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RESUMO

SCHURT, Daniel Augusto, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril, 2010.
Analises microscépicas e bioquimicas da resisténcia do arroz a queima das
bainhas mediada pelo silicio. Orientador: Fabricio Avila Rodrigues. Coorientador:
José Rogério de Oliveira e Marta Cristina Corsi de Filippi.

O efeito da aplicagdo de diferentes produtos, alguns considerados eficientes
indutores de resisténcia, nas bainhas de duas cultivares de arroz visaram reduzir o
comprimento relativo das les6es da queima das bainhas. Os resultados desse trabalho
indicaram que apenas o Ethephon e o fosfito de potéssio foram eficientes em reduzir o
comprimento relativo da lesdo da queima das bainhas. Os dois produtos a base de silicio
assim como o acibenzolar-S-metil e a quitosana desacetilada ndo reduziram o
comprimento relativo da lesdo da doenca. Para mensurar a resisténcia fisica das bainhas
de plantas de arroz, supridas ou ndo com Si, a infeccdo por R. solani foi utilizado o
método da punctura. A resisténcia das bainhas de plantas de arroz a queima das bainhas
deve-se, em parte, a uma maior resisténcia fisica ocasionada pela deposicdo de Si. Ao
investigar, a nivel microscopico, a resisténcia do arroz a queima das bainhas
potencializada pelo Si verificou-se um menor crescimento superficial de hifas de R.
solani em bainhas de arroz, menor area necrosada e maior intensidade autofluoréscencia
em cortes transversais de bainhas de arroz. Atraves da analise de pirolise, elucidou-se o
efeito do Si na possivel alteracdo da composicdo quimica da lignina da bainha de
plantas de arroz quando infectadas por R. solani. Nas bainhas infectadas das plantas das
duas cultivares, supridas ou ndo com Si, verificou-se um aumento na relacdo S/G,
exceto para cultivar BR-Irga-409 suprida com Si. Ao analisar o efeito do Si na
concentracdo de acUcares totais e de lignina insoltvel e solivel em bainhas de plantas
de arroz infectadas pelo fungo R. solani, constatou-se um aumento na lignificacdo dos
tecidos e a diminui¢do de agUcares totais.
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ABSTRACT

SCHURT, Daniel Augusto, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, April, 2010.
Microscopic and biochemical analysis of resistance to rice sheath blight
mediated by silicon. Advisor: Fabricio Avila Rodrigues. Co-Advisers: José Rogério
de Oliveira and Marta Cristina Corsi de Filippi.

The effect of different products, some considered to be efficient inducers of
resistance, the sheaths of two cultivars of rice aimed at reducing the length of lesions on
the sheath blight. The findings indicated that only the Derosal, Ethephon and potassium
phosphite were effective in reducing the length of the lesion on the sheath blight. The
two products based on silicon as well as acibenzolar-S-methyl and chitosan deacetylated
not reduced the relative length of the lesion of the disease. To measure the physical
resistance of the sheaths of rice plants, supplied or not with Si, to infection by R. solani
method was used to puncture. The resistance of the sheaths of rice plants to the sheath
blight of the sheaths is due in part to greater physical resistance caused by the
deposition of Si Upon investigation, the microscopic level, resistance to rice sheath
blight enhanced by Si there A minor superficial hyphal growth of R. solani on rice
sheaths, smaller necrotic area and higher autofluorescence intensity in transverse
sections of sheaths of rice. Through analysis of pyrolysis, elucidated the effect of Si on
the possible change of the chemical composition of lignin sheath of rice plants when
infected by R. solani. Sheaths in infected plants of both cultivars, or not supplied with
Si, there was an increase in S/G, except for BR-1rga-409 supplied with Si By analyzing
the effect of Si in the concentration of sugars and insoluble and soluble lignin in sheaths
of rice plants infected by the fungus R. solani, there was an increase in lignification of

the tissues and reducing sugars.
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INTRODUCAO GERAL

Uma agricultura mais racional visa, entre outras coisas, obtengéo de uma maior
produtividade por unidade de area e a sanidade do produto. O uso de defensivos
quimicos, como os fungicidas, difundiram-se enormemente pela sua capacidade de
controle, no entanto, apresentam aspectos negativos, como a poluicdo do ambiente,
alterando o complexo bidtico da natureza, afetando as plantas, animais e o proprio
homem.

Numerosas estratégias tém sido investigadas para 0 manejo das plantas contra
fitopatdgenos. Préticas culturais, rotacdo de cultura, aracdo e fertilizacdo entre outras,
que afetam ecologicamente as comunidades microbianas. Principalmente melhorando o
crescimento das comunidades benéficas e induzindo mecanismos de defesa contra
microrganismos que causam doencas em plantas.

A queima das bainhas, causada pelo fungo Rhizoctonia solani Kuhn causa sérias
perdas na producdo de arroz em paises asiaticos (Gangopadhyay & Chakrabarti, 1982).
Atualmente, essa doenca constitui uma séria ameaca as lavouras de arroz no Brasil
devido a utilizacdo da rotacdo arroz-soja e as condic¢des climaticas favoraveis.

A auséncia de resisténcia genética em grande parte dos cultivares de arroz
irrigado faz com que o uso de fungicidas seja a principal medida de controle dessa
doenca. A fertilizacdo silicatada é uma estratégia de controle que pode ser utilizada no
manejo integrado da queima das bainhas. Rodrigues e colaboradores (2001) mostraram
que cultivares de arroz susceptiveis e moderadamente susceptiveis a queima das
bainhas, apds fertilizadas com Si, tiveram o nivel de resisténcia aumentado
equiparando-se a cultivares com alto nivel de resisténcia parcial mas nédo fertilizadas
com Si.

Os mecanismos pelos quais o Si confere resisténcia as plantas ao ataque por R.
solani permanece em discussao pela comunidade cientifica. Acredita-se que o aumento
da resisténcia de cultivares de arroz a queima das bainhas esta associado com a
deposicdo e polimerizacdo do Si abaixo da cuticula impedindo a penetracdo dos
apressorios e dos colchdes de infeccdo produzidos por R. solani na superficie da bainha
(Rodrigues et al., 2001). Entretanto, é possivel que a resisténcia do arroz a queima das
bainhas conferida pelo Si ocorra através da ativagdo de algum mecanismo de defesa

como ja relatado no patossistema arroz-brusone (Rodrigues et al., 2003a, 2004,2005).



Diante das preocupagdes com o meio ambiente, seguranca dos aplicadores de
defensivos, saude publica e custo de aplicacdo, faz-se necessario encontrar métodos
alternativos para o controle dessa doenga.

Diante desta perspectiva, objetivou-se com o trabalho verificar:

a) Avaliar o efeito da aplicacdo de diferentes produtos, alguns considerados
eficientes indutores de resisténcia, nas bainhas de duas cultivares de arroz visando

reduzir o comprimento relativo das lesdes da queima das bainhas;

b) Mensurar a resisténcia fisica das bainhas de plantas de arroz, supridas ou nédo
com Si, a infeccéo por R. solani utilizando o método da punctura.

c) Investigar, a nivel microscopico, a resisténcia do arroz a queima das bainhas

potencializada pelo Si.

d) Elucidar, atraves da analise de pirodlise, o efeito do Si na possivel alteracdo da
composicdo quimica da lignina da bainha de plantas de arroz quando infectadas por R.

solani.

e) Verificar o efeito do Si na concentracdo de acUcares totais e de lignina

insoltvel e soltvel em bainhas de plantas de arroz infectadas pelo fungo R. solani.
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Aplicacéo de produtos visando induzir a resisténcia do arroz a queima das
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RESUMO

Aplicacdo de produtos visando induzir a resisténcia do arroz a queima das bainhas

A queima das bainhas, causada por Rhizoctonia solani, € uma das principais
doencas fungicas do arroz. Nesse estudo, investigou-se o efeito da aplicacdo de
diferentes produtos em reduzir o comprimento relativo da lesdo (CRL) dessa doenca.
Plantas de arroz das cultivares BR-Irga 409 e Labelle foram crescidas em solucao
nutritiva e inoculadas com R. solani no estadio de maximo perfilnamento. As 24 horas
antes da inoculagéo, as bainhas das plantas receberam aplicacdo de solucGes de silicato
de potassio (SP), Carbon Defense (CD), acibenzolar-S-metil (ASM), fungicida Derosal,
quitosana desacetilada (QD), Ethephon (ET) e fosfito de potassio (FP). Plantas cujas
bainhas foram pulverizadas com agua destilada serviram como testemunha. O efeito
desses produtos no crescimento micelial de R. solani foi estudado in vitro. O CRL da
queima das bainhas nas bainhas das plantas da cultivar BR-Irga 409 foi menor com a
aplicacdo do FP em relacdo aos demais tratamentos, exceto o Derosal. Ndo houve
diferenca dos tratamentos ET, ASM, SP, CD e QD em relacdo a testemunha para a
cultivar Labelle. A aplicagdo do ET e do Derosal reduziram em 41 e 86%,
respectivamente, 0 CRL da queima das bainhas em relacdo a testemunha da cultivar
Labelle. Para a cultivar BR-Irga 409, os tratamentos ASM, FP, SP, CD e QD nao
diferiram da testemunha. O CRL da queima das bainhas foi menor para as cultivares
BR-Irga 409 e Labelle, respectivamente, com aplicacdo do FP e do ET. O crescimento
micelial de R. solani foi inibido pelo ET, ASM, FP, SP, CD, Derosal e QD em
comparagdo ao tratamento controle (4gua). O crescimento micelial de R. solani foi mais
reduzido com o FP, seguido do SP, CD e ASM. O Derosal foi o tratamento que mais
inibiu o crescimento de R. solani. As concentracdes de Si nas bainhas das plantas das
cultivares BR-Irga 409 e Labelle foram de 1; 22 e 1,2% e de 0,8; 0,7 e 0,8%,
respectivamente, para os tratamentos testemunha, SP e CD, mas sem diferencga
significativa entre esses trés tratamentos, independente da cultivar. Conclui-se que
apenas o ET e o FP foram eficientes em reduzir o CRL da queima das bainhas. Os
produtos SP e CD, fontes de silicio soltvel, e 0 ASM e a QD néo reduziram o CRL da



queima das bainhas ao contrario da eficiéncia deles em decrescer a intensidade de

doencgas em outras culturas conforme reportado na literatura.

Palavras-chave: indutores, Oryza sativa, resisténcia induzida, Rhizoctonia solani,
silicato.

ABSTRACT

Application of products aiming to induce rice resistance to sheath blight

Sheath blight, caused by Rhizoctonia solani, is one of the most important fungal
diseases on rice. This study aimed to determine the effect of products application to
decrease the relative lesion extension (RLE) of sheath blight. Plants from cultivars BR-
Irga 409 and Labelle were grew in nutrient solution and inoculated with R. solani at the
maximum tillering stage. At 24 hours before inoculation, the sheaths of plants received
the application of solutions of potassium silicate (PS), carbon defense (CD),
acibenzolar-S-methyl (ASM), fungicide Derosal, deacetylated chitosan (DC), Ethephon
(ET), and potassium phosphite (PP). Sheaths from plants sprayed with water served as
the control treatment. The effect of these products on R. solani mycelia grow was also
studied in vitro. The RLE of sheath blight on sheaths of plants from cultivar BR-Irga
409 was reduced with the application of PP compared to the other treatments, except the
Derosal. For Labelle, there was no difference of the treatments ET, ASM, PS, CD, and
DC to the control. The application of ET and Derosal reduced in 41 and 86%,
respectively, the RLE in comparison to the control. For the cultivar BR-Irga 409, the
treatments ASM, PP, PS, CD, and DC were not different from the control. The RLE of
sheath blight was lower for BR-Irga 409 and Labelle, respectively, for the application of
PP and ET. Mycelia grow of R. solani was inhibited by ET, ASM, PP, PS, CD, Derosal,
and DC in comparison to the control (water). Mycelia grow of R. solani was more
reduced with PP followed by PS, CD, and ASM. Derosal was the treatment that most
inhibited R. solani growth. Silicon concentrations on sheaths of plants from cultivars
BR-Irga 409 and Labelle were 1, 2.2, and 1.2% and 0.8, 0.7, and 0.8%, respectively, for
the control, PS, and CD, but without difference among them regardless of the cultivars.
It can be concluded that only the ET and the PP were efficient to reduce the RLE of
sheath blight. The products PS and CD, sources of soluble silicon, and the ASM and the
DC did not reduce the RLE of sheath blight in contrast to their efficiency in reducing

the intensity of diseases on other crops as reported in the literature.



Keywords: induced resistance, inducers, Oryza sativa, Rhizoctonia solani, silicates.

1. INTRODUCAO

A queima das bainhas, causada por Rhizoctonia solani Kihn (Thanatephorus
cucumeris (A. B. Frank) Donk) (Hashiba & Kobayashi, 1996), € uma das principais
doencas fungicas do arroz [Oryza sativa L.], sendo superada apenas pela brusone
(Pyricularia grisea) (Ou, 1985). Essa doenga causa sérios prejuizos na producdo do
arroz cultivado nos estados de Goias, Mato Grosso e Tocantins devido a rotacdo com a
soja e também as condicbes climaticas favoraveis para a ocorréncia de epidemias
severas. Além disso, a formacdo de um grande numero de esclerddios dificulta o
controle da doencga (Lee & Rush, 1983). As plantas tornam-se infectadas quando os
esclerodios entram em contato com a bainha, germinam e o micélio forma inimeras
almofadas de infeccdo sobre os tecidos suscetiveis da bainha (Matsuura, 1986). Nas
bainhas, observam-se lesdes circulares e/ou arredondadas de coloragdo acinzentada com
bordas marrom-escura (Ou, 1985). Ao coalescerem, as lesdes causam a seca parcial ou
total das bainhas e das folhas, 0 acamamento das plantas, uma maior porcentagem de
glumas vazias e uma reducdo no numero de perfilhos (Rush & Lee, 1992).

O uso de fungicidas é a principal medida de controle da queima das bainhas, pois
as cultivares de arroz irrigado disponiveis aos rizicultores sdo suscetiveis (Li et al.,
1995). Diante das preocupagdes com o meio ambiente, seguranca dos aplicadores de
defensivos, salde publica e custo de aplicacdo, faz-se necessario encontrar métodos
alternativos para o controle dessa doenca. A aplicacdo de silicio (Si), seja via foliar ou
via solo, tem reduzido a intensidade de inimeras doencas fingicas e bacterianas em
varias culturas de importancia comercial (Datnoff et al., 2007). Em arroz, a aplicacdo
foliar de silicato de potassio reduziu a severidade da mancha parda e 0 numero de lesdes
em 37 e 47%, respectivamente, mas a reducdo desses dois componentes de resisténcia
foi maior quando as plantas absorveram o Si pelas raizes (Rezende et al., 2009).

A ativacdo de mecanismos de defesa em plantas que afetam o processo infeccioso
de varios patogenos € sinalizada pelos hormonios acido salicilico (AS), acido jasmonico
(AJ) e etileno (ET) (Kachroo & Kachroo, 2007). A aplicacédo do benzotiadiazole (BTH),
um anélogo do AS, a partir das 24 horas antes da inoculacdo das bainhas das plantas de



arroz com R. solani reduziu a severidade da doenca (Rohilla et al., 2001). A aplicacédo
do BTH também aumentou a resisténcia das plantas de arroz a queima foliar causada
por Xanthomonas oryzae pv. oryzae por trés dias, resisténcia essa confirmada pela
maior concentracdo de compostos fenolicos e atividade de quitinases e f-1,3-glucanases
(Babu et al., 2003).

O crescimento micelial de Pyricularia grisea € 0 nimero de conidios produzidos
por esse fungo nas lesbes foram negativamente afetados pela aplicacdo de quitosana
(Rabea et al., 2005). Plantas de trigo pulverizadas com quitosana hidrolisada
apresentaram aumento na atividade das enzimas fenilalanina amdnia-liase (FAL) e
peroxidases e, consequentemente, tornaram-se mais resistentes ao mofo cinzento
(Botrytis cinerea) (Mitchell et al., 1994). A severidade da requeima (Phythophthora
infestans) em tubérculos de batata também foi reduzida pela aplicacdo de quitosana
devido ao aumento na atividade das enzimas quitinases e f-1,3-glucanases (Vasyukova
etal., 2001).

O etileno também tem uma participacdo importante na resisténcia de algumas
espeécies de plantas a patdgenos. A ativacdo de genes responsivos ao etileno, a exemplo
do OsBIERF, em arroz aumentou a resisténcia das plantas a brusone (Cao et al., 2006).
Plantas mutantes de soja deficientes na producdo de etileno foram mais suscetiveis ao
crestamento bacteriano, causado por Pseudomonas syringae pv. glycinea, do que as
plantas responsivas a esse hormonio (Weingart et al., 2001). Videiras pulverizadas com
etileno apresentaram frutos com maior resisténcia ao mofo cinzento (Elad, 1993).
Contrariamente, em algoddo, o etileno foi responsavel pela epinastia das folhas e
desfolha das plantas infectadas por Verticillium dahliae (Tzeng et al., 1985).

A aplicacdo de fosfito também tem se mostrado promissora no controle de
algumas doencas em plantas de interesse comercial. Houve menor incidéncia do mofo
azul, causado por Penicillium expansum, em macas pulverizadas com fosfito de potassio
(Blum et al., 2007). A aplicacdo desse produto em mistura com o cloreto de célcio
reduziu a incidéncia de podridées (P. expansum) em macds frigoconservadas
(Brackmann et al., 2004). Plantas de pimenta pulverizadas com solucdo de fosfito e
fosfato foram mais resistentes a murcha causada por Phytophthora capsici (Foster et al.,
1998). O fosfito de potéssio inibiu a germinagdo dos conidios de Verticillium dahliae
(Ribeiro Junior et al., 2006) e o crescimento micelial da raca 4 de Fusarium oxysporum

f.sp. cubense (Davis et al., 1994).



Objetivou-se com o trabalho verificar o efeito da aplicacdo de diferentes produtos,
alguns considerados eficientes indutores de resisténcia, nas bainhas de duas cultivares

de arroz visando reduzir o comprimento relativo das lesdes da queima das bainhas.

2. MATERIAL & METODOS

2.1. Crescimento das plantas

Sementes de arroz das cultivares BR-Irga 409 e Labelle, suscetiveis a R. solani,
foram desinfestadas em hipoclorito de sddio 10% (vol/vol) por 2 min, lavadas em agua
destilada por 3 min, e colocadas para germinar em papel germiteste umedecido. Os
rolos de papel germiteste foram colocados em camara de germinacéo a 25°C por 6 dias.
As plantulas foram crescidas em vasos plasticos com solucdo nutritiva utilizando
metade da concentracdo por sete dias. Apds esse periodo, as plantas foram transferidas
para vasos plasticos contendo 5 litros de solugdo nutritiva modificada de Hoagland &
Arnon (1950) até os 60 dias apo6s o transplantio (estadio de méaximo perfilhamento).
Essa solucdo nutritiva foi constituida de: 1,0 mM KNOs; 0,25 mM NH4H,PO,4; 0,1 mM
NH,4CI; 0,5 mM MgSO,7H,0; 1,0 mM Ca(NO3)4H,0; 0,30 uM CuSO,45H,0; 0,33 uM
ZnS0O,47H,0; 11,5 uM H3BOs3; 3,5 uM MnCl,4H,0; 0,1 uM (NH;)6Mo0;0,4H,0; 25
UM FeSO,47H,0; e 25 uM EDTA bisodico. A solucdo nutritiva, sem aeracdo, foi
trocada a cada quatro dias. O pH da solucéo foi monitorado diariamente e mantido em
5,5 utilizando-se solucbes 1 M de NaOH ou HCI quando necessério.

