GISELE PEREIRA DOMICIANO

ASPECTOS FISIOL(’)GICOSZ BIOQUIMICOS E NUTRICIONAIS DA
RESISTENCIA DO ARROZ A BRUSONE MEDIADA PELO SILICIO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vicosa como parte das
exigéncias do Programa de Pés-
Graduacio em Fitopatologia, para
obtencao do titulo de Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2011



Ficha catalografica preparada pela Se¢do de Catalogacio e
Classificacao da Biblioteca Central da UFV

T

Domiciano, Gisele Pereira, 1982-
D669a Aspectos fisiologicos, bioquimicos e nutricionais da
2011 resisténcia do arroz a brusone mediada pelo silicio / Gisele

Pereira Domiciano. — Vigosa, MG, 2011.
X, 92f. : il. (algumas col.) ; 29cm.

Orientador: Fabricio de Avila Rodrigues.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Arroz - Efeito do silicio. 2. Brusone. 3. Fotossintese.
4. Fluorescéncia. 5. Clorofila. 6. Stress oxidativo. 7. Enzimas.
8. Plantas - Nutri¢o. 9. Arroz - Doencas e pragas. 10. Arroz.
I. Universidade Federal de Vigosa. II. Titulo.

CDD 22. ed. 633.189




GISELE PEREIRA DOMICIANO

ASPECTOS FISIOL()GICOSZ BIOQUIMICOS E NUTRICIONAIS DA
RESISTENCIA DO ARROZ A BRUSONE MEDIADA PELO SILICIO

Tese apresentada a
Universidade Federal de Vicosa
como parte das exigéncias do
Programa de Pés-Graduacao em
Fitopatologia, para obtenciao do
titulo de Doctor Scientiae.

APROVADA: 31 de outubro de 2011

Francisco Xavier Ribeiro do Vale Luis Claudio Vieira da Cunha
(Coorientador)
Herminia Emilia Prieto Martinez Marta Cristina Corsi de Filippi

Fabricio de Avila Rodrigues
(Orientador)



“Nao é o mais forte que sobrevive, nem o mais inteligente, mas o que melhor se

adapta as mudancas”

Charles Darwin

A Deus

Aos meus pais, Delvair e Maria,

A minha irmd Karyne,

e ao Alexandre

Por todo amor, por quem sou e por
tudo que alcancei

DEDICO

i1



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vicosa e ao Departamento de Fitopatologia,
pela oportunidade de realizacdo do doutorado.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
(CNPq) pela concessao da bolsa de doutorado.

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais
(FAPEMIG) e ao CNPq pelo recurso financeiro para execucdo desse trabalho.

Aos professores Francisco Xavier Ribeiro do Vale e Fabricio de Avila
Rodrigues e Fibio Murilo DaMatta, pela amizade, incentivo e pela orientacdo
durante a realizagao deste trabalho.

Aos professores Luis Cldudio Vieira da Cunha e Herminia Emilia Prieto
Martinez pelas sugestdes e criticas apresentadas e pela disponibilidade em
participar da banca de defesa dessa tese.

A pesquisadora da EMBRAPA-Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e
Feijdo, Marta Cristina Corsi de Filippi, pela disponibilidade em participar da
banca de defesa de tese, pelas sugestOes e criticas apresentadas. Além disso, pelo
envio das sementes de arroz e do isolado de P. oryzae usado neste estudo.

Ao Professor Gaspar H. Korndorfer da Universidade Federal de
Uberlandia pela realizacdo das analises da concentragao foliar de silicio.

Aos professores do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Vigosa pelos ensinamentos.

Ao Antonio Joaquim Macabeu pela amizade, pela ajuda e pelo
compartilhamento de suas experiéncias durante esses anos de convivio.

Ao Bruno pela amizade e pela ajuda durante a condug@o dos experimentos.

11



Aos funciondrios do Departamento de Fitopatologia.

Aos companheiros do Laboratério de Epidemiologia, Laboratério da
Interacdo Planta-Patogéno e da Fisiologia Vegetal pela amizade e boa convivéncia
durante esses anos.

Aos estudantes Isaias Cacique, Marcus Vinicius, Gustavo César, Gabriel
Rino e Cecilia Freitas pela amizade e ajuda na conducdo dos experimentos.

Aos amigos Hyana Lima, Mirian Nogueira, Wilka e Renata Resende pela
amizade, pelo auxilio e pelo convivio agradédvel.

A Kiki e ao Kin pela companhia e amor durante esses anos.

Aos meus pais, Delvair e Maria das Gracas e a minha irmd Karyne, pelo
carinho, apoio, ajuda, confianga e pelo referencial de dedicacdo, honestidade e
perseveranga.

Ao Alexandre pelo apoio constante, dedicacio e amor.

A Deus, pela minha vida, pela saide, forca, coragem e pelas oportunidades

que tem me proporcionado durante todo o decorrer da minha vida.

iv



SUMARIO

RESUMO ...ttt e st e e e naeeeeeean vii
ABSTRACT ...ttt e st e e et e e e eaieaeeeas ix
INTRODUCAQO GERAL ........ooviviiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e es et 1
REMEIEICIAS ..ttt 5
CAPITULO 1 oottt 8
RESUMO ...t 9
INEFOAUGAO . ...etveiieeee e et e e e e e e et eeeeeeeessnnnssbaaaaaeeeeens 10
Material € MELOAOS .......eeiruiiiiiiiiiiiie it 12
Material VEZELAl .......ccoueeeiiiiiiieee e e e e e e e e e aaaaeaeeeas 12
Inoculacao das plantas e avaliacdo da severidade da brusone............cccceeuvvvvveeeennn. 12
Mensuragdo das trocas gasosas em plantas de arroz infectadas por P. oryzae........... 13
Mensuragdo dos parametros da fluorescéncia da clorofila @............cccceeveevvvvveeeennnnn. 14
Determinacao da concentracao foliar de Si........ccccvveiieiiiiiiiiiiiiiiieeee e 15
Delineamento experimental e andlise estatistica dos dados ............cceeeevvecnrvveieeeennn. 15
RESUILAAOS. ... 15
Severidade da brusone, AACPB e concentragdo foliar de Si..........ccccovvvivieeeeeennnnnns 15
Trocas gasosas em plantas supridas ou ndo com Si e inoculadas com P. oryzae....... 16
Trocas gasosas no periodo da manha.............ooooiiiiiiiiiiiiiiieeee 16
Trocas gasosas nO periodo da tarde ............cooovvoiiiiiiiiiiiiiiiiiiece e 17
Fluorescéncia da clorofila @ em plantas supridas ou ndo com Si e inoculadas
L1001 0 I ) i 7 17
Fluorescéncia da clorofila a no periodo damanha .................ccooiiiiiin, 17
Fluorescéncia de clorofila a no periodo da tarde............coooeeiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiieieeenn. 18
ConcentracOes de clorofila a € b e de carotenoides .........ccc.eeeeeveiiieeiiiiiieeiiniiieeeenee 19
DASCUSSAO .ttt ettt ettt e e e e e ettt e e e e e e ettt eeeeeeeeas 20
A infeccdo por brusone afeta os processos fisioldgicos de plantas de arroz.............. 20
O suprimento de Si alivia os efeitos da infeccdo pela brusone nos processos
fis1010gicos de plantas de AITOZ.............ceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeee e e e 24
RETEIEINCIAS ....vveieiiiiiiiii et e e e e e e e 28
CAPITULO 2 .ottt 49
RESUMIO ... e 50
INErOAUGAO . ... et 51
Material € MELOAOS ......uueviiiiiiieiiiiie et e e e 52



Material VEZELAL .......ooueeeiiiiiiiiee e e e e e e 52

Inoculacdo das plantas e avaliacdo da severidade da brusone..........ccceeeuvvvveeeeeennn. 53
Determinacdo da concentracdo de peréxido de hidrogénio (H,0,), de aldeido
maldnico (MDA) e da atividade da lipoxigenases (LOX, EC 1.13.11.12) ................ 54

Determinacdo da atividade da superdxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1),
catalase (CAT; EC 1.11.1.6), peroxidase do ascorbato (APX; EC 1.11.1.11) e

redutase da glutationa (GR; EC 1.8.1.7) wecciiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 55
Determinacio da concentracao foliar de Si........ccueveeiiiiiiiniiiiiiiiiiiiieeeeeieeeeeee e, 56
Delineamento experimental e andlise estatistica dos dados ...........cceeeevvviiirireieennnnnn. 56
RESUILAOS. ...ceeeiiiiiiee e 56
Progresso da brusone, AACPB e concentracao foliar de Si:.........cccceevevvviiiiiniieennnnn. 56
Concentracdes de HyO, e de MDA e atividade da LOX.........ccoooviiiiiiiiiiiiieeniennnn, 57
Atividades da CAT, APX, GR € SOD ..ottt 57
DISCUSSAO ...ttt e ettt e et e e e e s 58
O sistema antioxidativo de plantas de arroz € afetado durante o processo
INFECCIOSO A€ P. OFYZAC....cccoiiiiiiiiiiiiiiee ettt 58
O suprimento de Si atenua o estresse oxidativo decorrente da infeccido por P.
oryzae em Plantas d€ AITOZ ........c..uvviiiieeeeiiiiiiiiiiiee e e e eee et e e e e e e e et eeeeeeeeenneens 59
RETEIENCIAS ...eeiiiiiiiiiiie et e 62
CAPITULO 3 ... 71
RESUIMO ...t e e e 72
INEFOAUGAO . ...iiiiieeee ettt e e e e e e et eeeeeeeeesnnebbaaaaaeeeeens 73
Material € MELOAOS .......uviieiiiiiiiieiieiee ettt e 74
Determinacdo das concentracdes foliares de Si, macronutrientes,
micronutrientes e peso da matéria seca das plantas...........ccecevviiiiieeeeeeriiiiiiiiieeeeenn. 76
Delineamento experimental e andlise estatistica dos dados ............cceeevevvinrvreeeeeennn. 76
RESUILAAOS. ... vvvieiiee et e e e e e e e e e e e e e e e naerraaaaaeeeeeas 76
Area Abaixo da Curva do Progresso da BruSone ..............coccoovueveveueeeeevesesenessnenanns 76
Concentragdes foliares de Si e de macro € miCroNULTIENteS ......ceeeeeerevvrvreeeeeeeeennnnns 77
DASCUSSAD ..tvvvtteeeee et ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e aaaaeeeeaeeeeesasnssaaeeaeeeeeeassnnnsssrnaaaeeeaans 79
| S (=) (] 1163 USSR UPPPRP 83
CONCLUSOES GERAIS .......ooooviiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee s s 92

vi



RESUMO

DOMICIANO, Gisele Pereira. D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, outubro
2011. Aspectos Fisiologicos, Bioquimicos e Nutricionais da Resisténcia do
Arroz a Brusone Mediada pelo Silicio. Orientador: Fabricio Avila Rodrigues.
Coorientadores: Fabio Murilo DaMatta e Francisco Xavier Ribeiro do Vale

O patossistema arroz-Pyricularia oryzae tem sido amplamente estudado no
intuito de desenvolver novos métodos de manejo da doenca e de entender a
interacdo planta-patégeno. Neste contexto, a fim de se reduzir os danos causados
pela doenca, indmeras estratégias, incluindo a aplicagcdo de silicio (Si), t€ém sido
adotadas nos ultimos anos. No entanto, sao raros os trabalhos avaliando o efeito
da doenca, na presenca do Si, nos processos fisiolégicos das plantas. Assim, os
objetivos deste trabalho foram verificar o efeito da infec¢do por P. oryzae nos
processos de trocas gasosas e fluorescéncia de clorofila a de plantas de arroz ao
longo de todo o processo infeccioso e verificar o efeito da aplicagdo do Si nesses
mesmos parametros em plantas inoculadas. Além disso, estudar o efeito da
brusone em plantas de arroz supridas ou ndo com Si no estresse oxidativo por
meio da quantificacio das atividades de Catalase, Superoxido desmutase,
Glutationa redutase. Nossos resultados indicam que a doenga em plantas
suscetiveis e ndo supridas com Si principalmente em estadgios mais avancados de
infec¢do, causa queda na taxa de assimilagdo liquida de CO,, e que essa queda
parece estar associada tanto relacionada a fixacdo do CO,, como a danos no
aparato fotossintético. Em contrapartida, os resultados demonstram também que o
silicio tem um papel importante na manutencdo de niveis adequados de
condutincia estomdtica e taxa de assimilagdo liquida de CO,, na protecdo do
aparato fotossintético contra a fotoinibicdo cronica e do fotossistemas contra

danos decorrentes da hiperexcitagdao cronica. A brusone induz a ocorréncia de
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estresse oxidativo como forma de acelerar a morte celular e que esta indugdo
ocorre por meio da inibicdo da fotossintese, por meio da inducio da a¢do SOD e
limitacdo na atividade de catalases e de enzimas do ciclo ascorbato-glutationa
impedindo assim a detoxificacio do H,O,. Por outro lado o Si parece aliviar o
estresse oxidativo induzido pela brusone regulando o nivel de H,O, por meio de
repressdo a acdo SOD, estimulando a atividade de catalases e de enzimas do ciclo
ascorbato-glutationa. O perfil nutricional de plantas de arroz em func¢do do
suprimento de Si e/ou da inoculacdo de P. oryzae. Os resultados desse estudo
indicam que tanto a infec¢do por P. oryzae quanto o suprimento de Si reduz de
maneira geral a concentracdo de macro e micronutrientes. Embora a concentragio
de nutrientes em plantas supridas com Si tenha decrescido estes estdo dentro da
faixa considerada adequada para cultura. O crescimento e desenvolvimento de
plantas supridas com Si é maior que em plantas nio supridas com esse elemento.
Sendo assim a resisténcia mediada pelo Si de plantas de arroz a infeccao de P.
oryzae, ndo esta relacionada com aumentos na concentragdo de nutrientes e sim

redugdo na concentragdo dos mesmos.
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ABSTRACT

DOMICIANO, Gisele Pereira. D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October,
2011. Physiological, biochemical and nutritional aspects of the rice blast
resistance mediated by silicon. Advisor: Fabricio Avila Rodrigues. Co-advisors:
Fabio Murilo DaMatta and Francisco Xavier Ribeiro do Vale

The pathosystem rice-Pyricularia oryzae has been widely studied aiming
the development of new disease manage practices and the understanding of the
plant-pathogen interactions. In this context, to reduce the losses caused by the
disease, numerous strategies, including the application of silicon (Si), have been
adopted over the last years. However, studies that try to elucidate how the disease
affects the host physiology in the presence of silicon are scarce. Then, the
objective of this work was to verify the effect of the P. oryzae infection on the gas
exchange and chlorophyll a fluorescence processes of rice plants throughout the
whole infection process, and also to verify the effect of Si application on the same
parameters in inoculated plants. Moreover, this study aimed at elucidating how
the blast disease affects the oxidative stress, by measuring the activities of
catalase, superoxide dismutase, glutathione reductase, and nutrient intake in rice
plants supplied or not with Si. Our results indicate that the disease in susceptible
plants not supplied with Si, especially in advanced stages of the infection, causes
significant reductions in the net CO; assimilation rate, and this reduction seems to
be associated with reduced CO2 fixation and to damages to the photosynthetic
apparatus. On the other hand, the results also indicate that Si has a relevant role in
maintaining the adequate levels of stomatal conductance and the net CO,
assimilation rate. Si also seems to play a role in the protection of the

photosynthetic apparatus against chronic photoinhibition and hyper excitation.
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The results also demonstrate that the blast disease induces the occurrence of
oxidative stress as a way to accelerate the cellular death, and that this induction
occurs through inhibition of the photosynthesis, stimulus to the SOD activity and
limitation of the activities of catalases and enzymes of the ascorbate- glutathione
cycle. This blocks the detoxification of the H,O,, that accumulates in the cells. Si
application seems to relief the oxidative stress induced by the blast disease by
regulating the levels of H,O, through the repression of SOD, and stimulating the
catalases and enzymes of the ascorbate- glutathione cycle. The nutritional profile
of rice plants with regards to Si application and/or inoculation of P. oryzae
indicate that both infection, and Si application, contribute to general reductions in
macro and micronutrients concentrations. Although reduced, it must be
emphasized that the nutrient levels here detected are within the normal range for
the culture. Growing and development of rice plants supplied with Si were
however; more pronounced than in plants not supplied with this element, even
thought +Si plants presented inferior nutrients concentrations when compared to —
Si plants. These results finally demonstrate that rice blast resistance mediated by
Si, 1s not related to enhanced accumulation of nutrients, but rather to reduced

nutrient accumulation.



INTRODUCAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.) € responsavel por 70% do consumo didrio de
alimento pela populacio mundial. E um dos alimentos com melhor balango
nutricional fornecendo 20% da energia e 15% da proteina per capita necessdaria ao
homem. E também uma cultura extremamente versatil, adaptando-se a diferentes
condicdes de solo e clima, além de apresentar maior potencial para o combate a
fome no mundo (Kochian et al., 2004). Porém, este cereal é suscetivel a iniimeras
doencas, sendo a brusone, causada pelo fungo Magnaporthe oryzae [T.T.Hebert
(Yaegashi & Udagawa) Barr, anamorfo Pyricularia oryzae (Cooke) Sacc], a mais
importante (Kawasaki, 2004). A brusone torna-se importante para causar perdas
na produg¢do quando os cultivos sdo estabelecidos utilizando-se cultivares
suscetiveis e em condi¢cdes ambientais favordveis a ocorréncia de epidemias da
doenca (Kawasaki, 2004). Uma primeira linha de estudos busca obter novos
métodos de manejo da brusone (Jia et al., 2004) enquanto que outra busca o
entendimento da interacio planta-patdgeno (Ohashi et al., 20006).

Neste contexto, a fim de reduzir os danos causados pela brusone, intiimeras
estratégias tém sido adotadas nos ultimos anos. Entre essas, esta o uso do de
silicio (Si1), uma vez que esse elemento aumenta a resisténcia de varias espécies de
plantas a estresses abioticos e bidticos (Liang et al., 2007; Ma & Yamayji, 2006).
Importantes doencas em cevada, milho, pepino, uva, morango e arroz tém sido
eficientemente controladas pelo suprimento de Si (Datnoff et al., 2007).
Especificamente no caso do arroz, ja foi demonstrado que muitos dos
componentes de resisténcia foram significativamente reduzidos adicionando-se

fontes de Si no solo (Datnoff et al., 2007; Seebold et al., 2001). Além disso,



existem evidéncias de que o Si pode atuar ativando respostas de defesa pds-
formadas, como fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese, possuindo
desse modo ndo s6 um papel passivo, mas também ativo (Rodrigues et al., 2003;
2005). Corroborando essas evidéncias, recentemente foi demonstrado que a
aplicacdo de Si acarreta modificacdes no padrdo de expressdo génica em plantas
de arroz, sendo muitos dos genes de expressdo alterada relacionados a processos
de defesa e ao metabolismo oxidativo, indicando uma complexa rede de atuacdo
desse elemento (Brunings et al., 2009).

