
da parede celular, tais como oxidacdo de fendis e lignificacdo de células vegetais
hospedeiras durante a reagdo de defesa contra agentes patogénicos (ALMAGRO et 4.,
2009). Restricdo a infeccdo por patdgenos tem sido correlacionada com o aumento da
atividade de POX por varios pesquisadores (BAYSAL; TURGUT; MAO, 2005; YAO;
TIAN, 2005; FERNANDES et al., 2006).

As PR-proteinas 3-1,3-glucanases e quitinases, sdo consideradas proteinas
genuinamente antifingicas (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006). Ha evidéncias de que
estas enzimas exercem, no minimo, duas fungdes no controle de doencas. Sao capazes de

catalisar a degradacdo da parede celular de fitopatdgenos, compostas por 3-1,3-glucanos e
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quitina, e de liberarem oligossacarideos biologicamente ativos (elicitores), capazes de
regular o estado de imunizagdo da planta (AMBORABE et al., 2008; CAVALCANTI et
al., 2008). Varios trabalhos correlacionam o aumento da expressdo destas enzimas com
mecanismos de defesa vegetal (CAVALCANTI et al., 2007; RESENDE &t al., 2007).

A via dos fenilpropandides € uma das mais importantes vias do metabolismo
secundério vegetal que produz uma variedade de compostos fendlicos relacionados a
defesa. A fenilalanina aménia liase (FAL) é a enzima chave do metabolismo de
fenilpropandides. Catalisa a formagdo do &cido trans-cindmico, precursor de varios
compostos de defesa das plantas (WEN et al., 2005). Vé&rios trabalhos relacionam a
inducdo dessa enzima e aumento da defesa vegetal (YAO; TIAN, 2005; BAYSAL,;
TURGUT; MAO, 2005; BARRETO et a., 2007).

De maneira geral, uma resposta de defesa apropriada das plantas vem da percepcéo
de sinais extracelulares e transducdo entre as células vegetais. Especificamente para
interacdo plantas e patdgenos, esses sdo ainda fenbmenos poucos compreendidos e sua
elucidacdo representa uma importante tarefa da fitopatologia (NIMCHUK et al., 2001). O
conhecimento do comportamento das enzimas antioxidativas e das PR-proteinas
envolvidas com os mecanismos de defesa gjudam a entender como as plantas reagem

frente ao ataque de agressores.
6 - Aspectos gerais do silicio e sua acdo nas plantas

O silicio (Si) é um elemento com propriedades fisicas e elétricas de um semi-metal,
desempenhando, no reino mineral, um papel cuja importancia pode ser comparavel ao do
carbono nos reinos vegetal e animal. E o segundo elemento mais abundante na crosta
terrestre, superado apenas pelo oxigénio. Esse elemento ainda ndo foi considerado como

nutriente para as plantas, porque a sua funcdo ainda néo foi esclarecida (EPSTEIN, 1999).
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O silicio é encontrado apenas em formas combinadas, como a silica e minerais
silicatados. Os silicatos sd0 sais nos quais a silica é combinada com oxigénio e outros
elementos como Al, Ca, Mg, Na, K e Fe em mais de 95% das rochas terrestres, meteoritos,
em todas as &guas e na atmosfera na forma de p6 silicoso vegetal e animal (SAVANT;
DATNOFF; SNYDER, 1997).

Um ndmero grande de materiais tem sido utilizado como fonte de Si para as
plantas. escorias de siderurgia, wollastonita, subprodutos da producdo de fdsforo
elementar, silicato de calcio, silicato de sodio, cimento, termofosfato, silicato de magnésio
(serpentinito) e silicato de potassio. A wollastonita € um silicato de célcio muito
empregado como fonte de Si em experimentagdo (KORNDORFER; PEREIRA;
CAMARGO, 2003).

Os silicatos tém no solo, comportamento similar a0 dos carbonatos de calcio e
magnésio, sendo capazes de elevar o pH, neutralizar o Al trocavel e estdo associados ainda
a0 aumento da disponibilidade de Si soluvel e dos teores de Ca e Mg trocaveis, o que
promove maior saturagao por bases e menor saturacao por Al (EPSTEIN,1999; SAVANT
et al., 1999).

Existe grande diversidade de fontes de Si usadas na agricultura, porém as
normalmente pesquisadas sdo os silicato de célcio, metassilicatos de sddio e potassio, além
do é&cido silicico, com efeitos semelhantes (BELANGER et al., 1995). Além dos produtos
especialmente desenvolvidos para aplicacdes foliares, termofosfatos e diferentes escorias
industriais sdo aplicadas a0 solo e adicionam significativas quantidades de silicio,
juntamente com outros nutrientes (LIMA FILHO; LIMA; TSAI, 1999).

Apesar do Si ndo ser considerado um nutriente essencial paraa maioria das plantas,
possui efeito reconhecido em muitas delas e o potencial benéfico tem sido extensivamente

estudado. O papel do Si nas plantas € reconhecido por aliviar os estresses hidticos e
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abidticos, sendo este mecanismo traduzido na protecdo contra estresses. Este € 0 Unico
elemento mineral que confere resisténcia as plantas e a mlltiplos fatores de estresse
(EPSTEIN, 1999) e, também, é considerado o Unico elemento que ndo causa danos as
plantas quando acumulado em excesso.

Na planta, o Si concentra-se nos tecidos de suporte, do caule e nas folhas, podendo
ser encontrado em pequenas quantidades nos gréos. Em geral, o conteido médio de Si das
raizes é menor se comparado com o caule e folhas. JA em alguns casos, como por exemplo,
asoja, o teor de Si naraiz € maior do que nas folhas (OLIVEIRA; CASTRO, 2002).

Com relacdo a0 acumulo de Si, as plantas podem ser classificadas como
acumuladoras e ndo-acumuladoras. Em geral, sdo consideradas plantas acumuladoras de
Si, aguelas que possuem teor foliar acima de 1%, e as ndo acumuladoras sdo plantas com
teor foliar de Si menor que 0,5% (MA; MIYAKE; TAKAHASHI, 2001). 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 producdo vegetal através de vérias agles indiretas, como 0 aumento no
teor de clorofila; maior massa foliar (fresca e seca) especifica; atraso na senescéncia;
decréscimo na suscetibilidade a0 acamamento; maior rigidez estrutural dos tecidos;
protecdo contra estresses bidticos e abidticos, como a redugdo da toxidez de Al, Mn, Fe,
Cd, B e Na; interagdes positivas com fertilizantes nitrogenados, fosfatados e potéssicos,
aumento na protecdo contra herbivoros, incluindo os insetos fit6fagos e principalmente,
diminuicdo na incidéncia de indmeros fungos patogénicos (EPSTEIN, 1994;
MARSCHNER, 1995; DATNOFF; DEREN; SNYDER, 1997).

Muitas plantas de culturas importantes sdo reconhecidas como ndo acumuladoras e
S30 incapazes de transportar Si através das raizes, mesmo quando a concentracdo deste

elemento no solo é alta e, portanto falham em acumular grandes quantidades de Si na parte
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aérea. Nessas plantas 0 Si desempenharia um papel indireto agindo sobre enzimas
degradadoras de espécies reativas de oxigénio, e também enzimas degradadoras de parede
celular de patdégenos (DATNOFF; SEEBOLD; CORREA, 2001).

Em arroz, postula-se a essencialidade agrondmica do Si, em vista dos diversos
beneficios advindos com a nutricdo deste elemento. Estes beneficios incluem o aumento no
crescimento e na producao, interagcGes positivas com fertilizantes nitrogenados, fosfatados
e potassicos, aumento na resisténcia a estresses bidticos (doencas e pragas) e abibticos
(seca, sdlinidade, acamamento) e aumento na produtividade em solos probleméaticos, como
0s solos organicos e solos acidos com niveis toxicos de Al, Fe e Mn (SAVANT et a.,
1997). Em plantas de arroz, a suplementacdo de Si proporcionou um aumento na producéo
e na massa individual das sementes, diminuicdo da esterilidade e do teor de Mn e maior
taxa fotossintética (MATOH; MURATA, TAKAHASHI, 1991; PERSHIN; PERSHINA;
EGORINA, 1995). Em pepineiros, Adatia e Besford (1986) observaram varios efeitos
devido & adicso de Si (100 mg kg™) & solucdo nutritiva hidropdnica, 0 aumento no teor de
clorofila, maior massa foliar (fresca e seca) especifica, atraso na senescéncia e aumento da
rigidez das folhas maduras, as quais mantinham-se mais horizontais. A melhor arquitetura
foliar permite maior penetracdo de luz solar, maior absor¢éo de CO, e diminuicdo da
transpiracdo excessiva, 0 que permite o incremento da taxa fotossintética (MA;
YAMAJIN, 2006).

Em algodoeiro, a concentragdo de Si na fibra aumenta durante a fase de
alongamento, alcancando um valor maximo no inicio da formacéo da parede secundaria,
sugerindo que o elemento possa ter um papel na formagcdo e alongamento da fibra e,
possivelmente, no desenvolvimento desta parede. Pesquisas indicam, que a adubagdo com
Si via solo também pode promover crescimento mais rapido do algodoeiro. Além disso,

pode aumentar o nimero total de capulhos e ramos frutiferos, tamanho de capulhos e
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porcentagem de fibra (LIMA FILHO, 2001). Boylston et al. (1990) mencionaram gque esse
elemento foi importante para o aumento da resisténcia das fibras de algoddo ao formar
complexos com a pectinae acalose.

Ferreira (2008) estudando os efeitos do metassilicato de sddio (NaSiOs) via
solucdo nutritiva em casa de vegetacdo, através de andlises bioquimicas, qualidade de fibra
e produtividade do algodoeiro, observou que os teores de Si na planta, raiz e folha
cresceram com 0 aumento das doses utilizadas; que o Si promoveu maior resisténcia ao
estresse hidrico, maior vigor e tolerancia a doencas; houve uma diminuicdo da deposicédo
de aclcar na fibra, indicando uma diminuicdo da preferéncia do pulgdo Aphis gossypii
Glover (1877). Foi constatado aumento na quantidade de fotossintese realizada pela
cultura, assim como a diminui¢do na perda de agua através da transpiracdo. A atividade da
catalase foi acelerada e correlacionada com aumento dos teores de proteina e as doses de Si

durante as 11 semanas avaliadas.
6.1 - O slicio na ativacéo dos mecanismos de defesa vegetal

A descobertado Si como um composto capaz de minimizar os sintomas de doencas
em plantas desperta o interesse pelo uso no controle. Aliado a este fato 0 Si parece néo
influenciar diretamente os patdgenos, ndo sendo considerado um fungicida € ou
bactericida, portanto ndo causa pressao de selecdo a 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 0 aumento do grau de supressdo a
patdgenos, podendo aumentar significativamente a producéo e a qualidade do produto
final, 0o que torna seu uso viavel do ponto de vista técnico e ecolégico (MARTINATI,
2008)

As propriedades de ativadores de resisténcia sistémica adquirida e da resisténcia

estimulada pelo Si foram comparadas por Fawe et al. (2001), ficando evidente a
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semelhanca entre os efeitos da aplicagéo do Si e do uso de indutores de resisténcia na
inducdo de reacdes de defesa em plantas. Fawe et al. (1998) relatam que o papel protetor
do Si pode ser semelhante em mono e dicotiledéneas, sendo que nestas Ultimas o modo de
acao do Si na resisténcia ainda ndo foi bem esclarecido, embora sugira classificar o S
como mediador de resposta de defesa similar ao daresisténcia sistémica adquirida.

Ha evidéncias de que o envolvimento dos silicatos na inducdo de resisténcia pode
ocorrer pela participagdo do proprio Si, fortificando estruturas da parede celular, com
aumento da lignificagdo, tornando-as menos acessiveis as enzimas de degradacdo; ativacdo
de mecanismos especificos de defesa como a producdo de fitoalexinas (MENZIES et al.,
1991; FAWE et al., 2001); e a sintese de proteinas relacionadas a patogénese (CHERIF;
ASSELIN; BELANGER, 1994).

