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Resumo. Uma alternativa ao uso de defensivos agricolas no controle da Sigatoka-negra, causada pelo agente
etiologico Mycosphaerella fijiensis, é a utilizagdo da indugdo de resisténcia, que ativa 0S mecanismos
latentes de resisténcia da planta com o uso de agentes bidticos ou abiodticos, como por exemplo, o
Acibenzolar-S-Metil (ASM) e produtos a base de silicio. Objetivou-se com este trabalho estudar a inducao
de resisténcia a Sigatoka-negra por ASM e Silicato de potéssio. Folhas da bananeira Grand Naine (AAA)
foram pulverizadas com os tratamentos: T1 - Silicato de potassio a 0,5 %; T2 - 0,2 g.L™ de ASM + Silicato
de potéssio a 0,5 %; T3 - 0,5 g.L™ de ASM + Silicato de potassio a 0,5 %: T4 - 0,2 g.L" de ASM; T5 - 0,5
g.L™" de ASM; T6 - 1g.L™" de ASM; T7 - 1g.L™" de ASM + Silicato de potéssio a 0,5 %; T8 - Testemunha
com inoculagdo e T9 - Testemunha sem inoculacdo com aplicacdo de agua destilada esterilizada. Apds sete
dias as plantas foram inoculadas e mantidas em cadmara de crescimento. Os tratamentos T1, T5, T6 e T7 ndo
diferiram significativamente da testemunha inoculada. Os tratamentos T2, T3 e T4 reduziram a severidade da
Sigatoka-negra, apresentando os respectivos valores 7,75, 8,75 e 12,75 para area abaixo da curva do
progresso da doenca e foram capazes de induzir a sintese conjunta de lignina e de fendis.

Palavras-chaves: Bion, Musa sp., Mycosphaerella fijiensis, silicato de potassio

Abstract. An alternative to the use of pesticides to control black sigatoka, caused by the agent
Mycosphaerella fijiensis, is the use of induced resistance, which activates the latent mechanisms of plant
resistance using biotic or abiotic agents such as, acibenzolar -S- methyl (ASM) and products based on
silicon. The objective of this work was to study the induction of resistance to black sigatoka by ASM and
Potassium silicate. Grand Naine (AAA) banana leaves were sprayed with the treatments: T1 - Potassium
silicate 0.5 %; T2 - 0.2 g.L™ of ASM + Potassium silicate 0.5 %; T3 - 0.5 g.L™" ASM + potassium silicate
0.5%; T4 -0.2 g.L™" ASM; T5- 0.5 g.L" ASM; T6 - 1g.L™ ASM; T7 - 1g.L™" + ASM potassium silicate 0.5
%; T8 — inoculated control T9 — non-inoculated control. After seven days, the plants were inoculated and
kept in a growth chamber. T1, T5, T6 and T7 did not differ significantly from the inoculated control. The
treatments T2, T3 and T4 reduced the severity of black sigatoka, with the respective values 7,75, 8,75 and
12,75 for the area under the curve of disease progression and were able to induce the synthesis of lignin and
joint phenols.

Keywords: Bion, Musa sp., Mycosphaerella fijiensis, potassium silicate
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Introducéo

A bananeira (Musa sp.) é originaria do
Sudeste Asiatico, destacando-se como a fruta ‘in
natura’ mais consumida do mundo, representando
um alimento béasico e produto de exportacdo de
varios paises (Fasolin et al., 2007). Apesar de sua
importancia a cultura pode ser afetada por diversos
patégenos, com reflexos negativos na producdo.
Nesse contexto, a Sigatoka-negra, cujo agente
etiolégico é o fungo Mycosphaerella fijiensis,
(Morelet, 1969) € considerada a mais grave e
destrutiva doenca da bananeira no mundo (Junior et
al., 2008), sendo o uso de defensivos agricolas, a
forma mais eficiente de controle da doenga.

