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ESTRATEGIA PARA CONTRIBUIR COM CONTROLE DA Bremia lactucae EM
ALFACE COM O USO DO SILiCIO E DO POTASSIO

RESUMO: As doengas das plantas desempenham um papel limitante
importante na produc&o agricola, que € mais preocupante em espécies de ciclo curto,
especialmente as hortalicas como alface. O mildio da alface causado por Bremia
lactucae é uma das doengas que mais causa perdas na produgao de alface em todo
o mundo. Para o controle eficiente dessa doencga, é necessario a introdugdo de
estratégias integradas no manejo, que sejam sustentaveis e melhorem o sistema de
defesa da planta. A nutricdo mineral pode integrar sistemas de manejo mais
sustentaveis para controlar doencgas de plantas. O K é o nutriente com maior potencial
para diminuir a incidéncia de doengas dos cultivos. O Si é o segundo elemento quimico
que mais contribui para diminuir incidéncia de doengas nas plantas, que embora nao
seja considerado nutriente, mas € um elemento benéfico. No entanto, existem duvidas
se a nutricao de plantas pode ser util no controle de doengas como o mildio da alface,
e em todos os grupos de resisténcia genética ao patégeno (suscetivel, resisténcia
incompleta e resisténcia completa). Assim, realizou-se essa pesquisa com o objetivo
de desvendar como a nutricdo de plantas esta envolvida nas vias de defesa induzida
da cultura da alface, submetida a inoculagdo com o patégeno B. lactucae, estudando
os efeitos da aplicagcao do silicio e do potassio. A pesquisa foi dividida em dois
estudos, sendo a interagcdo com o Si (capitulo 2) e a interagdo com o K (capitulo 3).
Inicialmente foram avaliados os danos causados pelo patégeno B. lactucae em
plantas de alface e se o Si atenua esses prejuizos, em dois experimentos, com o Si
aplicado via fertirrigacdo e foliar (experimento |) e somente via fertirrigacéo
(experimento Il). O mildio da alface causa danos ao metabolismo fisiolégico e o
crescimento da planta, mas o uso do Si atenua o efeito destes danos por favorecer os
mecanismos de defesa da planta ao ativar o sistema antioxidante e incrementar a
capacidade fotossintética e a producao de metabdlitos. Posteriormente, avaliou-se o
efeito do K em fortalecer as defesas naturais da planta, atenuando os danos causados
pelo patégeno B. lactucae em cultivares de alface com suscetibilidade (experimento |)
e com resisténcia incompleta (experimento Il) e completa (experimento Ill) ao
patdgeno. A nutricdo potassica adequada é eficiente para diminuir a severidade da
doenca e deve ser indicada para plantas com suscetibilidade, com resisténcia
incompleta e completa ao patégeno, por diminuir o estresse oxidativo e aumentar
antioxidantes, favorecendo a fisiologia e diminuindo metabdlitos como agucares e
aminoacidos, atrativos ao patdégeno. Assim que, a aplicagcéo de Si e o fornecimento
adequado de K, podem ser utilizados como estratégia sustentavel para melhorar o
controle da B. lactucae em alface.

Palavras-chave: Lactuca sativa L., mildio da alface, nutricdo de plantas, resisténcia
induzida.



STRATEGY TO CONTRIBUTE TO THE CONTROL OF Bremia lactucae IN
LETTUCE WITH THE USE OF SILICON AND POTASSIUM

ABSTRACT: Plant diseases play an important limiting role in agricultural
production, which is more worrying in species with a very short cycle, especially
vegetables such as lettuce. Lettuce downy mildew caused by Bremia lactucae is one
of the diseases that causes the most losses in lettuce production worldwide. To
efficiently control this disease, it is necessary to introduce integrated management
strategies that are sustainable and improve the plant's defense system. Mineral
nutrition can integrate more sustainable management systems to control plant
diseases. K is the nutrient with the greatest potential to reduce the incidence of crop
diseases. Si is the second chemical element that most contributes to reducing the
incidence of diseases in plants, which although not considered a nutrient, is a beneficial
element. However, there are doubts whether plant nutrition can be useful in controlling
diseases such as lettuce downy mildew, and in all groups of genetic resistance to the
pathogen (susceptible, incomplete resistance and complete resistance). Therefore,
this research was carried out with the aim of unveiling how plant nutrition is involved in
the induced defense pathways of lettuce crops, subjected to inoculation with the
pathogen B. lactucae, studying the responses to the application of silicon and
potassium. The research was divided into two studies, the interaction with Si (chapter
2) and the interaction with K (chapter 3). Initially, the damage caused by the pathogen
B. lactucae in lettuce plants and whether Si mitigates these damages were evaluated
in two experiments, with Si applied via fertigation and foliar (experiment I) and only via
fertigation (experiment Il). Lettuce downy mildew causes damage to the plant's
physiological metabolism and growth, but the use of Si mitigates the effect of this
damage by favoring the plant's defense mechanisms by activating the antioxidant
system and increasing photosynthetic capacity and the production of metabolites.
Subsequently, the effect of K in strengthening the plant's natural defenses was
evaluated, attenuating the damage caused by the pathogen B. lactucae in lettuce
cultivars with susceptibility (experiment 1) and with incomplete (experiment Il) and
complete (experiment Ill) resistance. to the pathogen. Adequate potassium nutrition is
efficient in reducing the severity of the disease and should be indicated for plants with
susceptibility, with incomplete and complete resistance to the pathogen, by reducing
oxidative stress and increasing antioxidants, favoring physiology, and reducing
metabolites such as sugars and amino acids, which are attractive to the pathogen.
Therefore, the application of Si and the adequate supply of K can be used as a
sustainable strategy to improve the control of B. lactucae in lettuce.

Keywords: Lactuca sativa L., lettuce downy mildew, plant nutrition, induced
resistance.



CAPITULO 1 — Consideragées gerais

1 Introdugao

Com o crescente aumento das exigéncias do mercado na qualidade das
hortalicas, a agricultura sustentavel tem sido muito enfatizada, no entanto, as doencas
das plantas continuam a desempenhar um papel limitante importante na produgao
agricola, que é mais preocupante em espécies de ciclo muito curto especialmente as
hortalicas como alface.

A faixa ideal de temperatura para a producéo da cultura da alface deve ser de
12 a 22°C e umidade relativa do ar entre 60 e 70%. Entretanto, essas condigbes
climaticas também favorecerem a ocorréncia do mildio da alface, cujo agente causal
€ o oomiceto biotréfico Bremia lactucae Regel, acarretando grandes prejuizos na
cultura e perdas de até 80% na producéo (Fall et al., 2015; Su et al., 2007). Devido ao
grande potencial de danos e a extrema variabilidade genética, o patégeno B. lactucae
provoca uma das doengas mais importantes na producdo da cultura da alface
(Lebeda, Pink e Astley, 2002).

O mildio da alface é uma doenga policiclica causada por esporangios
transportados pelo ar e pela agua (Fall, Heyden, Van Der e Carisse, 2016). O
surgimento de novas infec¢des ocorre em progressao geométrica, resultando em seu
rapido avango até atingir a fase critica (Vale FXR et al.,, 2004). Sendo assim, &
caracterizado como a doenca mais limitante em condi¢des de baixa temperatura e de
longos periodos de molhamento foliar (Lebeda, Pink e Astley, 2002; Michelmore e
Wong, 2008).

O uso de cultivares resistentes ou de produtos fitossanitarios sdo as medidas
utilizadas no controle do mildio da alface, sendo o primeiro menos oneroso ao produtor
e praticamente sem risco para o ambiente. No entanto, a crescente capacidade de B.
lactucae de superar rapidamente resisténcias especificas de novas cultivares
(Brabandt et al., 2014), dificulta aos melhoristas de plantas o controle dessa doenca.
Por isso, é necessario a introdugéo de estratégias integradas no manejo do ambiente,
que sejam sustentaveis e melhorem o sistema de defesa da planta e aumentem o

controle dessa doenga.



O tratamento adequado da nutricdo mineral pode integrar sistemas de manejo
mais sustentaveis para controlar doengas de plantas, e que nao prejudiquem o meio
ambiente e ao mesmo tempo aumentem o rendimento e melhorem a qualidade do
produto (Morales, Santos e Tomazeli, 2012). No entanto, existem duvidas se a
nutricdo de plantas pode ser util no controle de doengas como o mildio da alface em
todos os niveis de reagdo dos gendtipos ao patdogeno (suscetivel, resisténcia
incompleta e resisténcia completa).

O Si é o elemento quimico que mais contribui para diminuir incidéncia de
doengas nas plantas, que embora n&o seja considerado nutriente, mas € um elemento
benéfico, o Si induz diversos efeitos que melhoram o crescimento das plantas sob
estresses bidticos (Debona, Rodrigues e Datnoff, 2017), proporcionando maior rigidez
estrutural dos tecidos (Silva et al., 2021) e aumenta o metabolismo antioxidante (Han
et al., 2016), atuando na preservagao dos pigmentos fotossintéticos por ativar os
mecanismos de defesa existentes nas plantas (Lima et al., 2011). Portanto, nas
ultimas décadas tém aumentado muitos estudos envolvendo Si e doencas das
culturas, mas predominam estudos em culturas acumuladoras de Si em relacéo as
nao acumuladoras como a alface (Prado, 2023), mas isso nao indica que essa espécie
nao absorve o Si. Contudo, é relevante estudos que possam auxiliar no entendimento
para potencializar a absor¢ao de Si via raiz e foliar para incrementar a expectativa de
beneficios do elemento na planta de alface e especialmente para o controle da
doenca.

O K é o nutriente com maior potencial para diminuir a incidéncia de doencas
dos cultivos (Prado, 2021), devido ao papel do K na otimizacdo da condutancia
estomatica, ativagdo enzimatica, sintese de proteinas, troca gasosa, translocagao de
fotoassimilados e resisténcia ao estresse em diferentes espécies cultivadas (Wang et
al., 2013; Zoérb, Senbayram e Peiter, 2014).

Diante da falta de pesquisa para compreensao dos efeitos do Si e do K no
controle do mildio da alface, hipotetizamos que, o uso do manejo otimizado da nutricao
potassica, independentemente do nivel de reagdo da cultivar ao patdgeno e da
nutricao silicatada, com modo de aplicacdo que possa maximizar a absor¢ao, podem
ser eficientes para contribuir para o controle do mildio nas plantas de alface. Se essa

hipétese for aceita devera surgir mais uma estratégia viavel para uso no manejo desta



doenca tdo importante para a cultura da alface sem risco para o ambiente e
especialmente para o consumidor que ira utilizar um alimento mais nutritivo, ja que o
K e o Si sédo considerados nutrientes para o ser humano, tendo maior qualidade e
estando alinhado com objetivos da produgédo sustentavel, com auséncia ou uso
minimo de produtos quimicos.

Nesse contexto, o objetivo dessa pesquisa foi estudar as respostas a aplicagao
do silicio e do potassio envolvidas nas vias de reacdo de defesa induzida da cultura

da alface, submetida a inoculagdo com o patogeno B. lactucae.

2 Revisao de literatura

2.1 A cultura da alface

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortaliga folnosa mais consumida no mundo,
possuindo elevada notoriedade no cenario econdmico mundial (FAOSTAT, 2020). No
Brasil, é cultivada e consumida em todas as regides, com destaque em volume
comercializado na regiao Sudeste (Marin et al., 2020).

A L. sativa L. originou-se de espécies silvestres que ainda sao encontradas em
regides com clima temperado, no sul da Europa e na Asia Ocidental. Pertence a
familia Asteraceae, subfamilia Cichorioideae, tribo Lactuceae, e ao género Lactuca,
no qual sao descritas mais de 100 espécies (Filgueira, 2000).

O centro de origem e de domesticacdo da alface é o sul da Europa e a Asia
Ocidental, sendo cultivada desde 2500 a.C. (Ryder, 1999). Provavelmente com as
expedicdes de Cristovdo Colombo para o Novo Mundo, a alface foi introduzida na
Ameérica em 1494 e posteriormente no Brasil, pelos imigrantes portugueses, em 1650
(Sala e Costa, da, 2012).

E considerada a hortalica folhosa mais popular do mundo, destacando-se pelo
elevado teor de sais minerais e de vitaminas A, B1, B2 e C, além de conter calcio e
ferro, e de apresentar baixo valor calérico, sendo consumida, principalmente, in
natura, na forma de saladas (Filgueira, 2000; Silva, Da et al., 2018). A possibilidade
de cultivos sucessivos no mesmo ano, o consolidado habito de consumo alimentar

pela populagdo e a demanda sempre crescente do produto séo fatores que fazem da



alface a hortalica folhosa mais produzida no Brasil, conferindo a esta cultura grande
importancia econdmica e social (Sala e Costa, 2016).

A alface é uma planta herbacea, de consisténcia tenra, apresenta caule
diminuto, onde se prendem as folhas (Queiroz, 2017). Devido a cleistogamia, a alface
€ uma espécie autégama, apresenta inflorescéncia do tipo capitulo, composta por
aproximadamente 10 a 25 floretes ou flores. Cada flor apresenta um évulo que,
subsequentemente, formara um s6 aquénio (Sala e Nascimento, 2014).

A planta cresce em forma de roseta, em volta do caule, sua raiz é pivotante,
com ramificagdes finas e curtas, podendo as folhas serem lisas ou crespas, formando
ou ndo uma “cabega”, com coloragao em varios tons de verde ou roxa, a depender da
cultivar (Filgueira, 2000).

Os principais tipos de alface cultivados no Brasil sdo crespa, americana, lisa,
mimosa, romana e crocante (Sala e Costa, 2016). Até meados da década de 1980, o
mercado consumidor no Brasil tinha preferéncia pela alface-lisa. Posteriormente,
houve uma mudanga de mercado para o segmento de alface do tipo crespa, e este
segmento chegou a representar mais de 50% do mercado brasileiro (Sala e
Nascimento, 2014). Entretanto, a alface do grupo varietal americana esta em
crescente demanda pelos consumidores. Inicialmente, esse segmento tem-se
estabelecido para atender as redes de fast food. Entretanto, a preferéncia por esse
grupo varietal também vem aumentando pelos consumidores domiciliares (Sala e
Costa, 2012). Outro grupo varietal crescente € formado pelas cultivares coloridas,
como os segmentos do tipo ‘Crespa roxa’ e ‘Crespa vermelha’, e pelo segmento de
alface do tipo ‘Mimosa Roxa’ (Henz e Suinaga, 2009; Sala e Costa, 2012).

A alface é uma planta anual, que floresce sob dias longos e temperaturas altas.
A temperatura ideal para o desenvolvimento esta na faixa de 15,5°C a 18,3°C, apesar
de tolerar faixas entre 26,6°C e 29,4°C por alguns dias, desde que as temperaturas
noturnas sejam baixas (Sanders, 1999). Por ser planta originaria de clima temperado,
a alface é pouco adaptada a regides de temperatura elevada e fotoperiodos longos,
fazendo com que ocorra a redugédo do ciclo e seja antecipada a fase reprodutiva
(pendoamento), e impedindo que expresse o apice de seu potencial genético (Bezerra
Neto et al., 2005).



2.2 Bremia lactucae

A cultura da alface pode ser acometida por diversas doencas, afetando raiz,
caule e parte aérea. Quando atacam a parte aérea, a qual é o produto a ser
comercializado e consumido, essas doengas tornam-se mais importantes, podendo
ser causadas por fungos, bactérias e virus (Lopes et al., 2010).

O genéro Bremia compreende oomicetos da familia Peronosporaceae, sendo
a espécie Bremia lactucae Regel um parasita biotréfico obrigatério, o qual apenas
completa o ciclo de desenvolvimento enquanto o hospedeiro estiver vivo, sendo eles
algumas espécies da familia Asteraceae (Michelmore RW et al., 1988).

O mildio da alface, causado pelo patégeno B. lactucae, tem gerado grandes
perdas na producdo de alface. Esse patégeno pode infectar a planta em qualquer
estadio de desenvolvimento (Dickinson e Crute, 1974). O indculo inicial geralmente
consiste em esporos transportados pelo ar ou pela agua, provindos de plantas de
alface doentes ou de outros hospedeiros alternativos do género Lactuca, ou ainda de
restos de cultura infectados (Dickinson e Crute, 1974 )(Lopes et al., 2010). Este in6culo
produzido sobre plantas doentes é capaz de, numa mesma estacgao de cultivo, infectar
novas plantas, e por ser uma doenga policiclica, tem sido considerada uma das
doencgas mais devastadoras dessa cultura (Fall, Heyden, Van Der e Carisse, 2016).
Pois, com a progressao geométrica de multiplicacdo de novas infecgdes, resulta em
rapido avanco até atingir a fase critica e a perda total da planta (Vale FXR et al., 2004).

A maior incidéncia de mildio ocorre nas condi¢gbes de inverno, em regides de
temperatura amena, que coincide com as grandes regides brasileiras produtoras de
alface (Marin et al., 2020). Os efeitos de temperatura e de umidade relativa atuam
simultaneamente, interagindo na esporulacéo de B. lactucae. A umidade relativa € um
dos fatores ambientais que mais afetam a esporulacao de B. lactucae, com um minimo
requerido de 80%, e a temperatura para esporulagéo varia de 4°C a 20°C (Su et al.,
2007).

