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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do silicio (Si) no processo infeccioso de Phakopsora
pachyrhizi em foliolos de soja cultivada em solug@o nutritiva com ou sem Si. Observagdes realizadas sob
microscopio de luz e microscopio eletronico de varredura indicaram que, nos foliolos das plantas supridas
com Si, as urédias foram menores e em menor nimero. Houve redugdo de 27, 23 e 60% no numero de lesdes,
urédias fechadas e urédias abertas, respectivamente, nos foliolos das plantas com Si. Plantas de soja supridas
com Si apresentam reducdo nos sintomas da ferrugem-asiatica-da-soja.

Termos para indexacdo: Glycine max, ferrugem-asiatica-da-soja, nutrigao mineral, resisténcia.

Silicon on the infection process of Phakopsora pachyrhizi on soybean leaflets

Abstract — The objective of this work was to evaluate the effect of silicon (Si) on the infection process of
Phakopsora pachyrhizi in leaflets of soybean plants grown in nutrient solution with or without Si. Observations
done with light microscope and scanning electron microscope indicated that, in leaflets of plants supplied
with Si, uredia were smaller and fewer in number. There were reductions of 27, 23 and 60% in the number of
lesions, closed uredia and open uredia, respectively, in leaflets of plants with Si. Soybean plants supplied with

Si show reduction in Asian soybean rust symptoms.

Index terms: Glycine max, Asian soybean rust, mineral nutrition, resistance.

A ferrugem-asiatica-da-soja (FAS), causada pelo
fungo Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd., ¢
uma das doengas mais destrutivas da cultura da soja
[Glycine max (L.) Merrill], em virtude da desfolha
prematura, que ocasiona perdas significativas na
producdo (Hartman et al, 2005). Os sintomas
iniciais dessa doenga sdo areas cloroticas nas folhas,
principalmente em plantas no estadio de floragdo,
nas quais surgem, posteriormente, urédias de cor
pardo-clara a pardo-avermelhada, subepidérmicas e
erupentes, contendo intimeros uredinidosporos (Reis
et al., 2006).

A principal medida de controle da FAS ¢ o uso
de fungicidas, uma vez que cultivares comerciais
com resisténcia completa a doenga ainda nao estdo
disponiveis (Hartman et al., 2005; Li et al., 2010).
Porém, o uso de fungicidas aumenta o custo de
produgdo (Yorinori et al., 2005), além de ter potencial
para causar danos ao meio ambiente. Neste contexto, a
nutricdo mineral com base no fornecimento de silicio
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torna-se uma alternativa para reduzir a intensidade de
doencas em inumeras espécies de plantas (Datnoff
et al., 2007). No entanto, estudos sobre a eficiéncia do
uso do Sipara reduzir a severidade da FAS sdo escassos
e ndo conclusivos (Rodrigues et al., 2009; Lemes et al.,
2011), sobretudo quanto aos aspectos citologicos da
interacdo soja-P. pachyrhizi.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do Si
no processo infeccioso de P. pachyrhizi em foliolos de
soja cultivada em solugdo nutritiva com ou sem Si.

Plantulas de soja (cultivar MG/BR 46 Conquista)
foram cultivadas em vasos de plastico contendo
5 L de solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon
(1950), com algumas modifica¢des: 2,5 mmol L' de
Ca(NOs),.4H,0; 1,0mmol L' de NH,NO3; 1,0 mmol L-!
de KNOs; 1,0 mmol L' de KH,PO,; 1,0 mmol L' de
KCI; 1,0 mmol L' de MgSO,.7H,0; 0,2 umol L' de
H;BO;; 0,2 umol L' de ZnSO,.7H,0; 0,2 umol L' de
CuS0,.5H,0;0,2 umol L' de MnCl1,.4H,0; 0,2 umol !
de Na,M00,.4H,0; 0,5 mmol L' de Na,EDTA.2H,0;
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e 0,5 mmol L' de FeSO,.7H,0. O acido monosilicico,
obtido pela passagem do silicato de potassio através de
coluna contendo resina trocadora de cations (Amberlite,
Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), foi
adicionado a solug¢do nutritiva nas concentracdes de 0
ou 2,0 mmol L' de Si (-Si ou +Si, respectivamente).
O pH da solug@o nutritiva, trocada a cada trés dias,
foi ajustado diariamente para 5,8, com 1,0 mol L' de
HCI ou de NaOH. As plantas cresceram em casa de
vegetagdo, com temperatura de 284+2°C, em sistema de
hidroponia com aeracdo constante.