A demanda pelo uso sistematico de
fungicidas, além de aumentar os custos, ainda pode
selecionar racas do patogeno resistentes, quando
utilizado de forma inadequada, dificultando ainda
mais 0 manejo da doenga. A utilizacdo da inducéo
de resisténcia torna-se uma alternativa a esta prética,
pois, ativa os mecanismos latentes de resisténcia da
planta com o uso de agentes bidticos ou abidticos.
Entre os indutores, encontram-se o Acibenzolar-S-
Metil (ASM) e o silicio (Amaral et al., 2008; Pereira
et al., 2008; Junior et al., 2009; Silva et al., 2010). O
ASM é um indutor de resisténcia que nao possui
acdo antimicrobiana direta, que interfere nos
processos fisioldgicos e/ou bioquimicos das plantas,
como a producgdo de fendis, ativando a resisténcia
sistémica (Debona et al., 2009; Furtado et al., 2010).
A resisténcia induzida por silicio combina barreiras
fisicas e quimicas, como a lignificacdo da parede
celular, formacdo de papilas ou inducdo de varias
proteinas de defesa, que, além de conferir resisténcia
também proporcionam incremento na producgdo
agricola (Ma et al., 2008; Li. et al., 2009; Pereira et
al., 2009; French-Monar, 2010).

O aclmulo de compostos fendlicos e de
lignina, nas paredes celulares nas raizes de
bananeiras infectadas por Fusarium oxysporum f. sp.
Cubenses foram comprovados como parte de
mecanismos de defesa (Michielse, 2009; Bennett,
2010). Provavelmente, os fendis estariam
acumulados nos vacuolos ou distribuidos
aleatoriamente ou em locais especificos nas plantas,
e em situagdes de estresse bidtico ou abidtico, esse
contetdo  fendlico oxidaria promovendo a
suberizacdo, lignificacdo e morte de células,
confinando o0s patégenos nos tecidos mortos
(Almagro, 2009). A sintese da lignina,
possivelmente, seja uma resposta de resisténcia
induzida por agentes bidticos e abioticos, podendo
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estar intrinsecamente associada a resisténcia
sistémica adquirida (Pinto, 2011).

Dessa forma, objetivou-se com este trabalho
estudar a indugdo de resisténcia a Sigatoka-negra por
Acibenzolar-S-Metil e Silicato de Potéassio em
plantas de bananeira da variedade Grand Naine

(AAA).

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em camara de
crescimento a 25°C e fotoperiodo de 12 horas em
um periodo de trinta dias. As mudas utilizadas nos
experimentos foram micropropagadas da variedade
Grande Naine (AAA), suscetivel a Sigatoka-negra
com duas folhas totalmente expandidas, crescidas
em vasos de pléstico de quatro litros com substrato
comercial Plantmax®.

A obtencdo do indculo de M. fijiensis seguiu
a metodologia descrita por Cordeiro (1997). Em
camara de fluxo laminar as colonias do isolado
foram maceradas com bastdo de vidro e diluidas em
agua destilada e deionizada, que posteriormente
foram espalhadas sobre a superficie de placas de
Petri contendo meio BDA, transferidas para a BOD,
com temperatura ajustada para 28 °C e fotoperiodo
de 12 horas. Apds 10 dias de incubacéo, adicionou-
se 15 mL de agua destilada esterilizada sobre as
colbnias e procedeu-se a liberagdo dos conidios com
pincel. Essa suspensdo foi filtrada e ajustada a sua
concentragdo em camara de Neubauer para 4x10*
conidios mL™. Essa suspensdo foi inoculada com
atomizador pléastico, até o ponto de escorrimento, na
folha zero, na superficie abaxial das folhas. O
periodo de molhamento foliar, que correspondeu ao
tempo em que as plantas inoculadas permaneceram
com as folhas envoltas com sacos plasticos
transparentes e umedecidos, de modo a formar uma
camara Umida, foi de 72 horas, sob a temperatura
constante de 24 °C.

