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RESUMO
TATAGIBA, Sandro Dan, D. Sc., Universidade Federal\d¢osa, Julho de 2013.
Fotossintese, metabolismo antioxidativo e respostas defesa de plantas de
arroz infectadas por Microdochium oryzaee supridas com silicio Orientador:
Fabricio de Avila Rodrigues. Coorientador: Fabio Mudh Matta.
A escaldadura, causada pelo fungiicrodochium oryzaeé uma das principais
doencas do arrozOfyza sativa no Brasil. Considerando que até o momento,
informagbes sobre a interacdo arMz-oryzae sdo escassas, buscou-se, neste
trabalho investigar a fotossintese, o metabolismo dd&txo e as respostas de
defesa de plantas de arroz da cultivar Primavera,dagpou ndo com silicio (Si)
durante o processo infeccioso Me oryzae.No primeiro estudo, uma abordagem a
fim de avaliar a diversidade de eventos que ocormgmxirpo a area infectada numa
mesma folha durante a infecgéo proryzaefoi realizada, a fim de contribuir para
um maior entendimento na dindmica fotossintética durantetema@do planta-
hospedeiro. Para esta finalidade, foi realizada a g&alide parametros e imagens
de fluorescéncia da clorofia em diferentes areas préximas a lesdo, associando-as,
as trocas gasosas e a avaliacdo dos pigmentos fotbessitem plantas de arroz
inoculadas ou ndo inoculadas cdm oryzae Em plantas ndo inoculadas cdvh
oryzae os valores da fotossintesd),( da conduténcia estomaticgs( e da taxa
transpiratéria ) foram maiores em relacdo as plantas inoculadademsiando o
efeito negativo causado pelo fungo nas trocas gaspsasjpalmente emA. A
utilizagdo da energia para os processos fotossintétiaosapacidade de dissipacao
do excesso de energia na maquinaria fotossintéticard#rados pelos parametros
de fluorescéncia de imagem da cloroflafoi comprometida durante a infeccéo,
reduzindo o rendimento fotoquimico e induzindo a igibido aparato fotossintético

nas areas lesionadas, evidenciando que a infecgéoetfimita local sobré\. Houve



diminuicdo das areas verdes na superficie do tecido,fotasionado pela expanséo
das lesbes e aumento de tecido necrético. As concesdragé pigmentos
fotossintéticos diminuiram significativamente com o pesgo da escaldadura o que
limitou a absor¢éo da radiagdo fotossinteticamente .abla segundo estudo,
buscou-se investigar a atividade das enzimas antivadaascorbato peroxidase
(APX), peroxidase (POX), catalase (CAT), superoxidomgitase (SOD) e glutationa
redutase (GR), os danos causados a membrana catidaés da concentracdo de
aldeido maldnico (MDA), as concentracdes de perdxidbidimgénio (HO.) e de
pigmentos fotossintéticos, bem como trocas gasosas lbas fde plantas de arroz
durante o processo infeccioso d& oryzae O progresso da doenca promoveu
reducdo da\, gse E. Houve também incrementos na concentragdo interna de CO
reducdo na concentracdo de pigmentos fotossintétice®nados pela expanséo das
lesdes, comprometendo a absorc¢do da radiagéo fottisaimente ativa e limitando
a fotossintese. As atividades das enzimas envolvidasstema antioxidativo nas
plantas de arroz infectadas pr oryzaeaumentaram na tentativa de impedir o
acumulo de KD, principalmente APX, POX e GR, ndo sendo, entretafiitientes
na remocé&o do excesso dgl4 resultando em dano oxidativo. As concentragoes de
MDA nas plantas inoculadas mantiveram-se elevadasfimal do processo
infeccioso, como resultado da peroxidacdo lipidida.terceiro estudo, buscou-se,
investigar o efeito do Si sobre as trocas gasosas,ci&neia fotoquimica do
fotossistema Il e a concentragdo de pigmentos fotossgétim plantas de arroz
infectadas poM. oryzae Para esta finalidade plantas de arroz da cultivar Reraa
foram cultivadas em solucdo nutritiva contendo 0 ou 2 minlblde Si e néo
inoculadas ou inoculadas coM. oryzae A infec¢cdo porM. oryzaereduziu o

rendimento fotossintético, o qual esteve associado conersrntoncentragdo de



pigmentos fotossintéticos nas folhas. Na presenca, deafividade fotossintética e a
eficiéncia de utilizagdo da energia luminosa e sua csiveem energia quimica
foram potencializados, conforme demonstrado pelo@npetros de fluorescéncia de
imagem da clorofilaa, independente da inoculagdo cdwh oryzae confirmando
assim, que o Si é um elemento importante no rendimetussintético em plantas de
arroz infectadas pavl. oryzae No quarto estudo, buscou-se, investigar o pap8iido
na resisténcia de plantas de arroz infectadasMpooryzae Para esta finalidade,
plantas de arroz da cultivar Primavera foram cultivadas solu¢cdo nutritiva
contendo 0 ou 2 mmol'tde Si e inoculadas coM. oryzae A concentracgéo foliar
de Si aumentou nas plantas supridas com esse elememtdagdo as plantas ndo
supridas o que contribui para reduzir a expansaoesées. A extensao dos danos
celulares em resposta a infecgéo ldooryzaefoi reduzida nas plantas supridas com
Si, evidenciado pelos menores valores da concentragioMDA. Maiores
concentracdes de compostos fendlicos sollveis tot&#STL e de derivados da
lignina-acido tioglicolico (DLATG) nos tecidos foliaresgdplantas supridas com Si,
contribuiram para a resisténcia a escaldadura. Mzaiatiwidades das enzimas
peroxidases (POX), polifenoloxidases (PFO), fenilaanamonia-liases (FAL) e
lipoxigenases (LOX), mas nédo de quitinases (QUB k3-glucanases (GLU), nos
tecidos foliares das plantas de arroz supridas corfor8m importantes para a
resisténcia a escaldadura. Em conclusdo, os resultddogpresente estudo
evidenciam que o Si pode aumentar a resisténciaaddadara em plantas de arroz,
melhorando o rendimento fotossintético e potencializando rnsecas bioquimicos
de defesa ao invés de agir apenas como uma bareéia fiia tentativa de conter a

penetracdo dkl. oryzae
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ABSTRACT

TATAGIBA, Sandro Dan, D. Sc., Universidade Federal \dicosa, July, 2013.
Photosynthesis, metabolism antioxidative and defense pEmses of rice plants
infected Microdochium oryzaeand supplied with silicon. Adviser: Fabricio de
Avila Rodrigues. Co-adviser: Fabio Murilo da Matta.

The scald caused by the fungMicrodochium oryzads a major disease of rice
(Oryza sativa in Brazil. Whereas until now, information on the intei@ctrice-M.
oryzaeare scarce, we sought in this paper to investigate phtesis, metabolism
antioxidative and defense responses of rice plantsuttivar Primavera, or not
supplied with silicon (Si) during the infection proceg$/. oryzae In the first study,
an approach to assess the diversity of events tuatr mear the infected area on one
sheet when the infection witll. oryzaewas carried out in order to contribute to a
greater understanding of the dynamics during photosyotpéant-host. For this
purpose, we analyzed the fluorescence parametersvages of chlorophylh in
different areas around the injury, associating them,egabange and evaluation of
photosynthetic pigments in rice plants inoculated amwith M. oryzae Not in plants
inoculated withM. oryzaevalues of photosynthesig\), stomatal conductances)
and transpiration rateE] were higher than those inoculated plants, indicatimy th
negative effect caused by the fungus in gas exchasgecially inA. The use of
energy for photosynthetic processes and dissipatiorexacess energy in the
photosynthetic machinery demonstrated by fluoresceacengeters and images of
chlorophyll a was compromised during the infection, reducing the yield
photochemical induced inhibition of the photosyntheimparatus in the injured
areas, showing that the infection had local effeciAofhere was decrease in the
surface areas of the green leaf tissue, caused lexgansion of lesions and necrotic

tissue augmentation. The photosynthetic pigments deslesignificantly with the



Xii
progress of scalding which limited the absorption of tpfynthetically active
radiation. In the second study, we sought to investigaeathivity of antioxidant
enzymes ascorbate peroxidase (APX), peroxidase (P&@¥lase (CAT), superoxide
dismutase (SOD) and glutathione reductase (GR), danmagke cell membrane
through concentration malondialdehyde (MDA), the cotregions of hydrogen
peroxide (HO;) and photosynthetic pigments as well as gas excheantgaves of
rice plants during the infectious processMf oryzae The progress of the disease
promoted reduction of thd, gsandE. There were also increases in internal,CO
concentration and reduction in the concentration of photbsyic pigments caused
by the expansion of lesions affecting the absorptiorplatosynthetically active
radiation and limiting photosynthesis. The activitieseozymes involved in the
antioxidant system in rice plants infected My oryzaeincreased in an attempt to
prevent accumulation of 4., especially APX, POX and GR is not, however,
efficient removal of excess,B,, resulting in oxidative damage. The concentration
of MDA in the inoculated plants remained high at thd efithe infection as a result
of lipid peroxidation. In the third study, we soughtiriwestigate the effect of Si on
gas exchange, photochemical efficiency of photosydtemnd the concentration of
photosynthetic pigments in rice plants infectedMbyoryzae For this purpose the
rice plants Primavera were grown in nutrient solutiontaining 0 or 2 mmol t of
Si and not inoculated or inoculated with oryzae Infection withM. oryzaereduced
the photosynthetic yield, which was associated with twest concentration of
photosynthetic pigments in leaves. In the presence, @hStosynthetic activity and
efficiency of utilization of light energy and its conversinto chemical energy were
potentiated, as demonstrated by f fluorescence paranagigrnisnages of chlorophyll

a, regardless of inoculation witkl. oryzae thus confirming that Si is an important



Xiii
element in quantum yield in rice plants infectedvbyoryzae In the fourth study, we
sought to investigate the role of Si in resistance @f piants infected bil. oryzae
For this purpose, the rice plants Primavera were growmutrient solution
containing 0 or 2 mmol £ of Si and inoculated with. oryzae The Si concentration
increased in the leaf of plants supplied with thisnaet in relation to unmet plants
which contributes to reduce the spread of lesions. kteneof cellular damage in
response to infection wittM. oryzaewas reduced in plants supplied with Si,
evidenced by lower values of MDA concentration. Highencentrations of total
soluble phenolics (TSP) and derivatives of lignin-thyoglic acid (DLATG) in the
leaves of plants supplied with Si, contributed to resestato scald. Major activities
of the enzymes peroxidase (POX), polyphenol oxidas#30j, phenylalanine
ammonia-lyase (PAL) and lipoxygenase (LOX) but notichge (CHI) angs-1, 3-
glucanases (GLU) in leaf tissues of rice plantsengrpplied with Si important for
resistance to leaf scald. In conclusion, the resultlisfstudy indicate that the Si can
increase resistance to scald in rice plants, improvingppeance and enhancing
photosynthetic biochemical defense mechanisms rratien merely acting as a

physical barrier in an attempt to contain the penetratidv . oryzae



INTRODUCAO GERAL

O arroz Qryza sativgd € um dos cereais de maior valor social, devido seu
produto ser de importancia para a seguran¢ca alimegeracdo de renda e
estabilidade politica dos paises produtores (Barateer&z?i, 2004). Em diversos
paises, 0 arroz supre aproximadamente 27% da eme&§& das proteinas diarias
necessérias a populagéo, além de ser fonte de vi(Baeata & Perozzi, 2004).

A producdo mundial de arroz, nos ultimos anos, feadb abaixo da taxa de
crescimento da populacdo e do consumo, havendoeggmerdcupacdo em relagdo a
estabilidade da producéo (Embrapa, 2005). Por seemtinbésico para cerca de 2,4
bilhdes de pessoas, e considerando-se que ha umenda crescente de alimentos
para atender ao aumento da populacdo (Embrapa, 200%)yemento da produgéo
de arroz, mediante a expansdo das areas de cultivgpetu aumento de
produtividade, € de particular significancia.

No Brasil, o arroz € um dos principais cereais prathsei Na safra
20011/2012, a cultura ocupou uma area de aproximamtamdois milhdes e
quatrozentos e vinte e seis mil hectares, atingindo a piodde 11,6 milhdes de
toneladas, com produtividade média inferior a 4,7@l&atas por hectare (CONAB,
2013). Esta produtividade esta muito aquém do potegeigético das cultivares de
arroz atuais que é de 10 a 12 toneladds(FRGA, 2003). Diversos fatores limitam a
expressao do potencial de produgéo de arroz, sendorgéncia de doengas um dos
principais problemas.

Os danos causados pelas doencas estéo relacionadosneanejo técnico da
lavoura que determinam as condigbes nutricionais datgl com a resisténcia
genética da cultivar, com a condicdo ambiental predon@n@narea durante o ciclo

da cultura e a medidas de controle adotadas. A medideodtrole das doencas



econdmica e ecologicamente correta € a utilizacdo tieaculesistente. No entanto,
a disponibilidade de cultivares resistente nem sempressived, seja devido a
dificuldade de obtenc&o de resisténcia contra patégemmmoMicrodochium oryzae
(Ou, 1972).

A utilizagcdo de medidas de controle cultural como acgéwiade culturas e a
eliminacdo de plantas hospedeiras tem efeito negative &3 principais patégenos
foliares. O controle quimico tem apresentado resultadtisfatorios para a maioria
das doencas foliares do arroz, porém ha problemdsieatais e econémicos
decorrentes da aplicacdo de pesticidas, que se mzaxmguando se consideram a
extensdo das &reas com cultivo irrigado por inundaggmtencializacdo de defesas
bioquimicas da planta mostra-se como alternativa parireds danos causados
pelos patdbgenos sem agressdo ao meio ambiente. thneabva é a utilizacdo do
silicio (Si) para o controle de doencas do arroz. Rarscaldadura, até o momento,
ndo ha relatos na literatura dos mecanismos bioquimges podem ser
potencializados por esse elemento, a fim de redwoeaca, carecendo de pesquisas
para desvendar os mecanismos pelo qual o Si aundenésisténcia da planta.
Diversos trabalhos tém demonstrado que o controle elecds em arroz pelo Si esta
intimamente relacionada com um maior acimulo dessmegito (Datnoffet al,
1992; Seeboldet al, 2001). Neste contexto, este trabalho procurou avaliar
fotossintese, 0 metabolismo antioxidativo e as respdstdefesa de plantas de arroz
da cultivar Primavera, supridas ou ndo com silicio (&igwte o processo infeccioso

deM. oryzae
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Capitulo 1

Limitacdes fotossintéticas em folhas de arroz infé@das por

Microdochium oryzae



RESUMO

A maioria dos estudos envolvendo a fotossinteseespostas ao ataque de
patdgenos tem se restringido a andlise de folhas m@irgrandes extensdes com 0s
sintomas da doenca. Uma abordagem a fim de avatiaressidade de eventos que
ocorrem proximo a area infectada numa mesma folha porpatdgeno seria
conveniente, contribuindo para um maior entendimeatdindmica fotossintética na
interagdo planta-hospedeiro. Dessa forma, procuroneste estudo investigar
imagens e parametros de fluorescéncia da clo@#m diferentes areas proximas a
lesdo, associando-as, as trocas gasosas e a avaleg®pigmentos fotossintéticos
em plantas de arroz inoculadas ou néo inoculadasMmnmedochium oryzaeOs
resultados obtidos indicam que a utilizagdo da energea S processos
fotossintéticos e a capacidade de dissipacdo do sxaks energia na maquinaria
fotossintética foi comprometida durante a infeccdo, ziedo o rendimento
fotoquimico e induzindo a inibicdo do aparato fotossouébhas areas lesionadas,
evidenciando que a infeccdo tinha efeito local sobrdotassintese. Houve
diminuicdo das areas verdes na superficie do tecido,fotasionado pela expanséo
das lesbes e aumento de tecido necrético. As concesdragé pigmentos
fotossintéticos diminuiram significativamente com o pesgo da escaldadura o que

limitou a absorgéo da radiagéo fotossinteticamente ativa.



INTRODUCAO

A escaldadura, causada pelo funybcrodochium oryzae((Hashiola &
Yokogi) Samuels & Hallet -Rhynchosporium oryzadashiola & Yokogi), € uma
das principais doencas do arroz sendo encontragadueste da Asia, no Jap&o, na
Australia, no Oeste da Africa e nas Américas Centrhhtina, podendo causar
perdas na producéo de até 30% (Ou, 1985). A doemgsacdesuniformidade no
estande e diminuicdo da area fotossinteticamente &tivaeget al, 2004). Além de
afetar as folhas, a doenca pode acometer o colmopardsulas, principalmente
quando as plantas estéo nas fases de perfilhamembdaerachamento (Prabhu &
Filippi, 1997). Os primeiros sintomas foliares sdo o egarento de manchas de
coloracdo verde-oliva, sem margens bem definidagifidt al, 2005). As lesbes
expandem-se formando sucessOes de faixas concéntacaslternancia das cores
marrom-clara e escura e, posteriormente, ocorrenesicia das lesdes, causando
necrose e morte das folhas (Filiggial, 2005). Periodos de alta pluviosidade e de
orvalho prolongado, temperaturas variando de 28°€,2lta densidade de plantas e
excesso de adubacgdo nitrogenada s&o condicdes feigog@ara o progresso da
doencga (Ou, 1985; Groth, 1992).

A fluorescéncia de imagem da cloroféaé uma ferramenta de importante
aplicacdo para estudos do desempenho fotossintéticplamas infectadas por
patégenos, principalmente quando associada a aqu#tiglos ndo invasivos, como a
analise das trocas gasosas melhorando, assim, a @aEacitt examinar a
heterogeneidade de areas lesionadas (Baker, 200&)cnica de fluorescéncia de

imagem da clorofilaa tem a vantagem de permitir a analise de estresses ldoaliza



em plantas, tais como 0s que ocorrem em areas infecfaolagpatdogenos,
principalmente em regides assintométicas (lgbal, 2012).