As lesdes de mildio tém como caracteristicas a coloragcdo verde-clara ou

levemente clordtica, tornando-se amarelas ou necroticas apds a esporulacao do



fitopatégeno, sao irregulares em tamanho e, na maioria das vezes, delimitadas pelas
nervuras (van Bruggen e Scherm, 1997). Sob condicbes ambientais o6timas,
esporangioforos e esporangios tornam-se visiveis apés uma semana, principalmente
na face inferior das folhas. O patdégeno ainda € capaz de sobreviver em restos de
cultura, e até mesmo em espécies selvagens do género Lactuca, que sao hospedeiros
alternativos para o patégeno (Fall, Heyden, Van Der e Carisse, 2016; Souza et al.,
2022).

2.3 Nutricao de planta como agente de inducao de resisténcia

As culturas agricolas enfrentam uma infinidade de e patégenos com diferentes
estratégias de infecgdo e sobrevivéncia. Por isso, evoluiram mecanismos de defesa
pré-formados e induziveis que visam se proteger de tais infec¢cdes (Métraux, 2013).
Além disso, o estado nutricional de uma planta tem um grande impacto na
suscetibilidade a doenga, e isso tem sido explorado para a reducéo da severidade da
doenca (Balardin et al., 2006).

O hospedeiro, o patégeno e o ambiente sao os trés fatores determinantes das
doencgas das plantas. A combinagao no tempo e no espago destes trés elementos
determina a ocorréncia ou auséncia de uma doenca, sua intensidade e as perdas
econdmicas na produgdo. O hospedeiro (planta cultivada) € a principal fonte
nutricional dos patégenos. Os parasitas sao nutricionalmente dependentes do
hospedeiro e suas populagdes se desenvolvem em funcédo da disponibilidade de
alimento e do ambiente que atuam como catalizadores dos processos bioldgicos de
reproducao (Berger, Sinha e Roitsch, 2007). O estado nutricional € um fator do
ambiente que influencia no hospedeiro e que também pode incidir significativamente
no processo de infeccdo dos patdégenos, portanto, os nutrientes podem afetar o
desenvolvimento das doengas através do seu impacto na fisiologia vegetal e/ou
mediante seu efeito sobre os patdgenos.

O desequilibrio e até mesmo o excesso de distintos nutrientes minerais,
acarreta influéncia na relacdo das plantas a determinadas infecgbes por patdégenos,

podendo atenuar ou favorecer a ocorréncia de doencgas (Balardin et al., 2006). A



interacao nutriente-hospedeiro-patégeno € complexa para analisar e hem sempre
apresenta 0 mesmo comportamento, um nutriente em particular, pode influenciar na
diminuicdo da severidade de um determinado patégeno, porém, pode aumentar a
intensidade da doenga causada por outro patégeno ou n&o gerar nenhuma mudanca
(Zambolim, Ventura e Zanao Junior, 2012). A imobilizagao de nutrientes necessarios
a sintese de barreiras fisico-quimicas ou a redugao da concentragdo de elementos
nas proximidades dos sitios de infecgdo podem fazer com que a planta tenha uma
resposta de suscetibilidade a doenga, ou até mesmo a resisténcia pode ter sido gerada
devido a auséncia de nutrientes essenciais para as atividades fisioldgicas do patégeno
(Huber e Wilhelm, 1988).

Nos ultimos anos, a importancia da agricultura sustentavel aumentou para se
tornar uma das questdes mais importantes na produgéo agricola. Nesse cenario, o
controle de doengas de plantas usando pesticidas classicos levanta sérias
preocupacdes sobre seguranga alimentar, qualidade ambiental e resisténcia a
pesticidas. Dessa forma, diante da pressao para producao da alface livre de produtos
fitossanitarios busca-se estratégias sustentaveis que possa contribuir para o controle
da B. lactucae na cultura e proporcione aumento na seguranga para o consumidor,
sendo utilizado indutores de resisténcia que envolvem a ativacdo de mecanismos de
defesa existentes nas plantas.

Um dos nutrientes mais importantes para diminuir a incidéncia de doencgas € o
K, pois favorece metabolismo diminuindo acumulo de aminoacidos que pode ser fonte
de alimento para o patégeno (Prado, 2020). De um modo geral, o aumento das
concentracdes de potassio nas folhas reduz a suscetibilidade de doencas (Michereff,
2001).

Muitos estudos demonstraram um efeito positivo de um amplo fornecimento de
K na resisténcia a patégenos. Uma suscetibilidade aumentada de plantas deficientes
em K a infecgao, em particular com patégenos fungicos foi atribuida ao papel do K no
metabolismo primario e no transporte do floema (Romheld e Kirkby, 2010).Como a
formacao de amido e a carga do floema sao prejudicadas em plantas deficientes em
K, as concentragdes de agucares soluveis e acidos organicos nos tecidos da parte

aérea sao aumentadas, sendo fonte de alimento para o patégeno.



Alguns patégenos, como o mildio da alface, entram na planta através dos
estbmatos, e a percepgdo de elicitores patogénicos, ou padrbes moleculares
associados a patogenos, pela célula guarda estomatica induz um fechamento
completo do poro (Melotto et al., 2006). No entanto, como discutido acima, as plantas
deficientes em K sdo deficientes na regulagdo estomatica. Isto significa que esta
primeira linha de defesa contra patégenos provavelmente nao sera eficiente nessas

plantas.

O silicio (Si), € considerado um um elemento benéfico que melhora o
crescimento das plantas sob estresses bidticos de diferentes patégenos (Debona,
Rodrigues e Datnoff, 2017; Islam et al., 2023; Wang et al., 2022).
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CAPITULO 2 - Silicio aplicado via fertirrigagao e foliar como atenuador da Bremia
lactucae em alface

RESUMO - O mildio da alface causado por Bremia lactucae € uma das doencgas
que mais causa perdas na producéo de alface em todo o mundo. Uma abordagem
sustentavel para o controle desta doencga seria a indugao da resisténcia sistémica
adquirida com o fornecimento de Si, mas as pesquisas sobre esse tema sédo escassas.
Para isso, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar se o Si atenua os danos
causados pelo patdégeno B. lactucae em plantas de alface e os mecanismos de defesa
envolvidos. A pesquisa foi realizada em condi¢ado controlada com plantas de alface
cultivada em vasos com areia a partir de dois experimentos arranjados em esquema
fatorial 2x2. Para o experimento | os tratamentos foram: auséncia (sem inoculagao) e
presenca do patégeno (1,0 x 10* esporangios por mL-') combinado com a auséncia (-
Si) (0 mmol L") e a presenca de Si (+Si) via fertirrigacdo (2,0 mmol L' de Si)
complementado com aplicagéo foliar (8,0 mmol L-' de Si). Para o experimento I, os
tratamentos foram: auséncia (sem inoculagdo) e a presenga de patogeno (1,0 x 10*
esporangios por mL-') combinado com a auséncia (-Si) (0 mmol L") e presenca de Si
(+Si) apenas via fertirrigagéo (2,0 mmol L"). As analises realizadas foram: teor de Si,
producao de massa seca e fresca das plantas, eficiéncia quantica do fotossistema II,
fendis totais, indice de firmeza, teor de clorofila e carotenoides, teores de acucares e
aminoacidos totais, atividades das enzimas SOD, APX e GPX e a severidade da
doenca. Realizamos analise multivariada (PCA, mapa de calor com agrupamento
hierarquico, coordenadas paralelas e matriz de correlagdo par a par) de forma
independente no R. O estresse oxidativo causado pelo mildio em plantas de alface
causa danos ao metabolismo fisioldgico e o crescimento da planta e o uso do Si
atenua o efeito destes danos por favorecer os mecanismos de defesa da planta ao
ativar o sistema antioxidante e incrementar a capacidade fotossintética e a producéao
de metabdlitos. Este trabalho inclui uma estratégia sustentavel a partir do uso do Si
para o controle do mildio em plantas de alface.

Palavras-chave: Antioxidante, Estresse bidtico, metabdlitos, mildio da alface.
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Silicon applied via fertigation and foliar as an attenuator of Bremia lactucae in
lettuce

ABSTRACT - Lettuce downy mildew caused by Bremia lactucae is one of the
diseases that causes the most losses in lettuce production worldwide. A sustainable
approach to control this disease would be the induction of systemic resistance acquired
through the supply of Si, but research on this topic is scarce. To this end, this work
was carried out with the aim of evaluating whether Si attenuates the damage caused
by the pathogen B. lactucea in lettuce plants and the defense mechanisms involved.
The research was carried out in controlled conditions with lettuce plants grown in pots
with sand from two experiments arranged in a factorial scheme 2x2. For experiment |,
the treatments were: absence (without inoculation) and presence of the pathogen (1,0
x 10* sporangia by mL-') combined with the absence (-Si) (0 mmol L-') and the
presence of Si (+Si) via fertigation (2,0 mmol L' of Si) complemented with foliar
application (8,0 mmol L' of Si). For experiment |l, the treatments were: absence
(without inoculation) and presence of pathogen (1,0 x 104 sporangia by mL-") combined
with the absence (-Si) (0 mmol L-') and presence of Si (+Si) only via fertigation (2,0
mmol L-1). The analyzes carried out were Si content, production of dry and fresh mass
of plants, quantum efficiency of photosystem II, total phenols, firmness index,
chlorophyll and carotenoid content, total sugar and amino acid content, activities of
SOD, APX enzymes and GPX and disease severity. a multivariate analysis (PCA,
hierarchical-clustering heatmap, parallel coordinates, pairwise correlation matrix) was
performed independently in R. Oxidative stress caused by downy mildew in lettuce
plants causes damage to the physiological metabolism and growth of the plant and the
use of Si attenuates the effect of this damage by favoring the plant's defense
mechanisms by activating the antioxidant system and increasing photosynthetic
capacity and production of metabolites. This work includes a sustainable strategy using
Si to control downy mildew in lettuce plants.

Keywords: Antioxidant, biotic stress, metabolites, lettuce downy mildew



18

1 Introdugao

O mildio da alface, cujo agente causal € o oomiceto biotréfico obrigatorio Bremia
lactucae Regel, € uma das doengas mais significativas desta cultura (Lebeda, Pink e
Astley, 2002; Michelmore e Wong, 2008). Esse patdégeno coloniza a epiderme das
folhas pelas hifas intercelulares promovendo danos no metabolismo da planta
especialmente na fase fotoquimica da fotossintese (Lebeda A e Petrzelova |, 2010).
Isso ocorre porque o patdgeno promove estresse oxidativo causando a morte celular
na regiao da infecgdo devido ao excesso de espécies reativas de oxigénio (ERO)
funcionando como estratégia para diminuir o avango do patégeno na planta (Curvélo
etal., 2013), mas isso é pouco estudado em B. lactucae em plantas de alface (Lebeda
et al., 2008). No inicio da infeccao de B. lactucae em condigdes ambientais 6timas
para o patdégeno, ainda sem sintoma visivel ja é possivel verificar prejuizos na
eficiéncia quantica do fotossistema Il (Brabandt et al., 2014) e pode levar a menores
teores de agucares soluveis visto em plantas de Plantago ovata com mildio (Mandal
et al., 2009), possivelmente devido a diminuicdo da taxa fotossintética.

Para evitar avanco da doenca nas plantas de alface existem diferentes
mecanismos conhecidos, sendo mais usual o uso de produtos fitossanitarios e
cultivares resistentes. A alta frequéncia de uso de fungicidas, embora poucos sejam
registrados para a alface, pode induzir resisténcia ao patégeno e haver persisténcia
de residuos no ambiente e risco a saude do consumidor, pois trata-se de uma espécie
de ciclo de produgao muito curto. Por outro lado, o uso de cultivares com razoavel
longevidade de resisténcia a essa doenga tem forte limitagao pois o patdégeno possui
grande variabilidade genética, genes de resisténcia ou fatores de resisténcia
identificados s&o frequentemente especificos da raca, e sua resisténcia é
frequentemente quebrada devido a exposi¢cdo continua ao patégeno, o que torna
esses genes rapidamente ineficazes (Braz et al., 2016; Michelmore RW et al., 1988).

Dessa forma, diante da pressao para produgao da alface livre de produtos
fitossanitarios busca-se estratégias sustentaveis que possa contribuir para o controle
da B. lactucae na cultura e proporcione aumento na seguranga para o consumidor,
sendo utilizado indutores de resisténcia que envolvem a ativacido de mecanismos de

defesa existentes nas plantas. Entre estes, insere-se o silicio (Si), um elemento
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benéfico que melhora o crescimento das plantas sob estresses bidticos (Debona,
Rodrigues e Datnoff, 2017; Islam et al., 2023; Wang et al., 2022).

O Si proporciona efeitos importantes, um seria o fisico, constituindo uma barreira
mecanica ao aumentar a rigidez estrutural dos tecidos foliares (Silva et al., 2021) que
prejudicaria processo de infecgao foliar do patégeno. Isso se deve ao processo de
biossilificagdo a partir da deposigcao de silica (SiO2 n.H20) abaixo da cuticula na
parede celular das células da epiderme visto em muitas espécies, especialmente em
poaceas como milho (Goussain et al., 2002) e arroz (Sathe et al., 2021). Esse
processo de biossilicificagdo ocorre a partir de uma solucao insaturada de Si (OH)4 [Si
< 2 mM) onde a calose poderia induzir Si (OH)4 a se autocondensar e formar silica
amorfa (Law e Exley, 2011). Existem duvidas se esse nivel de biossilicificagdo em
plantas de alface possa aumentar o nivel de rigidez na folha o suficiente para diminuir
a penetracao do patdégeno na folha e a evolugdo da doencga, fatos que necessitam
serem pesquisados.

O outro efeito do Si como atenuador de doencga é o bioquimico, pois como ha o
acumulo de ERO sob o estresse, as plantas sdo capazes de desintoxicar a oxidacao
excessiva por complexos mecanismos enzimaticos (Mansoor et al., 2022), incluindo
as enzimas SOD, APX e GPX (Cassia Alves, de et al., 2022) e ndo enzimaticos a partir
do aumento de compostos antioxidantes como os carotenoides e compostos fendlicos
visto em plantas de trigo (Gomes et al, 2005). Inclusive esses compostos
antioxidantes podem diminuir por serem metabolizados formando outros compostos
visto em plantas de algodao suscetiveis a Fusarium oxysporum (Whan, Dann e Aitken,
2016).

O Si, ao melhorar o metabolismo antioxidante (Han et al., 2016) em plantas com
estresse tem-se a preservagdo dos pigmentos fotossintéticos (Lima et al.,, 2011)
favorecendo o aparato fotossintético. Inclusive é possivel a formagao de compostos
inibitérios para o patdégeno pelo fato do Si induzir aumento da transcricado de genes
especificos e ser sinalizador na biossintese de fitoalexinas, e fenilpropandides (Fawe
et al., 2001; Nolla, Korndorfer e Coelho, 2006).

Os estudos com Si na atenuacao de estresse se concentram em espécies
consideradas acumuladoras de Si em relagéo as plantas nao acumuladoras (<5 g kg-

) como a cultura da alface (Jones e Handreck, 1967). Essa hortalica tem absorgéo de
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Si relativamente baixa e a maior parte do elemento benéfico na planta concentra-se
nas raizes. Uma estratégia para aumentar o acumulo do Si nas folhas de plantas nao
acumuladoras do elemento é combinar seu fornecimento via raiz e folha pois tem
relatos indicando que diminui estresses abidticos na planta (Hurtado et al., 2021) e
possivelmente poderia atenuar estresse bidtico ao melhorar sua agao benéfica, mas
isso precisa ser comprovado. As informagdes sobre os efeitos promissores do Si em
doencgas das plantas sdo conhecidas para muitas culturas (Fortunato, Rodrigues e
Datnoff, 2015; Rodrigues et al., 2015; Wang et al., 2013), incluindo a cultura da alface
diminuindo a incidéncia da Botrytis cinerea (Pozo et al., 2015) e Meloidogyne incognita
(Souza Alonso et al., 2022). No entanto, faltam estudos relacionando o efeito isolado
do Si na severidade da B. lactucae em plantas de alface.

Para maior compreenséo dos mecanismos de a¢ao do Si no mildio da cultura da
alface é importante conhecer antes a extensao dos danos fisioldgicos dessa doenga
na hortalica que é pouco conhecido e por ser espécie que tem restricao para absorcao
deste elemento é urgente esforcos da pesquisa para aumentar conteudo deste
elemento nas folhas.

Neste cenario, hipotetizamos que (a) a inoculagdo com B. lactucae em plantas
de alface diminui o crescimento da cultura porque é capaz de promover o estresse
oxidativo diminuindo rigidez dos tecidos e o teor de compostos inibidores do patégeno
e ainda prejudica aspectos fisioldgicos da cultura; (b) o uso do Si é suficiente para
diminuir a severidade da B. lactucae da alface, especialmente se houver maior
absorcao do elemento ao combinar a aplicagao via radicular com a via foliar; (c) Se
isso ocorrer a expectativa € que os mecanismos de agao do Si para o controle da
doenca se deve a diminuicdo do estresse oxidativo ao aumentar compostos
antioxidantes e ao mesmo tempo tem-se a biossilificagcédo e maior rigidez dos tecidos
foliares e a manutencdo da eficiéncia fotossintética, favorecendo a producido de
aminoacidos e agucares totais.

Sendo aceitas essas hipoteses sera comprovado o papel do Si para a atenuacao
da B. lactucae em plantas de alface, portanto, recomenda-se a inclusdo deste
elemento no sistema de produgado da hortalica para garantir o cultivo sustentavel da
cultura sem risco ao ambiente e ao consumidor beneficiando parte importante da
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populagdo mundial dada a ampla distribuicdo do cultivo desta hortaliga em muitos
paises.

Assim, realizou-se esse trabalho com o objetivo de avaliar a reagdo da alface ao
ataque do patogeno B. lactucea, apés a aplicagdo do Si, e se o Si atenua os danos

causados pelo patogeno e desvendar os mecanismos de ac¢ao envolvidos.