2.2. Aplicacao dos produtos

As bainhas das plantas das duas cultivares foram pulverizadas com as solugdes de
silicato de potassio (SP) (FertiSil®, PQ Silicas Brazil Ltda, Sdo Paulo, SP) na dose de 10
g/L; Carbon Defense (CD) (Floratine Bioscience®, USA) na dose de 2 mLI/L,
acibenzolar-S-metil (ASM) (130 mg i.a./L); fungicida Derosal® (Carbendazim 500 mg
i.a./L); quitosana desacetilada (QD) a 85% (500 mg/L); Ethephon® (ET) (1,5 mL/L) e
fosfito de potassio (FP) (Hortifos PK®, 27% de P,Os e 27% de K,0, Agrichem do Brasil
Ltda, Ribeirdo Preto, SP) na dose de 6 mL/L. O pH das solugdes de SP e de FP foram

ajustadas para 6,0 utilizando-se, respectivamente, solu¢cdes 1 M de HCI e NaOH. As
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bainhas das plantas das duas cultivares pulverizadas com agua destilada representaram o

tratamento controle.

2.3. Producéo do inoculo, inoculagdes e avaliacfes

As bainhas das plantas foram inoculadas com R. solani as 24 horas apés a
aplicacdo dos produtos mencionados acima. Utilizou-se o isolado de R. solani CNPAF
Rs-1 (AG-1 IA) fornecido pelo Dr. Anne Sitarama Prabhu (CNPAF). Micélio e
esclerddios do fungo foram preservados em papel de filtro. Apds o crescimento do
fungo em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), discos do meio contendo micélio
foram retirados e distribuidos em novas placas de Petri contendo BDA. Na superficie do
meio de cultura contido em cada placa de Petri, foram colocados pedacos de palito de
dente, de aproximadamente 1 cm de comprimento, que serviram como suporte para o
crescimento do fungo. Os pedacos de palito de dente, foram previamente lavados em
agua quente para remover possiveis substancias toxicas, foram colocados em frascos
contendo BDA e autoclavados por 20 min (Rodrigues et al., 2001). As placas contendo
micélio fangico crescendo sobre e também no interior dos palitos, foram transferidas
para camara de crescimento (25°C, fotoperiodo de 12 h luz/escuro) onde permaneceram
por 5 dias. A segunda bainha do perfilho principal de cada planta foi inoculada
colocando, com auxilio de uma pinca estéril, um pedaco de palito colonizado pelo
fungo. As bainhas inoculadas foram amarradas aos perfilhos das plantas com fitilhos.
Imediatamente ap6s a inoculacgdo, as plantas foram transferidas para camara de nevoeiro
com temperatura de 25 + 2°C e umidade relativa de 90 * 5%. Plantas cujas bainhas
foram pulverizadas com ET foram colocadas em uma cdmara de nevoeiro diferente
daquela onde se encontravam as plantas que receberam os demais tratamentos. Avaliou-
se 0 comprimento da lesdo da queima das bainhas em cada bainha inoculada as 96 horas
apos a inoculacdo das plantas com auxilio de um paquimetro digital. O comprimento
relativo da lesdo (CRL) foi calculado dividindo o comprimento da lesdo (em cm) pelo
comprimento da bainha (em cm) x 100.

2.4. Determinacdo de Silicio
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Apds o término do experimento, as bainhas das plantas das repeticbes dos
tratamentos testemunha, SP e CD foram coletadas, lavadas, secas em estufa a 65°C até
atingirem peso constante e moidas em moinho tipo Wiley para determinacdo da

concentracdo de Si (Korndorfer et al., 2004).

2.5. Delineamento experimental

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 8 x 2 com cinco repeti¢cdes. Os fatores estudados foram: pulverizagéo
das plantas com os oito produtos, incluindo a testemunha, e duas cultivares de arroz.
Cada repeticdo foi constituida por um vaso plastico contendo duas plantas de arroz. Os
dados do CRL da queima das bainhas e da concentracdo de Si na bainha foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas no programa SAS 9.0
(Institute Inc., Cary, NC).

2.6. Testes in vitro

Foram testados, in vitro, os produtos utilizados na pulverizacdo das bainhas para a
inibicdo do crescimento micelial de R. solani. Esses produtos foram incorporados ao
meio BDA, nas mesmas doses descritas acima, e no centro de cada placa de Petri foi
colocado um disco de micélio (1 cm de didmetro) do fungo. O crescimento micelial, em
cm?, foi medido as 48 horas. Placas contendo 4gua deionizada esterilizada adicionada ao
meio de cultura serviram como testemunha. O experimento foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado com 8 tratamentos (descritos acima) e cinco

repeticdes. Cada repeticdo foi constituida por uma placa de Petri.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito significativo (P = 0,003) dos fatores produtos e cultivares, bem
como da interacdo desses fatores para o CRL da queima das bainhas. Nas bainhas das

plantas da cultivar BR-Irga 409, o CRL foi significativamente menor (P < 0,05) com a
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aplicacdo do FP em relacdo aos demais tratamentos, exceto para o Derosal (Tabela 1).
Para o CRL nas bainhas das plantas da cultivar Labelle, ndo houve diferenga
significativa (P = 0,05) dos tratamentos ASM, FP, SP, CD e QD em relacdo a
testemunha (Tabela 1). Porém, houve reducdo significativa de 41 e 86%,
respectivamente, no CRL com a aplicacdo do ET e do Derosal em relacdo a testemunha
(Tabela 1). N&o houve diferenca significativa (P = 0,05) entre os tratamentos ET, FP e
QD para a cultivar Labelle. Sabe-se que para ocorrer redugdo nos sintomas de uma
doenca, o etileno deve ser aplicado antes que as plantas entrem em contato com o
patdgeno, considerando que a doenca pode se desenvolver mais rapidamente caso esse
hormonio seja aplicado apos ocorrer infeccdo (Abeles et al., 1992). Assim, o tempo de
exposicdo da planta ao etileno estimulara ou reduzird a resisténcia & determinados
patégenos (van Loon et al., 2006). As plantas de arroz, principalmente da cultivar
Labelle, que receberam a aplicacdo do ET, apresentaram-se mais resistentes a queima
das bainhas com base nos valores do CRL obtidos. De acordo com Agrawal et al.,
(2001), o etileno, gerado a partir do Ethephon na concentragdo de 0,1 a 2,5 mmol/L,
induziu os genes PR1, PR10 e PR5, produtores de proteinas relacionadas com a
patogénese, em arroz. Hoffman et al. (1999) observaram que plantas de soja deficientes
na percepcao do etileno apresentaram o mesmo nivel de suscetibilidade a R. solani do
que as plantas do tipo selvagem. Plantas de couve-flor apresentaram reducdo na
severidade do mildio, causado por Peronospora parasitica, quando pulverizadas com
sais de fosfito na concentracdo de 7 mL/L (Bécot et al., 2000). Na concentracdo de 10
mL/L, esse produto promoveu uma resisténcia induzida local, mas ndo de natureza
sistémica, nas plantas de couve-flor ao mildio, com menor atividade da enzima $-1,3
glucanase. Sais de fosfito na concentracdo de 7 mL/L reduziram a germinacdo dos
esporangios de P. parasitica em até 53% (Bécot et al., 2000).

Né&o houve diferenca significativa entre as cultivares BR-Irga 409 e Labelle para
os tratamentos ASM, SP, CD, QD e testemunha (Tabela 1). A ineficiéncia do ASM em
reduzir o CRL da queima das bainhas, independente da cultivar de arroz, pode estar
relacionado com a dose utilizada ou até mesmo com 0 tempo necessario para que as
plantas dessas cultivares expressarem a resisténcia sistémica adquirida. De acordo com
Rohilla et al. (2001), o ASM foi mais eficiente em reduzir a severidade da queima das
bainhas em arroz quanto mais cedo as plantas fossem expostas a esse produto antes da
inoculagdo. Aplicagdes de doses altas do ASM podem ativar rapidamente a resisténcia
de uma determinada espécie de planta (van Hulten et al., 2006), ao contrario de doses

menores desse indutor (Conrath et al., 2006).
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Embora a quitosana seja capaz de induzir respostas de defesa em diferentes
espécies de plantas a varios patogenos (Vander et al., 1998), no presente trabalho
observou-se ineficiéncia desse indutor em reduzir o CRL da queima das bainhas, o que
pode ser explicado pela dose utilizada e/ou pelo grau de deacetilacdo do produto. Sabe-
se que o grau de polimerizacdo, o nivel de deacetilizacéo e a distribuicdo das cargas no
polimero afetam a atividade biologica da quitosana (Muzzarelli, 1996). Em arroz, o pré-
tratamento de sementes e a pulverizacdo das plantas com quitosana e quitosana
hidrolisada nas concentragdes de 100 a 1000 mg/L reduziram a severidade da brusone
(Rodriguéz et al., 2007). A atividade da FAL foi menor nas plantas de arroz
pulverizadas com quitosana do que nas plantas que receberam a aplicagdo de quitosana
hidrolisada (Rodriguéz et al., 2007). De acordo com Lin et al. (2005), quanto menor o
peso molecular da quitosana pulverizada nas plantas de arroz, maior sera a reducdo nos
sintomas da brusone.

Com a aplicacdo do fungicida Derosal, o0 CRL foi significativamente menor (P <
0,05) em relacdo aos demais tratamentos para as duas cultivares de arroz. Esse fungicida
é eficiente no controle da queima das bainhas em condicGes de campo (Rush & Lee,
1992). Diferencas significativas (P < 0,05) entre as duas cultivares ocorreu apenas com
a aplicacéo do ET e do FP (Tabela 1). O CRL foi significativamente menor (P < 0,05)
com a aplicacdo do FP para BR-Irga 409 enquanto que para Labelle, o CRL foi menor
com a aplicacdo do ET (Tabela 1), resposta essa explicada, possivelmente, por serem do
tipo japdnica e indica.

O crescimento micelial de R. solani foi significativamente (P < 0,05) inibido com
a incorporacao dos produtos ET, ASM, FP, SP, CD, D e QD ao meio de cultura em
compara¢do com o tratamento controle (Fig. 1). O FP foi o que mais reduziu o
crescimento micelial de R. solani, seguido do SP e ASM. O Derosal inibiu
completamente o crescimento micelial de R. solani, o qual diferiu significativamente (P
< 0,05) dos demais tratamentos (Fig. 1). Sabe-se que o BTH analogo do ASM, tem
efeito fungitoxico reduzido a R. solani (Rohilla et al., 2001), porém ndo existe
informacdo na literatura sobre o efeito dos demais produtos testados no crescimento
micelial desse fungo em testes in vitro.

As concentracdes de Si nas bainhas das plantas das cultivares BR-Irga e Labelle
foram de 1; 2,2 e 1,2% e de 0,8; 0,7 e 0,8%, respectivamente, para 0s tratamentos
testemunha, SP e CD, mas sem diferenca significativa (P = 0,05) entre esses trés
tratamentos, independente da cultivar. Ndo houve diferenca significativa (P = 0,05)

entre as duas cultivares para a concentracdo de Si na bainha. Sabe-se que as espécies de
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plantas diferem quanto a capacidade em absorver o Si do solo e transloca-lo, de forma
eficiente, para a parte aérea (Mitani & Ma, 2005). O arroz, a cana-de-agucar e outras
gramineas, reconhecidas como acumuladoras de Si, chegam a apresentar até 5% de Si
na matéria seca da parte aérea (Datnoff et al., 2007). A aplicacdo do SP e do CD nas
bainhas das plantas de arroz ndo resultou em menores valores do CRL, indicando uma
ineficiéncia das plantas em absorver o Si solUvel contido nesses dois produtos e
deposita-lo nos tecidos da bainha de forma a afetar a infeccdo por R. solani. Salienta-se,
contudo, que a resposta poderia ser diferente caso esses produtos tivessem sido
fornecidos via raiz. De acordo com Rezende et al. (2009), a concentracéo foliar de Si foi
maior quando as plantas de arroz absorveram esse elemento pelas raizes, ao contrario,
do que foi observado quando foi realizada a aplica¢&o foliar do silicato de potassio, que
garantiu uma reducdo significativa na severidade da mancha parda. Rodrigues et al.
(2001) obtiveram reducdo na intensidade da queima das bainhas em plantas de
cultivares de arroz suscetiveis e moderadamente resistentes crescidas em solo contendo
silicato de célcio para 0 mesmo nivel observado em cultivares com um alto nivel de
resisténcia parcial, porém nao supridas com Si.

Os resultados desse trabalho indicaram que apenas o ET e o FP foram eficientes
em reduzir o CRL da queima das bainhas, possivelmente através da inducdo de
mecanismo(s) de defesa. Os dois produtos a base de Si assim como 0 ASM e a QD néao
reduziram o CRL da doenca ao contrario da eficiéncia deles em decrescer a intensidade

de doencas em outras culturas conforme reportado na literatura.
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Tabela 1. Comprimento relativo da lesdo (CRL) da queima
das bainhas nas bainhas das plantas de duas cultivares de
arroz que receberam a aplicacdo de diferentes produtos

visando induzir resisténcia.

Tratamentos CRL (%)

BR-Irga 409 Labelle
Agua destilada (testemunha) 35,7 aA 29,6 aA
Ethephon 25,1 aA 17,4 bB
Acibenzolar-S-metil 23,1 aA 29,3 aA
Fosfito de potassio 13,5 bA 23,2 abB
Silicato de potassio 24,8 aA 29,7 aA
Carbon Defense 30,8 aA 29,2 aA
Quitosana desacetilada 30,1 aA 28,4 abA
Derosal 1,1 cA 4,1 cA

Médias seguidas pela mesma letra, minGscula na coluna e maiuscula na
linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Figura 1. Efeito de diferentes produtos, avaliados para induzir resisténcia do arroz a
gueima das bainhas, no crescimento micelial de Rhizoctonia solani em meio de cultura.
A inibicdo do crescimento micelial foi avaliada as 48 horas apds a adicdo dos produtos
ao meio de cultura. C = agua destilada esterilizada (controle); ET = Ethephon; ASM =
Acibenzolar-S-Metil; FP = Fosfito de Potéssio; SP = Silicato de Potassio; CD = Carbon

Defense; D = Derosal; QD = Quitosana Desacetilada.
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Capitulo 2

Resisténcia fisica das bainhas de plantas de arroz, supridas ou ndo com
silicio, a infeccdo por Rhizoctonia solani avaliada pelo método da punctura
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RESUMO

Resisténcia fisica das bainhas de plantas de arroz, supridas ou ndo com silicio, a

infeccd@o por Rhizoctonia solani avaliada pelo método da punctura

As regides orizicolas, principalmente no Centro-Oeste do Brasil, sofrem sérias
perdas econdmicas provocadas pelo fungo Rhizoctonia solani Kiihn, o agente causal da
queima das bainhas. O silicio (Si) aumenta a resisténcia do arroz contra doencas
fangicas. O mesmo é depositado na parede celular, abaixo da cuticula formando uma
dupla camada de silica-cuticula. Com esse trabalho objetivou-se, mensurar a resisténcia
fisica pelo método da punctura em bainhas de arroz supridas (+Si) ou ndo (-Si) com
silicio, infectadas ou ndo com R. solani. A resisténcia fisica para a agulha atravessar as
48 e 72 hai da bainha das duas cultivares foi maior quando as plantas foram tratadas
com Si. As 96 hai, ndo houve diferenca na forca para atravessar as bainhas das duas
cultivares, supridas com ou sem Si. Neste estudo estabelece evidéncia direta que plantas
supridas com Si respondem a infeccdo por R. solani, através de mecanismos que

fortalecem a parede das células.

Palavras chaves: Controle de doencas, nutricdo mineral, queima das bainhas, Oryza

sativa L.
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ABSTRACT

Physical resistance of the sheaths of rice plants, supplied with or without silicon, to

infection by Rhizoctonia solani evaluated by puncture

The rice regions, mainly in the Midwest of Brazil, suffer serious economic
losses caused by Rhizoctonia solani Kiihn, the causal agent of the Sheath blight. Silicon
(Si) increases the resistance of rice against fungal diseases. The same is deposited in the
cell wall beneath the cuticle to form a double layer of silica-cuticle. With this work our
aim was to measure the physical resistance by the method of puncture in sheaths of rice
supplied (+Si) or not (-Si) with silicon, infected or not with R. solani. The physical
stamina to go through the needle at 48 and 72 hai of the sheath of both cultivars was
higher when plants were treated with Si At 96 hai, there was no difference in strength to
go through the sheaths of two cultivars, supplied with or without Si This study provides
direct evidence that plants supplied with Si respond to infection by R. solani, through

mechanisms that strengthen the cell walls.

Keywords: Control of diseases, nutrition, sheat blight, Oryza sativa L.
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1. INTRODUCAO

A queima das bainhas, causada pelo fungo Rhizoctonia solani Kihn grupo de
anastomose 1 IA (Ogoshi, 1987), causa sérias perdas econémicas em varias regides
orizicolas, principalmente na regido Centro-Oeste do Brasil. Em condi¢Ges ambientais
favoraveis, as lesdes ao coalescerem ocasionam a seca das folhas, das bainhas e o
acamamento das plantas com reducdo drastica na producdo (Ou, 1985). O controle da
gueima das bainhas é realizado principalmente com a aplicacéo de fungicidas (Groth et
al., 1990; Rush & Lee 1992), pois todas as cultivares disponiveis aos rizicultores nao
apresentam resisténcia a essa doenca (Li et al., 1995).

O silicio (Si) aumenta a resisténcia do arroz contra diversas doencas fungicas tais
como a brusone, mancha parda, queima foliar e escaldadura (Datnoff et al., 2007). Com
énfase a queima das bainhas, Rodrigues et al. (2001) demonstraram que Vvarias
cultivares de arroz supridas com Si apresentaram reducdo na severidade da doenca.
Algumas doencas economicamente importantes em centeio, milho, pepino, uva, cevada,
morando e trigo também tém suas intensidades reduzidas quando as plantas séo supridas
com Si (Datnoff et al., 2007).