A utilizagdo dos parametros de fluorescéncia de imad@nolorofilaa em
tecidos foliares tem sido utilizada como ferramenta nadesfotossintético das
interacdes planta-patdégeno tais como o feijo@iodietotrichum lindemuthianum
(Bassaneziet al, 1997; Meyeret al, 2001), Arabdopsis thaliand?seudomonas
syringae(Taoet al, 2003), cevad&lumeria graminid.sp.hordei (Swarbricket al,
2006), milhoColletotrichum graminicola(Behr et al, 2010) efumo-Pseudomonas
syringae(lgbal et al, 2012). Meyeret al (2001), estudando a interagéo feijoeiro-
Colletotrichum lindemuthianumconcluiram que, em &reas foliares verdes e
aparentemente saudaveis préximas a lesBes ocorriggamibda fotossintese.
Bassanezet al (1997), estudando o0 mesmo patossistema, verificagdcéo na
atividade fotossintética nas lesdes necréticas de coomascuro em folhas de
feijoeiro, bem como nas &reas verdes remanescdmieset al (2012) verificaram
alteracdes nos parametros de fluorescéncia da ckoacdiin diferentes areas de uma
mesma folha de fumo infectado geseudomonas syringae

Neste contexto, uma abordagem a fim de avaliar asiikaele de eventos que
ocorrem na area proxima a lesdo, numa mesma folizacegveniente, contribuindo
para o entendimento da dindmica fotossintética na idteragrozM. oryzae Dessa
forma, procurou-se neste estudo investigar os par@sfgdtossintéticos fornecidos
pela fluorescéncia de imagem da clorofilaa area lesionada e em areas proximas a
lesdo, associando-as as trocas gasosas e a conderteagigmentos fotossintéticos

em folhas de plantas de arroz inoculadas e n&olaasi conM. oryzae.



MATERIAL E METODOS

Crescimento das plantas

Plantas de arroz da cultivar Primavera foram crescim vasos plasticos
contendo 2 drhdo substrato comercial Tropstraivida Verde, Mogi Mirim, SP) &
base de casca de pinus, turfa e vermiculita expandid.:1). Para cada dnue
substrato, foram adicionados 1,63 g de fosfato déocalonobéasico. Em cada vaso,
semearam-se nove sementes de arroz. Apos a emergdgigaram-se trés plantulas
por vaso. Cada vaso recebeu 50 mL de solugdo cantemd mg [!, 192 KCI;
104,42 kSO, 150,35 MgSQ7H,0O; 61 uréia; 100 NENOs. 0,27 NHMO70,4.4
H.0; 1,61 HBO;s; 6,67 ZnSQ.7H0; 1,74 CuS@5H,0; 4,10 MnC}.4H,0; 4,08
FeSQ.7H,O e 5 EDTA-bisddico. A solugdo nutritiva foi aplicadpds o desbaste e
depois em intervalos de sete dias, até o fim do exrpetd.
Inoculagdo das plantas conM. oryzae

O isolado deVl. oryzaefoi gentilmente cedidpela professora Gisele Barata
da Silva, da Universidade Federal Rural da Amazon@er, PA.O fungo foi
preservado em tubos de ensaio contendo batata-deagasdBDA), coberto por
6leo mineral, mantidos em geladeira “€4Vinte e cinco dias antes da inoculacdo
das plantas, pedacos de meio de cultura BDA contesidgtieas do fungo foram
transferidos para placas de Petri contendo BDA. Quaraddnia do fungo atingiu 3
cm de didmetro, o fungo foi repicado para novas pldeaBetri contendo também
BDA. As placas foram mantidas em camara de crestartgo B.O.D. por 15 dias
(25°C e fotoperiodo de 12 horasps 45 dias ap0s o transplantio, plantas com dez
folhas no colmo principal (Matsuo & Hoshikama, 1993gaforinoculadas coriv.

oryzae utilizando-se discos de meio BDA (0,253 rmontendo estruturas do fungo.



Trés discos foram equidistantemente colocados naa@daeial da sétima, oitava e
nona folha do colmo principal, da base para o 4@oe,cada planta e aderido a
superficie da folha com uma leve pressdo manual. ksitgs inoculadas
permaneceram em camara de nevoeiro durante cinca timsperatura de 25 + 4°C
e umidade relativa de 90 * 5%.
Avaliacéo da expanséao das lesdes

A expansdo das lesbes da escaldadura foi avaliadapaaficie adaxial da
sétima, oitava e nona folha, da base para o apied, &8, 72, 96 e 120 horas ap0s a
inoculagéo (hai). Trés lesdes em uma folha de cada ppeortaepeticdo foram
medidas (em mm) com auxilio de um paquimetro digital RMOIUSA).
Avaliacédo das trocas gasosas

A taxa de assimilacéo liquida de £@), a condutancia estomaticgs)( a
taxa de transpiragad) e a concentragéo interna de G;), sob irradiancia de
1.200umol de fotons nf s’ e concentracdo ambiente de GO,) de 425 + 8 umol
CO, mol*, foram determinadas com um analisador de gas paverinelho portétil
(IRGA, Li-Cor, modelo LI-6400, Nebraska, EUA). AsadiacOes foram realizadas
em areas pré-determinadas na oitava e na nona folbalmo principal das plantas
de cada repeticdo as 24, 48, 72, 96 e 120 haipooefmostra a Fig. 1a. As leituras
foram realizadas entre as 9:00 e 10:30 horas. Arderealizacdo das leituras, as
plantas foram mantidas em ambiente aberto por 30 min.
Determinacao das concentragdes de clorofila e de céendides

Foram coletadas amostras da sétima, oitava e ndma dol colmo principal
das plantas de cada repeticdo dos tratamentos as 242486 e 120 hai. As
amostras foram coletadas em nitrogénio (N) liquidoreaaenadas em ultrafreezer a

-80°C, até andalise. Clorofil clorofilab e carotendides foram extraidos em acetona
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a 80% e suas concentracdes foram estimadas confachterthaler (1987). Todo o
procedimento foi realizado em ambiente fechado soldtde.
Avaliacéo da fluorescéncia de imagem da clorofila

As imagens e os parametros de fluorescéncia dafidoeoforam obtidos
utilizando a versao MAXI do fluorémetro Imaging-PAM esoftware Imaging Win
(Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Alemanha). Plantas inocakd ndo inoculadas com
M. oryzaeforam mantidas no escuro por 20 min. Apds essmqer as folhas de
cada planta foram fixadas individualmente no suporte adistancia de 18,5 cm da
camera de gravacdo das imagens digitais de fluor@sc€CD (“charge-coupled
device”) acoplada ao aparelho. As imagens na resollgd0 x 480 pixels, com
uma area amostral visivel de 24 x 32 mm, foram ohtifasvariaveis de ajuste
utilizadas na programacéo do fluorometro foram as sggiiintensidade da luz de
medicéo = 2, frequéncia = 1, ganho = 7, amortecimeripintensidade do pulso de
saturacdo = 10 e largura = 8. Cada registro de imégeniciado pela determinacao
dos parametros de escuro, primeiramente pela detex@oirtluorescéncia minima
(Fo). Subsequentemente, foi emitido um pulso saturantezdgara determinacgdo da
fluorescéncia maxima-,) usado pelsoftwarepara calcular o rendimento quéantico
maximo do fotossistema IF(/Fr). A dissipac@o de energia absorvida por processos
ndo fotoquimicos € méxima quando um pulso de luz éaaigiapdés uma fase de
adaptacdo ao escuro, permitindo, assim, a obtencde,d&ob luz actinica, os
valores do rendimento atual de fluorescéndig, (da fluorescéncia maxima na
presenca de luZ(’) e da fluorescéncia minim&) foram obtidos para o calculo
do coeficiente de extingdo fotoquimicg,)(0 qual representa uma estimativa da

dissipacéo fotoquimica (Krause & Weis, 1991).
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Outro parametro importante para avaliar a variagdo efieiéncia da
fotossintese quando a luz actinica € usada é o rendimedttico efetivo do
fotossistema I, Y(II). Adicionalmente, o rendimentdqtico da dissipacao regulada
(Y(NPQ)) e néo regulada (Y(NO)) de energia do fastsma Il (FSIl), foi
determinado de acordo com Klughammer & Schreiber §208lém disso, a
dissipacdo ndo fotoquimica (NPQ) foi determinada, niedse a proporcdo de
absor¢do de luz ndo utilizada no transporte de elétRilge( & Bjorkman, 1990;
Oxborough, 2004). Para andlise dos valores dos pamsneé fluorescéncia de
imagem da clorofila, utilizou-se uma marcacao circular de areas prénanadas
nas folhas das plantas ndo inoculadas e inoculadas Kbmoryzae de,
aproximadamente, 0,78 émas quais foram definidas como: area sadia (S), area
assintomética (A), area intermediaria a &rea lesionadae (&rea visualmente
lesionada (D) (Fig. 1b). Os parametros foram obtidasoitava e nona folha do
colmo principal das plantas de cada repeticdo d@entos as 24, 48, 72, 96 e 120
hai.

Delineamento experimental e anélise estatistica dos dados

O experimento foi instalado num delineamento inteirameseatiazado com
dois tratamentos (plantas inoculadas e ndo inoculadasMooryzag@ com seis
repeticdes. Cada unidade experimental foi constituidaupowvaso contendo trés
plantas. Os dados obtidos foram submetidos a analisaridacia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey e te@e< 0.05) utilizando o software SAS verséo

6.12 (SAS Institute, Inc., Cary, NC).
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RESULTADOS

Expanséo de lesdes

Os valores da expansdo de lesbes aumentaram nas f#dlaplantas
inoculadas comM. oryzaedurante o progresso da doenga, registrando o valor
maximo de 24.5 mm as 120 hai (Fig. 2).
Trocas gasosas

A fotossintesse decresceu significativamente com o avdagnfeccdo em
32, 52, 60, 64 e 79% as 24, 48, 72, 96 e 120 lgi 8&). Tendéncia similar & foi
encontrada pargs apresentando reducgdes significativas de 23, 53,744,68% as
24,48, 72, 96 e 120 hai nos valores das folhas ldatap inoculadas coM. oryzae
em relacdo as folhas das plantas ndo inoculadas3jgOs valores dE também
reduziram significativamente com o progresso da ¢&fecem 21, 11, 16 e 44% as
24, 48, 96 e 120 hai (Fig. 3c). Para o valor @eds 24 hai houve aumento
significativo nas folhas das plantas ndo incoculadasetagdo as folhas das plantas
inoculadas comM. oryzae Nos demais periodos avaliados, os valoreideas
plantas ndo inoculadas foram significativamente infesi@@s valores encontrados
nas plantas inoculadas em 3, 5, 12 e 14% as 48, #1926 hai (Fig. 3d).
Concentragéo de pigmentos

Reducdes significativas na concentragdo de clorafila 36% as 48 hai, 48%
as 72 hai, 50% as 96 hai e 59% as 120 hai (Figd&aglorofilab em 35% as 48 hai,
44% as 72 hai, 56% as 96 e 62% as 120 hai (Figd&bjlorofila total em 36, 48, 51
e 63% as 48, 72, 96 e 120 hai (Fig. 5c) e de caymtes em 23, 24, 21 e 24% as 48,
72, 96 e 120 hai (Fig. 5d) foram obtidas para as plantasiladas conM. oryzae

em relacdo as plantas ndo inoculadas.
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Fluorescéncia de imagem da clorofila

Foram obtidos oito parametros de fluorescéncia de maigeclorofilaa nas
folhas das plantas de arroz durante o processo ingecdeM. oryzae(Figs. 5 e 6).

A partir das 24 hai, comegou-se a observar sintomasisisnas imagens de
fluorescéncia da clorofila na superficie do tecido foliar, evoluindo de tecidadics
para o aparecimento de lesdes escuras, que sedorreada vez maiores, com 0
progresso da doenca. Variacbes no padrao de camagsns do tecido foliar foram
observados parko, Fm, Fu/Fm, Qo Y(II), Y(NPQ), Y(NO) e NPQ/4, variando na
escala de cores de O (preto) a 100% (rosa) a finavddiar a magnitude dos
parametros.

A colorag@o alaranjada observada na superficie ddotdaliar paraFo (Fig.
5al), evidencia que a concentracdo de clorofilas praggiedades 6pticas da folha
estavam intactas (areas sadias), obtendo-se o maior pata este parametro,
enquanto a area lesionada apresentou coloragdo efevitl a expansao das lesdes,
indicando destruicdo das clorofilas e perda das mwades Opticas nos tecidos
mortos (&reas necrosadas), levando a menores vattees, (Figs. 5a2-a6).
Resultados semelhantes foram obtidos para F./Fn, com alteragbes na coloracéo
das imagens, em que as maximasge F./Fn, corresponderam a coloracéo verde e
azul, respectivamente (Figs. 5b1-b6 e 5c1-c6).

A dissipagdo fotoquimicagg) méaxima foi obtida quando a superficie do
tecido foliar apresentou coloracdo com matizes vei@ress sadias). Variacdes nos
tons de verde ao redor da area escura (area neayasdidaram pequenas mudancgas
na dissipacéo fotoquimica. Nao ocorreu dissipacagddtoica na area escura (area

necrosada) das folhas inoculadas (Figs. 5d1-d6).
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Para Y(II), Y(NPQ), Y(NO) os maiores valores apréssam tons de verde
nas folhas das plantas (areas sadias). Perceberaamissgbes entre tons de verde e
amarelo ao redor da &rea escura (area necrosadaypparametros Y(ll), Y(NPQ);
enquanto que para Y(NO) variagbes nos tons de verarileforam observados,
indicando pequenas mudancas nos valores destas &ri®g& menores valores
foram obtidos nas areas escuras (areas necrosaaas)Yfl), Y(NPQ), Y(NO)
(Figs. 6al-a6, 6b1-b6 e 6¢cl-c6). NPQ/4 obteve meneatores nas areas escuras,
enquanto nas areas sadias apresentaram coloracatadméFéys. 6d1-d6).

De modo geral, D (Figs. 7 e 8) apresentou reduc¢é® vaores dos
paréametros de fluorescéncia de cloroéilavaliados, chegando a zero a partir de 96
hai em quase todos os parametros, exceto para Y@Us valores se elevaram
proximos de 1. S e A ndo apresentaram variacbeessipas entre os valores
durante o progresso da doenca, indicando que as éireanvizinhas a D foram
pouco afetadas pavl. oryzae | apresentou reducdo nos valores dos parametros de
fluorescéncia da clorofila em relagdo & S e A e superiores aos valores eadost
para D, sendo afetada pdr oryzae

As 120 hai, Tabelas 1 e 2, ndo houve diferenca gigtiifa paraFo, Fm,
FJ/Fm, 0o, Y(NPQ) e NPQ/4 entre S e A. Diferengas significatifieaam observadas
somente para Y (Il) e Y(NO) evidenciando que A perecau sadia e pouco afetada
pelo patégeno. Ddiferiu significativamente das demais &areas, com 0s raeno
valores para os parametros de fluorescéncia as 1,2thkgando a valor zero para o0s
pardmetros de, e Y(ll), indicando a atuacdo do patdgeno em redeidiribir por

completo a fotossintese (Tabelas 1 e 2).
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DISCUSSAO

Em folhas inoculadas coM. oryzaeos valores dé,, gs e E foram menores
em relacdo as folhas das plantas ndo inoculadédeneiando o efeito negativo
causado pelo fungo nas trocas gasosas, principalmenfe &ssa limitagdo pode
estar relacionada com a menor concentracdo de pigmenitssintéticos durante o
processo infeccioso dél. oryzae uma vez que a menor abertura estomatica ndo
reduziu a concentracdo interna de ,C@a folha. Os aumentos nos valores da
concentracao interna de g@as folhas das plantas inoculadas ¢ddnoryzaepodem
estar associados a diminuicdo da &rea foliar verdensequentemente, a ocorréncia
de necrose e possivel aumento da respiracdo da m@adta patbgeno, além de
limitagdes nos processos bioquimicos da fotossintesees@snatos das folhas
infectadas poM. oryzaepermaneceram mais fechados, o que levou a umaaedu
daE.

Segundo Stangarlin & Leite (2008) a reducdo na fotossintee folhas
infectadas por patdgenos pode ocorrer devido a alesagd abertura e fechamento
dos estbmatos, dificultando a difusdo de,G® mesofilo foliar e reducédo ou
destruicdo de moléculas de clorofila ou de cloroplagjog, resultam em éareas
cloréticas e necréticas. Abo-Foat al (1996), estudando o patossistema pepino-
Sphaerotheca fuligineaelataram que a reducéo na capacidade fotossinbéticeeu
devido a perda de clorofila, danos aos tilacoides eag#wdestroma, enquanto para o
patossistema sofdhakopsora pachyrhizihouve reducdo da eficiéncia do uso da
radiacdo fotossinteticamente ativa, principalmenteiddea perda de clorofila,

reduzindo a capacidade da folha em absorver &Klumgdiniet al, 2008).
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Os menores valores d& encontrado em D podem ter sido ocasionados por
alteracdes estruturais nos pigmentos fotossintéticos eanréecia da infeccdo por
M. oryzae comprometendo a eficiéncia da energia de excitagdarta da antena
coletora de luz e danos aos centros de reacado doHe&Rlucdes nas concentragdes
dos pigmentos fotossintéticos nas folhas das plantaslauas suporta essa hipotese.
Tendéncia semelhante aos resultados obtidos parf@i obtida paraF,, pois
menores valores em D ocorreram durante a expanasideddes em relagdo as
demais areas.

Os valores dé~/F,, foram menores em D, evidenciando dano no aparato
fotossintético devido a infecc@o pbt. oryzae Em A, a razad-/Fn foi similar a
encontrada em S, indicando que o desempenho fotossintéo foi alterado. A
maxima eficiéncia na qual a luz é absorvida peld p&ia reduzir @, representado
por F/Fm, € um indicador sensivel do desempenho fotossintéisoptantas, com
valores 6timos, entre 0,75 a 0,85 para a maioria gipécees de plantas (Bolhar-
Nordenkampfet al, 1989). Bheret al (2010), estudando a interagdo milho-
Colletotrichum graminicolatambém encontraram resultados similares para a razdo
FJ/Fmn em éareas sadias e assintomaticas. Por outro lado, rkagh al (2006),
estudando intera¢Bes incompativeis e compativeis no ig&toss cevad&lumeria
graminisf.sp. hordeimostraram, mediante a fluorescéncia de imagem dafitdoa,
que a atividade fotossintética foi reduzida nas celalalonizadas pelo fungo e
também nas células adjacentes apenas para a intecagfativel.