2 Material e métodos

2.1 Preparo do in6culo e condi¢oes de crescimento

O trabalho foi realizado na Universidade Estadual Paulista, Campus de
Jaboticabal. Foi utilizado um in6culo da raca SPBI:01 de Bremia lactucae, que foi
multiplicado usando sementes da alface cultivar Solaris do tipo crespa, que apresenta
suscetibilidade ao patégeno (Castoldi et al., 2012). Essa mesma cultivar foi utilizada
na conducao dos experimentos.

Foram realizados dois experimentos, ambos foram conduzidos em duas fases:
uma na fase de formacao e crescimento das plantas em casa de vegetagao, e outra
apo6s o crescimento das plantas, com a inoculagdo do patdégeno em camara umida,
sendo fornecido o Si em ambas as fases. Os dados de temperatura e de umidade
relativa do ar no interior da casa de vegetacao e da camara umida foram registrados
diariamente durante o desenvolvimento dos experimentos com o auxilio de um termo-

higrobmetro (U23-001, Sigma Sensors, Brasil) (Figura 1).
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Figura 1. Temperatura maxima (T max), minima (T min) e média (T média), e umidade
relativa (Umid. média) do ar na casa de vegetacao (fase 1) e na cAmara umida (fase
2), durante o periodo do experimento | (a) e Il (b).

2.2 Delineamento experimental

Em ambos os experimentos, os tratamentos foram arranjados em esquema
fatorial 2x2, dispostos em delineamento inteiramente casualizado com seis repetigdes.

Para o experimento | os tratamentos foram: auséncia de patdgeno (sem
inoculagao) e presenga de patdgeno (1,0 x 10% esporangios por mL™") combinado com
a auséncia de silicio (-Si) (0 mmol L") e a presenca de silicio (+Si) (2,0 mmol L' de
Si) aplicado via fertirrigagéo na superficie do vaso e complementado com pulverizagao
foliar (8,0 mmol L' de Si). Foram realizadas 3 aplicagdes foliares, com intervalos de 4
dias. Utilizou-se como fonte de Si o silicato de potassio (128 g L' Sie 126 g L' K20,

pH 12); sendo realizado o equilibrio da quantidade de potassio presente na fonte do
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fertilizante silicatado no tratamento que nao recebeu o elemento (-Si), utilizando uma
solucao de cloreto de potassio.

Para o experimento I, os tratamentos foram: auséncia de patdégeno (sem
inoculagdo) e a presencga de patogeno (1,0 x 104 esporangios por mL™") combinado
com a auséncia (-Si) (0 mmol L") e presenga de Si (+Si) (2,0 mmol L") aplicado
apenas via fertirrigacdo na superficie do vaso. Utilizou-se da fonte nanosilica (Si:
168,3 g/L; area superficial especifica: 300m2/g; pH: 10,5; Densidade: 1,2 g cm™3;
Na20: 0,5%; Viscosidade: 7cP).

Realizou-se fornecimento continuo da solugéao nutritiva de (Hoagland e Arnon,
1950), tendo a forga ibnica da solugdo aumentada gradativamente iniciando com 10%
e a partir de 20 dias apds o transplantio atingiu 100% permanecendo até final do
experimento, sendo feito lixiviagdo do substrato para evitar salinizagao. O valor do pH
da solugao nutritiva foi ajustado para 5,510,2.

As aplicacdes foliares foram realizadas com auxilio de um pulverizador manual,
sendo utilizado agua deionizada para o preparo da solugdo, que foi realizada
momentos antes da pulverizagdo com Si, e o valor pH ajustado em 6,5+0,2.

A unidade experimental constitui em uma planta em um vaso de 3,8 dm3
preenchido com areia lavada em ambos os experimentos. Inicialmente realizou-se a
semeadura da alface cultivar Solaris em bandejas de plastico de 72 células contendo
vermiculita. O transplantio das mudas para o vaso foi realizado 29 e 33 dias apds a
semeadura para o experimento | e |l, respectivamente.

As plantas foram expostas ao patégeno por 18 e 13 dias para o experimento | e I,
respectivamente. O patdégeno foi inoculado nas plantas de acordo com a técnica de
(llott, Durgan e Michelmore, 1987), utilizando-se de esporangios lavados de tecidos
infectados do hospedeiro e agitados em agua deionizada. A concentragao do inéculo
foi ajustada para 1,0 x 10* esporangios por mL-' com a contagem dos esporangios em

Céamera de Neubauer com o uso de microscoépio éptico (Marin et al., 2020).

2.3 Analises

2.3.1 Analise de silicio

O teor de Si na parte aérea e na raiz foi determinado a partir da massa seca,
de acordo com a metodologia descrita por Kraska e Breitenbeck (Kraska e
Breitenbeck, 2010), a qual consiste no método da digestdo umida, pela adicao de
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peréxido de hidrogénio e hidréxido de sodio, com a reacgéo induzida em estufa a
120°C. A leitura do extrato foi realizada em espectrofotometro (B442, Micronal®,
Brasil) a 410 nm (Korndorfer, Pereira e Nolla, 2004).

2.3.2 Producao de massa fresca e seca das plantas

As plantas foram separadas em parte aérea e raiz, posteriormente realizou-se
a pesagem utilizando a balanga analitica (preciséo de 0,001 g) para a obtengao da
massa fresca.

Para a realizag&do da analise de massa seca, as plantas foram lavadas em agua
corrente, solugao detergente (0,1% v/v), solugéo de acido cloridrico (0,3% v/v) e agua
deionizada. O material vegetal foi seco em estufa de circulagdao forcada de ar
(65+5°C), até atingir massa constante e em seguida obteve-se a massa seca da parte

aérea e da raiz das plantas.

2.3.3 Eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm)

Foi realizada a leitura das medidas fotossintéticas da eficiéncia quantica do
fotossistema Il (PSIl), na primeira folha completamente desenvolvida usando um
fluorémetro portatil (Os30P +, Opti-Sciences Inc., EUA) (Lichtenthaler, Buschmann e
Knapp, 2005).

2.3.4 Determinagéao dos teores de fenois totais

Os teores de fendis totais foram determinados segundo o método proposto por
Singleton e Rossi (Singleton e Rossi, 1965). Para a extracado 0,1 g de folhas frescas
foram coletados (discos foliares), e transferidos para tubos tipo falcon, com
capacidade para 15 mL, e envoltos com papel aluminio (a extragdo e a reagao
colorimétrica ocorreram no escuro), foram adicionados 2 mL de metanol concentrado,
e aquecidas em banho-maria a 25°C, por 3 horas. Posteriormente, as amostras foram
filtradas e adicionados 3 mL da solugcao de metanol. Para a reacao colorimétrica, 1 mL
do extrato filtrado foi coletado e transferido para um tubo tipo falcon com capacidade
para 15 mL, foram envoltos em papel aluminio, o volume foi completado com adi¢cao
de 10 mL de agua deionizada e 0,5 mL de Folin-Ciocauteau 2 N. A solugao foi mantida

em repouso por 3 minutos. Logo apds decorrido o tempo, foram adicionados 1,5 mL
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de carbonato de sédio 20%), devendo permanecer em repouso por 2 horas. Apds esse

periodo foi realizada leitura em espectrofotbmetro a 765 nm.

2.3.5 Quantificagao de clorofila e de carotenoides

A quantificagcdo dos pigmentos de clorofila e de carotenoides foi realizada
pesando-se 0,025 g das folhas e com a extragdo de acordo com a metodologia
proposta por Lichtenthaler (Lichtenthaler, 1987), com leituras a 663 nm para a clorofila
a (Chl a), 647 nm para a clorofila b (Chl b) e 470 nm para carotenoides, realizadas em
espectrofotometro de Beckman DU 640, sendo os teores definidos com base na

massa fresca.

2.3.6 indice de firmeza

O indice de firmeza das folhas foi obtido realizando uma leve perfuragdao na
primeira folna completamente desenvolvida usando um penetrémetro digital (Fruit
firmness tester, Tr®, Italia), realizou-se trés leituras para obtencdo da média, os

resultados foram expressos em Newton (N).

2.3.7 Teores de agucares e aminoacidos totais

Foi realizada a extragdo de 0,100 g de material vegetal com metanol e
cloroférmio, a fase aquosa da extracao foi usada para a determinagao dos teores de
agucares e aminoacidos totais. Foi utilizado o método do fenol sulfurico para a
determinacao dos teores de agucares soluveis totais (Dubois et al., 1951). Foi utilizado
o método de Yemm e Cocking (Yemm, Cocking e Ricketts, 1955) para quantificar os

teores de aminoacidos soluveis totais.

2.3.8 Teor de malonaldeido (MDA)

Para determinacédo do teor de MDA, utilizou-se a estimativa do conteudo de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico, conforme descrito por Heath e Packer
(Heath e Packer, 1968). O conteudo de malondialdeido foi determinada em
espectrofotometro (DU640, Beckman, USA) a 535 e 600 nm. Os dados foram
calculados utilizando um coeficiente de extingdo de 1,55 x 10-° mol"' cm™' (Gratao et

al., 2012), sendo apresentados em nMol g de MF.
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2.3.9 Sistema de defesa enzimatico contra estresse oxidativo

Para realizar a analise enzimatica, inicialmente foi realizada a quantificacéo das
proteinas totais. Para isso, as amostras foram maceradas em N2 liquido,
homogeneizadas em tampao de extragdo contendo 100 mmol-L~" de tampao fosfato
de potassio (pH 7,5), 1 mmol-L~' de acido etilenodiaminotetracético (EDTA), 3
mmol-L~" de DL-ditiotreitol e 5% (p/v) polivinilpolipirrolidona insoltvel (Boaretto et al.,
2014). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 xg por 30 minutos, e o
sobrenadante foi armazenado a -80 ° C para analises posteriores. A concentracido de

proteinas totais foi determinada seguindo o método de Bradford (Bradford, 1976).

2.3.9.1 Superoxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1)

A atividade da superdxido dismutase foi determinada a partir da medida da
inibicdo da reducao fotoquimica do cloreto de nitro azul tetrazolio, que foi realizado
em uma camara de reacao iluminada por uma lampada fluorescente de 15W, a 25°C,
seguindo Giannopolitis e Ries (Giannopolitis e Ries, 1977). A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro a 560 nm e os resultados foram expressos em SOD U mg™' de

proteina.

2.3.9.2 Ascorbato Peroxidase (APX; EC 1.11.1.11)

A atividade da ascorbato peroxidade foi determinado a partir do monitoramento
da ascorbato em 290 nm (Moldes et al., 2008). Os resultados foram expressos em

nMol de ascorbato mim' mg' de proteina.

2.3.9.3 Glutationa Peroxidase (GPX; EC 1.11.1.9)

A atividade da GPX foi determinada pela adigdo de extrato vegetal a um meio
de reagao consistindo em fosfato de potassio 100 mM tampao (pH 7,0), 3 mM de
EDTA, 0,24 U GR/mL, 10 mM de GSH. Essa mistura foi incubada a 37°C por 10
minutos. A reacao foi catalisada pela adicdo de 1,5 mM de NADPH e 1,5 mM de H20:.
A oxidacdo do NADPH foi monitorada por 5 min a 340 nm. A atividade da enzima foi
calculada usando o coeficiente de extingdo molar de 6,22 mM~' cm™' (Anderson e
Davis, 2004) . Os resultados da leitura de GPX foram expressos em pmol min~' mg™

de proteina.
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2.3.10 Analise da doenga

Para avaliacdo da severidade da doenga foi empregado uma escala
diagramatica com notas de 0 a 3, onde: 0 (auséncia de esporangioforos visiveis nas
folhas), 1 (esporulacao limitada com esporangi6foros esporadicos), 2 (menos de 50%
da folha coberta por esporangioforos), e 3 (mais de 50% da area da folha coberta por

esporangioforos) (Dickinson e Crute, 1974).

2.4 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a testes de preposi¢do (normalidade de Shapiro-
Wilk e homogeneidade de Levene) (Royston, 1995) (Gastwirth, Gel e Miao, 2009) e,
posteriormente, analise de variancia (p < 0,05) e teste de Student (LSD) (p<0,05).
Cabe destacar que o objetivo n&do foi comparar os dois experimentos. Para todas as
variaveis estudadas adotou-se estudo fatorial, exceto para severidade da doenca
mildio, que foi considerado apenas o tratamento Si dentro da condicdo das plantas
doentes. Utilizou-se o software SAS (verséo 9.4) para realizar as analises estatisticas.
Para complementar essa estrutura de analise univariada, foi realizada uma analise
multivariada (PCA, mapa de calor com agrupamento hierarquico, coordenadas
paralelas e matriz de correlagdo par a par) de forma independente no R (pacotes
FactoMineR, factoextra, GGally e pheatmap), utiizando os mesmos dados,
previamente padronizados (escalonamento para variancia unitaria) dentro de cada

experimento.

3 Resultados

A inoculagédo do patégeno em relagdo a sua auséncia e sem Si, ou seja, nas
plantas que n&o receberam o elemento benéfico houve incremento do teor de Si na
parte aérea (Figura 2a-c), mas nao afetou o teor do elemento na raiz (Figura 2b-d) das
plantas dos experimentos | e Il. No entanto, o fornecimento de Si nas plantas com e
sem inoculagéo com patdégeno aumentou o teor deste elemento na parte aérea (Figura

2a-c) e na raiz (Figura 2b-d) das plantas dos experimentos | e Il.
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Figura 2. Teor de silicio (Si) na parte aérea e na raiz de plantas de alface em fungao
da inoculagédo com o patogeno B. lactucae sem Si (-Si) e com Si (+Si) com aplicagéo
via raiz + foliar (experimento I) (a,b) e apenas via raiz (experimento Il) (c,d). Letras
maiusculas indicam diferenga entre Si na mesma condi¢ao do patégeno (Pa), e letras
minusculas indicam diferenca entre patégeno na mesma condi¢ao de Si pelo teste de
Student (LSD). ** e *: significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, ns:
nao significativo.

A inoculagdo com o patdégeno nas plantas em relagdo a sua auséncia aumentou
o teor de MDA, apenas nas plantas que nao receberam o Si visto nos dois
experimentos. Por outro lado, a adigdo de Si no meio de cultivo diminuiu o teor de
MDA apenas nas plantas inoculadas com o patégeno nos dois experimentos (Figura
3a-d).

A inoculacdo com o patégeno nas plantas em relagao a sua auséncia diminuiu o
indice de firmeza das folhas apenas nas plantas do experimento | cultivadas sem Si
na solugdo nutritiva (Figura 3b-e). No entanto, o fornecimento de Si promoveu o
aumento do indice de firmeza foliar, tanto na presenca quanto na auséncia do

patdgeno, nas plantas dos dois experimentos (Figura 3b-e).
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A inoculagcdo com o patdgeno em relagéo a sua auséncia nas plantas que nao
receberam o Si diminuiu os valores de Fv/Fm nas plantas dos dois experimentos
(Figura 3c-f). No entanto, o fornecimento de Si em relagcdo a sua auséncia aumentou
esses valores mantendo uma taxa de eficiéncia fotoquimica semelhante a das plantas

sem inoculagao nos dois experimentos (Figura 3c-f).
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Figura 3. Conteudo de MDA, indice de firmeza e eficiéncia quantica do PSII (Fv/Fm)
em plantas de alface em fung¢éo da inoculagao com o patégeno B. lactucae sem Si (-
Si) e com Si (+Si) com aplicagéo via raiz + foliar (experimento 1) (a, b, ¢) e apenas via
raiz (experimento Il) (d, e, f). Letras maiusculas indicam diferenca entre Si na mesma
condicdo do patdgeno, e letras minusculas indicam diferenga entre patégeno na
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mesma condi¢ao de Si pelo teste de Student (LSD). ** e *: significativo a 1% e 5% de
probabilidade, respectivamente, ns: ndo significativo.

A presencga do patdgeno nas plantas em relagcdo a sua auséncia, e nas plantas
que nao receberam Si diminuiu o teor de fendis totais nas plantas dos dois
experimentos (Figura 4 a-d). O fornecimento do Si para as plantas ndo afetou o teor
de fendis totais das plantas inoculadas com o patdégeno nos dois experimentos (Figura
4a-d).

A inoculagdo das plantas com o patogeno diminuiu o teor de clorofila total e de
carotenoides nas plantas sem o fornecimento de Si, nos dois experimentos (Figura
4b-c-e-f). O fornecimento do Si aumentou os teores de clorofila total e de carotenoides
nas plantas inoculadas, restrito as plantas do experimento | (Figura 4b-c), ndo

indicando efeito nas plantas do experimento Il (Figura 4e-f).
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Figura 4. Fendis totais, clorofila total e carotenoides em plantas de alface em fungao
da inoculagédo com o patogeno B. lactucae sem Si (-Si) e com Si (+Si) com aplicagéo
via raiz + foliar (experimento |) (a, b, ¢) e apenas via raiz (experimento Il) (d, e, f).
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letras minusculas indicam diferenca entre patégeno na mesma condicado de Si pelo

teste de Student (LSD). ** e ™

respectivamente, ns: nao significativo.

significativo a 1% e 5% de probabilidade,

A inoculagdo com o patdégeno em relagcdo a sua auséncia diminuiu a quantidade

de aminoacidos totais nas plantas cultivadas com e sem Si para os dois experimentos
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(Figura 5a-c). Em contrapartida, o fornecimento do Si aumentou a quantidade de
aminoacidos totais nas plantas inoculadas com o patdgeno nos dois experimentos
(Figura 5a-c).