Os estudos de Si no controle de doengas tiveram inicio com monocotiledéneas, pois
estas absorvem grandes quantidades deste elemento. As doencas do arroz, por exemplo,
sd0 as mais eficientemente controladas pelo suprimento de Si as plantas. Porém, o interesse
pelo estudo em patossistemas envolvendo dicotiledoneas surgiu na segunda metade do
séeulo passado, centralizando-se principalmente nos estudos com oidios (BELANGER et
al., 1995; DATNOFF et al., 1997). Em videira e pepineiro, dicotileddneas ndo-acumuladoras
de Si, observou-se 0 acimulo de Si na superficie das folhas pulverizadas, impedindo o
crescimento das hifas de Uncinula necator Schwein e Sphaerotheca fuliginea Schlecht et
Fr, respectivamente (SAMUELS et a., 1991, BOWER; MENZIES; EHRET, 1992).
Outros trabalhos atribuem a reducéo da intensidade da doenca a mecanismos de inducéo de
resisténcia, como observado em plantas de pepino inoculadas com S. fuliginea e Pythium
spp. (Swartz.) onde houve a producdo de compostos fendlicos, quitinases, peroxidases e

polifenoloxidases em plantas suplementadas com 100 mg Kg™ de Si na forma de silicato
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de potéssio, em solucgo nutritiva (CHERIF; ASSELIN; BELANGER, 1994; FAWE et al.,
1998).

Pereira et a. (2009) estudaram o efeito da aplicacéo foliar de silicato de potassio
(K2SiOs) (pH 10,5), K2SiO; (pH 5,5) e acibenzolar-S-metil (ASM) na severidade da
ferrugem da soja e na potencializacdo da atividade de quitinases, f-1,3-glucanases,
peroxidases, polifenoloxidases, lipoxigenases e fenilalanina amdnia-liases. Foi constatado
gue houve uma menor severidade da doenca para os tratamentos (K,SiOz) independente do
pH e do ASM, no entanto, as atividades enzimaticas ndo foram potencializadas.

Moraes et a. (2009) observaram areducdo da incidéncia e severidade da antracnose
do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) com a utilizacdo de silicato de célcio e sulfato de
cobre, respectivamente. Esses tratamentos causaram decréscimos nos teores de K, Mg, S,
Zn e Ca e aumento no teor de Si.

Existem poucos estudos relacionados a0 uso de Si no controle de doengas
bacterianas menos ainda com plantas ndo acumuladoras. Dannon e Wydra (2004)
verificaram que a incidéncia de murcha causada por Ralstonia solanaceaurum (Smith)
Yabuuchi et al. em plantas de tomateiro (Solanum lycopersicon L.), tanto suscetiveis
guanto moderadamente resistentes, foi significativamente reduzida com adicdo de Si na
solucdo nutritiva. CorrelacBes negativas entre o contelido de Si na raiz e o nUmero de
bactérias na parte mediana do caule sugeriram que houve inducéo de resisténcia. Este foi o
primeiro relato do efeito de Si em uma doenca bacteriana e em uma planta néo-
acumuladora. Diogo e Wydra (2007) testando diferentes genétipos de tomateiro,
observaram que a incidéncia da murcha-bacteriana em genétipos moderadamente resistente
(King Kong 2) e resistente (Hawaii 7998), tratados com silicato de potéssio foi reduzida

em 38,1% e 100%, respectivamente. Anélises imuno-histoquimicas sugeriram uma inducéo
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de resisténcia basal em nivel de parede celular apbs tratamento com Si envolvendo
mudancas na estrutura de polissacarideos pécticos.

Brancaglione et a. (2009) avaliaram o efeito da argila silicatada in vitro e em
aplicagOes foliares de modo preventivo e curativo em mudas de maracujazeiro-amarelo
(Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.) e observaram que a argila em diferentes doses
inibiu a bactéria X. axonopodis pv. passiflorae (Pereira) Dye in vitro e 0s sintomas da
doenca no tratamento curativo.

Cazorla et a. (2006) ndo verificaram efeito isolado da aplicacdo do Si no controle
da necrose apical bacteriana da mangueira (Mangifera indica L.) causada por
Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall. No entanto, Martinati et al. (2007)
constataram efeito positivo da aplicacdo ao solo de solucfes de metassilicato de sddio na
reducdo de sintomas da bacteriose causada pela Xylella fastidiosa subsp. paauca Schaad et
al. em plantas de fumo (Nicotiana tabacumL.).

Em casa de vegetacdo, Ferreira (2009) testou diferentes doses de silicato de cécio
aplicadas a0 solo para controle da mancha-aquosa do meloeiro, causada pela bactéria
Acidovorax citrulli (Schaad et al.) Schaad et al. Foi constatado que 3,0 g de SiO; Kg™ de
solo promoveu alteracbes significativas nos atributos quimicos do solo, na nutricdo e
desenvolvimento da planta, reduziu significativamente a incidéncia, o indice de doencae a
area abaixo da curva de progresso da doenca e aumentou o periodo de incubacdo. Com
relacéo as atividades enziméticas, apenas algumas isoformas da SOD foram induzidas.

Tendo em vista a crescente importancia da mancha-angular do algodoeiro para as
&eas produtoras, principalmente na Regido do Cerrado Brasileiro e a caréncia de
conhecimentos béasicos que déem suporte a0 controle dessa doenca, 0 presente trabalho

teve como objetivos. estudar a variabilidade de isolados de Xcm com base em
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caracteristicas biogquimicas, fisiolégicas e moleculares, e determinar o efeito do Si no

controle dessa doenca quais mecanismos estariam envolvidos na inducéo de resisténcia.
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CHARACTERIZATION OF Xanthomonas citri subsp. malvacearum, CAUSAL

AGENT OF COTTON BLIGHT IN BRAZIL

SUMMARY:: The variability of a population formed by 100 Xanthomonas citri subsp.
malvacearum (Xcm) strains obtained from plants showing typical symptoms of bacterial
blightat commercial cotton fields in the states of Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul
and Bahia, Brazil, was analyzed based upon genetic and phenotypic characteristics. The
enzymes amylase, lipase, cellulase and the polysaccharide levan were produced by all Xcm
strains while the caseinase was only produced by 20 strains. All strains induced
hipersensitivity reaction in tomato leaves. The 100 strains were sensitive to copper
oxychloride (1500 mg I™), copper hydroxide (1614 mg 1), oxytetracycline (600 mg I ™),
oxytetracycline (90 mg I™%) + tribasic copper sulfate (1500 mg I') and oxytetracycline (76,6
mg ) + streptomycin sulfate (367,2 mg 1), but resistant to kasugamycin (60 mg I ™).
Among the eighteen tested antibiotics the bacterial strains presented variable reaction in
relation to: nalidixic acid, amoxicillin, azithromycin, bacitracin, eritromicin, kanamycin,
pefloxacin, tobramycin e vancomycin. The cluster analysis of the rep-PCR combined data
showed the formation of five groups at 70% similarity level. Group | contained 98 strains,
including the reference strain Xcm IBSBF1733, group Il contained only two strains from
Bahia and the other three groups included strains of X. citri pv. anacardii, X. citri pv.
mangiferaeindicae and X. axonopodis pv. spondiaeused for comparison. None of the rep-
PCR primers was able to separate strains in relation to cotton cultivar or state of origin.
Thus based on the analyzed characteristics we conclude that this population presents low
genetic and phenotypic variability.

Key words: variability, antibiotics, copper based products, enzymes, Gossypium hirsutum,

rep-PCR.
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SUMARIO: A variabilidade de uma populagio de 100 isolados de Xanthomonas citri
subsp. malvacearum (Xcm), oriundos de plantas com sintomas tipicos de mancha-angular
em &reas produtoras de algodoeiro dos estados de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul
e Bahia, Brasil, foi analisada com base em caracteristicas fenotipicas e genéticas. As
enzimas amilase, lipase e celulase e o polissacarideo levana foram produzidos por todos os
isolados de Xcm, enquanto a caseinase foi produzida apenas por 20 isolados. Todos os
isolados induziram reagéo de hipersensibilidade em folhas de tomateiro. Os 100 isolados
foram sensiveis a oxicloreto de cobre (1500 mg 1), hidréxido de cobre (1614 mg I™),
oxitetraciclina (600 mg |, oxitetraciclina (90 mg I™") + sulfato tribésico de cobre (1500
mg ) e oxitetraciclina (76,6 mg I™Y) + sulfato de estreptomicina (367,2 mg 1), e
resistentes a casugamicina (60 mg I™). Dentre os 18 antibiéticos testados, os isolados
bacterianos apresentaram reacdo varidvel a nove é&cido nalidixico, amoxicilina,
azitromicina, bacitracina, eritromicina, kanamicina, pefloxacina, tobramicina e
vancomicina. Rep-PCR (REP, ERIC e BOX) revelou a formagéo de cinco grupos ao nivel
de 70% de similaridade, sendo o grupo | constituido de 98 isolados, incluindo o isolado
referéncia de Xcm IBSBF1733, o grupo |1, formado apenas por dois isolados oriundos da
Bahia e os trés outros grupos por isolados de X. citri pv. anacardii, X. citri pv.
mangiferaeindicae e X. axonopodis pv. spondiae utilizados para comparacéo. N&o existiu
variagado genética entre os isolados em relacdo a cultivar de algodoeiro e local de origem.
Conclui-se que, com base nas caracteristicas analisadas, a populacdo estudada apresentou
baixa variabilidade fenotipica e genotipica.

Palavras-chave: variabilidade, antibiéticos, clpricos, enzimas, Gossypium hirsutum, rep-

PCR.
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INTRODUCAO

A manchaangular do algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) causada por
Xanthomonas citri subsp. malvacearum (ex Smith) Schaad et al. (Xcm) € uma das doencas
mais importantes para essa cultura no mundo (Bayles e Verhalen, 2007). No Brasil, o
primeiro relato da doenca foi realizado por Bitancourt durante os anos de 1931 e 1932 no
Instituto Bioldgico de Sdo Paulo (Bitancourt, 1934). Segundo Chaves Batista (1953)
ocorria em todo o Brasil sobre o algodoeiro herbaceo embora fosse assinalada em
algodoeiro arbéreo nos estados de Pernambuco e Rio Grande do Norte. A partir de 1990,
vem se tornando potencialmente destrutiva quando as condi¢cBes ambientais séo favoraveis
(Suassuna et al., 2006).

Os sintomas da mancha-angular caracterizam-se nas folhas como lesdes angulares
delimitadas pelas nervuras secundérias e terci&rias, inicialmente de aspecto encharcado,
tornando-se pardas posteriormente, podendo ocorrer coalescéncia e rasgadura do limbo
foliar. Nas folhas cotiledonares, as manchas sdo arredondadas com aspecto encharcado.
Em caso de alta severidade, além da reducéo da area foliar, € comum a infeccdo das magas
(Suassuna et al., 2006).

No manejo da mancha-angular, as pesquisas tém sido direcionadas principal mente
para a obtencéo de variedades resistentes (Zandona et al., 2005), sendo o conhecimento da
variabilidade do patdégeno de grande relevancia. Nao existem estudos atuais sobre as racas
existentes no Brasil, porém no mundo, ja foram descritas 32 ragas patogénicas de Xcm
(Vermaet al., 1974). Além dos estudos de ragas de Xcm, testes fisioldgicos e bioquimicos
tém sido usados para caracterizacdo e determinacé@o de variacdo fenotipica entre espécies
de Xanthomonas isoladas de vérias plantas hospedeiras, incluindo algoddo (Hayward,
1964; Abdo-Hasan et al., 2008). A diversidade genética baseada na presenca de elementos

repetitivos dispersos no genoma bacteriano (rep-PCR) também tem sido utilizada como
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importante ferramenta para mensurar a variagdo dentro de populaces de Xcm (Abdo-
Hasan et al., 2008). No Brasil, Menten et al. (2005) verificaram reacdo variavel de cinco
isolados de Xcm aos antibidticos penicilina G, clindamicina, cefaclor, cefaloting, cefixima
e neomicina, enquanto que Nunes et al. (2009) observaram alta similaridade genética entre
61 isolados de Xcm utilizando marcadores RAPD, rep-PCR e andlise da regido espacadora
16S-23SrDNA.