As plantas de arroz podem acumular o Si em até 10% do peso seco, 0 que é
superior a concentracdo de alguns macronutrientes como o nitrogénio, o fosforo e o
potéssio (Ma & Takahashi, 2002). O Si é absorvido pelas raizes das plantas na forma de
acido monosilicico, sendo transportado via fluxo da transpiracdo e depositado na folha
na forma de silica (Sangster et al., 2001). Duas proteinas produzidas pelos genes Lsil e
Lsi2 sdo responsaveis pelo transporte ativo do acido monosilicico na exoderme e na
endoderme das raizes laterais de plantas de arroz (Ma et al., 2006, 2007a). Nas folhas, a
proteina produzida pelo gene Lsi6 € responsavel pela translocacdo do 4cido
monosilicico do xilema para o interior das células do parénquima (Yamaji et al., 2008).
O Si é depositado na parede celular abaixo da cuticula formando uma dupla camada de
silica-cuticula (Yoshida et al., 1962). A hipGtese comumente aceita é que essa dupla
camada silica-cuticula evita ou atrasa a penetracdo pelo fungo Pyricularia grisea,
agente causal da brusone, nas folhas de arroz (Kim et al., 2002). A redu¢do do numero
de lesdes de brusone em folhas de arroz de plantas supridas com Si foi atribuida a
fortificacdo da epiderme pela deposicéo e polimerizacdo do &cido monosilicico (Kim et
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al., 2002). Yoshida et al. (1962) ao estudarem a natureza quimica do Si em plantas de
arroz, reportaram que 90% desse elemento encontrava-se na forma de silica gel e
somente 0,5% na forma de &cido monosilicico. Sabe-se que o &acido monosilicico
polimerizado na parede celular é capaz de preencher os espacos deixados pelos
polimeros de celulose, formando uma matriz silica-celulose. No caso da silica gel, essa
encontra-se localizada principalmente na parede das células da epiderme, dos vasos do
xilema e floema e também no esclerénquima.

Alguns pesquisadores relataram uma diminuicdo da resisténcia da punctura na
epiderme de plantas suscetiveis de batata e Berberis spp. ao serem infectadas,
respectivamente, por Pythium debaryanum e Puccinia graminis (Hawkins & Harvey,
1919; Melander & Craigie, 1927). Ito & Sakamoto (1939) mensuraram a resisténcia a
punctura de folhas de arroz supridas com Si e inoculadas com P. grisea utilizando uma
balanca de tor¢do com uma fina agulha de metal (30 pum diametro) que perfurava o
tecido e media a forga utilizada para tal. As plantas supridas com Si apresentaram maior
resisténcia a punctura em relacdo as plantas ndo supridas com esse elemento.
Experimentos utilizando silicatos foram conduzidos entre 1950 a 1970, porém as
pesquisas para entender o mecanismo pelo qual o Si conferia a resisténcia do arroz a
brusone declinou, possivelmente, pela disponibilidade de fungicidas cada vez mais
eficientes e o desenvolvimento de cultivares resistentes (Ishiguro, 2001).

Obijetivo-se com esse trabalho mensurar a resisténcia fisica das bainhas de plantas
de arroz, supridas ou ndao com Si, a infeccdo por R. solani utilizando o método da

punctura.

2. MATERIAL & METODOS

2.1. Crescimento das plantas

As sementes de arroz das cultivares Labelle (japbnica) e BR-Irga 409 (indica)
foram germinadas em rolos de papel filtro embebidos com agua e mantidos a 25°C.
Apos a germinacdo, as plantulas foram mantidas por dois dias em solugdo nutritiva com
a metade da concentracdo, sem adi¢do de Si. As plantulas foram crescidas em vasos
contendo 0,5 L de solucéo nutritiva modificada de Hoagland & Arnon (1950), a qual era
composta dos seguintes nutrientes: 1 mol.L™* KNOs; 0,25 mol.L™* NH4H,PO; 0,1 mol.L"
1 NH4CI; 0,5 mol.L™ MgS0..7H,0; 1 mol.L™* Ca(NOs),; 0,3 mmol.L™ CuS04.5H,0;

0,33 mmol.L™? ZnS0,4.7H,0; 11,5 mmol.L™? H3BOs. 3,5 mmol.L™* MnCl5.4H,0; 0,014
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mmol.L™* (NH4)sM070,4.4H,0; 25 mmol.L™* Na,EDTA e 25 mmol.L ™ FeSOs. Para o
preparo da solucdo nutritiva, utilizou-se 1 mL de cada nutriente para cada 9 mL de &gua
deionizada. Plantas crescidas em solucdo nutritiva sem a adigdo de &cido monosilicico
serviram como controle. As plantas foram supridas com Si, adicionando-se o acido
monosilicico a solucdo nutritiva na concentracdo de 2 mmol/L. O acido monosilicico foi
obtido pela passagem do silicato de potassio (4,5 mL/L de &gua) através de uma coluna
contendo resina trocadora de cétions (Amberlite-120, Fluka) (Ma et al., 2002). A
solucdo nutritiva foi trocada a cada 4 dias e o pH foi verificado a cada dois dias e
mantido na faixa de 5,5 a 6. As plantas foram crescidas em solucdo nutritiva com a
concentracdo indicada dos 2 aos 30 dias ap6s o transplante, posteriormente, a
concentracdo foi aumentada em 1,5 vezes até o maximo perfilhamento (60 dias ap6s o

transplante).
2.2. Producéo do inoculo, inoculagdes e avaliacfes

As plantas foram inoculadas com o isolado Rs-1 de R. solani (grupo de
anastomose AG1-1A), cedido pelo Dr. Anne Sitarama Prabhu da Embrapa Arroz e
Feijdo, no estagio de maximo perfilhamento. O fungo foi crescido em meio de cultura
batata-dextrose-agar (BDA) e discos do meio contendo micélio do fungo foram
retirados e distribuidos em novas placas de Petri contendo BDA, o qual continha na
superficie do meio, pedacos de palito de dente de 1 cm de comprimento. Os palitos de
dente foram lavados em agua quente para a retirada das possiveis substancias toxicas.
Posteriormente, os palitos de dente foram misturados ao BDA e esterilizados em
autoclave por 20 min antes de serem transferidos para placas de Petri. Os pedacos de
palito com BDA serviram como suporte para o crescimento do fungo. As placas foram
transferidas para camara de crescimento (25°C e fotoperiodo de 12 h luz/escuro) onde
permaneceram por 5 dias. Pedacos de palitos de dente contendo o fungo foram
transferidos, com o auxilio de uma pinca estéril, para a segunda bainha do perfilho
principal das plantas das repeticdes de cada tratamento. A bainha foi amarrada no colmo
da planta com um fitilho para garantir o contato com o fungo. Plantas cujas bainhas
receberam apenas palito de dente sem o fungo serviram como controle. Imediatamente
apos a inoculacdo, as plantas foram transferidas para camara de nevoeiro com
temperatura de 25°C e umidade relativa de 95%. Avaliou-se com auxilio de um
paquimetro digital o comprimento da lesdo da queima das bainhas em cada bainha

inoculada as 24, 48, 72, 96 e 120 horas ap6s inoculacgdo (hai). Os dados obtidos foram
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utilizados para calcular o comprimento relativo da lesdo (CRL) de acordo com a
seguinte formula: comprimento da les@o na bainha (mm) / comprimento total da bainha
(mm) x 100.

2.2. Avaliacdo da punctura

Para medir a resisténcia das bainhas das plantas a punctura, amostras das bainhas
obtidas dos tratamentos com as plantas inoculadas ou ndo com R. solani e supridas ou
ndo com Si foram coletadas e imediatamente submetidas a introducdo de uma fina
agulha metélica hipodérmica (30 um de didmetro). A forca exercida pela agulha para
atravessar a bainha foi medida em N (Newton) através do aparelho digital Instron
5564®. A agulha foi introduzida da parte abaxial para a parte adaxial de cada pedago de
bainha. Apos a introducdo da agulha e a medicgdo da resisténcia, os pedacos de bainhas
foram colocadas em tubos de microcentrifuga contendo 2 mL de alcool a 70%. A
solucdo de alcool foi trocada diariamente até completa remoc¢ao da clorofila. As bainhas
clareadas foram montadas em laminas de vidro contendo algumas gotas do meio de
montagem de Hoyer (Cunningham, 1972) e essas foram observadas no microscéopio de
luz (Carl Zeiss, Axio Imager 1A). Utilizaram-se os dados da resisténcia a punctura

somente das bainhas nas qual a agulha ndo havia perfurado as nervuras.
2.4. Determinacao de Silicio

A concentracdo de Si nas bainhas das plantas supridas ou ndo com Si foi
determinada pelo método colorimétrico (Korndorfer et al., 2004). Os pedacos de
bainhas foram coletados as 120 hai das plantas das repeticdes de cada tratamento, secos
em estufas a 65°C até atingir peso constante, moidos em moinho tipo Thomas-Wiley e o
po obtido passado em peneira de 40 mesh.

2.5. Delineamento experimental

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente causalizado em
esquema fatorial 2 x 2 com quinze repeticbes. Os fatores estudados foram: duas
cultivares de arroz e presenca (+Si) ou auséncia (-Si) de Si na solugdo nutritiva. Cada
repeticdo foi constituida de um vaso contendo uma planta de arroz, da qual apenas uma

bainha foi inoculada com R. solani. Os dados da concentracéo de Si foram submetidos a
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ANOVA e as medias dos tratamentos comparados pelo teste de Tukey (P < 0,05)
utilizando-se o programa SAS 9.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foram observadas lesGes nas bainhas das plantas de arroz das cultivares BR-
Irga 409 (Fig. 1A) e Labelle (Fig. 1B) as 24 hai. Para a cultivar BR-Irga 409, ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos -Si e +Si as 48 e 72 hai (Fig. 1A). As 96 hai,
houve um acréscimo de 18% no CRL nas bainhas das plantas ndo supridas com Si em
relacdo as bainhas das plantas supridas com esse elemento (Fig. 1A). Para a cultivar
Labelle, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos -Si e +Si das 48 as 96

hai.
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Figura 1. Comprimento relativo da lesdo (CRL) da queima das bainhas nas bainhas de
plantas de arroz das cultivares BR-Irga 409 (A) e Labelle (B), supridas (+Si) ou néo (-
Si) com silicio apos inoculagdo com Rhizoctonia solani. Médias dos tratamentos -Si e
+Si para cada época de avaliacdo seguidas por asterisco diferem pelo teste-t (P <0,05).
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N&o houve efeito significativo do fator cultivares e da interacdo cultivares X
presenca ou auséncia de Si na solugéo nutritiva (P = 0,05) para a concentracdo de Si nas
bainhas. Porém, na presenca de Si na solugdo nutritiva, a concentracdo desse elemento
nas bainhas das plantas de arroz aumentou significativamente em 75% em relacdo a

auséncia desse elemento (Fig. 2).
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Figura 2. Concentracao de silicio (%) nas bainhas de plantas de arroz supridas (+Si) ou
ndo (-Si) com silicio. O desvio padréo esté representado em cada barra.

Nas bainhas das plantas das cultivares BR-Irga 409 e Labelle, supridas ou néo
com Si, ndo inoculadas com R. solani, a forca maxima necesséria para que a agulha
atravessasse a bainha foi, respectivamente, de 0,17 e 0,16 N. As 24 hai, embora no
tenha-se observado lesGes nas bainhas, observou-se a presenca de hifas de R. solani
sobre as bainhas. Para essa época, as forcas necessarias para a agulha atravessar as
bainhas das plantas da cultivar BR-Irga 409, supridas ou ndo com Si, foram de 0,10 e
0,10 N (Fig. 3A). Para a cultivar Labelle, esses valores foram, respectivamente, de 0,16
e 0,15 N (Fig. 3B).

Para as duas cultivares, houve diferenca significativa entre os tratamentos -Si e
+Si as 48 e 72 hai com relacdo a forca necessaria para a agulha atravessar a bainha. Para
a cultivar BR-Irga 409, os valores foram de 0,07 e 0,09 N e para a cultivar Labelle de
0,06 e 0,11 N, respectivamente, para os tratamentos -Si e +Si (Fig. 3A-B). As 72 hai, 0s
valores da forga para a agulha atravessar a bainha foram de 0,03 e 0,07 N para a cultivar
BR-Irga 409 e de 0,03 e 0,05 N para a cultivar Labelle, respectivamente para os
tratamentos -Si e +Si (Fig. 3A-B). As 96 hai, independente da cultivar, ndo houve
diferenga significativa entre os tratamentos -Si e +Si com relacdo a forca necesséria para

a agulha atravessar as bainhas (Fig. 3A-B).
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Figura. 3. Forca (N) necesséria para a agulha atravessar a bainha das plantas de arroz
das cultivares BR-Irga 409 (A) e Labelle (B), supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio
apos inoculacdo com Rhizoctonia solani. Médias dos tratamentos -Si e +Si para cada
época de avaliacdo seguidas por asterisco diferem pelo teste-t (P < 0,05).

Com base nos dados obtidos nesse estudo, plantas de arroz supridas com Si
responderam a infeccdo por R. solani através do fortalecimento da parede celular das
células da bainha. Esse trabalho evidencia que a resisténcia das bainhas a punctura é
devido a deposicdo de Si e estd associada a uma reducdo no CRL da queima das
bainhas. Observagdes semelhantes foram feitas por Ito & Sakamoto (1939), os quais
mensuraram a resisténcia a punctura em folhas de arroz e observaram que em plantas
crescendo em substrato contendo silicato de sdédio, a resisténcia a punctura foi maior e o
comprimento da lesdo foi menor. Portanto, a resisténcia a punctura nas bainhas de arroz
ndo necessariamente representa a resisténcia contra a penetragdo indireta da R. solani,

devendo ser considerado a capacidade do fungo de penetrar pelos estbmatos (Ou, 1985).
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Suzuki (1940) mostrou que as células silicificadas ocorreram em maior namero
quando as plantas de arroz encontravam-se no sistema de inunda¢do em comparagéo
com solos com baixa umidade. Ito & Sakamoto (1939) observaram que a resisténcia a
punctura decresceu com a diminuicdo da umidade do solo. Ito & Sakamoto (1939)
estudando a epiderme da folha de arroz, mostraram que a resisténcia a punctura ndo
esteve associada somente as células silicificadas, mas com a perda de &gua dos tecidos
durante a determinacdo da resisténcia a punctura, a qual causou uma instabilidade na
turgidez da célula. As bainhas de arroz sdo destacadas da planta durante o teste para
determinar a resisténcia a punctura ocorrendo, nesse caso, perda de dgua dos tecidos e a
diminuicéo da real resisténcia a punctura.

De acordo com Ito & Sakamoto (1939), a resisténcia a punctura em folhas de arroz
aumentou com a idade da planta. Rodrigues et al. (2003) relataram que plantas
inoculadas com 45 e 130 dias foram mais resistentes a doencas que plantas com 85 dias.
Além disso, os autores observaram um decréscimo na concentracdo de Si com 0
aumento da idade das plantas de arroz, ou seja, do estadio vegetativo até ao
emborrachamento. Possivelmente, o aumento da resisténcia das bainhas a punctura em
plantas mais velhas possa estar correlacionado com a lignificacdo dos tecidos e ndo
necessariamente com a concentragcdo de Si. Tsai (1974) também obteve resultados
similares, ou seja, a maior severidade da queima das bainhas ocorreu nas plantas nos
estadios de maximo perfilhamento e emborrachamento. Ou (1985) evidenciou que as
plantas jovens de arroz sdo mais resistentes do que as mais velhas e que o fungo R.
solani torna-se mais agressivo em plantas no inicio da emissdo da panicula e na fase de
enchimento dos gréos. Suspeita-se que no estadio de maximo perfilhamento, a planta de
arroz é fisiologicamente mais suscetivel a infec¢do por R. solani.

A menor resisténcia das bainhas das plantas da cultivar BR-Irga 409 e Labelle a
punctura, respectivamente, as 24 e 48 hai deve-se, provavelmente, ao répido
crescimento do fungo na sua superficie concomitantemente com morte rapida das
células. Estudos mostram que plantas de arroz supridas com Si sdo mais resistentes a
brusone devido a presenca de células densamente silicificadas na epiderme (Hemmi et
al., 1941; Ito & Hayashi 1931; Suzuki, 1940) ou pela formacéo da dupla camada silica-
cuticula (Yoshida et al., 1962).

Com base nos resultados do presente estudo, evidencia-se que a resisténcia das
bainhas de plantas de arroz a queima das bainhas deve-se, em parte, a uma maior
resisténcia fisica ocasionada pela deposicao de Si, a qual colabora para uma reducéo no

tamanho da leséo.
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RESUMO

Anédlise Microscopica da Resisténcia do Arroz & Queima das Bainhas Mediada pelo
Silicio

A segunda mais destrutiva doenca na cultura do arroz, é a queima das bainhas,
causada pelo fungo Rhizoctonia solani Kuhn. Embora o Si seja capaz de decrescer a
intensidade da queima das bainhas, o(s) mecanismo(s) da resisténcia mediada(s) por
esse elemento permanece(m) desconhecidos. Assim, esse trabalho teve como objetivo
investigar, a nivel microscopico, a resisténcia do arroz a queima das bainhas
potencializada pelo Si. A concentracdo de Si nas bainhas das plantas da cultivar BR-
Irga-409 e Labelle supridas com Si acumulou 2,9 e 2,3%, respectivamente, e nédo
ocorrendo diferenca significativa. As plantas supridas com Si absorveram 86% mais Si
que as plantas ndo supridas com esse elemento. Em imagens capturadas pela
microanalise de raio-X, verificou-se que na superficie abaxial das bainhas das plantas de
arroz das duas cultivares, supridas com Si, havia uma intensa deposi¢do de Si. Na
cultivar BR-Irga-409 nédo suprida com Si, houve um aumento no comprimento relativo
(CRL) da lesdo da queima das bainhas as 48 e 72 hai. Para a cultivar Labelle o
acréscimo foi significativo as 96 e 120 hai. Na auséncia de Si, as 24 hai, foi observado
areas necrosadas sem a presenca de hifas de R. solani em bainha da cultivar BR-Irga-
409. As 72 hai, a extensdo da area necrosada nas bainhas das duas cultivares de plantas
supridas ou ndo com Si, foram semelhantes. Exceto para as bainhas da cultivar BR-Irga-
409 suprida com Si. As plantas supridas com Si apresentaram um menor crescimento de
hifas de R. solani sobre o tecido de bainhas de arroz nas duas cultivares. Cortes feitos
em bainhas de arroz, ap6s 96 hai, apresentaram uma diminui¢cdo na propor¢do e na
intensidade da autofluorescéncia em relacdo ao material sadio. Nos cortes de bainhas
das duas cultivares supridas com Si, constatou-se uma maior intensidade de
autofluorescéncia na epiderme celular como nos feixes vasculares em relacéo aos cortes
de bainhas ndo supridas com Si. As plantas de arroz, supridas com silicio, reduziram o
CRL da queima das bainhas, apresentaram menor crescimento superficial de hifas de R.
solani em bainhas de arroz, menor area necrosada e maior intensidade autofluoréscencia

em cortes transversais de bainhas de arroz.
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de varredura, microscopia de luz, microscopia de fluorescéncia e microanalise de raio-
X.
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ABSTRACT

Microscopic analysis of resistance to the sheath blight of Rice Mediated by Silicon
Sheaths

The second most destructive disease in rice, is sheath blight of the sheaths,
caused by Rhizoctonia solani Kuhn. Although Si is capable of decreasing the intensity
of the blight of the sheaths, the (s) mechanism (s) mediated resistance (s) for this
element remains (m) unknown. Thus, this study aimed to investigate the microscopic
level, resistance to blight rice sheaths potentiated by Si Si concentration in the sheaths
of the plants of cultivar BR-409-Irga Labelle and met with Si and accumulated 2.9
2.3%, respectively, and no significant differences. The plants supplied with Si absorbed
86% more than the plants not supplied with this element. In images captured by the X-
ray microanalysis, it was found that the abaxial surface of the sheaths of rice plants of
two cultivars, being supplied with Si, there was an intense deposition of Si cultivar BR-
409-Irga is not supplied with Si, an increase in the relative length (CRL) of the lesion
from the blight of the sheaths 48 and 72 hai. To cultivate the addition Labelle was
significant at 96 and 120 hai. In the absence of Si at 24 hai, we observed necrotic areas
without the presence of hyphae of R. solani sheath of BR-1rga-409. At 72 hai, the extent
of the necrotic area in the sheaths of two cultivars of plants supplied with Si or not,
were similar. Except for the sheaths of the Br-Irga-409 supplied with Si plants supplied
with Si showed a lower growth of hyphae of R. solani on rice sheath tissue in both
cultivars. Sections made in sheaths of rice after 96 hai, showed a decrease in the
proportion and intensity of autofluorescence in relation to sound material. In sections of
the sheaths of two cultivars supplied with Si, there was a greater intensity of
autofluorescence in the epidermal cell in the vascular bundles as compared to cuts
sheaths not supplied with Si The rice plants supplied with silicon, reduced the CRL
blight of the sheaths showed lower surface growth of hyphae of R. solani on rice
sheaths, smaller necrotic area and higher autofluorescence intensity in transverse

sections of sheaths of rice.