Os valores dey, e de Y(ll)obtidos em S e A foram similares durante a
expansao das lesfes, confirmando que em A a infgumad. oryzaendo afetou o
rendimento fotossintético. Contrariamente em D, a infepgéid/.oryzaecontribuiu

para a inibicdo completa da fotossintese. Além do reerdonquéntico efetivo do
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FSII, demonstrado por Y(Il), outros dois tipos dedisrentos quanticos podem ser
definidos, os quais sdo Y(NPQ) e Y(NO) (Krametr al, 2004). Esses dois
parametros representam a dissipagéo regulada e ndad@glos centros de reagao
do FSII, respectivamente. Y(NPQ) refere-se a dissgp#érénica regulada que ocorre
no centro de reagdo do FSIl, através do ciclo das xasta$endo induzido pela luz
e pelo gradiente de prétons nas membranas dosididsc(Krameret al, 2004). Os
maiores valores de Y(NPQ) em S e A em relacdo assdeémais areas avaliadas
sugerem a ocorréncia de dissipacdo do excesso dgeederexcitacdo na forma de
calor, sendo um mecanismo fisioldgico de fotoprote€aw. outro lado, em D, os
menores valores obtidos para Y(NPQ), pressupdemaguéccdo poM. oryzae
afetou o mecanismo de dissipagdo de energia, inabilitagst 4rea de se proteger
contra o estresse luminoso, devido a intensa necraesmefores concentracdes de
pigmentos fotossintéticos nas folhas das plantas incasil@dm M. oryzae em
relacdo as folhas nédo inoculadas ao longo das avediad@monstram que parte do
sistema antena e de protegdo contra 0 excesso de aeteraitacao foi danificado
durante o processo infeccioso proryzae contribuindo para a redugéo dos valores
de Y(NPQ).

Os maiores valores de Y(NO) em D sugerem que taateryia de excitagdo
direcionada para a converséo fotoquimica e os mecaside regulagdo da protecao
foram ineficientes, sendo um indicativo de que esseas foram danificadas pela
infeccdo pom. oryzae Segundo Klughammer & Schreiber (2008), Y(NO)atefla
fracdo da energia dissipada na forma de calorogeicéncia (perdas constitutivas),
principalmente quando os centros de reacdo do F&ib dechados (Pool deaQ
reduzido). O incremento observado nos valores de Y@hOD indica que a energia

gue chega ao complexo antena ndo estaria sendo tiidaspéra Q Assim, as



18

imagens permitiram a obtencdo dos valores de Y(NOyodstrando areas na
superficie foliar onde os centros de reagdo do Es#ni danificados. Valores de
Y(NO) semelhantes foram verificados em S e A ao lada® avaliagdes, indicando
gue os mecanismos de fotoprotecdo e regulacdo dgiderexcitacdo nessas areas
foram eficientes na dissipagdo do excesso de energia.

Com a diminuicdo dap ocorreu decréscimo em Y(Il), concomitantemente
com aumento da fotoinibicdo do FSII, aumentando oseslde Y(NO) enquanto os
de Y(NPQ) foram reduzidos. Assim, as é&reas afetgu@s M. oryzae ndo
apresentaram tendéncia de recuperagéo.

A dissipacao do excesso de energia radiante na fdensalor nos complexos
antena do FSII, representadado por NPQ/4, foi mamrS e A do que em
comparagao a D. Apesar dos maiores valores de NP&Q#& S e A, o balango de
energia de excitagdo utilizada para melhorar o reswlinfotossintético através do
qguenchingfotoquimico n&o foi afetado. Berget al, 2007 estudando a interacdo
Arabidopsis thaliana-Pseudomonas syringaeontrou menores valores de NPQ/4
em areas lesionadas do que em relacéo as areas defeéiardsadias.

Os resultados obtidos no presente estudo confirmanuaaeficéncia de
imagem da clorofila como uma importante ferramenta a ser utilizada em estglo
desempenho fotossintético em plantas infectadas ptyggreos. Em adicéo,
sugerem, que reducdes na fotossintese durante a mfepogdM. oryzae esteja
associada a reducgdes na concentragdo de pigmentoss Des estruturas dos
cloroplastos e limitagdes bioquimicas podem ter sidpamsaveis pela redugéo no
processo fotossintético e estudos futuros devem seewtar nos mecanismos

associados a essa resposta.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Fluorescéncia minimdo), fluorescéncia maximaF(), rendimento
quéantico maximo do FS IIF(/F) e coeficiente de extingdo da fotoquimicp) (
determinadas nas areas sadia (S), assintomatica rg¥),idtermediaria (l) e area
visualmente lesionada (D) em folhas de plantas dez aa 120 horas apos

inoculagédo conMicrodochium oryzae

Areas b Frn F/Fm Op
S 0,077 a 0,418 a 0,817 a 0,446 a
A 0,084 : 0,411 ¢ 0,799 ¢ 0,381 ¢
| 0,027 1 0,087 1 0,682t 0,276b
D 0,009 b 0,011 c 0,189 ¢ 0,000 ¢
C.V.(%) = 9,35 8,46 7,87 18,29

#Médias seguidas pela mesma letra em cada colundifeéiem entre si pelo teste de Tukey<(P
0,05).

®C.V. = Coeficiente de variacao.

(n=6)
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Tabela 2. Rendimento quantico efetivo do PSIlI Y(IBndimento quantico da
dissipagcédo regulada Y(NPQ), rendimento quantico daipdigdo n&o regulada
Y(NO) e dissipacdo ndo fotoquimica NPQ/4 determinatks areas sadia (S),
assintomética (A), area intermediaria (l) e area visuatenlesionada (D) em folhas

de plantas de arroz as 120 horas ap0s inoculacadamodochium oryzae

Areas Y (I Y(NPQ) Y(NO) NPQ/4

S 0,324 a 0,254 a 0,421d 0,160 a

A 0,270 b 0,226 ab 0,503 c 0,112 ab

| 0,161 « 0174t 0,664 | 0,078 |

D 0,000d 0,000d 1,000 a 0,000 c

C.V.(%) = 14,42 23,06 5,91 38,53

#Médias seguidas pela mesma letra em cada colundifeéem entre si pelo teste de Tukey(P
0,05).

®C.V. = Coeficiente de variacao.
(n=6)
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@)

NI

(b)

®

Sadia Doente

Figura 1. Area n&o inoculada (NI) e inoculada (ljnclicrodochium oryzaeem
folhas de plantas de arroz avaliadas com o analisaelaydd por infravermelho
portatil (IRGA) e areas sad{8), assintomética (A), intermediéria (l) e visualmente
nao inoculadas e inoculadas cMnoryzaeavaliadas pelo fluorébmetro de imagem da
clorofila a. As areas NI e S foram obtidas de folhas de arroandtuladas conM.

oryzae
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24 48 72 96 120
Horas apds inoculacéo
Figura 2. Expansao de lesbes (EL) de escaldadufalleas de arroz inoculadas com

Microdochium oryzaeBarras em cada ponto representam o erro padréédia.m

(n=16)
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Figura 3. Fotossintese liquidaA] (a), condutancia estomaticgs)( (b), taxa de
transpiragdoK) (c) e concentracdo interna de £@;i) (d) em folhas de plantas de
arroz ndo inoculadas (NI) e inoculadas (l) chherodochium oryzaeMédias dos
tratamentos NI e | para cada época de avaliacdo segd@&asteriscos (*) sao
significativamente diferentes pelo tes#o nivel de 5% de probabilidade. Barras em
cada ponto representam o erro padrdo da média.

(n=16)
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Figura 4.Concentracao delorofila a (Chl,) (a), clorofilab (Chly) (b), clorofila total

(Chl 4 +p) (c) e carotendides (d) em folhas de plantas de ardo inoculadas (NI) e

inoculadas (l) comMicrodochium oryzaeMédias dos tratamentos NI e | para cada

época de avaliacdo seguidas de asteriscos (*) saificgijvamente diferentes pelo

testet ao nivel de 5% de probabilidade. Barras em cadéiop@presentam o erro

padrdo da média. MF = matéria fresca.

(n=16)
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Figura 5. Pardmetros de fluorescéncia da clorafifuorescéncia minimar¢) (al-
a6), fluorescéncia maxima4{) (b1l-b6), rendimento quéntico maximo do FSII
(FW/Fm) (c1-c6) e coeficiente de extingdo fotoquimigg) (d1-d6) obtidos de folhas
de plantas de arroz as 0, 24, 48, 72, 96 e 120shmpas inoculacédo (hai) com

Microdochium oryzae
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72 hai 96 hai 120 hai
(a5)

()

Y (NPQ)

(c5)

Y (NO)

NPQ/4

Figura 6. Parametros de fluorescéncia da clorafilendimento quéntico efetivo do
FSIl, Yl (al-a6), rendimento quantico da dissipacagulada, Y(NPQ) (bl1-b6),

rendimento quantico da dissipacdo nao regulada, Y(NDEGL e dissipagdo nao
fotoquimica NPQ/4 (d1-d6) obtidos de folhas de plad&aarroz as 0, 24, 48, 72, 96

e 120 horas apo6s inoculacao (hai) ddiorodochium oryzae
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Figura 7. Fluorescéncia minimBgj (a), fluorescéncia maximé ) (b), rendimento
quéantico maximo do FSIIF/Fy) (c) e coeficiente de extingdo da fotoquimigg) (
(d) determinadas na é&rea sadia (S), assintomética r@g,idtermediaria (l) e area
visualmente lesionada (D) em folhas de plantas de ag@4, 48, 72, 96 e 120 horas
apos inoculacéo (hai) comicrodochium. oryzaeBarras em cada ponto representa o
erro padréo da média.

(n=16)
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Figura 8. Rendimento quéantico efetivo do FSII Y(Il) (B9ndimento quantico da
dissipagéo regulada Y(NPQ) (b), rendimento quantiaodissipagéo nao regulada
Y(NO) (c) e dissipacdo ndo fotoquimica NPQ/ determinatlasirea sadia (S),

assintomética (A), area intermediaria (l) e area visuatenkesionada (D) em folhas
de plantas de arroz as 24, 48, 72, 96 e 120 horas mpculacdo (hai) com

Microdochium. oryzaeBarras em cada ponto representa o erro padré@dia.m

(n=16)
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Capitulo 2

Alteracdes no metabolismo antioxidativo e de varidis fisiologicas

em folhas de arroz infectadas poMicrodochium oryzae
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RESUMO

A escaldadura do arroz, causada pdicrodochium oryzaeé uma das
principais doengas do arroDirfyza sativd no Brasil. Considerando que até o
momento, informagdes sobre interagcdo aibzeryzaesdo escassas, buscou-se,
neste trabalho investigar a atividade das enzimas antioxadatscorbato peroxidase
(APX), peroxidase (POX), catalase (CAT), superoxidomgitase (SOD) e glutationa
redutase (GR), os danos causados a membrana cefaliada pela concentracdo de
aldeido malénico (MDA), assim como, as concentracogsedixido de hidrogénio
(H20,) e de pigmentos fotossintéticos, bem como trocas gaspsédhas de plantas
de arroz durante o processo infecciosoMieoryzae Com o progresso da doenga
houve reducédo da fotossintese, da condutancia estoredi@aranspiracdo. Houve
também incrementos na concentracdo interna deeG®ducdo na concentracdo de
pigmentos fotossintéticos ocasionados pela expansatesfss, comprometendo a
absorc¢édo da radiacéo fotossinteticamente ativa e limitafotossintese.

As atividades das enzimas envolvidas no sistemaxihditivo nas plantas de
arroz infectadas po¥l. oryzaeaumentaram na tentativa de impedir o acimulo de
H.O,, principalmente APX, POX e GR, nédo sendo, entretafitcientes na remocgéo
do excesso deJ,, resultando em dano oxidativo. As concentracdes de Ma&A
plantas inoculadas mantiveram-se elevadas no final dcegso infeccioso, como

resultado da peroxidagéo lipidica.
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INTRODUCAO

A escaldadura, causada pelo funlybcrodochium oryzae((Hashiola &
Yokogi) Samuels & Hallet Rhynchosporium oryzdéashiola & Yokogi) é uma das
principais doencas do arroz e é encontrada no siedakes Asia, no Jap&o, na
Australia, no Oeste da Africa e nas Américas Centrhhtina, podendo causar
perdas na producéo de até 30% (Ou, 1985). A doemgsacdesuniformidade no
estande e diminuicdo da area fotossinteticamente ativae@dt al, 2004). Além de
afetar as folhas, a doenca pode acometer o colmopardsulas, principalmente
quando as plantas estdo nas fases de perfilhamembdarachamento (Prabhu &
Filippi, 1997). O primeiro sintoma dessa doenca é gegpaento de manchas de
coloragéo verde-oliva, sem margens bem definidasfotiaess (Filippiet al, 2005).
As lestes expandem-se formando sucessdes de faixa@ntgcas, com alternancia
das cores marrom-clara e escura e, posteriormeratiescem resultando, em necrose
e morte foliar (Filippiet al, 2005). Periodos de alta pluviosidade e de orvalho
prolongado, temperaturas variando de 24 e 28°Cdaltaidade de plantas e excesso
de adubacgdo nitrogenada s@o as condicdes favondardaso progresso da doenca
(Ou, 1985; Groth, 1992).

As plantas passam constantemente por diversas situagdestrdsses e
conseguem modular respostas de defesa de forma raistge estresses e retornar
ao metabolismo normal (Bolton, 2009). Durante o prewesfeccioso de um
patégeno, as plantas respondem ativando mecanismdsfefa redirecionando os
derivados de carbono do metabolismo primério paracargléario (Bolton, 2009).
Inimeros estudos tém verificado que a infeccdo pdigpabs provoca decréscimo

nas taxas fotossintéticas, geralmente associado a danaparato fotossintético
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(Kumudini et al, 2008, Behet al, 2010, Igbakt al, 2012), levando ao aumento da
energia de excitacdo que excede a quantidade necess@rimnetabolismo
fotossintético (Bassane=zt al, 2000), ocasionando, assim, reducdo do oxigénio
molecular e podendo levar a formagdo de espéc@was de oxigénio (ERO’s).
Dentre as ERO’s, destacam-se o radical super6xitif)(O radical hidroxila (OF),

o peroxido de hidrogénio ¢9,) e o oxigénio singletc'Q,) (Yu & Rengel, 1999), os
quais sdo capazes de causar a peroxidacdo de lipldina ét al, 2002) e a
desnaturacdo de proteinas (Asada, 1999). Além dissBR&ss também podem
danificar os pigmentos fotossintéticos e os &cidofinod (Moller, 2001). Todavia,
a formacdo de ERO’s pode exceder a capacidade aleesoocdo, culminando,
assim, em estresse oxidativo para as plantas (Yer&®&, 1999).

Para ocorrer a protecdo do aparato fotossintéticoaongéistresse oxidativo,
as plantas desenvolveram um sistema antioxidativo gde ger alcancado mediante
0 aumento nos niveis de xantofilas e carotendides @itlas moléculas pequenas
como o &cido ascorbico e a glutationa, e também pe&gdt de varias enzimas
antioxidantes (Asada, 1999). No sistema antioxidatige plantas superiores, as
enzimas mais importantes envolvidas nesse processa s@peroxido dismutase
(SOD), que catalisa a dismutacdo d& QOmantendo baixos os niveis desse radical
sendo 0 @e 0 HO, os produtos de sua reagdo; a catalase (CAT), gueerte o
H.O, em HO e Q, além das enzimas do ciclo do ascorbato-glutatiorsacteno a
ascorbato peroxidase (APX), que catalisa a oxidagcdo adgoorbato a
monodesidroascorbato (MDHA), usandglx como oxidante (Jimenez al, 2002).

O ascorbato oxidado é entéo reduzido pela glutationazidadwa qual é produzida a
partir da glutationa oxidada, catalisada pela glutationadasd{GR) com o consumo

de nicotinamida adenina dinucleotidiesfato (NADPH) (Apel & Hirt, 2004). Por
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fim, as peroxidases (POX) realizam a catalise e ssinitesse de lignina, gerando
H,O, a partir de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) @Betget al,
1985), e também através da oxidagdo de compostdicten(ry, 1986).

A producéo de ERO’s € uma importante resposta dealégeplanta contra a
infecc@o por patdbgenos (Magbaretal, 2007). No entanto, a acumulagdo de ERO’s
causado pelo desequilibrio entre a sua producdo eecanismos de defesa podem
danificar o tecido do hospedeiro (Lined al, 2002) quando a planta ndo consegue
manter as ERO’s celular em niveis toleraveis (Scasglaf011). O aumento na
capacidade do sistema antioxidativo das plantas de &nmoa-se importante para
eliminar as ERO'’s nos tecidos foliares infectadasNpooryzae Assim, informagdes
sobre as alteracdes no sistema antioxidante de fddhgdantas de arroz durante o
processo infeccioso dé. oryzaetornam-se necessérias para o patossistema. Visando
preencher essa lacuna, este estudo objetivou determataridade das enzimas do
sistema antioxidativo, a concentracdo d®He de pigmentos fotossintéticos, 0s
danos a membrana celular e as trocas gasosas ewrwsplanarroz durante o processo

infeccioso deM. oryzae
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MATERIAL E METODOS

Crescimento das plantas

Plantas de arroz da cultivar Primavera foram crasci&m vasos plasticos
contendo 2 drhdo substrato comercial Tropstraivida Verde, Mogi Mirim, SP) a
base de casca de pinus, turfa e vermiculita expardidal). Para cada dube
substrato, foram adicionados 1,63 g de fosfato déocalonobéasico. Em cada vaso,
semearam-se nove sementes de arroz. Apos a emerglixgaam-se trés plantulas
por vaso. Cada vaso recebeu 50 mL de solugdo cantemd mg [!, 192 KCI;
104,42 kSO, 150,35 MgSQ7H,0O; 61 uréia; 100 NENOs. 0,27 NHMO70,4.4
H-O; 1,61 HBOs; 6,67 ZnSQ.7H,0; 1,74 CuS@5H,0; 4,10 MnC}.4H,0; 4,08
FeSQ.7H,O e 5 EDTA-bisddico. A solugdo nutritiva foi aplicadpds o desbaste e
depois em intervalos de sete dias, até o fim do expetd.
Inoculacgdo das plantas conM. oryzae

O isolado deVl. oryzaefoi gentilmente cedidpela professora Gisele Barata
da Silva, da Universidade Federal Rural da Amazon@e, PA.O fungo foi
preservado em tubos de ensaio contendo batata-destyas¢BDA), coberto por
6leo mineral, mantidos em geladeira “€4Vinte e cinco dias antes da inoculacdo
das plantas, pedacos de meio de cultura BDA contesimlotigas do fungo foram
transferidos para placas de Petri contendo BDA. Quaramddnia do fungo atingiu 3
cm de didmetro, o fungo foi repicado para novas pldeaBetri contendo também
BDA. As placas foram mantidas em camara de cres¢artgro B.O.D. por 15 dias
(25°C e fotoperiodo de 12 horasps 45 dias ap0s o transplantio, plantas com dez
folhas no colmo principal (Matsuo & Hoshikama, 1993gaforinoculadas coriv.

oryzae utilizando-se discos de meio BDA (0,25 3mmontendo estruturas do fungo.
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Trés discos foram equidistantemente colocados naaidaeial da sétima, oitava e
nona folha do colmo principal, da base para o 4@oe,cada planta e aderido a
superficie da folha com uma leve presséo. As plantasiladas permaneceram em
camara de nevoeiro durante cinco dias a temperatura 4&12C e umidade relativa
de 90 * 5%.
Avaliacéo da expanséao das lesdes

A expansdo das lesbes da escaldadura foi avaliadapaaficie adaxial da
sétima, oitava e nona folha, da base para o apied, &8, 72, 96 e 120 horas ap0s a
inoculagéo (hai). Trés lesdes em uma folha de cada ppeortaepeticdo foram
medidas (em mm) com auxilio de um paquimetro digital RMOIUSA).
Avaliacédo das trocas gasosas

A taxa de assimilacéo liquida de £@), a condutancia estomaticgs)( a
taxa de transpiragad) e a concentragéo interna de G;), sob irradiancia de
1.200pumol de fétons Mste concentracdo ambiente de GQO,) de 425 + 8 umol
CO, mol*, foram determinadas com um analisador de gas paverimelho portatil
(IRGA, Li-Cor, modelo LI-6400, Nebraska, EUAAs avaliagbes foram realizadas
em areas pré-determinadas na oitava e na nona folbalmo principal das plantas
de cada repeticdo dos tratamentos as 24, 72 e 12Ashkituras foram realizadas
entre as 9:00 e 10:30 horas. Antes da realizagdo dasd$e as plantas foram
mantidas em ambiente aberto por 30 min.
Determinacao das concentragdes de clorofila e de céendides

Foram coletadas amostras da sétima, oitava e ndma dol colmo principal
das plantas de cada repeticdo, da base para o apit@0 hai. As amostras foram
coletadas em nitrogénio liquido e armazenadas emrakwdr a -80°C até analise.