Acredita-se que as perdas em produtividade decorrentes da infec¢do pelo
fungo hemibiotréfico P. grisea podem estar relacionadas, principalmente, a
alteracdes nos processos fisiologicos das plantas, alteracdes deletérias na
fotossintese, respiragdo e acumulo de agucares ou a acdo de toxinas ndo
especificas que s@o citotoxicas. Burrell & Rees (1974) e Padhi et al., (1978)
pioneiramente demonstraram o efeito negativo da infeccdo por P. grisea na
fotossintese liquida em folhas de arroz. Ambos os trabalhos observaram uma
reducdo na fotossintese de plantas inoculadas quando comparadas com plantas
sadias. Recentemente tem se demonstrado que mudangas na resisténcia estomatica
e mesofilica ao influxo de CO; nas taxas das reagdes bioquimicas da fotossintese
e no numero estrutura de cloroplastos estdo associadas a redugdes na taxa
fotossintética em plantas quando infectadas por fitopatégenos (Alves et al., 2011;
Domiciano et al., 2009; Pinkard & Mohammed, 2006). Bastiaans (1991) também
demonstrou que a brusone reduziu a fotossintese ndo apenas através de uma
reducdo na drea foliar verde, mas também em tecidos verdes assintomdaticos
denominadas de lesdes virtuais. Em plantas expostas a estresses, sejam eles de
origem bidtica ou abidtica, € comum a formacao de espécies reativas de oxigénio
(EROs) em diferentes compartimentos celulares incluindo cloroplastos,
mitocondrias, membrana plasmatica, peroxissomos, parede celular e apoplasto
(Mittler, 2002). Os efeitos do estresse oxidativo sdo varidveis, pois perturbagcoes
pequenas no equilibrio redox sdo rapidamente eliminadas ao passo que
perturbacdes de maior escala podem levar a morte celular devido a produgdo de
peroxidos e radicais livres que danificam a maioria dos componentes celulares

(Foyer et al., 1994). As EROs podem causar ainda peroxida¢ado de lipidios (Liang,



1999; Mittler, 2002) o que acaba por alterar a permeabilidade das membranas
celulares e, consequentemente, a homeostase celular. No caso de plantas atacadas
por fitopatégenos, as EROs tém também papel relevante nos mecanismos de
defesa, pois além de seu efeito antimicrobiano direto (Resende et al., 2003)
podem estimular (via sinaliza¢do redox) outros mecanismos de defesa tais como a
producdo de lignina e fitoalexinas e a resposta de hipersensibilidade (Baker &
Orlandi, 1995; Lamb & Dixon, 1997). A remocdo ou detoxificacio das EROs &
realizada por meio de um sistema antioxidativo complexo que € o responsdvel
pela manutencdo e pelo balanco das EROs nas células de plantas. Esse sistema
tem tanto componentes enzimaticos quanto ndo enzimadticos (Arora et al., 2002).
No que concerne os componentes enzimaticos, a superéxido desmutase (SOD), a
catalase (CAT), a peroxidase do ascorbato (APX) e a redutase da glutationa (GR)
sdo as principais enzimas envolvidas na detoxificacao das EROs ao passo de que a
glutationa e dcido ascérbico sdo os principais metabdlitos ndo enziméaticos
envolvidos na detoxificagao das EROs (Arora et al., 2002).

Recentemente foi relatado por Sun et al., (2010) que no patossistema
arroz-P. grisea o suprimento de Si parece estar relacionada a alteracdo nas
atividades de enzimas e metabdlitos do sistema antioxidante como a CAT, a
lipoxigenase (LOX) e o aldeido malénico (MDA). Esses mesmos autores
propuseram que plantas de arroz responderam ao suprimento de Si com um
aumento na concentracdo de peréxido de hidrogénio (H»O;) e na peroxidagdo de
lipidios, o qual esteve associado com a ativacdo de mecanismos de defesa nas
plantas. Em plantas de pepino supridas com Si e infectadas por Phytophthora
melonis ocorreu decréscimo na permeabilidade das membranas das raizes e
redugdo da peroxidacdo de lipidios ao contrdrio do observado para as plantas ndo
supridas com esse elemento (Mohaghegh et al., 2011). Além disso, verificou-se
que o Si proporcionou um aumento na atividade das enzimas CAT e SOD
(Mohaghegh et al., 2011). O papel do Si em atenuar condi¢Oes de estresse abidtico
como salinidade e toxicidade do boro também tem sido investigado (Gunes et al.,
2007). Nesses casos, demonstrou-se que o Si contribuiu para a manutengdo de

muitas das funcdes fisiologicas e bioquimicas das plantas tais como atividade da



LOX, SOD, CAT e APX, aliviando assim o estresse oxidativo (Gunes et al.,
2007).

Além do efeito fisiolégico, as doencas podem causar nas plantas um
desbalanco nutricional influenciando diretamente o crescimento e o0
desenvolvimento das plantas (Taiz & Zeiger 2004). A nutricdo mineral pode
exercer efeitos no progresso das doencas podendo aumentar ou diminuir a suas
intensidades (Walters & Bingham, 2007). Porém os mecanismos que levam a esta
desordem e desbalanco sdo complexos e multivariados. A nutricdo mineral tem
sido considerada uma op¢ao no manejo integrado das doencas de plantas (Huber,
1981). No entanto, sdo poucos os trabalhos que buscam associar a infeccdo por
patégenos com o status nutricional das plantas na presenca de Si. Tamai & Ma
(2008) estudando o efeito do Si em cultivos de arroz em campo usando plantas
mutantes defectivo na absorcdo desse elemento mediada por dois transportadores
Lsiy e Lsi; e plantas do tipo selvagem observaram que as concentracdes de
nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K) foram similares tanto nas plantas do
mutante quando do tipo selvagem nos diferentes estigios de crescimento
indicando, assim, que o Si ndo interferiu na absor¢do e nem mesmo na
concentragdo foliar desses nutrientes. Além disso, nenhuma diferenca significativa
foi observada no peso da matéria seca da raiz e da parte aérea das plantas do
mutante e do tipo selvagem. Posteriormente, Gao et al., (2011) demonstraram que
a absorcdo de potassio (K), sédio (Na), célcio (Ca), magnésio (Mg) e ferro (Fe)
em plantas de arroz supridas com Si e infectadas por P. oryzae foi afetada, mas
ndo apresentaram informacdes referentes aos outros sete nutrientes essenciais
(Taiz & Zeiger, 2004).

Sendo assim, os objetivos deste trabalho foram verificar o efeito do Si e da
infeccdo de plantas de arroz por P. oryzae nos processos de trocas gasosas €
fluorescéncia de clorofila a, na atividade das enzimas do estresse oxidativo € no

status nutricional das plantas.
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CAPITULO 1

ALTERACOES NOS PROCESSOS FISIOLOGICOS DE PLANTAS DE
ARROZ INFECTADAS POR Pyricularia oryzae E SUPRIDAS COM
SILICIO



Resumo - O patossistema arroz-Pyricularia oryzae tem sido amplamente
estudado no intuito de desenvolver novos métodos de manejo da doenca e de
entender a interacao planta-patogeno. Neste contexto, a fim de se reduzir os danos
causados pela doenga, intimeras estratégias, incluindo a aplicacdo de silicio (Si),
tém sido adotadas nos ultimos anos. No entanto, sdo raros os trabalhos avaliando
o efeito da doenca, na presenca do Si, nos processos fisiol6gicos das plantas.
Assim, os objetivos deste trabalho foram verificar o efeito da infec¢do por P.
oryzae nos processos de trocas gasosas e fluorescéncia de clorofila a de plantas de
arroz ao longo de todo o processo infeccioso em plantas ndo supridas com Si e
verificar o efeito da aplicacio do Si nessas mesmas varidveis em plantas
inoculadas. Nossos resultados indicam que a doenga em plantas suscetiveis e nao
supridas com Si parece e principalmente em estdgios mais avancados de infec¢do,
causa queda na taxa de assimilacdo liquida de CO,, redu¢do na fotossintese e que
essa queda parece estar associada tanto a limitagdes fisicas, como diminui¢dao da
quantidade de tecido verde, quanto a limitagdes de ordem bioquimica, como o
impedimento bioquimico a fixacdo do CO, e também a danos no aparato
fotossintético, danos resultantes da fotoinibi¢do cronica da fotossintese e do
estado de hiperexcitagdo cronica. Em contrapartida, os resultados demonstram
também que o silicio tem um papel importante na manutencdo de niveis
adequados de condutancia estomadtica e taxa de assimilacdo liquida de CO,, na
protecao do aparato fotossintético contra a fotoinibi¢ao cronica e do fotossistemas

contra danos decorrentes da hiperexcitacdo cronica.



Introducao

O arroz (Oryza sativa L.) é suscetivel a inimeras doencgas sendo a brusone,
causada pelo fungo Magnaporthe oryzae [T.T.Hebert (Yaegashi & Udagawa)
Barr, anamorfo Pyricularia P. oryzae (Cooke) Sacc], a mais importante
(Kawasaki, 2004). Sobretudo quando os cultivos sdo estabelecidos utilizando-se
cultivares suscetiveis e em condigdes ambientais favordveis a ocorréncia da
brusone, as perdas tém sido significativas (Kawasaki, 2004). Uma primeira linha
de estudos busca obter novos métodos de manejo da brusone (Jia et al., 2004);
enquanto que outra busca o entendimento da interacdo planta-patégeno (Ohashi et
al., 2006).

Neste contexto, a fim de se reduzir os danos causados pela brusone,
indmeras estratégias tém sido adotadas nos ultimos anos. Entre essas inclui o uso
do silicio (Si), uma vez que esse elemento aumenta a resisténcia de varias espécies
de plantas a estresses abidticos e bidticos (Liang et al., 2007; Ma & Yamaji,
2006). Importantes doencas em cevada, milho, pepino, uva, morango e arroz tém
sido eficientemente controladas pelo suprimento de Si (Datnoff et al., 2007).
Especificamente no caso do arroz, ja foi demonstrado que muitos dos
componentes de resisténcia foram significativamente reduzidos com a adi¢cdo de
doses crescentes de Si no solo (Seebold et al., 2001). O modo de agdo deste
elemento na interacdo da planta com o patdgeno, no entanto, ainda ndo estd bem
esclarecido (Datnoff et al., 2007). Ja foi demonstrado que no patossistema arroz-
P. grisea, o suprimento de Si aumenta o nimero de células buliformes longas e
curtas na epiderme das folhas, além da sua deposicao abaixo da cuticula (Kim et
al., 2002). Ao depositar principalmente no limem das células, na parede celular e
espacos intercelulares (Yoshida et al., 1962), o dcido monosilicico forma uma
barreira mecanica que impede a penetracdo de patdgenos (Fauteux et al., 2005).
Além disso, existem evidéncias de que o Si pode atuar potencializando respostas
de defesa pds-formadas, e.g. fitoalexinas e proteinas PRs, possuindo desse modo
ndo s6 um papel passivo (barreira fisica), mas também um papel ativo (Rodrigues
et al., 2003a; 2004a; 2004b; 2004c; 2005). Recentemente foi demonstrado que a
aplicagdo de Si acarreta modifica¢cdes no padrdao de expressdo gé€nica em plantas

de arroz (Brunings et al., 2009), sendo muitos dos genes de expressdo alterada
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relacionados a processos de defesa e ao metabolismo oxidativo indicando uma
complexa rede de atuacdo desse elemento.

Acredita-se que as perdas em produtividade decorrentes da infec¢do pelo
fungo hemibiotrofico P. grisea podem estar relacionadas, principalmente, a
alteracdes nos processos fisiologicos das plantas, alteracdes deletérias na
fotossintese, respiracdo e acimulo de agucares, acdo de toxinas citotdxicas nio
especificas. Burrell & Rees (1974) e Padhi et al.,, (1978) pioneiramente
demonstraram o efeito negativo da infecc@o por P. grisea na fotossintese liquida
de folhas de arroz. Ambos os trabalhos observaram uma reduc@o na fotossintese
de plantas inoculadas quando comparadas com plantas sadias. Recentemente tem
se demonstrado que mudangas na resisténcia estomatica e mesofilica ao influxo de
CO,, nas taxas das reacdes bioquimicas da fotossintese € no nimero e estrutura
dos cloroplastos estdo associadas a redugdes na taxa fotossintética em plantas
infectadas por fitopatogenos (Alves et al., 2011; Domiciano et al., 2009; Pinkard
& Mohammed, 2006). Além disso, tem se verificado que a secre¢do de toxinas em
tecidos assintomaticos também é um dos mecanismos pelos quais os patégenos
impactam negativamente as taxas fotossintéticas (Pinkard & Mohammed, 2006).
Coerentemente, Bastiaans (1991) demonstrou que a brusone reduz a fotossintese
ndo apenas através de uma redugdo na drea foliar verde, mas também em tecidos
verdes assintomaticos (lesdo virtual). No entanto, nenhuma evidéncia de como a
doenca de fato interfere no metabolismo dos tecidos assintomaticos foi
apresentado pelo autor.

Considerando a limitacdo dos estudos disponiveis na literatura e a
disponibilidade de novas tecnologias que permitem avaliar em paralelo os
parametros relacionados as trocas gasosas e a fluorescéncia de clorofila a, novos
estudos sdo necessdrios a fim de se verificar o efeito da infeccdo por P. oryzae na
fisiologia da planta de arroz. Adicionalmente, em um patossistema modelo como
o arroz-P. oryzae onde comprovadamente o Si afeta negativamente o progresso da
brusone, estudos que avaliem o efeito desse elemento nos parametros fisiologicos
das plantas de arroz com sintomas da brusone sdo necessarios. Sendo assim, 0s

objetivos deste estudo foram verificar o efeito da infec¢do por P. oryzae nos
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processos de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila @ em plantas de arroz

supridas ou ndo com Si.

Material e Métodos
Material vegetal

Sementes de arroz (cv. Metica-1) foram submetidas a desinfestacdo
superficial com uma solucdo de 10% vol de NaOCI por 3 min. Em seguida, as
sementes foram lavadas em 4gua estéril e semeadas em bandejas contendo areia.
Aos 5 dias apés germinacdo, as plantulas foram transferidas para vasos plasticos
contendo 5 litros de solugdo nutritiva a 1/2 forca idnica. A solu¢do nutritiva foi
baseada naquela desenvolvida por Hoagland & Arnon (1950) com algumas
modificagdes e incluiram os macronutrientes: 1 M/L KNOs, 0,25 M/L NH4H,POy,,
1 M/L NH4CI, 1 M/L MgS0,.7H,0, e 1,0 M/L Cay(NO3).4H,0 e os seguintes
micronutrientes: 0,30 mM/L CuSQO4.5H,0, 0,33 mM/L ZnSO,47H,0, 11,5 mM/L
H3;BOs, 3,5 mM/L MnCl,.4H,0, 0,1 mM/L (NH4)sM070,-4H,O, 25 mM/L
FeSO4.7H,0O e 25 mM/L EDTA Bisédico. Apds sete dias, a concentragdo da
solu¢do utilizada foi modificada para forca total, adicionando-se ou ndo o acido
monosilicico. O 4cido monosilicico, usado como fonte de Si, foi preparado
passando o silicato de potdssio em resina de troca cationica (Amberlite IR-120B,
H" forma; Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) (Ma et al., 2001). As doses de Si
usadas foram 0 ou 2 mM/L. A solugdo nutritiva, sem aeragdo, foi trocada a cada
quatro dias e o pH verificado diariamente e mantido entre 5,5 e 6,0 usando HCl ou

NaOH M quando necessario.

Inoculacio das plantas e avaliacdo da severidade da brusone

As plantas de arroz foram inoculadas aos 45 dias, quando possuiam o
terceiro e quarto de folhas completamente expandidos, apds o transplantio para
solu¢do nutritiva com um isolado monospérico de P. oryzae (CNPAF-1048)
cedido pela EMBRAPA-Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijao, Santo
Antonio de Goids, Goias. O isolado foi preservado em papel filtro e armazenado
em freezer a -20°C. Pedacos de papel filtro contendo micélio do fungo foram

transferidos para placas de Petri contendo meio batata-dextrose-dgar (BDA). Apds
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10 dias, discos de micélio foram transferidos para placas de Petri contendo meio
de aveia e armazenadas a 25°C por 15 dias. Apds esse periodo, as placas contendo
o micélio do fungo foram submetidas a raspagem superficial e deixadas abertas
expostas a luz continua por 3 dias para a produgdo de conidios. A suspensdo de
conidios foi obtida pela adicdo de, aproximadamente, 10 mL de 4gua destilada
com 1% (p/v) de gelatina, em cada placa, seguido de raspagem superficial com
um pincel de cerdas macias. Posteriormente, a suspensao foi filtrada em gaze para
remocdo de micélio e fragmentos de BDA. Em seguida, a concentracio da
suspensdo foi ajustada para 1 x 10° conidios/ml em hemacitdmetro. Foi
adicionado Tween 80 (0,1/100 ml) de suspensdo para reduzir a tensdo superficial
na superficie foliar. A inoculagdo das plantas foi realizada com aerégrafo
pressurizado (Paasche Airbrusch Co., Chicago, EUA). Apds a inoculacdo, as
plantas foram transferidas para camara de nevoeiro com umidade relativa de 90 +
5%, temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h luz/12 h escuro.

A severidade da brusone foi avaliada as 36, 60, 84, 108 e 132 horas apds
inoculacdo (hai) no terceiro e quarto folha d perfilho principal utilizando-se a
escala proposta pelo “International Rice Research Institute” (IRRI, 1996). Os
dados obtidos foram usados para calcular a drea abaixo da curva do progresso da

brusone (AACPB) por meio de integracdo trapezoidal (Shaner & Finney, 1977).

