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Resumo

HOLZ, Tailine Manske. Alteragoes fisiologicas e bioquimicas em plantas de
cevada supridas com silicio e tratadas com fungicida contra Bipolaris
sorokiniana. Orientador: Leandro José Dallagnol. 2021. 101f. Dissertagéo
(Mestrado em Ciéncias) — Programa de Pés-Graduagdo em Fitossanidade.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

A mancha marrom em cevada, causada pelo fungo Bipolaris sorokiniana (Sacc. In
Sorok), € umas das principais doengcas que ocorre na cultura, reduzindo a
produtividade e a qualidade do grdo para industria cervejeira. O manejo da doenga
envolve a redugdo de inoculo inicial, uso de cultivares com resisténcia parcial,
complementado com aplicagbes de fungicidas, as quais atenuam a taxa de
progresso da doencga. Assim, outras medidas podem ser uteis para complementar e
ou aumentar a eficiencia de manejo. Com base nisso, objetivou-se neste estudo
investigar os efeitos da suplementagdo de Si no solo para plantas de cevada das
cultivares AnaG01 e BRS Caué, aliado com a aplicagdo preventiva do fungicida
fluxapiroxade + piraclostrobina + epoxiconazol aos 7 ou 15 dias antes da inoculagéo
com B. sorokiniana, na reducdo da intensidade da mancha marrom, nos
mecanismos bioquimicos de defesa (Artigo 1), e nas respostas fisioldgicas
decorrentes do processo de infecgao por B. sorokiniana nas folhas de plantas (Artigo
2). O suprimento com Si, para ambas as cultivares, reduziu a severidade da doenca
em 41%, a taxa de expansao da lesédo (21 — 36%) e da area abaixo da curva de
progresso da doenca (15 — 34%). A enzima superoxido dismutase teve maior
atividade em plantas inoculadas e supridas com Si. Plantas supridas com Si também
apresentaram maior concentracdo de compostos fendlicos e de derivados do acido
lignina-tioglicolico, e reducdo do extravazamento de eletrélitos. Em relagdo as
respostas fotossintéticas, nas plantas inoculadas ocorreu reducdo da assimilacéo
liquida de CO2 (A) e aos 10 dias apds a inoculagao (dai) ocorreu decréscimo da
condutancia estomatica (gs), da concentragdo interna de CO:2 (Ci) e da taxa
transpiratéria (E). As concentragbes de clorofila total, clorofila a e caroteinoides
aumentaram, enquanto a de clorofila b foi reduzida nas folhas inoculadas. O
suprimento de Si amenizou os danos nas trocas gasosas (A € gs) € na concentracao
de pigmentos. A associagao de Si e fungicida conferiu maior redugéo na intensidade
da doenca e a manutencao de melhor estado fisiolégico da planta quando desafiada
com B. sorokiniana. Os resultados deste estudo demonstraram o potencial do Si em
incrementar a resisténcia de plantas de cevada a mancha marrom por meio da
potencializacdo de respostas bioquimicas de defesa ou pela redugcdo do dano
fisioldgico causado pela infecgao pelo patégeno.

Palavras-chave: Mancha marrom, adubacdo silicatada, fungicida preventivo,
mecanismos de defesa, pigmentos fotossintéticos, fotossintese.



Abstract

HOLZ, Tailine Manske. Physiological and biochemical changes in barley plants
supplied with silicon and treated with fungicide against Bipolaris sorokiniana.
Advisor: Leandro José Dallagnol. 2021. 101p. Dissertation (Master degree) - Crop
Protection Graduate Program. Federal University of Pelotas, Pelotas, 2021.

Spot blotch on barley, caused by the fungus Bipolaris sorokiniana (Sacc. In Sorok) is
one of the main diseases that occur in the crop, reducing yield and grain quality for
the brewing industry. The disease management include strategies such as the
reduction of initial inoculum, use of cultivars with partial resistance, complemented
with fungicide applications, which aim to attenuate the rate of disease progress.
Thus, other management measures can be useful to complement and/or increase the
control efficiency. Searching for additional management measures, the objective of
this study was to investigate the effects of silicon (Si) amendment in the soil to barley
plants of the cultivars AnaG01 and BRS Caué, combined with the preventive
application of the fungicide fluxapiroxade + pyraclostrobin + epoxiconazol at 7 or 15
days before inoculation with B. sorokiniana, in the reduction of the spot blotch
intensity and on the biochemical defense mechanisms (Article 1), and on the
physiological alteration resulting of the process of infection by B. sorokiniana in the
leaves (Article 2). The results showed a reduction in disease severity, for both
cultivars supplied with Si, up to 41%, as well as reduction in the rate of lesion
expansion (21 — 36%) and in the area under the disease progress curve (15 — 34%).
The superoxide dismutase enzyme had the greatest activity in inoculated plants and
supplied with Si. Plants supplied with Si also showed a higher concentration of
phenolic compounds and lignin-thioglycolic acid derivatives, and reduced electrolyte
leakage. Regarding photosynthetic responses, in inoculated plants, there was a
reduction in net assimilation of CO2 (A), and 10 days after inoculation there was a
decrease in stomatal conductance (gs), internal CO2 concentration (Ci), and
transpiration rate (E). The concentrations of total chlorophyll, chlorophyll a and
carotenoids increased, while chlorophyll b has been reduced in the leaves of
inoculated plants. The supply of Si ameliorated the damage on the gas exchange
variables (A and gs) and on the concentration of pigments. The association of Si and
fungicide provided a greater reduction of disease intensity and maintenance of a
better physiological state of the plant when challenged with B. sorokiniana. The
results of this study demonstrated the potential of Si to increase the resistance of
barley plants to spot blotch, through the potentiation of biochemical defense
responses or the reduction of physiological damage caused by the pathogen
infection.

Keywords: Spot blotch, silicate fertilization, preventive fungicide, defense
mechanisms, photosynthetic pigments, photosynthesis.
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1. Introdugéao Geral

A cevada (Hordeum vulgare L.) esta entre os cereais de maior relevancia
mundial, em termos de producéo e area cultivada, ocupando a quarta posicédo entre
0s mais cultivados economicamente, perdendo apenas para o arroz, milho, e o trigo
(CARPENTIERI-PIPOLO & MINELLA, 2021; AGOSTINETTO et al., 2020). Em 2020,
a area cultivada foi de cerca de 70 milhdes de hectares mundialmente, com
produgéo de 160 milhdes de toneladas (FAO, 2020).

A cevada é destinada principalmente para alimentacdo humana e animal. Na
alimentagao humana, os graos sao reservados a fabricagcao de farinhas, in natura ou
malteada; e na alimentagdo animal pode ser fornecida através de silagem, feno,
pastagem, graos e, principalmente, ragdes, desta equivalendo a 65,8% da produgao
mundial (MORI e MINELLA, 2012).

No Brasil, o cultivo concentra-se na Regidao Sul, principalmente pelo clima
favoravel a producdo do cereal com qualidade. Os estados do Rio Grande do Sul e
Parana respondem por praticamente 98% da producdo nacional, o que
correspondeu na safra de 2019 a 429,4 mil toneladas do cereal. Em 2020 houve
decréscimo no seu volume total, devido a fatores climaticos desfavoraveis, como o
déficit hidrico e a ocorréncia de geadas tardias, comprometendo a producao final, a
qual foi de 374,4 mil toneladas (CONAB, 2020), ja para 2021, esta previsto a
producdo de 424,1 mil toneladas (MAPA, 2021).

A necessidade pelo cereal vem se expandindo, devido a maior demanda de
malte. A demanda nacional € de aproximadamente 1,6 milhdes de toneladas de
malte, mas a produgao nacional atual supre apenas cerca de 26% da necessidade
da industria nacional (MAPA, 2021). No Brasil, a extensiva utilizagdo da cevada para
fabricacdo do malte se deve por ser a principal matéria prima na fabricacdo da
cerveja. O Brasil é considerado o terceiro maior produtor mundial, totalizando,
aproximadamente, 14 bilhées de litros por ano, o que representa 2% do produto
interno bruto (PIB) do pais, movimentando R$100 bilhdes anualmente e empregando
2,7 milhdes de pessoas (MAPA, 2019).

Visando a expansao da area cultivada e o aumento na producéo nacional, as
industrias cervejeiras tém fomentado os produtores, através da compra antecipada
da safra antes mesmo da semeadura (MINELLA, 2015). No entanto, a cevada

produzida pelos produtores necessita atender o padrdao de qualidade conforme
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estabelecido na Portaria 691/96 do Ministério da Agricultura e Abastecimento. A
cevada para ser comercializada para malte deve apresentar teor de umidade de no
maximo 13%, poder germinativo de no minimo 95%, teor de proteinas deve ser de
até 12%, os graos avariados devem ser de no maximo até 5%, e matérias estranhas
e impurezas nao devem ultrapassar 3% (BRASIL, 2011).

Assim, estresses que ocorrerem durante o cultivo da cevada podem
comprometer a quantidade e qualidade do grdo, com destaque para as doengas
(REUNIAO NACIONAL DE PESQUISA DE CEVADA, 2017). Dentre as doengas que
atacam a cultura, a mancha marrom, causada por Bipolaris sorokiniana (Sacc.)
Shoemaker, destaca-se entre os principais manchas foliares (TURQUETI et al.,
2001), causando danos na produtividade de até 70% (NAVAKAZ| et. al., 2020;
AGOSTINETTO et al. 2015). As injurias decorrentes do patdogeno sdo devido a
reducdo do processo fotossintético e a elevagdo da taxa de respiragcao e
transpiracdo, ocasionando a diminuicdo no numero de afilhos e espigas por planta,
além de atacar as espigas, ocasionando a descoloragéo e escurecimento na ponta
dos graos, diminuindo a qualidade do malte e da cerveja (REIS & CASA, 2001).

A introdugado do patdégeno nos locais de cultivo podem ocorrer por meio da
disseminagao dos conidios pelo vento de areas contaminadas para areas indenes e,
também, por sementes infectadas (FERRARI & POSSAMAI, 2015). A sobrevivéncia
do patdogeno da-se em hospedeiros alternativos, como Paspalum notatum var.
pensacola, Echinochloa cruzgali, Digitaria sanguinalis e Brachiaria plantaginea, bem
como em outros cereais de inverno cultivados, assim como em restos de cultura na
entressafra (REIS & CASA, 2001). Desta forma, o aumento da severidade da
mancha marrom nos cultivos sdo decorrentes, principalmente, pelo sistema de
plantio direto, uso de sementes contaminadas e o monocultivo (FERRARI &
POSSAMAI, 2015; REUNIAO NACIONAL DE PESQUISA DE CEVADA, 2017).

Mediante a isso, aliado a inexisténcia de cultivares resistentes, 0 manejo da
doenca € realizado com a adocdo de medidas que visam diminuir e/ou evitar
prejuizos no rendimento e na qualidade cervejeira (AGOSTINETTO et al., 2020), tal
como reduzir o indéculo inicial e o progresso das epidemias por meio do uso de
fungicidas. Para o controle da doenga, a aplicacdo de fungicidas tem sido uma
medida muito utilizada pelos agricultores para atenuar os danos ocasionados. No
entanto, dependendo do nivel de suscetibilidade da cultivar, do sistema de cultivo e

das condigdes climaticas durante o cultivo, podem ser requeridas até quatro
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pulverizagdes com fungicidas. Assim, para reduzir o numero de pulverizagdes ou
aumentar a eficacia de manejo, uma estratégia € o uso de medidas que visam
aumentar a resisténcia das plantas de cevada ao patogeno.

Neste contexto, a utilizagdo do silicio (Si) torna-se uma alternativa atrativa,
devido a seus efeitos benéficos no crescimento, aproveitamento de nutrientes e
potencializagdo da resisténcia das plantas a patdgenos e pragas (DEBONA et al.,
2017). Estudos comprovam que o fornecimento de Si, em varias espécies de
plantas, tem conferido redugdo da intensidade de doengas importantes
(RODRIGUES et al., 2015). Em cevada, o uso do Si reduziu a severidade do oidio
(Blumeria graminis f. sp. hordei) (WIESE et al., 2005; WANG et al., 2017) e da
giberela (Fusarium spp) (SAKR, 2021).

Os estudos demonstram que o efeito do Si na reducao da intensidade das
doengas é devido a mecanismos que atuam de forma aditiva e/ou sinergética
(RODRIGUES & DATNOFF, 2015). Um dos mecanismos atua como barreira fisica, a
qual é constituida pelo espessamento e lignificacdo da parede celular das células
epidérmicas, evitando a penetracdo mecéanica do patogeno. Este evento ocorre
devido a movimentacdo ascendente do elemento, desde as raizes até as folhas,
onde o Si se polimeriza nas lacunas extracelulares, acumulando-se nas paredes das
células epidérmicas das folhas, logo abaixo da cuticula, e em células especializadas
para deposicdo de Si (MA e YAMAJI, 2008; SHETTY et al., 2012). Logo, a
deposigcdo de Si juntamente as células da epiderme, estdbmatos e tricomas
promovem maior rigidez cuticular contra a penetragao do patégeno (KAUSS et al.,
2003; CRUZ et al., 2014). Adicionalmente, a deposicédo de Si na parede celular pode
prejudicar o fluxo de efetores ou toxinas liberadas por patégenos bem como uma
menor difusdo de nutrientes conferindo uma evolucdo mais lenta da doenca
(COSKUN et al., 2019).

Outro mecanismo funciona como barreira bioquimica, na qual o Si atua
potencializando a sintese e deposicdo de compostos fendlicos e fitoalexinas, o
acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s), a alteracdo na atividade de
enzimas oxidoredutases e glicolases envolvidas no sistema de defesa da planta
(RODRIGUES e DATNOFF, 2015; DEBONA et al., 2017; WANG et al., 2017).
Todavia, ndo se descarta a possibilidade do Si atuar na potencializagao das defesas
da planta por meio de seu efeito na homeostase de fitohormbnios e na interacéo

com os componentes de sinalizagao, como fésforo (P) ou metais catibnicos, tais
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como manganés (Mn) e ferro (Fe), que atuam como cofatores para varias enzimas
(BOCKHAVEN et al., 2013).

Considerando os resultados positivos obtidos pela aplicagdo de Si no manejo
de doengas da cevada supramencionados e diante da limitada disponibilidade de
medidas eficazes para a redugao da intensidade da mancha marrom na cevada,
acredita-se que adubacao silicatada, aliada com a aplicagdo antecipada de
fungicida, sdo estratégias a serem incorporadas no manejo integrado dessa doenga,
potencializando as respostas fisioldgicas e a produgdo de compostos de defesa da
planta em resposta a infecgao por B. sorokiniana.