Clorofila a, clorofila b e carotendides foram extraidos em acetona a 80%se sua
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concentragdes estimadas conforme Lichtenthaler (19880 o procedimento foi
realizado em ambiente fechado sob luz verde.
Determinacao das atividades das enzimas do sistema artaativo

Para a obtengédo do extrato foliar para determinaivaade das enzimas
SOD, CAT, POX e APX, 0,3 g de fragmentos de folhasrfo macerados com
nitrogénio liquido em almofariz até a obtencdo de pdnfino. O pd obtido foi
homogeneizado em 2 mL de tampéo fosfato de potéésioM (pH 6,8) contendo
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluorede fenilmetilsulfénico
(PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 2% (p/v). Oorhogeneizado foi
centrifugado a 12000, por 15 min, a 4°C e o sobrenadante foi usado codnate
para as determinacdes enzimaticas.

Para a obtencéo do extrato foliar para determinar @adig da enzima GR,
0,3 g de fragmentos foliares foram macerados confaleserito acima. O p6 obtido
foi homogeneizado em 2 mL constituido de tampao tiosfa potassio 100 mM (pH
7,5), EDTA 0,1 mM,DL-ditioteitol 1 mM, PMSF 1 mM e PVPP 2% (p/v). O
homogeneizado foi centrifugado conforme descrito amtagate.

A atividade da SOD foi determinada pela adicdo d@l6@o extrato foliar
em 1,94 mL de mistura de reagéo constituida de tafioséaio de sdédio 50 mM (pH
7,8), metionina 13 mM, azul denitro-tetrazélio (NBT) 75uM, EDTA 0,1 mM e
riboflavina 2 pM (Del Longo et al, 1993). A reacdo ocorreu a 25°C sob iluminacéo
de lampadas de 15 W. Apos 10 min de exposicdo a dudluminacdo foi
interrompida e a formazana azul, produzida pelaéotocéo do NBT, foi medida em
espectrofotdmetro (Evolution 60, Thermo Fisher Scientific., Massachusetts -
EUA), a 560 nm (Giannopolitis & Ries, 1977). As amastcontrole tiveram suas

absorbancias medidas a 560 nm utilizando-se misturaaf@o mantida no escuro
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por 10 min. Os valores obtidos foram subtraidos lddsras das amostras das
repeticbes dos tratamentos que receberam iluminag@a. Wwhidade da SOD foi

definida como a quantidade de enzima necessaria pliraem 50% a fotoreducéo

do NBT (Beauchamp & Fridovich, 1971).

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nak&nAsada
(1981). A mistura de reacgdo foi constituida de tanfpééato de potassio 50 mM
(pH 6,8), HO, 1 mM e ascorbato 0,8 mM, em um volume de 2 mLeacéo foi
iniciada pela adicéo de 5Q. do extrato foliar e a atividade foi medida pela oxidag&o
do HO, dependente do ascorbato a 290 nm, durante 1 mb?Ga © coeficiente de
extingdo molar de 2,8 mMcmi® (Nakano & Asada, 1981) foi usado para calcular a
atividade da APX, a qual foi expressa em pmolrmig* de proteina.

A atividade da GR foi determinada pela adigéo de}ll0do extrato foliar a
1,9 mL de uma mistura de reacado constituida de tangsfatd de potassio 100 mM
(pH 7,5), EDTA 1 mM, glutationa oxidada (GSSG) 1 mM AD¥H 0,1 mM
preparado em tampé&o Tris-HCI 0,5 mM (pH 7,5), sequ@drlberg & Mannervik
(1985). O decréscimo na absorbancia foi medido @ 13, a 30°C, durante o
primeiro min de reacdo. A atividade da GR foi caldal utilizando-se o coeficiente
de extingdo molar de 6,22 nmilem* (Foyer & Halliwell, 1976) e foi expressa em
umol min' mg* de proteina.

A atividade da CAT foi determinada pelo método dentak & Marschner
(1992). A mistura de reacgdo foi constituida de tanfpééato de potassio 50 mM
(pH 6,8) e de KD, 20 MM em um volume de 2 mL. A reacdo foi iniciaddape
adicdo de 50 pL do extrato foliar e a atividade foedeinada pelo consumo de

H.,O, a 240 nm, durante 1 min, a 25°C. O coeficiente de gdimolar de 36 M
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cm' (Andersoret al, 1995) foi usado para determinar a atividade das @Aqual
foi expressa em pmol mirmg" de proteina.

A atividade da POX foi determinada pela oxidagcdo dogailol de acordo
com a metodologia proposta por Kar & Mishra (1976)m#stura de reacao foi
constituida de tampéao fosfato de potassio 25 mM (pH gif@galol 20 mM e KO,
20 mM em um volume de 2 mL. A reacgéo foi iniciaddapadicdo de 15 pL do
extrato foliar e a atividade foi determinada pelo consdmétO, a 420 nm, durante
1 min, a 25°C. O coeficiente de extingdo molar de 2! cm?t (Chance &
Maehley, 1955) foi usado para calcular a atividad®@X, a qual foi expressa em
umol de purpurogalina produzida mimg* de proteina.

A concentracdo de proteinas em cada amostra foi detelaedo método de
Bradford (1976).

Determinacao da concentracdo de aldeido maldnico (MDA)

Amostras da sétima, oitava e nona folha, da baseopigpce, das plantas das
repeticdes de cada tratamento foram coletadas a8.242496 e 120 hai e mantidas
em nitrogénio liquido durante as coletas e, em segaithdazenadas a -80°C até
analise. O dano oxidativo nas células das folhas foi adtmcomo sendo a
concentracdo de &cido 2-tiobarbitarico (TBA) reativo eresgo como equivalentes
de malondialdeido (MDA) de acordo com Cakmak & Hot89(@). Um total de 100
mg de tecido foliar foi moido até obtencdo de um pé fisando almofariz e um
pistilo com nitrogénio liquido. O po fino foi homogerap em 2 mL de solucéo de
acido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) em banho de g&ohomogeneizado foi
centrifugado a 12.00@ durante 15 min a 4°C. Apos centrifugacdo, 0,5 mL do
sobrenadante foram colocados para reagir com 1,8ardolucdo de TBA (0,5% em

TCA a 20%) durante 30 min em banho de agua em ebuéi¢c85°C. Apds este
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periodo, a reacgdo foi parada em banho de gelomstaas foram centrifugadas a
9.000 g durante 10 min e a absorbéancia especifica foi detadaim 532 nm. A
absorbancia ndo especifica foi estimada a 600 nnbteafda do valor da absorcéo
especifica. O coeficiente de extingdo de 155 havh* (Heath & Packer, 1968) foi
utilizado para calcular a concentracdo de MDA, a quatXpressa em nmol'gde
matéria fresca (MF).
Determinacdo da concentracdo de peroxido de hidrogénibl,O,)

Amostras de 100 mg de tecido foliar foram maceradasitogénio liquido
em almofariz até a obtencdo de um pa6 fino. O po olividdaomogeneizado em 2 mL
de solugdo tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH & bidroxilamina 1 mM. O
homogeneizado foi centrifugado a 100§0durante 15 min, a°@ (Kuo & Kao,
2003). Foram adicionados 100 pL do sobrenadante aodeeeacéo constituido de
FeNH(SQy) 100 pM, &cido sulfdrico 25 mM, laranja de xile280 pM e sorbitol
100 mM, em um volume de 2 mL (Gay & Gerbicki, 2008k amostras foram
mantidas no escuro por 30 min e a absorbancia deeama 560 nm. Os controles
do reagente e dos extratos foliares foram preparaa@defamente e subtraidos da
amostra. A concentracdo de®4, estimada com base em curva padrao ga, Hoi
expressa em umol rigviF.
Delineamento experimental e anélise estatistica dos dados

O experimento foi instalado em delineamento inteiramergeatizado com
dois tratamentos (plantas ndo inoculadas e inoculadas Mo oryzag e seis
repeticdes. Cada unidade experimental foi constituidaupo vaso contendo trés
plantas. Os dados de cada variavel foram submetidoglgeade varidncia e as
médias entre os tratamentos foram comparadas pelot {@ste 0.05) usando SAS

(verséo 6.12; SAS Institute, Inc., Cary, NC).
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RESULTADOS

Expanséo de lesdes

Os valores da expansdo de lesbes aumentaram nas f#dlaplantas
inoculadas comM. oryzaedurante o progresso da doenga, registrando o valor
maximo de 25.6 mm as 120 hai (Fig. 1).
Trocas gasosas

Nas plantas inoculadasfoi significativamente reduzida as 72 e 120 hai em
73 e 80%, respectivamente, em comparacao com daaplado inoculadas (Fig. 2a).
Reducbes significativas de 20, 71 e 77%, respectivaneast 24, 72 e 120 hai
ocorreram pargs nas plantas inoculadas em relacéo as plantas nddadasyFig.
2b). E foi significativamente reduzida em 55 e 77% as 72@Hai, respectivamente,
nas plantas inoculadas em relacdo as plantas ndo adasulFig. 2c). Houve
aumento de 3 e 17% as 72 e 120 hai, respectivamente,og valores d€ nas
plantas inoculadas em relacdo as plantas nédo in@su(&ily. 2d).
Concentragéo de pigmentos

Reducgdes significativas de 63, 59, 62 e 24% nas coacées de clorofila
total, clorofilasa, clorofila b, e de carotendides ocorreram as 120 hai nas plantas
inoculadas em relacdo as plantas ndo inoculadas (Fig. 3)
Atividades das enzimas do sistema antioxidativo

Houve aumentos significativos na atividade da SOD de P9% as 48 e 120
hai, respectivamente, nas plantas inoculadas em cogdpacmm as plantas néao
inoculadas conM. oryzae(Fig. 4a).

Aumentos significativos na atividade da APX de 49% &$di, 32% as 72

hai, 23% as 96 hai e 14% as 120 hai, foram obtidgsptentas inoculadas em



44

relacdo as plantas nédo inoculadas (Fig. 4b). Parau@Rraos significativos de 61%
as 48 hai, 82% as 72 hai, 80% as 96 hai e 41%@&di2foram obtidos nas plantas
inoculadas em relacéo as plantas ndo inoculadas.

A atividade da CAT foi significativamente maior nas plantaoculadas em
comparagdo as plantas ndo inoculadas as 48 e 7ZFigai4(d). As 120 hai, a
atividade da CAT foi significativamente menor nas plamaculadas em relacdo as
plantas n&o inoculadas (Fig. 4d).

A atividade da POX aumentou significativamente em 83%38asai, 84% as
72 hai, 67% as 96 hai e 79% as 120 hai nas plantaslagas em relacdo as plantas
néo inoculadas (Fig. 4e).

Concentragéo de MDA

Aumentos significativos na concentracdo de MDA em péamaculadas
comM. oryzaeas 72, 96 e 120 hai foram observados (Fig. 5a).
Concentragéo de HO;

Houve diferenga significativa entre as plantas ndo inoasl&dlinoculadas
com M. oryzaedas 24 as 120 hai, com os maiores valores ocoriga@oas plantas

inoculadas (Fig. 5b).
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DISCUSSAO

No presente estudo, os valores Alegs e E foram menores nas folhas
infectadas poM. oryzae evidenciando o efeito negativo do patdégeno nas trocas
gasosas, principalmente eéfn Essa limitagdo pode estar relacionada com a reducao
da abertura estomética e a menor concentracdo daemigs fotossintéticos
encontrados nas plantas inoculadas ddmoryzae Os aumentos nos valores da
concentracao interna de g@as folhas das plantas inoculadas ¢ddnoryzaepodem
estar associados a diminuicdo da area foliar verdensequentemente, a ocorréncia
de necrose e possivel aumento da respiracdo da plashvapatdégeno, além de
limitacbes nos processos bioquimicos da fotossinteseestdsnatos das folhas
infectadas poM. oryzaepermaneceram mais fechados, o que levou a umaaedu
da E. Segundo Stangarlin & Leite (2008) a reducdo na foitesst de folhas
infectadas por patdgenos pode ocorrer devido a alesagd abertura e fechamento
dos estdbmatos, dificultando a difusdo de,Q@®@ mesofilo foliar e reducdo ou
destruicdo de moléculas de clorofila ou de cloroplagjog, resultam em éareas
cloréticas e necroticas.

Considerando que a fixacdo de carbono foi reduzaaplantas infectadas
por M. oryzae a energia de excitagdo excedente resultante dabkorveda pelos
cloroplastos durante a fotossintesse deve ser dissipada eatar danos
fotooxidativos nos tecidos foliares. Com efeito, a ré@duiptossintética do Oque
pode ocorrer atravées da fotorespiracdo e da via Meklexidase, pode
proporcionar protecdo ao excesso de luz, atuandoissgpatdo do excesso de
energia do aparato fotossintético (Wihelm & Selmar, 20No entanto, estes

mecanismos levam a producdo de ERO’s, especialmentee 340, (Biehler &
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Fock, 1996; Smirnoff, 1995). Assim, aumentos na ac&fade do sistema
antioxidante sdo necessérias para eliminar ERO’&raéda nas plantas infectadas
por M. oryzae

Nas folhas das plantas inoculadas cdvh oryzae houve aumentos
signicativos na atividade da SOD no inicio (48 haip dimal do processo infeccioso
(120 hai). Assim, a maior atividade da SOD pode tetrituido para a protecéo
contra o estresse oxidativo nas folhas das plantas inasul&e qualquer forma,
esperava-se um aumento na producgéo A& Ebm aumento da atividade da SOD, o
qual pode estar acoplado a rapida remocdo g@, hbor outros sistemas de
eliminagdo, minimizando assim, a fitotoxicidade d@OH (Perl et al,1993).
Aumentos na atividade da SOD pode também, ser unséessr para a coloniza¢ao
de patdgenos, uma vez que o excesso de ERO’s &idem&hsani-Mohaddarat
al., 2006). Altas concentragbes de ERO’s nas célulashagpedeiro podem
beneficiar alguns patdgenos fungicos facilitando arépdgéo do tecido e absorgéo
de nutrientes (Govrin & Levine, 2000). Kuzniak & Sklodé&ev£2005) notaram que
em tomate a atividade da SOD aumentou durante a fas® oécinfeccido poB.
cinereg diminuindo a medida que as lesdes necrdticas agara¢c enquanto em
trigo, a atividade da SOD aumentou em folhas infectpdeB. oryzaeem relacdo a
das folhas sadias (Deboenal, 2012).

A atividade da APX aumentou nas plantas inoculadas brmryzaeem
relacdo as plantas ndo inoculadas. Aumentos nos miegiranscritos dapxe na
atividade da enzima durante as interacdes planta-patogém sido bem
documentados na literatura (El-Zahadti al, 1995; Huckelhoveret al, 2001,
Agrawal et al, 2002; Harraclet al, 2008; Mohagheghkt al, 2011; Resendet al,

2012). No caso do patossistema arkbzryzae apesar da atividade da APX ter sido
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significativamente aumentada, a concentracaoxle Hurante o processo infeccioso
manteve-se elevada, o que pode ter contribuido parerdar os danos causados
pelo fungo no tecido foliar.

Assim como a APX, a atividade da GR foi aumentad&niativa em reduzir
0 estresse oxidativo decorrente da infecgdo Mororyzae Essas enzimas s&o
componentes do ciclo da ascorbato-glutationa, partidgpgumtamente com a APX,
redutase do desidroascorbato (DHAR) e redutase doodesiroascorbato
(MDHAR) na remocéo do excesso de(d e de outras ERO’s (Foyet al, 1997;
Mittler, 2002). Apesar de desempenharem papel dettahea sistema antioxidativo
das plantas, a relagdo delas com a resisténcia daagtontra patégenos ainda ndo
estd bem elucidada. El-Zahaial (1995) ndo encontraram diferenca na atividade
da GR nas folhas de trés cultivares de cevada infectadassolados avirulentos e
virulentos deBlumeria graminid.sp.hordet

Entre as enzimas envolvidas na remocdo do excessH,dg a CAT
desempenha um papel fundamental (Mittler, 2002). Aiogena concentragédo de
H,O, nas folhas infectadas pM. oryzaepode estar associado com a redugédo na
atividade da CAT durante a infecgdo. Sabe-se, qudugde na atividade da CAT
aumenta, em geral, a resisténcia da planta ao ataqymtdgenos na tentativa de
manter elevadas concentragbes d@®HMagbanueaet al, 2007). Assim, o papel de
CAT na interacdo planta-patdgeno parece ser mais comgtegoe no caso de um
estresse de natureza abidtica (Kuzniak & Sklodowdk@5R Vanackeet al. (1998)
estudando o patossistema cev&iameria graminis observaram aumento na
atividade da CAT durante todo o processo infecciospyamo em folhas de tomate,

a atividade da CAT foi aumentada durante a fase ini@ainteccdo pomBotrytis
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cinerea e diminuiu ap6s o aparecimento de lesBes necroticagnigk &
Sklodowska, 2005).