Mensuraciao das trocas gasosas em plantas de arroz infectadas por P. oryzae

As determinacOes dos pardmetros relacionados as trocas gasosas foram
realizadas nos periodos da manhd (das 7 as 10 horas) e da tarde (das 12 as 14
horas) utilizando-se um analisador de gds por infravermelho portatil (IRGA, Li-
Cor, modelo LI-6400 Nebraska, EUA) em sistema aberto. Os parametros
estimados mensuradas foram: condutancia estomdtica (gs), transpiracdo (E), a
razdo entre a concentracdo interna e ambiente de CO, (Ci/C,) e a taxa de
assimilacao liquida de CO; (A,4r). As mensuragdes foram realizadas em casa de
vegetacao onde as concentracdes de CO, variavam entre 380 a 400 ppm utilizando
radiacdo fotossinteticamente ativa de 1200 pmol m™. Durante as avaliacdes, a
temperatura ambiente variou de 19 a 28°C e a temperatura da folha variou entre

24 entre 32°C. As avaliagdes foram realizadas no terceiro e quarta folha
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completamente expandidas de acordo com a escala de crescimento das plantas da
repeticdo de cada tratamento. O terceiro quarto par de folhas completamente
expandidas de dois perfilhos foram previamente marcadas com fita pldstica para
permitir que as medicdes ocorressem no mesmo local. Pela manha, as avaliacOes
das trocas gasosas foram realizadas as 36, 60, 84, 108 e 132 hai e pela tarde as 42,
66, 90, 114 e 138 hai. As trocas gasosas também foram avaliadas em plantas ndo
inoculadas com P. oryzae. As leituras foram registradas apenas quando os valores

de A,.ix € gs tornaram-se estaveis.

Mensuracao dos parametros da fluorescéncia da clorofila a

As avaliacOes da fluorescéncia da clorofila a foram realizadas no periodo da
manha e, posteriormente, essas mesmas avaliagdes foram realizadas no periodo da
tarde. Os parametros da fluorescéncia da clorofila a foram determinados
paralelamente as medicdes das trocas gasosas nos mesmos hordrios € nas mesmas
folhas descritos anteriormente utilizando-se um fluordmetro de pulso modulado
(FMS2, Hansatech, Norfolk, Reino Unido). Apds um periodo de adaptacdo ao
escuro de 30 min, os tecidos foliares foram inicialmente expostos a um fraco
pulso de luz (1-2 pmol m?> s'l) para a determinacdo da fluorescéncia inicial (Fp).
Em seguida, um pulso de luz saturante de irradidncia de 6000 pmol m= s™ foi
aplicado por 1 s para garantir a mdxima emissao de fluorescéncia (Fy,). Com base
nos valores de Fy e Fp, calculou-se a razdo F,/Fy = [(Fm - Fo)/Fw)], a qual
expressa a eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema II (FSII). A estimacao
da taxa de transporte de elétrons (TTE), da eficiéncia de captura de energia de
excitacdo pelos centros de reacdo abertos do FSII (F,’/Fy’), dos coeficientes de
extingdo fotoquimica (gp) e ndo-fotoquimica (NPQ) foi realizada conforme

descrito por Lima et al. (2002).

Determinacio da concentracao de clorofila a, b e de carotendides

Amostras foliares do terceiro e quarto par de folhas completamente
expandidas das plantas da repeticdo de cada tratamento foram coletadas as 0, 36,
60, 84, 108, 132 hai e armazenadas em freezer -80°C. Posteriormente, as amostras

foram maceradas em almofariz contendo 5 mL de acetona a 80% (v/v). As
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amostras foram quantificadas espectrofotometricamente a 470; 646,8 e 663,2 nm e
as concentracdes de clorofilas a, b e de carotendides foram calculadas a partir de

férmulas propostas por Lichtenthaler (1987).

Determinacao da concentracao foliar de Si

Parte da terceira e quarta folha completamente expandida do perfilho
principal das plantas das repeticdes de cada tratamento foram coletadas, lavadas
em agua deionizada, secas em estufa por um periodo de 72 horas a 65°C e,
posteriormente, trituradas em moinho tipo Thomas-Wiley. A concentragdo foliar

de Si foi determinada por andlise colorimétrica (Korndorfer et al., 2004).

Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com
seis repeti¢des e os tratamentos consistiam em duas doses de si, 0 e 2mM/L. Cada
unidade experimental foi constituida por um vaso plastico contendo cinco plantas
de arroz. O experimento foi conduzido duas vezes. Os dados referentes a cada
variavel foram combinados depois de confirmada a homogeneidade das variancias
pelo teste de Bartlett (Gomez & Gomez, 1994). As médias obtidas para os
pardmetros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a, assim como para as
concentragdes de clorofila a e b, carotendides e de Si foram comparadas pelo teste
t (P <0,05) usando o software STATISTICA (StatSoft, 2004). A severidade da
brusone e os dados dos variaveis fotossintéticas foram correlacionados, bem como

a AACPB com a concentracao foliar de Si.

Resultados
Severidade da brusone, AACPB e concentracio foliar de Si

A severidade da brusone foi reduzida pelo suprimento de Si durante todo o
periodo avaliado (Fig.1A). Em plantas de arroz nao supridas com Si, a severidade
final foi de 33%. Em plantas supridas com esse elemento durante o mesmo
periodo avaliado, a severidade atingiu 5,6% (Fig. 1A). A AACPB em plantas
supridas com Si foi reduzida em 89% em relacdo as plantas ndo supridas com esse

elemento (Fig. 1B). A concentragdo foliar de Si em plantas supridas com esse
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elemento foi de 4,7 dag/kg (Fig. 2), sendo 714% superior em relacdo ao obtido

para as plantas ndo supridas com Si.

Trocas gasosas em plantas supridas ou nao com Si e inoculadas com P. oryzae
Trocas gasosas no periodo da manha

A gs de plantas ndo supridas com Si foi reduzida durante o progresso da
brusone (Fig. 3A). Verificou-se que entre 0 e 36 hai, houve um acentuado
decréscimo na g,. Posteriormente, apesar de uma ligeira queda, os valores de g
tenderam a permanecer constantes até as 132 hai. Considerando plantas supridas
com Si, apesar da tendéncia inicial de queda nos valores de g durante o progresso
da brusone, apds as 84 hai, observou-se que os valores aumentaram. No entanto,
diferencas significativas para gs entre plantas supridas ou nao com Si ocorreram
apenas as 108 e 132 hai (Fig. 3A). Destaca-se que em plantas ndo supridas com
Si, g correlacionou-se negativamente e significativa com a severidade da brusone
(Tabela 2). Nao houve correlagio entre severidade e g em plantas supridas com
Si (Tabela 1). Concomitantemente aos decréscimos observados para g, verificou-
se que E decresceu ao longo de todo o periodo avaliado independentemente da
presenca ou ndo de Si (Fig. 3B). Houve correlacd@o positiva e significativa entre g
e E (Tabela 1). Ao se comparar as curvas de E de plantas supridas ou ndo com Si,
verificou-se novamente que diferencas significativas ocorreram apds as 84 hai.
Coerentemente, além de correlacdo entre g e E, verificou-se também correlagao
negativa e significativa entre E e a severidade da brusone em plantas ndo supridas
com Si (Tabela 2). Ndo houve correlacio significativa entre E e severidade em
plantas supridas com Si (Tabela 1).

A relagdo Ci/C, permaneceu com poucas variacdes até s 84 hai tanto em
plantas supridas e ndo supridas com Si. Ap0s esse periodo, observou-se ainda um
aumento significativo desta razdo em plantas supridas com Si. (Fig. 3C). Houve
correlacdo positiva e significativa entre Ci/C, e severidade tanto em plantas
supridas ou ndo supridas com esse elemento (Tabelas 1 e 2).

A Apa fol reduzida em decorréncia da infeccdo por P. oryzae,
independentemente do suprimento de Si (Fig. 3D). Em plantas supridas com Si,

esta reducgdo foi de 47% ao passo que em plantas ndo supridas com esse elemento
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a reducdo atingiu 81% em relacdo as plantas sadias. Diferencas significativas
entre plantas supridas ou ndo com Si foram observadas a partir das 84 hai. Houve
correlagdo negativa e significativa entre a A, € severidade da brusone tanto em

plantas supridas ou ndo supridas com Si.

Trocas gasosas no periodo da tarde

Verificou-se que a gs de plantas ndo supridas com Si também foi reduzida
durante o progresso da brusone (Fig. 4A). As 42 hai houve um acentuado
decréscimo em g seguido de ligeira queda até as 138 hai. Considerando as plantas
supridas com Si, apesar da tendéncia de queda nos valores de g, durante o
progresso da brusone apds as 66 hai, os valores mantiveram-se estdveis.
Diferencas significativas para g entre plantas supridas ou ndo com Si ocorreram
as 42, 66, 114 hai (Fig. 4A). Independentemente do suprimento de Si, houve
correlagdo negativa e significativa entre g e severidade (Tabela 3 e 4).

De modo semelhante ao observado no periodo da manha, a E decresceu
durante o progresso da brusone em plantas niao supridas com Si (Fig. 4B). Jd em
plantas supridas com esse elemento, E decresceu até as 42 hai e permaneceu
estdvel até as 138 hai. Houve correlacdo positiva e significativa entre g, e E tanto
em plantas supridas ou nao com Si (Tabelas 3 e 4). Ao se comparar, no entanto, as
curvas de E de plantas supridas ou ndao com Si (Fig. 4B), verificou-se que
diferencas significativas ocorreram as 66 e 114 hai. Coerentemente com os dados
de g, verificou-se que a relacdo Ci/C, em plantas ndo supridas com Si apresentou
queda até as 66 hai tanto em plantas supridas ou ndo com Si (Fig. 4C). Embora
Anax decresceu em plantas supridas ou ndo com Si, diferengas significativas entre
os tratamentos foram observadas as 66, 114 e 138 hai. As 114 hai, A4, em plantas
supridas com Si foi 143% maior do que o observado para as plantas ndo supridas
com esse elemento. A A, correlacionou-se negativamente com a severidade

tanto em plantas supridas ou ndo com Si.
Fluorescéncia da clorofila a em plantas supridas ou nao com Si e inoculadas

com P. oryzae

Fluorescéncia da clorofila a no periodo da manha
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A fluorescéncia inicial (Fp) foi mais elevada em plantas ndo supridas com Si
e inoculadas com P. oryzae em estdgios iniciais da infeccdo (Fig. 5A). Em
estdgios mais avancados da infec¢do, essa tendéncia foi invertida (Fig. SA).
Contudo, apenas as 60 hai houve diferenca significativa entre plantas supridas ou
ndo com Si. N@o houve correlacao significativa entre Fy e a severidade da brusone
em plantas supridas com Si (Tabela 5). Em plantas ndo supridas com Si, a
correlacdo entre Fy e a severidade foi negativa e significativa (Tabela 5).

A razdo F\/F,, decresceu até as 84 hai tanto em plantas supridas ou ndo com
Si. No entanto, apds esse periodo, verificou-se que a razdo F,/F, em plantas
supridas com Si permaneceu constante ao passo que em plantas ndo supridas com
esse elemento ocorreu uma queda abrupta a partir das 108 hai (Fig. 5B). Em
funcdo disso, em estdgios finais da infeccdo, as 108 e 132 hai diferencas
significativas foram encontradas ao se comparar plantas supridas e ndo supridas
com Si. Nao houve correlacdo entre a razdo F,/F, e severidade em plantas
supridas com Si (Tabela 5). Em plantas nao supridas com Si houve correlagdo
negativa e significativa entre a razdo F,/F,, e a severidade (Tabela 6). Nao foi
verificado correlagdo significativa entre F), /F,, € Anq €m plantas supridas com Si.
Tal correlagdo, no entanto, é significativa para plantas ndo supridas com Si
(Tabela 6). Nao houve correlagdo entre a razao F, /F,, e a severidade em plantas
supridas ou ndo com Si (Tabelas 5 e 6).

A TTE foi significativamente menor em plantas ndo supridas com Si as
108 e 132 hai (Fig. 5C). Nao houve correlagdo significativa entre TTE e Sev,
independentemente da presenca de Si (Tabelas 5 e 6).

Verificou-se que os valores de (QNF) e o (gp) foram menores em plantas
ndo supridas com Si 4s 108 e 132 hai. Coerentemente verificou-se que as 132 hai,
as diferencas entre os valores de QNF e g, de plantas supridas e ndo supridas com
Si foram significativas (Fig. SE e F). Contudo, ndo houve correlacio entre QNF e

qp com a severidade independentemente da presencga de Si (Tabelas 5 e 6).
Fluorescéncia de clorofila a no periodo da tarde

A Fj tendeu a ser mais elevada em plantas supridas com Si e inoculadas

com P. grisea no periodo da tarde (Fig. 6A). Diferenca significativa entre plantas
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supridas ou ndo com Si para Fy ocorreu apenas as 66 hai (Fig. 6A). Nao houve
correlacdo entre Fy e a severidade em plantas supridas ou ndo com Si (Tabelas 7 e
8). Houve correlagdo entre A, e Fo em plantas supridas e ndo supridas com Si
(Tabelas 7 e 8).
A razdo F,/F, em plantas supridas com Si apresentou ligeira queda até as
90 hai ao passo que em plantas ndo supridas com esse elemento ocorreu um
ligeiro acréscimo (Fig. 6B). No entanto, apds esse periodo, verificou-se que a
razdo F\/F,, aumentou independente da presenca de Si (Fig. 6B). Diferenca
significativa entre plantas supridas ou ndo com Si para a razdo F,/F,, ocorreu as
90 e 144 hai. Nao houve correlagdo entre a razdo F\/F,, e a severidade tanto em
plantas supridas ou ndo com Si (Tabelas 7 e 8). Houve correlacdo significativa
entre a razao F\/F,, e A4 apenas para as plantas nao supridas com Si (Tabela 8).
A TTE foi significativamente menor em plantas ndo supridas com Si 4s 66,
90 e 144 hai (Fig. 6C). Houve correlacao significativa entre TTE e severidade, em
plantas ndo supridas com Si. Para razao F,/F,,’, houve diferencas significativas
entre plantas supridas e ndo supridas com Si as 66 e 114 hai (Fig. 6D). Quanto ao
quenching nio fotoquimico (QNF) verificou-se que diferencas significativas ds 90
e 144 hai (Fig. 6E) e ao quenching fotoquimico (g,) as 90 e 144 hai (Fig. 6F).
Houve correlagdo significativa entre QNF e severidade em plantas supridas com

Si (Tabelas 7 e 8).

Concentracoes de clorofila a e b e de carotendides

A concentragdo de clorofila a decresceu com o progresso da brusone tanto
em plantas supridas ou ndo com Si (Fig. 7A). Diferencas significativas foram
observadas a partir das 108 hai em plantas supridas com Si, nas quais a
concentragdo da clorofila a no ultimo periodo de avaliacdo foi 44% maior do que
em plantas ndo supridas com esse elemento. A concentracdo de clorofila b
decresceu durante o progresso da brusone em plantas ndo supridas com Si (Fig.
7B). Ja nas plantas supridas com Si, a concentracdo de clorofila b foi
significativamente superior a partir das 108 hai. Independentemente da presenca
de Si, a concentracdo de clorofila total decresceu, porém de forma mais acentuada

em plantas ndo supridas com Si (Fig. 7C). Diferencas significativas foram
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observadas a partir das 108 hai em plantas supridas com Si. A concentracdo de
carotendides decresceu com o progresso da brusone em plantas ndo supridas com
Si (Fig. 7D). Em plantas supridas com Si, a concentragdo de carotendides

permaneceu estdvel ao longo das avaliacdes (Fig. 7D).

Discussao
A infeccao por brusone afeta os processos fisiologicos de plantas de arroz

Os principais estudos visando elucidar os efeitos da infec¢dao por P. oryzae
em plantas de arroz se limitaram a fazer uma avaliacdo das trocas gasosas em
apenas um ponto de todo o processo infeccioso (Burrell & Rees, 1974; Padhi et
al., 1978). Este processo, no entanto, é dinamico e especialmente por P.oryzae ser
um patégeno hemibiotréfico, os dados obtidos em um dado ponto do processo
podem nao refletir com exatiddo o que ocorre com a planta. Este estudo aqui
apresentado € mais abrangente, tanto por abordar os efeitos da brusone nas trocas
gasosas ao longo de todo o processo infeccioso permitindo, assim, uma avaliagdo
dindmica da intera¢do sobre os processos fisiologicos da planta, mas também por
agregar a esse estudo a andlise de fluorescéncia de clorofila a. Estudos acoplando
essas duas técnicas permitem demonstrar que as limitagdes na fotossintese em
plantas infectadas por patdgenos podem ser resultantes tanto de impedimento
bioquimico verificado por meio do estudo das trocas gasosas quanto por danos no
aparato fotossintético verificado por meio do estudo de fluorescéncia de clorofila
(Alves et al., 2011; Pinkard & Mohammed, 2006). Inimeros estudos tém focado
exclusivamente no efeito do Si sob o desenvolvimento do patégeno, na
modificacdo de componentes de resisténcia e ou na expressao de genes e atividade
de proteinas relacionadas com a defesa da planta (Brunings et al., 2009; Seebold
et al., 2001). Sao escassos os trabalhos avaliando o efeito do Si nos processos
fisiologicos de plantas sob infeccdo de patdgenos sejam eles biotroficos,
hemibiotréficos ou necrotréficos

As avaliacdes de parametros fotossintéticos trocas gasosas e fluorescéncia

de clorofila foram realizadas no periodo da manha e no periodo da tarde, uma vez
que hd diferencas quanto ao déficit de pressdo de vapor e qualidade da luz nesses

periodos (Taiz & Zeiger 2004). No entanto, verificou-se que a excecdo da
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condutancia estomdtica que teve valores reduzidos principalmente no periodo da
tarde em plantas inoculadas com P. grisea independentemente do suprimento de
Si, os demais parametros apresentaram mesma tendéncia, com pequenas variagdes
aleatdrias decorrentes de fatores ambientais ndo controlados. Esse resultado indica
que futuras avaliagdes do efeito da brusone em outros genétipos de arroz podem
ser concentradas em apenas um periodo. Em funcao desses resultados, a discussao
a seguir apresentada se baseou na tendéncia apresentada por esses parametros e
ndo especificamente em dados coletados em um dos periodos avaliados.