A presenga do patdégeno nas plantas em relagdo a sua auséncia com e sem
fornecimento do Si causou diminuicdo do conteudo de agucares totais na planta nos
dois experimentos (Figura 5b-d). No entanto, nas plantas inoculadas, o fornecimento
do Si aumentou o conteudo de agucares totais nas plantas dos dois experimentos
(Figura5b-d).
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Figura 5. Aminoacidos totais e agucares totais em plantas de alface em funcéo da
inoculagdo com o patdgeno B. lactucae sem Si (-Si) e com Si (+Si) com aplicagao via
raiz + foliar (experimento 1) (a, b, ¢) e apenas via raiz (experimento Il) (d, e, f). Letras
maiusculas indicam diferenga entre Si na mesma condicdo do patdgeno, e letras
minusculas indicam diferenca entre patdégeno na mesma condicao de Si pelo teste de
Student (LSD). ** e *: significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, ns:
nao significativo.

Na auséncia de Si, a inoculagdo das plantas com patégeno aumentou a

atividade das enzimas SOD, APX e GPX nos dois experimentos (Figura 6). No
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entanto, na presenca do patdégeno, o fornecimento do Si diminuiu a atividade das

enzimas nas plantas nos dois experimentos (Figura 6).
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Figura 6. Atividade especifica da superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX) e glutationa peroxidade (GPX) em plantas de alface em fungéo da inoculagcéo
com o patdégeno B. lactucae sem Si (-Si) e com Si (+Si) com aplicagao via raiz + foliar
(experimento ) (a, b, c) e apenas via raiz (experimento Il) (d, e, f). Letras maiusculas
indicam diferenca entre Si na mesma condigdo do patégeno, e letras minusculas
indicam diferenga entre patdégeno na mesma condigdo de Si pelo teste de Student
(LSD). ** e *: significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, ns: nédo

significativo.
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As plantas que foram inoculadas em relagao a auséncia do patégeno e que néo
receberam o Si tiveram uma redug¢ao na massa fresca no experimento | (Figura 7a) e
da massa seca da parte aérea das plantas (Figura 7b-e) nos dois experimentos. No
entanto, a aplicagao de Si nas plantas inoculadas incrementou a massa fresca (Figura
7a) e a massa seca da parte aérea (Figura 7b) apenas das plantas do experimento |
nao havendo efeito nas plantas do experimento |II.

A inoculacao da planta com o patégeno em relagdo a sua auséncia e que nao
receberam o Si causou reducdo da massa seca da raiz das plantas dos dois
experimentos (Figura 7c-f). Nas plantas com patégeno, o fornecimento de Si
incrementou a massa seca da raiz apenas das plantas do experimento | (Figura 7c-f).
Observou-se ainda que o efeito benéfico do Si também ocorreu nas plantas sem
patdogeno ao incrementar a producdo de massa seca da raiz das plantas dos dois
experimentos, fato que ndo ocorreu nas variaveis massa fresca e massa seca da parte

aérea da planta.
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Figura 7. Massa fresca (a, b), massa seca da parte aérea (c, d) e massa seca da raiz
(e, f) de plantas de alface em fungao da inoculagdo com o patégeno B. lactucae sem
Si (-Si) e com Si (+Si) com aplicacéao via raiz + foliar (experimento I) (a, c, €) e apenas
via raiz (experimento Il) (b, d, f). Letras maiusculas indicam diferenca entre Si na
mesma condi¢ao do patégeno, e letras minusculas indicam diferenga entre patégeno
na mesma condi¢ao de Si pelo teste de Student (LSD). ** e *: significativo a 1% e 5%
de probabilidade, respectivamente, ns: ndo significativo.

Nas plantas com a presenga da doenga B. lactucae houve efeito atenuante do
Si ao diminuir os valores da severidade da doenca nas plantas dos dois experimentos
(Figura 8a-b).
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Figura 8. Severidade da doenga mildio da alface em fun¢do da inoculagdo com o
patdgeno B. lactucae sem Si (-Si) e com Si (+Si) com aplicagao via raiz + foliar
(experimento I) (a, c) e apenas via raiz (experimento Il) (b, d). Letras diferentes indicam
diferenga entre Si na mesma condigcado de patégeno pelo teste de Student (LSD). ** e
*: significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, ns: nao significativo.
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Experiment I (@) Experiment II

Plants with pathogen

2

No pathogen With pathogen

Figura 9. Plantas de alface inoculadas com o patégeno B. lactucae com detalhe do
sintoma em plantas cultivadas com e sem Si no experimento | (a-b) e no experimento
Il (d-e). E plantas cultivadas em vasos que recebeu solugao nutritiva na auséncia de
Si, com e sem patdgeno (c-d).

3.2 Integracado multivariada das respostas fisiolégicas e bioquimicas

Os resultados das analises univariadas apresentados anteriormente

demonstram que o Si atenua indicadores individuais de dano oxidativo (MDA e
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enzimas antioxidantes), integridade dos tecidos (firmeza) e desempenho fisiolégico
(Fv/Fm, pigmentos, metabdlitos primarios e biomassa) em plantas de alface
inoculadas, com efeito consistentemente mais pronunciado no Experimento |
(aplicacéo de Si via raiz + foliar) em comparagédo ao Experimento Il (aplicagdo de Si
somente via raiz). Para caracterizar como essas variaveis covariam e, conjuntamente,
discriminam os quatro tratamentos, foi realizada uma analise multivariada, incluindo
andlise de componentes principais (PCA), mapa de calor com agrupamento
hierarquico, coordenadas paralelas e matriz de correlagdo par a par, utilizando a

matriz de dados de cada experimento submetida a padronizagdo para variancia

unitaria.
Experimento com Si | (Radicular + Foliar) - cv. Solaris
Variaveis fisiologicas e bioguimicas sob tratamentos de Si x patogeno
Fv/Fm
24 Firmeza
] -
R
i
]
sl
- 0
o
E
o
,1 -
Acuesdres t6tais
Aminoaciﬂos ® 'Y
L
Proteina_soluvel
,2 -
-4 -2 0 2 4

Dim1l (66,8%)

Tratamento
Il -Si/Sem patogeno Il -Si/ +Patogeno B +5i/Sem patogeno I +Si/ +Patogeno

Figura 10. Biplot da analise de componentes principais, Experimento | (aplicagéo de
Si via raiz + foliar, cv. Solaris). As observagdes individuais (n = 6 por tratamento) foram
plotadas nos dois primeiros componentes principais, extraidos da matriz padronizada
para variancia unitaria das variaveis fisioldgicas e bioquimicas (Fv/Fm, firmeza foliar,
extravasamento de eletrdlitos, aminoacidos livres, agucares soluveis totais, MDA,
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proteinas soluveis, SOD, POD e APX — a POD foi determinada neste experimento
como uma medida adicional de atividade peroxidasica, juntamente ao painel de
APX/SOD/GPX apresentado na Figura 6). Os pontos foram coloridos de acordo com
o tratamento fatorial 2 x 2; simbolos sélidos maiores representam os centroides dos
tratamentos e as elipses sombreadas representam regides de confiangca de 95%. As
setas pretas correspondem aos vetores de loading das variaveis, escalados de acordo
com o circulo de correlagdo. Dim1 e Dim2 explicaram 66,8% e 11,8% da variancia
total, respectivamente (78,6% acumulados).

Os dois primeiros componentes explicaram conjuntamente 78,6% da variancia
total (Dim1 = 66,8%; Dim2 = 11,8%). Os quatro tratamentos foram discriminados em
quatro elipses de confianga de 95% amplamente ndo sobrepostas ao longo de Dim1.
O tratamento -Si/+Patégeno ocupou a extremidade positiva de Dim1, localizado na
mesma regido dos vetores de POD, MDA, APX e extravasamento de eletrdlitos,
confirmando, independentemente das analises univariadas, que as plantas inoculadas
e submetidas a auséncia de Si apresentaram os maiores niveis de peroxidacao
lipidica, danos as membranas e atividade peroxidasica entre os quatro tratamentos.
O tratamento +Si/+Patégeno ocupou uma posi¢cao intermediaria em Dim1, mas foi
deslocado em diregdo negativa ao longo de Dim2, na dire¢ao dos vetores de firmeza
e Fv/Fm, separando-se do agrupamento —Si/+Patégeno e reproduzindo visualmente
a recuperagao da firmeza e de Fv/Fm ja apresentada na Figura 3. Os tratamentos n&o
inoculados agruparam-se na regidao negativa de Dim1, proximos aos vetores de

proteinas soluveis, aminoacidos e agucares totais.
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Contribuicao das variaveis (CP1 x CP2) - Experimento com Si | (Radicular + Foliar), cv. Solaris
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Figura 11. Circulo de correlacdo das variaveis, colorido de acordo com sua
contribuigao, Experimento I. O comprimento dos vetores é proporcional a qualidade
de representagao (cos?) de cada variavel no plano Dim1-Dim2 da Figura 10; a cor
representa a contribuicdo percentual para Dim1 + Dim2 (escala de contribuicdo). A
SOD apresentou a maior contribuicdo para a solugao bidimensional (~11,8%) e foi
projetada quase exclusivamente na direcdo negativa de Dim2, ortogonalmente ao
agrupamento formado por MDA-POD-APX—extravasamento de eletrdlitos; POD, APX
e MDA formaram um agrupamento estreito, com elevada contribuicao (9-11%), na
regiao positiva de Dim1.



Mapa de calor das medias por tratamento (escore 7), Experimento I (Si via raiz + foliar, cv. Solaris)
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Figura 12. Mapa de calor dos valores médios dos tratamentos padronizados por Z-
score, Experimento | (aplicagdo de Si via raiz + foliar, cv. Solaris). Cada célula
apresenta o Z-score da média de um tratamento, calculado por centralizagcdo e
escalonamento de cada variavel entre as quatro médias dos tratamentos. O
dendrograma das linhas foi construido por agrupamento hierarquico utilizando o
método de ligacdo Ward.D2 e a distancia euclidiana. As barras de anotagéo

identificam o status de Si e o status do patdgeno.
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Coordenadas paralelas, Experimento I (Si via raiz + foliar, cv. Solaris)

Cada eixo reescalado para [0, 1] (min-max) para permitir comparacao direta
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Figura 13. Grafico de coordenadas paralelas, Experimento | (aplicagdo de Si via raiz
+ foliar, cv. Solaris). Cada polilinha conecta os valores reescalonados entre 0 minimo
e 0 maximo (intervalo de 0—1 para cada variavel; n = 24) de uma repetigao biolégica
das variaveis fisioldgicas e bioquimicas avaliadas neste experimento. A cor das linhas
identifica o tratamento.
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Grafico de dispersao pareado e matriz de correlacao, Experimento 1 (Si via raiz + feliar, cv. Solaris)
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Figura 14. Grafico de dispersao par a par e matriz de correlagdo, Experimento |
(aplicacéo de Si via raiz + foliar, cv. Solaris). Triangulo inferior: graficos de dispersao
bivariados (n = 24), coloridos de acordo com o tratamento. Diagonal: densidade de
kernel/histograma por tratamento. Tridngulo superior: coeficiente de correlagdo de
Pearson global, acompanhado do nivel de significancia (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001).
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Experimento com Si Il (Somente Radicular) - cv. Solaris

Variaveis fisiologicas e bioquimicas sob tratamentos de Si x patogeno
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Figura 15. Biplot da analise de componentes principais, Experimento Il (aplicacéo de
Si exclusivamente via raiz, cv. Solaris). As observagdes individuais (n = 6 por
tratamento) foram plotadas nos dois primeiros componentes principais, extraidos da
matriz padronizada para variancia unitaria das variaveis fisiolégicas, bioquimicas e
agrondmicas. A codificacdo das cores e as elipses seguem o padrao apresentado na
Figura 10. Dim1 e Dim2 explicaram 51,8% e 13,3% da variancia total, respectivamente
(65,1% acumulados).

Assim como no Experimento |, os quatro tratamentos foram discriminados em
quatro elipses de confianga. A elipse correspondente ao tratamento -Si/+Patdgeno
ocupou a regido mais negativa de Dim1, associada aos vetores de SOD, APX, POD,
MDA, extravasamento de eletrdlitos e severidade da doenga, reproduzindo o bloco de
dano oxidativo identificado no mapa de calor. Os dois tratamentos n&o inoculados
ocuparam a regiao positiva de Dim1, na diregao dos vetores de biomassa, area foliar,
aminoacidos, acucares, indice de clorofila e Fv/Fm. A elipse correspondente ao

tratamento +Si/+Patdégeno situou-se proxima de Dim1 = 0, mas apresentou valores
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fortemente negativos em Dim2, na diregdo do vetor de resisténcia a penetracao,
separando esse tratamento dos demais principalmente ao longo do segundo eixo, em
uma configuracdo distinta da separacado predominantemente determinada por Dim1

observada no Experimento | (Figura 10).

Contribuicao das variaveis (CP1 x CP2) - Experimento com Si Il (Somente Radicular), cv. Solaris
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Figura 16. Circulo de correlacdo das variaveis, colorido de acordo com sua
contribuigao, Experimento Il. APX e POD apresentaram os vetores mais longos e mais
colineares na regido negativa de Dim1, ambos proximos ao circulo unitario (indicando
representacdo quase completa) e ambos com elevados valores de contribuicdo. SOD
e MDA foram projetados no mesmo quadrante, apresentando também uma
componente positiva em Dim2. A resisténcia a penetracao foi a Unica variavel com
elevada carga predominantemente negativa em Dim2.
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Mapa de calor (escore Z, medias por tratamento) - Experimento com Si Il {Somente Radicular), cv. Solaris
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Figura 17. Mapa de calor dos valores médios dos tratamentos padronizados por Z-
score, com agrupamento hierarquico, Experimento Il (aplicagdo de Si exclusivamente
via raiz, cv. Solaris). Cada célula apresenta o Z-score da média de um tratamento para
uma determinada variavel, calculado por centralizagdo e escalonamento de cada
variavel entre as quatro meédias dos tratamentos. Os dendrogramas de linhas e
colunas foram construidos utilizando o método de ligacdo Ward.D2 e a distancia
euclidiana. As barras de anotagao identificam o status de Si (=Si, cinza; +Si, verde) e
o status do patogeno (Sem patégeno, azul-claro; +Patégeno, vermelho).

O agrupamento bidirecional separou as variaveis do Experimento Il em dois
blocos principais. O primeiro bloco — MDA, severidade da doenca, SOD,
extravasamento de eletrélitos, POD e APX — apresentou seus maiores Z-scores
(+1,20 a +1,48) no tratamento —Si/+Patogeno, caracterizando esse conjunto como a
assinatura de dano oxidativo/defesa enzimatica associada ao desafio pelo patdégeno
na auséncia de mitigacao pelo Si. O segundo bloco — Fv/Fm, massa fresca e seca
da parte aérea, aminoacidos, indice de clorofila, agucares totais e area foliar —
apresentou o padrdo inverso, com 0s maiores valores nos tratamentos n&o
inoculados. As proteinas sollveis e a resisténcia a penetracdo (indice de firmeza)
apresentaram seus maiores valores especificamente no tratamento +Si/+Patégeno (Z
= +1,27 e +1,06, respectivamente), enquanto os compostos fendlicos totais foram a

unica variavel com maior valor no tratamento —Si/Sem patogeno (Z = +1,22).
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Coordenadas paralelas - Experimento com Si Il (Somente Radicular), cv. Solaris
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Figura 18. Grafico de coordenadas paralelas, Experimento Il. Cada polilinha conecta
os valores reescalonados entre o minimo e o maximo (intervalo de 0—1 para cada
variavel; n = 24) de uma repeti¢ao bioldgica ao longo das variaveis, na seguinte ordem:
Fv/IFm, extravasamento de eletrdlitos, aminoacidos, acgucares totais, MDA, proteinas
soluveis, SOD, POD, APX, indice de clorofila, severidade da doenca, compostos
fendlicos totais, resisténcia a penetracdo, massa fresca da parte aérea, area foliar e
massa seca da parte aérea. A cor das linhas identifica o tratamento (verde = -Si/Sem
patdogeno; roxo = -Si/+Patdgeno; azul = +Si/Sem patdégeno; vermelho =
+Si/+Patdgeno).

O perfil do tratamento —Si/+Patdégeno (roxo) acompanhou consistentemente a
regido superior da escala reescalonada para MDA, extravasamento de eletrdlitos,
SOD, POD e APX, e a regiao inferior para Fv/Fm, aminoacidos, agucares totais e
biomassa da parte aérea, enquanto os outros trés tratamentos apresentaram
trajetérias mais sobrepostas. Esse padrdo corrobora, no nivel das repeti¢cdes
individuais, a separagado dos tratamentos ja resumida pelo mapa de calor e pela

analise de componentes principais.
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Figura 19. Grafico de dispersao par a par e matriz de correlagdo, Experimento II.
Tridangulo inferior: graficos de dispersao bivariados (n = 24), coloridos de acordo com
o tratamento. Diagonal: densidade de kernel por tratamento. Tridngulo superior:
coeficiente de correlagdo de Pearson global, acompanhado do nivel de significancia
(*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

As correlagdes de Pearson confirmaram relagbes fortes e significativas entre
as trés enzimas antioxidantes e entre a defesa enzimatica e a severidade da doenca.
A correlagao POD-APX foi a mais forte do conjunto de dados (r = 0,943; p < 0,001),
seguida por SOD-APX (r = 0,779; p < 0,001) e SOD-POD (r = 0,762; p < 0,001). A
severidade da doenga apresentou correlagéo positiva com POD (r = 0,868), APX (r =

0,842) e SOD (r = 0,651; todos p < 0,001), e correlagdo negativa com aminoacidos (r
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= -0,824) e agucares totais (r = -0,773; ambos p < 0,001). Fv/Fm apresentou
correlagao negativa com APX (r = -0,758; p < 0,001) e extravasamento de eletrdlitos
(r=-0,588; p < 0,01); o extravasamento de eletrdlitos apresentou correlagao positiva
com APX (r=0,799; p < 0,001) e negativa com aminoacidos (r = -0,732; p < 0,001).