Partindo desse pressuposto, objetivou-se neste estudo avaliar os efeitos da
adubacao silicatada, como fonte de Si soluvel, e aplicagdo antecipada do fungicida
nas respostas bioquimicas, como a determinacdo de enzimas antioxidades,
quantificacdo da concentracdo de compostos fendlicos soluveis totais, derivados
lignina-acido tioglicdlico e de extravasamento de eletrdlitos; e fisioldgicas, por meio
da avaliacdo de trocas gasosas, concentragdo de pigmentos fotossintéticos de

plantas de cevada desafiadas com o fungo B. sorokiniana.
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Resumo

A mancha marrom causada pelo fungo Bipolaris sorokiniana é uma das principais doengas da
cevada e pode causar dano expressivo na produtividade. Em cultivos comerciais, a aplicagao
de fungicidas tém sido uma das principais ferramentas no manejo da doenga. No entanto,
inimeros estudos evidenciam que a utilizacao do silicio (Si) potencializa o sistema de defesa
do hospedeiro. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do Si, aliado com a
aplicacdo antecipada do fungicida, nas defesas da cevada a mancha marrom, através da
avaliagdo dos componentes de resisténcia, da atividade de enzimas do sistema antioxidante
(ascorbato peroxidase — APX, catalase — CAT, peroxidase — POX, e superdxido dismutase -
SOD), do actimulo de compostos do metabolismo secundario (compostos fendlicos soluveis
totais — CFST, e derivados de lignina 4cido tioglicélico - DLATG), e o dano celular através da
determinagdo dos extravasamentos de eletrélitos (EE) durante o processo de infeccdo de B.
sorokiniana. As cultivares AnaG01 e BRS Caué, ambas suscetiveis, foram cultivadas em solo
suprido com silicato de calcio (+Si) ou calcério extrafino (-Si) e tratadas com o fungicida
fluxapiroxade + piraclostrobina + epoxiconazol aos 7 ou 15 dias antes da inoculacao (DAI).
As enzimas do sistema antioxidantes, CFST, DLATG e EE foram determinadas antes da
inoculagdo (plantas sadias) e das 24 até 120 horas ap6s a inoculacao (hai). A inoculagdo com
B. sorokiniana aumentou as atividades de APX, CAT, POX e SOD, incrementou o acumulo
de CFST, DLATG e contribuiu para maior EE em folhas. Na AnaGO1 ocorreu incremento da
SOD, POX, CFST e DLATG, enquanto a BRS Caué ocorreu maior atividade na CAT, ¢ EE e
na concentragdo foliar de Si. A aplicagdao de fungicida aos 15 DAI promoveu incremento da
atividade de SOD e POX, enquanto na auséncia de fungicida aumentou a atividade de CAT,
APX, CFST e DLATG. O EE foi maior nas plantas da BRS Caué e -Si, e ndo diferiu aos 7 e
15 DAI Nas plantas com Si houve a redu¢do dos componentes de resisténcia em 34, 36 e
41% na AACPD, r e severidade final quando comparado as plantas sem Si, sendo o
incremento maior na BRS Caué. A atuagdo conjunta de Si e fungicida resultou em menor
intensidade da doenga e incrementou as defesas bioquimicas da cevada quando desafiada com
B. sorokiniana.

Palavras-chave: enzimas antioxidantes, dano celular, mancha marrom, silicato de calcio,

resisténcia
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1. Introducao

A mancha marrom, causada por Bipolaris sorokiniana (Sacc. in Sorok) Shoemaker, ¢
uma das principais doengas foliares que acometem os cereais de inverno no Sul do Brasil.
Para a cevada (Hordeum vulgare), o fungo compromete a produtividade e a qualidade dos
graos (Mathre, 1982; Reis e Casa, 2001; Antoniazzi e Deschamps, 2007). O dano na
produtividade de graos pode ser de até 70% (Navakazi et. al., 2020; Agostinetto et al. 2015),
sendo mais expressivo quando ocorre infeccdo severa na folha bandeira (Gangwar et. al.,
2018).

O fungo B. sorokiniana apresenta parasitismo tipo hemibiotréfico. Na primeira fase
(biotréfica), as hifas do fungo penetram a cuticula e a parede celular da epiderme de uma
unica célula e, através da formacgao de vesicula, estabelece a relagdo parasitaria estavel com o
hospedeiro, sem causar a morte celular (Kumar et. al., 2002). Na segunda fase, o patégeno
adquire um comportamento necrotrofico, secretando toxinas (sesquiterpenos), que induzem os
sintomas tipicos da doenca e a morte celular; e enzimas hidroliticas, como celulase,
hemicelulase, pectinase, amilase, e protease, a fim de degradar os constituintes celulares
(Kumar et. al., 2002; Kumar et. al., 2015; Gangwar et. al., 2018). Dentre os metabolitos
fitotoxicos produzidos por B. sorokiniana estdo o pré-helmintosporol (composto
predominantemente produzido e mais ativo; causando inibi¢do de enzimas de defesa do
hospedeiro), helmintosporol (compromete a permeabilidade de membranas), sorocinianina
(inibi a germinacdo de graos/sementes) e, recentemente, foi descoberto um efetor,
denominado de ToxA, com agdo necrotréfica especifica ao hospedeiro, que leva ao acimulo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) no cloroplasto (Akesson et al., 1996; Nakajima et al.
1998; Kumar et. al., 2002; Mcdonald et al., 2018; Novakazi et. al., 2020; Olbe et al., 1995).

No controle da mancha marrom da cevada, uma medida de manejo amplamente

utilizada ¢ a aplicacdo de fungicida (Agostinetto et. al., 2015). Por exemplo, o fungicida



190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

19

fluxapiroxade + piraclostrobina + epoxiconazol aplicado de forma preventiva, reduziu
significativamente a incidéncia, severidade, nimero e tamanho das lesdes (Dominguez et al.,
2021). Entretanto, a aplica¢do de fungicida frequente, ou de forma tardia, podem resultar em
acréscimo no custo de producdo, sem que haja acréscimo de produtividade e elevando a
probabilidade da ocorréncia de resisténcia no patdégeno as moléculas dos produtos quimicos
(Agostinetto et al., 2015; Kaur et al., 2021), sendo necessario aliar outras medidas ao manejo
para reduzir a intensidade da mancha marrom em cevada.

Dentre as estratégias de controle de doencas, o uso do silicio (Si) demonstra grande
potencial para reduzir os danos causados por patégenos flingicas, e tem sido amplamente
estudado e integrado no manejo das culturas de importancia econdmica (Rodrigues et al.,
2015a; Debona et al., 2017; Cruz et al., 2020; Pazdiora et al., 2021). Em cereais de inverno,
como trigo por exemplo, estudos mostraram que plantas supridas com Si apresentaram menor
severidade de doencas como a mancha marrom (Bipolaris sorokiniana), brusone
(Magnaporthe oryzae patotype Triticum), septoriose (Zymoseptoria tritici), oidio (Blumeria
graminis f. sp. tritici), mancha amarela (Pyrenophora tritici repentis), e giberela (Fusarium
spp.) (Dallagnol et al. 2020; Pazdiora et al. 2021). J& para cevada, o Si promoveu a reducao da
intensidade da doenca oidio (Blumeria graminis f. sp. hordei) e giberela (Fusarium spp)
(Wiese et al., 2005; Wang et al., 2017; Sakr, 2021).

O papel do Si na reducdo da intensidade de doencas estd associado a maior
dificuldade de penetragdo e colonizag¢do dos tecidos devido a formagao de uma barreira fisica
originada pela dupla camada Si-cuticula, e da sua da deposi¢do junto a papilas e paredes
celulares, agindo negativamente a pressdo mecanica exercida pelo patogeno (Kumar et al.,
2002; Kim et al., 2002). Além da barreira fisica conferida pelo Si polimerizado, a presenca do
Si soluvel ¢ associado com a potencializa¢do do sistema de defesa do hospedeiro, por meio do

acimulo de compostos de defesa pela via rota dos fenilpropanoides, resultando em acréscimo
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nas concentragdes de compostos fenolicos, lignina, e fitoalexinas, alterando a atividade
enzimas relacionadas a defesa (defesa direta contra o patdogeno e do sistema antioxidante),
bem como, possivelmente pela obstrucdo apopléastica da movimentagdo de fatores de
patogenicidade/viruléncia do patogeno (Rodrigues et al., 2015a; Debona et al., 2017; Dorneles
et. al., 2017; 2018; Wang et al., 2017; Coskun et al., 2019; Cruz et al., 2020). Em relacdo as
enzimas do sistema antioxidante, plantas supridas com Si tém apresentado maior atividade de
algumas enzimas, tais como ascorbato peroxidase (APX), a catalase (CAT), a peroxidase
(POX) e a superperdxido dismutase (SOD), as quais podem detoxificar a célula de compostos
danosos, como as EROs, bem como levar a formagdo de substancias antimicrobianas,
resultando em uma atenuagdo da doenca nas plantas (Wang et al., 2017). A potencializa¢ao do
sistema antioxidante pode ser um importante mecanismo para conter o avanco da mancha
marrom no tecida da planta, especialmente durante a fase necrotrofica, condicdo que
possivelmente pode ser obtida pelo fornecimento de Si as plantas de cevada. Acredita-se que
o progresso mais lento da doenga nas plantas supridas com Si pode favorecer o controle do
fungicida, aumentando sua eficiéncia de controle e /ou prolongando o periodo de maior
eficiéncia.

Nesse sentido, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da associacdo da
fertilizagdo silicatada no solo, como fonte de Si soltvel, com a aplicacdo foliar de fungicida
nos mecanismos bioquimicos de defesa da cevada contra B. sorokiniana. Para tal, a atividade
de enzimas oxidorredutases (APX, CAT, POX e SOD), a concentragdo dos compostos
fenolicos soluveis totais, a concentragdo de derivados do 4cido lignina-tioglicélico e o
extravazamento de eletrolitos, foram quantificados em plantas suscetiveis de cevada a mancha
marrom, supridas ou ndo com fertilizagao silicatada, e sem ou com aplicagdo antecipada de

fungicida aos 7 e 15 dias antes da inoculacdo.
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2. Material e métodos
2.1. Material vegetal e cultivo

As cultivares de cevada AnaG01 (Fapra-Agraria®) e BRS Caué (Embrapa ®), ambas
suscetiveis a mancha marrom, foram utilizadas nos experimentos. Estas cultivares foram
selecionadas devido a semelhan¢a na duragdo ciclo, periodo de florescimento € uso no
mercado. As sementes foram semeadas em vasos plasticos (capacidade de 8 L) contendo 6 kg
de solo. Em cada vaso foi cultivado 6 plantas. Durante todo o experimento, as plantas foram
mantidas em casa de vegetacdo pertencente ao Departamento de Fitossanidade, da Faculdade
de Agronomia “Eliseu Maciel” da Universidade Federal de Pelotas (RS). As temperaturas
meédias diarias variaram entre 2 e 26°C, e a umidade relativa entre 60 e 98%.
2.2. Caracteristicas do solo, fertilizacdo e aplicag¢do dos corretivos de solo

As caracteristicas fisico-quimicas do solo utilizado no estudo foram as seguintes: 54 g
kg silte; 251 g kg'! argila; classe textural médio argiloso; pH em agua 5.8; 12 mg dm™ P; 6
mg dm> S; 5,8 mg dm K; 3,1 cmolc dm™ Ca;1,7 cmolec dm™ Mg, 0,6 cmolc dm™ Al; 4,4
cmolc dm™ H + Al; 53% saturagio por bases; 1,99% matéria organica; ndice SMP 6. O solo
utilizado foi peneirado e a correcdo da fertilidade quimica realizada conforme as indicagdes
para a cultura da cevada (Minella, 2019). A dose de nitrogénio foi de 0,24 mg kg'!, na forma
de uréia, onde 0,08 mg kg™! foi aplicado na semeadura, 0,08 mg kg™! no inicio do afilhamento
e o restante no inicio do alongamento; a dose de fosforo (P) foi 0,07 mg kg™! de P,Os e a dose
de potassio (K) foi de 0,03 mg kg'de K2O. P e K foram aplicados na semeadura.

A fonte de Si foi o silicato de calcio (Agrosilicio Plus®, Agronelli Insumos Agricolas,
Uberaba, Brasil), composto por 10,5% de Si, 25% de Ca e 6% de Mg. A dose de silicato de
calcio aplicada foi equivalente a 13,2 toneladas ha™! para elevar o pH do solo até 6.5. Para
isolar o efeito do Si, nos tratamentos controle foi adicionado calcério extrafino (Dagoberto

Barcelos, Cagapava do Sul, Brasil), composto por 25% de Ca e 15% de Mg. A dose de
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calcario foi de 11,0 toneladas ha'. As concentragdes adicionadas de Ca e Mg entre os
tratamentos foram ajustadas utilizando, separadamente, carbonatos de Ca e Mg. Os corretivos
foram misturados ao solo de cada tratamento e incubados por 30 dias em sacos plasticos com
a umidade proxima de 80% da capacidade de retencdo de dgua do solo para que ocorresse a
solubilizagdo dos elementos minerais. A concentracdo de Si disponivel (extracdo em CaCl,
0.01 M) no solo no momento da semeadura foi de 23,7 mg kg! para solo com silicato de
calcio e 11,4 mg kg™ para solo com calcdrio extrafino.
2.3 Delineamento experimental
O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado com quatro

repetigdes. Os fatores estudados consistiram de cultivares (AnaG01 e BRS Caué), corretivos
no solo (silicato de calcio e calcario extrafino), aplicacdo fungicida (7 ou 15 dias antes da
inoculagdo, e sem aplicagdo) e o tempo de amostragem (-1 (antes da inoculagdo), 24, 48, 72,
96 e 120 horas ap6s a inoculagdo). O experimento foi realizado duas vezes.
2.4. Aplicagado do fungicida

A aplicacdo do fungicida foi realizada apos quarenta e um (41) dias da semeadura,
durante o estadio de crescimento 31 (segundo a escala de Zadoks, 1974). O fungicida
epoxiconazol (50 g. L") + fluxapiroxade (50 g. L") + piraclostrobina (81 g. L) (Basf®),
selecionado entre os indicados para o controle da doenca no Brasil (Reunido nacional de
pesquisa de cevada, 2017), na dose de 1,0 L ha™! foi aplicado de forma preventiva, aos quinze
(15) ou sete (7) dias antes da inoculag@o da planta. As aplicagdes foram efetuadas pelo horério
da manha, com temperatura de entre 17-22°C, UR entre 60-70%, e velocidade do vento de 2-5
km h!. A aplicagio foi realizada com um pulverizador costal pressurizado por CO», equipado
com barra de 3 bicos, com pontas de jato plano em leque, série 110.02, espagadas em 50 cm e

calibradas para um volume de calda de 150 L ha™'.
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2.5. Obtengdo do isolado e teste de patogenicidade

O isolado fungico utilizado neste estudo foi obtido de sementes da cultivar BRS Caué
foram coletadas no Centro Agropecudrio da Palma, da Universidade Federal de Pelotas, no
municipio de Capao do Ledo, RS. Apds obter isolado monospoérico do fungo, o mesmo foi
cultivado em meio batata-dextrose-agar (BDA). A patogenicidade do isolado foi confirmada
por meio da inoculagdo da suspensdo de esporos, 1x10* conidios por mL, em plantas de
cevada da cultivar BRS Caué com 60 dias de idade. A identidade do isolado fingico foi
confirmada como Bipolaris sorokinina por meio da extragdo de DNA, para amplificagdo e
sequenciamento das regides da gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e 5,8S
nrDNA com as regides espagadoras transcritas internas (ITS) e 28S DNA ribossomico (LSU).
As amplificagdes de PCR, purificacdo de produtos de PCR, sequenciamento e edicdo de
sequencias forward e reverse foi feita conforme ao descrito por Victoria Arellano et al., 2021.
As sequencia obtidas foram depositadas no GenBAnck sob os numeros de acessos OK631542
para GAPDH, e OK623477 para ITS.
2.7. Preparo do inoculo e inoculagdo das plantas de cevada

O isolado do fungo foi repicado para placa de Petri contendo meio BDA, e mantido
em BOD por sete dias a temperatura 25°C + 3°C e fotoperiodo de 12h. No sétimo dia, os
conidios foram coletados, com o auxilio da al¢a de Drigalski, em 4gua destilada contendo
0,01% de Tween 20%, e a concentra¢io ajustada para 1 x 10* conidios mL™' (Barba et al.,
2004).