A atividade da POX foi importante na tentativa de reduziestresse
oxidativo decorrente da infeccdo pgdr oryzae Além do envolvimento da POX na
remocdo de pD,, esta enzima desempenha um papel importante naadeéess
plantas & infecgdo por patégenos, principalmente gtar envolvida na lignificacéo
dos tecidos (Rauyarest al, 2001). Debonat al (2012) verificaram que a atividade
da POX foi importante na defesa de plantas de trigdraan estresse oxidativo
causado pela infecgao pRyricularia oryzae

A extensdo dos danos celulares causados pelo estradséivo, estimado
pela concentracdo de MDA nas plantas de arroz em stespoinfecgdo poM.
oryzaepode ser estimada pelos produtos da peroxidagadipddies da membrana
plasmética (Mandadt al, 2008). Durante o processo infeccioso [dooryzaehouve
aumentos na concentragdo dgkle possivelmente, de outras ERO'’s, o que acabou
por aumentar a concentracdo de MDA. Assim, 0 aumenitapacidade do sistema
antioxidativo das plantas de arroz torna-se importaata pliminar as ERO’s nos
tecidos foliares infectados pbt. oryzae

Em concluséo, os resultados obtidos neste estudo mogtra a infeccao por
M. oryzaeafetou a fisiologia das plantas de arroz. A capacidadixacdo de CO
foi reduzida durante a infeccdo a qual esteve assoeiadanor concentragdo de
pigmentos fotossintéticos. O sistema antioxidativo dastadainfectadas poM.
oryzae funcionou a taxas aumentadas na tentativa de impedtcumulagéo de
ERO’s que por ventura acabou por ndo remover, cai@mdia, 0 excesso de,@,
resultando em danos oxidativos. Pesquisas futurasrdeeconcentrar no estudo do

sistema antioxidativo de arroz a fim de desempenharpapel fundamental no
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desenvolvimento de marcadores bioquimicos que podentilggrdos em programas
de melhoramento para selecionar cultivares resisteri@erante a serem cultivadas

em areas epidémicas de escaldadura.
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Figura 1. Expanséo de lesbes (EL) de escaldadufaleas de arroz inoculadas com

Microdochium oryzaeBarras em cada ponto representam o erro padréédia.m

(n=6)
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transpiracdof) (c) e concentracdo interna de £@;) (d) em folhas de plantas de
arroz nao inoculadas (NI) e inoculadas (NI) degiicrodochium oryzaeMédias dos
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Capitulo 3

Trocas gasosas e fluorescéncia de imagem da clol@f em folhas de
plantas de arroz supridas com silicio e infectadgsor Microdochium

oryzae
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RESUMO

Tem sido verificado que o silicio (Si) desempenha @pepimportante na
resisténcia de plantas contra patdégenos, mas os mecané@ms de atuacdo
permanecem obscuros. Poucos séo os trabalhos natitegae dao énfase ao papel
do Si sobre a atividade fotossintética em interacdé&gpnao-hospedeiro. Sendo
assim, buscou-se, neste trabalho, investigar o efeit®i dobre as trocas gasosas, a
fluorescéncia de imagem da clorofila a concentracdo de pigmentos fotossintéticos
em plantas de arroz infectadas pblicrcodochium oryzae agente causal da
escaldadura. Para esta finalidade, plantas de arroaultear Primavera foram
cultivadas em solugéo nutritiva contendo 0 ou 2 mniotle Si e ndo inoculadas ou
inoculadas comM. oryzae A infecgcdo porM. oryzae reduziu o rendimento
fotossintético, o qual esteve associado com a menuseotracdo de pigmentos
fotossintéticos, evidenciando que a infec¢éo teve dfsitd sobre a fotossintese. Na
presenca de Si, a atividade fotossintética e a efieiéae utilizacdo da energia
luminosa e sua conversdo em energia quimica foramngatizados, conforme
demonstrado pelos parametros de fluorescéncia deemmada clorofila a,
independente da inoculacdo ctMnoryzae Deste modo, o presente estudo evidencia
que o Si é um elemento importante na tentativa de mellhmraendimento

fotossintético em plantas de arroz infectadas\bhasryzae
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INTRODUCAO

A escaldadura, causada pelo funlypcrodochium oryzae((Hashiola &
Yokogi) Samuels & Hallet -Rhynchosporium oryzadashiola & Yokogi), € uma
das principais doencas do arroz, podendo causaapeedproducédo de até 30% (Ou,
1985). A doenca causa desuniformidade no estanddiménuicdo da area
fotossinteticamente ativa (Nunes al, 2004). Além de afetar as folhas, a doenca
pode acometer o colmo e as paniculas, principalmentaques plantas estdo nas
fases de perfilhamento e emborrachamento (Prabhu & Filipp7). Os primeiros
sintomas da escaldadura consistem no aparecimento @d&éanaile coloragdo verde-
oliva, sem margens bem definidas, nas folhas (Filgtpal, 2005). As lesbes
expandem-se formando sucessOes de faixas concéntacaslternancia das cores
marrom-clara e escura e, posteriormente, ocorrenestiicia das lesdes, causando
necrose e morte das folhas (Filiggial, 2005). Periodos de alta pluviosidade e de
orvalho prolongado, temperaturas variando de 24°€,2dta densidade de plantas e
excesso de adubacdo nitrogenada s&o condi¢Oes faorara a ocorréncia de
epidemias da doenca (Ou, 1985; Groth, 1992).

Apesar de o silicio (Si) ndo ser considerado um elemessencial para as
plantas, seu efeito benéfico no crescimento e na resstén doencas € bem
documentado na literatura (Datnetfal, 2007). Pesquisas recentes tém apresentado
evidéncias de um papel ativo do Si no controle degisede plantas, atuando como
potencializador de defesas ou estimulando rotas meatabotjue culminam na
producdo de compostos antimicrobianos (Bélargeal, 2003; Rodriguet al,

2004, 2005; Xavier Filheet al, 2011; Fortunatoet al, 2012). O Si também



65

desempenha um papel fundamental na reducdo de dargslos por varios tipos de
estresses abidticos em uma ampla gama de espéciestds fMa & Yamaji, 2008).
Quando as plantas séo infectadas por patdgenos, a @¢iimtassintética e o
crescimento sdo afetados negativamente (DaneGab 2011; Resendet al, 2012;
Dallagnolet al, 2012). A maioria dos estudos tém demonstrado quieecéao das
plantas por patégenos causa diminuicdo da fotossintesge(kt al, 2001; Berger
et al, 2004; Behret al, 2010; Igbalet al, 2012) e danos ao aparato fotossintético
(Abo-Foul et al, 1996; Lichtenthaler & Miehe, 1997; Kumudiet al, 2008). A
utilizacdo dos parametros de fluorescéncia de imagemlodafila a e das trocas
gasosasem tecidos foliares tem sido utlizada como ferramemta estudo
fotossintético das interagBes patdgeno-hospedeiro taie fijoeiroColletotrichum
lindemuthianum(Bassanezet al, 1997; Meyeret al, 2001),Arabidopsis thaliana
Pseudomonas syringa@ao et al, 2003), cevad&umeria graminisf.sp. hordei
(Swarbricket al, 2006),Eucalytus urophyllePuccinia psidii(Alves et al, 2011),
Austrocedrus chilensis-Phytophthora austroced(d@lez et al, 2012) e fumo-
Pseudomonas syringa@gbal et al, 2012), melhorando, assim, a capacidade de
examinar a heterogeneidade dos tecidos lesionadosr(E&G8). Até o momento,
nenhuma informacg&o sobre o efeito do Si na atividattesgintética de plantas de
arroz infectadas pdvl. oryzaeesta disponivel na literatura. Sendo assim, buscou-se,
neste estudo, apresentar as primeiras evidéncias itlo ddeSi durante o processo
infeccioso deM. oryzaeavaliado por meio dos parametros de fluorescéncia de
imagem da clorofilaa, das trocas gasosas e da concentracdo de pigmentos

fotossintéticos.
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MATERIAL E METODOS

Crescimento das plantas

Plantas de arroz da cultivar Primavdoaam crescidas em vasos plasticos
contendo 5 drhde solugdo nutriiva modificada de Hoagland & Arno85(l),
constituida de: 1,0 mmol'LKNO3; 0,25 mmol [ NH4H,PO,; 0,1 mmol L2 NH,CI;
0,5 mmol * MgSQ,.7H,0; 1,0 mmol ! Ca(NQ)2; 0,30 pmol L™* CuSQ.5H,0;
0,33 pmol L™ ZnSQ,.7H,0; 11,5 pmol L™ HsBO3; 3,5 pmol L™ MnCl,.4H,0; 0,1
umol L™ (NH4)6M07024.4H0; 25 pmol L™ FeSQ.7H,0 e 25 pumol L™ EDTA
bisddico. O acido monosilicico, obtido pela passagermsildato de potassio através
de uma coluna contendo resina trocadora de cétionbgdite IRA 410) (Maet al,
2002), foi adicionado a solucdo nutritiva nas concedera de 0 (-Si) ou 2 mmol de
Si/L (+Si).
Inoculacgdo das plantas conM. oryzae

O isolado deMVl. oryzaefoi gentilmente cedidpela professora Gisele Barata
da Silva, da Universidade Federal Rural da Amazon@e, PA.O fungo foi
preservado em tubos de ensaio contendo batata-deatyasgBDA), coberto por
6leo mineral, mantidos em geladeira “€4Vinte e cinco dias antes da inoculagéo
das plantas, pedacos de meio de cultura BDA contesidatieas do fungo foram
transferidos para placas de Petri contendo BDA. Quaraddnia do fungo atingiu 3
cm de didmetro, o fungo foi repicado para novas pldeaBetri contendo também
BDA. As placas foram mantidas em camara de cres¢artgro B.O.D. por 15 dias
(25°C e fotoperiodo de 12 horasps 45 dias ap0s o transplantio, plantas com dez
folhas no colmo principal (Matsuo & Hoshikama, 1993guforinoculadas coriv.

oryzae utilizando-se discos de meio BDA (0,25 3mmontendo estruturas do fungo.
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Trés discos foram equidistantemente colocados naa@aeial da sétima, oitava e
nona folha do colmo principal, da base para o 4piveca&da planta e aderido na
superficie da folha com uma leve presséo. As plantasliadas permaneceram em
camara de nevoeiro durante cinco dias a temperatura 4&12C e umidade relativa
de 90 % 5%.
Determinacao da concentragéo foliar de Si

Amostras da sétima, oitava e nona folha do colmo ipahdas plantas das
repeticdes de cada tratamento foram coletadas as l28viaalas em agua destilada
e secadas em estufa com ventilagdo forcada de arG &€ atingirem peso
constante. Posteriormente, as folhas, sem bainha, foraitias em moinho tipo
Thomas-Wiley (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ), equoipamn peneira de 20
mesh, para determinagdo da concentracdo foliar deoBiorme Korndérferet al
(2004).
Avaliacéo da expanséao das lesdes

A expanséo das lesBes da escaldadura foi avaliadapmficie adaxial da
sétima, oitava e nona folha, da base para o apicé, &8272, 96 e 120 horas apds
inoculagéo (hai). Trés lesdes em uma folha de cada ppaortaepeticdo foram
medidas (em mm) com auxilio de um paquimetro digital RMOIUSA).
Avaliacédo das trocas gasosas

A taxa de assimilagéo liquida de £@\), a condutancia estomaticgs)( a
taxa de transpiragad) e a concentragéo interna de @G;), sob irradiancia de
1.200pumol de fétons M s e concentragdo ambiente de 40,) de 403 + 15 umol
CO; mol*, foram determinadas com um analisador de gas powémfreelho portatil
(IRGA, Li-Cor, modelo LI-6400, Nebraska, EUAAs avaliagOes foram realizadas

na oitava e na nona folha, da base para o apicepldm @rincipal das plantas da
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repeticdo de cada tratamento, as 24, 48, 72, 96 bal28s leituras foram realizadas
entre as 9:00 e 10:30 horas. Antes da realizagdo dasd$e as plantas foram
mantidas em ambiente aberto por 30 min.
Avaliacéo da fluorescéncia de imagem da clorofila

As imagens e os parametros de fluorescéncia da itdoeoforam obtidos
utilizando a versdao MAXI do fluorémetro Imaging-PAM esaftware Imaging Win
(Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Alemanha). Plantas inoca&d120 hai) e ndo
inoculadas conM. oryzaeforam mantidas no escuro por 20 min. Apos esseqrio
a oitava e a nona folha do colmo principal das plani@s repeticdes de cada
tratamento foram fixadas individualmente no suporte a distancia de 18,5 cm da
camera de gravacao das imagens digitais de fluoreisc€CD (“charge-coupled
device”) acoplada ao aparelho para a obtencédo désnptos fotossintéticos. As
imagens, na resolucdo de 640 x 480 pixels, com uezaamostral visivel de 24 x 32
mm foram obtidas das folhas. As variaveis de ajustieadas na programacéo do
fluordmetro foram as seguintes: intensidade da luz el#igéio = 2, frequéncia = 1,
ganho = 7, amortecimento = 2; intensidade do pulsauleagdo = 10 e largura = 8.
Cada registro de imagem foi iniciado pela determinagc@pdoametros de escuro
sendo dluorescéncia minimaFy) determinada primeiramente. Subsequentemente,
foi emitido um pulso saturante de luz para determinalizfluorescéncia méaxima
(Fm) usado pelosoftware para calcular o rendimento quéntico maximo do
fotossitema Il E/Fm). A dissipacdo de energia absorvida por processos na
fotoquimicos € minima quando um pulso de luz é apicapdés uma fase de
adaptacdo ao escuro permitindo, assim, a obtencBg. &b luz actinica, os valores
do rendimento atual de fluorescénd),(da fluorescéncia maxima na presenca da

luz (F') e da fluorescéncia minim&) foram obtidos para que o coeficiente de
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extincdo fotoquimicagp) fosse calculado, o qual representa uma estimativa da
dissipagéo fotoquimica (Krause & Weiss, 1991).

Outro parametro importante para avaliar a variagdo efieiéncia da
fotossintese quando a luz actinica € usada é o rendimedttico efetivo do
fotossistema I, Y(Il). Adicionalmente, o rendimentdqtico da dissipacao regulada
(Y(NPQ)) e n&o regulada (Y(NO)) de energia do fasbesia Il (FSIl) foi
determinado de acordo com Klughammer & Schreiber §208lém disso, a
dissipacdo ndo fotoquimica (NPQ) foi determinada, niedse a proporcdo de
absorcdo de luz ndo utilizada no transporte de elét@rBofough, 2004). Para
analise dos valores dos parametros de fluorescéncienagem da clorofilaa,
utilizou-se uma marcacéo circular de aproximadamert8 6nf nas folhas das
plantas ndo inoculadas e inoculadas &dnoryzaeas 120 hai.

Determinacao das concentragdes de clorofila e de céendides

Foram coletadas amostras da sétima, oitava e nona fitdhbase para o
apice, do colmo principal das plantas da repeticdcada tratamento as 24, 48, 72,
96 e 120 hai. Amostras dessas mesmas folhas de pfaédamoculadas coriv.
oryzae(0 hai) também foram coletadas. As amostras forantacizle em nitrogénio
liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80°C at&sean@lorofilaa, clorofilab e
carotendides foram extraidos em acetona a 80% e sneentracdes estimadas de
acordo com Lichtenthaler (1987). Todo o procedimdaiaealizado em ambiente
fechado sob luz verde.

Delineamento experimental e anélise estatistica dos dados

O experimento foi instalado em delineamento inteirameaswalizado no

esquema fatorial 2 x 2, com seis repeticoes. Os fagstadados foram: doses de Si

(0 e 2 mmol [* de Si) e plantas inoculadas e n&o inoculadas Momryzae Cada
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unidade experimental foi constituida por um vaso calaezinco plantas de arroz.
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de vari@&ea médias foram
comparadas pelo teste(P < 0.05) utilizando o software SAS versdo 6.12 (SAS

Institute, Inc., Cary, NC).
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RESULTADOS

Concentragéo foliar de Si

A concentracao foliar de Si aumentou significativamente plantas nao
inoculadas e inoculadas cavh oryzaesupridas com esse elemento em relagdo as
plantas com auséncia de Si na solugéo nutritiva (Fig. 1)
Expansao das lesbes

Reducdes significativas de 21% as 72 hai, 16% d&=Pé de 18% as 120 hai
no tamanho das lesdes ocorreu para as plantas sugwidaSi em compara¢cdo com
as plantas ndo supridas com esse elemento (FidNa3).folhas das plantas néo
supridas com Si, as lesbes foram maiores, com intelosase e apresentaram
coalescéncia, ao contrario do que foi observadoathad das plantas supridas com
Si (Fig. 3).
Trocas gasosas

Nas plantas n&o inoculadas e supridas com Si, hauverdos significativos
emA de 6, 10 e 15%, respectivamente, as 72, 96 e i20rheelacdo as plantas nao
supridas com esse elemento (Fig. 4a). Aumentos signifbsate 11, 37, 27, 49 e
71% emA, as 24, 48, 72, 96 e 120 hai, respectivamente, tanfidoé@m observados
nas plantas inoculadas e supridas com Si em compaagdantas ndo supridas com
esse elemento (Fig. 4b).

Nas plantas ndo inoculadas, supridas ou ndo sumatasSi, apenas as 96 hai
houve diferenca significativa entre as médias pamgs §Fig. 4c). Nas plantas
inoculadas, a presenca de Si ndo alterou significatimtamags durante o periodo

infeccioso (Fig. 4d).
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As plantas ndo inoculadas e supridas com Si apresentaumentos
significativos ek de 19% as 72 hai, 16% as 96 hai e de 35% as 120rheelacéo
as plantas ndo supridas com esse elemento (Fig 4®).plntas inoculadas e
supridas com Si, aumentos de 19% as 24 hai, 30% &ai4815% as 72 hai ek
foram observados em relagdo as plantas ndo supodasi (Fig. 4f).