4 Discussao
4.1 Efeito do patégeno em plantas sem Si

A planta de alface pode ser infectada por esporangios transportados pelo ar e
agua causando uma das doengas mais importante da cultura que é o mildio (Bremia
lactucae) (Fall, Heyden, Van Der e Carisse, 2016; Vale FXR et al., 2004)
especialmente em condi¢cdes de temperaturas baixas e alta umidade relativa do ar
(Souza et al., 2022).

Um mecanismo de defesa da planta ao patégeno € a inducdo de estresse
oxidativo causado pela morte celular proximo da regido infectada devido ao excesso
de espécies reativas de oxigénio (ERO). As ERO que se formam como consequéncia
da redugéo do oxigénio séo o radical superéxido (O27), o perdxido de hidrogénio (H202)
e o radical hidroxila (OH") (Awasthi, Bhandari e Nayyar, 2015). Isso foi observado em
Ramularia areola para conter o avango da doenga na folha do algodao (Curvélo et al.,
2013), mas isso é pouco estudado em B. lactucae em alface (Lebeda et al., 2008).
Assim, a nossa pesquisa também obteve resultados semelhantes pois a infeccéo
deste patdogeno (em plantas que n&o receberam Si) em relagdo a plantas sem
inoculacdo também causou estresse oxidativo comprovado pelo aumento do teor de
MDA e consequentemente tem-se excesso de producdo de ERO e a peroxidagao
lipidica e prejudicou seriamente a integridade do sistema de membrana das células
das folhas da alface. Inclusive esse dano oxidativo causou baixa rigidez dos tecidos
foliares com o patdégeno pois houve diminuigdo do indice de firmeza das folhas.

O estresse oxidativo foi tdo elevado que suprimiu mecanismos de defesa
antioxidante da planta pois a inoculacdo com patégeno apesar de ter incrementado a
atividade das enzimas antioxidantes (SOD, APX e GPX) mas nao foi suficiente para
diminuir a peroxidagao lipidica embora elas tenham ac¢ao na eliminagao de espécies

reativas de oxigénio (Alscher, Erturk e Heath, 2002; Asada, 1992). E possivel que o
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estresse oxidativo sobressaiu nas plantas com a doencga porque foi mais relevante a
diminuicdo do conteudo de compostos antioxidativos como os fendis totais e
carotenoides que pode ser afetado por dois mecanismos. Pode existir o efeito do
patégeno no silenciamento de genes envolvidos em rotas metabolicas para a sintese
destes compostos (Sedlarova et al., 2007) e/ou eles podem serem degradados para
serem empregados na sintese de outros compostos com agado toxica para os
patogenos (Fawe et al., 1998). Assim, cabe mais estudos especificos sobre o papel
desse patdgeno no metabolismo secundario da cultura da alface.

Neste cenario, a evolugdo da doencga nas plantas de alface diminuiu o teor de
clorofila e a eficiéncia fotossintética (fv/fm), levando a diminuicdo do conteudo de
acgucares totais nas folhas de alface nos dois experimentos. Esses efeitos se deve a
diminuicado destes compostos antioxidantes comentados anteriormente e impede sua
acao para neutralizar espécies reativas de oxigénio responsavel pelo estresse
oxidativo (Resende et al., 2012) aumentando a degradacao da clorofila (Khan e
Siddiqui, 2020). Assim, tem-se os danos da doenga no metabolismo da planta a partir
da diminui¢cdo do fluxo de elétrons na fase fotoquimica da fotossintese (Brabandt et
al., 2014; Lebeda A e Petrzelova I, 2010), fato também observado no nosso estudo.
Soma-se a isto, o fato que a prépria colonizagdo do patégeno da epiderme celular
(Michelmore e Wong, 2008) diminui a area fotossinteticamente ativa e/ou do
fechamento estomatico (Moriondo et al., 2005) podendo comprometer a adequada
taxa fotossintética da planta.

Estes danos na fisiologia da planta de alface ficam também evidenciados pelo
fato de o patdgeno ter diminuido a quantidade de aminoacidos totais na planta. Na
presenca de patdgenos biotroficos, as plantas podem diminuir a quantidade de
aminoacidos no local da infeccdo para diminuir a quantidade de alimento disponivel
para o patégeno (Eckardt, 2011), assim como o patdgeno pode estar consumindo os
assimilados (Berger, Sinha e Roitsch, 2007). Patégenos biotréficos obrigados
dependem de células hospedeiras vivas para seu crescimento e reprodugao, assim,
pode-se esperar que mudancas no estado metabdlico do hospedeiro influenciem o
crescimento de patégenos biotroficos obrigatérios e o desenvolvimento de doengas.
Cabe reforcar que essa redugao de compostos metabdlicos na presenca do patdégeno,

como o0s aminoacidos e acucares totais pode ser devido a reducado da capacidade
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fotossintética da planta pela colonizagdo e pela diminuigdo do fluxo de elétrons na
fase fotoquimica da fotossintese (Berger, Sinha e Roitsch, 2007). Embora a repressao
da fotossintese seja uma resposta geral a infecgao por patdgenos, o efeito nos niveis
de acgucares varia consideravelmente entre as diferentes interagdes planta-patégeno.
Por exemplo a infecgdo do tabaco com o virus do mosaico (P. nicotianae) e em
Arabidopsis com infecgdo do A. candida resulta em um aumento dos teores de
agucares soluveis na folha (Chou et al., 2000; Scharte, Schon e Weis, 2005), mas n&o
e afetado em Arabidopsis com infecgdo de P. syringae e reduzem em plantas de
tomate com B. cinérea (Berger et al., 2004; Bonfig et al., 2006) e de girassol com
Sclerotinia sclerotiorum (Jobic et al., 2007).

Os prejuizos fisiologicos discutidos promovido pela doenga na alface prejudicou
o crescimento da planta pois diminuiu a massa fresca, massa seca da parte aérea e
a massa seca da raiz das plantas dos dois experimentos. Soma-se a isto, o fato que
o dano do patdgeno na planta € visual pois evoluiu a nivel celular até atingir a nivel de
tecido pois observamos sintomas visiveis que foi registrado nas plantas aos 12 dias
apos a inoculagado com patogeno (Figura 9c-f). Assim, fica claro que o dano do in6culo
utilizado (raga SPBI:01) de B. lactucae causa comprometimento do crescimento da
cultura estudada especialmente na cultivar utilizada (Solaris) que é suscetivel ao
patdgeno (Castoldi et al., 2012).

Portanto, € comum relatos indicando que essa doenga causa prejuizo na
produtividade da alface (Souza et al., 2022). No entanto, os estudos com essa doenga
nao discutem os disturbios biolégicos estudados e com os achados desta pesquisa
deve contribuir para maior compreensdo da doenca na fisiologia da planta e
consequentemente mecanismos para o controle.

Diante da severidade da B. lactucae na limitacdo do crescimento, da
produtividade e da qualidade da cultura da alface e ao mesmo tempo tem-se pressao
ecolégica em evitar o uso de defensivos quimicos, € urgente estratégias alternativas
sustentaveis a partir do uso do Si para o controle do mildio na alface e a nossa

pesquisa procurou cobrir essa lacuna.

4.2 Efeito do Si no teor foliar do elemento em plantas com e sem patoégeno
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Os estudos com fornecimento de Si em solugdo nutritiva na cultura da alface sao
muito restritos, tendo um relato com uso do elemento na solugao nutritiva com
concentragdes proxima de 0,65 mmol L', o Si favoreceu a absorgéo de nutrientes e o
crescimento da hortalica (Pozo et al., 2015), mas por ser uma espécie considerada
nao acumuladora de Si (Jones e Handreck, 1967) gera expectativa para absorgao de
Si insignificante. A nossa pesquisa evidenciou que a planta de alface tem habilidade
para absorver o Si pois verificamos que nas plantas que receberam Si com ou sem
patogeno resultaram em teores de Si mais alto na raiz das plantas do experimento |
(14-15g kg™') e do experimento Il (13-15 g kg™') comparado com teores de Si na parte
aérea proximo de 6 g kg™! para as plantas dos dois experimentos. Isso reforga que a
alface absorve o Si, mas concentra maior parte do elemento na raiz em relagdo as
folhas, portanto, a maior restricdo seria no sistema de transporte do elemento para as
folhas.

Assim, é importante estudos com modo de aplicacdo de Si para potencializar a
absorcao do elemento e especialmente pudesse avaliar se a planta infectada poderia
causar prejuizo na absor¢do de Si. Evidenciamos pela primeira vez em plantas de
alface quando submetidas a aplicacdo de Si via solugdo nutritiva, seja com o
fornecimento do elemento na forma combinada via foliar e radicular (experimento 1)
ou isolada apenas via radicular (experimento Il) é eficiente para aumentar o teor do
elemento na folha e essa absor¢ao de Si ndo é prejudicada se a cultura € infectada
com a doenca. Esses resultados sdo importantes para aumentar as expectativas de

efeito benéfico do Si mesmo em plantas com folhas colonizadas com mildio.

4.3 Efeitos do Si em aspectos fisiolégicos em plantas com e sem patégeno

Os beneficios fisiolégicos do Si em plantas com estresse bidtico ja sao
evidenciados em diferentes cultivos (Fortunato, Rodrigues e Datnoff, 2015; Rodrigues
et al., 2015). Este efeito benéfico do Si também ocorreu nas plantas de alface com
mildio, mas com destaque para as plantas do experimento |, ou seja, que receberam
o Si via radicular e via foliar.

Observamos que essa forma de fornecimento do Si foi responsavel por
aumentar os teores de clorofila e de carotenoides nas folhas de alface com patégeno

que resultou na diminuicdo do conteudo de MDA e no incremento da eficiéncia
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quantica do fotossistema Il (fv/fm) e do indice de firmeza foliar e assim incrementou a
massa fresca e a massa seca da parte aérea e da raiz da cultura. O papel do Si na
diminuicdo do estresse oxidativo se deve ao fato do elemento auxiliar no sistema de
defesa ndo enzimatico, diminuindo espécies reativas de oxigénio que oxida diferentes
compostos organicos prejudicando processos fisioldgicos visto em outras espécies
como sorgo infectadas com Colletotrichum sublineolum (Resende et al., 2012).
Havendo essa diminuicdo do estresse oxidativo tem-se maior integridade das células
das folhas da alface que receberam Si, mesmo com mildio, essa integridade foi
detectada por um efeito fisico do elemento devido ao aumento do indice de firmeza
das folhas de alface. Esse é o primeiro relato indicando o potencial do Si em aumentar
a rigidez da folha medida em plantas de alface reforcando a 6tima absorgdo do
elemento pela planta e isso vai ampliar uso combinado do Si nesta espécie e em
outras ndo acumuladoras de Si.

Quando o Si foi fornecido apenas via raiz (experimento Il) nas plantas com
patdgeno os beneficios fisioldgicos do elemento foram limitados, embora tenha havido
incremento da eficiéncia quantica do fotossistema Il (fv/fm) e a firmeza foliar, mas nao
foram suficientes para alterar teor foliar de clorofila e de carotenoides e
consequentemente nao resultou em incremento da massa fresca e da massa seca da
parte aérea e da raiz. E possivel que o fornecimento de Si exclusivamente via raiz nas
plantas com patdégeno por néo ter alterado os pigmentos fotossintéticos possivelmente
nao proporcionou um incremento da fotossintese em um nivel suficiente para
favorecer o crescimento da cultura.

Observamos que o beneficio do Si na fisiologia e no crescimento da alface pode
ocorrer mesmo em plantas com mildio se o fornecimento do elemento for na forma
combinada, ou seja, via radicular e via foliar comparado apenas via raizes. Isso € um
indicativo que o fornecimento do Si esteja exercendo sua acgao ativando sistemas de
defesa contra patdégeno ja que essas plantas estavam inoculadas.

Cabe destacar ainda, que os beneficios do Si em plantas de alface saudaveis
sem patdgeno sao limitados, embora tenha havido incremento na massa seca de raiz
dos dois experimentos que é pouco relatado na literatura (Kreszies et al., 2020), mas
teve pouca importancia pois nao foram suficientes para alterar o crescimento da parte

aérea da alface. Isso se deve ao fato que o Si por ndo ser considerado essencial
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afetaria o crescimento da cultura especialmente se houver um estresse (Prado, 2021)
e, portanto, nas plantas de alface sem estresse bi6tico ndo seria esperado beneficio
importante do Si visto também em outras espécies (Carvalho et al., 2022; Silva et al.,
2023).

4.4 Efeito do Si na severidade e na ocorréncia da doenga

O fornecimento do Si, mesmo n&o sendo considerado um elemento essencial,
estimula o crescimento e o aproveitamento de nutrientes e induc&o de resisténcia as
doencas fungicas (Sakr, 2016; Song et al., 2021). A reducao da severidade da doenca
e da ocorréncia pode estar relacionada ao efeito benéfico do Si nos principais
componentes da resisténcia do hospedeiro, como a laténcia, tamanho, numero e
expansao da lesao, e producao de indculo por local de infecgao (Fortunato et al., 2015;
Rodrigues et al., 2015) que pode variar de acordo com o nivel de suscetibilidade da
espécie ou da cultivar ao patégeno (Whan, Dann e Aitken, 2016) e da capacidade da
planta para a absorgéo de Si (Mitani e Jian, 2005). Apesar disso, as informagdes do
efeito do Si em plantas de alface inoculadas com mildio ndo sao evidentes.

Os nossos resultados deixam claro que o fornecimento do Si via radicular e via
foliar (experimento 1) ou exclusivamente via radicular (experimento IlI) diminuiram a
severidade e a ocorréncia do mildio em plantas de alface (Figura 8a-b-d-e). Este
beneficio do Si nas duas formas de aplicagao deste elemento estudadas no controle
da doencga da alface ndo acumuladora de Si € um importante resultado em uma
cultivar considerada suscetivel ao mildio. Esse beneficio do Si na atenuacédo da
doenca ocorreu pelo fato de ter minimizado o estresse oxidativo visto pela diminuicéo
do teor de MDA e ao mesmo tempo ter incrementado a rigidez dos tecidos da planta
pois aumentou o indice de firmeza foliar. Essa constatagao do efeito do Si acumulado
na folha que causa a rigidez dos tecidos devido ao processo de biossilisificacdo da
parede celular foi relatado (Zellner et al., 2021), mas em plantas ndo acumuladoras
esse efeito significativo no indice de firmeza ainda ndo era conhecido. De forma geral,
o fato da maior firmeza do tecido vegetal devido acao do Si constituindo estruturas da
parede celular das células da epiderme pode contribuir para induzir maior resisténcia
a doengas fungicas vistos em outras espécies (Abed-ashtiani et al., 2012; Rodrigues
et al., 2015).
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O potencial do Si em mitigar o estresse biético por mildio das plantas de alface,
chama atenc¢ao porque pode ocorrer ao mesmo tempo, o efeito benéfico em aspectos
fisioloégicos e no crescimento da cultura, especialmente quando o Si é fornecido na
forma combinada via radicular e foliar.

A pesquisa propde o emprego do fornecimento de Si via radicular e via foliar ou
apenas via radicular como método de controle sustentavel do mildio em plantas de
alface suscetivel a doenga, tendo implicagdo global pois € comum cultivo dessa
hortalica em diferentes regides do mundo e por ser uma das doengas mais relevante
dessa espécie.

4.5 Integragao multivariada: conciliando o padrao univariado com a assinatura
fisiolégica/bioquimica conjunta

Os resultados da analise multivariada (Figuras 10-19) fornecem uma
confirmacao independente, com reducédo da dimensionalidade, do padrao observado
nas analises univariadas descritas anteriormente, além de acrescentarem dois
aspectos que nao sio evidenciados pela analise de variancia de uma unica variavel.
Primeiro, a magnitude da separagao dos tratamentos ao longo do principal eixo de
ordenacao foi consistentemente maior no Experimento | (Dim1 = 66,8% da variancia)
do que no Experimento Il (Dim1 = 51,8%), reproduzindo o resultado univariado de que
o fornecimento combinado de Si via raiz + foliar promoveu beneficios fisiolégicos mais
amplos, abrangendo clorofila, carotenoides e biomassa, do que o fornecimento
exclusivamente via raiz, cujo efeito foi mais restrito a Fv/Fm e firmeza. Como os dois
experimentos diferem simultaneamente quanto a via de aplicagcéo do Si (raiz + foliar
versus exclusivamente via raiz) e a fonte de Si (silicato de potassio versus nanosilica
livre de K), os dados obtidos no presente estudo ndo permitem separar
completamente a contribuicdo da via de aplicacdo e da fonte quimica para essa
diferenga na magnitude do efeito; isso deve ser explicitado como uma limitagao e,
idealmente, investigado diretamente em estudos futuros utilizando uma mesma fonte
de Si nas diferentes vias de aplicagao. O potassio, por sua vez, ndo constituiu um fator
de confusao entre os niveis de Si dentro de cada experimento, uma vez que o potassio

fornecido pela fonte de silicato no tratamento +Si do Experimento | foi compensado no
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tratamento —Si mediante a utilizagado de uma solucgéo de cloreto de potassio, conforme
descrito em Material e Métodos.