Quando plantas sao atacadas por patdégenos (principalmente biotréficos e
hemibiotréficos), propriedades fisioldgicas sdo afetadas (Alves et al., 2011; Chia
& He, 1999; Guo et al., 2005; Swiech et al., 2001). A maioria dos estudos tem
relatado que infec¢des levam a um decréscimo na fotossintese liquida tanto pela
ocorréncia de limitagcdo fisica a entrada e ou deslocamento do CO;,quanto por
limitagdes de ordem bioquimica a fixagdo de CO, (Alves et al., 2011; Bastiaans,
1991; Bastiaans & Roumen, 1993; Berger et al., 2007; Chou et al., 2000). Embora
tenha sido demonstrado que uma menor g é uma das maiores restricoes a
fotossintese em plantas doentes por limitar o influxo de CO, para as folhas
(Erickson et al., 2004), este ndo se aplica para o patossistema arroz-P. grisea aqui
estudado. Embora tenha se verificado uma acentuada queda na gy em plantas
infectadas por P. oryzae como pode ser constatado pela correlagdo significativa e
negativa entre severidade e g, verificou-se também que a relagdo Ci/C, em
estagios finais da infeccdo praticamente nao foi alterada. Como limitacdo ao fluxo
de gases parece ter ocorrido, (E) foi reduzida proporcionalmente a queda em g €
Apax ter sido muito reduzida em estagios finais da infeccdo corroborado pelos
dados da correlacdo negativa e significativa entre severidade e A, O fato da
relacdo Ci/C,, em estagios finais da infec¢do ndo ter variado pode indicar que
alguma limitacdo bioquimica a fixacdo de CO, pode ter ocorrido na interagdo.
Caso a queda na A, fosse resultante exclusivamente de um menor fluxo de CO, e
nao de um impedimento bioquimico, a relagdo Ci/C, tenderia a ser reduzida a
medida que o CO, no interior da folha fosse sendo gradativamente fixado.
Resultados similares foram encontrados ao se avaliar as trocas gasosas em outros

patossistemas envolvendo patégeno hemibiotréficos (Pinkard & Mohammed,
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2006) e biotréficos (Alves et al., 2011). E importante ressaltar que, durante o
processo fotossintético, o carbono € assimilado por meio de uma série de reacdes
fotoquimicas, enzimadticas e de difusdo, sendo cada uma dessas reacdes altamente
influenciadas por fatores internos e externos. O rendimento na assimilagdo de
carbono pela planta pode ser afetado em determinadas situacdes quando, por
exemplo, ocorre reducdo na atividade da ribulose-bisfosfato carboxilase oxigenase
(RuBP) e, ou mudancas na capacidade de regeneracdo da RuBP (Bowden et al.,
1990; Domiciano et al., 2009; Pinkard & Mohammed, 2006). Neste contexto, é
interessante destacar que P. grisea é um patégeno hemibiotréfico, e libera vérias
toxinas ndo especificas, para aumentar o sucesso de colonizacdo na fase
necrotréfica (Aver'yanov et al., 2007). A queda na fotossintese em fases finais do
processo infeccioso pode ser tanto pela acdo indireta dessas toxinas em alguns
passos da reacdo de fixacdo de carbono, quanto da agdo direta das mesmas, ao
matar as células do hospedeiro induzindo clorose e necrose reduzindo a
quantidade de tecido verde e conseqiientemente a fotossintese. A reducdo na
atividade fotossintética pode ser causada pela reducdo na interceptacdao da
radiacdo (RI) (Godoy et al., 2001) resultante da perda de drea foliar
fotossintetizante e/ou pela diminui¢do da eficiéncia de uso da radiacdo
interceptada (RUE), devido a redugdo da taxa fotossintética do tecido verde
remanescente (Johnson, 1987). Assim a redug@o na concentracio de clorofilas e
carotendides em estdgios finais da infeccdo pode ser devido a acdo direta de
toxinas, assim suas concentracOes foliares guardam uma estreita relagdo com as
taxas fotossintéticas e a produtividade primaria das culturas (Blackburn, 2007;
Streit et al., 2005).

A hipétese de acdo indireta de toxinas em passos do ciclo de Calvin é
assim reforcada pelos resultados de Bastiaans (1991) que demonstrou que a
brusone reduziu a fotossintese também em tecidos verdes assintomaticos. Ao se
observar conjuntamente os dados de severidade, gs Ans concentracdo de
clorofilas e carotendides verificou-se que a diminui¢do da taxa de assimilacdo
liquida de CO; € mais afetada que a diminuic¢do da gse do conteudo de clorofilas,

que reflexo do aumento da severidade da doenca. Isso reforca a infec¢do por P.
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grisea nas trocas gasosas nao se deve somente a um efeito direto, mas uma
combinacdo de acdo direta e indireta.

Tem se demonstrado também que além de limitacdes bioquimicas,
frequentemente ocorrem modificacdes e, ou danos no aparato fotossintético
(Lichtenthaler & Miehé, 1997), que levam a uma menor eficiéncia fotoquimica do
fotossistema II (FSII) (Alves et al., 2011; Baker & Rosenqvist, 2004; Bassanezi et
al., 2003; Bonfig et al., 2006; Vankooten et al., 1990), e consequentemente a uma
menor taxa fotossintética. A avaliacdo desses efeitos € realizada pela mensuragao
da fluorescéncia de clorofila que é um marcador sensivel a eficiéncia da
fotossintese uma vez que a energia dos fotons absorvidos pode ser usada tanto
para transporte de elétrons fotossintéticos ou a energia serd dissipada como calor
ou fluorescéncia (Vankooten & Snel, 1990). Desse modo, a fluorescéncia da
clorofila responde a mudancas na conversdo de energia nos centros de rea¢do do
FSII e € também sensivel a quaisquer limitacdes nos passos enzimaticos do
complexo da fotossintese. (Berger et al., 2007).

Neste trabalho foi observado que a infec¢@o por P. grisea causou reducio
na razao F\/F,, que mede a eficiéncia maxima do FSII pois houve correlacao
significativa e negativa entre severidade e F,/F,. Como existe ainda correlagdo
significativa e positiva entre A, € F\/F,, existem portanto, evidéncias de que a
queda na taxa de assimilacdo liquida de CO, se deve além de limitagdes
bioquimicas a limitacdes na eficiéncia do FSII. Ha de se destacar que essa queda
em eficiéncia do FSII, ndo esta, associada a uma menor eficiéncia de captura de
energia de excitacdo pelos centros de reagdo abertos do FSII, tendo em vista o fato
do parametro F,’/Fy’ ndo ter sido decrescido com o progresso da doenga. Assim,
esses dados em conjunto com a pequena variacdo do parametro F podem indicar
ainda que a infecc@o por P. grisea ocasionou uma espécie de fotoinibi¢cao cronica
da fotossintese (Krause & Weis, 1991). Esse tipo de reagdo tem sido verificado
em outros patossistemas a exemplo de eucalipto-Puccinia psidii (Alves et al.,
2011), e no caso do patossistema arroz-P. grisea, pode estar associada a acdo de
toxinas. Tem sido demonstrado que toxinas ndo seletivas, como acido tenuazoico,
podem inibir o funcionamento do FSII, ao bloquear a cadeia de transporte de

elétrons na membrana dos tilacdides (Chen et al., 2007; 2008). Essa hipotese
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parece ser bastante plausivel tendo em vista que a TTE foi reduzida ao longo de
todo o processo infeccioso e em especial em estdgios finais da infeccdo. Em
conjunto esses dados podem indicar que a brusone limitou o transporte de
elétrons, e consequentemente a eficiéncia do FSII, mas ndo a captura de energia
de excitacdo o que torna as plantas mais propensas a sofrer com estresse
oxidativo, uma vez que a energia fotoquimica absorvida ndo pode ser totalmente
dissipada por meio da fixacdo de CO,, que € usualmente o principal dreno da luz
absorvida nos cloroplastos. Para proteger as células, o excesso de energia de
excitacdo deve ser dissipado por meios alternativos, como dissipacdo térmica
(Krause & Weis, 1991; Lima et al., 2002). No entanto, verifica-se por meio dos
coeficientes de extin¢do fotoquimica (gp) € ndo-fotoquimica (NPQ), que medem a
capacidade das plantas de dissipar o excesso de energia de excitacdo via
fotoquimica e via nao-fotoquimica, que as plantas sob infec¢do de P. grisea ndo
apenas sofrem de fotoinibicdo cronica da fotossintese como também de
hiperexcitacdo cronica, a semelhanca daquilo verificado em outros patossistemas
(Alves et al., 2011). Desse modo, os centros de reacao do FSII devem sofrer um
dano fotoinibitdrio irreversivel.

Em sintese, a avaliacdo do impacto da infeccdo por P. oryzae em plantas
de arroz por meio de indicadores ndo invasivos de caracteristicas fotossintéticas
por meio da mensuracdo das trocas gasosas e de pardmetros de fluorescéncia da
clorofila a demonstrou que a brusone parece limitar a fotossintese tanto por meio

de impedimento bioquimico quanto por meio de dano ao aparato fotossintético.

O suprimento de Si alivia os efeitos da infeccio pela brusone nos processos
fisiologicos de plantas de arroz

Recentemente, a constatagdo da ocorréncia de expressao diferencial de 221
genes em plantas supridas com Si em compara¢do com plantas nio supridas, € 0
fato de dentre esses 28 genes serem relacionados a respostas de defesa a estresses
bidticos e abidticos proveu evidéncias adicionais do papel do Si como modulador
da atividade metabdlica em plantas de arroz e também como um sinalizador
molecular nas vias de transducdo de sinais que levam a aumentar resisténcia do

arroz a P. grisea (Brunings et al., 2009). E possivel que a aplicagdo de Si seja
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assim responsavel por pré-condicionar as plantas a reagir a estresses como
ressaltado por Brunnings et al., (2009). No entanto, ainda sdo raros os trabalhos
que visam avaliar o efeito do Si nos processos fisioldgicos de plantas sob infec¢do
de patdgenos, sejam eles biotréficos, hemibiotréficos ou necrotréficos (Gao et al.,
2011; Mohaghegh et al., 2011). Este trabalho é mais completo até o momento
provendo evidéncias de que o Si tem importante papel em aliviar os efeitos
negativos da infec¢ao pela brusone nos processos fisiolégicos de plantas de arroz.

Tomando-se por base os parametros fisioldgicos em plantas supridas com
Si a g foi mantida em niveis elevados em estdgios finais da infec¢do, ao passo que
em plantas ndo supridas com esse elemento ocorreu uma queda abrupta nesse
parametro. Em plantas ndo supridas com Si, era esperado que com o
desenvolvimento da doenca, e pela acdo de toxinas, que quantidade de tecido
verde diminuisse e em consequéncia a g, Foi demonstrado que as paredes
celulares de células localizadas na parte central da lesdo tendem a se desintegrar
reduzindo assim o transporte de dgua/assimilados, o que leva ao fechamento
estomatico (Yoshii, 1937). Além disso, como ocorre morte celular em plantas nao
supridas com Si, deve ocorrer também diminui¢cdo na quantidade de estdomatos
reduzindo o influxo de CO; nessas plantas. Como em plantas supridas com Si
ocorre elevada deposi¢ao de Si em células da epiderme e do meséfilo (Kim et al.,
2002) a doenca € mantida em niveis mais baixos, € consequentemente uma menor
quantidade de células tém suas paredes celulares desintegradas, o que pode
contribuir para manter o fluxo adequado de agua, refletindo em uma maior gs.
Além disso, hd de se considerar que por manter uma maior quantidade de tecido
verde como evidencia os dados de concentragdo de clorofilas, que indicam que em
plantas supridas com Si ocorre uma menor degradacido dessas moléculas podendo
ter um maior nimero de estdmatos funcionalmente ativos.

O aumento da gs pode estar diretamente relacionado a maior E em plantas
supridas com Si, como demonstram os dados obtidos a partir dos coeficientes de
correlagdo entre essas varidveis, bem como estar diretamente relacionado a maior
Apax em plantas supridas com Si. Embora A, tenha decrescido a valores abaixo
dos niveis observados em plantas nio inoculadas, tanto em plantas supridas com

Si, quanto em plantas ndo supridas com esse elemento, os niveis verificados em
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plantas +Si sdo um pouco mais altos que aqueles verificados em plantas -Si. O
efeito atenuante do Si sobre a redug¢do em A, pode ser percebido também pela
magnitude dos valores de correlacdo obtidos entre a severidade da doenga e A,y
Os maiores valores de A, em plantas supridas com Si podem ser atribuidos a
manutencdo do tecido verde, manutencdo de niveis adequados de fixacdo de
carbono em tecidos assintomdticos. Além disso, a maior concentracdo de
clorofilas e carotendides pode contribuir para manter a A,,; mais elevada, uma vez
que a clorofila @ € o pigmento utilizado para realizar a fase fotoquimica da
fotossintese (o primeiro estdgio do processo fotossintético), enquanto que oS
pigmentos acessorios, incluindo a clorofila b, auxiliam na absor¢do de luz e na
transferéncia da energia radiante para os centros de reacdo (Taiz & Zeiger, 2009).
Tem-se demonstrado também que os carotendides tém efeito protetor nas
membranas (Lichtenthaler, 1987), contribuindo assim para a manutencao do fluxo
adequado de elétrons nas membranas dos tilacéides. Como, a brusone pode afetar
a fixacdo de CO, também em tecidos assintoméaticos (Bastiaans, 1991), € provavel
que o Si mantenha a A, mais elevada em funcao da manutencdo de niveis
adequados de fixacdo de carbono em tecidos assintomdticos. E importante
destacar, no entanto, que o efeito protetor do Si ndo € completo. Esse fato é
evidenciado tanto pela queda nos valores de A, em relacdo aquele de plantas
sadias, como também pelo fato de, mesmo com uma maior taxa de assimilacdo
liquida de CO, ocorrer aumento na relacdo Ci/C, em plantas supridas com Si, que
pode ser atribuida também a maior gs que permite maior influxo de CO, para as
células do mesofilo, ou a ocorréncia de limitagdo bioquimica a fixagdo de CO,,
mesmo em plantas supridas com Si. Uma vez que P. grisea € um patdgeno
hemibiotréfico que libera toxinas ndo especifica que podem interferir nas reacoes
de fixacdo de carbono durante o processo de colonizagdo (Aver'yanov et al.,
2007).

Quando se considera os parametros de fluorescéncia de clorofila, assim
como para os parametros de trocas gasosas, verifica-se que embora estes tenham
sido reduzidos com o desenvolvimento da doenca, em plantas supridas com Si
essa reducdo foi consideravelmente menor. Isso pode indicar que o Si atua

também mitigando os efeitos da brusone sobre o aparato fotossintético. A (F\/F,)
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e a (TTE), dois parametros que estdo diretamente relacionados a fotossintese
(Zhang et al., 2006), sdo consideravelmente menores em plantas nao supridas com
Si do que em plantas supridas com esse elemento. Como toxinas, a exemplo do
acido tenuazdico, podem bloquear a cadeia de transporte de elétrons na membrana
dos tilacoides (Chen et al., 2007; 2008), o Si por impedir o pleno desenvolvimento
do patégeno nos tecidos do hospedeiro, que se da principalmente na fase
biotréfica da interacdo (Kankanala et al., 2007), pode limitar a quantidade de
toxinas produzidas a um nivel abaixo do daquele requerido para interromper
plenamente o fluxo de elétrons, protegendo assim o FSII. Além disso, o efeito do
Si na manutencdo do tecido verde pode estar também relacionado ao maior nivel
desses parametros uma vez que a maioria dos cloroplastos podem estar intactos,
sem dano. Outro ponto relevante € que a manutencdo da eficiéncia do FSII em
niveis mais altos pelo Si pode estar diretamente relacionada ao maior nivel de
Amax verificado nessas plantas, juntamente com os fatores anteriormente
mencionados.

Um aspecto relevante de plantas supridas com Si € que nessas o0s
coeficientes de quenching ndo fotoquimico (QNF) e fotoquimico (gp) foram
consideravelmente maiores nos estdgios finais da infeccdo. Como demonstrado
nesse estudo em plantas ndo supridas com Si parece ocorrer um estado de
hiperexcitac@o cronica, que pode levar os centros de reacdao do FSII a sofrerem um
dano fotoinibitério irreversivel além de estresse oxidativo (o excesso de poder
redutor ndo totalmente dissipado pelas plantas). No caso de plantas supridas com
Si, como os valores de QNF e ¢, variaram em torno de seu valor inicial
permanecendo em niveis elevados nos estdgios finais da infec¢do, pode-se
especular que essas plantas estdo menos propensas a entrarem em estado de
hiperexcitacdo cronica do que as plantas ndo supridas com esse elemento. Além
disso, € plausivel que o Si esteja atenuando o estresse oxidativo resultante da
infeccdo por P. grisea. Assim, existem evidéncias de que em plantas infectadas
por P. grisea, o Si tenha um papel importante na manutengdo dos niveis
adequados de condutincia estomatica e na taxa de assimilacdo liquida de CO,,
bem como na prote¢do do aparato fotossintético contra a fotoinibi¢do crdnica e

dos fotossistemas contra danos decorrentes da hiperexcitacdo acentuada.
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Tabela 1. Coeficientes de correlacio de Pearson entre a taxa de assimilacdo

liquida de CO; (An4x), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E), razao entre a

concentragdo interna e externa de CO, (Ci/C,) e severidade (Sev) em plantas de

arroz crescidas em solugdo nutritiva contendo silicio e inoculadas com Pyricularia

oryzae. Periodo das 7 as 10 horas.

Parametros Anix 8s E Ci/C, Sev
Apix 0,16 0,74 -0,55 -0,59
8s 0,40™ 0,55 0,58 0,29
E 0,0001*  0,0001%* -0,14 -0,17
Ci/C, 0,0001*  0,0001%* 0,47 0,68
Sev 0,0001* 0,12™ 0,38 0,0001*

* = significativo e ns ndo significativo
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Tabela 2. Coeficientes de correlacio de Pearson entre a taxa de assimilacdo

liquida de CO; (An4x), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E), razio entre a

concentragdo interna e externa de CO, (Ci/C,) e severidade (Sev) em plantas de

arroz crescidas em solugdo nutritiva ndo contendo silicio e inoculadas com

Pyricularia oryzae. Periodo das 7 as 10 horas.

Parametros Apix 8s E G/C, Sev
Apmdx 0,77 0,84 -0,56 -0,84
8s 0,0001* 0,77 -0,03 -0,47
E 0,0001*  0,0001%* -0,31 -0,58
Ci/C, 0,0001* 0,89™ 0,10™ 0,67
Sev 0,0001*  0,0001*  0,0001*  0,0001%*

* = significativo ns= ndo significativo
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Tabela 3. Coeficientes de correlacio de Pearson entre a taxa de assimilacdo
liquida de CO; (A,u4x), condutincia estomatica (gs), transpiracdo (E), razdo entre a
concentragdo interna e externa de CO, (Ci/C,) e severidade (Sev) em plantas de
arroz crescidas em solucdo nutritiva contendo silicio e inoculadas com Pyricularia

oryzae. Periodo das 12 as 14 horas.