Apl6s a retirada dos sacos plasticos a
umidade nas camaras climatizadas ficou em torno de
75% =3, sendo mantidas até o final das avaliagdes.
Foram testados 0s seguintes tratamentos, aplicados 7
dias antes da inoculacdo do patdgeno: T1 - Silicato
de potéssio a 0,5 %; T2 - 0,2 g.L™" de ASM + Silicato
de potéassio a 0,5 %; T3 - 0,5 g.L™" de ASM +
Silicato de potassio a 0,5 %: T4 - 0,2 g.L™ de ASM;
T5-0,5g.L™" de ASM; T6 - 1g.L™" de ASM; T7 -
1g.L™" de ASM + Silicato de potéssio a 0,5 %; T8 -
Testemunha com inoculagdo e T9 - Testemunha sem
inoculacdo com aplicagdo de é&gua destilada
esterilizada. As solugbes foram aplicadas com
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pulverizador manual até o escorrimento da calda. O
ensaio para avaliar o efeito do ASM e do Silicio no
estabelecimento do parasitismo da Sigatoka-negra
foi conduzido em cémaras climatizadas, sob
temperatura constante de 24 °C e fotoperiodo de 12
horas.

As avaliacOes da severidade da Sigatoka-
negra foram realizadas com o auxilio da escala
diagramatica proposta por Stover e modificada por
Gauhl et al. (1994). As avaliacdes foram realizadas a
cada quatro dias até cessar o desenvolvimento da
doenca que ocorreu apés 16 dias do surgimento dos
primeiros sintomas. Ao final das avaliagcbes foi
calculada a area abaixo da curva de progresso
(AACPD) da doenca segundo Shaner & Finney
(1977).

Para determinar a quantidade de lignina,
derivados do é&cido da lignina- acido tioglicélico
(DLATG) e de fenol e compostos fendlicos sollveis
totais (CFST), ao final das avaliagbes foram
retirados de cada repeticdo dos tratamentos 5 g do
tecido da folha zero da bananeira, que foram
triturados em nitrogénio liquido, com almofariz e
pistilo até a obtencdo de um pé fino e homogéneo.
As amostras foram armazenadas em frascos de
vidros e mantidas a temperaturas de -20°C, para
evitar sua decomposicdo. As amostras foram
liofilizadas por 12 horas. Uma aliquota de 30 mg do
material liofilizado foi transferida para micro tubo
de 2 mL, homogeneizada com 1,5 mL de metanol a
80% e mantida sob agitacdo, por 15 horas, em
agitador rotativo, protegido da luz a temperatura
ambiente. A suspensédo foi centrifugada, a 12000 G,
por 5 minutos. O sobrenadante (extrato metandlico)
foi transferido para novo microtubo, com o qual se
realizou a determinacdo de CFST, enquanto o
residuo sélido foi utilizado para determinacdo de
DLATG.

A quantificagdo espectrométrica de CFST
foi realizada por meio de técnica, que utiliza o
reagente de Folin-Ciocalteu. No sobrenadante foram
adicionados 150 uL de extrato metandlico + 150 puL
reagente Foilin-Ciocalteau 0,25 N por 5 min, a
temperatura de 25° C. Em seguida foram
adicionados 150 puL de Na,CO; 1M,
homogeneizados, permanecendo por 10 min a 25° C.
Acrescentou-se entdo 1,0 mL de agua destilada e
deionizada mantendo-se a solugdo a 25° C por 1
hora. A quantidade de CFST foi calculada pela
média da leitura da triplicata com base na curva de
catecol expresso em mg.catecol.g" de tecido seco, na
leitura de 725 nm.
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O contetdo DLATG foi determinado como descrito
por Stadnik (1999), por meio do ensaio com &cido
tioglicdlico (Monties, 1989). O residuo s6lido obtido
anteriormente, foi seco a 24°C por 24 horas,
acrescentou-se em seguida 1,5 ml de uma mistura de
4cido tioglicélico e 4cido cloridrico 2M (1:10, v.v™),
agitou-se suavemente a banho-maria (100°C), por 4
horas. Posteriormente o material foi centrifugado a
10000 g por 10 min, descartou-se o sobrenadante e
lavou-se o material com &gua destilada e deionizada
sendo entdo centrifugado novamente, a 10000 g por
10 min. O sobrenadante foi descartado novamente e
0 precipitado foi ressuspendido com 1,5ml de NaOH
0,5 M, deixando-se o material agitar a 25° C por 15
horas. Apds agitacdo o material foi centrifugado a
10000 G por 10 min e o sobrenadante transferido
para novo microtubo com 200uL de HCI
concentrado e mantido no gelo por quatro horas. Em
seguida, uma nova centrifugacéo de 10000 G por 10
min foi realizada, o precipitado foi ressuspendido
em NaOH 0,5 N e a absorbéancia dessa solucdo foi
determinada a 280 nm, em espectrofotbmetro. A
guantidade DLATG foi calculada com base na curva
padrdo, constituida com diferentes concentragdes de
lignina padrdo (alkali, 2-hidroxipropil éter). Os
resultados foram expressos em micrograma de
DLATG por grama de matéria fresca (ug.gMF™)
obtidos da média da triplicata para cada repeticéo.