Nas plantas nédo supridas com Si, houve aumento sigimvifiazos valores de
Ciem 2, 5 e 4%, respectivamente as 72, 96 e 120 rmiaggplantas ndo inoculadas
(Fig. 49) e de 10, 9, 13, 17%, respectivamente, ag2.896 e 120 para as plantas
inoculadas em relagéo as plantas supridas com essenétefhig. 4h).

Fluorescéncia de imagem da clorofila

Nas plantas n&o inoculadas e supridas com Si, hauverdos significativos
de 4% pardo, 5% paraFm, 2% paraFv/IFm 34% parag,, 44% para Y(Il) e 13%
para Y(NO) em relagdo as plantas ndo supridas com esmento. Aumentos
significativos em 46% para Y(NPQ) e de 27% para NR@dtreram nas plantas ndo
inoculadas e ndo supridas com Si em comparagao sqiaas supridas com esse
elemento (Figs. 6a-6h). Nas plantas inoculadas e sigpadm Si, houve aumentos
significativos de 42% parao, de 43% par&m, de 6% pardv/Fm, de 20% para,

e de 19% para Y(Il) em relacdo as plantas ndo sapkdm Si (Figs. 6a-6e). Nas
plantas supridas com Si e inoculadas os valores Y(NP@®)O) e NPQ/4 ndo foram
alterados (Figs. 6f-6h).

Variagcdes no padrédo de cor das imagens obtidas do tedidioocorreram
para os parametros de fluorescéncia avaliados com rhasa escala de cores
variando de O (preto) a 100 (rosi).foi méximo quando a superficie do tecido foliar
apresentou coloracdo alaranjada, evidenciando a domg@m de clorofila e as

propriedades Opticas da folha ndo foram alteradas, etojoa tecido lesionado por
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M. oryzaeobservou-se coloracdo escura (érea necrotica), mibcdestruicdo das
clorofilas e perda das propriedades 6pticas no tdeglonado, o que acarretou em
menores valores déy (Figs. 7al-a4). Resultados semelhantes aos obtidag-pa
foram também obtidos paFa, e F./F,com alteracdes na coloracdo das imagens em
que os maximos valores dé, e F.J/Fmn corresponderam, respectivamente, a
coloragéo verde claro e azul escuro (Figs. 7b1-Tetlec4).

Nas plantas ndo inoculadas e supridas com Si, houweerdos emgp
evidenciado pela coloracgdo verde claro obtido ndm$o(Fig. 7d1). Nas plantas ndo
inoculadas e ndo supridas com Si, os valores minmeog, corresponderam a
coloragdo com matizes alaranjados e pequenas poatuagduras (Fig. 7d2). Nas
plantas inoculadas, supridas ou ndo supridas compedjuenas mudancas na
dissipacdo fotoquimica foram observadas na regifacete ao tecido que
apresentou coloracdo escura (area necrdtica) pelodfzgoimagens das folhas
apresentaram colora¢do do amarelo a matizes de Vagde 7d3 e 7d4).

Nas plantas néo inoculadas e supridas com Si, remuwento significativo de
Y(Il) em comparacdo as plantas ndo supridas com eeseento, ocorrendo o
maximo valor na coloracdo verde claro (Fig. 8al). Ndkat das plantas néo
inoculadas e ndo supridas com Si, obteve-se colonagidmagens do verde ao
avermelhado, indicando decréscimo nos valores dg (F{y. 8a2).

Para o valor de Y(NO) obteve-se coloragéo verde rlaasdaas plantas néo
inoculadas, supridas ou ndo com Si (Figs. 8cl e 8e2do que, na presenga de Si,
houve aumento significativo no valor de Y(NO) em ré&taés plantas ndo supridas
com Si (Fig. 6g). Nas plantas ndo inoculadas, a ai@aséecSi na solucdo nutritiva
contribuiu para o aumento significativo no valor d&NFQ) em relagdo as plantas

supridas com esse elemento (Fig. 6f), fato evidenciada goloracdo verde nas
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imagens das folhas (Figs. 8bl e 8b2). Aumento sigtif@ano valor de NPQ/4

também ocorreu nas plantas ndo inoculadas e ndo asipridn Si em relagdo as
plantas supridas com esse elemento (Fig. 6h) devidoldkagdo das imagens
variarem, do verde até matizes alaranjados (Figse@&t2).

Nas imagens de folhas das plantas inoculadas, vasidgdeoloracao de azul
ao alaranjado na regido adjacente ao tecido de calrascura (area necrotica)
foram observadas para os parametros Y(NPQ), Y(NR®/4, indicando pequenas
mudancas nos seus valores (Figs. 8b3-b4, 8c3-cd3add). N&o foi observada
nenhuma diferenga significativa nos valores dos paramer(NPQ), Y(NO) e
NPQ/4 nas plantas inoculadas, supridas ou ndo comgSi @h).

Concentragéo de pigmentos

Na presenca de Si, houve aumentos significativos naentacdo de
clorofilaa de 19% as 0 hai, 22% as 48 hai, 49% as 96 haea48120 hai (Fig. 5a);
de clorofilab em 23% as 24 hai, 23% as 48 hai e 52% as 120 haigb)ge de
clorofila total em 20, 22, 42 e 49% as 0, 48, 96 el&m relacdo as plantas nédo
supridas com esse elemento. Para a concentracdo diendides, aumentos
significativos de 26% as 0 hai, 19% as 24 hai e 18%2ahai ocorreram para as
plantas supridas com Si em relagdo as plantas néinl@siigom esse elemento (Fig.

5d).
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DISCUSSAO

No presente estudo, os resultados obtidos mostrarara mieccdo poM.
oryzaereduziuA. Porém, na presenca de Si, a atividade fotossintétigalataas ndo
inoculadas e inoculadas comh oryzaefoi potencializada. Dallagnadt al (2012)
estudando a interagdo arrBpolares oryzaesncontraram aumentos significativos
emA nas plantas ndo inoculadas e inoculadas, suprida$cam relagdo as plantas
ndo supridas com esse elemento, evidenciando atémo@ do Si na fisiologia do
arroz pelo aumento da produgcdo de carboidratos acdeares no metabolismo
vegetal. Detmaret al (2012) demostraram que o Si melhorou a produtiedaal
cultura do arroz, mesmo sob condicdo ndo estressanteentando também a
eficiéncia do uso de nitrogénio na planta pelo estimworemobilizacdo de
aminoacidos. Bruningst al (2009), por sua vez, verificaram expressao difgadn
em 221 genes em plantas de arroz infectadasvVipgnaporthe oryzae supridas
com Si em relacéo as plantas controle (auséncia die&ijydo a suspeita de estarem
envolvidos na resposta de defesa ao estresse, fodoeaeavidéncia de um papel
ativo do Si na atividade metabdlica do arroz, como unal snolecular na via que
conduz ao aumento de resisténcia & doenca.

Os menores valores de nas folhas das plantas inoculadas e ndo supridas
com Si pode ser atribuido a perda de pigmentos fatésos, os quais sdo parte
integrante do complexo antena de captacdo de luz paracespo fotossintético
(Taiz & Zeiger, 2009). Danos causados nesses pigseatetam a atividade
fotossintética das plantas (Larcher, 2005). Abo-Fetulal (1996) estudando o
patossistema pepir®phaerotheca fuligineaelataram que a reducdo na capacidade

fotossintética ocorreu devido & perda de clorofilayodaaos tilacdides e perda do
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estroma. No patossistema séjaakopsora pachyrhiziKumudini et al (2008)
observaram reducgdo na eficiéncia do uso da radifg@ssinteticamente ativa
devido, principalmente, a perda de clorofila, o quiizes a capacidade das folhas
em absorverem luz. Ranganathenal. (2006), por sua vez, verificaram que a
atividade do FSll e a concentragéo de clorofila elfmafode plantas de arroz supridas
com Si e infectadas pdvlagnaporthe grisedoram comparaveis ao observado em
plantas sadias. Como os valoresggeem plantas supridas ou ndo supridas com Si
néo se alteraram, a reducado dos valores das folhas das plantas inoculadas e nao
supridas com Si pode ser atribuido & massiva coldvzdas células do mesdfilo
pelo fungo, resultando na secagem do tecido netwogasabido que & diminui em
tecido foliar infectado por patégeno devido o fechamesstomatico, colonizagéo
dos espagcos intercelulares e esporulagéo pelos esg(@aniway & Durbin, 1971,
Spotts & Ferree, 1979).

Os parametros de fluorescéncia da clorddilfornecem informagfes Uteis
sobre a atividade do FS Il e possiveis alteracdes etabolismo fotossintético de
folhas doentes (Schnabet al, 1998). Os maiores valores para os parametros de
fluorescéncia de imagem da clorofilaFo, Fm, FJ/Fm, gp € Y(Il) nas plantas supridas
com Si e inoculadas ou ndo cdin oryzaemostram que o rendimento fotossintético
foi potencializado por esse elemento.

Nas plantas inoculadas e ndo supridas com Si, os egnatores dd-
evidenciam que ocorreram alteragbes estruturais ngepios fotossintéticos
comprometendo, assim, a eficiéncia da energia de eXcita partir da antena
coletora de luz e danos aos centros de reacado doR&lucdes nas concentracdes
dos pigmentos fotossintéticos nas folhas das plantaslauas suporta essa hipotese.

Tendéncia semelhante aos resultados obtidosHg@@orreu pard,. Assim, parece
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ocorrer uma deficiéncia na fotorreducéo da quinon@A) e no fluxo de elétrons
entre os fotossistemas. De Las Rivas & Barber (199@)aram que a perda de
atividade do FSII esta provavelmente associada comiaudcdo da capacidade de
reoxidacdo das quinonas resultando em menor efieiénitransporte de elétrons
para o fotossistema | (FSI).

A méaxima eficiéncia na qual a luz é absorvida peldl B&ra reduzir Q,
representa poF,/Fn, é um indicador sensivel do desempenho fotossintéso d
plantas, com valores étimos entre 0,75 a 0,85 paraiarian das espécies (Bolhar-
Nordenkampfet al, 1989). Nas plantas ndo supridas com Si, os \wmlded-,/Fn,
foram abaixo do 6timo, evidenciando dano no aparatos$intético durante o
processo infecioso dd. oryzae Na presenca de Si, houve aumento na r&z&o,,
indicando a importancia desse elemento para o inctengenfotossintese. Dan Gao
et al (2011) observaram que a presenca de Si na solu¢étiva contribuiu para o
aumento nos valores de/lR, em plantas de arroz inoculadas cdagnaporthe
oryzaeenquanto que nas plantas n&o inoculadas, os valoregFRdaéo sofreram
alteracdo na presenca desse elemento.

O desempenho fotossintético em plantas supridas com o8é [ser
evidenciado pelo rendimento quéntico efetivo do F®léle quenchingfotoquimico
representado, respectivamente, por Y(Ig,eOs maiores valores observados para
esses dois parametros nas plantas supridas conoSna@dladas e inoculadas com
M. oryzaefornecem um indicativo de que esse elemento estimafotossintese nas
plantas, além de fornecer uma estimativa do transportétdens do FSIl para o FSI
(Klughamer & Schreiber, 2008).

Além do rendimento quantico efetivo do FSII demonstiaaioY (Il), outros

dois tipos de rendimentos quéanticos podem ser definmosgjuais séo Y(NPQ) e
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Y(NO) (Krameret al, 2004). Esses dois parametros representam, respeetiia a
dissipacgéo regulada e nédo regulada dos centros ¢iorda FSIl. Y(NPQ) refere-se
a dissipacéo térmica regulada que ocorre no centreag@o do FSII através do ciclo
das xantofilas, sendo induzido pela luz e pelo gréelida protons nas membranas
dos tilacoides (Klughammer & Schreiber, 2008). Odones valores de Y(NPQ)
observado nas plantas ndo inoculadas e ndo supodasi, permite inferir sobre a
ocorréncia de uma maior dissipacao do excessoatgiarde excitacdo na forma de
calor como um mecanismo fisiol6gico de fotoprotec@ocantrario do que foi
observado para as plantas supridas com Si. Desse, qulausivel inferir que na
presenca de Si, as plantas passaram a utilizar uma mapdo de energia de
excitacdo para o Y(ll) ao invés de dissipa-la na fodmaalor aumentando, assim, o
rendimento fotossintético.

Y(NO) refere-se a fracdo de energia dissipada nandode calor e
fluorescéncia (perdas constitutivas) principalmente doas centros de reagao do
FSIl estdo fechados (Pool dey @duzido) (Klughammer & Schreiber, 2008). O
incremento observado nos valores de Y(NO) para adaglaméo inoculadas e
supridas com Si indica que a energia que chega aolewnpntena ndo estaria
sendo transmitida paranQApesar dos maiores valores de Y(NO) para as plantas
supridas com Si, o balangco de energia de excitagdoadtlizpara melhorar o
rendimento fotossintético ndo foi afetado. Os maiordsresm observados para
NPQ/4 nas plantas n&o inoculadas e n&do supridas cpnmdRia haver menor
aproveitando da energia de excitagdo parguenchingfotoquimico, a qual &
dissipada na forma de energia luminosa. Ao contréganenores valores de NPQ/4

encontrado nas plantas ndo inoculadas, permitiranameEsiuzir que a eficiéncia de
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utilizagdo da energia luminosa e sua conversdo engianguimica foi maior nas
plantas supridas com Si, aumentando a eficiéncisi\ddaale fotossintética.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que o t&ic@dizou a
atividade fotossintética em plantas de arroz ndo indasla inoculadas corl
oryzae No entanto, € importante notar que o mecanismo exato qual isto é
conseguido, até o momento, € desconhecido. Assimo miegsalho confirma que o
Si € um elemento importante na melhora do rendimentedttético em plantas de

arroz.
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FIGURAS
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Figura 1. Concentracéo foliar de silicio (Si) em plan@amoz ndo inoculadas (NI)

e inoculadas (I) corMicrodochium oryzae crescidas em soluc¢ao nutritiva contendo
0 (-Si) ou 2 (+Si) mmol & de Si. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de
asterisco (*) sao significativamente diferentes pelo tést® nivel de 5% de
probabilidade. Erro padrao da média esta represeatadmda barra.

(n=6)
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+Si
Figura 2. Sintomas da escaldadura em folhas de plaaarroz crescidas em

solucéo nutritiva contendo 0 (-Si) ou 2 (+Si) mmdlide Si.
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Horas apds inoculagcao
Figura 3. Expansédo de lesdes (EL) da escaldaduréokes de plantas de arroz
inoculadas conMicrodochium oryzae crescidas em solugéo nutritiva contendo O (-
Si) ou 2 (+Si) mmol [! de Si. Médias dos tratamentos -Si e +Si para cadzadf®o
avaliacdo seguidas de asterisco (*) sdo significativandifgeentes pelo testeao
nivel de 5% de probabilidade. Barras em cada pompt@sentam o erro padréo da
media.

(n=6)
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Horas apds inoculacédo Horas apds inoculacédo
Figura 4. Fotossintese liquidd)( condutancia estomaticgs), taxa de transpiracao
(E) e concentracao interna de £(@i) em folhas de plantas de arroz n&o inoculadas
(NI) e inoculadas (I) conMicrodochium oryzaee crescidas em solu¢ao nutritiva
contendo 0 (-Si) ou 2 (+Si) mmol'ide Si. Médias dos tratamentos -Si e +Si para
cada época de avaliagdo seguidas de asterisco (Sigrdificativamente diferentes
pelo testet ao nivel de 5% de probabilidade. Barras em cad#oopepresentam o
erro padréo da média.

(n=6)
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Figura 5. Concentragcbes @®rofila a (Chl ) (a), clorofilab (Chly) (b), clorofila
total (Chl, +p) (c) e de carotendides (d) em folhas de plantasrde ado inoculadas

(O hai) e inoculadas corvicrodochium oryzae crescidas em solugdo nutritiva
contendo 0 (-Si) ou 2 (+Si) mmol'ide Si. Médias dos tratamentos -Si e +Si para
cada época de avaliagdo seguidas de asterisco (Sigrdificativamente diferentes
pelo testet ao nivel de 5% de probabilidade. Barras em cad&oipepresentam o
erro padréo da média. MF = matéria fresca.

(n=6)
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Figura 6. Fluorescéncia minimBgj (a), fluorescéncia maxima4) (b), rendimento
quantico maximo do FS IIF(/Fy) (c), coeficiente de extingdo da fotoquimicg)(
rendimento quéantico efetivo do FSIl Y(Il) (e), rendirteelguéntico da dissipacao
regulada Y(NPQ) (f), rendimento quéantico da dissipat@w regulada Y(NO) (g) e
dissipacdo nao fotoquimica NPQ/4 (h) em folhas de @ai#aarroz ndo inoculadas
(NI) e inoculadas (I) conMicrodochium oryzaes crescidas em solugéo nutritiva
contendo 0 (-Si) ou 2 (+Si) mmol*lde Si. Médias dos tratamentos -Si e +Si para
cada época de avaliacdo seguidas de asterisco (Sigidificativamente diferentes
pelo testet ao nivel de 5% de probabilidade. Barras em cadtop@presentam o
erro padréo da média.