Segundo a matriz de correlagdo par a par do Experimento Il (Figura 19)
quantifica, pela primeira vez neste conjunto de dados, a forga das associagdes entre
as trés enzimas antioxidantes e entre a defesa enzimatica e a severidade da doenca:
POD-APX (r = 0,943), SOD-APX (r = 0,779) e SOD-POD (r = 0,762) foram todas
significativas a p < 0,001, e POD, APX e SOD apresentaram correlagao positiva com
a severidade da doencga (r = 0,868, 0,842 e 0,651, respectivamente, todas p < 0,001).
Essa estreita associagao sustenta a interpretacdo univariada de que a indugéo das
enzimas antioxidantes aumenta proporcionalmente a intensidade da exploséo
oxidativa desencadeada pela colonizagao irrestrita pelo patdégeno nos tecidos
submetidos a auséncia de Si, em vez de a propria atividade antioxidante ser prejudicial
— em consonancia com o raciocinio ja desenvolvido anteriormente na secao "Efeito
do patdgeno em plantas submetidas a auséncia de Si", a partir dos dados de MDA e
atividade enzimatica isoladamente.

Em concordancia com os dados univariados de biomassa e pigmentos, o mapa
de calor (Figura 17) e ambas as ordenacgdes por PCA (Figuras 10 e 15) evidenciaram
uma relacao inversa clara entre o bloco oxidativo/enzimatico (MDA, SOD, POD, APX,
extravasamento de eletrdlitos, severidade da doengca) e o bloco de
crescimento/fotossintese (Fv/Fm, massa fresca/seca da parte aérea, aminoacidos,
agucares totais, indice de clorofila, area foliar) em ambos os experimentos — 0 mesmo
balanco ja evidente, tratamento a tratamento, nas Figuras 3—7. Portanto, a principal
informacao adicional fornecida pela analise multivariada ndo constitui uma nova
descoberta biolégica, mas uma confirmagado quantitativa, considerando o perfil como
um todo, de que essas diversas variaveis analisadas individualmente se comportam
conjuntamente como um pequeno numero de eixos fisioldgicos coerentes, juntamente
com as magnitudes especificas das correlagées (Figura 14 e 19), que ndo sao

fornecidas por uma ANOVA realizada variavel a variavel.

5 Implicagoes e perspectivas futuras

Atualmente, tem havido maior discussdo da sociedade para abordagens

sustentaveis ao controle quimico de doencas de hortalicas com maior preocupacao
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para a cultura da alface, por ser de ciclo muito curto e alto risco de contaminagao do
ser humano. Descobrimos nesta pesquisa o papel importante do Si
independentemente do modo de fornecimento a planta ao aumentar a resisténcia da
cultura da alface ao mildio, mas ainda é possivel potencializar a producdo de massa
fresca com associacao da aplicagdo do elemento via fertirrigagao e foliar.

Assim, o uso deste elemento benéfico pode ser visto como uma estratégia
sustentavel pois ele ndo oferece risco ao ambiente e pode substituir defensivos
quimicos parcialmente ou totalmente, e ainda os resultados desta pesquisa tem
implicacao global dada a disseminagdo mundial desta doenca na cultura da alface.
Este papel benéfico do Si em ajudar as plantas na adaptagdao ao estresse biotico
ajudara a planejar de forma sistematica o desenvolvimento de uma agricultura mais
sustentavel para a seguranga alimentar no futuro (Song et al., 2021).

Nesta pesquisa discutimos alguns aspectos do Si e suas fung¢des reguladoras
durante condi¢gdes desfavoraveis de cultivo. No entanto, ndo esta claro quais
compostos de sinalizagdo interagem com o Si para aumentar a resisténcia ao
estresse. No geral, propdem-se que pesquisas futuras devem avancgar para desvendar
0s mecanismos a nivel genémica, metabolémica e protedmica dos efeitos do Si na
expressao de genes associado com a doencga visto em outros patégeno (Gao et al.,
2022) na tolerancia das plantas a Bremia lactucae, vias de sinalizagcao a ativacao de
enzimas e biossintese de compostos hormonais e antimicrébicos relevantes para a

protecdo das plantas e na viruléncia do patdégeno.

6 Conclusao

O mildio em plantas de alface ao causar estresse oxidativo prejudica aspectos
fisiolégicos e o crescimento da planta e o uso do Si fornecido via raiz e foliar ou apenas
via radicular atenua os efeitos destes danos, pois esse elemento favoreceu os
mecanismos de defesa da planta ao ativar o sistema antioxidante ndo enzimatico e
incrementar a capacidade fotossintética e a produ¢ao de metabdlitos.

A inovagao da pesquisa revela que uso do Si na forma de silicato de potassio ou
nanosilica promove o controle alternativo eficiente do mildio em plantas de alface

suscetivel fortalecendo o cultivo sustentavel da cultura. A analise multivariada
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corrobora independentemente essa conclusdo, distinguindo, em ambos os
experimentos, as plantas submetidas a auséncia de Si e ao desafio pelo patégeno
como um agrupamento distinto, caracterizado predominantemente por enzimas
associadas ao estresse oxidativo, e confirmando que o beneficio do Si € mais amplo

em magnitude quando fornecido pela aplicagdo combinada via raiz e foliar.
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CAPITULO 3 - Uso do potassio como estratégia para manejo da Bremia lactucae
em cultivares com diferentes reagoes de resisténcia ao patégeno

RESUMO - O mildio da alface causado por Bremia lactucae € uma das doencgas
que mais causa perdas na produgao de alface no mundo. Uma alternativa sustentavel
para o controle desta doenca seria com uso otimizado do potassio, mas existem uma
discussao indicando que o maior beneficio da nutricdo estaria restrito apenas para
cultivares com moderada suscetibilidade ou resisténcia incompleta ao patogeno. Para
isso, foi desenvolvida essa pesquisa com o objetivo de avaliar se o K fortalece as
defesas naturais da planta, atenuando os danos causados pelo patdgeno B. lactucea
em cultivares de alface ndo apenas em resisténcia incompleta, mas também com
suscetibilidade e com resisténcia completa e os mecanismos fisioldgicos e nutricionais
envolvidos. Foram realizados experimentos simultaneamente em condi¢cao controlada
tendo trés cultivares Solaris (suscetivel — Experimento 1), Lais (resisténcia incompleta
— Experimento IlI) e Jade (resisténcia completa — Experimento lll). Em todos os
experimentos, os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2x2, auséncia e
presenca do patogeno (1,0 x 10* esporangios por mL-") combinado com auséncia e
presenca do K na solugdo nutritiva (6mmol L), dispostos em delineamento
inteiramente casualizado com 6 repeticdes. As analises realizadas foram: teor de K,
producdo de massa seca e fresca das plantas, eficiéncia quantica do fotossistema Il,
fendis totais, teor de clorofila e carotenoides, teores de agucares e aminoacidos totais,
e a severidade da doenca. Foi realizada uma analise multivariada complementar
(analise de componentes principais e mapa de calor comparativo entre cultivares). A
B. lactucae em cultivares de alface cultivadas sob deficiéncia de K induz elevada
severidade do mildio nas plantas, independentemente do nivel de resisténcia pois
incrementou o estresse oxidativo e diminuiu pigmentos fotossintetizantes e a eficiéncia
fotossintética. No entanto, a nutricdo potassica adequada é eficiente para diminuir a
severidade da doenca e deve ser indicada para plantas suscetiveis, com resisténcia
incompleta e completa ao patégeno por diminuir estresse oxidativo ao aumentar
antioxidantes e favorecer a fisiologia diminuindo metabdlitos como agucares e
aminoacidos, atrativos ao patdégeno.

Palavras-chave: Cultivares, mildio da alface, nutricido de plantas, resisténcia
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Use of potassium as a strategy for managing Bremia lactucae in cultivars with
different resistance reactions to the pathogen

ABSTRACT - Lettuce downy mildew caused by Bremia lactucae is one of the
diseases that causes the most losses in lettuce production in the world. A sustainable
alternative for controlling this disease would be the optimized use of potassium, but
there is a discussion indicating that the greatest benefit of nutrition would be restricted
only to cultivars with moderate susceptibility or incomplete resistance to the pathogen.
To this end, this research was developed with the aim of evaluating whether K
strengthens the plant's natural defenses, mitigating the damage caused by the
pathogen Bremia lactucea in lettuce cultivars not only with incomplete resistance, but
also with susceptibility and complete resistance and the physiological and nutritional
mechanisms involved. Experiments were carried out simultaneously in controlled
conditions with three cultivars Solaris (susceptible — Experiment 1), Lais (incomplete
resistance — Experiment Il) and Jade (complete resistance — Experiment Ill). In all
experiments, treatments were arranged in a factorial scheme 2x2, absence and
presence of the pathogen (1,0 x 10* sporangia by mL"") combined with absence and
presence of K in the nutrient solution (6mmol L"), arranged in a completely randomized
design with 6 replications. The analyzes carried out were K content, production of dry
and fresh mass of plants, quantum efficiency of photosystem IlI, total phenols,
chlorophyll and carotenoid content, total sugar and amino acid content, and disease
severity, a complementary multivariate analysis (principal component analysis and a
comparative heatmap across cultivars). The pathogen Bremia lactucae in lettuce
cultivars grown under K deficiency induces high severity of downy mildew in plants,
regardless of the level of resistance as it increased oxidative stress and decreased
photosynthetic pigments and photosynthetic efficiency. However, adequate potassium
nutrition is efficient in reducing the severity of the disease and should be indicated for
susceptible plants, with incomplete and complete resistance to the pathogen by
reducing oxidative stress by increasing antioxidants and favoring physiology by
reducing metabolites such as sugars and amino acids, attractive to the pathogen.

Keywords: Cultivars, lettuce downy mildew, plant nutrition, resistance
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1 Introdugao

No campo, as plantas enfrentam muitos estresses bidticos, tendo a
necessidade de desenvolver mecanismos e empregar diversas estratégias de defesa
constitutivas e induziveis para neutralizar ou diminuir a colonizagdo por patégenos
(Z06rb, Senbayram e Peiter, 2014).

O mildio, causado pelo oomiceto Bremia lactucae Regel, é a principal doenca
da alface (Lebeda, Pink e Astley, 2002; Michelmore e Wong, 2008), com ocorréncia
mundial, causa danos severos a producao da cultura pois € uma doenca policiclica,
0s esporangios sao transportados através do ar e agua e o seu desenvolvimento
ocorre em forma de progressao geométrica (Fall, Heyden, Van Der e Carisse, 2016).
Isso ocorre especialmente em temperatura amena, préxima de 12 a 20°C, e com
presencga de agua nas superficies foliares (Lebeda, Pink e Astley, 2002).

O controle da doenga a partir de resisténcia genética é dificultado tendo em
vista a alta variabilidade genética apresentada pela populagdo de B. lactucae,
podendo representar diferentes niveis de patogenicidade e quebra de resisténcia
frequente (Braz et al., 2016). O controle quimico desta doengca € uma opgéo, no
entanto, a alta frequéncia de uso de defensivos quimicos, além de aumentar o custo
de producéo, pode ocorrer persisténcia de residuos e contaminacdo ambiental e risco
a saude do consumidor e produtor, especialmente em espécies com ciclo de produgao
muito curto como alface.

Em virtude da necessidade crescente de se adotar estratégias mais
sustentaveis na agricultura, a nutricdo balanceada é um fator importante na indugao
dos mecanismos de resisténcia a doengas (Zambolim, Ventura e Zanao Junior, 2012).

O potassio (K) € um dos macronutrientes mais exigido pelas plantas (Wang et
al., 2016). O potassio influéncia na reducéo de doengas de plantas em virtude da
ativacao de enzimas envolvidas na respiragao e fotossintese, processos fornecedores
de cadeias de carbono para a sintese de substancias de defesa, bem como a
regulacao estomatica influenciando no transporte de solutos (Bloom, 2004). O K ao
diminuir estresse oxidativo pode potencializar a fotossintese favorecendo a sintese

proteica (Prado, 2021) e consequentemente diminui (Souza Osorio et al., 2020)
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compostos de baixo peso molecular que poderia servir de alimento para os patdégenos
(Berger, Sinha e Roitsch, 2007). Uma suscetibilidade maior a infec¢gao, em particular
a patégenos fungicos, em plantas deficientes em K foi atribuida ao papel do nutriente
no metabolismo primario e no transporte do floema (Romheld e Kirkby, 2010). A
importancia do K na sanidade da planta tem uma relagdo direta no metabolismo
vegetal, fortalecendo mecanismos de defesa da propria planta, mas é necessario
maior compreensao destes efeitos, especialmente em patdégenos pouco estudados
como o mildio da alface.

Sabe-se que os nutrientes podem afetar a tolerdncia as doencas ou a
resisténcia das plantas aos agentes patogénicos, e que a utilizagao de cultivares que
apresentem resisténcia moderada, quando associada a uma nutricdo mineral
equilibrada possibilita um melhor controle de doengas (Balardin et al., 2006). No
entanto, as a¢des do K na nutricdo sdo semelhantes em todos os vegetais e com isso
€ pertinente testar a hipétese que o beneficio do K é efetivo em cultivares com todos
os niveis de resisténcia, dado seu efeito semelhante na reducéo do estresse oxidativo
e consequentemente nos pigmentos fotossintetizantes e na eficiéncia fotossintética
com reflexos no metabolismo secundario, diminuindo compostos de baixo peso
molecular, potencializando a produ¢ado de biomassa da planta e ao mesmo tempo
diminuiria nivel do mildio nas plantas de alface.

Para testar essa hipotese realizou-se a pesquisa com objetivo de avaliar se o
K fortalece as defesas naturais da planta, atenuando os danos causados pelo
patdgeno B. lactucea em cultivares de alface com suscetibilidade e com resisténcia

incompleta e completa ao patdbgeno e conhecer os mecanismos envolvidos.

2 Material e métodos

2.1 Inéculo e Cultivares

O trabalho foi realizado na Universidade Estadual Paulista, Campus de
Jaboticabal, no setor de Olericultura e Plantas Aromatico-Medicinais. Foi utilizado um
in6culo da raca SPBI:01 de Bremia lactucae. A obtencao e multiplicagao do inéculo se

deu conforme descrito no capitulo 2 dessa tese.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161713003611#bib0570
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Foram realizados trés experimentos simultaneamente, todos foram conduzidos
em duas etapas: uma na fase de formagao e crescimento das plantas em casa de
vegetacgao, e outra apds o crescimento das plantas, com a inoculagdo do patégeno
em camara umida. Cada experimento consistiu com a utilizagdo de uma cultivar de
alface com diferentes niveis de resisténcia ao patégeno B. lactucae, sendo
experimento | ‘Solaris’ (suscetivel), experimento Il ‘Lais’ (resisténcia incompleta) e
experimento lll ‘Jade’ (resisténcia completa).

A cultivar Solaris (Seminis®), € uma alface do grupo crespa, apresenta alta
tolerancia ao pendoamento precoce, resisténcia ao transporte, tolerante a deficiéncia
de Ca em épocas de chuva e alta temperatura, folhas grandes e boa uniformidade de
canteiro, com ciclo médio entre 40 a 50 dias. Apresenta suscetibilidade (S) ao mildio
da alface (Marin et al., 2020).

A cultivar Lais (Hortec®), € uma alface do grupo americana, apresenta cabeca
grande e compacta, possui alto vigor, crescimento homogéneo e volumoso, seu ciclo
médio € de 70 a 80 dias. Apresenta resisténcia incompleta (RI) a ragca SPBI:01 do
mildio da alface (Caprio, 2021).

A cultivar Jade (Sakata®), € uma alface do grupo crespa, apresenta alta
tolerancia ao pendoamento precoce, folhas largas e numerosas, alta crespicidade,
precocidade, uniformidade de canteiro, boa performance de pdés-colheita, com ciclo
meédio de 52 dias. Apresenta resisténcia completa (RC) a raga SPBI:01 do mildio da
alface (Caprio, 2021).

Os dados de temperatura e de umidade relativa do ar no interior da casa de
vegetacdo e da camara umida foram registrados diariamente durante o
desenvolvimento dos experimentos com o auxilio de um termo-higrémetro (U23-001,

Sigma Sensors, Brasil) (Figura 1).
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Figura 1. Temperatura maxima (T max), minima (T min) e média (T média), e umidade

relativa (Umid. média) do ar na casa de vegetacéao (fase 1) e na camara umida (fase

2), durante o periodo dos experimentos.

2.2 Delineamento experimental

Em cada um dos experimentos, os tratamentos foram arranjados em esquema
fatorial 2x2, dispostos em delineamento inteiramente casualizado com seis repetigdes.
Os tratamentos foram: deficiéncia de K (0 mmol L) e suficiéncia de K (6,0 mmol L")
combinado com a auséncia de patdégeno (sem inoculagéo) e presenga de patégeno
(1,0 x 10* esporangios por mL™"), utilizando as cultivares Solares, Lais e Jade, para os
experimentos |, Il e lll, respectivamente.

Utilizou-se da recomendagdo da solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon
(Hoagland e Arnon, 1950) para os tratamentos, fornecendo a solugdo completa para
o tratamento suficiéncia de K (+K), e a solugéo -K para o tratamento deficiéncia de K
(-K), tendo a forga idnica da solu¢do aumentada gradativamente iniciando com 10% e
a partir de 20 dias apds o transplantio atingiu 75% permanecendo até final do
experimento. Sendo que nos 5 primeiros dias apds o inicio do fornecimento da

solugéo, foi adicionado 0,1% da recomendacéao de K nas mudas do tratamento -K para
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o desenvolvimento das plantas mesmo com a deficiéncia do nutriente essencial. O
valor pH da solugéo nutritiva foi ajustado para 5,5+0,2.