Keywords: Rhizoctonia solani, necrosis, nutrition, scanning electron

microscopy, light microscopy, fluorescence microscopy and X-ray microanalysis.
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1. INTRODUCAO

A queima das bainhas, causada pelo fungo Rhizoctonia solani Kihn, é uma das
mais importantes e destrutivas doencas que afetam a producdo de arroz no mundo (Ou,
1985). A obtencdo de cultivares de arroz com resisténcia a essa doenca tém sido uma
das metas nos programas de melhoramento genético. Até o presente momento, nenhuma
fonte de resisténcia completa a queima das bainhas foi encontrada (Li et al., 1995), o
que leva a constante busca por alternativas de controle desta doenca.

Embora o silicio (Si) ndo seja ainda reconhecido como um elemento essencial
para a maioria das espécies de plantas, o papel benéfico desse elemento no crescimento
e na resisténcia das plantas aos diferentes tipos de estresses bidticos (doencas e pragas)
e abioticos (toxidez por metais pesados e déficit hidrico) foram verificados em um
grande nimero de espécies de plantas (Ma, 2004). O aumento na concentracdo de Si nos
tecidos das plantas de arroz tem sido associado com a resisténcia a brusone, mancha
marrom, podriddo do colmo, escaldadura da folha, queimas das bainhas e escurecimento
dos grdos (Datnoff et al., 1997; Rodrigues et al., 2003; Seebold et al., 2001).

Uma das hipéteses para a reducdo na intensidade das doencas pelo Si, deve-se, em
parte, ao depoésito desse elemento na parede celular e também abaixo da cuticula,
formando uma dupla camada cuticula-silica na folha do arroz. As células silicatadas
também sdo observadas na epiderme e nos tecidos vasculares do caule, bainha, folha,
além da casca do arroz (Yoshida et al., 1962; Ma e Yamaji, 2006).

Kim et al. (2002) utilizando a microscopia eletronica de varredura associada
com a técnica de micro-analise de raio-X investigaram algumas caracteristicas
citoldgicas da resisténcia do arroz a brusone mediada pelo Si. Os autores verificaram
que a fortificacdo da parede celular das células da epiderme foi responsavel pela
reducdo do nimero de lesGes da brusone. Portanto, é plausivel que resisténcia das
plantas de arroz a infeccdo pelos fungos Pyricularia grisea e R. solani é mais complexa
do que a resisténcia oferecida fisicamente pelas células silicificadas.

A autofluorescéncia das células da epiderme e do meséfilo podem indicar uma
resposta de defesa da planta a infeccdo por patdgenos. De acordo com Zeyen et al.
(1993), o Si tem um papel fisiologico e/ou bioquimico durante a penetracdo do fungo
Blumeria graminis f.sp. hordei nas células da epiderme de folha de cevada. Esses
autores demonstraram que o Si sollvel estava presente em quantidades consideraveis

durante e apds a deposicdo de papilas nas células da epiderme das folhas de cevada
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infectadas por B. graminis f.sp. hordei. Plantas de aveia inoculadas com B. graminis
f.sp avenae ndo supridas com Si apresentaram um aumento na freqiéncia e na
intensidade de células da epiderme que se tornaram autofluorescentes, o que indicou o
acumulo de compostos fendlicos (Carver et al., 1998). Menzies et al. (1991) mostraram
que plantas de pepino supridas com Si tornaram-se mais resistentes ao oidio devido ao
acumulo de compostos fenolicos proximo ao local de penetracdo do fungo. Bélanger et
al. (2003) estudando as celulas da epiderme de plantas de trigo supridas com Si,
constataram a reacdo da planta ao ataque do fungo B. g. f.sp. tritici pela formacéo de
papilas, producdo de calose e a presenca de um material eletro-denso osmiofilico,
identificado por marcagéo citoquimica como sendo agliconas. O material fenolico ndo
estava somente na parede celular, mas associado com os haustorios desintegrados. De
acordo com Rémus-Borel et al. (2005), plantas de trigo supridas com Si produziram
fitoalexinas em resposta a infeccédo por B. g. f.sp. tritici.

Plantas de arroz supridas com Si apresentaram um aumento na producdo de
compostos fenodlicos e, consequentemente, maior a resisténcia a brusone (Rodrigues et
al., 2003). Além disso, ocorreu um aumento na producdo de fitoalexinas momilactonas
A e B (Rodrigues et al., 2004) e uma maior ativacdo dos genes f-1,3-glucanase,
peroxidase e PR-1 (Rodrigues et al., 2005). Winslow (1992) mostrou que o Si somente
reduziu a severidade da queima das bainhas em cultivares de arroz do grupo indica e
nédo do grupo japdnica. Por um outro lado, Rodrigues et al. (2001) demonstraram que Si
reduziu o progresso da queima das bainhas em cultivares de arroz suscetiveis e
moderadamente resistentes, tanto do grupo indica quanto japdnica. O periodo de
incubacéo da queima das bainhas em arroz néo foi afetado pelo aumento nas doses de Si
aplicados no solo, mas o numero total de lesdes nas bainhas , a area abaixo da curva do
progresso da queima das bainhas, a severidade, o comprimento relativo da lesdo
decresceram significativamente (Rodrigues et al., 2003a).

Embora o Si seja capaz de decrescer a intensidade da queima das bainhas, o(s)
mecanismo(s) da resisténcia mediada(s) por esse elemento permanece(m)
desconhecidos. Assim, esse trabalho teve como objetivo investigar, a nivel

microscopico, a resisténcia do arroz a queima das bainhas potencializada pelo Si.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Crescimento das plantas

Sementes de arroz das cultivares Labelle (japénica) e BR-Irga 409 (indica) foram
germinadas em rolos de papel filtro embebidos com &gua e mantidas a 25°C. Apoés a
germinacdo, as plantulas foram mantidas por dois dias em solucdo nutritiva utilizando a
metade da concentragdo por sete dias sem adicdo de Si. Posteriormente, as plantulas
foram crescidas em vasos com volume de 0,5 L de solucdo nutritiva modificado de
Hoagland & Arnon. (1950) a qual era composta dos seguintes nutrientes: 1 mol.L™
KNOj3; 0,25 mol.L™ NH4H,PO4; 0,1 mol.L ™ NH,CI; 0,5 mol.L™ MgS0,4.7H,0; 1 mol.L™
Ca(NO3)2; 0,3 mmol.L™ CuS04.5H,0; 0,33 mmol.L* ZnS0,.7H,0; 11,5 mmol.L™
H3BOs. 3,5 mmol.L™* MnCl;.4H,0; 0,014 mmol.L™ (NH4)sM070,4.4H,0; 25 mmol.L™
Na,EDTA e 25 mmol.L™ FeSOs. Para o preparo da solugdo nutritiva, utilizou-se 1 ml de
cada nutriente para cada 9 mL de agua deionizada. Plantas crescidas em solucédo
nutritiva sem a adi¢do de acido monosilicico serviram como controle. As plantas foram
supridas com Si, adicionando-se o acido monosilicico a solucdo nutritiva até a
concentracdo de 2 mmol/l. O acido monosilicico foi obtido pela passagem do silicato de
potassio (4,5 mL/L de dgua) através de uma coluna contendo resina trocadora de cations
(Amberlite-120, Fluka) (Ma et al., 2002). A solugéo nutritiva foi trocada a cada 4 dias e
o pH foi verificado a cada dois dias sendo mantido na faixa de 5,5 a 6. As plantas foram
crescidas na solucdo nutritiva descrita anteriormente até 30 dias apds o transplante e
com 1,5 vezes a concentracdo utilizada anteriormente até o maximo perfilhamento (60
dias).

2.2. Producéo do inoculo, inoculacdes e avaliacbes

As plantas foram inoculadas no estagio de maximo perfilhamento, utilizou-se o
isolado Rs-1 de R. solani AG1-1A cedido pelo Dr. Anne Sitarama Prabhu da Embrapa
Arroz e Feijdo. O fungo foi crescido em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e
discos do meio contendo micélio do fungo foram retirados e distribuidos em novas
placas de Petri contendo BDA o qual continha na superficie do meio, pedacos de palito
de dente de 1 cm de comprimento. Os palitos de dente foram lavados em agua quente,

para retirada das possiveis substancias toxicas, posteriormente foram misturados ao
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BDA e esterilizados em autoclave por 20 minutos, antes de serem transferidos para
placas de petri. Os pedacos de palito com BDA serviram como suporte para crescimento
do fungo. As placas foram transferidas para camara de crescimento (25 °C e fotoperiodo
de 12 h luz/escuro) onde permaneceram por 5 dias. Pedacos de palitos de dente
contendo o fungo foram transferidos para a segunda bainha do perfilho principal de
cada planta. A bainha foi amarrada com um fitilho para garantir o contato dessa com o
fungo. As plantas que receberam apenas o palito de dente sem o fungo, serviram como
controle.

Imediatamente apds a inoculagdo, as plantas foram transferidas para camara de
nevoeiro com temperatura de 25°C, umidade relativa de 95%. Avaliou-se a doenca as
24, 48, 72, 96 e 120 horas apos inoculagdo (hai) determinando-se o comprimento
relativo da lesdo (CRL) em cada bainha, medindo-se com o auxilio de um paquimetro
digital, o comprimento da lesdo (CL) e o comprimento da bainha (CB), em mm. O
comprimento relativo da lesédo (CRL) foi calculado dividindo o comprimento da leséo

(em mm) pelo comprimento da bainha (em mm) x 100.

2.3. Determinacao de Silicio

Ap6s o término do experimento, as bainhas das plantas das repeticdes de cada
tratamento foram coletadas, secadas em estufa a 65°C até atingirem peso constante e
moidas em moinho tipo Wiley para determinacdo da concentracdo de Si (Kornddrfer et
al., 2004).

2.4. Preparo das amostras para microscopia de luz

Nos estudos de microscopia de luz, foram coletados cerca de trés pedagos de
bainhas (~ 10 cm de comprimento) das plantas das repeticdes de cada tratamento as 24,
36, 48 e 72 horas ap6s a inoculagdo (hai). Pedagos de bainhas coletadas de plantas ndo
inoculadas serviram como controle. Os pedacos das bainhas foram cortados em
fragmentos de ~ 2 cm de comprimento e colocados em tubos de microcentrifuga
identificados com as letras A, B, C, D e E. As sequéncias para a obtencdo dos cortes
foram: a 2 cm acima do local de insercéo do palito de dente contendo o fungo (posigéo
A); no local de insercdo do palito de dente contendo o fungo, ou seja, no local de
infeccdo (posicdo B); a 2 cm abaixo do local de insergdo do palito de dente contendo o

fungo (posicéo C); a 4 cm abaixo do local de inser¢do do palito de dente contendo o
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fungo (posicdo D) e a 6 cm abaixo do local de insercdo do palito de dente contendo o
fungo (posicdo E). Posteriormente, os fragmentos foram transferidos para solucdo de
etanol 70% (vol/vol), a qual foi trocada diariamente por até 7 dias. Em seguida, os
fragmentos foram clareados em solucdo de cloral hidratado (500 g/L). Dos fragmentos
clareados, a nervura central foi removida antes da montagem desses em laminas de
vidro com parte abaxial para cima. Utilizou-se como meio de montagem, solucao
contendo glicerina + agua (75/25%, respectivamente) e 2 gotas de acido latico (1,5%).
As laminas com os fragmentos de bainhas foram observadas no microscépio de luz
(Carl Zeiss, Axio Imager 1A) no aumento de 400 x em campo claro. As imagens foram
capturadas digitalmente (Canon A620). Em cada fragmento da bainha, mediu-se o
comprimento da regido necrosada e o comprimento da bainha com paquimetro digital.
Os fragmentos de bainhas de todas as posicdes coletadas foram observados no

microscopio de luz para a presenca ou auséncia de hifas de R. solani.

2.5. Quantificacao do crescimento micelial

Para quantificar o crescimento micelial de R. solani nas bainhas das plantas das
repetices de cada tratamento, um total de 15 pedacos de bainhas (~ 1 cm?) foram
coletados as 24, 36, 48 e 72 hai. Os pedacos das bainhas foram colocados em frascos de
vidro contendo solugdo de etanol 70% (vol/vol), a qual foi trocada diariamente até a
remocado completa da clorofila. Para observar o crescimento micelial de R. solani na
superficie das bainhas, os fragmentos foram corados com solucao de azul de toluidina O
(0,1%) e azul de Tripan (0,1%) por 30 segundos. Os fragmentos foram lavados com
agua destilada trés vezes para retirar 0 excesso de corante. A nervura central foi
removida dos fragmentos das bainhas antes da montagem com a parte abaxial para
cima, nas laminas, adicionou-se algumas gotas de uma solucdo de montagem de Hoyer
(Cunningham, 1972). As laminas foram observadas no microscépio de luz (Carl Zeiss,
Axio Imager 1A) no aumento de 400 x e as imagens foram capturadas digitalmente
(Canon A620).

2.6. Obtencédo da equacéao da discriminante

A obtencdo da equacdo discriminante, a imagem de um fragmento de bainha
obtido as 48 hai foi processada no programa QUANT (Liberato, 2003). A area, em

porcentagem, correspondente aos pixels selecionados correspondentes as hifas de R.
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solani coradas e das células da bainha foram analisados no programa estatistico SAS
9.0 para obter a funcdo discriminante. Com a anélise discriminante, formulou-se a
equacdo da discriminante e com auxilio do QUANT foi possivel estimar as
porcentagens das areas das bainhas contendo crescimento superficial de R. solani, foi
obtido para as amostras de cada tratamento utilizando-se essa equacdo no programa
Quant. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia utilizando o programa
SAS 9.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC).

2.7. Preparo das bainhas de arroz para microscopia de fluorescéncia

Para a microscopia de fluorescéncia, um total de 5 pedagos das bainhas (~ 3 cm?)
foram obtidos de plantas de arroz das repeticdes de cada tratamento as 96 hai. Pedagos
de bainhas coletados de plantas ndo inoculadas das repeticdes de cada tratamento
serviram como controle. Apds a coleta, as bainhas foram colocadas em pacotes de papel
aluminio, congeladas com N, e armazenadas em freezer a -20°C. A nervura central das
bainhas foi removida e com auxilio de um bisturi, foram obtidos cortes semi-finos
transversais dos fragmentos das bainhas. Os cortes semi-finos foram colocados em
vidro de relégio contendo agua e gelo. Os melhores cortes foram selecionados e
imediatamente montados em laminas de vidro utilizando-se &gua destilada. Os cortes
foram observados no microscépio de luz, em campo claro, no aumento de 400 x
atentando-se para regido necrosada. A autofluorescéncia da parede das células da
bainha, bem como da célula como um todo, foi determinada por fluorescéncia utilizado-
se o filtro azul (excitacdo de 365 nm e barreira de 400 nm). A presenca de compostos
fendlicos foi confirmada observando no microscopio de luz alguns cortes de bainhas
obtidas de plantas da cultivar Labelle ndo inoculadas com R. solani. Os cortes foram
corados com azul de toluidina O (0,1%) por 30 segundos. Todas as imagens foram

capturadas digitalmente (Canon A620).

2.8. Preparo das bainhas de arroz para microscopia eletronica de varredura

Para a microscopia eletronica de varredura (MEV), 5 pedacos de bainhas (~ 3
cm?) foram coletados das plantas das repetices de cada tratamento as 96 hai. Os
pedacos das bainhas foram seccionados em tamanhos de 500 mm? e colocados em tubos
de vidro contendo fixativo glutaraldeido 2,5% em tampé&o cacodilato de sédio 0,1 M

(pH 7,2) por 5 dias na temperatura 4°C. Os pedagos de bainha foram lavados
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cuidadosamente com tampéao cacodilato até trés vezes e desidratados em uma série de
etanol a 30, 50, 70, 80, 95 e 100% (Matsuoka & Vanetti, 1993). Apés desidratagdo, 0s
pedacos das bainhas foram submetidos & secagem ao ponto critico utilizou-se CO, e
alcool etilico 100% como fluidos no aparelho “Critical Point Dryer” (Bal-Tec, Modelo
CPD030). Os pedacos das bainhas foram montados sobre suporte metalico e a parte
abaxial da bainha foi coberta com filme de ouro palddio (2 nm) por meio de
pulverizacéo catodica. As amostras foram observadas no MEV (LEO modelo VP1430)
operado entre 15-20 kV com captura digital das imagens. Na parte abaxial dos pedacos
das bainhas obtidas das plantas dos quatro tratamentos, observou-se o crescimento
superficial das hifas de R. solani. Um total de até trés pedacos de bainhas obtidas das
plantas das repeti¢fes de cada tratamento foram observadas no MEV. Vérias regides na

superficie das bainhas foram fotografadas sempre no mesmo aumento.

2.9. Preparo das bainhas de arroz para micro-analise de raio-X

Para a micro-analise de raio-X, pedacos de bainhas (~ 4 cm?) foram coletados das
plantas das repeticdes de cada tratamento as 96 hai. Os pedacos das bainhas foram
desidratados em temperatura ambiente entre varias camadas de jornais com troca diaria.
Apos desidratacdo, a parte abaxial dos pedacos das bainhas foi coberto com filme de
ouro palddio e observadas no MEV acoplado a um detector de raio-X modelo
CAMECA SX-100 Universal EPMA (Cameca instruments Inc., Trumbull, USA),
operado na voltagem de 15 kV e corrente de 20 nA. A distribuicdo de Si na superficie
dos pedacos das bainhas das plantas das repeticdes de cada tratamento foi capturada
digitalmente. Foram examinados trés pedacos de bainha obtidas das plantas das
repeticdes de cada tratamento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo de Si nas bainhas das plantas da cultivar BR-Irga-409 e Labelle
supridas com Si acumularam 2,9 e 2,3%, respectivamente, e ndo houve diferenca
significativa (P > 0,05). Ja nas plantas ndo supridas com Si, as bainhas da cultivar BR-
Irga-409 e Labelle apresentaram 0,4 e 0,3%, respectivamente, também ndo houve

diferenca significativa entre esses tratamentos (P > 0,05). Mas as plantas supridas com
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Si comparadas com plantas ndo supridas, a concentracao de Si na bainha aumentou em
86%, sendo significativa (P < 0,05). Rodrigues et al. (2001) descreveram que plantas de
arroz supridas com Si, houve um aumentou em 80% na concentragdo de Si nas bainhas
das plantas de arroz. Dallagnol et al. (2009) encontraram um aumento de até 320% de
Si em folhas de plantas de arroz, crescidas em solugdo nutritiva suprida com Si, em

relacdo as ndo supridas com esse elemento.