Parametros A nix 8s E Ci/C, Sev
Apix 0,76 0,81 -0,20 -0,35
8s 0,0001* 0,88 0,41 -0,47
E 0,0001*  0,0001%* 0,17 -0,38
Gi/C, 0,30™ 0,02* 0,38™ -0,24
Sev 0,06™ 0,0001* 0,04* 0,2"

* = significativo ns= ndo significativo
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Tabela 4. Coeficientes de correlacio de Pearson para os pardmetros, taxa de

assimilacdo liquida de CO; (A,.4x), condutancia estomdtica (gs), transpiracdo (E),

razdo entre a concentracdo interna e externa de CO; (Ci/C,) e severidade (Sev) em

plantas de arroz crescidas em solucdo nutritiva ndo contendo silicio e inoculadas

com Pyricularia oryzae. Periodo das 12 as 14 horas.

Variavéis A nix 8s E Ci/C, Sev

Apix 0,82 0,86 -0,20 -0,84
s 0,0001* 0,93 0,31 -0,62
E 0,0001*  0,0001%* 0,17 -0,75
Ci/C, 0,3™ 0,10™ 0,39™ 0,25
Sev 0,0001*  0,0001*  0,0001%* 0,19™

* = significativo ns= ndo significativo
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Tabela 5. Coeficientes de correlacdio de Pearson entre severidade (Sev),
fluorescéncia inicial (Fy), eficiéncia maxima do fotossistema II (F\/Fy,), taxa de
transporte de elétrons (TTE), eficiéncia de captura da energia de excitacdo pelo
centros de reacdo abertos do fotossistema II (F, /F,,’), - coeficientes de quenching
fotoquimico e ndo fotoquimico g, € QNF, taxa de assimilagdo liquida de CO,
(Anay) em plantas de arroz supridas com silicio e inoculadas com Pyricularia

oryzae no periodo entre 7:00 e 10:00 horas.

Variavéis Sev Fy FJFn TTE QNF qgr  FJ/Fy'  Apx
Sev 0,05 0,02 0,24 0,14 025  -0,11  -0,60

Fo 0.81™ -0,26 -0,04 0,05 -002 022 -023
Fy/Fn, 0,92™  0,16™ 0,03 0,51 0,02 046 0,03
TTE 0,20™  0,84™  0,89™ 0,08 0,99 -0,04 0,19

QNF 0.47™  0,80™ 0,0001* 0,67™ 0,13  -0,53  0,0001
qp 0,18™  092™  0,92™  0,001*  048™ 0,14 019
FJ'/Fy 0,56™ 023™  001*  082™  0,001* 046™ 0,04

Apax 0,001% 0,22™  0,86™  031™ 1 0,32™  0,84™

* = significativo ns= no significativo
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Tabela 6. Coeficiente de correlacio de Pearson, e seus respectivos valores de

probabilidades, entre severidade (Sev), fluorescéncia inicial (Fp), eficiéncia

maxima do fotossistema II (F\/F,), taxa de transporte de elétrons (TTE),

eficiéncia de captura da energia de excitacdo pelo centros de reacdo abertos do

fotossistema II (F,/Fn), - coeficientes de quenching fotoquimico e ndo

fotoquimico g, e QNF, taxa de assimila¢do liquida de CO; (A,,4x) mensuradas em

plantas de arroz ndo supridas com silicio e inoculadas com Pyricularia oryzae.

Avaliagdes ocorreram entre 7:00 e 10:00.

Parametros Sev Fo FJ/Fy TTE QNF qgr  FJIFn'  Anax
Sev 044  -0,57 -0,29 034 030 -004 -084
Fo 0,01% 0,32 0,04 0,29 009  -020 041
Fy/Fy, 0,0001*  0,08™ -0,01 0,77 0,06 -0,31 0,57
TTE 0,12™  0.83™ 097™ -0,12 0,99 0,27 0,38
QNF 0,07™  0,12™ 0,0001*  0,54™ 003  -084 033
qp 0,11™  0,65™ 0,75™  0,0001*  0,88™ 0,11 0,41
F\'/Fy' 0,85™ 028™  0,09™  0,14™  0,0001* 0,56™ 0,01
A 0,0001*  0,02*  0,0001*  0,04* 0,08™  0,03*  094™

* = significativo ns= no significativo
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Tabela 7. Coeficiente de correlacio de Pearson, e seus respectivos valores de
probabilidades, entre severidade (Sev), fluorescéncia inicial (Fp), eficiéncia
maxima do fotossistema II (F\/F,), taxa de transporte de elétrons (TTE),
eficiéncia de captura da energia de excitacdo pelo centros de reacdo abertos do
FSII, (F,/F,’) - coeficientes de quenching fotoquimico e ndo fotoquimico ¢, e
QNF, taxa de assimilacdo liquida de CO, A, mensuradas em plantas de arroz

supridas com silicio e inoculadas com Pyricularia oryzae. Avaliagdes ocorreram

entre 12:00 e 14:00.

Parametros Sev Fy FJ/F, TTE QNF qr FJ/Fy Anix
Sev 0,11 -0,48 0,23 -0,41 0,17 030  -036
Fo 0,54™ -0,88 -0,02 -0,02 026  -0,59  -0,66
Fy/Fy, 0,80™  0,001* 0,08 0,01 -0,21 0,65 0,67
TTE 023™  093™  069™ -0,58 0,91 0,58 -0,17
QNF 0,03*  094™  098™  0,001* 034  -0,74 024
qp 036™  0,17™  026™  0001* 007" 022  -033
F\'/Fy' 0,11™  0,0001*  0,001*  0,001* 0,0001* 0725"™ 0,24
A 0,06™  0,0001* 0,001*  0,37™  020™ 0,08™ 020™ 1

* = significativo ns= no significativo
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Tabela 8. Coeficiente de correlacio de Pearson, e seus respectivos valores de

probabilidades, entre severidade (Sev), fluorescéncia inicial (Fp), eficiéncia

maxima do fotossistema II (F\/F,), taxa de transporte de elétrons (TTE),

eficiéncia de captura da energia de excitacdo pelo centros de reacdo abertos do

ESII (F,/F,"), - coeficientes de quenching fotoquimico e ndo fotoquimico g, e

QNF, taxa de assimilacdo liquida de CO; (A,.4) mensuradas em plantas de arroz

ndo supridas com silicio e inoculadas com Pyricularia oryzae. Avaliagdes

ocorreram entre 12:00 e 14:00.

Parametros Sev Fo FJ/F, TTE QNF qr FJ/Fn' A
Sev -0,03 -0,19 -0,40 0,20 0,69  -032 -084
Fo 0,88™ -0,68 0,06 0,02 0,29 0,61 -0.15
Fy/Fy, 0,33™  0,0001* -0,06 0,28 -0,31 0,57 0,30
TTE 0,03*  0,76™  0,74™ -0,73 0,94 0,60 029
QNF 0.28™ oo™ 0,13™  0,0001* 062  -062 -015
qp 0,03*  0,12™  0,1™  0,0001* 0,0001* 030 023
F\'/Fy' 0,08™  0,0001* 0,001* 0,0001* 0,0001* 0,001%* 0,39
A 0,0001*  041™  0,10™  0,11™  043™ 023™  0,04*

* = significativo ns= no significativo
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Fig 1. Curvas de progresso da brusone (A) e drea abaixo da curva de progresso da
brusone (AACPB) (B) em plantas de arroz crescidas em solucdo nutritiva
contendo (+Si) ou nao (-Si) silicio (Si). Barras representam o erro padrao. Médias
seguidas de asterisco (*) entre os tratamentos -Si e +Si sdo significativamente
diferentes pelo test ¢ ao nivel de 5% de probabilidade. Em A, cada ponto

representa a média de seis repeticdes. Em B, n = 30 para cada tratamento.
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Fig 2. Concentracdao foliar de silicio (Si) em plantas supridas (+Si) ou ndo
supridas (-Si) com Si. As barras representam o erro padrio. Médias seguidas de
asterisco (*) entre os tratamentos -Si e +Si s@o significativamente diferentes pelo

teste ¢ ao nivel de 5% de probabilidade.
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Fig 3. Condutancia estomatica (gs) (A), transpiragdao (E) (B), razdo entre a
concentragao interna e externa de CO, (Ci/C,) (C) e taxa de assimilagdo liquida de
CO; (Anax) (D) obtidas durante o periodo da manha (7:00 - 10:00 horas) em
plantas de arroz supridas (+Si) ou ndo supridas (-Si) com silicio (Si) e inoculadas
com Pyricularia oryzae. Cada ponto representa a média de seis repeti¢des. Barras
representam o erro padrdo. Médias seguidas de asterisco (*) entre os tratamentos -
Si e +Si sdo significativamente diferentes pelo teste ¢ ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Fig 4. Condutancia estomatica (gs) (A), transpiragdo (E) (B), razdo entre a
concentragao interna e externa de CO, (Ci/C,) (C) e taxa de assimilagdo liquida de
CO; (Anax) (D) obtidas durante o periodo da tarde (12:00 - 14:00 horas) em
plantas de arroz supridas (+Si) ou ndo supridas (-Si) com silicio (Si) e inoculadas
com Pyricularia oryzae. Cada ponto representa a média de seis repeti¢des. Barras
representam o erro padrdo. Médias seguidas de asterisco (*) entre os tratamentos -

Si e +Si sdo significativamente diferentes pelo teste ¢ ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Fig 5. Fluorescéncia inicial (Fy) (A), eficiéncia maxima do fotossistema II (FSII)
(Fy/Frn) (B), taxa de transporte de elétrons (TTE) (C), eficiéncia maxima de
captura do fotossistema II (D) quenching niao fotoquimico (QNF) (E) quenching
fotoquimico ¢, (F) obtidas no periodo da manha (7:00-10:00) em folhas de plantas
de arroz supridas (+Si) ou ndo supridas com silicio (-Si) e inoculadas com
Pyricularia grisea. Cada ponto representa a média de seis repetiches. Barras
representam o erro padrdo. Médias seguidas de (*) entre os tratamentos -Si € +S1

sdo significativamente diferentes pelo teste ¢ ao nivel de 5% de probabilidade.
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Fig 6. Fluorescéncia inicial (Fy) (A), eficiéncia maxima do fotossistema II (FSII)
(Fy/Frn) (B), taxa de transporte de elétrons (TTE) (C), eficiéncia maxima de
captura do fotossistema II (D) quenching nao fotoquimico (QNF) (E) quenching
fotoquimico ¢, (F) obtidas no periodo da tarde (12:00-14:00) em folhas de plantas
de arroz supridas (+Si) ou ndo supridas com silicio (-Si) e inoculadas com
Pyricularia oryzae. Cada ponto representa a média de seis repetigdes. Barras
representam o erro padrdo. Médias seguidas de (*) entre os tratamentos -Si € +Si

sdo significativamente diferentes pelo teste ¢ ao nivel de 5% de probabilidade.
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Fig 7. Concentracdo de clorofila a (A), clorofila » (B), clorofila total (C) e de
carotendides (D) em plantas de arroz supridas (+Si) ou nio supridas com silicio (-
Si) e inoculadas com Pyricularia oryzae. Cada ponto representa a média de seis
repeticOes. Barras representam o erro padrdo. Médias seguidas de (*) entre os
tratamentos -Si e +S1 s@o significativamente diferentes pelo teste ¢ ao nivel de 5%

de probabilidade.
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CAPITULO 2

ESTRESSE OXIDATIVO EM PLANTAS DE ARROZ INDUZIDOS PELA
INFECTADAS POR Pyricularia oryzae E SUPRIDAS COM SILICIO
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Resumo - Plantas de arroz sob infeccdo de brusone pode estarem mais propensas
a sofrer com o estresse oxidativo como desequilibrio entre a produgdo e a
detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), e o fato do Si controlar
eficientemente a doenca, nés avaliamos o efeito da infeccdo por P. grisea na
atividade de componentes enzimaticos e ndo enzimaticos do sistema antioxidante
ao longo de todo o processo infeccioso e o efeito da aplicacdo do Si nesses
mesmos parametros em plantas inoculadas. Nossos resultados indicam que a
brusone induziu a ocorréncia de estresse oxidativo como forma de acelerar a
morte celular e que esta indug@o ocorre por meio de inibi¢do da fotossintese, por
meio da inducdo da acdo SOD e limitac@o na atividade de catalases e de enzimas
do ciclo ascorbato-glutationa impedindo assim a detoxificagdo do H,O,. Por outro
lado o Si parece aliviar o estresse oxidativo induzido pela brusone regulando o
nivel de H,O, por meio de repressdo a acao SOD e estimulando a atividade de

catalases e de enzimas do ciclo ascorbato-glutationa.
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Introducao

O efeito do silicio (Si) na interacdo arroz-Pyricularia grisea tém sido
estudado do ponto de vista da potencializacdo de mecanismos de defesa em
resposta a infeccao pelo patégeno (Datnoff et al., 2007; Ebolle, 2007). Existem
evidéncias de que o Si alivia as alteragdes no metabolismo das plantas,
condicionando-as a tolerar estresses de natureza bidtica e ou abidtica (Brunings et
al.,, 2009; Fauteux et al., 2005; Rodrigues et al., 2003a; 2003b; 2004a; 2004b;
2005).

Plantas sob estresses de origem bidtica e ou abidtica (ex. déficit hidrico e
alagamento) produzem espécies reativas de oxigénio (EROs) nos cloroplastos,
mitocOndrias, membrana plasmdtica, peroxissomos, parede celular e no apoplasto
(Mittler, 2002). Os efeitos do estresse oxidativo sdo variavéis, pois alteracoes
pequenas no equilibrio redox sdo rapidamente eliminadas enquanto que alteragdes
de maior escala podem levar a morte celular devido a produgao de peréxidos e
radicais livres que danificam a maioria dos componentes celulares, incluindo
proteinas, pigmentos fotossintéticos e dcidos nucléicos (Foyer et al., 1994). As
EROs podem causar, ainda, a peroxidacdo dos lipidios, o que acaba por alterar a
permeabilidade das membranas celulares e, consequentemente, a homeostase
celular (Liang et al., 2003; Mittler, 2002). No caso de plantas infectadas por
patégenos, as EROs tém também papel relevante nos mecanismos de defesa, pois
além do efeito antimicrobiano, podem também estimular, via sinaliza¢do redox,
outros mecanismos de defesa como a reacdo de hipersensibilidade em plantas
exibindo resisténcia vertical, além da producdo de lignina e de fitoalexinas (Baker
& Orlandi, 1995; Lamb & Dixon, 1997). Assim, no contexto das interacdes
planta-patégeno, as EROs devem ser continuamente mantidas em concentragoes
adequadas para desempenharem seu papel protetor sem, no entanto, comprometer
a integridade celular (Foyer et al., 1994; Resende et al., 2003). A remocdo e ou
detoxificacdo das EROs € realizada por um complexo pelo sistema antioxidativo
responsdvel pela manutencdo e balanco das EROs nas células das plantas. Esse
sistema tem tanto componentes enzimdticos ou ndo enzimdticos (Foyer et al,
1994). No que concerne os componentes enzimaticos, a superoxido desmutase

(SOD), a catalase (CAT), a peroxidase do ascorbato (APX) e a redutase da
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glutationa (GR) sdo as principais enzimas envolvidas na detoxificacdo das EROs,
ao passo que a glutationa e o 4cido ascOrbico sdo os principais metabdlitos nao
enzimaticos envolvidos na detoxificacdo das EROs (Yan et al., 1996).

Sun et al. (2010) observaram que plantas de arroz supridas com Si e
infectadas por P. grisea apresentaram aumento na atividade das enzimas CAT e
lipoxigenases (LOX) e menor concentracio de aldeido malonico (MDA), o qual é
um indicativo da peroxidacdo dos lipideos. Segundo esses mesmos autores,
plantas de arroz responderam ao suprimento de Si com um aumento na
concentracdo de peréxido de hidrogénio (H,O,) e na peroxidacdo de lipidios,
sendo tais respostas associadas com a ativacdo de mecanismos de defesa do arroz.
No patossistema pepino-Phytophthora melonis, foi demonstrado que em plantas
inoculadas com o patégeno e supridas com Si, houve decréscimo na
permeabilidade das membranas celulares e uma redu¢do da peroxidacdo dos
lipidios nas raizes ao contrdrio do observado para plantas ndo inoculadas e nao
supridas com esse elemento (Mohaghegh et al., 2011). Além disso, verificou-se
que o Si houve aumento na atividade das enzimas CAT e SOD (Mohaghegh et al.,
2011). O papel do Si em atenuar condi¢des de estresse abidtico, a exemplo de
salinidade e toxicidade do boro também tem sido investigado (Gunes et al., 2007).
Nesses casos, demonstrou-se que o Si contribuiu para a manuten¢do de muitas das
funcgdes fisiologicas e bioquimicas das plantas tais como a atividade da LOX e das
enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX aliviando, assim, o estresse oxidativo
das plantas.

Tendo em vista a escassez de estudos visando elucidar os impactos da
brusone na fisiologia de plantas de arroz e o papel do Si no metabolismo do
sistema antioxidante, esse trabalho objetivou verificar o efeito desse elemento nos
componentes enzimaticos € ndo enzimaticos do sistema antioxidante em plantas

de arroz infectadas ou ndo por P. grisea.

Material e Métodos
Material vegetal
Sementes de arroz (cv. Metica-1) foram submetidas a desinfestacao

superficial com uma solucdo de 10% vol de NaOCl por 3 min. Em seguida, as
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sementes foram lavadas em 4gua estéril e semeadas em bandejas contendo areia.
Aos 5 dias apés germinacdo, as plantulas foram transferidas para vasos plasticos
contendo 5 litros de solugdo nutritiva a 1/2 forca idnica. A solu¢do nutritiva foi
baseada naquela desenvolvida por Hoagland & Arnon (1950) com algumas
modificagdes e incluiram os macronutrientes: 1 M/L KNOs3, 0,25 M/L NH4H,PO4,
0,1 M/L NH4Cl, 0,5 M/L MgS04.7H,0, e 1,0 M/L Cay(NO3).4H,0 e os seguintes
micronutrientes: 0,30 mM/L CuSO4.5H>0, 0,33 mM/L ZnSO47H,0, 11,5 mM/L
H;BO;, 3,5 mM/L MnCl,.4H,O, 0,1 mM/L (NH4)sM070,-4H,0, 25 mM/L
FeSO4.7H,O e 25 mM/L EDTA Bisédico. Apds sete dias, a concentracdo da
solu¢do utilizada foi modificada para forca total, adicionando-se ou ndo o acido
monosilicico. O 4acido monosilicico, usado como fonte de Si, foi preparado
passando o silicato de potdssio em resina de troca catidonica (Amberlite IR-120B,
H" forma; Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) (Ma et al., 2001). As doses de Si
usadas foram 0 ou 2 mM/L. A solugdo nutritiva, sem aeragdo, foi trocada a cada
quatro dias e o pH verificado diariamente e mantido entre 5,5 e 6,0 usando HCl ou

NaOH M quando necessario.