Inicialmente realizou-se a semeadura de cada cultivar de alface em bandejas de
plastico de 72 células contendo vermiculita. O transplantio das mudas para o vaso foi
realizado assim que a raiz das mudas preencheu toda a célula, sendo realizado no
mesmo dia para todos os experimentos. A unidade experimental constitui em uma
planta em um vaso de 3,8 dm® preenchido com areia lavada em todos os
experimentos.

O patogeno foi inoculado nas plantas de acordo com a técnica de llott (llott, Durgan
e Michelmore, 1987), utilizando-se de esporangios lavados de tecidos infestados do
hospedeiro e agitados em agua deionizada. A concentragdo do indculo foi ajustada
para 1,0 x 10* esporangios por mL-! com a contagem dos esporéangios em Camera de

Neubauer com o uso de microscopio eletrénico (Marin et al., 2020).
2.3 Analises
2.3.1 Analise de potassio

As plantas foram separadas em parte aérea e raiz, posteriormente lavadas com
solugao detergente (0,1% v/v), solugao de HCI (0,3% v/v) e agua deionizada. Em
seguida as amostras do tecido vegetal foi seca a estufa de circulagao forga de ar até
atingir massa constante e posteriormente moidas. O teor de K foi determinado pela
digestdo de amostras de material vegetal, utilizando solugdo extratora com acido

perclérico e nitrico (Bataglia et al., 1983).

2.3.2 Producao de massa fresca e seca das plantas

As plantas foram separadas em parte aérea e raiz, posteriormente realizou-se
a pesagem utilizando a balanga analitica (precisdo de 0,001 g) para a obtencgao da
massa fresca.

Para a realizagédo da analise de massa seca, as plantas foram lavadas em agua
corrente, solugéo detergente (0,1% v/v), solugéo de acido cloridrico (0,3% v/v) e agua
deionizada. O material vegetal foi seco em estufa de circulagdo forcada de ar
(651£5°C), até atingir massa constante e em seguida obteve-se a massa seca da parte

aérea e da raiz das plantas.
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2.3.3 Eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm)

Foi realizada a leitura das medidas fotossintéticas da eficiéncia quéantica do
fotossistema 1l (PSIl), na primeira folna completamente desenvolvida usando um
fluorémetro portatil (Os30P +, Opti-Sciences Inc., EUA) (Lichtenthaler, Buschmann e
Knapp, 2005).

2.3.4 Determinacgao dos teores de fendis totais

Os teores de fendis totais foram determinados segundo o método proposto por
Singleton e Rossi (Singleton e Rossi, 1965). Para a extracdo 0,1 g de folhas frescas
foram coletados (discos foliares), e transferidos para tubos tipo falcon, com
capacidade para 15 mL, e envoltos com papel aluminio (a extracdo e a reagao
colorimétrica devem ocorrer no escuro), foram adicionados 2 mL de metanol
concentrado, e aquecidas em banho-maria a 25°C, por 3 horas. Atingido o tempo
descrito, as amostras foram retiradas do banho — mairia, filtradas e adicionados 3 mL
da solugdo de metanol. Para a reacgédo colorimétrica, 1 mL do estrato filtrado foi
coletado e transferido para um tubo tipo falcon com capacidade para 15 mL, foram
envoltos em papel aluminio, o volume foi completado com adi¢do de 10 mL de agua
deionizada e 0,5 mL de Folin-Ciocauteau 2 N. A solucao foi mantida em repouso por
3 minutos. Logo apés decorrido o tempo, foram adicionados 1,5 mL de carbonato de
sodio 20%, devendo permanecer em repouso por 2 horas. Apés esse periodo foi

realizada leitura em espectrofotdmetro a 765 nm.

2.3.5 Quantificagao dos teores de clorofila e de carotenoides

A quantificacao dos teores de clorofila e de carotenoides foi realizado pesando-
se 0,025 g das folhas e realizando-se a extragdo de acordo com a metodologia
proposta por Lichtenthaler (Lichtenthaler, 1987), com leituras a 663 nm para a clorofila
a (Chl a), 647 nm para a clorofila b (Chl b) e 470 nm para carotenoides, realizadas em
espectrofotdbmetro de Beckman DU 640, sendo os teores definidos com base na

massa fresca.

2.3.7 Teores de agucares e aminoacidos totais

Foi realizada a extragdo de 0,100 g de material vegetal com metanol e

cloroférmio, a fase aquosa da extracao foi usada para a determinagao dos teores de
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agucares e aminoacidos totais. Foi utilizado o método do fenol sulfurico para a
determinacao dos teores de agucares soluveis totais(Dubois et al., 1951). Foi utilizado
o método de Yemm e Cocking (Yemm, Cocking e Ricketts, 1955) para quantificar os

teores de aminoacidos soluveis totais.

2.3.10 Analise da doenc¢a

Para avaliacdo da severidade da doenga foi empregado uma escala
diagramatica conforme indicagao de (Dickinson e Crute, 1974) com notas de 0 a 3,
onde: 0 (auséncia de sintomas visiveis nas folhas, 1 (inicio de amarelecimento da
folna com esporangiéforos esporadicos, 2 (menos de 50% da folha coberta por
esporangioforos e cloroso, e 3 (mais de 50% da area da folha coberta por

esporangioforos e necrose).

2.4 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a testes de preposigdo (normalidade de Shapiro-
Wilk e homogeneidade de Levene) (Gastwirth, Gel e Miao, 2009; Royston, 1995) e,
posteriormente, analise de variancia (p < 0,05) e teste de Student (LSD) (p<0,05).
Cabe destacar que para todas as variaveis estudadas adotou-se estudo fatorial,
exceto para severidade da doenga mildio, que foi considerado apenas o tratamento K
dentro das plantas doentes. Utilizou-se o software SAS (versédo 9.4) para realizar as
analises estatisticas. Para complementar essa estrutura de analise univariada, foi
realizada uma analise multivariada complementar (analise de componentes principais

e mapa de calor comparativo entre cultivares) de forma independente no R.

3 Resultados

O fornecimento de K via fertirrigacdo promoveu aumento no teor do nutriente
na parte aérea e na raiz das plantas de alface, nas duas condi¢cdes, sem e com
patdgeno, nas trés cultivares estudadas (Figura 2).

A inoculagcao do patdogeno em relacdo a sua auséncia, nao interferiu no
incremento do teor do nutriente K na parte aérea das cultivares Solares e Jade
(experimento | e lll, respectivamente) (Figura 2a-c), mas afetou o teor do nutriente na
cultivar Lais (experimento Il) (Figura 2b). No entanto, com a inoculagéo, o teor de K

diminuiu nas raizes das plantas da cultivar Solaris, suscetivel (Figura 2d), e aumentou
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nas plantas das cultivares Lais e Jade, com resisténcia, nas plantas com deficiéncia

do nutriente. (Figura 2e-f).

Solaris (a) Lais (b) Jade (c)
O-K m+K O-K m+K O-K m+K
—~ 75 K"IParnsl K x Pars 75 - Ko lPa™ K xPa™ 5 K™l ParslK x Pars
g - —
260 ¢ <60 Ze0 [ A Aa
o = =
.E 45 + 545 345 -
W s E
= 30 F = 30 w30 F
— @ a
2 = =
= 15 - S 15 s15  Ba Ba
= 3
(d) - (e) e .
K™ Pa™ K x Pam= K™ Pars K x Pa™ K™ Pa™ K x Pans
15 15 15 s As
w12t w12t o2 b
S S S
= m Aa =2
9 + 9 + 9 r
E A2 Ab ® AD E
ha
s ST o O s 0T Ba
= = Ba =
g 3| Pa g3 g 3| Bb
— Bb = =
] L 0 L 0 L
Sem Patdgeno Com Patdgeno Sem Patdgeno Com Patdaeno Sem Patdgeno Com Patdgeno

Figura 2. Teor de potassio (K) na parte aérea e na raiz de plantas de alface em fungéo
da inoculagao com o patégeno Bremia lactucae sem K (-K) e com K (+K) nas cultivares
Solares (experimento ) (a,d), Lais (experimento Il) (b,e) e Jade (experimento Ill) (c,f).
Letras maiusculas indicam diferenga entre K na mesma condi¢ao do patégeno, e letras
minusculas indicam diferenga entre patégeno (Pa) na mesma condigéo de K pelo teste
de Student (LSD). ** e *: significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente,
ns: nao significativo.

A presenca do patdgeno em relagdo a sua auséncia nas plantas que nao
receberam o K houve aumentou do indice de extravasamento de eletrélitos celulares
das plantas dos trés experimentos, mesmo nas plantas com resisténcia. Porém, nas
plantas inoculadas com patégeno, o fornecimento adequado do K promoveu a
diminuicdo no indice de extravasamento de eletrodlitos celulares das plantas dos trés
experimentos (Figura 3 a-b-c).

A inoculagdo com o patégeno em relagdo a sua auséncia nas plantas que néo
receberam o K diminuiu os valores de Fv/Fm nas plantas dos trés experimentos
(Figura 3d-e-f). No entanto, o fornecimento de K em relagdo a sua deficiéncia
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aumentou esses valores nas plantas inoculadas nos trés experimentos (Figura 3d-e-

f).

A presencga do patdgeno nas plantas em relagdo a sua auséncia, e nas plantas

deficientes em K aumentou o teor de fendis totais somente nas plantas da cultivar

Jade, com resisténcia completa; mas nas plantas que receberam fornecimento

adequado do nutriente, houve aumento do teor de fendis totais nas plantas dos trés

experimentos (Figura 3g-h-i). O fornecimento adequado do K nas plantas inoculadas

aumentou o teor de fendis totais das plantas dos trés experimentos (Figura 3g-h-i).
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Figura 3. Extravassamento de eletrolitos totais, eficiéncia quéntica do PSIl (Fv/Fm) e
fendis totais em plantas de alface em fungdo da inoculagdo com o patdgeno B.
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lactucae sem K (-K) e com K (+K) nas cultivares Solares (experimento ) (a,b,c), Lais
(experimento Il) (d,e,f) e Jade (experimento Ill) (g,h,i). Letras maiusculas indicam
diferenga entre K na mesma condi¢do do patdgeno, e letras minusculas indicam
diferenga entre patégeno na mesma condicdo de K pelo teste de Student (LSD). ** e
*: significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, ns: ndo significativo.

A inoculagdo das plantas com o patogeno diminuiu o teor de clorofila total e de
carotenoides nas plantas com deficiéncia de K, nos trés experimentos (Figura 4). O
fornecimento adequado do K aumentou os teores de clorofila total nas plantas
inoculadas, nos trés experimentos, e aumentou os teores de carotenoides nas plantas
inoculadas dos experimentos Il e Il (Figura 4e-f), ndo indicando efeito para as plantas

do experimento | (Figura 4d).
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Figura 4. Clorofila total e carotenoides em plantas de alface em fungao da inoculacao
com o patdgeno Bremia lactucae sem K (-K) e com K (+K) nas cultivares Solares
(experimento ) (a,b,c), Lais (experimento Il) (d,e,f) e Jade (experimento Ill) (g,h,i).
Letras maiusculas indicam diferenga entre K na mesma condi¢ao do patégeno, e letras
minusculas indicam diferenga entre patégeno na mesma condicao de K pelo teste de
Student (LSD). ** e *: significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, ns:
nao significativo.
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A inoculagdo com o patdbgeno em relagcé&o a sua auséncia diminuiu a quantidade
de aminoacidos totais nas plantas cultivadas com e sem K para os experimentos | e
Il, e somente para as plantas deficientes no experimento Il (Figura 5a-b-c). Além
disso, o fornecimento do K diminuiu a quantidade de aminoacidos totais nas plantas
inoculadas com o patdgeno nos trés experimentos (Figura 5).

A presenca do patdogeno nas plantas em relacdo a sua auséncia com e sem
fornecimento do K causou diminui¢do do conteudo de acgucares totais nas plantas dos
experimentos | e Il, e somente para as plantas sem deficiéncia no experimento Il
(Figura 5d-e-f). Além disso, nas plantas inoculadas, o fornecimento do K diminuiu o

conteudo de agucares totais nas plantas dos trés experimentos (Figura 5).
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Figura 5. Aminoacidos totais e agucares totais em plantas de alface em funcéo da
inoculagdo com o patégeno Bremia lactucae sem K (-K) e com K (+K) nas cultivares
Solares (experimento 1) (a,b,c), Lais (experimento Il) (d,e,f) e Jade (experimento IlI)
(g,h,i). Letras maiusculas indicam diferenca entre K na mesma condigdo do patdgeno,
e letras minusculas indicam diferenca entre patégeno na mesma condig¢ao de K pelo
teste de Student (LSD). ** e *: significativo a 1% e 5% de probabilidade,
respectivamente, ns: nao significativo.
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As plantas que foram inoculadas em relagao a auséncia do patégeno e que néo
receberam o K tiveram uma redugédo na massa fresca no experimento | (Figura 6a) e
da massa seca da parte aérea das plantas dos trés experimentos (Figura 6d-e-f). A
aplicacdo de K nas plantas inoculadas incrementou a massa fresca (Figura 6a-b-c) e
a massa seca da parte aérea das plantas dos trés experimentos (Figura 6d-e-f).

A inoculagcédo com o patdogeno em relagdo a sua auséncia, nas plantas com
deficiéncia de K, causou redugdo da massa seca da raiz das plantas dos trés
experimentos (Figura 6g-h-i). Nas plantas com patdégeno, o fornecimento adequado
de K incrementou a massa seca da raiz apenas das plantas do experimento | e Il
(Figura 6g-i), ndo tendo efeito nas plantas do experimento Il (Figura 6h). Observou-se
ainda o efeito do nutriente no fortalecimento e crescimento das plantas sem patégeno
ao incrementar a producdo de massa umida, massa seca da parte aérea e da raiz das

plantas dos trés experimentos (Figura 6).
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Figura 6. Massa umida (a,b,c), massa seca da parte aérea (d,e,f) e massa seca da
raiz (g,h,i) de plantas de alface em funcédo da inoculagdo com o patdégeno Bremia
lactucae sem K (-K) e com K (+K) nas cultivares Solares (experimento ) (a,b,c), Lais
(experimento Il) (d,e,f) e Jade (experimento Ill) (g,h,i). Letras maiusculas indicam
diferenga entre K na mesma condi¢do do patdgeno, e letras minusculas indicam
diferenca entre patégeno na mesma condigao de K pelo teste de Student (LSD). ** e
*: significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, ns: nao significativo.

Nas plantas com a presenca da doenca Bremia lactucae houve efeito atenuante
do K ao diminuir os valores da severidade da doenca nas plantas dos trés

experimentos (Figura 7a-b-c).
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Figura 7. Severidade da doencga mildio da alface em fungao da inoculagdo com o
patogeno Bremia lactucae sem K (-K) e com K (+K) nas cultivares, Solares
(experimento 1) (a), Lais (experimento Il) (b) e Jade (experimento lll) (c). Letras
diferentes indicam diferenga entre K na mesma condi¢ao de patégeno pelo teste de
Student (LSD). ** e *: significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, ns:
nao significativo.

3.1 Integracao da multivariada na resposta fisiolégica

Os resultados das andlises univariadas apresentados anteriormente
demonstram que a deficiéncia de K agrava consistentemente os efeitos do mildio,
resultando em maior extravasamento de eletrélitos, menores valores de Fv/Fm, menor
conteudo de pigmentos, menor biomassa e maior severidade da doenga nas trés
cultivares, independentemente de seus niveis de resisténcia genética. Para
caracterizar como essas variaveis covariam e, conjuntamente, discriminam os quatro
tratamentos K x patdégeno dentro de cada cultivar, bem como para comparar a
intensidade dessa separagao ao longo do gradiente de resisténcia, foi realizada uma
andlise de componentes principais (PCA) separadamente para cada -cultivar,
complementada por um mapa de calor de Z-score, comparando as trés cultivares lado

a lado.
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Experimento com K I - cv. Solaris (suscetivel)

Variaveis fisiologicas e bioguimicas sob tratamentos de K x patogeno
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Figura 8. Biplot de componentes principais, Experimento | (cv. Solaris, suscetivel).
Observagdes individuais (n = 6 por tratamento) plotadas nos dois primeiros
componentes principais, extraidos da matriz padronizada para variancia unitaria de
doze variaveis fisioldgicas e bioquimicas (teores de K na parte aérea e nas raizes,
extravasamento de eletrdlitos, Fv/Fm, fendlicos totais, clorofila, carotenoides,
aminoacidos, agucares totais, massa fresca, massa seca da parte aérea e massa seca
das raizes). Os pontos sao diferenciados por cores de acordo com o tratamento fatorial
2 x 2; simbolos sdlidos maiores representam os centroides dos tratamentos, e as
elipses sombreadas representam as regides de confianga de 95%. Dim1 e Dim2
explicam 58,2% e 24,4% da variancia total, respectivamente (82,6% acumulado).

Na cultivar ‘Solaris’, os quatro tratamentos foram distribuidos em quatro elipses
de confianga de 95% bem separadas ao longo da Dim1 (58,2% da variancia). O
tratamento —K/+Patdégeno ocupou a extremidade negativa da Dim1, co-localizado com
os vetores de extravasamento de eletrdlitos e fendlicos totais, que apontaram em sua
dire¢do, enquanto os tratamentos +K/Sem patégeno e +K/+Patégeno ocuparam a

extremidade positiva, associados aos vetores de teor de K, biomassa, clorofila,
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carotenoides e Fv/Fm. O tratamento -K/Sem patdégeno apresentou separagao
principalmente ao longo da Dim2, em diregao aos vetores de aminoacidos e agucares
totais, identificando o acumulo de metabdlitos primarios como a assinatura da
deficiéncia de K na auséncia do patdgeno, distinta da assinatura de estresse
oxidativo/danos que predomina quando o patégeno esta presente.