Fig. 1 Microanalise de raio-x da superficie abaxial das bainhas de plantas de arroz,
crescidas na auséncia (A e C) ou presenca (B e D) de silicio, das cultivares BR-Irga-
409 (A e B) e Labelle (C e D) as 96 horas apés a inoculagdo com R. solani. A cor
vermelha indica maior deposicéo de Si e a cor preta representa auséncia do elemento.

A diferenca no depdsito de Si entre os tratamentos foi interpretado com base nas
imagens capturadas pela microanalise de raio-x, constatou-se que a superficie abaxial
das bainhas das plantas de arroz das duas cultivares, supridas com Si, observou-se
intensa deposicéo de Si, ao contrario do que foi observado em plantas ndo tratadas com

esse elemento (Fig. 1) demostrando assim o acumulo deste elemento nas bainhas e
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auséncia deste elemento em plantas testemunhas. O padrdo de depdsito de Si na
superficie abaxial da bainha de arroz, foi similar nas duas cultivares demonstrada pela
microanalise de raio-x. As duas cultivares apresentam as mesmas caracteristicas, sendo
homogénas o depdsito de Si na parte abaxial de bainhas de arroz. Domiciano et al.
(2009) estudando a superficie de plantas de trigo, observou que o deposito de Si foi
linear, o qual correspondeu as células silicatadas, observou-se que o Si também foi
depositado nos tricomas. Guével et al. (2007) através da microanalise de raio-x
observou, um maior depdsito de Si na superficie de folhas de trigo quando as plantas
absorveram o Si via raiz em comparagdo com a aplicacdo foliar desse elemento.
Rezende et al. (2009) analisaram por microanalise de raio-x folhas de arroz de plantas
supridas com Si e encontraram, deposicdo do elemento na parte adaxial e abaxial das

folhas quando supridas com silicato de célcio.
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Fig. 2 Comprimento relativo da lesdo (CRL) da queima das bainhas, em bainhas de plantas de
arroz das cultivares BR-Irga-409 (A) e Labelle (B), supridas com (+Si) ou ndo (-Si). Médias dos
tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco para cada época de avaliacdo difere pelo teste-t, (P
<0,05).

Na Fig. 2 podemos verificar o0 CRL da queima das bainhas nas cultivares BR-
Irga-409 e Labelle supridas ou ndo com Si. Verificamos que as 24 hai ndo foram
observado sintomas da doenca, 0 que ocorreu a partir das 48 hai nas bainhas das plantas
de todos os tratamentos. Microscopicamente, com a retirada da pigmentagéo da bainha,
foi possivel visualizar uma &rea necrosada as 24 hai A partir das 48 e 72 hai no
tratamento da cultivar BR-1rga-409 -Si houve um aumento significativo de 37 e 24%
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respectivamente, no CRL em relagdo ao tratamento com +Si. J& para o tratamento da
cultivar Labelle -Si o acréscimo significativo foi de 31 e 26% as 96 e 120 hai
respectivamente, em relacéo a presenca de Si. Rodrigues et al. (2001, 2003) mostraram
que o suprimento de Si reduziu a severidade e area abaixo da curva do progresso da
extensdo da lesdo da queima das bainhas de arroz. Resultados semelhantes foram
obtidos por Winslow et al. (1992). O deposito de Si na parede das células da epiderme e
abaixo da cuticula, forma uma dupla camada cuticula-Si na bainha do arroz, possam ser
0s responsaveis pela maior resisténcia a queima das bainhas em plantas supridas com
Si. No entanto, existe a possibilidade de atuarem em conjunto com mecanismos de
natureza bioquimica potencializadas pelo Si. Como no caso da brusone, descrito por
Rodrigues et al. (2004) que demonstraram uma reducdo na severidade da doenca em
arroz devido a mecanismos de natureza bioquimica, tais como 0 aumento na producéo
de compostos fenolicos e fitoalexinas.

Para as duas cultivares, ndo foi observado a presenca de hifas de R. solani as 24
hai. As 36 hai ja foi possivel observar hifas de R. solani na superficie das bainhas das
plantas das duas cultivares nos tratamentos —Si e +Si (Fig. 3). A partir das 36 hai, houve
um aumento na porcentagem da area de bainhas contendo hifas de R. solani para as duas
cultivares. Para cultivar BR-Irga-409 ndo houve diferenga significativa entre as plantas
supridas e ndo com silicio (Fig 3A). Ja para cultivar Labelle, diferenca entre as plantas
supridas ou ndo com Si ocorreu apenas as 48 e 72 hai com maiores porcentagens de
crescimento nas bainhas das plantas ndo supridas com Si (Fig 3B). Segundo Rodrigues
et al. (2003), com a aplicacédo de 1,92 g Si/ Kg de solo houve uma diminui¢do em 40%
na area abaixo da curva do progresso relativo da esdo da queima da bainhas em plantas

de arroz.
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Fig. 3 Crescimento superficial de hifas de R. solani (%) nas bainhas das plantas das cultivares
Br-Irga-409(A) e Labelle (B), supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio, em diferentes épocas
apos a inoculacdo. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco para cada época de
avaliacao diferem pelo teste-t (P< 0,05).

Na auséncia de Si, as 24 hai foram observadas &reas necrosadas sem a presenca
de hifas de R. solani nos fragmentos A e B obtidos nas regides da bainha para a cultivar
BR-1rga-409 (Fig. 4A). Para a cultivar Labelle (Fig. 4C), foi observada a presenca de
hifas do fungo apenas nos fragmentos da regido A. Na presenca de Si as 24 hai para a
cultivar BR-Irga-409 (Fig. 4B), observou-se a presenca de areas necrosadas com hifas
de R. solani apenas nos fragmentos obtidos das posi¢Ges A, B e C e area necrosada sem
hifas no fragmento C e D. Ja para a cultivar Labelle (Fig. 4D) a auséncia de hifas do
fungo ocorreu nos fragmentos das posicdes B, C e D observou-se somente &rea
necrosada.

Possivelmente o fungo apresentou dificuldade de crescimento no tecido,
produzindo compostos que necrosam o tecido, para degradar o tecido e facilitar sua
colonizagdo. O &cido oxalico (AO) secretado por fungos precipita o calcio da lamela

média levando a formacao de cristais de oxalatos de calcio, aumentando a capacidade da
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pectina e pectato sofrerem a degradacdo enzimatica (Smith et al.,1986). O estado
nutricional das hifas de R. solani é importante na agressividade do patdgeno, sabe-se
que aplicagdo exdgena de glicose nas bainhas de arroz reduziu a severidade da queima
das bainhas (Marshall & Rush, 1980). A formacdo de almofadas de infeccdo por R.
solani € induzida por exudatos do hospedeiro (Marshall & Rush, 1980).

As 36 hai para a cultivar BR-Irga-409 na auséncia de Si (Fig. 4A), ocorreu a
presenca de hifas de R. solani nos fragmentos das posi¢des A, B, e C e reas necrosadas
sem fungo na borda do fragmentos A. Na presenca de Si, a porcentagem da area dos
fragmentos das posicdes A, B e C contendo hifas do fungo foi maior e areas necrosadas
sem hifas foram observadas nos fragmentos C e D (Fig. 4B). Para a cultivar Labelle, na
auséncia de Si (Fig. 4C), as hifas de R. solani foram encontradas em todas as posi¢des
dos fragmentos das bainhas. J& na presenca de Si (Fig. 4D), isso ocorreu apenas nas
posicBes A, B e C. Acredita-se que a necrose do tecido sem a presenca do fungo deve-se
a difusdo de toxinas que causam a morte celular. Sabe-se que R. solani produz a RS-
toxina que quando aplicada sobre tecidos de plantas de arroz reproduz os sintomas da
gueima das bainhas (Vidhyasekaran et al. 1997).

A partir das 36 hai as hifas de R. solani cresceram desde o ponto de inoculacéo
(posicao B) até atingir a posicéo E para a cultivar BR-Irga-409, na auséncia de Si (Fig.
4A). Na presenca de Si, entretanto, o fungo ndo chegou a posicao E (Fig. 4B). Para a
cultivar Labelle as 48 hai, a maior porcentagem de area necrosada contendo hifas de R.
solani ocorreu nas posicdes A, B, C e D dos fragmentos das bainhas das plantas
supridas com Si (Fig. 4D) da qual na auséncia desse elemento a porcentagem da area
necrosada foi menor (Fig. 4C). Rodrigues et al. (2003) verificou que o periodo de
incubacdo na cultivar BR-Irga-409 quando inoculada com R. solani foi de 53 horas.

As 72 hai, a area necrosada extendeu-se até a posicdo E dos fragmentos das
bainhas de plantas supridas ou ndo com Si (Fig. 4A, C e D). Nagarajkumar et al. (2005)
provaram que R. solani é capaz de produzir AO em maior quantidade em isolados mais
agressivos que isolados menos agressivos, 0 que pode estar relacionado com a maior
severidade da queima das bainhas. Possivelmente o Si dificulta o necrosamento na
bainha da planta e/ou ativa mecanismos de resisténcia que retardam o crescimento da
area necrosada. Os pesquisadores Marshall & Rush, (1980) sugeriram que em bainhas
de arroz, inoculadas com R. solani, duas condic¢des de falhas no processo de infecgéo
sdo possiveis: a dificuldade de formacdo de estruturas de infeccdo e o limitado

desenvolvimento de hifas de penetragdo para continuar a colonizacéo.
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Fig. 4 Area necrosada em bainhas de plantas de arroz das cultivares BR-Irga-409 (a e b) e Labelle (c e d) supridas (b e d) ou ndo (a e c) com silicio. Posi¢do do
fragmento (A) 2 cm acima do local de inserc¢éo do palito de dente contendo o fungo; Fragmento (B) local de insercdo do palito de dente contendo o fungo, ou seja,
no local de infeccdo; Fragmento (C) a 2 cm abaixo do local de insercéo do palito de dente contendo o fungo; Fragmento (D) a 4 cm abaixo do local de insercéo do
palito de dente contendo o fungo; Fragmento (E) a 6 cm abaixo do local de insercdo do palito de dente contendo o fungo. SF = area da bainha sem crescimento
micelial de R. solani; CF = area da bainha com crescimento micelial de R. solani.

50



Fig. 5 Microscopia eletrénica de varredura, na superficie abaxial de bainhas de plantas de
arroz das cultivares BR-1rga-409 (A e B) e Labelle (C e D) supridas (B e D) ou ndo (A e C)
com silicio as 96 horas apds a inoculagdo com R. solani. As barras =200 pm.

Atraves da microscopia eletronica de varredura, foi possivel verificar a formagéo
de almofadas de infecgdo de R. solani, na superficie abaxial das bainhas das plantas de
arroz em todos os tratamentos (Fig. 5). As plantas supridas com Si apresentaram um
menor crescimento de hifas de R. solani sobre o tecido. As bainhas das plantas da
cultivar Labelle, supridas ou ndo com Si, apresentaram uma maior colonizacao por hifas
de R. solani em comparagdo com a cultivar BR-1rga-4009.

O Si foi o responsavel pelo menor crescimento das hifas de R. solani nas bainhas
das plantas de arroz supridas com esse elemento. De acordo com Yoshida et al. (1962)
uma camada espessa de Si € formada entre a cuticula e as células da epiderme, apds o
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acido monosilicio tornar-se polimerizado. Kim et al. (2002) reportou que nas folhas de
arroz a dupla camada de Si é parcialmente responsavel por impedir a penetracdo de
Pyricularia grisea. Estudos realizados por Rodrigues et al. (2003, 2004, 2005)
mostraram que o Si foi o responsavel por uma maior producdo de compostos fenolicos,
fitoalexinas e uma maior ativacdo de alguns genes-PR. Bélanger et al. (2003)
demonstrou que o Si aplicado em solugdo nutritiva foi capaz de proteger plantas de trigo
contra o fungo Blumeria graminis f.sp. tritici. Liang et al. (2005) obtiveram controle de

oidio em pepinos com aplicacdo de Si foliar e via raiz.
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Fig. 6 Microscopia de luz (a, c, e e g) e fluorescéncia (b, d, f e h) de cortes transversais de
bainhas de plantas de arroz das cultivares BR-Irga-409 (a, b, c e d) e Labelle (e, f, g e h)
supridas (c, d, g h) e ndo (a, b, e e f) com silicio e ndo inoculadas com Rhizoctonia solani. Os
asteriscos correspondem a parte abaxial da bainha. As barras = 10 um. Os cortes foram
observados no aumento de 400 x.

Pela Fig. 6, observou-se que ndo houve variacdo na autofluorescéncia dos cortes
transversais de bainhas de plantas das duas cultivares de arroz ndo inoculadas com R.
solani, independente da presenca/ auséncia de Si. A regido que autofluoresceu em
vermelho indicou uma rica regido em cloroplastos. Na Fig. 7, observou-se que os cortes
feitos em bainhas de arroz, apds 96 hai, apresentaram uma diminui¢do na propor¢éo e
na intensidade da autofluorescéncia em relacdo ao material sadio. Nos cortes de bainhas
das cultivares BR-lrga-409 e Labelle supridas com +Si constatou-se uma maior
intensidade de autofluorescéncia na epiderme celular como nos feixes vasculares em
relacdo aos cortes de bainhas ndo supridas com Si. Os cortes das bainhas inoculadas,
observadas em microscopio de luz, com campo claro, constatou-se a presenca de
necrose na parede celular. Estes mesmos cortes sob microscopio de fluorescéncia

observaram-se uma diminuicdo na autofluorescéncia nas regides necrosadas em
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comparacdo aos cortes de bainhas sadias observadas em microscépio de fluorescéncia.
As células da epiderme e do mesofilo autofluoresceram em resposta ao ataque por P.
grisea (Koga, et al., 1994). A frequéncia de penetragcdo do fungo P.grisea em plantas de
arroz supridas com +Si foi menor, contribuindo para uma menor autofluorescéncia. Em
outras palavras, quanto mais fungo no interior do tecido, maior a autofluorescéncia
(Rodrigues et al., 2005).

Fig. 7 Microscopia de luz (a, c, e e g) e fluorescéncia (b, d, f e h) de cortes transversais de
bainhas de plantas de arroz das cultivares BR-Irga-409 (a, b, c e d) e Labelle (e, f, g € h)
supridas (c, d, g h) e ndo (a, b, e e f) com silicio, as 96 horas ap6s a inoculacdo com
Rhizoctonia solani. Os asteriscos correspondem a parte abaxial da bainha. As barras = 10 um.
Cabecas de setas indicam areas necrosadas. Os cortes foram observados no aumento de 400 x.

A autofluorescéncia nas paredes celulares indicou a possivel presenca de
compostos fendlicos. As células da epiderme e parede celular dos cortes de bainhas das
duas cultivares ndo inoculadas apresentaram a cor violeta quando corados com azul de
toluidina O. Rodrigues et al. (2003) encontraram em cortes de folhas de arroz, corados
com azul de toluidina O a 1%, a presenca de compostos fenolicos. As células da
epiderme e parede celular autofluoresceram quando observados em microscopia de
fluorescéncia. Rémus-Borel et al. (2005) encontraram em cortes frescos de plantas de
trigo supridas com +Si uma intensa fluorescéncia amarela em células da epiderme, e em
plantas ndo supridas com Si ndo se encontrou essa fluorescéncia. Os autores sugeriram
que a fluorescéncia amarela produzida pela planta é o acumulo de metabdlito
fungitoxico, com padrao tipico de fitoalexinas.

As plantas de arroz, supridas com silicio, reduziram o CRL da queima das

bainhas, apresentaram menor crescimento superficial de hifas de R. solani em bainhas
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de arroz, uma menor area necrosada pelo patégeno e uma maior intensidade de

autofluoréscencia em cortes transversais de bainhas de arroz.
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Capitulo 4

Produtos derivados da pirolise de bainhas de plantas de arroz, supridas ou
ndo com silicio, e infectadas por Rhizoctonia solani
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RESUMO

Produtos derivados da pirdélise de bainhas de plantas de arroz, supridas ou ndo
com silicio, e infectadas por Rhizoctonia solani

O arroz é umas das mais importantes fontes de carboidratos para a populacéo de
varios paises. A queima das bainhas, causada pelo fungo Rhizoctonia solani Kiihn, é
uma das principais doengas da cultura do arroz. O objetivo do trabalho foi elucidar
através da andlise de pir6lise (Pi) combinado com cromatografia gasosa (CG)/
espectrometria de massa (EM), o efeito do silicio em possiveis alteracdes na
composi¢do quimica da lignina em bainha de plantas de arroz, quando infectadas por R.
solani. As melhores temperaturas para pirélise de bainhas de arroz foram as de 500 e
550°C. Os espectros de massa obtidos foram comparados com os dados da literatura,
permitindo a identificacdo de 33 compostos, dos quais 10 corresponderam a produtos da
degradacéo de carboidratos, enquanto 23 foram derivados da lignina. Dos derivados de
lignina 8 compostos tiveram origem do tipo p-hidroxifenila, 11 compostos do tipo
guaiacila e 4 do tipo siringila. Utilizando-se a metodologia Pi-CG-EM, foi encontrado
na bainha das plantas de arroz, supridas ou ndo com Si, aproximadamente 15% de
lignina sendo a soma dos derivados da lignina do tipo p-hidroxifenila, do tipo guaiacila
e do tipo siringila. No presente estudo foi encontrado nas bainhas infectadas das plantas
das duas cultivares, supridas ou ndo com Si, um aumento na relacdo S/G, exceto para
cultivar BR-Irga-409 suprida com Si. Isso mostra uma possivel reacdo de defesa da
planta a infecgdo por R. solani. A adicdo de Si na solucdo nutritiva reduziu
significativamente a AACPEL da queima-das-bainhas, deixando a planta mais resistente

a infeccéo.