A variabilidade fenotipica e genética de isolados de Xcm do Brasil ainda ndo foi
suficientemente estudada, principal mente considerando a introdugdo de novas cultivares do
algodoeiro e a expansdo da cultura em novas &reas. Tendo em vista a importancia da
mancha-angular do algodoeiro para as areas produtoras, principalmente na Regido do
Cerrado e Nordeste Brasileiro, e a necessidade de conhecimentos basicos que déem suporte
ao controle dessa doenca, este trabalho objetivou estudar a variabilidade de isolados de

Xcm com base em caracteristicas fenotipicas e genotipicas.
MATERIAL E METODOS
| solamento e identificacdo do patégeno

Folhas de algodoeiro apresentando sintomas tipicos da mancha-angular foram
coletadas em 20 é&reas produtoras nos estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias
e Bahia, Brasil. Os isolamentos foram realizados em meio Kado 523 (sacarose 10 g,
extrato de levedura 4 g, caseina hidrolisada 8 g, MgSO, 0,3 g, K:HPO, 2 g e Agar 18 g 1™)
de acordo com protocolos descritos em Mariano et al. (2005).

Para identificacdo dos isolados ao nivel de género foram realizados testes de
coloracdo de Gram, crescimento anaerébico, producdo de pigmento fluorescente em meio
de King B, formag&o de colonias amarelas a 33°C em meio Y DC e produgéo de urease, de
acordo com protocolos de Schaad et al (2001) e Mariano et al. (2005). Foram ainda

realizados os testes de catalase, oxidase e crescimento a 40°C.
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Os testes de patogenicidade foram realizados em plantas de algodoeiro cv. Delta
Penta. Aos 25 dias ap6s o plantio, as plantas foram inoculadas por infiltracdo da suspensdo
bacteriana com uma seringa hipodérmica de 1 ml sem agulha, sendo realizados quatro
pontos de inoculacdo por folha. As suspensdes bacterianas foram preparadas em agua
destilada esterilizada (ADE) a partir de cultivo em meio Kado 523, por 48 horas a 30°C,
ajustando-se em fotocolorimetro para a concentragdo de 10° UFC mi™* (Ag10=0,50) e
adicionando-se Tween 20 (0,05%). As plantas foram avaliadas até 18 dias apOs a
inoculacdo e o patdgeno foi reisolado de lesdes tipicas da mancha-angular, satisfazendo os
Postulados de Koch. Subsequentemente, todos os isolados foram preservados em ADE,
fitas de papel de filtro e por liofilizagdo (Mariano et al., 2005). Trés isolados de Xcm da
Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biolégico (IBSBF1733 = NCPPB 633
isolado referéncia, IBSBF1911 e IBSBF1954) foram incluidos como padréo de

comparacao.
Producdo de enzimas e polissacarideo

Os isolados de Xcm foram testados quanto a producdo das enzimas amilase, lipase,
caseinase (Mariano et al., 2005) e celulase (Cattelan, 1999). A presenca de halo claro ao
redor das col6nias da bactéria foi indicativo positivo para producéo dessas enzimas. Como
padrdes positivos foram utilizados os isolados XccR4 de X. campestris pv. campestris, da
Colecdo de Culturas do Laboratério de Fitobacteriologia da UFRPE, Recife-PE, Brasil
(atividades amilolitica, celulolitica e lipolitica), e UNB1216 de X. campestris pv. viticola,
cedido pela Universidade de Brasilia, BrasiliaDF, Brasil (hidrolise da caseina).

Para producdo do polissacarideo levana, o crescimento bacteriano foi semeado em
meio Kado 523 suplementado com sacarose, mantido em incubadoratipo B.O.D. a30°C e

avaliado apos trés dias. O isolado IBSBF 451 de Pseudomonas syringae pv. syringae, foi
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utilizado como padrdo positivo. A producdo de colénias grandes, mucoéides e elevadas,

indicaram a producéo de levana (Mariano et al., 2005).
Reacéo de hipersensibilidade

As suspensdes dos isolados de Xcm, preparadas conforme foi descrito para o teste
de patogenicidade foram infiltradas nos espacos intercelulares da regido contida entre duas
nervuras laterais, na face dorsa de folhas expandidas de fumo e tomateiro. Apos a
infiltrac&o, as plantas foram mantidas em ambiente com baixa umidade relativa do ar. A
avaliacéo foi redizada 24 horas gpOs o0 teste, sendo a reacdo de hipersensibilidade
caracterizada por necrose e dessecamento do tecido da regido infiltrada (Mariano et al.,

2005). O isolado IBSBF1733 foi utilizado como padréo de comparagao.
Sensibilidadein vitro a cupricos de uso agricola e antibi6ticos

Foram utilizados os seguintes principios ativos e dosagens encontrados em
produtos comerciais. oxicloreto de cobre (1500 mg I™) (Fungitol Azul; Du Pont do Brasil
S.A., Brazil); hidréxido de cobre (1614 mg I™) (Kocide WDG Bioactive; Du Pont do Brasil
S.A., Brazil); oxitetraciclina (600 mg I™") (Mycoshield; Laboratérios Pfizer LTDA, Brazil);
casugamicina (60 mg 1) (Hokko Kasumin; Arysta Lifescience do Brasil | nddstria Quimica
e Agropecudria, Brasil); oxitetraciclina (90 mg I™") + sulfato tribésico de cobre (1500 mg I
) (Agrimaicin 500; Laboratdrios Pfizer LTDA, Brasil); e oxitetraciclina (76,6 mg I™) +
sulfato de estreptomicina (367,2 mg 1) (Agri-Micina PM; Laboratérios Pfizer LTDA,
Brasil). Os produtos e dosagens foram selecionados com base nas recomendacdes para
algodoeiro, culturas relacionadas ou para fitobacterioses causadas por outras especies,
subespécies ou patovares de Xanthomonas. Cada produto foi diluido em 4,5 ml de ADE,
submetido por 3 min a agitador tipo Vortex (modelo V-1, Boeco, Alemanha) e adicionado

ao meio Kado 523, o qual foi vertido em placa de Petri (15 cm de didametro). Em seguida,
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aliquotas de 5 pl das suspensdes bacterianas (10° UFC ml™) foram depositadas em oito
pontos equidistantes das placas as quais foram incubadas a 30°C por 72 h. O delineamento
experimental foi inteiramente aleatorizado e os testes foram conduzidos com quatro
repeticoes por isolado, cada repeticdo consistindo de um ponto de deposicdo. Os isolados
gue ndo cresceram em nivel confluente foram considerados sensiveis.

Foram também testados através do método de difusdo em agar (Madigan et al.,
1997), os antibidticos em discos. &cido nalidixico (30 pg); amoxicilina (10 pg);
azitromicina (15 pg); bacitracina (10 Ul); cefaclor (30 pg); cefalexina (30 pg): cefalotina
(30 ng); cefixima (5 pg); clindamicina (2 pg); eritromicina (15 ug); kanamicina (30 ug);
lincomicina (2 ug); neomicina (30 pg); oxacilina (1 pg); penicilina G (10 Ul); pefloxacina
(5 ng); tobramicina (10 ug); e vancomicina (30 ug). Aliquotas de 1 ml das suspensdes dos
isolados bacterianos foram depositadas em 99 ml de meio Kado 523 semi-sdlido vertido
sobre uma fina camada de meio agar-agua (2%), contida em placas de Petri. Apos a
solidificacdo, os discos dos antibidticos foram colocados em oito pontos equidistantes da
placa de Petri (15 cm de diametro), as quais foram incubadas a 30°C por 24 h. O
delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado, com quatro repeticoes, sendo
cada repeticdo constituida por um disco de antibidtico. A avaliacdo foi redizada pela
medi¢do do halo de inibi¢do do crescimento bacteriano, em dois sentidos diametralmente
opostos, com o auxilio de um paquimetro. Os isolados foram classificados em trés grupos,
de acordo com as reacOes de: resisténcia (halo < 14 mm), média sensibilidade (14 mm <
halo < 20 mm) e dta sensibilidade (halo > 20 mm), estabelecidos conforme Acar e

Goldstein (1986).
Analise do polimorfismo genético por rep-PCR

Para extracdo do DNA gendmico total os isolados foram cultivados em meio Kado

523 e ap0s 48 horas transferidos para tubos eppendorf contendo 567 ul de TE (pH-8,0 Tris
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HCI) e, em seguida, realizou-se a extracéo segundo o método CTAB (brometo de ambnio-
hexadeciltrimetil) (Ausubel, 1992).

Para as reagdes de rep-PCR foram utilizados os primers correspondentes as
sequéncias REP, ERIC e BOX (Louws et al., 1994). A reagdo de amplificagdo, com
volume final de 15 pl, foi compostade: 1,5 pl de tampéo 10X (500 mM KCI, 100 mM Tris
HCI, pH 8,8 a 25°C); 1,5 mM de MgCl,; 10% de DMSO; 0,4 mM de cada dNTPs; 1 uM
de cada primer (REP, ERIC e BOX-PCR); 1 U de Taq DNA Polimerase (Fermentas, Life
Sciences); 1 pl de DNA (= 40 ng); e égua ultra pura esterilizada

As amostras foram submetidas a amplificagdo em termociclador PTC-100 (MJ
Research. Inc. Watertown - USA). As temperaturas de anelamento dos primers foram
determinadas pela realizacdo de testes de gradientes. Para os primers REP, ERIC e BOX,
os reagentes foram inicialmente aquecidos a 95°C por 7 min, seguindo-se 35 ciclos de 94°C
por 1 min; 44°C por 1 min para os primers REP (REP1R-1 5'I1ICGICGICATCIGGC 3 e
REP2-1 5'ICGITTATCIGGCCTAC 3'), 52°C por 1 min para os primers ERIC (ERIC1
5 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA 3e ERIC2C 5AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC
3') €53°C por 1 min paraos primers BOXA1R (5 CTCCGGCAAGGCGACGCTGAC 3'),
para anelamento dos primers respectivamente; seguido de 65°C por 8 min para extensio da
nova fita. A reacdo foi finalizada com uma extensdo de 65°C por 15 min; seguindo-se do
resfriamento dos produtos a 4°C.

A visualizagdo dos fragmentos amplificados foi obtida em gel de agarose a 1,7% e
a corrida realizada durante 2,5 h a 60 V em tampd TBE 0,5X, utilizando-se como
marcador 100bp-DNA Ladder (GeneRuler™).

Como padrbes de comparacdo, além dos trés isolados de Xcm (IBSBF1733,

IBSBF1911 e IBSBF1954), foram utilizados os isolados de X. citri pv. anacardii (IBSBF
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2579), X. citri pv. mangiferaeindicae (IBSBF 2586) e X. axonopodis pv. spondiae (IBSBF
2885).

As andlises de rep-PCR foram realizadas a partir da conversdo da presenca de
fragmentos amplificados em dados binarios (1 = presenca e 0 = auséncia do fragmento). Os
valores gerados, pela posicdo de migracdo, para cada isolado foram comparados e suas
semelhancas estimadas pelo coeficiente de Jaccard (Rohlf, 1992). A andlise de
agrupamento gerada por UPGMA foi representada por um dendrograma (NTSY S-pc 2.0,

Software, USA) para avaliacéo da variabilidade dos isolados.
RESULTADOSE DISCUSSAO
| solamento e identificacdo do patégeno

Foram obtidos 100 isolados de Xcm de plantas de algodoeiro com sintomas tipicos
da mancha-angular, sendo 73 provenientes de &reas produtoras de Goiés, 11 de Mato
Grosso, 10 de Mato Grosso do Sul e 6 da Bahia, abrangendo sete cultivares e populagdes
segregantes (Tabela 1).