A inoculagdo das plantas de cevada foi por meio da pulverizagao foliar da suspensao
de esporos de B. sorokiniana, aos 56 dias apds a emergéncia das plantulas (estadio 42 de
crescimento conforme escala fenologica de Zadoks et al. 1974) por meio da utilizagdo de um
borrifador manual (TECBLAS® 45 mL). Toda a superficie foliar de todas as plantas foram

completamente cobertas pela pulverizagdo, contudo sem provocar escorrimento superficial.
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Imediatamente ap6s a inoculacdo, as plantas foram transferidas para uma camara de nevoeiro
com temperatura de 25 £ 3 °C, onde permaneceram por 48h.

O isolado fungico de B. sorokiniana (LIPP BITAO1) utilizado nos estudos foi
armazenado na Colecao de Fungos do Laboratério de Fungos Fitopatogénicos da Faculdade
de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas. A preserva¢ao do fungo foi
em agua destilada esterilizada e mantido em temperatura de 10°C (Castelani, 1939).

2.8. Avaliacdo da doenca

As variaveis avaliadas foram a taxa de expansao de lesdo (), a severidade final (SF) e
a area abaixo da curva do progresso da doenga (AACPD). A taxa r foi estimada com base nas
mensuragdes de cinco lesdes em uma folha de cada planta. As mensuragdes foram realizadas a
cada 24 h apds o aparecimento dos primeiros sintomas, totalizando dez avaliagdes no tempo.
A severidade da mancha marrom foi estimada com base na proporcao da area da folha atacada
pela doenga em relacdo a area total da folha de acordo com a escala diagramatica descrita por
Azevedo (1997), totalizando dez avaliagdes. Os dados de severidade da doenga em fungao do
tempo foram utilizados para calcular a 4rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD)
conforme formula proposta por Shaner & Finney (1977). A SF ¢ o valor da severidade da
ultima avaliagdo realizada aos 13 dias apos a inoculagao.

2.9. Determinagdo da atividade enzimatica, quantifica¢do da concentragdo de compostos
fendlicos soluveis totais (CFST), derivados lignina-dacido tioglicolico (DLATG) e
extravasamento de eletrolitos (EE).

2.9.1. Coleta do material para analises bioquimicas

Folhas completamente expandidas foram coletadas as -1 (antes da inoculagdo), 24, 48,
72, 96 e 120 horas apods inoculagdo (hai) para determinagdo da atividade enzimatica e as -1
(antes da inoculagdo), 24, 72 e 120 HAI para determinacdo de CFST, DLATG e EE. Para

cada tempo de coleta foram utilizadas quatro repeti¢des, cada uma constituida por 3 folhas
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expandidas de uma planta de cada vaso do tratamento. Imediatamente apds a coleta, as
amostras foram congeladas em N; e armazenadas em ultra freezer (-80°C) até a realizacdo das
analises.

2.9.2. Atividade enzimatica

Os extratos vegetais para a quantificacdo das atividades enzimaticas foram obtidos
conforme a metodologia descrita em Dallagnol et al. (2011) com algumas modificagdes. Para
tal, amostras de tecido foliar de 0,5g foram maceradas em N; para obten¢do do extrato foliar.
Imediatamente apds maceragdo foi adicionada a solucdo de extracdo, constituida de tampao
fosfato de potassio (100 mM, pH 6,8), contendo fluoreto de fenilmetilsulfonil (I mM) e
polivinilpolipirrolidona (40 mg). Em seguida esse material foi centrifugado a 12.000 x g por
15 min a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para determinacao das atividades enzimaticas.

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi determinada
conforme metodologia de Ribeiro et al. (2014), por meio da capacidade da enzima em inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT), em um meio de reacao contendo 1.000 pL
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,8), 400 uL metionina 70 mM, EDTA 10 uM, NBT 1 mM,
riboflavina 0,2 puM, 390 pL 4gua destilada e 20 pL de extrato vegetal. A absorbancia foi
determinada a 560 nm. Uma unidade da SOD correspondeu a quantidade da enzima capaz de
inibir em 50% a fotorreducdo do NBT, nas condi¢des do ensaio, sendo os resultados
expressos em unidades de SOD mg™! de proteina (Giannopolitis; Ries, 1977).

A atividade da enzima catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi definida através quantificacao
da degradagao do peroxido de hidrogénio (H202) (Azevedo et al., 1997). O meio de reagao foi
composto por 1.500 pL do tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) contendo H202 30%
(2,5 uL mL™! do tampdo de reagdo) e 25 pL do extrato vegetal. A absorbancia foi determinada

a 240 nm e os resultados expressos em pmol de HO> degradado min™! mg™! de proteina.
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A atividade da peroxidase (POX, EC 1.11.1.7) foi determinada conforme descrito por
Dallagnol et al. (2011). O meio de reacdo foi composto por 475 uL de dgua destilada, 375 puL
tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8), 300 pL pirogalol 100mM, 300 pL H>O»
100mM e 15uL do extrato vegetal. Para o cdlculo da atividade da POX foi utilizado o
coeficiente de extingdo de 0,00247 M™! cm™ (Chance; Maehley, 1955).

A atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX EC 1.11.111) foi determinada pelo
método de Nakano e Asada (1981). Ao meio de reacdo, composto por 1950 uL. de tampao
fosfato de potassio 50 mM (pH 6,8), I mM de H>0O> e 0,8 mM de ascorbato, foi adicionado 45
pL do extrato enzimatico bruto, dando inicia a reagdo A atividade de APX foi medida com
base na quantificacdo da taxa de oxidacdo do ascorbato (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) a
290 nm por 1 min a 25°C, e expressa em pmol de ascorbato oxidado min ' mg™! de proteina.

A concentragdo de proteinas utilizada para o céalculo da atividade das enzimas foi
obtida pelo método de Bradford (1976), usando albumina sérica bovina como padrao.

2.9.3. Quantificagdo de CFST, DLATG e EE

Para a determinagdo de CFST, 0,1g de tecido foliar foi macerado em almofariz e
pistilo contendo N». O po resultante foi transferido para microtubo e homogeneizado com
1500 uL de metanol 80%, seguido de incubacdo no escuro a 25 °C, sob agitacao (200 rpm)
por 24 horas. Em seguida, o extrato metandlico foi centrifugado a 12.000 x g por 4 minutos, e
o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo para a determinag¢ao da concentragao
de CFST. O residuo solido insoluvel foi armazenado em ultra freezer (-80°C), para
determinagdo da concentragao de DLATG.

A determinagdo de CFST foi baseada na metodologia desenvolvida por Zieslin e
Bem-Zaken (1993) com modificacdes. A mistura de reagdo conteve 75 uL do reagente Fenol
Folin-Ciocalteu (0,25 N) (Sigma-Aldrich), 75 pL do extrato metandlico, 75 pL. de carbonato

de sodio (1M) e 1500 pL de 4gua destilada. A absorbancia da amostra foi determinada a 725
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nm em espectrofotometro (Bel® modelo UV-UMS51), e os resultados foram expressos, em
termos de 4cido pirogalico, em pg de CFSTs g matéria fresca (mf). Para determinacio da
curva padrdo para quantificagdo dos CFSTs foi utilizado o é4cido Pirogalico P.A.-A.C.S.
(SYNTH®).

Para determinac¢ao da concentragdo dos DLATG utilizou-se o método de Barber e
Ride (1988), onde o residuo da extragdo de CFST foi misturado com 1500 pL de agua
destilada e centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o
residuo deixado na estufa por 24 horas a 65°C. O residuo alcodlico-insoluvel seco, contendo
lignina e acidos fenolicos foi reidratado com 1500 pL de solugdo de acido tioglicdlico
(Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) e HCl a 2 N (1:10) e depois colocado em banho-maria a
100°C por 4 horas. Posteriormente, os microtubos foram colocados em gelo (4°C) por 10
minutos. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos, sendo o
sobrenadante descartado e o precipitado lavado com 1500 pL de dgua destilada e centrifugado
novamente a 12.000 x g por 10 minutos. Apos a centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado
e o precipitado ressuspendido em 1500 pL de NaOH a 0,5 N. A mistura permaneceu por 12
horas em mesa agitadora (200 rpm), em temperatura ambiente. Em seguida, os microtubos
foram centrifugados a 12.000 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para novo
microtubo.

Posteriormente, foram adicionados 200 pL de HCI concentrado ao sobrenadante e os
tubos transferidos para geladeira (4 °C) por 4 horas, para precipitagdo dos derivados da
DLATG. Nova centrifugacdo a 10.000 x g por 10 minutos foi realizada, o sobrenadante
descartado e o precipitado (castanho-alaranjado) foi dissolvido em 2000 pL de NaOH a 0,5 N.
A absorbancia dos derivados da DLATG no sobrenadante foi medida em espectrofotometro a

280 nm e a concentragio expressa em pg de DLATG g!' MF, utilizando uma curva padrio
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obtida com diferentes concentracdes de lignina alcalina, éter 2- hidroxipropilico de lignina
alcalina, éter 2-hidroxipropil (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
Para determinagdo do EE utilizou-se o método descrito por Dorneles et al. (2020),

com algumas modifica¢des. Dez discos de folhas (7 mm de didmetro) foram coletados as -1
(antes da inoculacdo), 24, 72 e 120 HAIL Os discos, imediatamente apds os cortes, foram
lavados em agua deionizada por duas vezes e, posteriormente, incubados em 3000 pL de dgua
deionizada a 25°C. Decorridos 4h da incubacdo, foi realizada a primeira leitura da
condutividade elétrica (CE1), através de um medidor de condutividade (TECNOPON MCA-
150 - Instrumentagdo cientifica Tecnopon). Logo apods, as amostras foram incubadas a 90°C
por 2h, e a condutividade elétrica foi determinada novamente (CE2). O resultado de EE foi
determinado como a porcentagem de extravasamento de eletrélitos em relagdo aos eletrolitos
totais conforme a seguinte equacdo: EE (%) = (CE1/CE2) x 100.
2.10. Concentragdo foliar de Si

Ao final do experimento, para assegurar que as variacdes nas variaveis avaliadas
foram devidas a diferengas em concentracdes foliares de Si, amostras de folhas
completamente expandidas, foram coletadas, lavadas com agua destilada e secas em estuda a
70° C, durante 72 horas. Em seguida as folhas foram moidas, em um moinho de facas até o
estado de po fino, e, posteriormente, determinada a concentragdo foliar de Si em 0,1 g de
matéria seca, conforme metodologia descrita por Korndorfer et al. (2004).
2.11 Analises dos dados

Para evidenciar a homogeneidade dos dados foi aplicado o teste de Shapiro Wilk, para
todas as variaveis realizadas nos experimentos. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste Tukey (P < 0.05). As

analises foram realizadas através do software SAS (SAS Institute, Inc., 1989, Cary, NC).
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3. Resultados
3.1. Componentes de resisténcia

Os fatores cultivar, corretivo de solo e aplicacdo de fungicida foram significativos (P <
0.05) para todos os componentes de resisténcia (Tabela 1). Na comparacao entre cultivares, a
AACPD (Tabela S1; Fig. 1a, b), a  (Tabela S1; Fig. lc, d) e severidade final (Tabela S1; Fig.
le, f) foram 22,4, 47, e 33% menores na AnaG01 em comparagdo a BRS Caué. Nas plantas
+Si ocorreram redugdes de 34, 36, e 41% na AACPD, r e severidade final, respectivamente
(Tabela S1; Fig. 1a-f). Embora significativo para a maioria dos tratamentos, o efeito o Si foi
mais intenso na BRS Caué, especialmente nas plantas SF ou tratadas aos 15 DAI (Fig. 1a-f).
A aplicagdo de fungicida, aos 7 ou 15 DAI, reduziu significativamente AACPD, r, ¢ a
severidade final da mancha marrom, independente da cultivar ou do corretivo do solo, com
eficiéncia significativamente maior na aplicagdo aos 7 DAI (Tabela S1). O tratamento com
fungicida aos 7 ou 15 DAI, em comparagdo as plantas sem fungicida, reduziu a AACPD em
70 e 45%, arem 31 e 21%, e a severidade final em 74 e 53% (Tabela S1; Fig. 1a-f).
3.2. Atividade enzimatica

Os fatores cultivar, corretivo de solo, aplicagdo de fungicida e horas apos inocula¢do
(hai), bem como suas interagdes, foram significativos (P < 0.05) para a atividade das enzimas
SOD, CAT, POX e APX (Tabela 2 e 3), exceto o fator corretivo de solo para APX (Tabela
S2).

Atividade da SOD aumentou nas folhas das plantas a partir das 48 hai (Tabela S2; Fig.
2a-d). De modo geral, a atividade da SOD foi maior nas plantas da AnaG01 em relagdo a BRS
Caue, das plantas +Si em comparacdo as -Si e nas plantas SF em comparagdo as plantas
tratadas com fungicida (Tabela S2). Na auséncia de fungicida, a maior atividade da SOD foi
observada nas plantas da cv AnaGO01, independente do corretivo do solo, com maior atividade

das 48 até as 96 hai, quando comparado com as plantas cv BRS Caué (Fig. 2a, d). Na BRS
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Caué -Si, aumento na atividade da SOD também ocorreu a partir das 48 hai até o final do
periodo de avaliacdo (Fig. 2a). Nas plantas tratadas com fungicida 7 DAI maior atividade da
SOD ocorreu nas plantas da +Si, independente da cultivar (Fig. 2b, p), no entanto, nas plantas
-Si um aumento na atividade da enzima ocorreu entre as 48 e 96 hai (Fig. 2b). Nas plantas
tratadas 15 DAI ocorreu maior AACPAE nas plantas +Si (Fig. 2d), com maior atividade entre
as 48 e 96 hai (Fig. 2¢). Entretanto, nas plantas -Si também ocorreu incremento na atividade
da SOD entre as 48 € 96 hai, com maiores valores observados na AnaGO1.