(n=6)
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Figura 7. Fluorescéncia da clorofila: fluorescéncia minima Fp) (al-a4),
fluorescéncia maximaFg) (b1-b4), rendimento quantico maximo do FIH/Enm)
(c1-c4) e coeficiente de extingdo fotoquimiap) ((d1-d4) obtidos de folhas de
plantas de arroz ndo inoculadas (NI) e inoculadas@in Microdochium oryzae

crescidas em soluc&o nutritiva contendo 0 (-Si) otS3) (mmol L* de Si.
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Figura 8. Fluorescéncia da clorofiéa rendimento quantico efetivo do FSII, (YII)
(al-a4), rendimento quantico da dissipacao nao fotacainY(NPQ)) (bl-b4),

rendimento quéantico da dissipacdo regulada, Y(NO)}cddle dissipacdo nao
fotoquimica (NPQ/4) (d1-d4) obtidos de folhas de pkma arroz ndo inoculadas
(NI) e inoculadas (I) conMicrodochium oryzaes crescidas em solugao nutritiva

contendo 0 (-Si) ou 2 (+Si) mmol‘lde Si.
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Capitulo 4

Aspectos bioquimicos da resisténcia do arrozlicrodochium oryzae

potencializado pelo silicio
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RESUMO

Buscou-se, neste trabalho, investigar o efeito do sil8ijon@ resisténcia de
plantas de arroz infectadas pdr oryzae agente causal da escaldadura. Para esta
finalidade, plantas de arroz da cultivar Primaveranforeultivadas em solugéo
nutritiva contendo 0 ou 2 mmolLde Si e inoculadas corM. oryzae A
concentracao foliar de Si aumentou nas plantas supdagsse elemento (4,8 dag
kg') em relago as plantas ndo supridas (0,9 day kgque contribuiu para reduzir
a expanséo das lesdes da escaldadura. A extensdardssoglulares em resposta a
infeccdo porM. oryzaefoi reduzida nas plantas supridas com Si, evidenqgidas
menores valores da concentragdo de aldeido maléniciorddaconcentragbes de
compostos fendlicos sollveis totais e de derivados dmdigitido tiogligdlico nos
tecidos foliares das plantas supridas com Si contrifbuipara a resisténcia a
escaldadura. Maiores atividades das enzimas perexidgslifenoloxidase,
fenilalanina amonia liase e lipoxigenase, mas nao da agssties-1,3 glucanase, nos
tecidos foliares das plantas de arroz supridas corfor&8m importantes para a
resisténcia a escaldadura. Assim, os resultados shiekie estudo sugerem que o Si
pode aumentar a resisténcia a escaldadura em plamtasrak, potencializando
mecanismos bioquimicos de defesa em vez de agir apemesuma barreira fisica

na tentativa de conter a penetracad/deryzae



95

INTRODUCAO

A escaldadura, causada pelo funljbcrodochium oryzae((Hashiola &
Yokogi) Samuels & Hallet -Rhynchosporium oryzadashiola & Yokogi), € uma
das principais doencas do arroz, podendo causaapeedproducédo de até 30% (Ou,
1985). A doenca causa desuniformidade no estanddiménuicdo da area
fotossinteticamente ativa (Nunes al, 2004). Além de afetar as folhas, a doenca
pode acometer o colmo e as paniculas, principalmentaques plantas estdo nas
fases de perfilhamento e emborrachamento (Prabhu @Fili997). Os sintomas da
escaldadura séo lesdes de coloragdo verde-oliva,nsgens bem definidas, nas
folhas, as quais ao expandirem formam sucessoes ixis faoncéntricas, com
alternancia das cores marrom-clara e escura e, osterite, ocorrem coalescéncia,
causando a morte das folhas (Filigpial, 2005). Periodos de alta pluviosidade e de
orvalho prolongado, temperaturas variando de 24°€,2dta densidade de plantas e
excesso de adubacdo nitrogenada sdo condicdes fasopam ocorréncia de
epidemias da escaldadura (Ou, 1985; Groth, 1992).

Estudos recentes tém demonstrado a ocorréncia de nmeoarde resisténcia
em plantas contra patdgenos potencializados pelo siSgicdracterizados sob dois
aspectos. O primeiro deles é que a deposicdo desSparades das células da
epiderme, abaixo da cuticula, forma uma dupla cameda a cuticula,
desempenhando um papel importante na prevencao @iggéicede fungos (Samuels
et al, 1991; Kimet al., 2002; Caiet al, 2008; Hayasakat al, 2008). O outro
aspecto é que o Si pode potencializar respostas deadafehospedeiro através do
aumento da atividade de enzimas de defesa tais comxdases, polifenoloxidases,

fenilalanina amdnia liases, maiores concentracfe®apastos fendlicos, lignina e
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fitoalexinas, e rapida transcricdo de genes associadnsacesisténcia de plantas
(Faweet al, 1998; Rodriguegt al, 2004, 2005; Caet al, 2008, Bruningst al,
2009, Xavier Filhaet al, 2011; Fortunatet al., 2012).

Sabe-se, no entanto, que plantas de arroz supridaSic&m aumentado sua
resisténcia a diversas doencas fangicas tais como brusaneha-parda e queima
das bainhas (Datnoéit al, 2007). Seeboldt al (2001) demonstraram que plantas de
arroz supridas com Si e infectadas pPyricularia griseaforam mais resistentes a
brusone. Dallagnokt al (2011), estudando a interacdo arBigelaris oryzae
verificaram que o Si esteve envolvido num mecanismdedesa mais complexo do
que simplesmente a formacdo de uma barreira fisieaimpediu ou atrasou a
penetracdo do fungo, e que a absor¢cdo ativa de I1& jpéantas de arroz foi
considerado um fator-chave para a resisténcia a maactia.

Até o momento, nenhuma informacéo sobre o efeito dooSiomtrole da
escaldadura em arroz foi relatada na literatura. Paado preencher esta lacuna, o
objetivo deste estudo foi de avaliar alguns aspectasdfiscos e bioquimicos da

possivel potencializacdo da resisténcia promovidagielo
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MATERIAL E METODOS

Crescimento das plantas

Plantas de arroz da cultivar Primavdoaam crescidas em vasos plasticos
contendo 5 drhde solugcédo nutritiva modificada de Hoagland & Arnd®50),
constituida de: 1,0 mmol'LKNO3; 0,25 mmol [ NH4H,PQO,; 0,1 mmol L2 NH,CI;
0,5 mmol * MgSQ,.7H,0; 1,0 mmol ! Ca(NQ)2; 0,30 pmol L™* CuSQ.5H,0;
0,33 pmol L™ ZnSQ,.7H,0; 11,5 pmol L™ HsBOz; 3,5 pmol L MnCl.4H,0; 0,1
umol L™ (NH4)6M07024.4H0; 25 pmol L™ FeSQ.7H,0 e 25 pumol L™ EDTA
bisédico. O acido monosilicico, obtido pela passagemild@to de potassio através
de uma coluna contendo resina trocadora de cétionbghite IRA 410) (Maet al,
2002), foi adicionado & solucéo nutritiva nas conegdies de 0 (-Si) ou 2 mmol'L
de Si.
Inoculagdo das plantas conM. oryzae

O isolado deVl. oryzaefoi cedido gentilmentpela professora Gisele Barata
da Silva, da Universidade Federal Rural da Amazon@e, PA O fungo foi
preservado em tubos de ensaio contendo batata-deagasdBDA), coberto por
6leo mineral e mantidos em geladeira®@.4Vinte e cinco dias antes da inoculagéo
das plantas, pedacos de meio de cultura BDA contesigtieas do fungo foram
transferidos para placas de Petri contendo BDA. Quaraddnia do fungo atingiu 3
cm de diametro, o fungo foi repicado para novas pldeaBetri contendo BDA. As
placas foram mantidas em camara de crescimento tiPpdBpor 15 dias (25°C e
fotoperiodo de 12 horashos 45 dias ap0s o transplantio, plantas com déadaho
colmo principal (Matsuo & Hoshikama, 1993) foram inlacas comM. oryzae

utilizando-se discos de meio BDA (0,25 3ncontendo estruturas do fungo. Trés
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discos de BDA contendo as estruturas do fungo foguidistantemente colocados
na face adaxial da sétima, oitava e nona folha do cehingipal, da base para o
apice, em cada planta e aderido na superficie da édimuma leve pressdo. As
plantas inoculadas permaneceram em camara de newwiante cinco dias a
temperatura de 25 * 4°C e umidade relativa de 90 + 5%.

Determinacao da concentragao foliar de Si

Amostras da sétima, oitava e nona folha do colmo ipahclas plantas da
repeticdo de cada tratamento foram coletadas as 12@vadas em 4gua destilada e
secadas em estufa com ventilagdo forcada de diCa &@ atingirem peso constante.
Posteriormente, as folhas, sem bainha, foram moidasanho tipo Thomas-Wiley
(Thomas Scientific, Swedesboro, NJ), equipado coneiperde 20 mesh, para
determinagdo da concentracao foliar de Si conformed¢oferet al (2004).
Avaliacéo da expanséao das lesdes

A expanséo das lesGes da escaldadura foi avaliadapaficie adaxial da
sétima, oitava e nona folha, da base para o apicé, &8272, 96 e 120 horas apoés
inoculagéo (hai). Trés lesdes em uma folha de cada ppeortaepeticdo foram
medidas (em mm) com auxilio de um paquimetro digital RMOIUSA).
Determinacao da concentracdo de aldeido maldnico (MDA)

Amostras da sétima, oitava e nona folha, da baseop@pie, das plantas das
repeticdes de cada tratamento foram coletadas a8242496 e 120 hai e mantidas
em nitrogénio liquido durante as coletas e, em segaithdazenadas a -80°C até
analise. Amostras de folhas foram coletadas de plantasnoéculadas conM.
oryzaee serviram como controle (0 h). O dano oxidativo a&lslas das folhas foi
estimado como sendo a concentracdo de acido 2-tialr@bitotal (TBA) reativo e

expresso como equivalentes de malondialdeido (MDAxabedo com Cakmak &
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Horst (1991). Um total de 100 mg de tecido foliar foiidwaté obtencdo de um pé
fino usando almofariz e um pistilo com nitrogénio liquidd. pé fino foi
homogeneizado em 2 mL de solu¢éo de acido triclétaac(TCA) 0,1% (p/v) em
banho de gelo. O homogeneizado foi centrifugado a @g@rante 15 min a 4°C.
Apos centrifugacado, 0,5 mL do sobrenadante foi @mlogara reagir com 1,5 mL de
solucéo de TBA (0,5% em &cido tricloroacético a 20&sadte 30 min em banho de
agua em ebulicdo a 95°C. Apds este periodo, a rdacfarada em banho de gelo.
As amostras foram centrifugadas a 9.@@furante 10 min e a absorbancia especifica
foi determinada a 532 nm. A absorbancia ndo espeddicastimada a 600 nm e
subtraida do valor da absorcdo especifica. O coetiicide extingdo de 155 mM
cm' (Heath & Packer, 1968) foi utilizado para calculaoacentracdo de MDA, a
qual foi expressa em nmof gle matéria fresca (MF).

Determinacao das concentragfes de compostos fendlisofiveis totais (CFST) e
dos derivados da lignina-acido tioglicélico (DLAT)

Amostras da sétima, oitava e nona folha, da baseopégpe, das plantas das
repeticdes de cada tratamento foram coletadas a8242496 e 120 hai e mantidas
em nitrogénio liquido durante as coletas e, em segaithdazenadas a -80°C até
analise. Amostras de folhas foram coletadas de plan@sino&uladas comM.
oryzaee serviram como controle (O h) Amostras de 0,lrgnfomaceradas dentro de
almofariz com pistilo, ambos de porcelana, com nitragBquido e homogeneizada
com 1,5 mL de metanol 80%. O extrato bruto permanpogwma noite em mesa
agitadora a 300 rpm em temperatura ambiente. Apds mmdedo, o0 extrato
metandlico foi centrifugado por 5 min a 120§0sendo o sobrenadante usado para
determinagdo da concentragcdo de CFST. O pellet foazenado a -80°C para

quantificacdo da lignina. O método desenvolvido por Zie&liBen-Zaken (1993)
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foi usado para determinagéo da concentracdo de G6&T algumas modificagdes.
Um volume @& 150 uL do reagente Fenol Folin-Ciocalteau (Sigma Aldrich, S&o
Paulo, SP) (0,25 N) foi adicionadn150 pL do extrato metandlico, misturado e
mantido em temperatura ambiente por 5 min. Logo ,ap$8 uL de carbonato de
sadio (1 M) foi adicionado a mistura, seguido de agiag mantido em temperatura
ambiente por 10 min. A essa mistura adicionou-se 1,deragua destilada. Apés 30
min, foi realizada a leitura da solugdo de coloragc&ol &a 725 nm em
espectrofotdmetro (Evolution 60, Thermo Scientific, iVain, MA, EUA). A
concentracdo de CFStoi expressa em pg de CFST (expressos em termos de
catecol) kg de MF. Durante todo o processo, 0s microtubos deifteatcio foram
protegidos com papel aluminio para minimizar a oxidai@s compostos fendlicos.
O volume de 1,5 mL de agua estéril destilada foi adémdo ao residuo
obtido apés a extracdo dos CFST. Apds a homogeneizagdmistura foi
centrifugada a 12.00§ por 5 min, sendo descartado o sobrenadante.dtsga foi
repetida trés vezes. Em seguida, o residuo foi sé&8G poraproximadamente, 12
h. O residuo alcodlico-insolivel seco, contendo lignidaigos fendlicos associados
a parede celular, foi usado para determinacdo daentracdo dos DLATG de
acordo com o método de Barber & Ride (1988). wiume de 1,5 mL da solugéo de
acido tioglicdlico (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, SFI€Il 2 N (1:10) foi adicionado ao
residuo seco seguido de incubacdo em banho-raati@0°C, por 4 h. Apds esse
periodo, os microtubos de centrifugacdo foram cologam gelgpor 10 min. Logo
apods, a solucdo foi centrifugada a 12.000 g por 10 eno sobrenadante foi
descartado. O precipitado foi lavado com 1,5 mL dea&destilada estéril e
centrifugado a 10.009 por 10 min, sendo descartadc@brenadante, enquanto o

pellet foi ressuspendido em 1,5 mL de NaOH 0,5 Nbs/ggitacdo por 12 h em mesa
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agitadora a 150 rpm, & temperatura ambientaefilizada centrifugagéo a 10.090
por 10 min. O sobrenadante foi transferigara um novo microtubo de
centrifugacéo. Nesse, foram adicionados 200 pL de Effhicentrado e aolucéo
mantida a 4°C por 4 h. A precipitacdo dos DLATGdbtida apds centrifugagdo a
10.000g por 10 min, descartando-sesabrenadante e o pellet dissolvido em 2 mL de
NaOH 0,5 N. A leiturada absorbéncia foi feita em espectrofotdmetro a 290Anm.
concentracdo dos DLATG foi expressa em mgDdATG kg’ MF, utilizando-se
uma curva padréo obtida codiferentes concentragdes de lignina alcalina, éter 2-
hidroxipropil (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP).
Determinacao da atividade de enzimas de defesa

Amostras da sétima, oitava e nona folhas, da baseopapice, das plantas
das repeticdes de cada tratamento foram coletadas, 88242, 96 e 120 hai e
mantidas em nitrogénio liquido durante as coletas e,egmida, armazenadas a -
80°C até a determinacdo da atividade das enzimas rmitiledases (PFO),
peroxidases (POX), quitinases (QU1,3-glucanases (GLU), fenilalanina amonia-
liases (FAL) e lipoxigenases (LOX). Amostras de folh@suih coletadas de plantas
néo inoculadas comdl. oryzaee serviram como controle (O h).

Para obter o extrato vegetal utilizado para determinatiéidades da PFO e
POX, 0,3 g de tecido foliar foram macerados em nénim liquido em almofariz
com a adi¢do de polivinilpirrolidona (PVP) a 2% (pp@ra se obter um po fino. O po
foi homogeneizado em 2 mL de tampao fosfato de potd€iomM (pH 6,8)
contendo fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e 01 mM &cid
etilenodiaminotetracético (EDTA). O homogeneizado fotigfigado a 12.00Q por
15 min a 4C e os sobrenadantes foram usados para as deteresr@gdmaticas. A

atividade da POX foi determinada pela oxidagdo dogaiol de acordo com o
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método de Kar & Miashra (1976). Uma mistura de @b@e 4gua destilada, 750
de tampéao fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8),80de pirogalol 100 mM e 600
uL de peroxido de hidrogénio 100 mM foram adicionadd®0 pL de extrato. A
absorbéancia foi medida em espectrofotdmetro a 42@ mada 10 s durante 1 min,
apods a adicdo do extrato a mistura, totalizando saisdsi O coeficiente de extingcao
molar de 2,47 mMcm™ foi utilizado para calcular a atividade da POX (Chafice
Maehley, 1955), a qual foi expressa em pmol de pagalina produzido mih mg*
de proteina. Durante todo o processo, 0os microtubasrtdfugacéo foram cobertos
com folha de aluminio para proteger a mistura da oxiape#a luz. A atividade da
PFO foi determinada de forma semelhante a POX, exclumdperoxido de
hidrogénio da mistura.

Para obter o extrato vegetal utilizado para determinativadagles da QUI e
GLU, 0,3 g de tecido foliar foram macerados com nérog liquido hum almofariz
com a adicdo de PVP (2%) para se obter um po fined @i homogeneizado em 2
mL de tamp&o fosfato de sédio 50 mM (pH 6,5) contehdmM de PMSF. O
material homogeneizado foi centrifugado a 20.@g0@urante 25 min a°€ e o
sobrenadante foi usado como o extrato da enzima. Adadie da QUI foi
determinada pelo método de Robert & Selitrennikoff (1988glificado por Harman
et al (1993). A reacdo foi iniciada pela adicdo de aliquatas20 pL do
sobrenadante a uma mistura composta de 480 L de taopiio de sodio 50 mM
(pH 5,0) e 20 pL do substrate-nitrofenil-p-D-N-N'-diacetilquitobiose (Sigma-
Aldrich, S&o Paulo, SP) na concentracéo de Z mg™*. A mistura de reacéo foi
incubada em banho-maria a°@7por 2 h. A reacgéo foi interrompida com adicéo de
500 pL de carbonato de sodio a 0,2 M. Nas amostrasot®, apenas o carbonato de

sadio foi adicionado depois da adigdo do extrato dunsigie reacdo e as amostras
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foram incubadas em banho-maria 2@por 2 h. A absorbancia do produto final
liberado pela QUI foi determinada a 410 nm. O cosefiei@e extingdo molar de 7 x
10" mM cm* foi usado para calcular a atividade da QUI, a quiaéfpressa em mol
dep-nitrofenil produzido por mitmg* de proteina.

A atividade da GLUoi determinada conforme descrito por Lever (1972) com
algumas modificagfes. A reacdo foi iniciada pela&uige aliquotas de 20 pL do
sobrenadante a uma mistura composta de 230 uL dedamspéato de sodio 100
mM (pH 5,0) e 250 pL do substrato laminarina (Sigmaréld S&do Paulo, SP) na
concentracédo de 4 mgnL™. A mistura de reacdo foi incubada em banho-maria a
45°C por 30 min. Ap6s o periodo de incubacdo, determ@®ma quantidade de
acUcares redutores através da adicdo de 250 pLidio dinitrosalicilico a mistura,
em seguida, da sua incubacdo em banho-maria porri% m06C. A reacdo foi
interrompida pelo resfriamento das amostras em baalgeld até a temperatura de
30°C. Nas amostras controle, a mistura de reacdo faésin@m, exceto que o extrato
vegetal foi adicionado apdés o aquecimento da misturaD8C1A absorbancia do
produto liberado pela GLU foi medida a 540 nm e atieidade foi expressa em
unidades de absorbancia fhing" de proteina.