O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com oito repeti¢Ges, sendo
cada repeticdo composta por um vaso contendo uma
planta. A andlise estatistica das varidveis foi
realizada com o programa SISVAR®-versio 4,6
(Ferreira, 2003). As variaveis significativas no teste
F da analise de variancia foram submetidas ao teste
de médias de Scott Knott.

Resultados e Discussao

O progresso da Sigatoka-negra apresentou
comportamento  diferencial no tempo, em
experimento de avaliagdo dos indutores de
resisténcia para esta doenga na bananeira variedade
Grand Naine (AAA) (Figura 1), com um melhor
desempenho das plantas pulverizadas com ASM, nas
dosagens em associagdo com o silicato de potassio a
0,5%, em relagéo aos demais tratamentos. De acordo
com Pereira et al. (2009), a aplicacdo do ASM
reduziu significativamente a severidade da ferrugem
da soja (Phakopsora pachyrhizi) em 65,5% em
relacdo a aplicacdo de agua. A aplicacdo foliar de
soluc@es de silicato de potassio também se mostrou
eficiente em reduzir a severidade da ferrugem, e ndo
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houve diferenga significativa entre os tratamentos
com silicato de potassio pH 5,5 e ASM. Silva et al.
(2008) relataram que para o controle da vassoura-de-
bruxa (Moniliophthora perniciosa) o ASM aplicado
em mistura com alguns produtos ndo diferiu
estatisticamente da dose zero dos produtos
(testemunha inoculada + ASM 0,2 g L™), exceto

157 Trat. 1= 4,9833x + 0,8889

R?=0,97

Trat. 2 =2,35x - 2

R?=0,99

12 9 Trat. 3 = 1,6833x + 0,1389
R?=0,99

Trat. 4 = 3,0833x - 0,1111
R%?=0,98

9 1 Trat. 5 = 2,1833x + 0,8889
R?=0,94
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AACPD

Trat. 8 = 4,8333 + 0,1389 Lt
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para 0 Supa-potassio®. Entretanto, com o aumento
das doses, de 5 e 10 mL L™, em associacdo com o
ASM, houve aumento linear na incidéncia da
vassoura-de-bruxa em mudas de cacaueiro,
evidenciando o efeito negativo de altas doses de
silicato de potassio, interferindo no desempenho da
mistura com ASM.
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Figura 1 Curva de progresso da Sigatoka-negra em bananeiras da cultivar Grand Naine (AAA) tratadas
com: T1 - Silicato de potassio a 0,5 %; T2 - 0,2 g.L™ de ASM + Silicato de potassio a 0,5 %; T3 - 0,5 g.L™
de ASM + Silicato de potéssio a 0,5 %; T4 - 0,2 g.L™" de ASM; T5-0,5 g.L™" de ASM; T6 - 1g.L™* de ASM;
T7-1g.L™" de ASM + Silicato de potéssio a 0,5 %; T8 - Testemunha com inoculacdo e T9 - Testemunha sem
inoculacdo com aplicacdo de gua destilada esterilizada e inoculadas com Mycosphaerella fijiensis.

Os tratamentos com indutores de resisténcia
apresentaram diferengas significativas para a
AACPD, teores de fenol e de lignina, quando
desafiados com esporos de M. fijiensis (Tabela 1).