Todos os isolados foram Gram negativos, aerébicos, nao produziram pigmentos
fluorescentes em meio de King B, apresentaram coldnias amarelas em YDC a 33°C, urease
negativa, catalase positiva, oxidase negativa e ndo cresceram a 40°C. Estas caracteristicas
confirmaram a identidade desses isolados como pertencentes ao género Xanthomonas
(Schaad et al., 2001).

Quando inoculados em folhas de algodoeiro, os 100 isolados de Xcm e os isolados
IBSBF1733, IBSBF1911 e IBSBF1954 foram patogénicos a cv. Delta Penta. Os sintomas
da mancha-angular foram observados a partir de dois dias apds a inoculagdo como
manchas aquosas que progrediram para necréticas a partir dos bordos. Todos os isolados
foram preservados em ADE, fitas de papel de filtro e por liofilizagcdo, sendo depositados na

Colecdo de Culturas do Laboratorio de Fitobacteriologia da Universidade Federal Rural de
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Pernambuco (UFRPE, Recife, Pernambuco, Brasil). Cinco isolados foram depositados na

Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico, Campinas-SP, Brasil.
Producéo de enzimas e polissacarideo

As enzimas amilase, lipase e celulase foram produzidas pelos 100 isolados de Xcm
(Tabela 2). Enzimas extracelulares sdo importantes fatores de viruléncia (Huang et al.,
2008). A hidrdlise do amido também foi observada em isolados de Xcm obtidos de lotes de
sementes de algodoeiro (Balani, 2009) e a producdo de lipase (Dezordi et al., 2009) foi
mencionada para essa subespécie. Diversos fitopatdgenos sdo produtores de enzimas que
degradam o amido, principal polissacarideo de reserva nas células vegetais, em glicose,
bem como lipideos presentes nas membranas das células em acidos graxos, os quais sao
utilizados como substratos em atividades metabdlicas (Pascholati, 2005).

Verma e Singh (1975) verificaram que um isolado de Xcm com reduzida viruléncia
ao agodoeiro apresentou atividade celulolitica menor, enquanto a aividade proteolitica
permaneceu inalterada. Em concordancia com este resultado, isolado altamente virulento
de Xcm do Suddo (GSPB 2388) apresentou uma maior atividade celulolitica comparado a
outros isolados de Xcm, sendo correlacionada com a variagéo dos sintomas da doenga. O
isolado ndo produziu encharcamento, porém causou pontos cloréticos que aumentaram e
tornaram-se necréticos trés semanas apos a inoculacdo. Adicionalmente, as areas cloréticas
e necroticas ndo ficaram restritas as nervuras e exsudagdo bacteriana ndo foi observada. A
celulase atua na degradacéo da celulose, principal componente estrutural das paredes
vegetais, liberando compostos necess&rios ao desenvolvimento de microrganismos
(Pascholati, 2005).

A hidrdlise da caseina foi observada apenas em 15 isolados provenientes de &reas
produtoras de algodoeiro da cultivar BRS Cedro em AcreliinaGO e nos seis isolados

obtidos na Bahia, da cultivar ELA-BA-271 (Tabelas 1 e 2). As enzimas proteoliticas
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agem, provavelmente, sobre as glicoproteinas da parede celular, proteinas de defesa
elicitadas ou quitinases (Kyostio et al., 1991). O comportamento observado na populagéo
estudada sugere que alguns isolados de Xcm podem ter sofrido alteragdes genéticas que
acarretaram a perda da capacidade de hidrolisar a caseina.

Colbnias elevadas e mucdides, indicativas da producdo do polissacarideo levana,
foram observadas em meio suplementado com sacarose em todos os isolados de Xcm.
Segundo Rudolph (1995), o polissacarideo levana esta envolvido no congestionamento de
a&gua nos espacos intercelulares dos tecidos infectados das plantas, promovendo os
sintomas de encharcamento, tais como 0s observados em folhas de algodoeiro inoculadas
com Xcm.

O papel de polissacarideos extracelulares no género Xanthomonas também tem sido
estudado de outras maneiras. Exopolissacarideos purificados de X. campestris pv.
vesicatoria foram testados em plantas de pimenta, tanto na forma pura como em
combinagdo com as bactérias, induzindo respostas de encharcamento, perda de eletrdlitos,
descoloracdo e colapso das folhas. No entanto, ainda ha muito a ser estudado com relacdo
as funcbes dos polissacarideos na patogénese de bactérias (Leite et al., 2001). Segundo
Zachowski et al (1989), as diferencas de viruléncia entre as ragas de Xcm podem ser

explicadas pela variacdo na quantidade e qualidade da camada de exopolissacarideo.
Reacéo de hipersensibilidade

A reacdo de hipersensibilidade (HR) foi observada em folhas de tomateiro
inoculadas com todos os isolados de Xcm, incluindo o isolado referéncia, mas ndo foi
detectada em folhas de fumo (Tabela 2). Trabalhando com Xcm, Balani (2009) observou
HR tanto em tomateiro quanto em fumo e Dezordi et al. (2009) verificaram reagdo positiva

em folhas de fumo. No entanto segundo Romeiro (2001), muitas espécies e patovares de



283

284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

69

Xanthomonas deixam de incitar HR em folhas de fumo, devendo ser testadas outras

espécies tais como tomate, pimentdo, café, maracujé e feij&o.
Sensibilidadein vitro a capricos de uso agricola e antibidticos

Todos os isolados de Xcm foram sensiveis a oxicloreto de cobre (1500 mg 1),
hidréxido de cobre (1614 mg 1), oxitetraciclina (600 mg I, oxitetraciclina (90 mg I'") +
sulfato trib4sico de cobre (1500 mg I™) e oxitetraciclina (76,6 mg 1) + sulfato de
estreptomicina (367,2 mg I™"), e resistentes a casugamicina (60 mg I'). Malavolta Janior et
al. (2008) verificaram que quatro isolados de Xcm foram sensiveis a 100, 250 e 500 ppm
de principio ativo dos produtos sulfato de estreptomicina a 15% + oxitetraciclina a 1,5%;
oxitetraciclina a 3% + sulfato de cobre tribdsico a 40%; oxitetraciclina a 20% e
casugamicina a 2%. Esses resultados ndo discordam dos obtidos neste estudo com relagéo
a casugamicina, uma vez gque os 100 isolados foram resistentes a uma dosagem bem menor
do produto, 60 ppm. Por outro lado, apesar da existéncia de relatos de resisténcia natural de
Xcm a estreptomicina e a oxitetracicling, descritos desde a década de 60 (Nafade et al.,
1985), todos os isolados foram sensiveis. Em algodoeiro, o Unico clprico registrado no
controle da mancha-angular é o oxicloreto de cobre, tanto em pulverizagdes quanto no
tratamento de sementes (Suassuna et al. 2006). Ao que parece, a utilizagdo deste produto
ndo tem promovido pressdo para selecdo de individuos resistentes, uma vez que a
populacéo estudada foi sensivel a dosagem recomendada do produto comercial.

A sensibilidade a antibidticos e clUpricos em outras espécies de Xanthomonas
também tem sido demonstrada. Quezado-Duval et al. (2003) verificaram a sensibilidade ao
sulfato de cobre e a oxitetraciclina na concentragdo de 200 mg I quando avaliaram uma
colecdo de 389 isolados de Xanthomonas spp. associados ao tomateiro. Gama (2010)

verificaram que isolados de X. citri pv. anacardii, X. citri pv. mangiferaindicae e X.
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axonopodis pv. spondiae e apresentaram reacdo idéntica aos mesmos produtos usados no
presente estudo, ou seja foram resistentes apenas a casugamicina.

Baseado na classificacdo de Acar e Goldstein (1986) todos isolados de Xcm
apresentaram resisténcia aos antibidticos penicilina G, lincomicina, cefalexina,
clindamicina, oxacilina, cefaclor, cefalotina, cefixima e neomicina. Testando esses mesmos
antibiéticos com cinco isolados de Xcm Menten et al. (2005) verificaram resisténcia com
relagdo aos antibidticos lincomicina, cefalexina e oxacilina e reagdo varidvel aos demais.
Dezordi et al. (2009) também observou resisténcia de cinco isolados de Xcm a cefalexina.

Houve diferenca na reacdo de sensibilidade dos 100 isolados de Xcm em relagéo a
nove antibiéticos (Figura 1). Mais de 76% dos isolados mostraram-se resistentes aos
antibiticos éacido nalidixico, amoxicilina, bacitracina, eritromicina, kanamicina,
pefloxacina, tobramicina e vancomicina, embora aguns tenham apresentado média ou ata
sensibilidade a esses antibidticos. Os isolados também apresentaram reacdo variavel a
azitromicina, sendo 22 resistentes, 61 medianamente sensiveis e 17 atamente sensiveis.
Entretanto, resultados diferentes foram obtidos por Menten et al. (2005) que observaram
cinco isolados de Xcm altamente sensiveis a acido nalidixico, kanamicina, eritromicina,
pefloxacina e vancomicina.

Estes resultados mostram que, na natureza, os diferentes isolados de Xcm podem ter
sofrido alteragOes que acarretaram variabilidade, induzindo reagbes distintas aos mesmos
antibioticos. Segundo Padilha e Costa (2002), a resisténcia a antibiéticos em muitos
microrganismos € devida a presenca de plasmideos com genes para a sintese de enzimas
gue inativam antibidticos especificos. Estes so plasmideos de resisténcia, ou plasmideos R
ou fatores R. Isolados com fator R podem ser mutantes que exibem diferentes tolerancias a
drogas como antibiéticos e quimiotergpicos, ou seja, isolados que sofreram, em algum

momento, alteracdo na estrutura quimica ou fisica do DNA.
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Analise do polimorfismo genético por rep-PCR

As andlises de rep-PCR, obtidas com os primers REP, ERIC e BOX demonstraram
gue existe uma alta similaridade entre os isolados obtidos de plantas de algodoeiro com
sintomas tipicos da mancha-angular em Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Bahia,
bem como entre esses e os isolados de Xcm utilizados como padréo (IBSBF1733,
IBSBF1911 e IBSBF1954), incluindo o isolado referéncia, evidenciando a identidade e
pouca diversidade dos isolados dessa populagdo. O agrupamento dos isolados com um
padréo de bandas similar ao de Xcm utilizados para comparacdo nesse estudo, indica que
estes compartilham caracteristicas extremamente proximas, presentes nessas sequéncias
repetitivas do cromossoma da subespécie malvacearum, evidenciando a identidade dessa
populagéo.

A andlise de cluster gerada com os dados combinados de REP, ERIC e BOX
(Figura 2) revelou a existéncia de cinco grupos com nivel de similaridade de 70%. O grupo
| consistiu de 98 isolados analisados, oriundos de Goiés, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul
e Bahia, e os isolados padrdes de Xcm e o grupo 1l foi formado por apenas dois isolados
oriundos da Bahia (BA5 e BA6). Os grupos I11, 1V eV consistiram dos isolados de X. citri
pv. mangiferaeindicae (IBSBF 2586), X. citri pv. anacardii (IBSBF 2579) e X. axonopodis
pv. spondiae (IBSBF 2585), respectivamente. Nenhum dos primers rep-PCR foi capaz de
separar 0s isolados em relagdo a cultivar de algodoeiro e local de origem. N&o foi
verificada relagdo de rep-PCR com producdo de enzimas e polissacarideos, reacéo de
hipersensibilidade e sensibilidade in vitro a cUpricos de uso agricola e antibi6ticos.

Nunes et al. (2009) estudaram a variabilidade genética entre 61 isolados de Xcm,
provenientes de diversas cultivares e regides do Brasil, utilizando RAPD, rep-PCR e
andlise da regido espacadora 16S-23S rDNA e observaram baixo nivel de polimorfismo

(<30%) com os dados combinados de ERIC e REP. Foi possivel detectar aproximadamente
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85% de similaridade, com dois principais grupos de Xcm. O primeiro grupo foi formado
pela maioria dos isolados provenientes do Mato Grosso e de Goiés, enquanto que, 0
segundo foi congtituido principalmente por isolados de S&o Paulo. A similaridade entre
isolados de Mato Grosso e Goias foi também observada no presente trabalho, embora a
auséncia de isolados de S&o Paulo, ndo tenha possibilitado a confirmagdo de que formam
um grupo aparte.