Inoculacao das plantas e avaliacdo da severidade da brusone

As plantas de arroz foram inoculadas aos 45 dias apds o transplantio para
solu¢do nutritiva com um isolado monospdrico de P. oryzae (CNPAF-1048)
cedido pela EMBRAPA-Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijao, Santo
Antonio de Goids, Goias. O isolado foi preservado em papel filtro e armazenado
em freezer a -20°C. Pedagos de papel filtro contendo micélio do fungo foram
transferidos para placas de Petri contendo meio batata-dextrose-dgar (BDA). Apds
10 dias, discos de micélio foram transferidos para placas de Petri contendo meio
de aveia e armazenadas a 25°C por 15 dias. Apds esse periodo, as placas contendo
o micélio do fungo foram submetidas a raspagem superficial e deixadas abertas
expostas a luz continua por 3 dias para a produgdo de conidios. A suspensdo de
conidios foi obtida pela adi¢ao de, aproximadamente, 10 ml de dgua destilada com
1% (p/v) de gelatina, em cada placa, seguido de raspagem superficial com um
pincel de cerdas macias. Posteriormente, a suspensdo foi filtrada em gaze para

remo¢do de micélio e fragmentos de BDA. Em seguida, a concentracdao da
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suspensdo foi ajustada para 1 x 10° conidios/ml em hemacitdmetro. Foi
adicionado Tween 80 (0,1/100 ml) de suspensdo para reduzir a tensdo superficial
na superficie foliar. A inoculagdo das plantas foi realizada com aerdgrafo
pressurizado (Paasche Airbrusch Co., Chicago, EUA). Apds a inoculacdo, as
plantas foram transferidas para cimara de nevoeiro com umidade relativa de 90 +
5%, temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h Iuz/12 h escuro onde
permaneceram até o final das avaliagdes.

A severidade da brusone foi avaliada as 36, 60, 84, 108 e 132 horas apds
inoculagdo (hai) utilizando-se a escala proposta pelo “International Rice Research
Institute” (IRRI, 1996). Os dados obtidos foram usados para calcular a drea abaixo
da curva do progresso da brusone (AACPB) por meio de integracdo trapezoidal

(Shaner & Finney, 1977).

Determinacao da concentracao de perdxido de hidrogénio (H»Q>), de aldeido
malonico (MDA) e da atividade da lipoxigenases (LOX, EC 1.13.11.12)

A concentracdo de H,O; foi determinada segundo metodologia proposta por
Lee & Lee (2000). Os danos celulares indicando a ocorréncia de estresse
oxidativos por meio da peroxidagao de lipidios foram mensurados via acimulo de
MDA de acordo com Cakmak & Horst (1991). Para a determinagao da atividade
da LOX, amostras da terceira e quarta follhas completamente expandidas do
perfilho principal das plantas das repeticdes de cada tratamento foram trituradas
em almofariz gelado contendo 60 mg de polivinil-poli-pirrolidona (PVPP) e 2 ml
de tampdo de extracdo fosfato de potdssio 50 mM (pH 7,0). A mistura resultante
foi centrifugada por 20 min a 16000 x g a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
coletado e atividade da LOX foi quantificada utilizando-se o 4cido linoléico como
substrato. Cada 1 ml de reacdo continha 850 pl do tampdo de reagdo fosfato de
s6dio 50 mM (pH 6,0), 100 uL da solug¢do do substrato linoleato de sédio e 50 ul
do extrato vegetal. A atividade da LOX foi mensurada pelo aumento na
absorbancia em um ensaio colorimétrico realizado em espectrofotometro no
comprimento de onda de 234 nm durante um periodo de 2 min a intervalos de 30

seg. A atividade da LOX foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdao
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molar de 25.000 M cm™ (Axelrod et al., 1981). A concentracio de proteina em

cada amostra foi determinada pelo método de Bradford (1976).

Determinaciao da atividade da superéxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1),
catalase (CAT; EC 1.11.1.6), peroxidase do ascorbato (APX; EC 1.11.1.11) e
redutase da glutationa (GR; EC 1.8.1.7)

Para determinar a atividade da SOD (Giannopolitis & Ries, 1977; Lima et
al., 2002), CAT (Havir & Mchale, 1987; Lima et al., 2002), APX (Lima et al.,
2002; Nakano & Asada, 1981) e GR (Foyer & Halliwell, 1976), amostras da
terceira e quarta follhas completamente expandidas do perfilho principal de
plantas das repeticdes de cada tratamento foram trituradas utilizando almofariz
gelado contendo 60 mg de PVPP e 1 ml de tampdes de extracdo especificos para
cada enzima a saber: SOD (100 mM de tampao de fosfato de potdssio (pH 7,8),
0,1 mM de acido etilenodiamino tetra-cetico (EDTA) e 0,1% Triton X-100), CAT
(100 mM de tampao de fosfato de potéssio (pH 7,0) e 0,1 mM EDTA), APX (50
mM de tampao de fosfato de potassio (pH 7,0) e 1 mM ascorbato) e GR (tampao
fosfato de potassio (pH 7,5), 50 mM EDTA, 10 mM isoascorbato, 9 mM 2-
mercaptoetanol, 3 mM dithiothreitol (DTT) e 0,1% (v/v) Triton X-100. As
misturas resultantes foram centrifugadas por 15 min a 15000 x g na temperatura
de 4°C e o sobrenadante foi coletado e utilizado nas avaliagdes das atividades
enzimdticas e concentrag¢do de proteinas (Bradford, 1976).

A atividade da SOD foi determinada medindo a capacidade dessa enzima
em reduzir fotoquimicamente o azul de p-nitrotetrazélio (NBT) de acordo com
metodologia de Giannopolitis & Ries (1977). Cada 2 ml do extrato de reagdo foi
composto de 50 mM do tampao fosfato de potassio (pH 7,8), 14 mM metionina,
75 uM NBT, 0,1 uM EDTA, 5 pl do extrato enzimatico e 2 uM de riboflavina. A
producdo de formazana azul, resultante da foto-redu¢do do NBT, foi monitorada
pelo incremento na absorbancia a 560 nm como descrito em Martinez et al.
(2011). Uma unidade de SOD foi definida como sendo a quantidade de enzima
necessaria para inibir em 50% a foto-reducdo do NBT. A atividade da CAT foi
estimada pela taxa de decomposi¢do do H,O, a 240 nm (Havir & Mchale, 1987).

Cada 2 ml do extrato de reagdo foi composto por 50 mM do tampao fosfato de
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potassio (pH 7,0), 12,5 mM de H,0O; e 20 ul do extrato enzimatico. Uma unidade
da CAT foi definida como sendo a quantidade de enzima requerida para decompor
1 umol de H,O, min". A atividade da APX foi determinada monitorando o
declinio na absorbancia no comprimento de onda 290 nm a segundo Nakano &
Asada (1981). Cada 2 ml do extrato de reacdo foi composto por 50 mM do tampao
de fosfato de potdssio (pH 7,0), 0,1 mM de H,0O; e 20 ul do extrato enzimético.
Uma unidade da APX foi definida como sendo a quantidade de enzima requerida
para oxidar 1 pmol de ascorbato min™'. A atividade da GR foi avaliada por meio
da taxa de oxidacdo de NADPH e NADH, a 340nm. O extrato de reacdo foi
composto de 50 mM do tampao Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM glutationa reduzida
GSH, 3 mM MgCl, e 0,15 mM NADPH.

Determinacio da concentracao foliar de Si

Parte das folhas da terceira e quarta follhas completamente expandidas do
perfilho principal das plantas das repeti¢des de cada tratamento foram coletadas,
lavadas em dgua deionizada, secas em estufa por um periodo de 72 horas a 65°C e,
posteriormente, trituradas em moinho tipo Thomas-Wiley. A concentragdo foliar

de Si foi determinada por andlise colorimétrica (Korndorfer et al., 2004).

Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

Os experimentos foram instalados em delineamento inteiramente
casualizado e os tratamentos consistiam em duas doses de Si (0 e 2 mM/I) com
seis repeticoes. Cada unidade experimental foi constituida por um vaso plastico
contendo cinco plantas. As médias dos tratamentos -Si e +Si para atividade das
enzimas do sistema antioxidante e para a concentracdo foliar de Si foram
comparadas pelo teste-# ao nivel de 5% de probabilidade usando o software

STATISTICA (StatSoft, 2004).

Resultados
Progresso da brusone, AACPB e concentracao foliar de Si:
A severidade da brusone foi reduzida pelo suprimento de Si durante todo o

periodo avaliado (Fig. 1A). Em plantas de arroz ndo supridas com Si, a severidade
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final foi de 33% (Fig. 1A). Em plantas supridas com esse elemento, a severidade
atingiu 5,6% (Fig. 1A). A AACPB em plantas supridas com Si foi reduzida em
89% em relacdo as plantas que ndo supridas com esse elemento (Fig. 1B). A
concentragdo foliar de Si em plantas supridas com esse elemento foi de 4,7 dag/kg
(Fig. 2), sendo 714% superior em relacdo ao obtido para as plantas nido supridas

com Si.

Concentracoes de H,O; e de MDA e atividade da LOX

A concentragdo de H,O, nas folhas das plantas ndo supridas com Si
permaneceu relativamente estdvel durante o periodo avaliado, porém houve
decréscimo na concentracdo entre 60 e 84 hai e incremento a partir das 84 hai
(Fig. 3A). Nas folhas das plantas supridas com Si, a concentracdo de H,O,
aumentou significativamente as 60 hai. Posteriormente, a concentracdo de H,O,
decresceu rapidamente até as 132 hai em plantas supridas com Si. (Fig. 3A). A
concentragdo de MDA nas plantas ndo supridas com Si foi significativamente
maior as 36 e 132 hai em relacdo a plantas supridas com este elemento. Nas
plantas supridas com Si, a concentracio de MDA foi menor em todas as épocas
avaliadas quando comparadas com plantas nao supridas com Si. Nas plantas ndo
supridas com Si, a atividade da LOX foi significativamente maior as 108 e 132

hai em relag@o as plantas supridas com esse elemento (Fig. 3B e C).

Atividades da CAT, APX, GR e SOD

A atividade da SOD foi constantemente maior nas plantas ndo supridas com
Si do que nas plantas supridas com esse elemento, exceto as 60 hai. A atividade
da SOD teve um pico de atividade significativamente maior em plantas ndo
supridas com Si as 84 hai (Fig. 4A). Nas plantas supridas com Si, a atividade da
SOD permaneceu estavel durante o periodo avaliado. Houve aumento
significativo na atividade da CAT nas plantas supridas com Si apds as 60 hai em
relacdo as plantas ndo supridas com esse elemento (Fig. 4B). Nas plantas nao
supridas com Si, a atividade da APX decresceu das 36 hai até as 108 hai, seguido
de aumento as 132 hai (Fig. 4C). Apenas as 108 hai, a atividade da APX foi

significativamente maior nas plantas supridas com Si em relagdo as plantas nao
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supridas com esse elemento (Fig. 4C). A atividade da GR aumentou até as 84 hai
nas plantas ndo supridas com Si, seguida de queda &s 108 hai. Diferencas
significativas ocorreram apenas as 84 hai para as plantas nao supridas com Si em

relacdo as plantas que ndo receberam este elemento.

Discussao
O sistema antioxidativo de plantas de arroz é afetado durante o processo
infeccioso de P. oryzae

Os resultados aqui apresentados corroboram a hipétese de que plantas de
arroz quando infectadas por P. grisea estdo sujeitas ao estresse oxidativo devido a
maior concentragdao de H,O, e atividade da LOX. Em plantas expostas a estresses,
€ comum a formagdo de EROs predominantemente representadas pelo superéxido
(O7), pelo radical hidroxila (OH), pelo peréxido de hidrogénio (H,O,) e pelo
oxigénio simples (102), em diferentes compartimentos celulares (Mittler, 2002).
As EROs sdo as principais responsaveis pela ocorréncia de estresse oxidativo, ja
tendo sido inclusive demonstrado que a producdo de peroxidos e radicais livres
afeta maioria dos componentes celulares (Foyer et al., 1994), além de causarem a
peroxidacdo dos lipidios (Liang, 1999; Mittler, 2002).

E interessante notar ainda que o Oy sdo bem mais téxicos do que o H,O; e
sdo formados pela acao da LOX. Esses super6xidos normalmente oxidam vérias
moléculas organicas a exemplo do ascorbato ou redutor de metais como o Fe;" nas
reacoes de Haber-Weiss ou Fenton (Van Breusegem et al., 2001). A ocorréncia
desses dois fendmenos favorece maiores concentracoes de H,O, e maior atividade
da LOX e, frequentemente, a peroxidacdo dos lipidios e a desintegracdo das
membranas celulares (Mittler, 2002). No presente trabalho, uma vez que a
concentracdo de MDA apresentou tendéncia de aumentar com o progresso da
brusone. O MDA formado principalmente quando o H,O, € reduzido e removido
pela APX usando o ascorbato como redutor € tido como um marcador da perda da
integridade das membranas celulares (Mittler, 2002). O fungo P. oryzae por ser
hemibiotréfico (Ebolle, 2007), em fases avancadas do processo infeccioso causa a
morte de tecidos para nutrir-se, 0 que estd associado com a desintegracdo das

membranas celulares. Sekizawa et al., (1990) estudando o patossistema arroz-
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P.grisea com interagdes compativeis e incompativeis na presenca ou nao do
etileno, reportaram aumento na atividade da LOX com a evolu¢do dos sintomas
da brusone.

Para controlar os niveis das EROs e diminuir a toxicidade celular, as plantas
desenvolveram um sistema antioxidante de protecdo que incluem pequenas
moléculas como ascorbato, glutationa, flavondides, carotendides e enzimas
antioxidantes como SOD, CAT, APX, GR (Moller, 2001). No presente trabalho
foi observado que em plantas infectadas por P. oryzae houve aumento na
atividade da SOD ao passo que a atividade da catalase foi diminuida. Como o
acimulo de H,O, depende de duas etapas consecutivas na reducdo do oxigénio
molecular a O, seguido da dismutacdo de O, a H,O,, a maior atividade da SOD,
acoplada a menor atividade da CAT, pode estar relacionada a maior concentra¢ao
de H,0;, em plantas infectadas por P. grisea com consequente ocorréncia do
estresse oxidativo. De fato, tem se demonstrado que a maioria do H,O, celular
surge da dismutagdo do O, catalisada pela SOD (Resende et al., 2003). Além
disso, foi verificado que a atividade das enzimas do ciclo ascorbato-glutationa
parecem ser pouco afetadas em plantas infectadas por P. oryzae. Como as enzimas
do ciclo ascorbato-glutationa sdo importantes no processo de detoxificagdo do
H,0O; e tendo em vista que o H,O, pode se acumular em plantas infectadas por
P.oryzae aventa-se para a hipétese de que as atividades dessas enzimas tornam-se
limitantes em tecidos com sintomas de brusone. Assim, em plantas com sintomas
da brusone pode ocorrer inibicdo da SOD onde os niveis de H,O, sdo mantidos

elevados, o que passa a limitar a atividade da CAT.

O suprimento de Si atenua o estresse oxidativo decorrente da infeccao por P.
oryzae em plantas de arroz

A reducdo no progresso da brusone e, consequentemnte, na AACPB, nas
plantas supridas com Si contribuiu detrimentalmente para que o estresse oxidativo
fosse menor em plantas infectadas por P. oryzae. Nas plantas supridas com Si
houve produgdo de H,O, durante a infec¢c@o por P. oryzae. Esse fato é importante
uma vez que a explosdo oxidativa e a geracdo de espécies ativas de oxigénio sdao

caracteristicas do estado de defesa da planta (Hammond-Kosack & Parker, 2003;
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Jones & Dangl, 2006). No contexto da sinalizacdo para respostas de defesa da
planta ao patégeno, o H,O, desempenha papel importante dentre as EROs por
causa da sua meia-vida relativamente longa e principalmente devido a sua alta
permeabilidade através das membranas (Resende et al., 2003).

Sun et al. (2010) relatou que plantas supridas com Si e inoculadas com P.
oryzae produziram H,O, e maior peroxidacdo de lipidios. De acordo com esses
autores, essas respostas podem estar ligadas a ativacao de mecanismos de defesa
do hospedeiro potencializadas na presenga do Si. O Si tem sido associado a
alteracdes no metabolismo das plantas condicionando-as a tolerar diversos
estresses, incluindo aqueles de natureza bidtica (Brunings et al., 2009; Fauteux et
al., 2005; Rodrigues et al., 2003a; 2003b; 2004a; 2004b; 2005). Embora a
explosdo oxidativa seja uma das respostas mais rapidas de defesa da planta apds o
reconhecimento do patégeno, esta ndo estd, no entanto, confinada a reacdo de
hipersensibilidade (HR) no sitio de infeccao, pois repetidas explosdes secundarias
podem ocorrem em sitios discretos e ou em tecidos distantes (Resende et al.,
2003). A explosdo oxidativa participa de um sistema integrado e amplificado de
sinalizac@o que envolve o dcido salicilico e o cdlcio citosélico na ativacdo dos
mecanismos de defesa (Lamb & Dixon, 1997). Desse modo, aventa-se para a
hipétese de o pico de acumulacdo de H,O, pode ser um dos mecanismos pelos
quais o Si estimula a maquinaria de defesa das plantas de arroz quando infectadas
por P. oryzae.