Ao atingirem o estddio V6 (Fehr & Caviness,
1977), as plantas foram pulverizadas com suspensao
de urediniosporos de P. pachyrhizi, na concentragao
de 1x10* mL"!, até o escorrimento. Apés a inoculagéo,
as plantas foram mantidas em camara de nevoeiro
(24 horas no escuro, com umidade relativa de
95+£5%) e, em seguida, foram transferidas para casa
de vegetacdo, com fotoperiodo de 12 horas de luz,
temperatura de 24+2°C e umidade relativa de 95+5%.
Aos dez dias apos a inoculagao (DAI), avaliou-se o
numero de lesdes, o numero de urédias fechadas (ndo
desenvolvidas) e de urédias abertas (completamente
desenvolvidas, com liberacdo de uredinidsporos) em
dois foliolos por planta. Utilizou-se o delineamento
experimental de blocos ao acaso, com oito repeti¢des
e trés plantas por repetigdo. Os dados das variaveis
avaliadas foram submetidos a analise de variancia, e
a significancia dos tratamentos foi determinada pelo
teste F, a 5% de probabilidade.

Para a microscopia de luz, aos dez DAI, foram
coletados 12 foliolos de soja. De cada foliolo, foram
obtidos dois fragmentos de 10 mm? com sintomas
de FAS. As amostras foram fixadas em glutaraldeido
a 2,5% em tampao cacodilato de sodio 0,1 mol L
(pH 7,2) por 48 horas, desidratadas em série etilica e
incluidas em metacrilato Historesin (Leica Instruments,
Heidelberg, Alemanha). Foram confeccionados
12 blocos por tratamento, e cada bloco foi composto
por dois fragmentos de foliolo. Cortes transversais de
5 um de espessura, obtidos com auxilio de micrétomo
rotativo de avanco automatico, modelo RM 2255
(Leica Microsystems Inc., Deerfield, IL, EUA), foram
corados com azul de toluidina a 0,05% (pH 4,7).
Foram obtidos 12 cortes semifinos por bloco, os quais
foram distribuidos em seis laminas de vidro. Os cortes
semifinos foram observados em microscopio de luz
modelo AX70RF (Olympus Optical, Toquio, Japao)

com sistema fotografico U-Photo e camera digital
Spot Insightcolour 3.2.0 (Diagnostic Instruments Inc.,
Merrick, NY, EUA).

Para as observacdes no microscopio eletronico de
varredura (MEV), foram coletados oito foliolos por
planta, tendo-se obtido dois fragmentos de 5 mm?
de cada foliolo que apresentava sintomas da FAS.
Os fragmentos foram transferidos para frascos de vidro
contendo glutaraldeido a 2,5% em tampao cacodilato de
sodio 0,1 mol L' (pH 7,2) e armazenados em geladeira.
Apds uma semana, os fragmentos foram lavados com
tampao cacodilato de sodio por quatro vezes, durante
10 min, e pos-fixados com tetroxido de ésmio a 1%,
em tampao cacodilato de s6dio 0,1 mol L' (pH 7,2) por
2 horas a temperatura ambiente (Curvelo et al., 2010).
Em seguida, as amostras foram desidratadas em série
alcoolica de 30, 50, 70, 80, 95 ¢ 100%, com intervalos
de 10 min entre as trocas, tendo-se realizado trés
passagens na tltima concentragdo, no mesmo intervalo
de tempo. Apos a desidratagdo, os fragmentos foram
submetidos a secagem ao ponto critico, com uso do
aparelho “critical point dryer”, modelo CPD 020
(Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein), ¢ montados sobre
suportes metalicos de aluminio cobertos com fita
adesiva dupla-face (Curvelo et al.,, 2010). Para
visualizar as estruturas de P. pachyrhizi no interior
do tecido foliar, a epiderme de alguns fragmentos
foi removida com fita adesiva. Em seguida, todos os
fragmentos foram cobertos com ouro coloidal por
metalizagdo no aparelho “sputter coater” acoplado a
um “freezing drying unit” modelo FDU0O10 (Bal-Tec,
Balzers, Liechtenstein). Os fragmentos foram
examinados no MEV, modelo Leo 1430 VP (Carl
Zeiss, Cambridge, Inglaterra), operado a 10 kV, para
obtencdo das eletromicrografias.