A atividade da CAT decresceu nas primeiras 48 hai, entretanto aumentou as 96 hai e voltou a
decrescer apos esse periodo (Tabela S2). A atividade de CAT foi maior nas plantas de BRS
Caué, em comparacio a AnaGO01, e nas plantas -Si em comparacao as plantas +Si (Tabela S2).
Em relagdo a aplicacdo de fungicida, a aplicacdo 7 DAI resultou em menor atividade da CAT,
enquanto nas plantas tratadas aos 15 DAI a atividade aumentou (Tabela S2). Na auséncia do
tratamento com fungicida, a maior atividade da CAT foi observada nas plantas -Si,
independente da cultivar (Fig. 2e, h). Nas plantas da AnaGO1 ocorreu redu¢do na atividade da
CAT as 48 hai e incremento as 72 hai, independente do tratamento com Si (Fig. 2e).
Incremento as 72 hai com posterior redugao abrupta também foi verificado para a BRS Caug,
especialmente plantas +Si (Fig. 2e). Nas plantas tratadas com fungicida, um pico na atividade
da CAT foi verificado as 72 hai, especialmente nas plantas -Si de ambas cultivares, e nas
plantas +Si da BRS Caué (Fig. 2f, g). Os menores valores de atividade da CAT foram
verificados nas plantas tratadas aos 7 DAI, especialmente da AnaGOl1 +Si (Fig. 2 h),
entretanto aos 15 DAI a atividade aumentou em todos os tratamentos, exceto na AnaG01 +Si
que apresentou menor alterac¢do (Fig. 2g, h). Nas plantas tratadas com fungicida 7 DAI, maior

atividade da CAT ocorreu nas plantas —Si da AnaGO1 e em plantas da BRS Caué (Fig. 2f, h).



‘(oedenoour ep sojue seIp GJ no / soe oededrde woos ‘oedeorde was) eprorduny :Suny {(OULIX OLIBI[ED NO OIO[BD P 0JBII[IS)
0]0S 9P OAI)AII0D 1S9 {(Ne) SYF 2 [QDBUY) SOIBANND 1AD "[()'O=xx O SO 0=% ‘OANBOIUTIS OBU =SU :0pepI[Iqeqoid op SIQAIN ,

% 8'6C % L1070 wx V61T z 3uny x 9 x AD

wx L'SS SU 100°0 SU €T 4 3uny x $9

% €'€C #% 1070 wx S00V1 C 3uny x A9

#x S'TTI +x 1020 SUQpl I $9 x AD

wx L'LT8 % 091°0 % 1'0TSLI 4 (8uny) eprorsung

% S'€9€ #x 129°0 #% 9°5089 [ (s9) 0]0s op 0ADALIO)

#x V'1TT % 8611 wx CETHT I (A9) TeADIND
(OIPIAl OpRIpENQ (OIPIIN OpeIpen() OIPI]N OpeIpenQ 1a 0BSBLIBA OP 9IUO]

A9S 4 adovy
"BPBAJD 9p sejue[d op Sey[0J W WOoLew eyouLwW 8y

Bp [BULJ IPBPLIDAS 2 (4) 0BSI[ ep oksuedxd ap exel (qdDVYV) BIUS0p ep 0ss21301d 9p BAIND BP OXIBGR BAIR B BIOUBLIBA Bp JSI[RUY [ BRYR]L,  ¢8%

1€



‘(oedernoour e sode serp o] no ¢ ‘serpes seyued) oedenoour e sode seip :1ep {(ogde[noour ep sojue seIp G| no / soe ogdeorde woo ‘ogdeorde wos) eproruny :Suny
‘(ouryesyxo OLIEO[Ed NO 019D O OJBOI[IS) O[OS 9P OANALIOD 1S9 {(PNe) SYF 9 [0DBUY) SOIBANIND A [ (‘O=xx O SO‘0=% ‘OANEOIUTIS OpU =SU :opepI[Iqeqoid op SIQAIN ,

aseynwisip oprxoxddns 9 (XOd) apeprxorad ‘(1 v)D) aserered ‘(X dV) 2seprxoidd 0jeqIiodse SewIZud Sep dpepIAlje Bp BIOUBLIBA B SI[RUY ‘T B[R L

ce

x% 8CCO'LLE *x% €LITO *xx YWV L1 % S1€0°0 01 Teq] x SUNJ x $3 x AD
xx LOSL'E6C *x €870 *% LEG8IO] x% C9V0°0 0l ey x SUnj x Ad
xx 060V Ve xx 010V°0 x% L9168 x% ¥6L0°0 0T ey x 3unj x 9
xx V9L 0CC *% SV8E0 % €E0L VI x% 9L€0°0 S e x SO x AD
#xx SOISTE x% 0091°1 x% 9658°L x% 61200 C 3unj x $9 x Ad
xx [CSV'OLE % E1LV0 x% [685°6€ x% CSLO0 01 rey x sunj
xx 81€8°GLO #% £6L9°0 % VOIS 0L % VEET0 S Te(] x SO
xx S109°8¢EY x% 6SSL°0 xx 106L°8 x* 7€80°0 (4 3unj x so
xx VLI9E 198 xx 81VV°0 x% LTOYV 6¢ xx £5C0°0 S ey x AD
xx 8VCE8ICI *% €5C0°0 % [011°S9 x% 6€60°0 (4 3uny x Ad
xx 00CE°6EL x% 6561°0 xx SOV1 €L x% 00C0°0 I SO x AD
x% CPSL'GSER % 0ECY'€ xx V190 vEY x% SSLT°0 S (rey) ogdenoout sode seloq
x% $9C8°80CI xx 9EVSl xx SYOT8L x% 06€0°0 [4 (Suny) epro1uny
xx ClOV'€LOC xx VSOSY xx 66V9 V11 SuU9000°0 ! (89) 0]0s op 0AT}1I0)
xx COESVYOI % 191170 xx 9CST EC xx LSV0'0 ! (A9) TRADIND
10IPIIN OpeIpeny (OIPIIN OpeIpENQ) | OIPIIA OpBIPENQ) 10IPIIA OpeIpeny Ja OBOBLIEA O 91U0]
aos X0Od LVD XdVv

"DUDIUIYO.10S S14p]jodlg wod sepe[nooul sejue[d wd (qOS)

98¥y

S8y



‘(oedenoout ep sojue seIp [ no / soe ogdedrjde woos ‘oedeorde wos) eprorduny 16
:8ung {(ouryeXd OLIBI[BD NO OIJ[BD AP 0JBII[IS) O[OS P OATRIIOD SO {(PnNe) SYF 2 [0DBUY) SABANND (AD "T( 0=xx O SO‘0=+ ‘OANRIYIUFIS OBU =SU :9pePI[IqeqoId dp SIDAIN] ; 061

xx 96°€81161 xx [VSLE0E *x% 6L9VESCI x% 00L'¥8 [4 3uny x 83 x A9
xx VO OLYCLI1 xx LOCTCTLI #xx 8L EL8YT *x% €96°€1C [4 Juny x o
x% 65 10S18LE xx LSOVY xx [95°86C611 *x% 66L°68C [4 3uny x A9
xx [€8LSIBE] x% SO0°6LLIT xx 9LS°6CC10C xx LIE0Y ! 83 x A
x% CO'SYSOIST x% 05SCOLY xx £L1°69010C x% L98'8C] [4 (Buny) eprorsunyg
x% 98 V89CBLII xx S81'8S0¢CI x% 686'99¢19¢ xx V88T I (89) 0]0s dp 0ATOIIO)
xx ST8ESILIY xx 9667061 xx LITEV9E01 x% [86°001 I (A9) TeADIND
(OIPIIN OpBIpENQ) (OIPIIN OpeIpENQ) {OIPIIN OpeIpENQ) {OIPIIN OpBIpENQ) Ja OBOBLIBA OP U0
(Q0S) avdovv (XOd) 4VdOVV (LvD) 4VdOVV (XdV) 4VdOVV
"DUDIUIYO0.10S SLAD]Od1g WO SEPR[NOOUL BPBAJD dp SeY[0) W ((JOS) aseinwsip oprxorddns o (XOd) apeprxosad ([ vD) ase[eied 68¥

{(XdV) oseprxorod 0jeqroose sewizud sep (VIJIVV) eolpWIZUd dpepiane ep 0ssa1501d op BAIND BP OXIBqE BOIE BIOUBLIEA BP OSI[RUY °€ B[OqRL  88%

L8Y

€€



492

493

494

495

496

497

498

499

500

501

502

503

504

505

506

507

508

509

510

511

512

513

514

515

516

34

A atividade da CAT decresceu nas primeiras 48 hai, entretanto aumentou as 96 hai e
voltou a decrescer apds esse periodo (Tabela S2). A atividade de CAT foi maior nas plantas
de BRS Caué, em comparagdo a AnaGOl, e nas plantas -Si em compara¢do as plantas +Si
(Tabela S2). Em relacdo a aplicagdo de fungicida, a aplicagdo 7 DAI resultou em menor
atividade da CAT, enquanto nas plantas tratadas aos 15 DAI a atividade aumentou (Tabela
S2). Na auséncia do tratamento com fungicida, a maior atividade da CAT foi observada nas
plantas -Si, independente da cultivar (Fig. 2e, h). Nas plantas da AnaG0O1 ocorreu redugdo na
atividade da CAT as 48 hai e incremento as 72 hai, independente do tratamento com Si (Fig.
2e). Incremento as 72 hai com posterior redugdo abrupta também foi verificado para a BRS
Caué, especialmente plantas +Si (Fig. 2e). Nas plantas tratadas com fungicida, um pico na
atividade da CAT foi verificado as 72 hai, especialmente nas plantas -Si de ambas cultivares,
e nas plantas +Si da BRS Caué (Fig. 2f, g). Os menores valores de atividade da CAT foram
verificados nas plantas tratadas aos 7 DAI, especialmente da AnaGOl +Si (Fig. 2 h),
entretanto aos 15 DAI a atividade aumentou em todos os tratamentos, exceto na AnaGO01 +Si
que apresentou menor alteracao (Fig. 2g, h). Nas plantas tratadas com fungicida 7 DAI, maior
atividade da CAT ocorreu nas plantas —Si da AnaGOle em plantas da BRS Caué (Fig. 2f, h).
Tendéncia semelhante foi observado para a CAT nas plantas tratadas com fungicida 15 DAI,
no entanto, o aumento na atividade de CAT foi mais pronunciado (Fig. 2g, h).

Atividade da POX aumentou nas folhas das plantas apds a inoculagdo do patdgeno
(Tabela S2; Fig. 2i-1). De modo geral, a atividade da POX foi maior nas plantas da AnaGO1
em relacdo a BRS Caué, das plantas -Si em comparacdo as +Si, e nas plantas SF em
comparagdo as plantas tratadas aos 7 ou 15 DAI (Tabela S2). Na auséncia de fungicida, a
atividade da POX aumentou nas plantas -Si a partir das 48 hai mantendo-se até as 120 hai
(Fig. 2i, 1). Incremento na atividade da POX também foi observada nas plantas +Si da

AnaGO1, com um pico maximo as 96hai (Fig. 2i, 1). Plantas -Si da AnaGO01, tratadas 7 ou 15
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DAI, mantiverem atividade maior da CAT as 48 e¢ 72 hai, resultando em maior AACPAE
(Fig. 2j-1). Um pico de atividade da POX as 72 hai também foi observado na BRS Caué -Si
tratadas com fungicida 7 ou 15 DAI Nas plantas +Si, independente da cultivar ¢ do momento
da aplicacdo do fungicida, foi observado tendencia de aumento na atividade da POX, em
relacdo as plantas sadias, a partir das 48 hai até o final do periodo avaliado (Fig. 2j-1).

De modo geral, a atividade da APX aumentou nas folhas das plantas apds a inoculagio
do patogeno (Tabela S2; Fig. 2m-p). A APX foi maior nas plantas da AnaG0l em
comparagdo a BRS Caué, e aos 15 DAI em comparacdo aos 7 DAI e SF (Tabela S2). Na
auséncia do tratamento com fungicida (SF), a maior atividade da APX foi observada nas
plantas cv AnaGO1, independente do corretivo de solo, quando comparado com as plantas cv
BRS Caué (Tabela S2; Fig. 2m, p). Entretanto, um pico de atividade da APX nas folhas das
plantas da BRS Caué +Si ocorreu as 24 hai, com valor semelhante ao observado nas plantas
cv AnaGO1 -Si (Fig. 2m). Nas plantas tratadas com fungicida 7 dias antes da inoculagdo
(DAI), aumento na atividade da APX ocorreu nas plantas da BRS Caué +Si, as 120 hai, e nas
plantas da AnaGO1 as 24 e 72 hai, em plantas +Si, e as 48 e 72 hai para -Si (Fig. 2n, p). O
oposto foi observado para a APX nas plantas tratadas com fungicida 15 DAI (Fig. 20, p),
onde na cv BRS Caué -Si ocorreu um pico pronunciado as 72 hai e, semelhantemente, ocorreu
nas plantas cv AnaGO1 -Si (Fig. 20, p). Entretanto, nas plantas -Si da BRS Caué ocorreu
maior atividade da APX, enquanto para a AnaG0Ol, o aumento foi mais discreto, em
comparagdo as plantas +Si (Fig. 2o, p).

3.3 Compostos fendlicos soluveis totais (CFST), derivados lignina-acido tioglicolico
(DLATG) e extravasamento de eletrolitos (EE)

A concentragdo dos compostos fenolicos soluveis totais (CFST), de derivados do &cido

lignina-tioglicolico (DLATG), o extravasamento de eletrélitos (EE), a area abaixo da curva de

progresso de derivados do 4cido lignina-tioglicolico (AACPDLATG), a area abaixo da curva
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de progresso de compostos fenolicos soluveis totais (AACPCFST), e a area abaixo da curva
de progresso de extravasamento de eletrélitos (AACPEE) foram influenciados por todos os
fatores, bem como suas intera¢des analisadas estatisticamente (P < 0.05) (Tabela 4 ¢ 5).

Para CFST, a inoculagdo reduziu o acimulo em 8, 12 ¢ 12% as 24, 72 ¢ 120 hai
respectivamente, quando comparadas com as plantas sadias (Tabela S3; Fig. 3a-d). Os
decréscimos nas concentracdes de CFST foram mais acentuados nas plantas -Si da BRS Caué
SF e 7 DAI, resultado nos menores valores da AACPCFST (Fig. 3d), e da AnaGO01 aos 15
DALI (Fig. 3a-c). Entre cultivares, a AnaGO1 apresentou concentragdo 6% maior nos CFST,
quando comparado com a BRS Caué (Tabela S3). O fornecimento de Si proporcionou
aumento médio de 10% na concentragdo de CFST, quando comparado com as plantas -Si
(Tabela S3), independentemente da cultivar e da aplicagdo de fungicida (Fig 3d). A
concentracdo de CFST foi menor em 4 e 3% nas plantas tratadas com fungicida aos 7 ¢ 15
DAL, respectivamente, quando comparado com as plantas sem fungicida (SF) (Tabela S3; Fig.
3a-d).