O baixo polimorfismo observado entre os 100 isolados de Xcm analisados pode
indicar que existe grande fluxo génico entre os estados de origem desses isolados,
provavelmente ocasionado pelo transito de sementes de algoddo contaminadas entre os
produtores. Madani et al. (2010) analisando 37 isolados de Xcm de duas regides do Ira por
ERIC-PCR, também verificaram baixo polimorfismo, sugerindo que a disseminacéo
ocorreu aravés da permuta de sementes infectadas. Futuros estudos poderdo indicar se o
baixo nivel de polimorfismo detectado na populacéo analisada esta relacionado as racas
fisiolégicas de Xcm. Na Siria, Abdo-Hasan et al. (2008) caracterizaram nove ragas (1, 3, 4,
8, 11, 21, 26, 28 e 32) de Xcm utilizando ISSR e RAPD. No entanto, no Ir&d Madani et al.
(2010) ndo conseguiram correlacionar racas de Xcm com a variagao genotipica evidenciada
por ERIC-PCR. No Brasil, o ultimo estudo de ragas fisiolégicas data do inicio dos anos 80,
e apontou a ocorrénciadasracas 3, 7, 8, 10, 18 e 19 dessa bactéria (Juliatti e Polizel, 2003;
Moresco et al., 2001).

Considerando que os 100 isolados de Xcm apresentaram alta homogeneidade na
maioria dos testes fisioldgicos e bioguimicos, reacdo variavel apenas na hidrélise da
caseina e sensibilidade a alguns antibiéticos, bem como baixo polimorfismo genético na
andlise de rep-PCR, conclui-se que a populacdo caracterizada apresenta baixa variabilidade
fenotipica e genotipica. Esses resultados dardo subsidios ao desenvolvimento de programas

de melhoramento pararesisténcia a mancha-angular do algodoeiro.
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Tabela 1 - Isolados de Xanthomonas citri subsp. malvacearum obtidos a partir de folhas de
algodoeiros com sintomas da mancha-angular, oriundos de areas produtoras nos estados de
Goiés (GO), Mato Grosso (MT), Mato Grosso do Sul (MS) e Bahia (BA).

| solados Origem Cultivar

GO1aGO11 Perolandia— GO DP Acala90

GO 12aG021 SantaHelenado Goias— GO Populagdes segregantes
GO 22aG0O 33 Acreina—GO BRS Cedro

GO 34eGO35 Montividiu- GO FM 977

GO 36aG046 Pameirade Goias— GO ELA — GO — 8022

GO 47aG0O51 Chapaddo do Céu—GO DP 90 - Bt
GO52eGO53 SantaHelenado Goids— GO Populagdes segregantes
GO54aG063 Cristalina—GO ELA — GO — 8022
GO64eGO66 Perolandia— GO DP Acala90

GO 67 Montividiu- GO FM 977

GO 68 Santa Helena do Goias— GO Populagdes segregantes
GO 69 Cristalina— GO ELA — GO — 8022

GO 70aGO 73 Acreina—GO BRS Cedro

MT 1aMT 3 Rondondpolis—MT DP Acala90

MT 4aMT 11 PedraPreta—MT BRS Araca
MS1aMS10  Chapaddo do Sul —MS BRS Cedro
BA1aBA®6 Luis Eduardo Magalhdes — BA ELA-BA -271
IBSBF 1954* Brasil Gossypium hirsutum
IBSBF 1911 Brasil Gossypium hirsutum
IBSBF 1733 Sudéo (Isolado referéncia) Gossypium sp.

IBSBF 2579 Brasil Anacardium occidentale
IBSBF 2585 india Spondias dulcis

IBSBF 2586 india Mangifera indica

*| BSBF - Isolados cedidos pela Colecdo de Culturas de Fitobactérias do I nstituto Biol 6gico, Séo
Paulo, Brasil, utilizados como padréo de comparagao.
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502 Tabela 2 - Producdo de enzimas, polissacarideo levana e reacdo de hipersensibilidade de
503 100 isolados de Xanthomonas citri subsp. malvacearum obtidos em éreas produtoras de
504  algodoeiro nos estados de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Bahia.

Reacdo/NUmero de
Teste isolados
Positiva  Negativa
Enzimas
Amilase 100 0
Lipase 100 0
Caseinase 21* 79
Celulase 100 0
Polissacarideo
Levana 100 0
Hipersensibilidade
Fumo 0 100
Tomate 100 0
505 *15 isolados provenientes de Acrelina (GO) e 6 isolados da Bahia.
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508 Figura 1- Reacdo de 100 isolados de Xanthomonas citri subsp. malvacearum obtidos em areas
509 produtoras de algodoeiro nos estados de Goids, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Bahia aos
510 antibidticos &cido nalidixico (NAL), amoxicilina (AMO), azitromicina (AZl), bacitracina (BAC),
511  eritromicina (ERI), kanamicina (KAN), pefloxacina (PEF), tobramicina (TOB) e vancomicina
512  (VAN).
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Figura 2 — Dendrograma baseado no método UPGMA de acordo com os perfis gerados pela
andlise combinada de REP, ERIC e BOX-PCR, mostrando a relagdo entre 100 isolados de
Xanthomonas citri subsp. malvacearum obtidos em éreas produtoras de algodoeiro nos estados do
Mato Grosso (MT), Mato Grosso do Sul (MS), Goias (GO) e Bahia (BA), os isolados IBSBF1733
(NCPPB 633 isolado referéncia), IBSBF1911 e IBSBF1954 (X. citri subsp. malvacearum), IBSBF
2579 (X. citri pv. anacardii), IBSBF 2585 (X. axonopodis pv. spondiae) e IBSBF 2586 (X. citri pv.
mangiferaeindicae).
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Reducéo da severidade da mancha-angular do algodoeiro

mediada pelo silicio
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Reducéo da severidade da mancha-angular do algodoeiro mediada pelo silicio

Janaina Cortéz de Oliveira® Greecy Mirian Rodrigues Albuguerque' Rosa de Lima Ramos
Mariano® Darcy Mayra Furtado Gondim? José Tadeu Abreu de Oliveira Elineide Barbosa

da Silveira

Aceito:

Resumo

A mancha-angular, causada por Xanthomonas citri subsp. malvacearum, é a
principal doenca bacteriana do algod&o no Brasil e em outros paises. Este trabalho avaliou
o efeito do slicio (Si) no controle da mancha-angular do algodoeiro, e os possiveis
mecanismos envolvidos na resisténcia potencializada por este elemento. O silicato de
célcio (CaSiOs) foi incorporado ao solo nas doses de 0,00; 0,25; 0,50; 1,50 e 3,00 g de
SiO, kg™ de solo 25 dias antes do plantio. Plantas com 33 dias tiveram as folhas inoculadas
por infiltragdo com 0,5 mL de suspensdo de X. citri subsp. malvacearum (10° UFC ml™).
Os componentes da resisténcia foram avaliados a cada dois dias até 10 dias apds a
inoculacdo, quando o desenvolvimento da planta e o acimulo de Si e Ca foram também
determinados. Foram ainda analisadas a atividade de enzimas relacionadas a defesa vegetal
e a producdo de H,O, as 6, 12 e 24 h apbs a inoculagdo em plantas +/-Si e a inibicdo in

vitro do crescimento do patdgeno. Ndo foi verificada diferenca significativa entre os

1J.C.deQliveiraG. M. R Albuquerque R. L. R. Mariano (=) E. B. da Silveira
Departamento de Agronomia, Universidade Federa Rura de Pernambuco
52171-900 Recife, Bras| e-mail: rrmbac@gmail.com

2D. M. F. Gondim J. T. A. Oliveira
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Universidade Federal do Ceard
60020-181 Fortaleza, Brasil
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tratamentos quanto ao periodo de incubacdo, incidéncia da mancha-angular e inibicdo do
crescimento da bactéria. Com a aplicacdo da dose 1,50 g SiO; kg de solo, observou-se
reducdo da severidade (54,9%), da area abaixo da curva de progresso da doenca (35,76%)
e aumento na altura das plantas (7,04%). Néo foi verificado acimulo de Si nas folhas de
algodoeiro. Niveis de proteinas sollveis e H,O; e atividade das enzimas SOD, APX, POX,
PAL e GLU foram alterados na presenca do Si (1,80 g SiO; kg™). A reducdo da mancha-
angular pode estar associada a estes eventos 0s quais s80 caracteristicos de inducéo de
resisténcia.

Palavras-chave Enzimas, Gossypium hirsutum, Inducédo de resisténcia, Silicato de célcio,

Xanthomonas citri subsp. malvacearum

Abstract
Angular leaf spot, which is caused by Xanthomonas citri subsp. malvacearum, is
the major bacterial disease of cotton in Brazil and other countries. This study evaluated the

effectiveness of silicon (Si) for the control of angular leaf spot disease of cotton and the
possible resistance mechanisms enhanced by this element. Calcium silicate (CaSiOs) was
incorporated into the soil at concentrations of 0.00, 0.25, 0.50, 1.50 and 3.00 g of SiO, kg™
soil 25 days before planting. Leaves of 33-day-old-plants were inoculated by infiltration
with 0.5 mL suspension of X. citri subsp. malvacearum (10° CFU ml™). Components of
resistance were evaluated every two days until 10 days after inoculation, at which point
plant development and the accumulation of Si and Calcium (Ca) were also determined.
H,0O, production and the activity of enzymes related to plant defenses and were analyzed at
6, 12 and 24 hours after inoculation in plants +/-Si. In vitro inhibition of pathogen growth
due to S was also assessed. No significant difference was seen among the treatments
regarding incubation period, disease incidence or inhibition of bacterial growth. However,

with the application of 1.50 g of SiO, kg™ of soil, a reduction in severity (54.9%) was



46

47

48

49

50

51

52

53

55

56

57

58

59

60

61

62

63

65

66

67

68

69

84

observed along with a reduction in the area under the disease progression curve (35.76%)
and an increase in plant height (7.04%). There was no observable accumulation of Si in the
cotton leaves. Levels of soluble proteins andH,O, and activity of the enzymes SOD, APX,
guaiacol peroxidase, PAL and b Glu were altered in the presence of Si (1.80 g SiO, kg™).
The angular leaf spot disease reduction observed here may be associated with these
alterations, which are characteristic of resistance induction.

Keywords: Enzymes, Gossypium hirsutum, induction of resistance, calcium silicate,

Xanthomonas citri subsp. malvacearum
Introducéo

A mancha-angular, causada por Xanthomonas citri subsp. malvacearum (ex Smith)
Schaad et al., € uma doenca bacteriana importante e potencialmente destrutiva em todas as
areas produtoras de algodédo (Gossypium hirsutum L.) no mundo. Segundo Suassuna et al.
(2006), as perdas podem ser significativas quando as condigdes ambientais sdo favoraveis
a infeccdo e disseminacdo do agente causal, sendo relatadas por Delannoy et al. (2005 )
como de 5 a 35%. X. citri subsp. malvacearum afeta o algodoeiro em todas as fases de seu
desenvolvimento. Nas folhas sdo observadas lesdes angulares delimitadas pelas nervuras
secundérias e terciarias, inicialmente de aspecto encharcado, tornando-se pardas
posteriormente, podendo ocorrer coalescéncia e rasgadura do limbo foliar. Nas folhas
cotiledonares, as manchas sdo arredondadas com aspecto encharcado. Em caso de alta
severidade, além dareducdo da area foliar, € comum ainfeccdo das magas (Suassuna et al .,
2006).

O controle da mancha-angular ndo é satisfatoriamente realizado por cupricos e
antibiéticos, dependendo, portanto, da utilizacdo de sementes sadias e da resisténcia

varietal (Metha et a. 2005). No entanto, as cultivares mais plantadas no Brasil, Delta Pine,
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Acala 90 e ITA 90, so suscetiveis. Portanto, € necessario o desenvolvimento de métodos
de controle alternativo para o manejo da doenca.