Palavras chaves: Controle de doencas, nutricdo mineral, p-hidroxifenila, guaiacila,

siringila, queima das bainhas e lignina.
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ABSTRACT

Products derived from pyrolysis sheaths of rice plants, supplied or not with silicon

and infected by Rhizoctonia solani

Rice is one of the most important sources of carbohydrates for the population of
many countries. The sheaths blight, caused by Rhizoctonia solani Kihn is a major
disease of rice. The objective was to elucidate through the analysis of pyrolysis (Py)
combined with gas chromatography (GC) mass spectrometry (MS), the effect of silicon
on possible changes in the chemical composition of lignin in the sheath of rice plants,
when infected R. solani. The best temperatures for pyrolysis of rice sheaths were at 500
and 550" C. Mass spectra were compared with literature data, allowing the identification
of 33 compounds, of which 10 corresponded to degradation products of carbohydrates,
while 23 were derived from lignin. Of the eight lignin-derived compounds type
originated from p-hydroxyphenyl, guaiacyl-type compounds 11 and 4 type syringyl.
Using the methodology Pi-GC-MS, was found in the sheath of rice plants, supplied or
not with Si, about 15% lignin being the sum of the lignin derivatives like p-
hydroxyphenyl, guaiacyl type and type syringyl. In the present study was found in the
sheaths of infected plants of both cultivars, or not supplied with Si, an increase in S/ G,
except for Br-lrga-409 supplied with Si. This shows a possible reaction to the plant
defense infection by R. solani. The addition of Si in the nutrient solution significantly

reduced the blights AACPEL-of-sheaths, leaving the plant more resistant to infection.

Keywords: Control of diseases, nutrition, p-hydroxyphenyl, guaiacyl, syringyl, blight

of sheaths and lignin.
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1. INTRODUCAO

O arroz [Oryza sativa L.] € umas das mais importantes fontes de carboidrato para
a populacdo de varios paises (Greenland, 1997). Varios sdo os fatores que afetam a
producdo mundial de arroz, entre elas a ocorréncia de doengas. Entre as doencas de
fangicas que acometem a cultura do arroz, a queima das bainhas, causada pelo fungo
Rhizoctonia solani Kuhn (Hashiba & Kobayashi, 1996), é uma das mais importantes.
Devido a auséncia de cultivares de arroz resistentes a queima das bainhas (Li et al.,
1995), a utilizacdo de fungicidas é o principal método de controle empregado
atualmente (Groth et al., 1990; Rush & Lee, 1992). Entretanto, preocupagdes com meio
ambiente, salde publica, custo das aplicacfes e a resisténcia do fungo aos fungicidas
tem estimulado cada vez mais 0s pesquisadores a buscarem métodos alternativos para
controlar as principais doencas do arroz.

O silicio (Si) aumenta a resisténcia do arroz a vérias doengas como a brusone, a
gueima das bainhas, a mancha parda e a escaldadura (Datnoff et al., 2007). Rodrigues
et al. (2001) demonstraram que cultivares de arroz supridas com Si apresentaram
reducédo na severidade da queima das bainhas. Os mecanismos pelos quais o Si confere
resisténcia as plantas de arroz a infecgdo por R. solani ainda ndo foram investigados.
Entretanto, é possivel que a resisténcia do arroz a essa doenca conferida pelo Si ocorra
através da ativacdo de algum mecanismo de defesa. Rodrigues et al. (2003, 2004) ao
estudarem o efeito do Si na resisténcia do arroz a brusone, verificaram por meio de
evidéncias citoldgicas de que o aumento na resisténcia foi devido ao acumulo de
compostos fendlicos e de fitoalexinas. Trabalhos na literatura demonstram que a
aplicacdo de Si pode potencializar a producdo de compostos fenolicos em pepino e
trigo, os quais garantem uma maior resisténcia das plantas ao oidio (Menzies et al.,
1991; Bélanger et al., 2003). O Si pode estar associado a um complexo lignina-
carboidrato na parede celular das plantas de arroz (Inanaga et al., 1995), o qual tem um
importante papel na resisténcia das plantas as doengas.

Nas espécies vegetais, em geral, a lignina esta presente na parede celular e na
lamela media dos tecidos em uma concentracdo que pode variar de 10 a 30% (Hon &
Shiraishi, 2001). A lignina é essencial para planta, pois fortalece a parede celular,
facilita o transporte de agua e previne a degradagdo dos tecidos por patdgenos, insetos e

herbivoros (Hatfield & Vermerris, 2001). A lignina é um polimero fendlico, de natureza
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complexa, amorfo e aromatico (Meier & Faix, 1992) a qual € sintetizada nas plantas
pela condensacdo desidrogenativa dos alcoois cindmicos, a partir da polimerizagdo
natural dos mondmeros de fenilpropandides (Meier & Faix, 1992). A biossintese da
lignina nas plantas inicia-se pela rota dos fenilpropanoides, a partir da conversdo do
aminoéacido fenilalanina em acido trans-cinamico pela enzima fenilalanina-amonia-liase
(Jones, 1984). Nessa rota, forma-se os alcoois p-cumarilico (lignina p-hidroxifenila),
coniferilico (lignina guaiacila) e sinapilico (lignina siringila), que sdo os precursores da
lignina (Fengel & Wegner, 1983). A constituicdo da lignina das gramineas € diferente
da lignina da madeira. As gramineas contém uma fracdo substancial de acido ferulico e
p-coumarilico (Harris & Hartley, 1980) e quantidades elevadas de unidades de p-
hidroxifenila, o qual € resultado da inclusdo do &lcool p-coumarilico junto ao &lcool
coniferilico e sinapilico (Harris & Hartley, 1980). Este conjunto de monémeros com
radicais livres facilita a polimerizacdo da lignina na parede das células (Sarkanen &
Ludwig, 1971). Higuchi (1990) demonstrou que na lignina das gramineas ocorre a
presenca simultanea das unidades de p-hidroxifenila, guaiacila e siringila, associadas
com o acido hidroxicinamico. Essas associacdes ocorrem através de pontes éster e éter,
formando o complexo lignina/fendlica-carboidrato (Sun et al., 2002). Em fun¢do desta
natureza quimica complexa, a lignina é praticamente impossivel quando extraida na
forma pura. A caracterizacdo de materiais complexos de lignocelulose é uma das
limitacGes nas metodologias analiticas atuais.

A pirdlise analitica € uma técnica rapida para analisar materiais lignificados,
mesmo que a cadeia de unidades da lignina seja alteradas, pois os grupos de anéis
aromaticos permanecem inalterados (Boon, 1989). O termo pir6lise significa ruptura de
ligacbes quimicas usando apenas energia térmica. A pirdlise compreende o aquecimento
da amostra em um ambiente inerte no qual os componentes da matriz sdo fragmentados.
O pirolizador (Pi) é acoplado a um cromatografo gasoso (CG) juntamente com um
espectrometro de massa (EM). O CG auxilia na separacdo dos componentes € 0 EM
detecta 0s componentes da amostra. A lignina, apos pirolizada, constitui-se numa
mistura relativamente simples de fendis, os quais resultam de uma clivagem de éter e
certas ligacOes carbono-carbono. Muitos destes fendis conservam suas substituicdes
padrdes do polimero de lignina, sendo possivel identificar p-hidroxifenila, guaiacila e
siringila (Ralph & Hatfield, 1991). Embora a caracteristica quimica da lignina das
madeiras seja bem investigada, estudos sobre a estrutura das propriedades da lignina das

gramineas é ainda escassa (Buranov & Mazza, 2008). A composi¢do quimica da lignina
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da palha de gramineas ndo € bem conhecida, bem como as inter-relacGes dessa com 0s
componentes da parede celular (Scalbert et al., 1986).

Este trabalho teve como objetivo elucidar, através da andlise de pirodlise, o efeito
do Si na possivel alteracdo da composicdo quimica da lignina da bainha de plantas de

arroz quando infectadas por R. solani.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Crescimento das plantas

Sementes de arroz das cultivares Labelle (japbnica) e BR-Irga-409 (indica) foram
germinadas em rolos de papel filtro embebidos com agua e mantidos a 25°C. Apoés a
germinacdo, as plantulas foram mantidas por dois dias em solugcdo nutritiva com a
metade da concentragédo, sem adicéo de Si. As plantulas foram crescidas em vasos com
volume de 0,5 | de solucdo nutritiva modificado de Hoagland & Arnon (1950), a qual
era composta dos seguintes nutrientes: 1 mol.L™* KNO3; 0,25 mol.L™* NH4H,PO,; 0,1
mol.L? NH4CI; 0,5 mol.L* MgSO,7H,0; 1 mol.L* Ca(NOs),; 0,3 mmol.L™
CuS04.5H;0; 0,33 mmol.L" ZnS047H,0; 11,5 mmol.L™" H3BOs; 3,5 mmol.L™
MnCls.4H,0; 0,014 mmol.L™" (NH,4)sM07024.4H,0; 25 mmol.L™" Na,;EDTA e 25
mmol.L™ FeSOs. Para o preparo da solucdo nutritiva, utilizou-se 1 ml de cada nutriente
para cada 9 ml de 4gua deionizada. Plantas crescidas em solucdo nutritiva sem a adicao
de &cido monosilicico serviram como controle. As plantas foram supridas com Si,
adicionando-se a solucdo nutritiva o &cido monosilicico até a concentracdo final de 2
mmol/l. O &cido monosilicico foi obtido pela passagem do silicato de potassio (4,5 ml/I
de &gua) através de uma coluna contendo resina trocadora de cations (Amberlite-120,
Fluka) (Ma et al., 2002). A solucdo nutritiva foi trocada a cada 4 dias e o pH foi
verificado a cada dois dias e mantido na faixa de 5,5 a 6. A plantas foram crescidas em
solugdo nutritiva, com ou sem Si, com a concentracdo descrita anteriormente até os 30
dias ap6s o transplante e aumentou essa concentracdo para 1,5 vezes até 0 maximo

perfilhamento (60 dias).

2.3. Producéo do inoculo, inoculacdes e avaliacfes
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As plantas foram inoculadas com o fungo R. solani no estagio de méaximo
perfilhamento utilizando-se o isolado Rs-1 de R. solani AG1-1A cedido pelo Dr. Anne
Sitarama Prabhu da (CNPAF). O fungo foi crescido em meio de cultura batata-dextrose-
agar (BDA) e discos do meio contendo micélio do fungo foram retirados e distribuidos
em novas placas de Petri contendo BDA, o qual continha na superficie do meio,
pedacos de palito de dente de 1 cm de comprimento. Os palitos de dente foram lavados
em agua quente para a retirada de possiveis substancias toxicas. Posteriormente, 0s
pedacos de palito de dente foram misturados ao BDA e esterilizados em autoclave por
20 min antes de serem transferidos para novas placas de Petri. Os pedacos de palito com
BDA serviram como suporte para crescimento do fungo. As placas foram transferidas
para camara de crescimento (25°C e fotoperiodo de 12 h luz/escuro) onde
permaneceram por 5 dias. Pedacos de palitos de dente contendo o fungo foram
transferidos, com auxilio de uma pinca estéril, para a segunda bainha do perfilho
principal de cada planta. A bainha foi amarrada no colmo com um fitilho para garantir o
contato com o fungo. Plantas que receberam o palito de dente sem o fungo serviram
como controle.

Imediatamente apds a inoculacdo, as plantas foram transferidas para camara de
nevoeiro com temperatura de 25°C e umidade relativa de 95%. Avaliou-se o
comprimento da lesdo da queima das bainhas em cada bainha inoculada as 24, 48, 72,
96 e 120 horas ap6s inoculacdo (hai) com auxilio de um paquimetro digital. Os dados
obtidos foram utilizados para calcular o comprimento relativo da lesdo (CRL) de acordo
com a seguinte formula: comprimento da lesdo na bainha (mm) / comprimento total da
bainha (mm) x 100. Os dados do CRL foram utilizados para obter a area abaixo da
curva do progresso do comprimento relativo da lesdo (AACPCRL) pela integracdo

trapezoidal das curvas de progresso de acordo com Shaner & Finney (1977).

2.4. Preparo das amostras para pirélise e quantificacdo dos derivados de

carboidratos e da lignina

As bainhas das plantas coletadas as 120 hai e também das plantas n&o inoculadas
com R. solani das repeticfes de cada tratamento foram rapidamente congeladas em N,
liquido e armazenadas em freezer -80°C. As amostras das bainhas foram liofilizadas,
moidas em moinho tipo Thomas-Wiley (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ) e o pd
fino obtido foi passado em peneira de 40 mesh. O po obtido de cada amostra de bainha

(aproximadamente 100 pg) foi colocado em cadinho de platina e pirolisado nas
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temperaturas de 300, 400, 500, 550 e 600°C por 10 seg. Para pirolisar, utilizou-se um
microforno vertical (PYR-4A Shimadzu) acoplado a um cromatdgrafo a gas e
espectrometro de massa Pi-CG-EM (PQ5050A, Shimadzu). Os produtos da pirdlise
foram automaticamente injetados no cromatografo utilizando-se como gas de arraste o
hélio, na razdo de fluxo de 1 ml/min e split 1/10 e o fluxémetro eletrénico modelo Veri-
Flow 500 (Agilet). Para a separacdo dos compostos obtidos, utilizou-se uma coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm de didmetro x 0,25 pum de filme). A
temperatura inicial da coluna foi de 45°C por 4 min aumentando de 45 até 240°C na taxa
de 4°C min™, permanecendo nessa temperatura por 10 min. A temperatura do detector
foi de 250°C e na inferface CG-EM de 290°C. O detector de massas operou por
ionizacdo por impacto de elétrons (70 eV) e varredura de massas no intervalo de m/z 40
a 400. Os compostos foram identificados através da comparacdo dos espectros de
massas das amostras com o banco de dados contidos no software do aparelho (Wiley, 7°
edicdo), utilizando-se 0 modo de fragmentacdo das moléculas e a compara¢cdo com a
literatura. A quantificacdo dos derivados de carboidratos e da lignina foi baseada nas
areas dos picos obtidos, cuja soma correspondeu a 100%. A porcentagem da area dos
derivados de lignina tais como p-hidroxifenila, guaiacila e siringila correspondeu ao
somatorio das reas das unidades destes trés derivados. A area dos derivados totais da
lignina foi o somatdrio das areas dos derivados de lignina tais como p-hidroxifenila,
guaiacila e siringila. A relacdo siringila/guaiacila (S/G) foi determinada pela razdo dos
somatorios das areas relativas aos sinais correspondentes as estruturas siringila e

guaiacila.

2.5. Determinacao de Silicio

A concentracdo de Si nas bainhas das plantas supridas ou ndo com Si foi
determinada pelo método colorimétrico (Korndorfer et al., 2004). Os pedacgos de
bainhas foram coletados as 120 hai das plantas das repeticdes de cada tratamento, secos
em estufas a 65°C até atingir peso constante, moidos em moinho tipo Thomas-Wiley e o

po obtido passado em peneira de 40 mesh.

2.6. Delineamento experimental

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado em

esquema fatorial 2 x 2 com 15 repeticdes Os fatores estudados foram: duas cultivares de
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arroz e presenca (+Si) ou auséncia (-Si) de Si na solucdo nutritiva. Cada repeticdo
correspondeu a um vaso plastico contendo 2 plantas de arroz. Para as amostras
pirolizadas, das 15 repeticdes de cada tratamento obteve-se 3 amostras compostas para
pirolizacdo. Os dados da AACPCRL e da concentracdo de Si foram submetidos a
ANOVA e as medias dos tratamentos comparados pelo teste de Tukey (P < 0,05)
utilizando-se o programa SAS 9.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC). Os dados da analise
de pirolise foram interpretados qualitativamente.

3. RESULTADOS & DISCUSSAO

A concentracdo de Si nas bainhas das plantas das cultivares BR-Irga 409 e
Labelle, supridas com Si, foi 2,9 e 2,5%, respectivamente, mas sem diferenca
significativa entre elas (P > 0,05). Ja para as bainhas das plantas das cultivares BR-Irga
409 e Labelle ndo supridas com Si, ndo houve diferenca significativa (P > 0,05) entre as
concentracdes de Si, as quais foram, respectivamente, de 0,5 e 0,4%. Houve diferenca
significativa (P < 0,05) para a concentracdo de Si nas bainhas das plantas supridas com
Si em comparacdo com as plantas ndo supridas com esse elemento. Rodrigues et al.
(2001) obtiveram um aumentou de 80% para a concentracdo de Si nas bainhas das
plantas de seis cultivares de arroz suscetiveis a queima das bainhas. As gramineas de
ambiente aquético, a exemplo do arroz, acumulam acima de 5% de Si na matéria seca
(Epstein, 1994).

N&o houve diferenca estatistica entre as plantas das cultivares Labelle e BR-Irga-
409 ndo supridas com Si quanto a AACPCRL (Tabela 1). As plantas da cultivar Labelle
supridas com Si, ao contrario das plantas da cultivar BR-Irga 409 supridas com Si,
foram mais resistentes a queima das bainhas (Tabela 1). Plantas de arroz crescidas na
presenca de Si apresentaram uma reducdo significativa na AACPCRL da queima das
bainhas em 19 e 25%, respectivamente, nas bainhas da cultivar BR-Irga-409 e Labelle
em relagdo as bainhas das plantas ndo supridas com o elemento (Tabela 1). As bainhas
das plantas da cultivar Labelle supridas com Si apresentaram uma redugdo de 17% na
AACPCRL em relagdo a cultivar BR-Irga 409 suprida com Si. Rodrigues et al. (2001)
encontraram uma reducdo de 62% na area abaixo da curva do progresso da extensdo da
lesdo da queima das bainhas em plantas supridas com Si. Winslow et al. (1992)
reportou que o Si somente reduziu a severidade da queima das bainhas nos genoétipos de

arroz irrigado do tipo indica. Entretanto, Rodrigues et al. (2001) demonstraram que
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cultivares de arroz do tipo indica quanto japonica, supridas com Si, apresentaram uma

reducdo na severidade da queima das bainhas.

Tabela 1. Area abaixo da curva do progresso do comprimento relativo da lesdo
(AACPCRL) da queima das bainhas nas bainhas das plantas das cultivares BR-1Irga 409
e Labelle, supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio em solucéo nutritiva.

Cultivares AACPCRL
-Si +Si
Labelle 2632 aA 1968 bB
BR-Irga-409 2938 aA 2378 aB

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula
na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Realizou-se a pirolise do p6 das bainhas das plantas de arroz apenas da cultivar
BR-Irga-409 néo supridas com Si nas temperaturas de 300, 400, 500, 550 e 600°C com
0 objetivo de escolher a temperatura na qual ocorreu a melhor pirolizacdo das amostras
(Fig. 1). As melhores temperaturas para pir6lise foram as de 500 e 550°C em razdo da
maior quantidade de compostos obtidos (Fig. 1). Nos espectros de massas, 0s derivados
da lignina forneceram ions moleculares intensos de até 100%. Os carboidratos foram
facilmente fragmentados no impacto eletronico, formando ions de baixa massa

molecular e, consequentemente, de dificil identificacéo.
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Figura 1. Pirogramas do p6 das bainhas de plantas de arroz da cultivar BR-Irga-409 ndo
supridas com silicio. As amostras foram pirolizadas nas temperaturas de 300 (A), 400
(B), 500 (C), 550 (D) e 600°C (E). Os nimeros para 0s picos em cada pirograma
referem-se ao tempo de retencdo, em minutos, dos compostos na coluna.
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A comparacdo dos espectros de massa obtidos da pirolizacdo das bainhas das
plantas das cultivares BR-Irga-409 e Labelle supridas ou ndo com silicio e inoculadas
ou ndo com Rhizoctonia solani (Fig. 2) com os dados da literatura permitiu a
identificacdo de 33 compostos, 0s quais estao representados na Tabela 2. A anélise
desses compostos permitiu separa-los em 10 compostos originados da degradacdo de
carboidratos e 23 derivados da lignina. Dos 23 compostos, 8 tiveram origem do tipo p-
hidroxifenila, 11 do tipo guaiacila e 4 do tipo siringila. Alguns compostos ndo foram
identificados devido a baixa resolucdo dos seus espectros de massas. De acordo com
Kuroda et al. (1995), amostras de bainhas de arroz pirolizadas a 500°C durante 4 seg,
permitiu a identificacdo de 16 compostos, dos quais 5 tiveram origem do tipo p-
hidroxifenila, 6 do tipo guaiacila e 5 do tipo siringila.
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Figura. 2. Pirogramas do p6 das bainhas obtidas das plantas das cultivares BR-Irga 409
(A e B) e Labelle (C e D) inoculadas (120 h) ou ndo inoculadas com Rhizoctonia solani
e supridas (B e D) ou ndo (A e C) com silicio em solugdo nutritiva.
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Tabela 2. Principais compostos de natureza fenodlica identificados por Pi-CG-EM nas
bainhas das plantas de arroz das cultivares BR-Irga 409 e Labelle supridas (+Si) ou nédo
(-Si) com silicio. As bainhas foram coletadas de plantas inoculadas com Rhizoctonia

solani as 120 h e de plantas ndo inoculadas.