De modo geral, a inoculagdo das plantas incrementou a concentracdo de DLATG, em
14 e 13% as 24 e 72 hai, respectivamente, quando comparado com as plantas sadias (Tabela
S3; Fig. 3e-g). Na andlise das cultivares, a AnaGO1 incrementou 9% na concentragdo de
DLATG, quando comparado com a BRS Caué (Tabela S3; Fig. 3e-h). As plantas +Si
apresentaram maior concentragdo de DLATG, com acréscimo de 9% quando comparado com
as plantas -Si (Tabela S3; Fig. 3e-h). O acréscimo na concentracdo de DLATG nas plantas
+S1 ocorreu principalmente nos horarios de 24 e 72 hai, em comparagao as plantas -Si, exceto

para a AnaGOl aos 7 DAI que apresentou maior concentra¢do as 72 hai (Fig. 3e-h).
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Nas plantas tratadas com fungicida a concentragdo de DLATG foi menor do que a das plantas
sem fungicida (SF) (Tabela S3), entretanto o efeito das interacdes foi influenciado pela
cultivar e pelo corretivo de solo (Fig. 3e-h).

Para EE, a inoculagdo aumentou o extravasamento em 34, 163 ¢ 100% as 24, 72 ¢ 120
hai, respectivamente, quando comparado com as plantas sadias (Tabela S3; Fig. 3i-1). Entre
cultivares, a BRS Caué apresentou maior EE (Tabela S3), especialmente quando as plantas
ndo foram supridas com Si (Fig. 3i-1). Os maiores valores de EE ocorreram nas plantas -Si,
10% maior que a +Si (Tabela S3), independentemente da aplicagdo ou nao de fungicida (Fig.
3i-1). Plantas tratadas com fungicida apresentaram maior EE, em média de 4 a 5%, em reagao
das plantas SF (tabela S3), especialmente nas plantas -Si (Fig. 3i-1).

3.4 Concentragao foliar de Si

Os fatores cultivar e corretivo de solo foram significativos (P < 0.05) para a
concentragdo foliar de Si (Fig. 4). A cv BRS Caué apresentou acréscimo de 22% quando
comparada com AnaGO1 (Fig. 4). As plantas +Si apresentaram acréscimo de 30% quando

comparadas com as -Si (Fig. 4).
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4. Discussao

As respostas bioquimicas de defesa de plantas contra patégenos podem ser
alteradas por diversos fatores como o estado nutricional da planta, fatores ambientais e
as diferentes medidas de manejo, como a aplicagdo de fungicida (Debona et al., 2017;
2018; Rodrigues et al., 2017). J& é comprovado que o Si apresenta um importante papel
na potencializa¢ao das respostas bioquimicas de defesa do hospedeiro (Dorneles et. al.,
2017; 2018; Debona et al., 2017; Coskun et al., 2019; Victoria Arellano, et al., 2021),
entretanto, o seu efeito, juntamente com a aplicagdo antecipada de fungicida, em folhas
de cevada durante a infeccdo e colonizagdo por B. sorokiniana ainda eram

desconhecidas.

Nas folhas das plantas de cevada supridas Si e tratadas com fungicida, o dano
causado por B. sorokiniana foi menor, conforme indicado pela menor AACPD e
severidade final. A reducdo dessas varidveis ¢ associada a reducdo na taxa de progresso
da lesdo (r), sugerindo que as altera¢des bioquimicas causadas pela maior concentracao
de Si nos tecidos foliares reduziram a velocidade de colonizagdo pelo fungo. Em trigo, o
fornecimento de Si, reduziu a intensidade da mancha marrom, causada por B.
sorokiniana, devido alterar varios componentes de resisténcia, resultado explicado pela
menor colonizagdo das células da folha do hospedeiro pelo patéogeno (Domiciano et al.,
2010; 2013). Nestes estudos, a reducdo da intensidade da doenga causada por B.
sorokiniana foi parcialmente explicado por variagdes bioquimicas nas plantas +Si,
como alteracdo da enzima do sistema antioxidante POX, da enzima chitinase, aumento
na concentracdo de DLATG e CFST (Domiciano et al., 2010). No presente estudo, a
altera¢do na atividade de enzimas do sistema antioxidante, na concentragdo de CFST e

DLATG também foram alterados em resposta a presenca do patdgeno, indicando que



613

614

615

616

617

618

619

620

621

622

623

624

625

626

627

628

629

630

631

632

633

634

635

636

41

estdo relacionados a mecanismos de defesa contra o patdgeno ou como mecanismo para

contengao do seu dado.

Durante o periodo de estresse causado pelo ataque do patégeno sobre o tecido
foliar, a planta responde com a producao e acimulo de EROs, em resposta ao dano a
estrutura celular, de organelas e suas fungdes. Desta forma, o sistema antioxidante age
para manter e/ou equilibrar a homeostase celular, através da acdo de enzimas
antioxidantes, como tatica para atenuar e minimizar a destruicdo gerada pela agdo de

EROs (Verma et al., 2020; Ahammed e Yang, 2021).

No primeiro instante, a ativacdo da enzima SOD foi desencadeada apos a
inoculagdo do patogeno, onde a atividade aumentou conforme o tempo apds a chegada
do fungo sob a superficie foliar até¢ o aparecimento dos sintomas da doenca (entre 24 e
96 hai). A SOD ¢ uma importante enzima antioxidante responsavel na defesa das
plantas eliminando o anion superdxido, o qual causa efeito danosos a nivel celular (Gill

e Tuteja, 2010).

Plantas supridas com Si incrementaram a atividade da SOD e reduziram
significativamente a atividade das enzimas antioxidantes CAT e POX nas plantas
inoculadas. Essas alteragdes enzimaticas indicam um favorecimento ao acimulo de
H>0> no tecido vegetal, o qual pode estar atuando como mecanismo de defesa,
especialmente durante a fase biotrofica de B. sorokiniana. Entretanto, na fase
necrotrofica de colonizagdo, quando a presenca de H»O> ¢ favoravel ao patdgeno, a
planta +Si estimulou a sua remog¢ao conforme indicado pelo pico da atividade da CAT
as 72 hai e a reducdo da sua producdo, pela da atividade da SOD, a partir das 96 hai.
Outros estudos demonstraram que em plantas de cevada inoculadas com B. sorokiniana,

a atividade da POX foi maior em gendtipos suscetiveis, quando comparadas com
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genoétipos resistentes, o que pode indicar a atuagdo da enzima contra os danos
oxidativos causados pela acdo das toxinas do fungo (Kaur et al., 2021). Em trigo,
também foi relatado o acréscimo na expressao de POX em plantas inoculadas com B.
sorokiniana a qual apresentou correlagdo com o aumento de lesdes foliares (Naz et al.,

2018).

A enzima POX atua removendo EROs e, também, participa na formagdo de
lignina, um importante mecanismo de defesa vegetal contra patogenos (Dorneles et al.,
2017; Kaur et. al., 2021). Enquanto nas plantas -Si a atividade da POX aumentou desde
as 48 hai, nas plantas +Si 0 aumento na sua atividade foi gradual até atingir o maximo
entre 72 e 96 hai, coincidindo com as maiores concentracdes de DLATG, especialmente
na AnaGOl. O incremento na concentragdo de DLATG foi associado ao aumento da
resisténcia contra fungos do género Bipolaris em arroz e trigo (Domiciano et. al. 2010;
Dallagnol et al., 2011; Eisa et al., 2013). Outra resposta de defesa que também foi mais
intensa nas plantas supridas com Si foi o acimulo de CFST. Os feno6is sdo importantes
para reforco da parede celular e a formagao de lignina, impedindo o desenvolvimento do
patdgeno através da polimerizacdo celular, bem como pelo seu efeito deletério sobre o
patogeno (Dorneles et al., 2018; Ahammed e Yang, 2021). O menor desenvolvimento
da doenca em plantas supridas com Si pode estar associado a produgdo de compostos
antimicrobianos, como os compostos fenolicos e a deposicao de lignina nas plantas apds
a penetracdo do patdogeno (Fortunato et al., 2014; Wang et al., 2017). Neste sentido, o
estudo mostrou que os metabolitos secundarios atuaram negativamente sobre a infecgao
e a colonizagdo do patogeno, promovendo, assim, a atenuacdo dos danos em plantas

supridas com Si, principalmente sobre as da cultivar AnaGO1.

A maior resisténcia nas plantas +Si também resultou em menor dano celular,

especialmente em membranas, conforme indicado pelo EE. O fungo B. sorokiniana ¢é



662

663

664

665

666

667

668

669

670

671

672

673

674

675

676

677

678

679

680

681

682

683

684

685

686

43

responsavel pela producdo de uma fitotoxina, o prehelminthosporol, capaz de agir sobre
as atividades da membrana plasmatica, bombeamento de protons pela H © -ATPase, nos
canais de Ca 2" - ATPase, promovendo maiores danos no tecido atacado (Kumar et. al.,
2002). Assim, nas plantas sem o fornecimento de Si o EE foi mais pronunciado,
evidenciando maior extravasamento do conteudo citoplasmatico celular. Olbe et al.,
(1995) relata que o extravasamento de Ca** do citoplasma, pode influenciar a ativagio
de enzimas antioxidantes do hospedeiro. Esse efeito pode explicar, parcialmente, a
alteragdo na atividade enzimatica observado nas plantas -Si, as quais devem ter agido
como mecanismo de redu¢do no dano celular ao invés da a¢do como mecanismos de
defesa. Outro fator que deve ser considerado na andlise da redugdo da intensidade da
mancha marrom em cevada pelo Si, além da potencializagdo dos mecanismos de defesa,
¢ a hipotese da obstrugdo apoplastica dos fatores de patogenicidade do patégeno pelo
acumulo de Si nos tecidos conforme descrito por Coskun et al (2019). Assim, a
obstru¢ao ou menor difusdo no tecido das toxinas do patégeno reduzem a area afetada
pelo fungo possibilitando, em tempo habil, uma melhor resposta de defesa e a reducao

da intensidade da doenga.

Na analise das cultivares, embora numericamente a concentragdo de Si tenha
sido superior na BRS Caué, o incremento na concentracdo foliar pelo fornecimento de
Si no solo foi maior na AnaG01. Assim, de modo geral, a cv AnaG01 destacou-se pela
menor intensidade da doenca, através de menores valores de AACPD, r e severidade,
pelas respostas de acumulo de metabolitos secundarios (CFST e DLATG) e enzimas

como APX, POX e SOD.

A aplicacdo antecipada do fungicida interferiu negativamente na infecgdo e
colonizagdo de B. sorokiniana, proporcionando menores danos no tecido foliar e,

quando associado a fertilizacdo silicatada, o incremento do controle da mancha marrom
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foi maior. Nas respostas de defesa, de modo geral, a aplicagio de fungicida
isoladamente conferiu baixa influéncia dentre as variaveis analisadas (enzimas POX ¢
SOD; DLATG e CFST), no entanto, notou-se o seu efeito benéfico sob o EE, indicando
a importancia das aplicagdes preventivas sobre as plantas de cevada. Assim, os
resultados indicam que a utilizagdo de Si via solo, conjuntamente com a escolha de
cultivares com maior resisténcia parcial e aplicagdes antecipadas de fungicida, podem

conferir maior redu¢do da mancha marrom da cevada.

Os tratamentos que tinham aliado a aplicacdo de fungicida e a adubagdo
silicatada mostraram maior eficiéncia de controle de B. sorokiniana, tal fato pode ser
observado pelo menor progresso da doenga sobre as variaveis de resisténcia, onde,
quando conciliado com a aplicagdo aos 15 DAI, e principalmente aos 7 DAI

incrementou o efeito de controle do patdgeno sobre a superficie foliar.

Em conclusdo, os resultados deste estudo demostraram o efeito do Si sobre as
plantas de cevada, aliado com a aplicagdo de fungicida, promoveu a ativacdo dos
mecanismos bioquimicos relacionado a defesa das plantas de cevada, possibilitando a

reducao da mancha marrom.
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893  Tabela S1. Area abaixo da curva do progresso da doenga (AACPD), taxa de expansio

894 da lesdo (r) e severidade final (Sev) da mancha marrom, em plantas sadias ou
895 aos 3 e 10 dias apds a inoculagao com B. sorokiniana em folhas de cevada.
AACPD r Sev (%)
Cultivar
AnaGO01 4941 0,353 b 85D
BRS Caué 63,6 a 0,669 a 12,8 a

Corretivo de solo

-Si 68,4 a 0,624 a 134 a
+Si 44,6 b 0,397 b 79b
Fungicida
SF 922a 0,621 a 18,6 a
7 DAI 26,9 ¢ 0,425 ¢ 4,8 ¢
15 DAI 50,4 b 0,486 b 8,6b
CV% 6,1 4,0 2,2

896 Cultivares (AnaG0O1 e BRS Caué); Corretivo de solo (+Si: silicato de calcio; -Si: calcario extrafino),
897 Fungicida (SF: sem fungicida; 7 ou 15 DAI: aplicag@o preventiva aos 7 ou 15 dias antes da inoculagdo do

898  fungicida epoxiconazol + fluxapiroxade + piraclostrobina).
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899  Tabela S2. Atividade das enzimas ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT),

900 peroxidade (POX) e superdxido dismutase (SOD) em plantas sadias ou em
901 diferentes tempos ap6s a inoculagdo de Bipolaris sorokiniana nas folhas de
902 cevada (Hordeum vulgare).