Muitas pesquisas tém sido realizadas com o intuito de investigar o potencial do
silicio (Si) como protetor de culturas frente ao ataque de padgenos. Resultados
promissores foram encontrados em varios patossissemas quando as culturas foram
suplementadas com Si, tais como reducdes da brusone do arroz, cercosporiose do cafeeiro,
cancro da haste da soja, murcha-bacteriana do tomateiro, mancha-aquosa do meloeiro,
mancha-bacteriana em maracujazeiro e estria bacteriana do trigo (Chang et al. 2002; Lima
et al. 2009; Dannon e Wydra 2004; Ferreira 2009; Brancaglione et al. 2009; Silva et al.
2010).

Ha evidéncias que o envolvimento dos silicatos na indugdo de resisténcia esta
associado com a inducéo das respostas de defesa do hospedeiro, podendo ocorrer pela
participacdo do proprio silicio fortificando estruturas da parede celular, com aumento da
lignificacdo; ativacdo de mecanismos especificos como a producdo de fitoalexinas (Fawe
et a. 2001) e sintese de proteinas relacionadas a patogénese (Chérif et al. 1994).

Considerando que a mancha-angular € economicamente importante para o
algodoeiro nas regides Centro-Oeste e Nordeste do Brasil, as condigdes ambientais sdo
favordveis ao desenvolvimento da doenca, as principais cultivares utilizadas sdo
suscetiveis e 0 controle quimico ndo € satisfatério, é prioridade a busca de novas
alternativas de controle. Portanto, o objetivo deste estudo foi determinar se 0 Si controla a
mancha-angular e identificar quais mecanismos estariam envolvidos na inducéo de
resisténeia. A hipétese é que o Si protegera as plantas de algodoeiro contra 0 processo de
infeccdo ocasionado por X. citri subsp. malvacearum, através de mecanismos especificos

de defesa como a ativagao de sistemas antioxidantes e sintese de proteinas relacionadas a
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patogénese. Dessa forma, 0 Si podera ser utilizado como mais um componente para 0

manejo integrado da mancha-angular.
Material e métodos
Incorporacéo de silicio ao solo

Foi utilizado um solo pobre em Si, com as seguintes caracteristicas. pH (&gua 1:25)
=54; H + Al = 1,49 cmol.dm™; Al*® (KCI -1)= 0,0 cmol.dm™; Na" = 0,08 cmol.dm™; K*
(Mehlich- 1) =0,09 cmol. dm?®; Ca (KCl -1) = 1,25 cmol. dm®; Mg*? (KCl -1) = 0,75
cmol.dm™; P (Mehlich- 1) = 9 mg dm™. argila= 30 g kg™; silte = 170 g kg™; areia= 800 g
kg™; saturacdo por base = 10% e matéria organica = 1,27%; Si disponivel (extrator CaCly)
= 5,8 mg/dm™. Cada vaso pléstico de 3 kg foi preenchido com 2,5 kg de solo seco ao ar.
Como fonte de Si, foi utilizado silicato de calcio (CaSiOs) contendo 16% de Oxido de
célcio (Ca0) e 64% de 6xido de silicio (SiO,) (Ipiranga Chemical Co., Sdo Paulo, SP,
Brasil). O silicato de célcio foi incorporado ao solo dentro de cada vaso nas doses de 0,00;
0,25; 0,50; 1,50 e 3,00 g de SiO, kg™ de solo. Os teores de Ca de todas as concentractes
foram nivelados com carbonato de célcio (CaCOs - 40% Ca, Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) de forma que a Unica fonte de variagdo fossem as doses de SiO,. Apds o tratamento,

o0 solo foi incubado por 25 dias e mantido na capacidade de campo.
Cultivo das plantas

Sementes de algoddo cultivar Delta Penta suscetivel a X. citri subsp. malvacearum
(comercializada pela empresa MDM Sementes Ltda.) foram semeadas nos vasos apés a
incubagdo do solo (4 sementes/vaso). Realizou-se 0 desbaste, ficando cada vaso com duas
plantulas, as quais foram adubadas quinzenalmente, a partir do transplantio, com 250
ml/vaso de solugdo composta de 0,02 g | ™! de Quelatec® (Bo 0,65% p/p; Fe 7,5% p/p; S

7,5% p/p; Mn 3,5% pl/p; Zn 0,7% p/p; Cu 0,65% p/p; Mo 0,3% p/p), 0,613 g | * de Krista-
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K45® (N20 12%; K0 45%; SO4 1,2%), 1 g | ™ de Calcint® (NOsz 14,4%; NH4 1,1 %;
célcio hidrossolavel 19%), 0,2 g | ** de fosfato-monopotéssico KH,PO4 (P,Os 51%: KO
33%) 0,52 g | * de sulfato de magnésio (MgS0,.7H,0 99%). As plantas foram mantidas

na capacidade de campo.
Inoculagdo das plantas

As inoculagdes foram realizadas com o isolado GO 10 (obtido de algodoeiro cv. DP
Acala 90, no estado de Goiés, Brasil) de X. citri subsp. malvacearum, pertencente a
Colecdo de Culturas do Laboratorio de Fitobacteriologia (UFRPE, Recife-PE, Brasil). A
partir de crescimento bacteriano com 48 h em meio de Kado 523 (sacarose 10 g, extrato de
levedura 4 g, caseina hidrolisada 8 g, MgS0O4 0,3 g, Ko:HPO, 2 g e Agar 18 g 1Y), foi
preparada uma suspensdo em agua destilada, ajustada em fotocolorimetro (Metronic M3)
para a concentracdo de 10° UFC mi™, adicionando-se Tween 20 (0,05%). Plantas com 33
dias foram inoculadas por infiltragdo com uma seringa hipodérmica de 1 ml sem agulha,
sendo realizados quatro pontos de inoculagéo por folha verdadeira e trés folhas inoculadas

por planta.
Quantificacdo de componentes de resisténcia do algodoeir o a mancha-angular

As plantas foram avaliadas em intervalos de 2 dias, até 10 dias apds a inoculagao,
determinando-se 0s seguintes componentes de resisténcia da doenca: @) periodo de
incubacdo (PI), calculado pelo nimero de dias entre a inoculagdo e o surgimento dos
sintomas da doenca; b) incidéncia da doenca (INC), calculada pela porcentagem de pontos
com sintomas, dez dias apos a inoculagdo; ¢) severidade da doenca (SEV) aos dez dias
apos a inoculagdo, estimada com auxilio do Programa de I magens APS Assess (American
Phytopathological Society, Estados Unidos); e d) area abaixo da curva de progresso da

doenca (AACPD), calculada pela expressdo: AACPD = S (yityi+1)/2.d;; onde y; e Yi+1 S0
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os valores de severidade observados em duas avaliagOes consecutivas e d;; 0 intervalo entre
as avaliagcbes. A severidade da doenca, a cada intervalo de tempo, foi avaliada
fotografando-se as folhas com lesdes e escala de 1 cm? para posterior processamento no

programa APS Assess, 0 qual tem como resultado a &rea de cada lesso em cn.
Efeito do silicio no desenvolvimento de plantas de algodoeiro

Aos 43 dias do plantio, as plantas inoculadas com X. citri subsp. malvacearum
foram avaliadas quanto a altura com auxilio de uma régua, medindo-se cada planta da base
do caule até a insercdo da Ultima folha. Em seguida, as plantas foram colhidas, separadas
em folhas e raizes e pesadas em balanca analitica para obtencdo da biomassa fresca.
Posgteriormente, folhas e raizes foram lavadas em égua destilada para eliminacdo de
fragmentos de solo aderidos as mesmas, e, entdo, acondicionadas em sacos de papel, sendo
conduzida a estufa por 72 h para secagem a 65 °C. Apés esse periodo, as amostras foram

novamente pesadas para obtencéo da biomassa seca.
Analise do tecido vegetal do algodoeiro para contelido desilicio e célcio

Folhas e raizes de algodoeiro secas por 72 h a 65°C foram moidas em micro
moinho tipo Willey (TF-648, Tecnal, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil). O contetido de Si foi
determinado por andlise colorimétrica (Elliott e Snyder 1991) e o contetido de célcio por
espectrofotometria de absorcdo atdmica (Malavolta et al. 1997).

O delineamento experimental utilizado nos experimentos foi o inteiramente
aleatorizado, com cinco repeti¢des, estudando-se o fator doses de Si e adotando-se cinco
niveis desse fator (0,00; 0,25; 0,50; 1,50 e 3,00 g de SiO; kg™ de solo), totalizando 25

parcelas, sendo que cada parcela foi constituida por dois vasos com duas plantas.
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Inibigdo in vitro de Xanthomonas citri subsp. malvacearum

Aliquotas de 3 ml da suspensdo do isolado GO 10 de X. citri subsp. malvacearum
contendo 10® UFC mi™ foram adicionadas a 100 ml de meio Kado semi-sdlido o qual foi
vertido sobre uma fina camada de meio agar-agua (2%), contida em placas de Petri. Apos a
solidificacdo, os discos de papel de filtro embebidos na solugcdo de Si (0,00; 0,25; 0,50;
1,50 e 3,00 g de CaSiO, kg™ de solo) foram depositados em quatro pontos eqiiidistantes da
placa de Petri, as quais foram mantidas em B.O.D. a 30 °C. O delineamento experimental
foi inteiramente aleatorizado com cinco diferentes tratamentos de Si e quatro repeticoes,
congtituidas por um disco de papel de filtro. A avaliacdo foi realizada 48 horas apés a

incubacdo observando-se a presenca de halos de inibicdo de crescimento da bactéria.
Determinacao de atividades enzimaticas e perdxido de hidrogénio

Para avaliar a atividade enzimética em plantas de algodoeiro, um segundo
experimento foi instalado em casa de vegetacao, utilizando-se a dose de 1,80 g de SIO; kg
! de solo, obtida a partir da equacio de regressio, com base nos dados da severidade da
doenca. O experimento foi realizado da mesma forma do estudo de quantificacdo de
componentes de resisténcia do algodoeiro a mancha-angular.

As plantas foram cultivadas na presenca ou auséncia de Si (+/-Si) e inoculadas com
o isolado GO 10 de X. citri subsp. malvacearum. As folhas foram coletadas nos tempos 6,
12 e 24 horas ap0s a inoculagdo sendo imediatamente congeladas com nitrogénio liquido e
conservadas em freezer a -20 °C. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente aleatorizado com trés repeticdes, congtituidas por trés vasos de 3 kg com trés
plantas cada

Para determinacdo das proteinas solUveis e atividades enzimaticas, as amostras
foram maceradas em tamp&o acetato de sodio 50 mM, pH 5,2 contendo 0,15 M de NaCl; 3

% de PEG; 1 mM de EDTA e 1% de PV PP, na proporc¢éo de 1:2 (m/v), por 5 minutos, em
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almofariz, sob banho de gelo. Apbés maceracdo, a suspensdo foi filtrada em trama de malha
fina e centrifugada (10.000 x g, 4 °C, 20 minutos). O sobrenadante foi ent&o dialisado por
72 horas a4 °C, contra o tampéo de extracéo. Esta preparacdo foi denominada extrato total
e estocada em freezer a-20 °C.

As proteinas foram dosadas de acordo com a metodologia descrita por Bradford
(1976). A atividade da superdxido dismutase — SOD foi analisada pelo método de Van
Rossum et al. (1997), modificado para uso em placas de 96 pocos, para ELISA (Martins-
Miranda, 2002). Este método determina a inibicdo da reducdo de p-nitro blue tetrazolium
pelos extratos enziméticos. A enzima peroxidase do ascorbato — APX foi determinada
utilizando-se os substratos acido ascorbico e H,0,, segundo Peixoto et a. (1999). A
peroxidase do guaiacol — POX foi avaliada segundo a metodologia descrita por Urbanek et
al. (1991) empregando-se guaiacol e H,O, como substratos. A atividade da fenilalanina
amdnia liase — FAL foi analisada pela medicdo da quantidade de &cido cindmico
produzido, como descrito por Mori et a. (2001) e El-Shora (2002). Por fim, a enzima b-
1,3-glucanase (GLU) foi determinada pelo método descrito por Boller (1993) e medida em
funcéo da velocidade de liberagdo de glucose a partir da degradacéo da laminarina.