Area relativa (%)

Picos* TR** Nome do composto Labelle BR-Irga 409 Origem***
N&o inoculadas Inoculadas Né&o inoculadas inoculadas
+Si -Si +Si -Si +Si -Si +Si -Si

1 1,26 N.L 8,64 10,06 15,24 10,09 11,44 9,44 11,28 14,06 /
2 1,37 Acido acético 14,50 16,23 18,50 16,23 18,61 17,27 18,01 19,87 c
3 4,84 Furfurol 1,83 1,37 1,84 191 2,02 1,71 193 1,73 c
4 7,46  Furan-2(5H)-ona 0,82 0,95 0,70 0,80 0,68 0,71 0,73 0,67 c
5 8,09  Furan-2(2H)-ona 1,86 2,22 2,17 2,29 1,83 1,81 2,24 1,78 C
6 9,02  Furan-2,6(3H,4H)-dione 0,70 0,68 0,80 0,73 0,10 0,10 0,14 0,24 C
7 9,63  3-Furanona 0,33 0,30 0,24 0,24 0,79 0,49 0,76 0,54 C
8 9,94  4-Metil-2(5H)-furanona 0,14 0,14 0,12 0,16 - - - - C
9 10,55  Monofenol 0,83 0,73 1,17 1,19 1,01 0,88 1,09 1,03 LH
10 12,12 2-hidroxil-3-metil-2-ciclopenteno-1-ona 1,74 1,70 1,79 2,28 1,12 1,45 1,95 2,16 C
11 13,34  2-Metilfenol 0,25 0,27 0,31 0,18 0,15 0,27 0,27 0,30 LG
12 14,09  4-Metilfenol 0,71 0,62 0,36 0,40 0,77 0,51 0,83 0,58 LG
13 14,49  Guaiacol 1,49 2,12 2,09 2,13 1,15 1,46 1,99 2,31 LG
14 15,71  6-diidro-metil-2H-piran-3(4H)-ona 0,49 0,52 0,69 0,70 0,48 0,54 0,60 0,66 C
15 16,81  Valerolactona 0,05 0,17 0,18 0,14 0,12 0,15 0,19 0,19
16 16,90  3,5-dimetilfenol 0,22 0,12 017 0,13 0,12 0,15 017 024 LH
17 16,98  2,6-dimetilfenol - - - - 0,17 0,14 013 0,14 LH
18 17,68  4-etilfenol - - - - 0,16 0,12 0,20 0,19 LH
19 17,78  3-etilfenol 0,15 0,14 0,36 0,22 0,09 0,08 0,13 0,24 LH
20 18,45 4-metilguaiacol 0,19 0,30 0,30 0,36 0,36 0,18 0,29 0,23 LG
21 19,34  Pirocatecol 0,66 0,67 0,21 0,77 0,47 0,70 0,46 0,35 LG
22 19,69  Acido 4-coumérico - - - 3,13 2,61 3,81 3,29 LH
23 20,15  3-Isopropilfenol - - - - 0,09 0,64 - 0,07 LH
24 21,11  3-metil-pirocatecol 0,12 0,22 0,40 0,31 0,12 0,20 0,19 0,16 LG
25 21,68  4-etilguaiacol 0,20 0,21 0,18 0,30 0,17 0,21 022 021 LG
26 22,18  2,3-benzopirole 0,29 0,42 0,30 0,19 0,29 0,25 0,29 0,23 /
27 22,97  4-etil-2-metoxil-fenol 4,12 3,97 351 3,88 3,78 3,48 375 3,89 LH
28 24,22 Siringol 0,54 0,63 0,54 0,66 0,41 0,54 055 0,66 LS
29 25,38  3-metil-indole 0,15 0,16 0,09 0,08 - - - - /
30 25,80 Vanilina 0,29 0,32 0,20 0,44 0,24 0,25 0,30 0,26 LG
31 27,43  Mietilsiringol 0,06 0,06 0,07 0,10 0,05 0,07 0,08 0,12 LS
32 27,52 Isoeugenol 0,26 0,35 0,29 0,43 0,19 0,29 0,31 0,35 LG
33 28,93 Levoglicosano 0,14 0,05 0,76 0,06 0,07 0,42 0,31 0,28 C
34 29,56  2,4-di-tert-butilphenol 0,15 0,20 0,10 0,13 0,09 0,15 0,14 0,13
35 34,00 Siringaldeido 0,04 0,06 0,04 0,06 - - - - LS
36 35,18 Metoxieugenol 0,27 0,22 0,20 0,23 0,22 0,21 0,24 0,26 LG
37 36,06  Acetosiringol 0,27 0,43 0,37 0,43 0,28 0,27 0,27 0,25 LS
38 36,23  Alcool coniferilico 0,39 0,67 0,27 0,59 0,36 0,46 0,37 0,37 LG
39 38,99  Neofitodieno 1,92 1,96 0,60 0,70 1,91 1,22 1,06 1,15 /

Avrea dos derivados de carboidratos (%) 2256 24,17 27,61 25,40 25,70 24,50 26,68 27,93

Lignina tipo p-hidroxifenila (%) 5,31 4,96 520 542 8,54 8,10 9,28 9,09

Lignina tipo guaiacila (%) 4,83 5,97 481 6,13 4,22 4,76 548 539

Lignina tipo siringila (%) 0,90 1,18 1,03 1,24 0,74 0,88 091 1,03

Area dos derivados totais de lignina (%) 11,04 12,11 11,04 12,79 1350 13,74 15,66 15,51

* O nimero do pico refere-se aos sinais designados na Figura 1D. ** tempo de retengéo, em minutos, do composto na coluna. *** Origem do composto.
N.I.: composto ndo identificado. C: carboidratos. LH: lignina p-hidroxifenila. LG: lignina guaiacila. LS: lignina siringila. - = composto ndo detectado. / = composto néo
determinado.
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Alguns compostos ndo foram identificados para as cultivares BR-Irga 409 e
Labelle nas amostras pirolizadas. Ao analisar os compostos obtidos (Tabela 2), trés
deles (4-metil-2(5H)-furanona, 3-metil-indole e siringaldeido) foram encontrados nas
bainhas das plantas da cultivar Labelle, mas estiveram ausentes para a cultivar BR-Irga
409. Ja nas analises da cultivar BR-Irga-409, encontramos quatro compostos (2,6-
dimetilfenol, 4-etilfenol, acido p-coumarico e 3-isopropilfenol) que ndo foram
encontrados na cultivar Labelle. Sabe-se que o colmo do arroz é de composi¢do quimica
heterogénea, complexa e difere em funcdo da parte da planta analisada (Jin & Chen,
2006) e da cultivar de arroz (Summers et al., 2003).

No presente estudo, utilizando a metodologia Pi-CG-EM, foi encontrado nas
bainhas das plantas de arroz, supridas ou ndo com Si, uma faixa de 4,9 a 9,2% da &rea
de derivados de lignina do tipo p-hidroxifenila; na faixa de 4,2 a 6,1% da area de
derivados de lignina do tipo guaiacila e na faixa de 0,7 a 1,1% da area de derivados de
lignina do tipo siringila. A soma das &reas dos derivados da lignina dos tipos p-
hidroxifenila, guaiacila e siringila foi de aproximadamente 15%. Esses resultados estéo
de acordo com os dados obtidos por Deng et al. (2007), os quais encontraram
aproximadamente 18% de lignina no colmo do arroz.

A lignina da bainha do arroz continha unidades de p-hidroxifenila, guaiacila e
siringila nas proporcdes de 56, 37 e 7%, respectivamente. De acordo com Lapiere et al.
(1993), as propor¢des das unidades p-hidroxifenila, guaiacila e siringila foram,
respectivamente, de 15, 45 e 40%, no colmo de plantas de arroz. Tais variacdes em
propor¢des podem ser atribuidas as diferentes metodologias empregadas, estagios de
crescimento da planta e a parte da planta analisada. As composic¢des dos mondmeros de
lignina podem variar entre espécies de plantas, tipo de tecido e das condicGes
fisioldgicas dos tecidos da planta amostrada (Lewis & Yamamoto, 1990). A lignina do
tipo siringila é a mais reativa; assim a deslignificacdo de madeiras com alta relacdo
siringila/guaiacila é mais fécil de ocorrer (Tsutsumi et al. 1995).

No presente estudo, houve um aumento na relacdo S/G, exceto para as bainhas das
plantas da cultivar BR-Irga 409 supridas com Si (Tabela 3), o que pode representar uma
possivel reacdo de defesa da planta a infecgdo por R. solani. Ride (1995) mostrou que
durante a maturacdo das gramineas, o conteudo de siringila aumenta, deixando as
plantas mais resistentes a infec¢do por patdgenos fungicos. As bainhas das plantas da
cultivar Labelle, supridas ou ndo com Si, apresentaram uma maior relacdo S/G em

comparagdo com as bainhas das plantas da cultivar BR-Irga 409 (Tabela 3). O mesmo
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foi observado quando as plantas dessas duas cultivares ndo foram inoculadas com R.

solani.

Tabela 3. Relagdo siringila/guaiacila (S/G) nas bainhas das plantas de arroz das
cultivares BR-Irga 409 e Labelle supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio obtidas de
plantas ndo inoculadas e inoculadas com Rhizoctonia solani.

Tratamentos Labelle BR-Irga 409
+Si -Si +Si -Si
Plantas ndo inoculadas 0,187 0,197 0,175 0,186
Plantas inoculadas 0,213 0,202 0,166 0,191

Nas bainhas das plantas da cultivar BR-Irga 409 inoculadas com R. solani, as
areas dos derivados da lignina do tipo p-hidroxifenila foram superiores, em
aproximadamente, 57% em relagdo a cultivar Labelle. As bainhas das plantas da cultivar
BR-1rga-409 quando inoculadas aumentaram em 10% as areas dos derivados da lignina
do tipo p-hidroxifenila em relacdo as plantas ndo inoculadas. A hipéGtese para a
resisténcia da cultivar Labelle em relacdo a cultivar BR-Irga-409 possa estar
relacionado com outros compostos de defesa produzidos pelas plantas que ndo foram
indetificados por essa metodologia. Kuroda et al. (1995) observaram que amostras de
bainhas e folhas de arroz analisadas por Pi-CG-EM apresentam abundantes derivados de
lignina do tipo p-hidroxifenila. Para as duas cultivares, supridas com Si, ndo houve
aumento na soma das areas dos derivados totais da lignina. A hipGtese para essa
observacao deve-se ao fato de que o gasto energético para absorcdo do Si ndo dever ter
potencializado a formacdo dos derivados da lignina. Porém, quando as plantas sdo
infectadas por R. solani, na auséncia de Si, houve aumento na &rea dos derivados da
lignina, indicando uma reacdo da planta a infeccdo pelo patégeno.

Segundo Dallagnol (2008), a concentracdo de derivados da lignina-acido
tioglicolico (DLATG) em plantas de arroz infectadas por Bipolaris oryzae ndo supridas
com Si foi menor do que a concentracdo obtidas para as plantas supridas com esse
elemento. Resultados semelhantes foram obtidos por Rodrigues et al. (2005) para o
patossistema arroz-P. grisea, onde as concentra¢cdes de DLATG foram maiores nas
folhas das plantas ndo supridas com Si do que nas plantas supridas com esse elemento.
A aplicacdo de Si aumentou o contetdo de lignina em plantas de arroz suscetiveis a P.
grisea, mas ndo aumentou em plantas resistentes a brusone quando inoculadas com esse

fungo (Cai et al, 2008). Plantas de arroz ndo inoculadas com o fungo e supridas com Si
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ndo diferenciaram na quantidade de lignina em relacdo a plantas nao supridas com esse
elemento (Cai et al, 2008).

Para a &rea dos derivados de carboidratos (Tabela 1), observou-se que nas bainhas
das plantas supridas ou ndo com Si, houve um aumento de aproximadamente 9,5% apés
a infeccdo por R. solani. A analise das areas dos derivados de carboidratos e de lignina
total nas bainhas das plantas das duas cultivares, supridas ou ndo com Si, mostrou que
aproximadamente 66% da area foi de derivados de carboidratos, mesmo considerando
que essas amostras ndo estiveram livres de extrativos em sua constituicdo. Azuma &
Koshimjima (1988) analisaram colmos de arroz livres de extrativos e encontraram 64%
de carboidratos em relagdo a lignina. O acido p-coumérico somente foi encontrado nas
bainhas das plantas da cultivar BR-Irga 409. Observou-se um aumento da area do acido
p-coumarico nas amostras de bainhas infectadas por R. solani (Tabela 1). Embora o
papel do &cido p-coumarico na parede celular da planta ndo seja bem compreendido
(Lewis & Yamamoto, 1990), existem evidéncias de que esse composto dificulta a
digestibilidade de certos tecidos por ruminantes (Burritt et al., 1984).

O presente trabalho apresenta evidéncias de que o aumento da resisténcia do arroz
a queima das bainhas, especialmente na cultivar Labelle, potencializada pelo Si, pode

estar associado com um aumento na relagéo siringila/guaiacila nos tecidos da bainha.
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Capitulo 5

Concentracgéo de agucares totais e de lignina nas bainhas de plantas de
arroz infectadas por Rhizoctonia solani
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RESUMO

Concentracao de agucares totais e de lignina nas bainhas de plantas de arroz
infectadas por Rhizoctonia solani

A queima das bainhas, causada pelo fungo Rhizoctonia solani Kiihn, é uma das
mais importantes e destrutivas doencas que afetam a producéo de arroz no mundo. Este
trabalho teve como objetivo verificar o efeito do silicio (Si) na concentracdo de acucares
totais e de lignina insolavel e solivel em bainhas de plantas de arroz infectadas pelo
fungo R. solani. Plantas de arroz das cultivares BR-1rga-409 e Labelle foram crescidas
em vaso contendo solugdo nutritiva com (+Si) ou sem (-Si). Plantas supridas com Si a
concentracdo de Si nas bainhas das plantas das cultivares Labelle e BR-Irga-409 foram
de 77 e 84%, respectivamente, em comparacdo com tratamento (-Si). Ndo houve efeito
significativo do fator cultivares e da interagdo entre os fatores cultivares de arroz e
plantas supridas ou ndo com Si (P > 0,05). O comprimento relativo da lesdo da queima
das bainhas foi significativamente menor (P < 0,05) nas bainhas das plantas supridas
com Si em relacdo as bainhas das plantas ndo supridas com esse elemento. A
concentracdo de acUcares totais e dos cinco tipos de aclcares na bainha das plantas das
duas cultivares, inoculadas ou ndo com R. solani, foi bem semelhante entre os
tratamentos -Si e +Si. Entretanto, para as duas cultivares na presenca de Si, a
concentracdo de agucares totais mostrou-se inferior, comparado com as duas cultivares
na auséncia de Si. Para a concentracdo de lignina insolavel, soluvel e total, observou-se
que ndo houve variacdo entre as duas cultivares. As comparac6es entre os tratamentos -
Si e +Si quando inoculadas ou ndo com R. solani, observou-se uma tendéncia de
aumento na concentracdo da lignina insollvel e total na presenca de Si. Os resultados
sugerem que plantas de arroz, supridas com Si, aumenta a resisténcia das bainhas do
arroz a queima das bainhas, possivelmente aumentando a lignificacdo dos tecidos e a

diminuig&o de agUcares totais.

Palavras chaves: Controle de doengas, nutricdo mineral, Oryza sativa L. e queima das

bainhas.
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ABSTRACT

Concentration of total sugars and lignin on rice sheath infected by Rhizoctonia

solani

Sheath blight, caused by Rhizoctonia solani Kiihn, is one of the most important
and destructive disease affecting rice production worldwide. This study aimed to
determine the effect of silicon (Si) on sugars concentration and insoluble and soluble
lignin on rice sheaths of plants infected by R. solani. Rice plants of cultivars BR Irga-
409 and Labelle were grown in pots containing nutrient solution with (+Si) or without (-
Si) Si. Plants supplied with Si concentration of Si in the sheaths of the plant cultivars
Labelle and BR Irga-409 were 77 and 84% respectively, compared with treatment (-Si).
No significant factor cultivars and the interaction between the factors cultivar and plants
supplied with or without Si (P > 0.05). Relative lesion length was significantly lower on
sheaths of plants supplied with Si compared to sheaths from plants not supplied with
this element. The concentration of total sugars and the five types of sugars in the sheath
of the plants of both cultivars, inoculated or not with R. solani, was very similar
between treatments -Si and +Si. However, for both cultivars when Si, the total sugar
content was lower, compared with two cultivars in the absence of Si to the
concentration of insoluble lignin, soluble and total, there was no variation between both
cultivars. Comparisons between treatments +Si and -Si inoculated or not with R. solani,
there was a tendency of increasing the concentration of total and insoluble lignin in the
presence of Si results suggest that rice plants supplied with Si increases the strength of
the blight sheaths rice sheaths, possibly increasing lignification of tissues and reducing

sugars.

Keywords: Control of diseases, nutrition, Oryza sativa L. and sheaths blight.
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1. INTRODUCAO

A queima das bainhas, causada pelo fungo Rhizoctonia solani Kiihn, é uma
doenca importante na Asia, Estados Unidos da América, india, Nigéria, Taiwan,
Suriname, Venezuela, Madagascar e tambem no Brasil (Gangopadhyay & Chakrabarti,
1982). No Brasil, as condicBGes climaticas favoraveis ao progresso da doenca e a
utilizacdo de cultivares suscetiveis ao patdogeno sdo fatores primordiais para a reducao
na producado de gréos (Anne Sitarama Prabhu, Comunicacao Pessoal).