Experimento com K Il - cv. Lais (resisténcia incompleta)

Variaveis fisiologicas e bioguimicas sob tratamentos de K x patogeno
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Figura 9. Biplot de componentes principais, Experimento Il (cv. Lais, resisténcia
incompleta). Observacgdes individuais (n = 6 por tratamento) plotadas nos dois
primeiros componentes principais, seguindo a mesma convengao apresentada na
Figura 8. Dim1 e Dim2 explicam 55,1% e 25,2% da variancia total, respectivamente
(80,3% acumulado).

A mesma geometria geral foi observada na cultivar ‘Lais’, com o tratamento
-K/+Patégeno isolado na extremidade negativa da Dim1, juntamente ao vetor de
extravasamento de eletrolitos, enquanto os dois tratamentos +K se agruparam na

extremidade positiva da Dim1, associados aos vetores de teor de K, biomassa e
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pigmentos. Os fendlicos totais apresentaram uma separagcao mais evidente em
direcao especificamente ao tratamento +K/+Patdgeno, consistente com o resultado
univariado de que a indugéo de fendlicos sob desafio do patdgeno exigiu suprimento

adequado de K nesta cultivar.

Experimento com K Ill - cv. Jade (resisténcia completa)
Variaveis fisiologicas e bioquimicas sob tratamentos de K x patogeno
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Figura 10. Biplot de componentes principais, Experimento Il (cv. Jade, resisténcia
completa). Observacoes individuais (n = 6 por tratamento) plotadas nos dois primeiros
componentes principais, seguindo a mesma convengao apresentada na Figura 8.
Dim1 e Dim2 explicam 72,0% e 15,3% da variancia total, respectivamente (87,3%
acumulado).

A separacao entre os tratamentos foi mais acentuada na cultivar ‘Jade’, na qual
a Dim1, isoladamente, explicou 72,0% da variancia total, o maior valor entre as trés
cultivares, separando claramente os dois tratamentos deficientes em K (Dim1
negativa) dos dois tratamentos com suprimento adequado de K (Dim1 positiva),

enquanto o fator patégeno foi discriminado principalmente ao longo da Dim2. Essa



participacdo progressivamente maior da varidncia explicada pela Dim1 de Solaris
(58,2%) para Lais (55,1%) e Jade (72,0%) reflete, em nivel multivariado, o padréao
univariado de uma resposta fisioldégica progressivamente mais coerente e dominada

pelo K a medida que aumenta a resisténcia da cultivar.

Mapa de calor (escore Z, medias por tratamento) - tres cultivares (K x patogeno)
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Figura 11. Heatmap comparativo das médias dos tratamentos padronizadas por Z-
score entre as trés cultivares. Cada célula apresenta o Z-score da média de um
tratamento, calculado por meio da centralizacdo e padronizagcdo de cada variavel
(linhas) considerando conjuntamente todas as doze colunas (quatro tratamentos x trés
cultivares), permitindo a comparagéo direta dos niveis absolutos das médias dos
tratamentos entre as cultivares. Dendrograma das linhas: agrupamento hierarquico
(método de ligacdo Ward.D2, disténcia euclidiana). As barras de anotacdo das
colunas identificam a cultivar, o status do patégeno e o status de potassio. Linhas
verticais pretas separam os trés blocos correspondentes as cultivares.

O heatmap comparativo confirma que o bloco de variaveis relacionadas ao
estresse oxidativo/danos (extravasamento de eletrdlitos e, nas cultivares resistentes,
supressdo de pigmentos e biomassa relacionada a doenga) apresenta valores
consistentemente elevados na coluna —-K/+Patégeno nas trés cultivares, enquanto as
variaveis relacionadas ao teor de K e a biomassa apresentam valores

consistentemente elevados nas colunas +K, independentemente da cultivar. Também
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sdo observados padrdes especificos de cada cultivar: os aminoacidos e os agucares
totais atingem seus maiores Z-scores especificamente na coluna —K/Sem patégeno
de cada cultivar (mais pronunciado em Lais, Z = 2,4), corroborando o resultado
univariado de que a deficiéncia de K, por si s6, independentemente da presenca do
patdogeno, promove o acumulo de metabdlitos primarios, um padrao compativel com

maior disponibilidade de substratos para o patdégeno apos a inoculagao.

4 Discussao

4.1 Efeito da deficiéncia de K e a ocorréncia de patégeno

O K é o segundo nutriente mais exigido em cultivos de Lactuca sativa,
exercendo fungdes metabdlicas essenciais para o crescimento das plantas (Furlani,
2004). A deficiéncia de K prejudica varios processos na planta, inclusive a fotossintese
devido ao papel critico do K no aumento da condutancia estomatica das folhas e na
regulagéo das células guarda (Jakli et al., 2017).

O K auxilia no controle da permeabilidade da membrana citoplasmatica,
evitando o efluxo de agucares e aminoacidos para o apoplasto (Fageria et al., 2007).
Portanto, a falta desse nutriente pode ocasionar o acumulo de aminoacidos que
podem servir como alimento ao patégeno, deixando a planta mais atrativa ao ataque
de doencgas (Berger, Sinha e Roitsch, 2007) havendo diminuicdo da sintese de
proteinas prejudicando a fisiologia da planta comprometendo os mecanismos de
defesa da cultura. No entanto, os prejuizos no metabolismo da planta sob deficiéncia
de K varia com a espécie e com o patégeno.

Neste contexto, foi possivel avancar no conhecimento para desvendar os
efeitos da deficiéncia de K em aspectos fisiologicos em plantas de alface inoculada
com o patdgeno B. lactucae. Observou-se que esse estresse nutricional causou danos
na planta de alface ao incrementar o indice de extravasamento de eletrélitos, mesmo
nas cultivares com algum nivel de resisténcia. Esse aumento de estresse ocorre
devido a indugéo de estresse oxidativo causado pela morte celular préximo da regiao
infectada devido ao excesso de espécies reativas de oxigénio (ERO), com o objetivo
de conter o avango da doenga (Curvélo et al., 2013). Como mecanismo de defesa das

plantas, quando infectadas por patégenos, possuem a caracteristica de poder induzir
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estresse oxidativo, este estresse pode ocorrer devido ao aumento do teor de
malondialdeido (MDA), um composto organico que € produzido como subproduto do
metabolismo lipidico no organismo, podendo causar danos as células e aos tecidos
vegetais (Curvélo et al., 2013). Assim o patdogeno atua diminuindo compostos
antioxidantes, impedindo a agao de neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio
(Resende et al., 2012), que fazem com que ocorra a degradacao da clorofila (Khan e
Siddiqui, 2020), a diminuigdo dos niveis de carotenoides pode comprometer a
capacidade da planta de se proteger contra o estresse oxidativo, uma vez que esses
pigmentos atuam como antioxidantes (Cassia Alves, de et al., 2022).

Evidenciamos que o estresse na fisiologia da planta infectada com mildio
induziu a diminuir do teor de clorofila e provocou consequentemente da eficiéncia
fotossintética (fv/fm), nos trés experimentos. Esses efeitos se devem ao aumentando
da degradacéo da clorofila (Khan e Siddiqui, 2020), e da diminui¢ao dos carotenoides,
que sdo compostos antioxidantes responsaveis por neutralizar espécies reativas de
oxigénio (Resende et al., 2012). Soma-se a isto, o fato que a prépria colonizagao do
patogeno da epiderme celular (Michelmore e Wong, 2008) reduziu a area
fotossinteticamente ativa, comprometendo a adequada taxa fotossintética da planta.

O aumento no teor de agucares em plantas com deficiéncia de K ocorre pelo
modo de atuacao do nutriente em incorporar agucares redutores com menor formacao
de amido e celulose, ocasionando um menor desenvolvimento da planta (SILVA,
2020). No entanto, com a presenca do patégeno, pode haver o consumo de agucares
livres (Berger, Sinha e Roitsch, 2007), o que foi observado nessa pesquisa. Além
disso, como mecanismo de defesa, na presenca de patdgenos biotréficos, as plantas
podem diminuir a quantidade de aminoacidos no local da infec¢cao para diminuir a
quantidade de alimento disponivel para o patdgeno (Eckardt, 2011).

Verificou-se pela primeira vez em plantas de alface deficiente de K que a
doenga estudada tem um dano muito grave na planta explicado pelos diversos
prejuizos biolégicos na hortalica que minimiza o sistema de defesa da planta ao
patdogeno. Essas constatagcdes sao preocupantes para o avango da doenga nos
cultivos pois segundo (Zérb, Senbayram e Peiter, 2014) € comum a ocorréncia de

solos com baixa disponibilidade de K em diversas regides do mundo.
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4.2 Efeitos do K em aspectos fisiolégicos em plantas com patégeno

Uma estratégia sustentavel para diminuir o avanco do mildio nos cultivos de
alface que pode ser viavel seria com uso do K. De modo geral € conhecido que o
aumento das concentragdes de potassio nas folhas reduz a suscetibilidade de outras
doencgas (Michereff, 2001) visto em diferentes espécies como em plantas de soja
(Levy et al., 2004) e de café (Garcia Junior et al., 2003). No entanto, & preciso
aumentar a compreensao dos mecanismos envolvidos especialmente em diferentes
cultivares de alface com niveis de resisténcia distintos ao patogeno.

Para avangar no conhecimento, evidenciamos que o K fortaleceu as defesas
da planta contra o patdégeno B. lactucae pois houve aumento dos teores de
carotenoides nas plantas com resisténcia incompleta e completa, tendo em vista que
a reacgao de defesa contra patdgenos € muito onerosa para a planta quanto ao gasto
energético (Berger, Sinha e Roitsch, 2007). O K pode induzir a sintese de carotenoides
a partir da ativagao de enzimas que regulam o metabolismo de carboidratos (Fanasca
et al., 2006).

Observamos que o fornecimento adequado de K aumentou os teores de
clorofila das trés cultivares, por aumentar a eficiéncia da planta em utilizar o N, através
da sua ativacdo enzimatica relacionada a redutase do nitrato (Nelson; Motavalli;
Nathan, 2005).

Na presenca do patdgeno, as plantas com o fornecimento adequado de K
apresentaram maior eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm PSII). A deficiéncia
deste nutriente pode fazer com que as plantas ndo consumam o ATP e o NADPH
produzidos na fase fotoquimica da fotossintese, diminuindo a assimilacdo de CO2,
desta maneira pode ocasionar a formagao de espécies ativas de oxigénio, acarretando
danos as proteinas e aos fotossistemas, diminuindo a acédo da fluorescéncia da
clorofila a na fotossintese (Pinheiro et al., 2004). O processo de infecg¢ao e colonizagao
do tecido vegetal por patdgenos acarretam disturbios metabdlicos e fisiologicos
vegetais, que envolvem processos como fotossintese, respiragao e transpiragao (Silva
et al., 2021). A colonizagao do patégeno B. lactucae na epiderme celular (Michelmore
e Wong, 2008) diminui a area fotossinteticamente ativa, prejudicando a fotossintese.
No entanto, mesmo as plantas infectadas com o patégeno apresentaram aumento na

taxa de fluorescéncia quando houve o fornecimento adequado de K.
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Os compostos fendlicos sdo importantes fisiologicamente para as plantas de
forma que atuam como fitoalexinas e antioxidantes (Popa et al., 2008) e atuam como
antioxidantes a partir da neutralizagcdo das espécies reativas a oxigénio doando
elétrons as moléculas, estabilizando e evitando danos (Dehghanian et al. 2022).
Assim, o K aumentou a produgédo desses compostos, exercendo importante fungéo
sobre os efeitos da doencga, diminuindo a permeabilidade celular, reduzindo a

suscetibilidade do tecido a maceracgao e penetragédo do patogeno (Silva, 2020).

4.3 Efeito do K na severidade da doenga

A importancia do K na diminuicdo da doenga do mildio da alface ainda é
desconhecida nesta espécie e especialmente se o beneficio deste macronutriente se
diferencia com o aumento dos niveis de resisténcia da cultivar ao patégeno.

Nas plantas das trés cultivares de alface estudadas, quando houve o
fornecimento adequado de K, houve reducgao significativa na severidade da doenca
Bremia lactucae. A reducdo da severidade da doenca, causada pelo K, esta
relacionada ao fortalecimento das vias de defesa das plantas pelo nutriente, tanto nas
plantas suscetiveis, quanto nas plantas com resisténcia incompleta e completa.

Varios autores tém estudado o uso do K no controle de doencgas de diferentes
espécies de plantas. Mascarenhas et al. (1995) observaram redugao na incidéncia de
Phomopsis phaseoli var. sojae em sementes de soja quando o nivel de potassio &
adequado. Na cebola, o aumento na concentragdo de K causou redugao da
severidade do mildio causado por Peronospora destructor (Devalash e Sugha, 1997).
Na cultura da videira, observou-se que as parcelas que foram pulverizadas com fosfito
de potassio apresentaram protecdo consideravelmente alta, com aproximadamente
44% em relacado a testemunha (Cavalcante et al., 2021).

Os efeitos benéficos na reducao da incidéncia e severidade de doencas
induzidas pelo potassio, podem ser atreladas ao fato de a alta concentragédo do
nutriente nos tecidos favorecerem a sintese e 0 acumulo de compostos fendlicos
esses que por sua vez atuam como inibidores de pragas e fungos (Silva, 2020). Além
disso as plantas deficientes em K apresentam menor sintese de proteinas e aumento
do acumulo de aminoacidos, aumentando a atividade de enzimas decompositoras

como sacarase, protease e glucosidase; o acumulo destes compostos pode influenciar
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no equilibrio osmaotico das células, podendo aumentar os exsudados liberados pelas
plantas, desta forma o desenvolvimento de patdgenos é favorecido (Silva, 2020).

Os resultados desta pesquisa estdo alinhados com os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da ONU pois verificou-se que o cultivo da alface
com baixa incidéncia do mildio € possivel com uso otimizado da nutricao potassica
com ampla agao benéfica nos diferentes materiais genéticos independentemente do
nivel de resisténcia ao patdogeno permitindo garantir 6tima produgédo de massa seca
ou fresca sem risco para o ambiente. Portanto, os beneficios desta pesquisa para a
producao sustentavel da alface tém aplicagdo global pois € comum cultivo desta

espécie em diferentes regides do mundo em solos com baixa disponibilidade de K.

4.4 Integragao multivariada: um gradiente dependente da resisténcia na

separacgao dos tratamentos

Os resultados multivariados (Figuras 8-11) fornecem uma confirmagao
independente, considerando o perfil fisiologico como um todo, do padrdo univariado
descrito anteriormente e acrescentam um aspecto que nio é evidente na analise de
variancia variavel a variavel: o grau de separagao dos tratamentos K x patdégeno ao
longo de um unico eixo dominante aumenta sistematicamente com o nivel de
resisténcia genética da cultivar. A Dim1 explicou 58,2% da variancia na cultivar
suscetivel (Solaris), 55,1% na cultivar com resisténcia incompleta (Lais) e 72,0% na
cultivar com resisténcia completa (Jade), sendo este o maior valor entre as trés
cultivares. Na Jade, esse unico eixo separou claramente os dois tratamentos
deficientes em K dos dois tratamentos com suprimento adequado de K, enquanto o
fator patdogeno foi discriminado quase inteiramente no eixo secundario (Dim2),
indicando que, nesse background genético, o status de K é o principal fator
determinante do perfil fisiolégico global, com maior influéncia do que a propria
presenca do patdgeno.

Esse padrao é consistente com, e amplia, o resultado univariado de que o efeito
protetor do K nédo se restringiu a uma unica classe de resisténcia: o heatmap
comparativo (Figura 11) demonstra a recorréncia, nas trés cultivares, do mesmo
balango entre estresse oxidativo/danos e crescimento, com diferencas especificas

entre cultivares principalmente relacionadas as variaveis secundarias (por exemplo,
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fendlicos totais e aminoacidos) que mais fortemente caracterizam o estado de
deficiéncia de K sob desafio do patégeno. Em conjunto, a analise multivariada
sustenta a recomendagao de um suprimento adequado de K como componente de
ampla aplicabilidade no manejo do mildio, cuja contribuicdo relativa para a
manutencgao da coeréncia fisioldgica global da planta pode ser maior justamente em

backgrounds genéticos que ja apresentam elevada resisténcia.

6 Conclusao

A inoculagéo da Bremia lactucae em plantas de alface cultivada sob deficiéncia
de K induz elevada severidade desta doenga na planta independentemente do nivel
de resisténcia ao patégeno. Descobrimos que isso ocorreu devido ao fato que a
presenca da doenga incrementou o estresse oxidativo e consequentemente diminuiu
pigmento fotossintetizante, a eficiéncia fotossintética.

A nutricdo potassica adequada foi eficiente para diminuir a severidade da
Bremia Lactucae e deve ser indicada para plantas suscetiveis, com resisténcia
incompleta e completa ao patégeno por diminuir estresse oxidativo e favorecer a
fisiologia e com isso diminuiu os metabdlitos secundarios especialmente os
aminoacidos e agucares totais devido uso no metabolismo para a produ¢cado de massa
seca da planta. A analise multivariada corrobora essa conclusao e demonstra,
adicionalmente, que a coeréncia da resposta fisioldgica promovida pelo K, capturada
ao longo de um unico eixo dominante de ordenagao, é mais acentuada na cultivar com
resisténcia completa, sugerindo que a nutricdo potassica e a resisténcia genética

podem atuar de forma complementar e mutuamente reforgadora.
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