A maior parte do H,O, acumulado em plantas de arroz inoculadas com P.
oryzae pode ser resultado da atividade da SOD. No entanto, em plantas supridas
com Si e inoculadas com P. grisea, a atividade da SOD foi mantida em valores
bem menores do que em plantas ndo supridas esse elemento. Esse fato pode
indicar que a producdo de H,O, em plantas supridas com Si ocorre por via
alternativa a dismutacdo de O, a H»,O, sem a participacio da SOD e em
velocidade bem menor (Lamb & Dixon, 1997). O acimulo de H,O, em plantas
supridas com Si e inoculadas com P. oryzae pode ser rapidamente controlado pela
CAT, uma vez que a atividade dessa enzima foi consideravelmente maior nas
plantas supridas com Si as 84 hai, ou seja, o periodo que sucedeu aquele onde foi

verificado um pico na concentragdo de H>O,. Isso indica que plantas supridas com
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Si podem produzir mais H,O, como também reguld-lo temporalmente por
intermédio da CAT. O H,0, pode atuar como sinalizador molecular exercendo
papel na ativacdo de respostas de defesa sem comprometer a integridade das
células (Lamb & Dixon, 1997). Pode ser que o H,O, tenha um papel importante
nas plantas supridas com Si ativando vias de sinalizagdo e respostas de defesa.
Sun et al. (2010) relataram aumento na atividade de LOX e aumento na
concentracdo de MDA em plantas de arroz crescidas em solugcao nutritiva
contendo S.i Porém no presente estudo, a atividade da LOX decresceu e,
consequentemente, a quantidade de MDA foi menor em plantas supridas com Si.
Uma hipétese para explicar estes resultados seria que P. oryzae por ser um
patégeno hemibiotréfico (Ebolle, 2007), na fase de necrotréfica a desintegracao
das membranas celulares do hospedeiro teria muito mais efeito para garantir
nutrientes para o crescimento do fungo do que algum efeito na ativacdo de
mecanismos de defesa. Além disso, uma menor atividade da LOX contribuiria
para reduzir a geracdo de O,". Decréscimo na permeabilidade das membranas e
reducgdo da peroxidacdo de lipidios tém sido relatados como efeitos induzidos pelo
suprimento de Si no patossistema pepino-Phytophthora melonis (Mohaghegh et
al., 2011).

O ciclo ascorbato-glutationa € o principal sistema de remocao das EROs nos
cloroplastos e no presente estudo foi observado maior atividade para a APX nas
plantas supridas com Si. No caso da GR, a atividade tendeu a ser menor nas
plantas supridas com Si, embora em estiddios mais avancados do processo
infeccioso houve aumento em atividade. Desse modo, nas plantas supridas com
Si, a detoxificacdo do H,O, parece ocorrer principalmente via atividade da CAT e
APX uma vez que a atividade da GR foi menor nessas plantas. Resultados
semelhantes foram obtidos por Mohaghegh et al., (2011a) para o patossistema
pepino-Phytophthora melonis. Os autores observaram que nas raizes das plantas
supridas com Si tanto a CAT quanto a APX tiveram suas atividades aumentadas.
Vale ressaltar que o Si parece exercer papel atenuador do estresse oxidativo ndao
apenas em condi¢Oes de estresse bidtico, mas também de estresse abidtico como,
por exemplo, salinidade e toxicidade por boro (Gunes et al., 2007). De acordo

com Zhu et al., 2004 o Si contribuiu para a manutencdo de muitas das fungdes
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fisiologicas e bioquimicas das plantas tais como a atividade da LOX e das
enzimas antioxidantes SOD, GR e APX aliviando, assim, o estresse oxidativo.
Foi demonstrado também que na presenca de altos niveis de sédio, a concentracao
de MDA e o extravasamento de eletrélitos foram menores em plantas de cevada
supridas com Si do que em plantas ndao supridas com esse elemento (Liang, 1999;
Liang et al., 2003; Liang et al., 1996). Além disso, Liang et al. (2006) relataram
que na presenca do Si, houve aumento na atividade da H'-ATPase da membrana
plasmdtica e, consequentemente, maior estabilidade dos lipidios nelas contidos.
Assim, € plausivel concluir que na presenca do Si, o estresse oxidativo das plantas
infectadas por P. oryzae € possivel de ser reduzido mediante regulacdo na
concentragdo do H>O» e menor atividade da SOD via estimulagdo na atividade da

CAT e APX.
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Fig 1. A Curvas de progresso da brusone (A) e drea abaixo da curva de progresso
da brusone (AACPB) (B) em plantas de arroz crescidas em solug¢do nutritiva
contendo (+Si) ou ndo (-Si) silicio (Si). Barras representam o erro padrao. Médias
seguidas de asterisco (*) entre os tratamentos -Si e +Si sdo significativamente
diferentes pelo test ¢ ao nivel de 5% de probabilidade. Em A, cada ponto

representa a média de seis repeticdes. Em B, n = 30 para cada tratamento.
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Fig 2. Concentracdao foliar de silicio (Si) em plantas supridas (+Si) ou ndo
supridas (-Si) com Si. As barras representam o erro padrio. Médias seguidas de
asterisco (*) entre os tratamentos -Si e +Si s@o significativamente diferentes pelo

teste ¢ ao nivel de 5% de probabilidade.
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Fig 3. Concentragdo de per6xido de hidrogénio (H,O,) (A) de aldeido maldnico
(MDA) (B) e atividade da lipoxigenase (LOX) (C) em folhas de plantas de arroz
supridas (+S1) ou ndo supridas (-Si) com silicio (Si) e inoculadas com Pyricularia.
oryzae.Cada ponto representa a média de seis repeticOes. Barras representam o
erro padrdo. Médias entre os tratamentos -Si € +Si para cada época de avaliacio
seguidas por um asterisco (*) diferem significativamente pelo teste-r a 5% de

probabilidade.
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Fig 4. Atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD) (A), catalase (CAT)
(B), ascorbato peroxidase (APX) (C) e glutationa-redutase (GR) (D) em folhas de
plantas de arroz supridas (+Si) ou ndo supridas (-Si) com silicio (Si) e inoculadas
com Pyricularia. oryzae. Cada ponto representa a média de seis repeti¢cdes. Barras
representam o erro padrao. Médias entre os tratamentos -Si e +Si para cada época
de avaliacdo seguidas por um asterisco (*) diferem significativamente pelo teste-¢

a 5% de probabilidade.
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CAPITULO 3

STATUS NUTRICIONAL DE PLANTAS DE ARROZ SUPRIDAS COM
SILICIO E INOCULADASS COM Pyricularia oryzae
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Resumo - O patossistema arroz-Pyricularia oryzae tem sido foco de intimeros
estudos recentemente. Muitos desses estudos estdo relacionados ao suprimento de
Silicio (Si), como forma de reduzir a severidade da brusone. No entanto, muito
pouco se conhece sobre o efeito deste elemento em processos fisiolégicos de
plantas sob infec¢do e também sobre o efeito da brusone sobre esses mesmos
processos. Tendo em vista a falta de estudos, que avalie os efeitos da infec¢do por
P. oryzae, da aplicacdo de Si e da interacdo desses fatores, o objetivo desse
trabalho foi determinar o perfil nutricional de plantas de arroz em fung¢do do
suprimento de Si e/ou da inoculacdo de P. oryzae. Em conjunto os resultados
desse estudo indicam que tanto a infec¢do por P.oryzae quanto o suprimento de Si
reduz de maneira geral a concentracdo de macro e micronutrientes; embora
decrescidos os niveis nutricionais estejam dentro da faixa considerada adequada
para cultura. O crescimento e desenvolvimento de plantas supridas com Si € maior
que plantas ndo supridas com esse elemento, mesmo aquelas apresentando
concentragdes de nutrientes menores que estas e a resisténcia mediada pelo Si de
plantas de arroz a infec¢do de P. oryzae, ndo esta relacionada com aumentos na

concentragdo de nutrientes e sim redugdo na concentracdo dos mesmos.
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Introducao

O silicio (S1) é o segundo elemento mineral mais abundante nos solos
perfazendo, aproximadamente, 28% da crosta terrestre sendo o 6xido de silicio
(Si0) o mineral mais abundante nos solos, constituindo a base da estrutura da
maioria dos argilominerais (Elawad & Green, 1979; Epstein, 1999). Como um dos
principais constituintes inorganicos das plantas superiores, o Si € depositado nas
plantas na forma de silica gel amorfa (SiO,. nH,0), sendo absorvido pelas plantas,
a partir da solu¢ao do solo, na forma de dcido monosilicico (Tisdale et al., 1993).
No interior da planta, 99% do total acumulado de Si, encontra-se na forma de
acido silicico polimerizado, o qual € de dificil solubiliza¢do, sendo o restante,
menos de 1%, encontrado na forma coloidal ou i6nica (Yoshida, 1975). Existem
na literatura inimeros trabalhos relatando o beneficio desse elemento, dentre esses
incluem o aumento na resisténcia de vdrias espécies de plantas a estresses
abidticos e ou bidticos (Liang et al., 2007; Ma & Yamaji, 2006). Importantes
doencas em arroz, cevada, milho, pepino, uva e morango tém sido eficientemente
controladas pelo suprimento de Si (Datnoff et al., 2007). No caso do arroz, ja foi
demonstrado que varios componentes de resisténcia foram significativamente
afetados quando as plantas foram supridas com Si (Seebold et al., 2001). Além
disso, existem evidéncias de que o Si pode potencializar respostas de defesa como
a producdo de fitoalexinas e proteinas relacionadas com a patogénese possuindo,
ndo apenas um papel passivo na resisténcia na forma de barreira fisica, mas
também um papel ativo (Rodrigues et al., 2003; 2004a,b,c,2005). Vérios estudos
tém demonstrado os efeitos da nutricdo mineral sobre o crescimento e a
produtividade de muitas espécies de plantas, muitos deles com €nfase nas fungdes
dos nutrientes no metabolismo (Walters & Bingham, 2007). No entanto, sdo
poucos os trabalhos que visam correlacionar a infeccdo por patégenos com o
perfil nutricional das plantas na presenga de Si. Tamai & Ma (2008) estudando o
efeito do Si em cultivos de arroz em campo usando plantas do mutante defectivo
na absor¢do desse elemento mediada por dois transportadores Lsi; e Lsis e plantas
do tipo selvagem observaram que as concentracdes de nitrogénio (N), fosforo (P)
e potdssio (K) foram similares tanto nas plantas do mutante quando do tipo

selvagem nos diferentes estdgios de crescimento indicando, assim, que o Si ndo
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interferiu na absor¢do € nem mesmo na concentracdo foliar desses nutrientes.
Além disso, nenhuma diferenca significativa foi observada no peso da matéria
seca da raiz e da parte aérea das plantas do mutante e do tipo selvagem.
Posteriormente, Gao et al (2011) demonstraram que o Si em plantas de arroz
infectadas por Pyricularia oryzae e supridas com Si houve reducdo na absor¢ao de
nutrientes.No entanto, esses autores concentraram os estudos apenas no potdssio
(K), sédio (Na), célcio (Ca), magnésio (Mg) e ferro (Fe) que, de certa forma,
limita generalizar os resultados considerando existem 17 nutrientes considerados
essenciais as plantas (Taiz & Zeiger, 2004).

Tendo em vista a auséncia de estudos avaliando o efeito do Si no estado
nutricional de plantas de arroz quando infectadas por P. oryzae, esse trabalho
objetivou determinar o balanco nutricional em termos de plantas ndo inoculadas e
inoculadas com P. oryzae e supridas ou nao com Si em termos da concentracdo de

macro e de micronutrientes.

Material e Métodos
Crescimento das plantas de arroz

Sementes de arroz (cv. Metica-1) foram submetidas a desinfestacao
superficial com uma solucdo de 10% vol de NaOCI por 3 min. Em seguida, as
sementes foram lavadas em dgua estéril e semeadas em bandejas contendo areia.
Aos 5 dias apés germinacdo, as plantulas foram transferidas para vasos plasticos
contendo 5 litros de solug¢do nutritiva a 1/2 forca iOnica. A solucdo nutritiva foi
baseada naquela desenvolvida por Hoagland & Arnon (1950) com algumas
modificacdes e incluiram os macronutrientes: 1 M/L KNOs, 0,25 M/L NH4H,;PO4,
1 M/L NH4Cl, 1 M/L MgS0,4.7H,0, e 1,0 M/L Cax(NO3).4H,O e os seguintes
micronutrientes: 0,30 mM/L CuSO4.5H,0, 0,33 mM/L ZnSO47H,0, 11,5 mM/L
H3;BOs;, 3,5 mM/L MnCl,.4H,O, 0,1 mM/L (NH4)¢M070,-4H,0, 25 mM/L
FeSO4.7H,O e 25 mM/L EDTA Bisoédico. Apds sete dias, a concentracdo da
solucdo utilizada foi modificada para forca total, adicionando-se ou ndo o acido
monosilicico. O 4cido monosilicico, usado como fonte de Si, foi preparado
passando o silicato de potdssio em resina de troca catidnica (Amberlite IR-120B,

H" forma; Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) (Ma et al., 2001). As doses de Si
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usadas foram 0 ou 2 mM/L. A solu¢do nutritiva, sem aeragdo, foi trocada a cada
quatro dias e o pH verificado diariamente e mantido entre 5,5 e 6,0 usando HCl ou

NaOH M quando necessario.

Inoculacao e avaliacao da severidade da brusone

As plantas de arroz foram inoculadas aos 45 dias apds o transplantio com
um isolado monospoérico de P. oryzae (CNPAF-1048) cedido pela EMBRAPA-
Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijao, Santo Antdnio de Goids, Goias. O
isolado foi preservado em papel filtro e armazenado em freezer a -20°C. Pedacos
de papel filtro contendo micélio do fungo foram transferidos para placas de Petri
contendo meio batata-dextrose-dgar (BDA). Ap6s 10 dias, discos de micélio
foram transferidos para placas de Petri contendo meio de aveia e armazenadas a
25°C por 15 dias. Ap6s esse periodo, as placas contendo o micélio do fungo foram
submetidas a raspagem superficial e deixadas abertas expostas a luz continua por
3 dias para a producdo de conidios. A suspensdo de conidios foi obtida pela
adicdo de, aproximadamente, 10 mL de dgua destilada com 1% (p/v) de gelatina,
em cada placa, seguido de raspagem superficial com um pincel de cerdas macias.
Posteriormente, a suspensdo foi filtrada em gaze para remocdo de micélio e
fragmentos de BDA. Em seguida, a concentrag@o da suspensdo foi ajustada para 1
x 10° conidios/mL em hemacitdometro. Foi adicionado 0,1 mL de Tween 80 para
reduzir a tensdo superficial na superficie foliar. A inoculacdo das plantas foi
realizada com aerdgrafo pressurizado (Paasche Airbrusch Co., Chicago, EUA).
ApO6s a inoculagdo, as plantas foram transferidas para camara de nevoeiro com
umidade relativa de 90 = 5%, temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h luz/12 h
escuro onde permaneceram até o final das avaliacdes.

A severidade da brusone foi avaliada as 36, 60, 84, 108 e 132 horas apds
inoculagdo (hai) utilizando-se a escala proposta pelo “International Rice Research
Institute” (IRRI, 1996). Os dados obtidos foram usados para calcular a drea abaixo
da curva do progresso da brusone (AACPB) por meio de integragdo trapezoidal

(Shaner & Finney, 1977).
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Determinacio das concentracoes foliares de Si, macronutrientes,
micronutrientes e peso da matéria seca das plantas

Partes das folhas das plantas das repeticdes de cada tratamento foram
coletadas, lavadas em dgua deionizada, secas em estufa por um periodo de 72
horas a 65°C e, posteriormente, trituradas em moinho tipo Thomas-Wiley. A
concentragdo foliar de Si foi determinada por andlise colorimétrica conforme
proposto por Korndorfer et al. (2004). A concentracdo foliar de N, P, K, Ca,
Mg,S, Fe, Mn, Zn e Cu foi determinada usando espectrometria de absorcdo
atdmica conforme descrita por Malavolta et al., (1997). A concentracdo de B foi
determinada colorimétricamente Bataglia & Raij, 1990 conforme descrito por O
peso da matéria seca da parte aérea e do sistema radicular das plantas das
repeticoes de cada tratamento foi determinado bem como a razdo parte aérea/raiz.
Para tal, as plantas foram cortadas e suas respectivas partes foram acondicionadas
em sacos de papel, os quais foram mantidos em estufa de circulacao forcada de ar

com temperatura de 65°C até atingir peso constante.

Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado num
esquema fatorial 2 x 2 com seis repeti¢cdes. Os fatores estudados foram: doses de
Si (0 e 2 mMol/L) e plantas inoculadas ou ndo inoculadas com P. oryzae. Cada
unidade experimental foi constituida por um vaso pldstico contendo cinco plantas.
Os dados das concentracoes foliares de Si e de macro e micronutrientes foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade usando o software STATISTICA (StatSoft, 2004).

A concentragdo foliar de Si foi correlacionada com a AACPB.

Resultados
Area Abaixo da Curva do Progresso da Brusone

A AACPB de plantas ndo supridas com Si foi de 945,7 e de plantas supridas
com Si 108,8. A AACPB em plantas supridas com Si foi reduzida em 89% em

relacdo as plantas ndo supridas com esse elemento.
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Concentracoes foliares de Si e de macro e micronutrientes

A concentracdo foliar de Si em plantas supridas ou ndo com esse elemento
foide 3,51% e 0,14% respectivamente (Tabela 2), ou seja, houve um aumento de
714% em plantas supridas com Si em relagdo as plantas ndo supridas com esse
elemento. A concentragdo de macronutrientes diferiu significativamente para os
fatores doses de Si e plantas inoculadas ou ndo com P. oryzae, exceto para o Ca e
o Mg. Para esses dois macronutrientes, houve diferenca significativa apenas para
o fator doses de Si (Tabela 1). Houve interacdo significativa entre os fatores doses
de Si e plantas inoculadas ou ndo com P. oryzae para o macronutriente S (Tabela
1). A concentracdo de macronutrientes foi, em geral, maior para as plantas nao
inoculadas com P. oryzae e nao supridas com Si quando comparadas com as
plantas inoculadas e supridas com esse elemento (Tabela 2). Proporcionalmente,
as maiores reducdes ocorrem para a concentracdo de K nas plantas inoculadas
com P. oryzae e supridas com Si (21 e 28%, respectivamente) e N (20 e 26%,
respectivamente). Para a concentracdo de S, houve diferenca significativa apenas
para o fator doses de Si e para a interagao doses de Si x plantas inoculadas ou nao
com P. oryzae (Tabela 3). Para a caso do Cu, houve diferenca significativa
apenas para os fatores doses de Si e plantas inoculadas ou ndo com P. oryzae
(Tabela 3). No caso do B e do Si, houve diferenca significativa somente para o
fator doses de Si (Tabela 3). A concentracdo desses elementos apresentou, em
geral, a mesma tendéncia observada para os macronutrientes, sendo maior nas
plantas ndo inoculadas com P. oryzae e nao supridas com Si quando comparadas
com as plantas inoculadas e supridas com Si (Tabela 2). Proporcionalmente, a
maior reducdo na concentracdo de micronutrientes em plantas infectadas por P.
oryzae ocorreu para o Cu (19%) em relagd@o a plantas nio inoculadas e quando foi
considerado plantas supridas com Si, a concentracdo de Cu foi reduzida em 28%
em relacdo as plantas ndo supridas com Si.