Os nutrientes minerais exercem fungdes especificas no metabolismo vegetal,
afetando o crescimento e a producdo, bem como alterando a morfologia e a anatomia
celular, como a composicao quimica, aumentando ou reduzindo a resisténcia das plantas
aos patégenos (Marschner, 1988). A resisténcia das plantas as doencas, apesar de ser
geneticamente controlada, pode ser influenciada pelos fatores ambientais. A nutricdo
mineral é um fator ambiental de facil manipulacdo para o controle de doencas de
plantas, entretanto, € necessario conhecer como 0s nutrientes minerais aumentam ou
diminuem a resisténcia das plantas aos patégenos ao afetarem o processo de patogénese.
O silicio (Si), embora seja um dos elementos minerais mais abundantes na natureza, ndo
¢ considerado essencial as plantas. Mesmo assim, esse elemento tem controlado
importantes doencas fungicas em arroz como a brusone, a mancha parda, a escaldadura,
a mancha estreita, a podriddo do colmo e a mancha dos gréos (Datnoff et al., 2007).

Os agUcares desempenham um papel importante na resisténcia das plantas aos
patdgenos. Os acucares fazem parte da biossintese de aminoacidos e acidos graxos
(Smeekens, 2000). O contetdo de aglcares nos tecidos de uma determinada espécie de
planta pode tornd-la mais ou menos suscetiveis a ocorréncia de doencas
(Vidhyasekaran, 1988). Na condicéo de baixo teor de acucar, ocorre o favorecimento de
doencas causadas por patégenos necrotréficos. Para os patdgenos biotroficos, faz-se
necessario que ocorra um maior teor de acUcar nos tecidos da planta atacada
(Vanderplank, 1984). No caso da podriddo das raizes, causadas por R. solani, 0 maior
teor de acucares no hipocétilo e nas raizes das plantulas permite uma maior severidade
da doenca (Vidhyasekaran, 1988). Entretanto, a concentracdo de acUcares totais esta
relacionado com a temperatura do ambiente, pois para temperaturas menores de 15°C a

concentragdo de aclcares aumenta, em temperaturas superiores a 20°C ocorre uma
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diminuicdo na concentracao de agucares e uma consequente reducdo na agressividades
de certos patogenos(Vidhyasekaran, 1988).

Sabe-se que sob condicdo de alto teor de acglUcares nos tecidos de plantas
normalmente suscetiveis a patégenos, ocorre uma inibicdo na producdo de toxinas e de
enzimas liticas (Vidhyasekaran, 1988). A composi¢do quimica da bainha de uma planta
de arroz € heterogénea e complexa e difere em relacdo a parte da planta analisada (Jin &
Chen, 2006) e da cultivar (Summers et al, 2003). Na espécies de plantas cultivadas, o
teor de lignina pode variar de 10 a 30%, a qual encontra-se presente na parede celular e
na lamela média (Hon & Shiraishi, 2001). A lignina é importante para planta, pois
participa do fortalecimento da parede celular contra o ataque por patégenos e insetos
(Hatfield & Vermerris, 2001).

Este trabalho teve como objetivo verificar o efeito do Si na concentracdo de
acucares totais e de lignina insoltvel e solivel em bainhas de plantas de arroz infectadas

pelo fungo R. solani.

2. MATERIAL & METODOS

2.1. Crescimento das plantas

Sementes de arroz das cultivares BR-Irga 409 e Labelle, suscetiveis a R. solani,
foram esterilizadas em hipoclorito de sédio 10% (vol/vol) por 2 min, lavadas em agua
destilada por 3 min, e colocadas para germinar em papel germiteste umedecido. Os
rolos de papel germiteste foram colocados em camara de germinagéo a 25°C por 6 dias.
As plantulas foram crescidas em vasos plasticos com solucdo nutritiva meia forca por
sete dias. Apos esse periodo, as plantas foram transferidas para vasos plasticos contendo
5 litros de solucdo nutritiva modificada de Hoagland & Arnon (1950) até aos 60 dias
apo6s o transplantio (estddio de maximo perfilhamento). Essa solucdo nutritiva foi
constituida de: 1,0 mM KNOgs; 0,25 mM NHzH,PO4; 0,1 mM NH.CI; 0,5 mM
MgSO,47H,0; 1,0 mM Ca(NO3z)4H,0; 0,30 uM CuSO45H,0; 0,33 M ZnSO,7H,0;
115 pyM H3BOsz; 3,5 pM MnCl4H,0; 0,1 pM (NH;)6M0;0,4H,0; 25 uM
FeSO47H,0; e 25 uM EDTA bisodico. A solugédo nutritiva, sem aeragdo, foi trocada a
cada quatro dias. O pH da solucdo foi monitorado diariamente e mantido em 5,5

utilizando-se solucbes 1 M de NaOH ou HCI, quando necessario.
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2.2. Inoculacéo e avaliagdes

Nesse estudo, foi utilizado o isolado de R. solani CNPAF Rs-1 (AG-1 1A)
fornecido pelo Dr. Anne Sitarama Prabhu (CNPAF). Micélio e esclerddios do fungo
foram preservados em papel de filtro. Para a producdo de inoculo, apds o crescimento
do fungo em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), discos do meio contendo
micélio foram retirados e distribuidos em novas placas de Petri contendo BDA. Na
superficie do meio de cultura contido em cada placa de Petri, foram colocados pedagos
de palito de dente, de aproximadamente 1 cm de comprimento, que serviram como
suporte para o crescimento do fungo. Os pedacos de palito de dente, foram previamente
lavados em é&gua quente para remover possiveis substancias toxicas, foram colocados
em frascos contendo BDA e autoclavados por 20 min (Rodrigues et al., 2001). As
placas contendo micélio fungico crescendo sobre e também no interior dos palitos,
foram transferidas para camara de crescimento (25°C, fotoperiodo de 12 h luz/escuro)
onde permaneceram por 5 dias. A segunda bainha do perfilho principal de cada uma das
plantas de cada cultivar de arroz foi inoculada colocando, com auxilio de uma pinga
estéril, um pedaco de palito colonizado pelo fungo. As bainhas inoculadas foram
amarradas aos perfilhos das plantas com fitilhos. Imediatamente apds a inoculacdo, as
plantas foram transferidas para cdmara de nevoeiro com temperatura de 25 + 2°C e
umidade relativa de 90 + 5%. Avaliou-se o comprimento da lesdo da queima das
bainhas em cada bainha inoculada as 96 horas ap0s a inoculacdo (hai) das plantas com o
auxilio de um paquimetro digital. O comprimento relativo da lesdo (CRL) foi calculado

dividindo o comprimento da lesdo (em cm) pelo comprimento da bainha (em cm) x 100.
2.3. Determinacao da concentracao de Si

Apos o término do experimento, as bainhas das plantas das repeticdes de cada
tratamento foram coletadas, secadas em estufa a 65°C até atingirem peso constante e

moidas em moinho tipo Wiley para determinacéo da concentracdo de Si (Korndorfer et
al., 2004).
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2.4. Determinacdo da lignina insoltvel, solavel e total

As concentracOes da lignina insoltvel e da lignina soltvel nas bainhas das plantas
das repeticbes de cada tratamento coletadas de plantas inoculadas (96 hai) ou néo
inoculadas (0 h) com R. solani foram determinadas de acordo com as metodologias
descritas, respectivamente, por Gomide & Demuner (1986) e Goldschmid (1971). A
concentracdo da lignina total foi o somatorio da concentracdo desses dois tipos de
lignina. Foram obtidas duas amostras de bainhas de cada tratamento, cada qual
composta por 10 bainhas. As bainhas coletadas foram armazenadas em geladeira por 24
horas e depois trituradas em um micro moinho analitico, separou os fragmentos em
peneiras de 40 e 60 mesh. Para a remocédo de pigmentos, os fragmentos de bainha (2 g
de material absolutamente seco) foi submetido ao aparelho Soxhlet com 150 mL de
acetona durante 16 ciclos de lavagens por 4 horas. Apds a remoc¢do do extrativo, 0s
fragmentos foram colocados em estufa a 70°C por 12 horas para volatilizacdo da
acetona. Um total de 300 mg de fragmentos foram transferidos para tubos de ensaio e,
em seguida, adicionou-se 3 mL de &cido sulfurico a 72%. Os tubos de ensaio foram
mantidos em banho maria por 1 hora sob continua agitacdo com bastdo de vidro. A
suspensdo foi retirada do tubo de ensaio e colocada em um frasco de vidro
hermeticamente fechado, no qual adicionou-se, previamente, 84 mL de agua destilada.
Esses frascos foram colocados em autoclave a 120°C por 1 hora. O extrato foi filtrado
em cadinho de vidro sinterizado, o qual continha uma fina camada (2 a 3 mm) de 6xido
de aluminio previamente pesado. O filtrado foi guardado para determinacdo da
concentracdo de lignina soltvel. A lignina contida no cadinho foi lavada com agua
destilada quente até a completa remocdo do acido. O cadinho foi seco em estufa a
105°C até atingir peso constante com a afericdo da massa. A concentragdo da lignina
Klason insoltvel (LKI) foi determinada de acordo com a seguinte férmula:

LKI = (peso do residuo em gramas / peso inicial da amostra em gramas) x 100.

O filtrado da lignina de Klason foi transferido para baldo volumétrico de 1 I, cujo
volume foi completado com agua destilada. Em seguida, determinou-se a absorcéo das
amostras em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 215 e 280 nm. As
determinacbes das concentragcbes da lignina insolivel e soltuvel foram feitas em
triplicatas para cada um dos tratamentos. A concentragdo de lignina soltvel (CLS) foi

determinada de acordo com seguinte formula:
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CLS = ((4,538 X Absis) - Absz50/300 X P) X 100

2.5. Determinacdo da Concentracao de AcUcares Totais

Para a determinacdo da concentracdo de acUcares totais, o volume da amostra
injetada no cromatografo i6nico (DX 600 - Dionex, Sunnyvale, CA, EUA)
correspondeu a 20 pl, utilizando amostrador automatico. Como fase estacionaria,
utilizou-se a coluna analitica CarboPac PA-1 (250 x 4 mm, Dionex). A temperatura de
anélise foi de 28 °C. Os mondémeros de carboidratos foram eluidos com fase movel
composta de agua ultra-pura e NaOH 3 mol/L (99/1% v/v). O fluxo de elui¢do foi de 1,0
ml/min. A identificagdo dos compostos foi feita comparando o tempo de retengéo de
cada composto com o de amostras padrdes. Os padrdes utilizados foram glicose,
manose, Xilose e galactose. O padrdo interno foi a fucose. Todo o0 sistema

cromatogréfico foi controlado por meio do software Chromeleon (Dionex).

2.6. Delineamento experimental

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2 x 2 com trés repetigdes. Os fatores estudados foram: duas cultivares
de arroz e plantas supridas (+Si) ou nao (-Si) com Si. Cada repeticdo foi constituida por
um vaso plastico contendo duas plantas de arroz. Os dados do CRL da queima das
bainhas e da concentragdo de Si na bainha foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste-t (quando ndo houve interacdo entre os fatores) ou pelo
teste de Tukey (interacdo significativa) ao nivel de 5% de probabilidade. As analises

estatisticas foram realizadas no programa SAS 9.0 (Institute Inc., Cary, NC).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito significativo para os fatores cultivares de arroz e plantas supridas ou
ndo com Si, bem como para a interacdo desses fatores (P < 0,05) para a concentracao de
Si nas bainhas. Na presenca de Si, houve um aumento de 77 e 84%, respectivamente, na
concentracdo de Si nas bainhas das plantas das cultivares Labelle e BR-Irga-409 em
relacdo ao tratamento -Si (Tabela 1).

83



Tabela 1. Concentracdo (%) de silicio (Si) nas bainhas das plantas de arroz das
cultivares Labelle e BR-Irga supridas (+Si) ou néo (-Si) com Si.

Cultivares -Si +Si
Labelle 0,98 aA 4,32 aB
BR-Irga-409 0,52 bA 3,39 bB

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A concentracdo de Si nas bainhas das plantas da cultivar Labelle foi
significativamente maior do que nas bainhas das plantas da cultivar BR-Irga-409,
independente da presenca ou auséncia de Si na solucdo nutritiva. Rodrigues et al. (2001)
observaram que plantas de arroz supridas com Si apresentaram um aumento de 80% na
concentracdo de Si na bainha. Dallagnol et al. (2009) encontrou um aumento de até
320% de Si nas folhas de plantas crescidas em solugdo nutritiva contendo Si em relagéo
as plantas ndo supridas com esse elemento. Plantas como o arroz e a cana de agUcar
chegam a acumular até 5% de Si na matéria seca (Epstein, 1994).

N&o houve efeito significativo do fator cultivares e da interacdo entre os fatores
cultivares de arroz e plantas supridas ou ndo com Si (P > 0,05) para 0 CRL da queima
das bainhas. Apenas o fator plantas supridas ou ndo com Si foi significativo para essa
varidvel. O CRL foi significativamente menor (P < 0,05) nas bainhas das plantas
supridas com Si em relagdo as bainhas das plantas nao supridas com esse elemento (Fig.
1). Rodrigues et al. (2001, 2003) mostraram que plantas de arroz supridas com Si
apresentaram uma reducdo na severidade da queima das bainhas e na area abaixo da

curva do progresso da extensao da lesdo.
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Figura 1. Comprimento relativo da lesdo (CRL) da queima das bainhas nas bainhas das
plantas de arroz supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio (Si). O desvio padrdo esta
representado em cada barra.

A concentracdo de acgucares totais e dos cinco tipos de aglUcares na bainha das
plantas das duas cultivares, inoculadas ou ndo com R. solani, foi bem semelhante entre
os tratamentos -Si e +Si (Fig. 2). Entretanto, para as duas cultivares na presenca de Si, a
concentracdo de acucares totais mostrou-se inferior comparado com as plantas das duas
cultivares na auséncia de Si (Fig. 2). A concentracdo de acUcares totais foi de
aproximadamente 50% nas bainhas das plantas de arroz, ja Azuma & Koshimjima
(1988) analisando bainhas de arroz, livres de extrativos e despectinadas, encontraram
64% de carboidratos sendo 80% de xilose, 13% de arabinose, 4,3% de glicose, 2,3% de
galactose e 0,4% de manose. Prabhu et al. (2007) verificaram que as folhas com a maior
severidade de brusone foram as que apresentaram a maior concentracdo de agucares.
Além disso, esses autores verificaram que o aumento nas doses de Si no solo resultou
em uma menor concentracdo de acucares nas folhas de arroz. Chang et al. (2002)
observaram que plantas de arroz com maior severidade da queima bacteriana, causada
por Xanthomonas oryzae pv. oryzae, apresentavam maior quantidade de agucares. Com
0 aumento na dose de Si, houve uma reducdo no conteudo de agUcares e,
consequentemente, na severidade da doenca. Alteracbes na concentragdo de
carboidratos ocorrem quando as plantas sdo cultivadas em diferentes condicdes
nutricionais. Plantas com maior concentracdo de agucares nos seus tecidos tornam-se

mais suscetiveis a brusone (Notteghem, 1981).
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Figura 2. Concentracdo de acUcares totais e dos carboidratos mananas, arabinanas,
glucanas, galactanas e xilanas nas bainhas de plantas de arroz das cultivares BR-Irga-
409 (A) e Labelle (B) supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio (Si) e inoculadas (coleta as
96 h apds inoculacdo) ou ndo (0 h) com Rhizoctonia solani. O desvio padrdo esta
representado em cada barra.

Para a concentracdo de lignina insollvel, solvel e total (Fig. 3), observou-se
que ndo houve variacdo entre as duas cultivares para os tratamentos -Si e +Si,

independente se as plantas foram inoculadas ou ndo com R. solani.
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Figura 3. Concentracdo de lignina soltvel, lignina insoltvel e lignina total nas bainhas
de plantas de arroz das cultivares BR-Irga-409 (A) e Labelle (B) supridas (+Si) ou nédo
(-Si) com silicio (Si) e inoculadas (coleta as 96 h apds inoculacdo) ou nao (0 h) com
Rhizoctonia solani. O desvio padrdo esta representado em cada barra.

Entretanto, comparacBes entre os tratamentos -Si e +Si para qualquer uma das
cultivares quando inoculadas ou ndo com R. solani, observou-se uma tendéncia de
aumento na concentracdo da lignina insolGvel e total na presenca de Si. Plantas de trigo
supridas com Si apresentaram um aumento na concentracdo de lignina em resposta a
infeccdo por Bipolaris sorokiniana (Domiciano et al., 2010). De acordo com Azuma &
Koshimjima (1988), a concentracao de lignina insoltvel e solGvel nas bainhas de arroz é
da ordem de 27 e 5,6%, respectivamente. Plantas de trigo supridas com Si e inoculadas

com Xanthomonas translucens pv. undulosa apresentaram uma menor concentracdo de

87



lignina em comparagcdo com plantas ndo supridas com Si e infectadas pela bactéria
(Silva et al., 2010). Cai et al. (2008) observaram que a concentragdo de lignina nas
folhas das plantas de arroz supridas com Si ndo foi maior do que o observado nas folhas
das plantas ndo supridas com esse elemento. Quando as plantas de arroz foram supridas
com Si e inoculadas com Pyricularia grisea, a concentracdo de lignina aumentou em
36% em relacdo as plantas inoculadas crescidas na auséncia de Si. Rodrigues et al.
(2005) também encontraram aumento na concentracdo de lignina em folhas de plantas
de arroz supridas com Si e inoculadas com P. grisea. Acredita-se que o Si esteja
associado com um complexo lignina-carboidrato na parede celular das células da
epiderme o que pode de certa forma contribuir para uma maior lignificacdo da parede
celular de arroz (Inanaga et al., 1995).

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que a reducdo da colonizacao
dos tecidos da folha de arroz pelo fungo R. solani observado nas bainhas das plantas
supridas com Si, deve-se possivelmente ao aumento da lignificacdo dos tecidos e a
diminuicdo de agUcares totais.
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CONCLUSOES GERAIS

- Os resultados desse trabalho indicaram que apenas o Derosal, Ethephon e o
fosfito de potassio foram eficientes em reduzir o comprimento relativo da leséo da
queima das bainhas, possivelmente através da inducdo de mecanismo(s) de defesa. Os
dois produtos a base de silicio assim como o acibenzolar-S-metil e a quitosana

desacetilada ndo reduziram o comprimento relativo da lesdo da doenca.

- A resisténcia das bainhas de plantas de arroz a queima das bainhas deve-se, em
parte, a uma maior resisténcia fisica ocasionada pela deposi¢cdo de Si, a qual colabora

para uma menor expansdo da lesao.

- Plantas de arroz supridas com silicio apresentaram menor CRL da queima das
bainhas, crescimento superficial das hifas de R. solani nas bainhas, area necrosada pelo

patdgeno e uma maior intensidade de autofluoréscencia em cortes transversais.

- O aumento da resisténcia do arroz a queima das bainhas, especialmente na
cultivar Labelle, potencializada pelo Si, pode estar associado com um aumento na

relacdo siringila/guaiacila nos tecidos da bainha.

- A reducdo da colonizacdo dos tecidos da folha de arroz pelo fungo R. solani
observado nas bainhas das plantas supridas com Si deve-se, possivelmente, ao aumento

da lignificag&o dos tecidos e a diminuicdo de agUcares totais.
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