As menores AACPDs foram obtidas nas
doses de T4, T2, T3 que apresentaram uma reducéo
em 445 %, 66 % e 62 % em relagdo ao T8
respectivamente, o que ndo diferiu estatisticamente
de T9 0 % ao nivel de 5% de probabilidade por
Scott-Knott. Quanto a DLATG, os tratamentos T3,
T6, T7 e T8 diferiram estatisticamente dos demais.
Para o CFST, somente T1 e T3 foram inferiores em
74 % e 44 % em relacdio ao T8 (Tabela 1).
Provavelmente houve combinacdo dos efeitos de
barreiras fisicas, producdo de lignina, devido ao

Uchba et al. (2014)- Dourados, v.7, n.24, p.189-196, 2014

silicio e quimicas, fendis, devido ao ASM, para
obter redugdo na AACPD da doenca.

A acdo do ASM sobre a Sigatoka-negra,
aplicado na variedade Grande Naine, baseia-se, em
parte, nas barreiras e mecanismos de defesa pré-
existentes, independentemente da chegada do
inéculo ao sitio de infeccdo. Desta maneira, quando
as plantas entram em contato com algum agente
indutor, o0s mecanismos de defesa, que
aparentemente, podem estar inativos ou latentes, sdo
ativados e expressos (Vlot et al., 2008; Yasuda et
al., 2008; Pieterse et al., 2009; Coqueiro et al.,
2011).
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Tabela 1 Efeito de dosagens de Acibenzolar-S-Metil (ASM) e silicato de potassio a 0,5% (K,SiO3) sobre a
area abaixo da curva da doenca AACPD da Sigatoka-negra causada por (Mycosphaerella fijiensis), derivados
do &cido da lignina - &cido tioglicolico (DLATG) e de fenol, compostos fendlicos sollveis totais (CFST).

Tratamentos AACPD CFST DLATG
Silicato de potassio 0,5% 26,75 b 0,13 b 0,37 a
ASM 0,2¢9/L + K,SiO;3 7,75 a 0,28b 0,39a
ASM 0,5¢/L + K,SiO3 8,75 a 0,43 a 0,30 b
ASM 0,2g/L 12,75 a 0,44 a 0,23¢
ASM 0,5¢g/L 15,25 b 0,59 a 021c
ASM 1g/L 18,25 b 0,50 a 0,31b
ASM 1g/L + K,SiOs 2450 b 0,61la 0,28 b
Testemunha com inoculacédo 23,00 b 0,50 a 0,29 b
Testemunha 0,00 a 0,49 a 0,25¢

*Valores na mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste Scott-Knott.

Amaral (2008) e Ribeiro Junior (2005)
relataram que para Cercosporiose do cafeeiro
(Cercospora coffeicola) e Murcha-de-verticillium no
cacaueiro (Verticillium dahliae) doses intermediarias
de silicato de potassio (0,75 e 15 mL L%
proporcionaram a diminuicdo da severidade dessas
doencas. Os autores observaram que as doses mais
altas de silicato de potassio, aumentaram a
severidade das doencas, provavelmente, porque altas
concentracbes de K+ interferem na absorgéo de
calcio e magnésio (Pinho Costa et al., 2008;
Marodin et al., 2010). Fato semelhante foi observado
por Lima et al. (2010), em que a partir da dose de
6,0 mmol L™ de potéssio na solucdo nutritiva maior
foi a severidade da Mancha de Phoma do cafeeiro, o
gue desbalanceou outros nutrientes como o calcio.