No caso do Zn, Fe e Mn, houve diferenga significativa para os fatores doses
de Si e plantas inoculadas ou ndo com P. grisea e para a interagdo desse fatores
(Tabela 3). Para a concentracdo de S, houve diferenca significativa apenas para o
fator doses de Si e para a interagdo doses de Si x plantas inoculadas ou ndo com

P. oryzae (Tabela 3). A concentracdo de Zn nas plantas ndo supridas com Si foi
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21% superior em relacdo as plantas inoculadas com P. oryzae (Tabela 4). Para
plantas supridas com Si, independentemente da inoculagdo ou ndo com P. oryzae,
a concentracdo de Zn foi reduzida em relacdo as plantas ndo inoculadas e nao
supridas com Si. Nas plantas ndo inoculadas com P. oryzae e nao supridas com Si,
a concentracdo de Zn foi 41% superior do que a concentracdo desse
micronutriente nas plantas supridas com Si (Tabela 4). Para as plantas inoculadas
com P. oryzae e ndo supridas com Si, a concentracido de Zn foi 35% superior em
relacdo as plantas ndo supridas com esse elemento (Tabela 4).

Nao houve diferenga significativa para a concentracao de Fe nas plantas
inoculadas ou ndo com P. oryzae e ndo supridas com Si (Tabela 4). Contudo, na
presenca de Si, as plantas inoculadas com P. oryzae tiveram a concentracao de Fe
aumentada em 3% em relacdo as plantas ndo inoculadas. Houve diferenca
significativa para a concentra¢do de Fe nas plantas ndo inoculadas com P. oryzae
supridas ou ndo com Si (Tabela 4). Houve acréscimo de 57% na concentragao de
Fe nas plantas nao supridas com Si em relacdo aquelas supridas com esse
elemento. Ja nas plantas inoculadas com P. oryzae e supridas ou nio com Si, ndo
houve diferenga significativa para a concentracdo de Fe (Tabela 4).

Para a concentragao de Mn nas plantas ndo inoculadas com P. grisea, houve
diferenca significativa para o fator doses de Si (Tabela 4). Nas plantas ndo
inoculadas com P. oryzae e nao supridas com Si, a concentracdo de Mn foi 82%
superior em relagdo as plantas nao inoculadas com P. oryzae e supridas com Si
(Tabela 4). Para as plantas ndo supridas com Si e inoculadas com P. oryzae,
houve decréscimo na concentracdo de Mn, sendo que a concentracdo desse
micronutriente foi 38% menor nas plantas ndo inoculadas. J4 nas plantas supridas
com Si, embora a inoculacdo com P. oryzae tenha proporcionado um decréscimo
na concentracdo de Mn, esse foi 34% inferior ao observado para as plantas nao
supridas com Si (Tabela 4). Houve diferenca significativa para a concentracio de
S nas plantas inoculadas com P. oryzae supridas ou nao com Si (Tabela 4). Houve
decréscimo de 18% na concentrag@o de S nas plantas supridas com Si em relacao
as plantas ndo supridas com esse elemento. Nas plantas supridas com Si e
inoculadas com P. oryzae, a concentracdo de S foi 14% menor do que nas plantas

nao inoculadas (Tabela 4).
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Peso da matéria seca

Nas plantas supridas com Si houve aumento significativo nos valores das
varidveis MSPA, MSR, MST e na razdao PA/R em relacdo a plantas que ndo
receberam este elemento (Tabela 6). A MSPA, MSR, MST e a razio PA/R
aumentaram em 69,92; 55,71; 76,91; 35,71 respectivamente em relacao a plantas

ndo supridas com esse elemento.

Correlacao entre a concentracao foliar de Si com a AACPB

Considerando conjuntamente plantas inoculadas ou ndo com P. oryzae
observa-se a existéncia de correlacido positiva e significativa entre AACPB e a
concentragdo foliar de Si r=-0,91 p= 0,001 (Tabela 5). Para esses elementos, a

medida que suas concentragdes aumentam a AACPB também aumenta.

Discussao

Virios estudos tém demonstrado os efeitos da nutricdo mineral sobre o
crescimento e a produtividade de muitas espécies de plantas, muitos deles com
énfase nas funcdes dos nutrientes no metabolismo (Fageria, 1998). Porém, na
literatura sdo poucos os trabalhos que visam associar a infeccdo por patdgenos
com o perfil nutricional das plantas (Gao et al., 2011). Neste sentido, é importante
destacar que o presente trabalho aborda tanto o balango nutricional as plantas de
arroz infectadas por P. oryzae quanto o papel do Si nessa interagao.

Verificou-se que as concentragdes foliares de N, P, K, Ca e Mg nas plantas
ndo supridas com Si ou ndo inoculadas com P. grisea foram superiores as
concentragdes desses elementos nas plantas supridas com Si e ndo inoculadas com
P. oryzae. Assim tanto na presenca de P. oryzae e do Si, ocorreu decréscimo na
concentracdo foliar desses macronutrientes. Essa informacdo € importante, pois
maiores concentragdes de nutrientes estdo, em alguns casos, relacionados a maior
suscetibilidade das plantas a vérios patégenos (Datnoff et al., 2007).

Altas concentragdoes estdo relacionadas a decréscimos na resisténcia de
vérias plantas a patégenos (Mascagn et al., 1997; Talukder et al., 2005). Um caso

cldssico é a redugdo da resisténcia de plantas de trigo ao oidio (Hoffland et al.,
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2000) e a Puccinia recondita (Mascagn et al., 1997). No caso do patossistema
arroz-P. oryzae ja foi demonstrado que um excesso de adubacao nitrogenada pode
aumentar a severidade da brusone (Ahn & Mukelar, 1986; Kurschner et al., 1992).
Tendo em vista a menor concentracio de N nas plantas supridas com Si, a
manuten¢cdo deste macronutriente pode estar relacionada com a resisténcia de
plantas de arroz a brusone. Isso também pode estar relacionado com uma menor
concentragdo de N propiciada pelo Si. Uma menor concentragdo de N pode
resultar em menor desenvolvimento de P. oryzae nos tecidos resultando em uma
menor severidade da doenga como mostram os resultados desse trabalho.

E importante destacar que como as andlises nutricionais foram realizadas no
estdgio de maximo perfilhamento das plantas e essas coletadas aos 7 dias da
inoculacdo com P. oryzae, pode ser que com o progresso da doenca ao longo dos
estagios fenoldgicos, a concentracao desse nutriente decresceu a niveis criticos ou
até mesmo a deficiéncia em plantas ndo supridas com Si e inoculadas com P.
oryzae. No que concerne o efeito do P na interacdo patégeno-hospedeiro a
literatura € contraditéria. Muitos relatos indicam que aumentos na concentracao de
P estdo relacionados a aumentos concorrentes na severidade de doencas enquanto
outros indicam que com o aumento na concentracdo deste nutriente ocorre
reducdo nos niveis de doengas (Prabhu et al, 1999). No caso especifico da
brusone do arroz, ambos os resultados ja foram encontrados, o que torna
complicado uma avaliagdo criteriosa. Um dos estudos, por exemplo, mostra que o
aumento da severidade da brusone na panicula de arroz € positivamente
correlacionada com um aumento nas concentragdes de P, N e Mg (Fillipi &
Prabhu, 1998).

Com relagdo ao K, alguns trabalhos tém demonstrado que em arroz uma
reducdo na concentracido deste elemento aumenta a suscetibilidade das plantas a
P. grisea (Ou, 1985; Prabhu et al., 1999). Prabhu et al., (1999) relacionando o
oxido de potdssio com a brusone da panicula sob trés diferentes doses de N,
concluiram que na auséncia de fontes adicionais de N, a fertilizacdo com K
reduziu a severidade da brusone. Esse fato € interessante, pois no presente
trabalho, verificou que plantas inoculadas com P. oryzae tiveram concentragcdes

de K significativamente inferiores ao observado para as plantas ndo inoculadas.
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Esse decréscimo pode ser resultante do proprio de desenvolvimento de P. oryzae
que em fase iniciais da infec¢do é um patdgeno biotréfico, suprimindo respostas
de defesa do hospedeiro (Divon & Flurhr, 2007). Por outro lado, em plantas
supridas com Si, também foi verificado uma redugdo significativa na concentracao
desse elemento e também de N. Corroborando com os resultados de Kozaka
(1965) e Prabhu et al., (1999). Nesse caso em plantas supridas com Si houve um
balanco entre N e K, desfavorecendo o porgresso da brusone

Com relacdo ao Ca e ao Mg, verificou-se que a infeccao por P. oryzae
parece ndo ter afetado as concentragdes, e que essas variaram apenas em funcio
do suprimento de Si. A suscetibilidade de plantas a alguns patégenos &
inversamente relacionada com o teor de cdlcio nos tecidos vegetais. Este nutriente
€ essencial para formar poligalacturonatos de célcio, requeridos na lamela média
para estabilidade da parede celular (Marschner, 1995). E. no entanto, reconhecido
que o Si pode se associar com carboidratos e ligninas da parede celular
competindo por sitios de Ca na parede (Inanaga & Okasaka, 1995). Esse pode ser
um dos mecanismos pelos quais o Si decresceu a absor¢ao de Ca. O papel do Ca e
do Mg nao tem sido bem documentado, embora alguns estudos indiquem que
esses elementos atuem em nivel molecular como importante sinalizadores e co-
fatores enzimaticos (Roberts & Harmon, 1992). No contexto mais aplicado,
alguns estudos realizados por (Huber, 1981) indicou, por exemplo, que ocorrem
reducdes na incidéncia do mal do pé em trigo causada por Gaeumannomyces
graminis fsp. tritici quando as plantas foram supridas com cloreto de magnésio
em solo deficiente em Mg. Esse fato pode estar relacionado com o efeito direto do
Mg uma vez que esse elemento pode aumentar a resisténcia dos tecidos em
resposta a enzimas pectoliticas produzidas por patégenos (Mcguire & Kelman,
1986), além de possivelmente atuar como co-fator de inumeras enzimas
envolvidas nas respostas de defesa.

Gao et al (2011) estudaram a influéncia da inoculacdo de P. oryzae e do
suprimento de Si no balanco nutricional de K, Na, Ca, Mg e Fe. De acordo com
esses autores, nas plantas nao inoculadas, e supridas com Si ndo houve alteracdo
na concentracdo desses nutrientes. Porém em plantas inoculadas e a inoculacdo

houve um aumento na concentragao de nutrientes e o suprimento de Si em plantas
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inoculadas promoveu um ajuste no balanco desses nutrientes. Diferentemente, os
dados do presente estudo indicam que o Si interferiu na concentracdo desses
mesmos nutrientes, mesmo em plantas ndo inoculadas com P. oryzae. Também
ndo foi verificado aumento na concentracdo desses nutrientes em plantas
inoculadas. Tais diferencas encontradas no presente estudo com aquelas relatadas
na literatura podem ser devido a diferenca de cultivares que podem responder
diferencialmente tanto a nutricdo mineral quanto a infec¢do por P. oryzae, ou
mesmo o isolado utilizado que pode induzir modificagdes nutricionais distintas.
Idade da planta e sistema de cultivo também podem influenciar na absorcdo dos
elementos (Taiz & Zeiger, 2004).

Nas plantas supridas é provavel que ocorra uma interferencia na absor¢ao
dos outros elementos, pois foi verificada interacao significativa entre os fatores
inoculacdo e suprimento de Si para (Zn, Fe, Mn, S), pois a concentracao de
nutrientes nas plantas supridas com Si e inoculadas com P. grisea foi semelhante
ao obtido para plantas ndo inoculadas. Por outro lado, a concentragdo de
nutrientes em plantas nio supridas com Si e inoculadas com P. grisea foi diferente
do observado para as plantas ndo inoculadas. Outro ponto relevante é que em
plantas supridas com Si, independentemente da inoculagdo com P. oryzae, a
concentragdo de micronutrientes foi menor do que o observado em plantas nao
supridas com Si e inoculadas ou nao com P. oryzae. Esse fato € bastante
relevante, pois indica que o Si pode interferir ativamente na absorcdo de
micronutrientes. O dcido monosilicico pode reagir com outros metais como 0
ferro, manganés, cddmio, chumbo, zinco, mercurio dentre outros, formando
silicatos com esses metais (Epstein, 1999). Com uma concentracdo elevada de
acido monosilicico pode ocorrer precipitagdo dos metais pesados com uma baixa
proporcao de silicatos soliveis (Epstein, 1999). No entanto, embora decrescidas,
as concentracdes dos elementos estes estdo dentro dos niveis adequados para o
arroz, o que pode indicar que plantas de arroz supridas com Si e ou infectadas por
P. grisea ndo sofrem déficit nutricional (IRRI, 1996). Isso € importante, pois os
micronutrientes estdo relacionados a intimeras fun¢des metabdlicas nas plantas
(Taiz & Zeiger, 2004) influenciando os eventos decorrentes da interagdo planta-

patogeno (Datnoff et al., 2007). Esse fato € ainda corroborado pelos resultados da
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matéria seca indicando que plantas supridas com Si produziram mais matéria seca,
mesmo tendo as concentracdes de nutrientes diminuidas em relacdo as plantas nio
supridas com Si e ndo inoculadas com P.oryzae (Rodrigues et al., 2001).

Os resultados obtidos nesse estudo indicam que a resisténcia o arroz a
brusone mediada pelo Si pode estar relacionada com o decréscimo nas
concentragdes de nutrientes, embora sem detrimento ao crescimento da planta por

qualquer deficiéncia nutricional.
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Tabela 1. Analise de varidncia do efeito dos fatores doses de silicio (Si) e

inoculagdo ou ndo com Pyricularia oryzae e para a interacdo desses fatores na

concentragdo foliar de seis macronutrientes.

Valor de F
Fontes de variagio ~ gI°

N p K Ca Mg S

Dosesde Si(Si) 1 2366™ 2037" 9041° 22,61" 21,58" 6,56
Inoculacdo ou ndo - B
com P.oryzae (1) | 39257 10,59 39257 022" 082" L™

SixI 1 0’72“5 0’59118 0,72115 0,62ns 2,96m 5,14*
Residuo 20

¥ graus de liberdade
- Valores significativos a 5% de probabilidade pelo teste F
™ Valores ndo significativos a 5% de probabilidade pelo teste F
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Tabela 2. Concentracdo foliar de macro, micronutrientes e de silicio em plantas
de arroz supridas (+Si) ou nao supridas (-Si) com silicio (Si) e inoculadas ou ndao

com Pyricularia oryzae.

Fatores Concentragdo (dag/kg)
N P K Ca Mg Cu B Si
-Si 3,59a 0,57a 3,50a 0,58a 0,57a 14,36a 16,35a 3,51a
+Si 3,01b 0,53b 2,52b 0,48 0,48 10,25b 9,49b 0,14b
Plantas ndo inoculadas 3,67a 0,56 3,29a 0,54a 0,54a 13,6a 13,0a  1,9a
Plantas inoculadas 2,93b 053 2.57b 0,52a 0,52a 11,0b 12,8a 1,8a
C.V. (%) 8,73 3,94 837 1028 9,26 1528 16,63 11,77

C.V. —coeficiente de varia¢ao
Meédias seguidas pela mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de F.
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Tabela 3. Andalise de varidncia do efeito dos fatores doses de silicio (Si) e
inoculagdo ou ndo com Pyricularia oryzae e para a interacdo desses fatores na

concentragdo foliar de micronutrientes e silicio.

Fonte de s

o gl 7n Fe Mn Cu B Si
variacio
Doses de Si . - - -
(Si) 173,19 35,34 113,76 28,61 61.08"  1476.03"
Inoculacdo

ou ndo com 1 * * o
14,85 6,52 77,43 11,23 0.06™ 1.09™

P.oryzae(])
SixI 1 6,69 9,677 9417  0,11™ 1,68 2.41™
Residuo 20 - - - - - _

¥ graus de liberdade
" Valores significativos a 5% de probabilidade pelo teste F

™ Valores ndo significativos
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Tabela 4 Desdobramento da interacdo doses de silicio (Si) x inoculacdo ou ndo com Pyricularia oryzae para a concentracdo de

quatro nutrientes.

Concentragdo

Fonte de Zn mg/kg Fe mg/kg Mn mg/kg S g/Kg
Variacdo -Si +Si -Si +Si1 -Si +S1 -Si +S1
Plantas nao

56,43 aA* 31,98 aB 110,10 aA 69,68 bB 303.53 aA 166,65 aB 0,235 aA 0,232 aA
Inoculadas
Plantas
_ 46,43 bA 30,01 aB 84,81 aA 72,16 aA 185,25 bA 109,51 bB 0,246 aA 0,201 bB
inoculadas
C.V. (%) 9,22 10,93 12,76 10,32

C.V. coeficiente de variacao.
*Médias seguidas pela mesma letra mintscula ndo diferem entre si nas colunas segundo o teste F (P < 0,05) e médias seguidas pela

mesma letra maidscula ndo diferem entre si nas linhas pelo Teste F
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Tabela S. Peso da matéria seca da parte aérea (MSPA), da matéria seca de raiz
(MSR), da matéria seca total (PST) e razdao entre parte aérea/raiz (PA/R) de

plantas de arroz supridas (+Si) ou ndo supridas (-Si) com silicio (Si).

Tratamentos MSPA MSR MST Razdao PA/R
-Si 7,65 2,10 9,75 3,64
+Si 13,00 3,27 16,27 4,34
Valor F 1279* 228,95%* 301,5% 91,54™

Médias seguidas pela mesma letra dentro de cada coluna sdo significativamente diferentes pelo

teste F ao nivel de 5% de probabilidade.
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CONCLUSOES GERAIS

Em plantas com sintoma da brusone a fotossintese € alterada tanto por
meio de impedimento bioquimico quanto fotoquimico.

Em plantas infectadas por P. oryzae, e supridas com Si, a condutincia
estomdtica e a taxa de assimilagdo liquida de CO, foram mantidos, além da
protecio do aparato fotossintético contra a fotoinibi¢do cronica e dos
fotossistemas contra danos decorrentes da hiperexcita¢do acentuada.

O estresse oxidativo em plantas infectadas por P. oryzae e supridas com Si
foi reduzido pela regulacdo da concentragdo da H,O, pela enzima SOD em
associa¢do com a CAT e a APX.

A resisténcia do arroz a brusone mediada pelo Si pode estar relacionada
com o decréscimo nas concentra¢des de nutrientes, que afetam a nutricao de P.

oryzae nos tecidos infectados.
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