Observou-se grande quantidade de hifas de
P pachyrhizi na regido das urédias, no parénquima
lacunoso das amostras dos foliolos de plantas com
ou sem Si (Figura 1 A-D). As hifas penetraram nas
células supostamente sadias, as quais, gradativamente,
adquiriram aspecto plasmolisado (Figura 1 A e
B), o que culminou em necrose. Nos foliolos das
plantas ndo supridas com Si, surgiram espagos entre
os uredinidésporos e houve aumento no tamanho
das urédias (Figura 1 A e B). Os uredinidsporos
tornaram-se equinulados e fortemente corados pelo
azul de toluidina. A epiderme abaxial rompeu-se, com
liberagdo concomitante dos urediniésporos (Figura 1
A e B). Nos foliolos das plantas ndo supridas com Si,
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a maioria das urédias encontrava-se completamente
desenvolvida (aberta e com urediniésporos) (Figura 1
A, B e E), ao contrario do que foi observado para as
urédias nos foliolos das plantas supridas com Si, que
se encontravam, na sua maioria, fechadas (Figura 1 C,
DeF).

Nos foliolos das plantas supridas com Si, houve
reducdo de 27, 23 e 60%, respectivamente, no niimero
de lesoes, de urédias ndo desenvolvidas (fechadas) e
de urédias completamente desenvolvidas (abertas, com
liberagao deurediniosporos) por foliolo,emcomparagao
aos foliolos das plantas sem Si (Tabela 1).

t‘--’\ :

\é 100 pm

Figura 1. Micrografias de luz (A-D) e eletromicrograﬁas de varredura (E e F) do processo infeccioso de Phakopsora
pachyrhizi em foliolos de plantas de soja sem (A, B e E) ou com (C, D e F) silicio. EAD, epiderme adaxial; EAB, epiderme
abaxial; FV, feixe vascular; Pp, parénquima palicadico; Pl, parénquima lacunoso; Es, estomato; U, urédia; Hf, hifas; Up,

uredinidsporos. *Célula de aspecto plasmolisado.
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Tabela 1. Numero de lesdes, de urédias fechadas (ndo
desenvolvidas) e de wurédias abertas (completamente
desenvolvidas, com liberagdo de uredinidosporos) em foliolos
de plantas de soja sem (-Si) ou com (+Si) suprimento de
silicio, aos dez dias apds inoculacdo com Phakopsora
pachyrhizi.

Tratamentos Lesdes Urédias fechadas Urédias abertas
-Si 12,37 21,25 16,00

+Si 9,00 16,33 6,41
Teste F 9,51* 6,75% 89,98*
CV (%) 30,95 32,34 26,39

*Significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade.

Lemesetal. (2011) verificaram redug¢des de 43 € 36%
na area abaixo da curva do progresso da FAS, quando
plantas de soja foram cultivadas em solo contendo
silicato de célcio ou foram pulverizadas com silicato de
potassio, respectivamente, tendo observado aumento
em até trés dias para o aparecimento dos sintomas da
doenca. Resultados semelhantes foram obtidos por
Rodrigues et al. (2009), que relataram reducao de 70%
na severidade da FAS com a aplicagao foliar de silicato
de potassio. Lima et al. (2010), ao cultivar plantas de
soja em solugdo nutritiva contendo doses crescentes de
Si e inoculadas com P. pachyrhizi, observaram reducao
na area abaixo da curva do niimero de lesdes da FAS
e aumento nas concentracdes de lignina. E provavel
que a deposi¢ao de Sino apoplasto dos tecidos foliares
evite a penetracdo de fungos patogénicos por meio
da formacao de barreira fisica (Datnoff et al., 2007).
Além disso, o Si pode potencializar os mecanismos
de defesa da planta a infeccdo por patogenos (Fauteux
et al., 2005).

O silicio reduz os sintomas da ferrugem-asiatica-da-
soja e pode ser uma alternativa para o manejo integrado
desta doenca.
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