APX CAT POX SOD

Horas apds a inoculagao (hai)

Sadia 0,29d 8,64 c 0,44 £ 31,79 ¢

24 0,33b 945D 0,59 ¢ 32,48 ¢

48 0,31 cd 6,94 d 0,94 ¢ 51,96 ¢

72 0,46 a 13,13 a 1,16 a 63,86 a

96 0,31 cd 6,22 ¢ 0,98 b 56,35b

120 0,32 be 4,51 f 0,88 d 41,06 d
Cultivar

AnaGO1 0,35a 7.81b 0,87 a 48,85 a

BRS Caué 0,32 b 8,49 a 0,79 b 43,65b

Corretivo de solo

-Si 0,33 a 8,78 a 0,96 a 42,68 b
+Si 0,34 a 7,52 b 0,71b 49,82 a
Fungicida
SF 0,33b 8,36 b 0,97 a 50,35 a
7 DAI 0,32 ¢ 7,16 ¢ 0,73 c 4421 b
15 DAI 0,36 a 893 a 0,80 b 44,19b
CV% 7,1 3,7 3,0 5,5

903  Cultivares (AnaGO01 e BRS Caug); Corretivo de solo (+Si: silicato de célcio; -Si: calcério extrafino),
904 Fungicida (SF: sem fungicida; 7 ou 15 DAI: aplicag@o preventiva aos 7 ou 15 dias antes da inoculagdo do
905 fungicida epoxiconazol + fluxapiroxade + piraclostrobina)
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906  Tabela S3. Derivados lignina-acido tioglicélico (DLATG), compostos fendlicos

907 soluveis totais (CFST) e extravasamento de eletrdlitos (EE) em folhas de
908 cevada (Hordeum vulgare) inoculadas com Bipolaris sorokiniana.
DLATG CFST EE

Horas apos a inoculacio (hai)

Sadia 524,4 ¢ 18,4 a 0,44 d
24 598,1 a 17,0b 0,59 ¢
72 593,8b 16,2 ¢ 1,16 a
120 4939d 16,2 ¢ 0,88 b
Cultivar
AnaGO01 5774 a 17,5a 60,4 b
BRS Caué 528,2 b 16,4b 62,2 a

Corretivo de solo

-Si 529,2b 16,1 b 64,5a
+Si 5759 a 17,8 a 58,1b
Fungicida
SF 567,8 a 17,3 a 59,5b
7 DAI 5356 ¢ 16,6 ¢ 62,5 a
15 DAI 554,2b 16,9 b 619a
CV% 1,1 1,7 2,1

909 Cultivares (AnaG0O1 e BRS Caué); Corretivo de solo (+Si: silicato de calcio; -Si: calcario extrafino),
910 Fungicida (SF: sem fungicida; 7 ou 15 DAI: aplicacdo preventiva aos 7 ou 15 dias antes da inoculagdo do
911 fungicida epoxiconazol + fluxapiroxade + piraclostrobina).
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Fig. 1. Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), taxa de expansio da
lesdo (7) e severidade final (Sev) da mancha marrom em folhas de plantas de cevada
(Hordeum vulgare) das cultivares AnaG01 e BRS Caugé, cultivadas em solo suprido com
calcario extrafino (-Si) ou suprido com silicato de célcio (+Si), ndo tratadas (SF) ou
tratadas com fungicida preventivo (7 ou 15) dias antes da inoculagdo das plantas com

Bipolaris sorokiniana.
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antes da inoculagdo. As amostragens foram coletadas em diferentes momentos, 0 (ndo
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média.
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950 3. Artigo 2 — Efeito da fertilizagao silicatada e aplicagdao de fungicida nas
951 respostas fotossintéticas em folhas de cevada desafiadas por Bipolaris

952  sorokiniana

953  *Artigo redigido nas normas da revista “Physiological and Molecular Plant

954  Pathology” (versdo em portugués).
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Resumo

A mancha marrom, causada por Bipolaris sorokiniana, ¢ uma das principais doengas da
cevada, requerendo para seu manejo o uso de fungicidas, devido a utilizagdo de
cultivares suscetiveis. Entretanto, o uso do silicio (Si) tem demonstrado resultados
promissores na redu¢do de danos causados por patdégenos em diversos cereais, como na
cevada. Assim, neste estudo foi avaliado o efeito da suplementagdo de Si no solo,
combinada com a aplicagdo preventiva de fungicida (7 ou 15 dias antes da inoculagao),
em duas cultivares (AnaG01 ¢ BRS Caué), na intensidade da mancha marrom, trocas
gasosas, € na concentragdo de pigmentos fotossintéticos quando infectados por B.
sorokiniana. As plantas foram cultivadas em casa de vegetagdo, com solo previamente
corrigido com silicato de calcio (+Si) ou calcério extrafino (-Si) e aos 70 dias apds a
semeadura, as plantas foram pulverizadas com fungicida (15 ou 7 dias antes da
inoculagdo). Plantas sem fungicida serviram de controle. A severidade e a taxa de
progresso da doenca foram determinadas. As trocas gasosas € as concentracdes de
pigmentos foram determinadas antes da inoculacdo (plantas sadias) e aos 3 e 10 dias
apos a inoculagdo (dai). A mancha marrom reduziu a assimilag¢do liquida de CO2 (4), e
aos 10 dai reduziu também a condutancia estomatica (gs), concentragdo interna de CO>
(Ci) e taxa transpiratdria (E). A concentracao de clorofila total (CT) e clorofila a (Cla)
aumentou e as clorofila b (Clb) e carotenoides (Carot) reduziu nas plantas inoculadas.
Plantas +Si apresentam incremento na concentragao foliar de Si, o que foi associado a
reducdo na intensidade da doenga em até 15%, e incremento nas variaveis de trocas
gasosas (4, gs, Ci e E) e na concentracdo dos pigmentos (CT, Cla, Clb e Carot).
Fungicida reduziu a intensidade da doenga e incrementou as variaveis de trocas gasosas
(4 e gs) e a concentragdo de pigmentos. A associagcdo de Si e fungicida conferiu maior
redugdo na intensidade da doenga e a manutencao de um melhor estado fisioldgico da
planta quando desafiada com B. sorokiniana.

Keywords: Mancha marrom; adubagdo silicatada; fungicida preventivo; pigmentos

fotossintéticos;fotossintese
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1. Introducio

O fungo Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoem., agente causal da mancha
marrom, ¢ um dos patdogenos mais frequentes na cultura da cevada, sendo encontrado
em diferentes regides produtoras de cereais de inverno no mundo, destacando-se em
relevancia nos continentes Americano, Asidtico e Europeu (Singh et al., 2016; Gupta et.
al., 2018). Bipolaris sorokiniana afeta todos os 6rgaos da planta. Infeccdes nas partes
subterraneas, como raizes seminais e secundarias, bem como no mesocdétilo € na coroa,
resulta em podridoes que afetam a absor¢do de dgua e nutrientes. Infecgdes dos 6rgaos
verdes, como as folhas, colmos, bainhas, glumas e aristas, interferem na &rea
fotossintética e no aproveitamento de fotoassimilados, levando a formagdo de graos
chochos e enrugados, que podem apresentar manchas de coloragdo marrom escuras
préoximas ao embrido (Agostinetto et al., 2015).

Patogenos interferem negativamente em diversos processos fisiologicos da
planta, causando mudancas na transpiragdo, respiragdo, fotossintese, permeabilidade de
membranas, sintese de proteinas, potencial hidrico, absor¢do, translocagdo de agua e
nutrientes, ¢ degradagdo de membranas celulares e pigmentos fotossintéticos (Rodrigues
et al., 2017). Diversos estudos relatam que doengas foliares reduzem substancialmente o
processo fotossintético da planta devido as limitagdes estomaticas e ndo estomaticas,
oriundas da infeccdo e colonizacdo dos tecidos da planta pelo patdogeno (Dallagnol et al.
2011; Rios et. al. 2014; Debona et al., 2017). Os danos causados por patégenos foliares
sdo decorrentes das reducdes do tecido fotossinteticamente ativo, através do
desenvolvimento de areas com clorose e necrose, o qual ¢ agravado com a evolugdo da
doenga, levando a redugdo dos fotoassimilados produzidos (Schreiber et. al. 2004), da
diminuicdo das trocas gasosas na folha, e da reducdo da atividade fotoquimica

relacionada ao fotossistema II (PSII) (Berger et al. 2007).
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Devido a auséncia de cultivares comerciais de cevada com resisténcia genética
satisfatoria a B. sorokiniana (Minella, 2015; Agostinetto et al., 2020), as estratégias para
o manejo da mancha marrom nas areas de cultivo sdo fundamentadas na reducdo do
indculo inicial, através de praticas como rotagdo de -culturas, sementes sadias
e tratamento de sementes com fungicidas (Antoniazzi ¢ Deschamps, 2007). Entretanto,
essas medidas ndo evitam a ocorréncia de epidemias, e a fim de atenuar os danos
causados pela doenga, a aplicagdo de fungicida na parte aérea da planta t€ém sido uma
importante medida de manejo da mancha marrom. Os fungicidas aplicados tém o
objetivo de postergar e/ou reduzir o progresso da epidemia da mancha marrom durante
o ciclo da cevada, visando a manuten¢do do potencial produtivo da planta e 0 maximo
retorno econdmico (Agostinetto et al., 2015). A aplicacdo de fungicida pode interferir
na atividade de enzimas antioxidantes e promover alteracdes no balango fotossintético
nas plantas, contribuindo para elevagdo da taxa fotossintética e transpiratdria, redugdo
no nivel de respiragdao, melhor eficiéncia do uso da 4gua, atraso da senescéncia foliar,
incremento da biomassa vegetal e de produtividade (Carrijo, 2014).

Outra alternativa que tem demonstrado efeito positivo na reducdo de doencas de
plantas € o uso da fertilizagao silicatada, como fonte de silicio (Si) soluvel, podendo ser
uma possibilidade complementar no manejo da doenca (Rodrigues et al., 2015; Debona
et al., 2017). O efeito benéfico do Si ja foi reportado em varios cereais de inverno, como
trigo (Dallagnol et al., 2020; Pazdiora et al., 2021), azevém (Victoria Arellano, et al.,
2021) e cevada (Wiese et al., 2005). Na cultura da cevada, o Si reduziu a severidade do
oidio (Blumeria graminis f. sp. hordei) (Wiese et al., 2005; Wang et al., 2017) e da
giberela (Fusarium spp) (Sakr, 2021).

Assim, a redugdo da intensidade de doengas pelo fornecimento de Si podera

implicar em melhor performance do metabolismo primdrio da planta. Estudos
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demonstram que o uso do Si pode influenciar na fotossintese liquida por, indiretamente,
preservar o conteudo de clorofila e potencializar as rea¢des fotoquimicas associadas ao
PSII (Fortunato et al. 2012, Rios et al. 2014; Rodrigues et al. 2015). A redu¢do dos
danos oriundos da acdo do patdgeno pelo Si previne a abrupta redugdo de variaveis
relacionadas a trocas gasosas da planta como a assimila¢do liquida de CO:> (4), a
condutancia estomatica (g;s) e a taxa transrespiratéria (£) (Rios et al., 2014).

Nesse sentido, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da associagcdo da
fertilizagdo silicatada no solo, como fonte de Si soluvel, com a aplicagdo foliar de
fungicida nos pardmetros fotossintéticos de plantas de cevada desafiadas
por B. sorokiniana. Para tal, as trocas gasosas e a concentracdo dos pigmentos
fotossintéticos foram quantificadas em cultivares suscetiveis & mancha marrom,
supridas ou ndo com fertilizagdo silicatada, e sem ou com aplicagdo de fungicida aos 7 e

15 dias antes da inoculagao.
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2. Material e métodos
2.1. Material vegetal e cultivo

As cultivares de cevada AnaG 01 (Fapra-Agraria®) e BRS Caué (Embrapa ®),
ambas suscetiveis a mancha marrom, foram utilizadas nos experimentos. Estas
cultivares foram selecionadas devido a semelhanca na duragdo do ciclo, periodo de
florescimento e amplo uso no mercado. As sementes foram semeadas em vasos
plasticos (capacidade de 10 L) contendo 8 kg de solo. Em cada vaso foi cultivado 6
plantas. Durante todo o experimento, as plantas foram mantidas em casa de vegetacao
pertencente ao Departamento de Fitossanidade, da Faculdade de Agronomia “Eliseu
Maciel” da Universidade Federal de Pelotas (RS). As temperaturas médias didrias
variaram entre 4 € 26°C, e a umidade relativa entre 40 e 85%.
2.2. Caracteristicas do solo, fertilizacdo e aplicag¢do dos corretivos de solo

As caracteristicas fisico-quimicas do solo utilizado no estudo foram as seguintes:
54 g kg'! silte; 251 g kg! argila; classe textural médio argiloso; pH em 4gua 5.8; 12 mg
dm P; 6 mg dm S; 5.8 mg dm™ K; 3.1 cmolc dm™ Ca;1,7 cmole dm™ Mg, 0,6 cmolc
dm Al; 4,4 cmolc dm™ H + Al; 53% saturagio por bases; 1,99% matéria organica;
fndice SMP 6. O solo utilizado foi peneirado e¢ a corregdo da fertilidade quimica
realizada conforme as indicac¢des para a cultura da cevada (Minella, 2019). A aplicagdo
de nitrogénio, na forma de ureia, foi de 0,24 mg kg'!, onde 0,08 mg kg™! foi aplicado na
semeadura, 0,08 mg kg™ no inicio do afilhamento e o restante no inicio do alongamento.
As doses de P e K foram 0,07 mg kg!' P»Os e 0,03 mg kg' K>O, respectivamente,
aplicadas na semeadura.

A fonte de Si foi o silicato de célcio (Agrosilicio Plus®, Agronelli Insumos
Agricolas, Uberaba, Brasil), composto por 10,5% de Si, 25% de Ca e 6% de Mg,

aplicado na dose equivalente a 13,2 toneladas ha!. Para isolar o efeito do Si, nos
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tratamentos controle foi adicionado calcario extrafino (Dagoberto Barcelos, Cagapava
do Sul, Brasil), composto por 25% de Ca e 15% de Mg, na dose de 11 toneladas ha™'. As
concentragdes adicionadas de Ca e Mg entre os tratamentos foram ajustadas utilizando,
separadamente, carbonatos de Ca e Mg. Os corretivos foram misturados ao solo de cada
tratamento e incubados por 30 dias em sacos plasticos com a umidade proxima de 80%
da capacidade de retencdo de 4agua do solo para que ocorresse a solubilizagdo dos
elementos minerais. Amostras coletadas apdés o periodo de incubagdo indicou
concentragio de Si disponivel (extracio em CaCl, 0.01 M) no solo de 23,7 mg kg™! para
solo com silicato de calcio, e 14,7 mg kg™! solo com calcrio extrafino.
2.3 Delineamento experimental

O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial. Os fatores consistiram em cultivares (AnaG0l e BRS Caué),
corretivos no solo (silicato de célcio ou calcario extrafino), aplicacao fungicida (7 e 15
dias antes da inoculagdo (DAI), ou sem aplicacdo) e tempo apos a inoculagdo (plantas
sadias, 3 e 10 dias), com quatro repeticdes. No total foram utilizados 48 vasos com seis
plantas por vaso. O experimento foi realizado duas vezes.
2.4. Aplicagado do fungicida

A aplicagdo do fungicida foi realizada aos setenta (70) dias da semeadura,
durante o estadio fenologico 52 (segundo a escala de Zadoks, 1974). O fungicida
epoxiconazol (50 g L) + fluxapiroxade (50 g L) + piraclostrobina (81 g L) (Basf®) na
dose de 1,0 L ha'! foi aplicado de forma preventiva, aos sete (7) ou quinze (15) dias
antes da inoculacdo da planta, a fim de avaliar seu efeito residual associado ao uso de
silicato de calcio, ou calcario extrafino, no momento da inoculag¢ao de B. sorokiniana.
As aplicagdes foram efetuadas pela manha, com temperatura de entre 17-22 °C, 70-80%

UR, e velocidade do vento de 2-5 km h'. A aplicagdo foi realizada com um
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pulverizador costal pressurizado por CO, equipado com barra de 3 bicos, com pontas
de jato plano em leque, série 110.02, espagadas em 50 cm e calibradas para um volume
de calda de 150 L ha™'.

2.5. Obtengdo do isolado e teste de patogenicidade

Amostras de sementes da cultivar BRS Caué foram coletadas no Centro
Agropecudrio da Palma, da Universidade Federal de Pelotas, no municipio de Capao do
Ledo, RS. As sementes foram encaminhadas ao Laboratério de Interagdo Planta-
Patogeno (LIPP), no departamento de Fitossanidade, da Universidade Federal de
Pelotas. As sementes foram previamente desinfestadas em hipoclorito a 1% e agua
destilada. Realizou-se o método de papel filtro (Blotter test) conforme Neergard (1979),
onde foram dispostas 25 sementes sobre papel mata borrdo umedecido com solucio
restritora § MPa em caixas de plastico (Gerbox). Ap6s a montagem, como caixas foram
mantidas em BOD a temperatura de 20°C sob fotoperiodo de 12h. Aos sete dias de
incubagdo, foram observadas as estruturas fungicas sobre a superficie de sementes com
o auxilio de lupa e isolado um esporo de B. sorokiniana afim de obter uma col6nia
monosporica em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) conforme Alfenas e Mafia
(2007).