O tratamento com 0,2 gL' de ASM +
Silicato de potassio a 0,5 % (T2) evidenciou maior
acumulo DLATG, acusando efeito de inducdo na
producdo desta enzima. O silicio promove aumento
no teor de lignina como foi verificado por Asmar et
al. (2013), em trabalho com Cercosporiose em
mudas de café, verificando aumento no teor de
lignina nas plantas, o que pode ter ocasionado uma
reducdo na intensidade da doenca. Entretanto, o
tratamento T1 ndo diferiu estatisticamente do T2,
ndo sendo eficiente no controle da Sigatoka-negra.
Segundo Cai et al. (2008), a reducdo na severidade
de doencas no arroz com a aplicagdo de silicio € um
processo complexo, que ndo se limita a formacao de
barreiras mecanicas ou a inducdo de reacOes
bioguimicas, sendo um resultado da atuacéo
conjunta desses dois mecanismos. O actimulo de
silicato também confere resisténcia a determinada
doenca por barreiras estruturais, no local de
penetracdo do patdgeno, formando complexos
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polifendlicos e, assim, reforcando a parede celular
(Janior et al., 2009; Schultz, 2012). Os CFST no
tratamento T1 foram os menores em relagdo aos
demais tratamentos, ndo diferindo estatisticamente
apenas do tratamento com doses de T2 que
apresentou 0s menores valores na curva de progresso
da doenca (Figura 1). A ineficiéncia do tratamento
Tl no controle da Sigatoka-negra, apesar da
verificagdo de que este aumentou os teores de
lignina na folha, poderia sugerir que outros
mecanismos ou compostos estariam envolvidos na
ativacdo da resisténcia das plantas neste
patossistema.

A lignina é um produto direto da oxidacéo
de alcodis hidroxicinamicos, esta atividade &
catalisada por peroxidases, que resulta em radicais
de fenoxi-mesoméricos, capazes de favorecer a
deposicdo de lignina na parede celular, aumentando
sua resisténcia (Peixoto, 1999). A polifenoloxidase
também participa do processo de lignificacdo
durante a penetracdo do patégeno (Barros et al.,
2010). Soares et al. (2004) relataram a ineficiéncia
do Acibenzolar-S-metil no controle da Murcha-de-
Curtobacterium no  feijoeiro  (Curtobacterium
flaccumfaciens), apesar do produto ter aumentado a
atividade da peroxidase, enzima de defesa da planta,
frequentemente aumentada em resposta aos
estresses, na folha e no caule, e da polifenoloxidase,
outra importante enzima de defesa, e proteinas totais
soltveis no caule das plantas de feijoeiro. Resende et
al. (2002) também ndo encontraram diferenca na
atividade da polifenoloxidase em plantas de
cacaueiro induzidas pelo Acibenzolar-S-Metil,
possivelmente por causa de mudancgas qualitativas
nas isoformas, ou outras que tenham ocorrido em
periodos diferentes das épocas de coleta, que néao
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foram possiveis de identificar. De acordo com Siegel
(1993), essas alteragGes podem ocorrer por fatores
como luz, temperatura, pH e qualquer tipo de
estresse.

Em relacdo as concentracbes de fenol,
plantas tratadas com T2 e as tratadas com T1
apresentaram menores concentragdes em relacéo aos
demais tratamentos (Tabela 1), isto pode ter ocorrido
em virtude da lignificacio da parede celular
desencadear reacGes do sistema de defesa da planta
(Kiac, 2001), reduzindo os teores de composto
fenolicos nas folhas. A ndo eficiéncia de alguns
tratamentos aplicados pode ter sido influenciada
pelo baixo acimulo de compostos fendlicos, pois,
houve uma correlagdo altamente negativa (-0,77)
entre os teores de lignina e compostos fendlicos nas
folhas. A velocidade da expressdo da resisténcia é
fator determinante na colonizagdo do patégeno, pois,
guando mais rapida for a resposta da planta ao
ataque do patégeno, mais eficiente € a resisténcia de
um hospedeiro considerado suscetivel (Pieterse et
al., 2009; El Hadrami et al., 2010).

Sendo assim, outros experimentos devem ser
realizados tanto em laboratério quanto em campo,
em diferentes ambientes, para ajustar doses e
verificar a incorporacdo no sistema de manejo dessas
moléculas para otimizar o manejo.

Conclusoes

Os resultados obtidos evidenciam, para esse
experimento, que Acibenzolar-S-Metil (0,2 ou 0,59
L0,2 g.L™ de ASM + Silicato de potassio a 0,5 %)
combinados com silicato de potassio a 0,5%
induziram resisténcia a Sigatoka-negra na variedade
suscetivel Grand Naine (AAA) e reduziram a
AACPD da doenga.
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