A quantificacdo do perdxido de hidrogénio (H,O,) foi baseada na formacdo do
complexo laranja férrico-xilenol descrita por Gay et al. (1999). Amostras foram maceradas
em tampéo Borax-Borato 50 mM, pH 8,4, a suspensdo foi centrifugada a 12.000 x g, a4
°C, por 20 minutos e 0 sobrenadante utilizado para ensaio. Uma curva padréo com
concentracfes conhecidas de H,O, (0 — 8,0 nmol H,0,/1,2 ml) foi construida e utilizada

para determinar a quantidade existente desse composto no tecido vegetal.
Analises estatisticas dos dados

Para os dados dos componentes de resisténcia do algodoeiro a mancha-angular e

promogdo de crescimento, foram realizadas andlises de variancia e de regressdo,
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desdobrando-se todos os graus de liberdade dos tratamentos em efeitos de regressdo. Para
cada variavel estudada, uma equacdo de regressdo foi gjustada considerando-se os efeitos
quadréticos significativos na analise de variancia (P<0,05). Todos os experimentos foram
conduzidos duas vezes. Como foi detectada reprodutibilidade dos dados entre os
experimentos, sem diferencas significativas, realizou-se andlise conjunta dos dados.

Para as atividades enziméticas foram realizadas andlises de variancia dentro de
cada tempo de medida (P<0,05). Como s6 havia dois tratamentos, os resultados obtidos

com o teste F foram usados para expressar as diferencas entre as médias dos tratamentos.
Resultados
Quantificacdo de componentes de resisténcia do algodoeir o a mancha-angular

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos com Si para Pl e INC. Os
primeiros sintomas da doenca, inicialmente manchas aguosas, tornaram-se evidentes nas
plantas suplementadas ou ndo com Si aos dois dias apds inoculacdo com 100% de INC.
Necrose nos bordos das lesbes foram observadas nos Ultimos dias de avaliag&o.

As analises de regressdo (Fig. 1A e 1B) mostraram efeito significativo (P<0,05) das
diferentes doses de Si testadas na SEV e AACPD. Todas as doses reduziram a SEV e
AACPD que atingiram valores maximos de 54,9 e 35,8%, respectivamente, quando
utilizado 1,50 g de SiO, kg™ de solo. Com base nas equacdes de regressio dessas variaveis,
determinou-se que a dose de 1,80 g de SiO; kg’ de solo seria a mais eficiente para o

controle da doenca.
Efeito do silicio no desenvolvimento de plantas de algodoeiro

Foram observadas diferencas significativas (P<0,05), entre doses de Si para as
variaveis. altura da planta (AP), biomassa fresca de folhas (BFF) e biomassa seca de folhas

BSF). As plantas de algodoeiro suplementadas com Si na dose 1,50 g SiO; kg™ de solo
( p g p g g
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apresentaram incremento na AP de até 7,04% em relacdo a tetemunha (Fig. 2A), como
também acréscimos na BFF e BSF, respectivamente de 12,24% e 5,08%, foram observados
quando se utilizou a dose de 3,00 g SiO, kg™ de solo (Fig. 2B e 2C). As biomassas fresca e

seca das raizes ndo foram influenciadas pelas doses de Si.
Analise do tecido vegetal do algodoeiro para contelido desilicio e célcio

O contetdo de S nas folhas e Ca nas raizes foi significativamente diferente
(P<0,05), em relacdo as doses de Si utilizadas, embora o contetido nas folhas ndo tenha
sido superior atestemunha (Fig. 3A). Com relacéo ao Ca nas raizes, detectou-se o acimulo
de 3,97% deste elemento apenas na dose de 1,50 g SiO; kg™ de solo (Fig. 3B). Osteores de

Si nas raizes e Ca nas folhas ndo foram influenciados pelas doses testadas.
Inibigdo in vitro de Xanthomonas citri subsp. malvacearum

O sdilicato de céalcio em nenhuma das doses testadas foi capaz de inibir o

crescimento de X. citri subsp. malvacearum in vitro.
Determinacao de atividades enzimaticas e perdxido de hidrogénio

Em plantas tratadas com Si (+Si) e inoculadas com X. citri subsp. malvacearum,
observou-se aumento na quantidade de proteinas solUveis totais as 24 h apds a inoculacao,
em relacdo as ndo tratadas (-Si) (Fig. 4).

Niveis significativamente menores de H,O, foram verificados em plantas +Si em
relagdo as plantas -Si as 12 horas apdsinoculagdo (Fig. 5 A).

Com relacdo as enzimas relacionadas ao estresse oxidativo, verificou-se que a SOD
foi fortemente potencializada nas plantas +Si no tempo 12 h apds ainoculacéo (Fig. 5 B).

A APX teve sua atividade diferenciada entre os tratamentos (+Si e -Si) no tempo 6
h apos a inoculagdo, quando ocorreu uma atividade maior nas plantas -Si (Fig. 5 C). No

entanto, observou-se uma maior estabilidade na atividade da APX nas plantas +Si.
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Com relacdo as proteinas associadas com a defesa vegetal, a POX, teve sua maior
atividade no tratamento +Si (Fig. 5 D). Observou-se a producdo de PAL apenas nas plantas
+Si (Fig. 5 E), enquanto a GLU foi detectada em ambos os tratamentos, embora
apresentando maior expressdo em plantas +Si as 24 h apos ainoculagdo (Fig. 5 F).
Discusséo

A aplicagdo de diferentes doses de Si a0 solo, mesmo ndo tendo afetado o Pl e a
INC, reduziu a SEV (54,9%) e a AACPD (35,8%) em plantas de algodoeiro inoculadas
com X. citri subsp. malvacearum (Fig. 1), indicando o potencial do uso do Si no controle
dessa doenga. N&o foram encontrados relatos do uso de Si no controle da mancha-angular
do agodoeiro, no entanto, existem estudos nessa cultura relacionados a outros
fitopatégenos. Aquino et al. (2008) avaliaram os efeitos da aplicacio de 3,6 e 4,8 kg ha™ de
silicato de potéssio no controle da mancha de Ramularia, porém, verificaram a ineficiéncia
do Si no controle da doenca. Reducdes na severidade da ramulose e mancha de Ramularia
em algodoeiro foram obtidas com 0 uso do Si e potassio, separados ou associados, em
programas de aplicacéo de fungicidas (Machado et al. 2009).

O efeito do Si na reducéo da severidade de doencas bacterianas tem sido relatado
em alguns patossistemas. Dannon e Wydra (2004) verificaram gque a incidéncia de murcha
causada por Ralstonia solanacearum em plantas de tomateiro, tanto suscetiveis (L390)
guanto moderadamente resistentes (King Kong2), foi significativamente reduzida com a
adicdo de silicato de potassio (1,4 mMol Si(OH),) a solucdo nutritiva. Da mesma forma,
Diogo e Wydra (2007) avaliando a murcha-bacteriana nos genétipos King Kong 2
(moderadamente resistente) e Hawaii 7998 (resistente), tratados com silicato de potéssio
(2,4 mMol Si(OH)4) em solugdo nutritiva, observaram reducéo da incidéncia em 38,1% e
100% e da é&ea abaixo da cuarva de progresso da doenca em 33,8% e 81,2%,

respectivamente. Ressalte-se que este patosistema é bem diferente do estudado no presente
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trabalho, ja que se trata de um pat6geno habitante do solo, que penetra pelas raizes e
coloniza o xilema das plantas. No entanto, sucessos em patossistemas mais semelhantes a
mancha-angular do algodoeiro ja foram relatados em, por exemplo, hospedeiras
monocotileddneas como arroz e trigo, conhecidas como acumuladoras de Si, e, mais
recentemente, com as dicotiledoneas meloeiro e maracujazeiro, sendo a primeira
considerada acumuladora intermedidria, enquanto que para a segunda ndo ha referéncias
sobre a capacidade de acumular Si.

Nesse contexto, a aplicacdo de escériade Si (0, 2 e 4 t ha™) em campo, paratestar
quatro variedades de arroz com diferentes graus de resisténcia a escaldadura das folhas (X.
oryzae pv. Oryzae), reduziu, significativamente, o comprimento das lesdes naordemde 5 a
22% (Chang et al. 2002). Silva et al. (2010) estudaram a resisténcia do trigo a estria
bacteriana, causada por X. tranducens pv. undulosa, e observaram 50,2% de reducéo na
area clorética das folhas quando se adicionou ao solo 0,3 g kg ™ de volastonita (fonte de
Si). Em dicotiledoneas, Ferreira (2009), estudando o efeito de diferentes doses de silicato
de célcio em meloeiro para controle da mancha-aguosa causada por Acidovorax citrulli,
verificou que a aplicacd de 3,0 g SIO, kg* de solo, reduziu significativamente a
incidéncia, o indice de doenca, a &rea abaixo da curva de progresso da doenca e aumentou
0 periodo de incubacdo. Também, a severidade da mancha-bacteriana do maracujazeiro
causada por X. axonopodis pv. passiflorae foi reduzida por pulverizacbes foliares com
argila silicatada nas concentragfes entre 1 e 2%, de modo curativo (Brancaglione et al.
2009).

O silicato de cécio ndo inibiu o crescimento de X. citri subsp. malvacearum em
meio de cultura, em nenhuma das concentragdes testadas, 0 que indica auséncia de efeito
bactericida ou bacteriostatico desse elemento sobre a bactéria. Estes resultados corroboram

com os encontrados por Ferreira (2009), que testou as mesmas doses e fonte de Si paraa A.
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citrulli, outra bactéria fitopatogénica, também, Gram negativa. Lopes (2006), utilizando
diferentes doses e fontes de Si, também, ndo detectou diferenca significativa na
porcentagem de germinacdo de esporos de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.
Entretanto, o indice de crescimento micelial foi reduzido, principalmente pela fonte pura
de Si, o &cido silicico. Resultados diferentes foram encontrados por Brancaglione et al.
(2009) nos quais diferentes concentracdes de argila silicatada foram capazes de inibir o
crescimento de X. axonopodis pv. passiflorae in vitro.

Os resultados obtidos concordam com Lima Filho (2001) quando discute que o Si
parece ndo afetar diretamente os patdgenos, ndo sendo considerado um fungicida e/ou
bactericida, e, portanto, ndo causando pressdo de selecdo. Além disto, a maioria dos
estudos tem mostrado que o controle de doencas mediado pela aplicacdo de Si ocorre por
inducdo dos mecanismos de defesa da planta hospedeira (Fawe et al. 2001).

O Si ndo é considerado um elemento essencial para o desenvolvimento das plantas,
mas tem demonstrado efeitos benéficos para vérias espécies. O fortalecimento das plantas
se da pela sua deposicdo, acumulacdo e expansdo na parede celular (Epstein 1994). Foi
observado neste trabalho que plantas de algodoeiro suplementadas com Si apresentaram
aos 43 dias incrementos na AP (7,04%), BFF (12,24%) e BSF (5,08%) (Fig. 2). Pesquisas
indicam que em algodoeiro a adubacéo via solo com Si, também, pode aumentar o nimero
total e tamanho de capulhos, ramos frutiferos e porcentagem de fibra (Lima Filho 2001).
Boylston et al. (1990) mencionaram que o Si foi importante em aumentar a resisténcia das
fibras de algodédo ao formar complexos com a pectina e a calose. Ferreira (2009)
congtatou, também, aumentos na altura (9,15%), biomassa fresca (23,87%) e seca da parte
aérea (33,36%) em meloeiros que receberam adubacdo com silicato de célcio. Ganhos na
altura de copas de tomateiro (9,8%) foram observados por Lopes (2006) ao utilizar o

silicato de cécio.
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A inexisténcia de acimulo de Si nas folhas das plantas tratadas com as diferentes
doses de Si e 0 aumento de Ca nas raizes apenas com a aplicacdo da dose 1,50 g SiO, kg™
de solo (Fig. 3), indica que o algodoeiro é uma planta ndo acumuladora desse elemento.
Muitas plantas de culturas importantes sdo reconhecidas como ndo acumuladoras e séo
incapazes de transportar Si através das raizes, mesmo quando a concentracdo deste
elemento no solo é alta e, portanto, falham em acumular grandes quantidades na parte
aérea (Datnoff et al. 2001). Diferentemente, o Si tem sido detectado na parte aérea de
plantas acumuladoras, a exemplo de sorgo e arroz ou intermediarias como soja, feijoeiro e
meloeiro.