A cepa de B. sorokiniana foi cultivada em BDA 7 dias a 26 °C, com fotoperiodo
de 12 horas. Posteriormente, foi inoculado em plantas saudaveis plantas com 60 dias de
idade (estadio de perfilhamento) da cultivar BRS Caué através da suspensao por meio
da pulverizagdo da suspensdo de esporos, ajustada para 1x10* conidios por mL (Barba et
al., 2004). e encaminhado a ambiente protegido de 22 a 29 °C, e relativo umidade de
90%. As plantas foram analisadas quanto aos sintomas apresentados a cada 12 horas. As

plantas controle foram borrifadas apenas com agua.
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2.6. Extragdo, amplifica¢do e sequenciamento de DNA

O DNA gendmico foi extraido de micélio cultivado em placas de PDA por 10
dias a 26 ° C, usando um kit de isolamento de DNA (Norgen, Ontario, Canada)
seguindo as instrugdes do fabricante. Duas regides foram direcionadas para
amplificacdo e sequenciamento por PCR e incluiram a gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) e 5,8S nrDNA com as regides espagadoras transcritas internas
(ITS) e 28S DNA ribossomico (LSU). As amplificagdes de pcr, purificagdo de produtos
de pcr, sequenciamento e edi¢do de sequencias foward e reverse foi feita conforme ao
descrito por Victoria Arellano et al., 2021. As sequéncias de consenso de cada locus
foram comparadas em pesquisas de explosdo com dados depositados no NCBI para
determinar a identificagdo preliminar do isolado (Altschul et al. 1990).

2.7. Inoculagdo das plantas de cevada e armazenagem do isolado

O isolado do fungo foi repicado para placa de Petri contendo meio BDA, e foi
encaminhado para camara de incubagdo por sete dias a temperatura 25°C + 3°C e
fotoperiodo de 12h. No sétimo dia, os conidios produzidos foram coletados, com o
auxilio da alga de Drigalski, em dgua destilada contendo 0,01% de Tween 20%, ¢ a
concentragio ajustada para 1 x 10* conidios mL"! (Barba et al., 2004).

A inoculagdo das plantas de cevada foi por meio da pulverizacdo foliar da
suspensdo de esporos de B. sorokiniana, aos 85 dias apos a emergéncia das plantulas
(estadio 64 conforme escala fenologica de Zadoks, 1974) por meio da utilizagcdo de um
borrifador manual (TECBLAS® 45 mL). Toda a superficie foliar de todas as plantas
foram completamente cobertas pela pulveriza¢do, contudo sem provocar escorrimento
superficial. Imediatamente apods a inoculacdo, as plantas foram transferidas para uma

camara de nevoeiro com temperatura de 25 + 3°C, onde permaneceram por 48h.
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O isolado fungico de B. sorokiniana (LIPP BITAO1) utilizado nos estudos foi
armazenado na Cole¢do de Fungos do Laboratério de Fungos Fitopatogénicos da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas. A
preservacao do fungo foi em 4gua destilada esterilizada e mantido em temperatura de
10°C (Castelani, 1939).

2.8. Avaliacdo da doenca

A quantifica¢do da doenca, realizada em duas plantas por repeti¢do, foi por meio
da determinagdo da taxa de expansdo de lesdo (») e da severidade da doenga. A taxa r
foi estimada com base nas mensuracdes de cinco lesdes em uma folha de cada planta de
cada repeticdo. As mensuragdes foram realizadas a cada 24 h apo6s o aparecimento dos
primeiros sintomas, totalizando dez avaliagdes. A severidade da mancha marrom foi
estimada com base na propor¢ao da area da folha atacada pela doenga em relagdo a area
total da folha de acordo com a escala diagramatica descrita por Azevedo (1997). A
partir dos dados da severidade foi calculada a area abaixo da curva de progresso da
doenga (AACPD) conforme féormula proposta por Shaner & Finney (1977).

2.7. Determinagdo das trocas gasosas

As avaliagdes dos parametros fotossintéticos foram realizadas antes da
inoculagdo do patogeno (plantas sadias) e aos trés (3), a fim de verificar o efeito inicial
da doenca, e dez (10) dias apds a inoculagdao das plantas com B. sorokiniana, apods a
colonizagado do tecido foliar pela doenca. As medi¢des foram realizadas no ter¢o médio
da folha bandeira-1 de uma planta por repeti¢do, utilizando-se de um analisador de
gases por infravermelho (IRGA), marca LI-COR, modelo LI — 6400 (LI-COR, Lincoln,
NE, USA), no periodo das 9 as 13 horas. Os pardmetros fotossintéticos determinados
foram: condutincia estomatica (gs — mol m™! s'), taxa transpiratoria (£ — mol H,O m? s°

1, concentragdo interna de CO, (C; — pmol mol™), e assimilacdo liquida de CO, (4 -
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pumol m? s!). As medi¢des foram realizadas sob COz a 400 ppm, irradiancia de 1.000
umol m? s! e temperatura de 28 °C.
2.8. Determinagdo da concentragdo dos pigmentos fotossintéticos

Antes da inoculacdo, aos trés (3) e dez (10) dias apds a inoculacdo, as folhas
bandeira e bandeira-1 de duas plantas de cevada, por repeticao, foram coletadas e
armazenadas em ultra freezer a -70°C, até a realizacao da quantificacdo de clorofila a, b,
total e carotenoides. A extracdo e a quantificacdo das clorofilas e carotenoides foram
realizadas, segundo a metodologia utilizada por Dallagnol et al. (2011), com algumas
modificagdes. Os resultados foram expressos em mg g™! matéria fresca (MF).
2.9. Concentragao foliar de Si

Ao final dos experimentos, para assegurar que as variagdes nas varidveis
avaliadas foram devidas a diferengas nas concentragdes de Si, amostras foliares foram
coletadas, lavadas com agua destilada e secas em estuda a 70° C, durante 72 horas. Em
seguida as folhas foram moidas, em um moinho de facas até obter um po fino, e,
posteriormente, determinada a concentragdo foliar de Si em 0,1 g de matéria seca,
conforme metodologia descrita por Korndorfer et al. (2004).
2.10. Anadlise dos dados

Para verificar a homogeneidade dos dados, foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk,
para todas as varidveis avaliadas nos experimentos. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de

Tukey no software SAS (SAS Institute, 1989, Cary, NC).



1206

1207

1208

1209

1210

1211

1212

1213

1214

1215

1216

1217

1218

1219

1220

1221

1222

1223

1224

1225

1226

1227

1228

1229

1230

73

3. Resultados
3.1. Componentes de resisténcia

Os fatores cultivar, corretivo de solo, e aplicagdo de fungicida foram
significativos (P < 0.05) para todos os componentes de resisténcia (Tabela 1). Na cv
AnaG 01 a AACPD, r e Sev foram 9, 35, e 14%, menores quando comparadas a cv BRS
Caué (Tabela S1; Fig. 1a-f). Nas plantas supridas com Si ocorreram reducdes de 15 e 21
% na AACPD e r, respectivamente (Tabela S1). O maior efeito do Si na redu¢do das
variaveis relacionadas a doenga foi observado nas plantas tratadas com fungicida 15
DALI (Fig. 1a-f). A aplicagdo de fungicida 7 ou 15 DAI, reduziu a AACPD em 83 e
57%, ar em 44 ¢ 23%, e a SF em 83 e 53%, em comparacgao as plantas ndo tratadas com
fungicida (Tabela S1; Fig. 1a-f).
3.2. Trocas gasosas

Os fatores cultivar, corretivo do solo, aplicacdo de fungicida, e dias apds a
inoculagdo (dai), bem como vérias de suas interagdes, foram significativos (P < 0.05)
para as variaveis de trocas gasosas (assimilagdo liquida de CO; (4), concentragdo
interna de CO; (Ci), condutancia estomatica (gs), € taxa respiratoria (£)), porém o fator
fungicida isoladamente nao afetou de forma significativa os valores de £ (Tabela 2).

A inoculagdo das plantas reduziu significativamente os valores de 4 em 27 e
10%, aos 3 e 10 dai, em comparacdo as plantas sadias (Tabela S2; Fig. 2a-c). A g, Ci, e
E foram reduzidas em 60, 18 e 35% aos 10 dai (Tabela S2; Fig. 2f, i e 1), enquanto que a
aos 3 dai ocorreu aumento de 5% na Ci, em comparacdo as plantas sadias (Tabela S2;
Fig. 2h).

Entre as cultivares, as variaveis 4 e E foram 17 e 6% maiores na BRS Caug,
enquanto gs e Ci foram 12 e 5% menores, em comparagdo a cultivar AnaG01 (Tabela

S2). BRS Caué apresentou valor de A4, discretamente superiores a AnaG0l em
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plantas sadias (Fig. 2a), no entanto a diferenca aumentou aos 3 dai (Fig. 2b) e aos 10
dai (Fig. 2¢), especialmente nas plantas supridas com silicio.

Plantas supridas com Si apresentaram valores, para todas as variaveis de trocas
gasosas, maiores que as plantas -Si, sendo 33, 121, 8 e 40%, respetivamente para 4, Ci,
gs e E (Tabela S2). O fornecimento de silicio incrementou a 4 em plantas sadias (Fig.
2a), e manteve os valores maiores nas plantas inoculadas aos 3 dai (Fig. 2b) e aos 10 dai
(Fig. 2c), especialmente para as da BRS Cau¢ tratadas com fungicida. No caso da g, os
valores foram maiores nas plantas supridas com silicio, em plantas sadias (Fig. 2d) e
inoculadas (Fig. 2e e f). Nas plantas sadias e aos 3 dai, a g foi superior nas plantas da
AnaGO1 supridas com Si, em compara¢do a BRS Caug, no entanto aos 10 dai os valores
da g foram maiores na BRS Caué, especialmente nas plantas tratadas com fungicida aos
7 DAL O fornecimento de silicio também conferiu maior Ci e E nas plantas sadias, com
maior efeito na AnaGOl (Fig. 2g e j). J4 nas plantas inoculadas, aos 3 dai, o
fornecimento de silicio favoreceu a manutencdo da Ci e E maiores, entretanto, o efeito
foi variavel com a cultivar e a aplicacdo de fungicida (Fig. 2h e k).

A aplicagdo de fungicida ndo alterou significativamente os valores de Ci e E, no
entanto, induziu um aumento em 4 de 16 ¢ 10%, respectivamente aos 7 ¢ 15 DAIL e a gy
maior 14% aos 7 DAI (Tabela S2). Nas plantas sadias, o efeito da aplicagdo do
fungicida foi mais evidente nas plantas ndo supridas com silicio para 4 e g5 (Fig. 2a e
d). No entanto, para as plantas inoculadas, o efeito da aplicagdo do fungicida foi maior
nas plantas supridas com silicio da BRS Caué aos 3 dai para 4 (Fig. 2b) e aos 10 dai
para g (Fig. 2f), e na AnaGO01 aos 10 dai para A4 (Fig. 2c¢).

3.3. Pigmentos fotossintéticos
Os fatores cultivar, corretivo de solo, aplicagdo de fungicida e dias apds a

inoculacdo, bem como suas interagcdes, foram significativos (P < 0.05) para as
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concentragdes dos pigmentos fotossintéticos, exceto a interagdo cultivar X corretivo de
solo para clorofila total (CT) e clorofila a (Cla) (Tabela 3).

Plantas inoculadas apresentaram incremento na concentracao da CT em 9 e 5%
(Tabela S3; Fig. 3a-c) e Carot em 11,0 e 11,2% (Tabela S3; Fig. 3j-1) aos 3 e 10 dai. A
Cla aumentou em 8,6% aos 10 dai (Tabela S3; Fig. 3f) e a clorofila b (Clb) em 28% aos
3 dai (Tabela S3; Fig. 3h), em comparagdo as plantas sadias.

Na comparagdo das cultivares, a AnaG01 apresentou concentragdo maiores em
8, 3,31, e 5% para CT, Cla, Clb, e Carot, respectivamente, em comparagdo a BRS Caué
(Tabela S3).

Plantas supridas com Si apresentaram concentragdes maiores em 15, 10, 22, e
17% para CT, Cla, CIb e Carot, respectivamente, do que as plantas nao supridas com o
elemento (Tabela S3). O fornecimento de silicio incrementou a CT nas plantas sadias
(Fig. 3a), principalmente nas SF e nas tratadas 15 DAI e, nas plantas inoculadas aos 3
dai (Fig. 3b), e aos 10 dai (Fig. 3c), especialmente da AnaG01, em comparagdo as
plantas -Si. Plantas sadias supridas com Si apresentaram maior concentragdo de Cla
(Fig.3d), Clb (Fig. 3g), e Carot (Fig. 3j), em comparacdo as plantas -Si, quando SF ou
15 DAI, entretanto nas plantas tratadas 7 DAI, a concentracdo destes pigmentos foi
maior nas plantas -Si. Nas plantas inoculadas, de modo geral, as concentragdes de Cla
(Fig. 3e, f) e Clb (Fig 3h, 1) foram maiores nas plantas supridas com Si, independente da
cultivar ou tratamento com fungicida. Para a concentracdo de Carot, maior concentragao
ocorreu nas plantas supridas com Si da AnaGO1 aos 3 dai (Fig. 3k), e da cultivar BRS

Caue¢ aos 10 dai (Fig. 3l), independentemente da aplicagdo de fungicida.
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Plantas tratadas com fungicida apresentaram maior concentracdo de CT, aos 15
DAI, Cla e Clb aos 7 e 15 DAI, em comparagdo as plantas nao tratadas (Tabela S3). A
aplicagdo de fungicida nas plantas sadias reduziu a concentragdo de CT da AnaGOl
supridas com Si (Fig. 3a), e aumentou as concentragdes de Cla, Clb e Carot da BRS
Caué -Si (Fig. 3d, g, e j). Nas plantas tratadas com fungicida e inoculadas, de modo
geral, a concentragdo de CT e Clb foram menores nas plantas -Si das AnaGO1 aos 3 dai
(Fig. 3b e g), e a CT foi maior nas plantas -Si da BRS Caué aos 10 dai (Fig. 3c), em
comparagdo as plantas sem fungicida. Nas plantas supridas com Si, o tratamento com
fungicida resultou em maior concentra¢do de Cla aos 3 dai para BRS Caué (Fig. 3e) e
aos 10 dai para AnaGO1 (Fig. 3f).
3.4. Concentragao de Si na folha

Apenas para o fator corretivo foi significativo para a concentracdo de Si na
folha, onde as plantas supridas com Si (+Si) apresentaram acréscimo de 18,8% quando

comparadas com as plantas nao supridas (-Si) (Fig. 4).
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4. Discussao

Bipolaris sorokiniana causa danos significativos na produtividade de trigo e
cevada em todo o mundo (Dominguez et al., 2021). Este estudo apresenta as primeiras
evidencias fisiologicas associadas ao suprimento de silicio em plantas de cevada
desafiadas por B. sorokiniana na presenca de aplicacdo antecipada de fungicida.
Estudos anteriores demostraram o efeito positivo do Si na reducdo do dano de
patogenos sobre a fotossintese de plantas (Fortunato et al. 2012; Resende et al. 2012;
Rios et al., 2014), no entanto, os efeitos do Si em folhas de cevada durante a infecgado e
colonizagdo por B. sorokiniana, especificamente em relagdo a fotossintese, ainda eram

desconhecidos.

As plantas de cevada supridas com Si e tratadas com aplicagdo preventiva de
fungicida apresentaram menor dano causado por Bipolaris sorokiniana, conforme
indicado pela menor AACPD e r. A menor AACPD e r indicam que o avanco da doenca
nos tecidos da planta foi mais lento, fato que possibilitou a planta manter area foliar
sadia por maior periodo de tempo.

Embora a infeccdo de B. sorokiniana nas folhas de cevada tenha comprometido
as trocas gasosas, a aplicagdo de Si contribuiu para mitigar esse efeito. Por exemplo, aos
3 dai, A teve redugdo pronunciada em todos os tratamentos, no entanto, a reducdo nas
plantas supridas com Si foi menor, especialmente da BRS Caué tratadas com fungicida.
A reducdo nos valores de A aos 3 dai provavelmente foi resultado de limitagdes nao
estomaticas, uma vez que houve aumento nos valores de Ci enquanto que a g; nao foi
alterada, sendo esse efeito mais intenso nas plantas +Si. Isto indica que, em um primeiro
instante (aos 3 dai), a disponibilidade foliar de CO> para a fotossintese era elevada,
sugerindo o suprimento de CO> nao foi o fator principal relacionado a reducdo de A.

Assim, a reducdo em A pode ter sido decorrente de uma menor eficiéncia de enzimas
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responsaveis pela fixacdo fotossintética de CO2, como a Rubisco (Rios et al., 2014).
Adicionalmente, nas plantas +Si, esse resultado pode estar relacionado com a
potencializagdo dos mecanismos de defesa da planta utilizado metabolitos
intermedidrios da fotossintese e o transporte de elétrons para a producdo de compostos
de defesa e refor¢o estrutural conforme relatado para Fusarium oxysporum f. sp.
Cubense-banana e C. miyabeanus-arroz (Fortunato et al. 2012; Van Bockhaven et al.,
2015; Ahammed e Yang, 2021).

O comportamento hemibiotréfico de B. sorokiniana, especialmente na fase
inicial da patogénese, pode induzir a planta a produzir compostos de defesa semelhantes
aos requeridos para defesa contra um patéogeno biotréfico, nos quais a producdo de
acamulo de espécies reativas de oxigénio ¢ um importante mecanismos de defesa.
Assim, conforme demonstrado em rosa-Podosphaera pannosa (Shetty et al., 2012) e
trigo-Pyrenophora tritici (Dorneles et al., 2017; 2018), o Si pode potencializar a
producdo de compostos de defesa como H202, as quais podem ser produzidas
juntamente a membrana plasmatica, na mitocondria, ¢ no cloroplasto (Torres, 2010;
Kumudini et al., 2018). Assim, sugere-se que a reducdo em A4 observado aos 3 dai,
especialmente nas plantas +Si, com posterior aumento aos 10 dai quando a severidade
da doenca estava maior, sugere que a reducdo aos 3 dai foi devido a alocagdo pela
planta de intermediarios da fotossintese para producao de compostos de defesa contra a
fase biotrofica do patdgeno, enquanto que o aumento em A4 aos 10 dai indica uma
reducdo na utilizacdo de intermediarios da fotossintese para defesa, e adaptagdo de
mecanismos bioquimicos de defesa contra a fase necrotrofica do patogeno.

A diminuicdo em g5 ¢ outro pardmetro importante que estd relacionado ao
comprometimento da atividade fotossintética em plantas afetas por patdgenos,

reduzindo o influxo de CO; (Rios et al., 2014). Os valores de g5 foram drasticamente
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reduzidos apos a inoculagdo de B. sorokiniana, especialmente em plantas -Si, e aos 10
dai, resultado que pode explicar a reducdo em E aos 10 dai causada pelo fechamento
estomatico. Entretanto, outros fatores que possibilitam a redu¢do em E sdo relacionados
aos sintomas de murcha e ressecamento nas folhas (Rios et al., 2014), oriundos da

intensa e rapida colonizacdo de B. sorokiniana no tecido foliar.

A infeccdo por B. sorokiniana interferiu negativamente na concentragdo de
pigmentos, principalmente nas plantas -Si. Esse resultado pode estar associado a
atividade de enzimas liticas ou a liberacdo de toxinas ndo seletivas do patégeno durante
o processo de coloniza¢do do tecido vegetal. Bipolaris sorokiniana, durante o estagio
necrotrofico, induz o acimulo de espécies reativas de oxigénio (Kumar et. al., 2002),
fato que pode ocasionar diminui¢do na concentragdo dos pigmentos fotossintéticos em
consequéncia da degradagdo ou a restricdo da sintese de clorofilas (Rios et al., 2014).
Entretanto, nas plantas +Si, o progresso mais lento da doenca possibilitou manter maior
concentracdo de pigmentos devido ao menor dano causado pelo patégeno nos tecidos
foliares. A preservacdo dos pigmentos fotossintéticos em plantas supridas com Si sob
condigdes de estresse, devido ao melhor controle do estresse oxidativo, resultando em
maior desempenho fotossintético ja foi reportado em outras espécies vegetais (Dallagnol

et al., 2013; Verma et al., 2020).

As cultivares utilizadas no estudo foram escolhidas pela similaridade do ciclo
produtivo e por apresentarem suscetibilidade a B. sorokiniana, no entanto, de modo
geral, a cv AnaGO1 destacou-se pela menor intensidade da doenca e manutencdo dos
pigmentos fotossintéticos, principalmente quando associada a adubagdo silicatada e
aplicacdo antecipada de fungicida. Em estudo anterior a cv AnaG01 apresentou redugao
na incidéncia de mancha marrom na semente, especialmente quando cultivada na

presenca de Si soltvel no solo e com aplicacdo de fungicida (Holz et al., 2020).



1379

1380

1381

1382

1383

1384

1385

1386

1387

1388

1389

1390

1391

1392

1393

1394

1395

1396

1397
1398

1399

1400

1401

1402

83

Os dados deste estudo também demonstram que a aplicagdo do fungicida
contribuiu para os maiores valores de 4 e g, além de maior incremento nos pigmentos
fotossintéticos, principalmente nas plantas +Si. Assim, evidencia-se que a associa¢do da
fertilizagdo silicatada da planta com a pulverizagao de fungicida incrementam o manejo
da mancha marrom da cevada resultando na preservacao dos pigmentos fotossintéticos e
a manutencdo de maior eficiéncia das trocas gasosas. Tomando esses dados em
conjunto, sugere-se que o uso do Si no solo combinado com aplicagdes foliares de
forma preventiva e a utilizagdo de cultivares com maior resisténcia parcial contribuem
para manter a doenca em baixa intensidade, de modo que ndo seja comprometido a
produtividade da cultura. Além disso, como perspectiva futura, poderia ser estudada a
possibilidade de reducdo da concentragdo do fungicida associado a adubagao silicatada,
0 que traria ndo apenas reducdo de custo da produ¢do, mas também menor impacto

ambiental.

Em conclusdo, os resultados deste estudo demostraram que o Si, aliado com a
aplicagdo de fungicida, sobre as plantas de cevada proporcionou a manuten¢do dos
parametros fisiologicos, como melhor desempenho das trocas gasosas e maiores
concentracdes de pigmentos fotossintéticos, sob o estresse bidtico causado por B.
sorokiniana.
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1553  Tabela S1. Area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD), taxa de expansio

1554 da lesdo (r) e severidade final (Sev) da mancha marrom, em plantas sadias ou
1555 aos 3 e 10 dias apds a inoculagdao com B. sorokiniana em folhas de cevada.
AACPD r Sev
Cultivar
AnaG 01 78,0 b 0,198 b 14,6 b
BRS Caué 85,5a 0,304 a 17,1 a

Corretivo de solo

-Si 88,4 a 0,282 a 16,495 a
+Si 752b 0,221 b 153 a
Fungicida
SF 153,2a 0,324 a 29,1 a
7 DAI 263 ¢ 0,182 ¢ 52¢
15 DAI 659b 0,248 b 13,2 b
CV% 15,6 10,1 18,1

1556  Cultivares (AnaG01 e¢ BRS Caué); Corretivo de solo (+Si: silicato de calcio; -Si: calcario extrafino),
1557  Fungicida (SF: sem fungicida; 7 ou 15 DAI: aplicagdo preventiva aos 7 ou 15 dias antes da inoculagio do

1558  fungicida epoxiconazol + fluxapiroxade + piraclostrobina)
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Tabela S2. Taxa fotossintética (A4), condutancia estomatica de vapores de agua (g;),
concentracgdo interna de CO2 (Ci) e taxa transpiratoria (£) em folhas de plantas
de cevada sadias ou aos 3 e 10 dias apds a inoculagdo (dai) com Bipolaris

sorokiniana.

A gs Ci E

(umol m? s (mol m™ s!) (umol mol ™) (mol H,0 m? s™!)

Dias ap0s a inoculagao (dai)

Sadia 10,77 a 0,28 a 291,6 b 3,57 a

3 dai 8,45 ¢ 0,27 a 305,7 a 3,66 a

10 dai 9,65b 0,13b 238,6 ¢ 2,32b
Cultivar

AnaG 01 8,88 b 0,24 a 2845 a 3,09b

BRS Caué 10,37 a 0,21b 272,8b 3,28 a

Corretivo de solo

-Si 8,27b 0,14b 268,3b 2,65b
+Si 10,98 a 031a 289,0 a 3,79 a
Fungicida
SF 8,87b 0,21b 281,2a 3,24 a
7 DAI 9,74 a 0,24 a 280,8 a 3,10a
15 DAI 10,27 a 0,22 b 2739a 321 a
CV% 13,0 13,3 55 13,9

Cultivares (AnaG01 e BRS Caué); Corretivo de solo (+Si: silicato de calcio; -Si: calcario extrafino),
Fungicida (SF: sem fungicida; 7 ou 15 DAI: aplicacdo preventiva aos 7 ou 15 dias antes da inoculagdo do
fungicida epoxiconazol + fluxapiroxade + piraclostrobina)
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1566  Tabela S3. Concentragdo de clorofila total (CT), a (Cla), b (Clb) e carotenoides (Carot)

1567 em plantas sadias ou aos 3 e 10 dias apos a inoculagdo (dai) com Bipolaris
1568 sorokiniana em folhas de cevada.
1569

CT (mg kg Cla (mg kg’! Clb (mgkg!  Carot (mg kg™
MF) MF) MF) MF)

Dias ap6s a inoculacao (dai)

Sadia 433,75 ¢ 277,74 b 138,81b 51,77b

3 dai 478,08 a 278,55b 193,51 a 58,19 a

10 dai 459,04 b 304,12 a 132,44 c 58,34 a
Cultivar

AnaG 01 475,50 a 29227 a 176,06 a 57,62 a

BRS Caué 438,42 b 281,33 b 133,79 b 54,58 b

Corretivo de solo

-Si 424,79 b 271,94 b 139,52 b 51,57b
+Si 489,12 a 301,67 a 170,32 a 60,63 a
Fungicida
SF 450,00 b 270,67 ¢ 149,47 ¢ 55,60 a
7 DAI 455,76 b 285,65b 162,98 a 56,99 a
15 DAI 465,11 a 304,09 a 152,32 b 55,70 a
CV% 3,0 3,1 2,0 52

1570  Cultivares (AnaG01 e¢ BRS Caué); Corretivo de solo (+Si: silicato de calcio; -Si: calcario extrafino),
1571  Fungicida (SF: sem fungicida; 7 ou 15 DAI: aplicagio preventiva aos 7 ou 15 dias antes da inoculagio do
1572 fungicida epoxiconazol + fluxapiroxade + piraclostrobina)
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Fig. 1. Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), tamanho de lesio (7) e

a severidade final (Sev) da mancha marrom (Bipolaris sorokiniana) em folhas das

plantas de cevada das cultivares AnaG01 e BRS Caug, cultivadas em solo corrigido com

calcario extrafino (-Si) ou silicato de calcio (+Si), sem aplicacdo de fungicida (SF) ou

tratadas com fungicida preventivo aos 7 ou 15 (7 ou 15) dias antes da inoculacao (DAI).
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Taxa fotossintética (4), condutancia estomatica de vapores de agua (gj),

concentragao interna de CO> (Ci) e taxa transpiratoria (£) em folhas plantas sadias, ou

aos 3 e 10 dias apds a inoculagdo (dai) com Bipolaris sorokiniana, das cultivares

AnaGO1 e BRS Caué, cultivadas em solo corrigido com calcario extrafino (-Si) ou

silicato de calcio (+Si) tratadas com fungicida preventivamente aos 7 ou 15 (7 ou 15)

dias antes da inocula¢do ou sem fungicida (SF).
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1589  Fig. 3. Concentracdo de clorofila total (CT), clorofila a (Cla), clorofila b (Clb) e de
1590  carotenoides (Carot) em plantas sadias, ou aos 3 e 10 dias apds a inoculagdo (dai) com
1591  Bipolaris sorokiniana, das cultivares AnaG01 e BRS Caugé, cultivadas em solo corrigido
1592  com calcario extrafino (-Si) ou silicato de célcio (+Si) tratado com fungicida preventivo

1593 aos 7 ou 15 (7 ou 15) dias antes da inoculagdo (DAI) ou sem fungicida (SF).
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Fig. 4. Concentragdo foliar de silicio (Si) em plantas das cultivares AnaG0Ol e BRS
Caugé, cultivadas em solo corrigido com silicato de célcio (+Si) ou calcario extrafino (-

Si). Letras maiusculas referem a cultivar e letras mintsculas a +Si e -Si.
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1598 4. Consideragoes Finais:

1599 O fornecimento de silicio para plantas de cevada cultivadas em solos
1600 com baixa disponibilidade do elemento aumenta as defesas bioquimicas e a

1601  sua resisténcia contra a mancha marrom.

1602 O uso do silicio altera a atividade de enzimas relacionadas ao
1603 mecanismo de defesa, como a SOD, além de promover o acumulo de
1604 compostos fendlicos soluveis totais e a concentragdo de derivados do acido

1605  lignina-tioglicdlico, e a redugéo do extravazamento de eletrdlitos.

1606 As respostas fisioldgicas e a concentragao de pigmentos fotossintéticos
1607 sdo preservadas em plantas supridas com silicio quando desafiadas por B.

1608  sorokiniana.

1609 A associagao de silicio e a aplicagdo de fungicida antes da inoculagao

1610 com B. sorokiniana confere redugdo na intensidade da doenca.
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