Resende et al. (2009) estudando ainfluéncia de doses de silicato de célcio aplicadas
a0 solo no comportamento de linhagens de sorgo a Colletotrichum sublineolum
observaram que o teor foliar de Si aumentou de forma linear em funcdo das doses
crescentes com um incremento de 55 e 58%, respectivamente, nas linhagens suscetivel e
resistente. Porém, ndo houve diferenca significativa quanto ao teor foliar de Ca entre as
duas linhagens e nem entre as combinacdes de doses de volastonita (fonte de Si) e
carbonato de Ca. Em soja, Lima et al (2010) estudando o efeito de aplicagdes de silicato de
potéssio em solucdo nutritiva na severidade da ferrugem asidtica e sobre a nutricdo das
plantas verificaram uma reducdo na area abaixo do comprimento de lesdes, enquanto que
osteoresde P, Ca, S e Zn, clorofila b, carotendides e lignina, na parte aérea, aumentaram
com a adicdo de Si. Aumento no teor de Si foliar também foi verificado por Moraes et dl.
(2009) em feijoeiro tratado com silicato de cdcio, sendo este aumento associado a
reducdes da incidéncia da antracnose, porém com decréscimos nos teores de K, Mg, S, Zn
e Ca. Em meloeiro, planta de acumulacdo intermediaria de Si, Ferreira (2009) verificou

acumulo desse elemento na parte aérea de meloeiros inoculados com A. citrulli e tratados
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com doses crescentes de silicato de célcio no solo, podendo ter contribuido para a reducéo
da severidade da mancha-aquosa.

Mesmo nédo tendo sido detectado o acimulo de Si na folhas, plantas de algodoeiro
apresentaram reducdo na severidade da mancha-angular. Nas plantas ndo acumuladoras, o
Si desempenharia um papel indireto induzindo enzimas removedoras de espécies reativas
de oxigénio, e também enzimas responsaveis pela degradacdo de parede celular de
patogenos (Datnoff et al. 2001).

Em plantas tratadas com Si e inoculadas com X. citri subsp. malvacearum,
observou-se aumento da quantidade de proteinas solUveis totais (Fig. 4). Esse aumento
pode estar relacionado a reprogramacdo genética, levando a sintese de novo de proteinas.
Também, Kuhn (2007) ao utilizar o acibenzolar-S-metil (ASM) em feijoeiros desafiados
por X. axonopodis pv. phaseoli obteve alteracdo nos niveis de proteinas totais, indicando
gue este fato estaria relacionado a sintese de proteinas associadas a patogénese, além de
outras proteinas de defesa vegetal.

O acumulo de H,O; foi menor nas plantas tratadas com Si as 12 h apds a inoculagéo
(Fig. 5A). O H,0,, que € uma das espécies reativas de oxigénio (EROs) pode ter a
producdo aumentada pelas plantas em condicbes de estresse hidtico, neste caso a
inoculagdo com X. citri subsp. malvacearum, ou abidtico. A membrana de bactérias €
sensivel as EROs, e desse modo, a explosdo oxidativa atua como parte das estratégias de
defesa das plantas, na limitacdo da colonizac8o por esses patégenos (Elstner 1982). Além
disso, 0 H,O, atua como indutor da expressdo génica de diversas proteinas, entre elas, as
enzimas antioxidativas. Embora o H,O, tenha papel importante na protecéo vegetal, o
acumulo excessivo é prejudicial, podendo levar a oxidacdo de proteinas, &cidos graxos
insaturados e DNA, causando danos celulares e eventual morte da célula (Halliwell 2006),

inclusive pode inativar enzimas como a SOD (Bowler et al. 1994), fato também observado
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no presente trabalho (Fig. 5 B). Assim, no tempo 12 horas ap0s a inoculagdo, quanto maior
a quantidade de H,O, menor a atividade da SOD (-Si) e vice-versa (+Si), observando-se
complementagéo das duas curvas (Figs. 5 A e 5 B). Desta forma, a reducdo de H,O, nos
tecidos foliares de plantas +Si, que poderia ser considerada como uma reducéo das defesas
do algodoeiro contra a bactéria estudada pode significar, também, a manutencdo de altos
niveis de uma enzima como a SOD, importante para a autodefesa da planta contra niveis
elevados dos radicais superoxidos.

A atividade de APX diferiu entre os tratamentos somente no tempo 6 horas apds
inoculacdo, sendo maior nas plantas -Si, embora mais estéavel nas plantas +Si (Fig. 5 C).
Esta enzima, considerada a mais importante na eliminagdo do H,O, do citosol e
cloroplastos (Inzé e Montagu 1995) utiliza o ascorbato como seu doador de elétrons
especificos para reduzir o peroxido a agua. O fato de que a APX ndo diferiu em niveis
entre os tratamentos +Si e -Si, nos tempos 12 e 24 h apds a inoculagéo (Fig. 5 C), mesmo
guando o nivel de H,O, estava muito baixo (Fig. 5 A) sugere que outras enzimas
removedoras de EROs, a exemplo da catalase, poderiam ter atuado nesta remocgdo. No
entanto, este fato ndo foi comprovado uma vez que a atividade enziméatica da catalase e
outras enzimas antioxidantes ndo foi analisada.

Em algodoeiro, a maior atividade de POX foi observada no tratamento +Si (Fig. 5
D). As POXs de plantas aumentam em resposta a varios estresses bi6ticos e abiéticos, por
participarem nos processos de reforco da parede celular de plantas hospedeiras como a
oxidacdo de fendis, suberizacdo e lignificacdo durante as reacGes de defesa contra
patdgenos (Syros et al. 2004). Desta forma, na maioria dos casos, 0 aumento na atividade
da POX esta diretamente relacionado a reducdo da severidade da doenca, o que pode ter

ocorrido no presente trabalho.
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A atividade de PAL foi observada apenas nas plantas tratadas com Si (Fig. 5 E). O
marcante aumento na atividade dessa enzima pode estar indicando a ativagdo da rota dos
fenilpropandides. Por ser uma enzima chave que atua no metabolismo secundério dos
fenilpropandides, o efeito protetor do Si pode ser relacionado, também, a producéo de
compostos secundarios incluindo &acido salicilico, fitoalexinas e polimeros precursores da
lignina (La Cameraet al. 2004).

Apesar da GLU ter sido detectada em ambos 0s tratamentos, sua maior expressao
ocorreu as 24 h apos a inoculagcdo nas plantas +Si (Fig. 5 F). A GLU é uma proteina
relacionada a patogénese pertencente a familia PR-2. Esta enzima possui atividade
hidrolitica, quebrando polimeros estruturais, como B-1,3-glucanos, presentes nas paredes
dos patdgenos e tem sua atividade aumentada quando as plantas sdo tratadas com indutores
de resisténcia (Labanca 2002). No presente trabalho, o Si levou a um maior acimulo de
GLU em folha de algodoeiro.

Chérif et al. (1994) relataram que em plantas de pepino tratadas com 1,7 mM de
silicato de potéssio em solugdo nutritiva e inoculadas com Pytium aphanidermatum, a
atividade dessa enzima foi altamente expressa. Apesar de B-1,3-glucanos ndo serem
congtituintes da parede celular de bactérias fitopatogénicas, composto similar como o f-
1,2-glucano ciclico extracelular de X. campestris pv. campestris esta relacionado a
viruléncia desta bactéria em Arabidopsis thaliana e Nicotiana benthamiana, sendo
transportado sistemicamente através da planta e suprimindo defesas locais e sistémicas do
hospedeiro (Rigano et a. 2007). Glucanos ciclicos também sdo produzidos por outras
bactérias fitopatogénicas (Rigano et al. 2007) e podem ser alvos de glucanases. Alids, isto
foi demonstrado por Klarzynski et a. (2000) os quais utilizaram B-1,3-glucanos lineares
(laminarina) para induzir respostas de defesa em fumo (producéo de H,O,, PAL, &cido

salicilico, glucanases e quitinases, entre outros) e ainda obtiveram forte reducdo da
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infeccdo por Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum quando as plantas foram
inoculadas cinco dias apds a inducdo.

Diante dos resultados obtidos, através da andlise das enzimas e do H,O,, e
considerando ainda que o Si ndo atuou diretamente sobre o patdgeno, ha evidéncias que o
tratamento com Si, mobilizou a maquinaria metabdlica do algodoeiro desencadeando uma
sequéncia de eventos caracteristicos da inducéo de resisténcia das plantas tratadas, que se
traduziu na reducdo da severidade da mancha-angular e da érea abaixo da curva de

progresso da doenca.
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Fig. 1 Severidade (SEV) da mancha-angular (A) e area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) (B) em folhas de algodoeiro 10 dias apds a inoculagdo com Xanthomonas citri subsp.
malvacearum, GO 10, em func&o de doses crescentes de SiO, aplicadas ao solo.
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575  Fig. 2 Altura da planta (AP) (A), biomassa fresca da folha (BFF) (B) e biomassa seca de folha
576 (BFS) (C) de plantas de algodoeiro aos 43 dias apés a inoculagdo com Xanthomonas citri subsp.
577  malvacearum, GO 10, em funcéo de doses crescentes de SiO, aplicadas ao solo.
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Fig. 3 Contéudo desilicio nafolha (SiF) (A) e de célcio naraiz (CaR) (B) de plantas de algodoeiro
43 dias ap6s a inoculagdo com de Xanthomonas citri subsp. malvacearum, GO 10, em funcéo de
doses crescentes de SiO, aplicadas ao solo.
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Fig. 4 Teor de proteinas (PROT) em folhas de plantas de algodoeiro crescidas em solos com 0 (-Si)
ou 1,8 g de SiO, kg de solo (+Si) as 6, 12 e 24 horas ap6s a inoculaggio com Xanthomonas citri
subsp. malvacearum, GO 10. Cada ponto representa a média de trés repeticbes. As barras
representam o desvio padrdo das médias. Médias dos tratamentos (-Si) e (+Si) seguidas por um (*)
diferem entre si pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.
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Fig. 5 Perdxido de hidrogénio e atividades enziméticas em folhas de plantas de algodoeiro
crescidas em solos com 0 (-Si) ou 1,8 g de SiO, kg ™de solo (+Si) &s 6, 12 e 24 horas apés a
inoculagdo com Xanthomonas citri subsp. malvacearum, GO 10. Per6xido de hidrogénio (H.O,)
(A), superoxido dismutase (SOD) (B), ascorbato peroxidase (APX) (C), peroxidase (POX) (D),
fenilalanina ambnia-liase (PAL) (E) e glucanase (GLU) (F). Cada ponto representa a média de trés
repeticdes. As barras representam o desvio padréo das médias. Médias dos tratamentos (-Si) e (+Si)
seguidas por um (*) diferem entre si pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.
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Com base na producdo de enzimas, polissacarideo, reacdo de hipersensibilidade,

sensibilidade a clpricos de uso agricola, antibioticos e rep-PCR, a populacdo de

100 isolados de X. citri subsp. malvacearum apresentou baixa variabilidade;

O agodoeiro ndo acumulou silicio na parte aérea;

O silicio ndo inibiu o crescimento “in vitro” de X. citri subsp. malvacearum;

A severidade da mancha-angular do algodoeiro foi reduzida pela aplicacéo de

silicio viasolo;

Enzimas de estresse oxidativo e de defesa foram ativadas em plantas de algodoeiro

tratadas com silicio e inoculadas com X. citri subsp. malvacearum.