Para a obtencdo do extrato utilizado na determinacéatidmlade da
fenilalanina amonia-liases (FAL), 0,3 g de tecidoafiofbi macerado com nitrogénio
liquido num almofariz com a adigdo de PVP (2%) sarabter um pé fino. O po foi
homogeneizado em 2 mL de 0,05 M de borato de gpéid,3) contendo 5 miy-
mercaptoetanol e 1 mM de EDTA. A mistura foi centril@aluas vezes a 7.000
durante 15 min. O sobrenadante foi utilizado como safosipara determinar a
atividade da FAL. A reacdo foi iniciada apds a adigédd,5 mL do extrato a uma

mistura contendo 2 mL de tampé&o Tris-HCI| 25 mM (p8) & 1 mL 100 mM de L-
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fenilalanina. A mistura da reagéo foi incubada em banhda a 36C durante 4 h.
Nas amostras controle, o extrato foi substituido por ldmltamp&o Tris- HCI. A
reacgédo foi finalizada pela adicdo de 60 pL de HCI 6 Mbsorbancia dos derivados
do é&cido trans-cindmico foi medida em espectrofottor@t290 nm e o coeficiente
de extingdo molar de fomM™* cm* (Zucker, 1965) foi usado para calcular a
atividade da FAL, a qual foi expressa em pmoltmirg" de proteina.

Para a obtencdo do extrato utilizado na determinacadivitdade da LOX,
0,2 g de tecido foliar foi macerado com nitrogéniailigp em almofariz. O pé obtido
foi homogeneizado em 2 mL de tampéo fosfato de s#@dimM (pH 6,8) contendo
Triton-X 1% (v/v) e 1% de PVP. O homogeneizado foitgigado a 15.00@ por
10 min a 4C. O sobrenadante foi usado como extrato para detedointcatividade
da LOX. A reacdo foi iniciada apds adicdo de 5 pLedtrato & uma mistura
contendo 780 pL de tampéo fosfato de s6dio 50 mMghie 15 pL do substrato
linoleato de sodio 10 mM. A atividade da LOX foi deterrdenaconforme
metodologia descrita por Axelroet al (1981). A absorbéancia do produto liberado
pela LOX foi medida em espectrofotdmetro a 234 nnco@ficiente de extingédo
molar de 25.000 M cm* foi usado para determinar a atividade da LOX, a cpial f
expressa em umol mirmg* de proteina.

A concentragdo de proteinas em cada amostra foi datgtende acordo com
a metodologia de Bradford (1976).
Delineamento experimental e andlise estatistica dos dados

O experimento foi instalado em delineamento inteirameaseializado num
esquema fatorial 2 x 2 com seis repeticdes. Os faswidados foram: plantas nédo
supridas (-Si) ou supridas com Si (+Si) e ndo inaadaou inoculadas coi.

oryzae Cada unidade experimental foi constituida por unmo wesntendo cinco
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plantas. Os dados obtidos foram submetidos a analisaridacia e as médias foram
comparadas pelo testgP < 0.05) utilizando-se o0 software SAS versdo 6.12 (SAS

Institute, Inc., Cary, NC).
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RESULTADOS

Concentragéo foliar de Si

A concentracgéo foliar de Si aumentou significativameai® plantas supridas
com Si em relacdo as plantas ndo supridas com &i,ran plantas inoculadas como
nas plantas ndo inoculadas chimoryzae(Fig.1).
Avaliacéo da expanséao das lesdes

A expanséo das lesbes da escaldadura foi significatintanmeenor em 21%
as 72 hai, de 15% as 96 hai e de 18% as 120 halaams supridas com Si em
comparacao as plantas ndo supridas com esse eleffientd).
Concentragéo de MDA

Nas plantas supridas com Si os valores da conceattigaldeido mal6nico
foram significativamente menores em relacdo as plan&as supridas com esse
elemento na ordem de 31, 23, 17, 14 e 26%, respectivenis 24, 48, 72, 96 e 120
hai (Fig. 3a).
Concentragéo de CFST

Nas plantas ndo supridas com Si houve aumentos sigribigaina
concentracdo de CFST as 0, 24 e 48 hai, em relacptar@tsas supridas com esse
elemento. As 96 e 120 hai, aumentos significativos de B1%, respectivamente,
ocorreram para as plantas supridas com Si em celg®lantas ndo supridas com
esse elemento (Fig. 3b).
Concentragéo dos DLATG

Nas plantas supridas com Si o valor da concentracAdIdETG foi
significativamente menor as 24 hai e aumentou significagvae em 3% as 120 hai,

em relacdo as plantas ndo supridas com esse ele(Ren8t).
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Atividade das enzimas de defesa

Aumentos significativos de 28% as 0 hai, de 28% as if2i&é80% as 96 hai
e de 42% as 120 hai nas plantas supridas com Si agéoehs plantas ndo supridas
com esse elemento foram encontradas para a atividat-@a(Fig. 4a). Para a
atividade da POX, aumentos de 37% as 0 hai, de 312 hai, de 36% as 96 hai e
de 24% as 120 hai foram encontrados nas plantagdaspom Si em relagdo as
plantas ndo supridas com esse elemento (Fig. 4b).

As atividades da QUI e da GLU foram significativamentiares para as
plantas ndo supridas com Si em relagdo as plantas asijgodh esse elemento (Fig.
4c e 4d). Aumentos significativos na atividade da QUL8% as 96 hai e de 16% as
120 hai foram encontradas nas plantas ndo supridaelagdo as plantas supridas
com esse elemento. A atividade da GLU aumentou sigtivideaente em 33, 48, 38
e 34%, respectivamente, as 24, 72, 96 e 120 hailaasp ndo supridas com Si em
comparagao com as plantas supridas com esse elemento.

A atividade da FAL foi significativamente maior nas pésnsupridas com Si
em 42, 46 e 52%, respectivamente, as 72, 96 e l2érhaelacdo as plantas nao
supridas com esse elemento (Fig. 4e). Aumentos sigivis na atividade da LOX
de 31% as 48 hai, de 14% as 72 hai e de 28% asdi2fcorreram nas plantas

supridas com Si em relagdo as plantas ndo supridagsse elemento (Fig. 4f).
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo reforcam os relatapeleo Si pode
diminuir a intensidade de véarias doengas em culdeaisportancia econémica tais
como arroz, cevada, milho, pepino, aveia, centeicg, S8prgo, morango, trigo,
feijoeiro e bananeira (Bélanget al, 2003; Datnoffet al, 2007; Rodriguegt al,
2009; Dallagnolet al, 2011; Xavier Filhaet al, 2011, Polanccet al, 2012;
Fortunatoet al, 2012). Ademais também fornecem as primeiras éexcids de
respostas bioquimicas de defesa potencializadas pelemSplantas de arroz
infectadas poM. oryzae

A concentracdo de Si no tecido foliar das plantas e aupridas com esse
elemento contribuiu para reduzir os sintomas da estaldaregistrando valores de
4,8 dag kg, valor este similar ao que tém sido encontrado em glatamuladoras
de Si (arroz, cana-de-aclcar e outros cereais), godsumular até 5 dag kgle Si
em peso seco da parte aérea (Rodrigied, 2001; Datnofet al, 2007, Dallagnol
et al, 2011).

Sabe-se que plantas de arroz supridas com Si sdoasigigntes a patdgenos
fangicos (Rodrigue®t al, 2004, 2005). Dallagnat al (2009), avaliando alguns
componentes de resisténcia do arroz de plantas do musarite(deficiente na
absorgcdo ativa de Si) e do tipo selvagem (cultivar Oordika mancha parda,
demostraram que o periodo de incubagdo em plantaga@zedo tipo selvagem foi
aumentado em 6 h pelo suprimento de Si e que a dap@ata curva do progresso
da doenga, o tamanho final da leséo e a taxa de expdadaséo foram reduzidos
em 65, 75 e 33%, respectivamente. Os autores cantiujue a concentracao

reduzida de Si no tecido foliar das plantas do mutantefoi afetada, diminuindo a
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resisténcia a mancha parda e sugeriram que uma cag@ntminima de Si é
necessaria para que a resisténcia ocorra. No prestatio, € plausivel sugerir que a
reducédo da expanséo das lesdes nas plantas supmid&i possa ter ocorrido pela
maior deposicao de Si nos tecidos foliares.

A extensdo dos danos celulares em resposta a infpogdoatogenos pode
ser estimada pela concentracdo de MDA, a qual sereredos produtos da
peroxidacdo dos lipideos da membrana plasmatica (Matdal, 2008). E bem
conhecido que a peroxidagdo de lipideos na membrkasndtica causada por
espécies reativas de oxigénio ocorre devido a estresgamdos nas células (Iturbe-
Ormaetxeet al, 1998; Fu & Huang, 2001), tais como danos causaddqgxinas
inespecificas produzidas pM. oryzae No entanto, sabe-se que o Si tem efeitos
positivos sobre a protecdo celular, especialmente lamtags sob estresse salino
(Datnoff et al, 2007). Lianget al (2005) demostraram que o Si teve efeito sobre a
atividade da enzima ATPase em plantas submetidas a estresse salino, sagerind
gue, de algum modo, esse elemento afete a estruarategridade da membrana
plasmética (Lianget al, 2005). Com efeito, o Si também aumentou a estabdidad
dos lipideos na membrana plasmatica em plantas de aubmnetidas a salinidade e
temperaturas elevadas (Agaeal, 1998). Dallagnoét al (2011) verificaram que
em plantas de arroz supridas com Si e infectadaBipotaris oryzaehouve reducéo
na peroxidagdo lipidica, diminuindo, assim, a conegdw de MDA e
consequentemente, ocasionando menores danos aoss témlidoes. No presente
estudo, a reducdo na expansdo das lesfes esta assocradaima menor
concentracdo de MDA. Nas plantas ndo supridas conel®ados niveis da

peroxidacao lipidica indicam aumento na concentragdbldA, evidenciando que
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houve aumento na permeabilidade da membrana nas fdéisaplantas de arroz em
funcdo do maior tamanho das lesées.

Maiores concentracdes de CFST e de DLATG nas pla@asroz supridas
com Si foram importantes para a resisténcia a escalladiém disso, pode ser
postulado que altera¢cdes na diversidade e na cong@mttee compostos fendlicos
pés-infeccdo, possivelmente modulados por Si, contribufrara a resisténcia das
plantas de arroz a infeccdo pdr oryzae Alguns estudos relatam que o suprimento
de Si pode afetar a producdo de compostos fendlicoplentas infectadas por
patégenos (Carveet al, 1998, Rodriguest al, 2005; Dallagnolet al, 2011;
Fortunatoet al, 2012). Compostos fendlicos e precursores de ligiénaostram ser
toxicos a patdgenos conRRuccinia reconditad. sp. tritici em trigo ePyricularia
griseaem arroz (Rodriguest al, 2003; Southerton & Deverall, 1990) devido a sua
interacdo com lipidios e fosfolipidios presentes nagdes das células fungicas
(Weete, 1980). A lignina é ligada covalentemente a leniagses e a
polissacarideos, conferindo resisténcia mecanicaegpaelular do hospedeiro, que,
por sua vez, afeta a difusdo de enzimas liticas e torBm@®specificas produzidas
pelo patégeno durante a colonizacdo dos tecidos @haket al, 2001). Dallagnol
et al (2011) demonstraram que a concentracdo de DLAT(plamtas de arroz
supridas com Si esteve associada com o aumento ide&me& & mancha parda.
Polancoet al (2012) relataram que a concentragdo de CFST ndmportante para
a resisténcia de plantas de feijoeiro a infeccdoQmiletotrichum lindemuthianum
ao contrario da concentracdo de DLATG. Os autoostufaram que a reducdo na
concentracdo de CFST esteve relacionada com o aumentpraducdo de

precursores de lignina, determinado como DLATG, sevglprodutos finais da via
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dos fenilpropandides, o que o0s tornam mais importantes @aresisténcia do
feijoeiro a infecgdo po€. lindemuthianum

A polimerizacdo de compostos fendlicos que contribua gpaaumento da
lignificacdo do tecido foliar envolve a participagdo dawimas PFO e POX
(Grisebach, 1981). A POX desempenha um papel imgertemresposta de defesa
do hospedeiro através da producdo d®,Ha fim de impedir o crescimento de
fitopatdgenos e contribui para a lignificacdo da pameglular ou para o aumento de
ligacdes cruzadas com proteinas presentes na parets ¢€hittooret al, 1999;
Torreset al, 2006). Aumentos na atividade da POX durante interggad&gjeno-
hospedeiro estdo intimamente associados com umaporegdo progressiva de
compostos fendlicos na parede celular (Fénlal, 1991). No entanto, no presente
estudo, os aumentos nas atividades da POX e da PFO fespunsivos ao
suprimento de Si as plantas de arroz infectadadvparryzae Coincidentemente,
Dallagnolet al (2011) encontraram aumentos na atividade da POX antagl de
arroz supridas com Si e inoculadas cBipolaris oryzae Rodrigueset al (2005)
relataram aumento no nimero de transcritos do gexem plantas de arroz durante
a infeccdo poiPyricularia grisea o que resultou em aumento na concentracdo de
DLATG. As atividades da POX e da PFO aumentaram enegaie bananeira
supridas com Si e infectadas geusarium oxysporuni. sp. cubenseFortunatoet
al., 2012). De acordo com Soaresal (2004), a atividade da PFO aumentou em
reposta a infecgdo pdCurtobacterium flaccumfaciene um de seus principais
papéis parece ser o de promover protecdo as ceébassfolhas de feijoeiro,
aumentando a resisténcia a doenca, provavelmentexmar compostos fendélicos

em quinonas, as quais sdo muito mais toxicas aos pagge
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A QUI e a GLU catalisam a hidrolise de carboidratos uiéng e des-1,3-
glucana, respectivamente, degradando parcialmerdeedecelular de varios fungos
com a liberacdo de oligossacarideos e, assim, proovespostas de defesa do
hospedeiro (Keen & Yoshikawa, 1983, Bol&ral, 1983). Estas enzimas inibem o
crescimento da maioria dos fungos fitopatogénicos (Mlaetc al, 1988). As
atividades da QUI e da GLU foram maiores nas foltessplantas ndo supridas com
Si e nado tiveram participagdo efetiva na resisténcidraom escaldadura. Em
contraste com os resultados obtidos no presente eddallagnol et al (2011)
encontraram aumento na atividade da QUI em plantasrde supridas com Si e
inoculadas conBipolaris oryzaeem relagdo as plantas ndo inoculadas. Xavier Filha
et al (2011) também verificaram maior atividade da QUI emntals de trigo
supridas com Si e infectadas pyricularia grisea confirmando a importancia do Si
na maior atividade dessa enzima na resisténcia ari®us

A atividade da FAL foi maior nas plantas supridas comin8icando a
importancia da rota dos fenilpropandides na resist&wiarroz a infeccdo pavl.
oryzae especialmente quando considerando as alteragéasmnantragcdo de CFST
pés-infeccdo, possivelmente modulada por Si, resultacdesequentemente, na
maior concentragcdo de DLATG.

A atividade da LOX foi maior nos tecidos foliares qdentas supridas com
Si, contribuindo para a resisténcia a escaldaduréntAse de alguns compostos com
funcdes de sinalizacdo e de atividade antimicrobiansmhados na defesa do
hospedeiro contra agentes patogénicos tém sidoaesta com a atividade da LOX
(Creelman & Mullet, 1997). De acordo com Creft al (1993), um composto
derivado de LOX mostrou atividade anti-microbiana coRsaudomonas syringae

pv. phaseolicolaem plantas de feijoeiro devido a maior expressao et lpx.
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Polancoet al (2012) encontraram aumento na atividade da LOX emtgslate
feijoeiro supridas com Si e infectadas p@olletotrichum lindemuthianumem
relacdo as plantas ndo supridas com esse elememen@&ando o efeito do Si na
maior atividade desta enzima e na resisténcia a anteacnos

Os resultados obtidos neste estudo confirmam os ressltidoutros estudos
descritos na literatura sobre o efeito do fornecimdet&i em aumentar a resisténcia
do arroz a patdgenos foliares. Para a interacaooa-skr oryzage o Si mostrou ser
importate em restringir a expansao das lesbes, amongsnpo em que, propiciou
aumentos nas concentracdes de compostos fendlicosiraligém de promover
uma a maior atividade de POX, PFO, FAL e LOX em unméde onde a destrui¢cdo

de tecidos foliares paW. oryzaefoi minima.
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FIGURAS
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Figura 1. Concentracéo foliar de silicio (Si) em plan@amoz ndo inoculadas (NI)

e inoculadas (I) corMicrodochium oryzae crescidas em soluc¢ao nutritiva contendo
0 (-Si) ou 2 (+Si) mmol tt de Si. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de
asterisco (*) sao significativamente diferentes pelo tésé® nivel de 5% de
probabilidade. Erro padrao da média esta representadmda barra.

(n=6)
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Figura 2. Expanséo de lesdes (EL) da escaldaduréokas de plantas de arroz
supridas (+Si) ou ndo supridas (-Si) com silicio (Sjoeuladas conMicrodochium
oryzae.Médias dos tratamentos -Si e +Si para cada épocaatiac@o seguidas de
asterisco (*) séo significativamente diferentes pelo tést® nivel de 5% de
probabilidade. Barras em cada ponto representam padréo da média.

(n=6)
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Figura 3. Concentragdo de aldeido malénico (MDA) @@mpostos fendlicos
soluveis totais (CFST) (b) e derivados da lignina-atinglicolico (DLATG) (c) em
folhas de plantas de arroz supridas (+Si) ou ndo daif-Si) com silicio (Si) e
inoculadas conMicrodochium oryzaeMédias dos tratamentos -Si e +Si para cada
época de avaliacdo seguidas de asterisco (*) saticgmamente diferentes pelo
testet ao nivel de 5% de probabilidade. Barras em cadéop@presentam o erro
padrdo da média. MF = matéria fresca.

(n=6)
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Figura 4. Atividades de polifenoloxidases (PFO) (agroxidases (POX) (b),
quitinases (QUI) (c)p-1,3-glucanases (GLU) (d), fenilalanina amonia-liases_fF
(e) e lipoxigenases (LOX) (f) em folhas de plantasadez supridas (+Si) ou néo
supridas (-Si) com silicio (Si) e inoculadas cMitrodochium oryzaeMédias dos
tratamentos -Si e +Si para cada época de avaliagdo aegiledasterisco (*) sédo
significativamente diferentes pelo tes#o nivel de 5% de probabilidade. Barras em
cada ponto representam o erro padrao da média.

(n=6)
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CONCLUSOES GERAIS

1) A fluorescéncia de imagem da clorofi mostrou-se uma importante
ferramenta a ser utilizada em estudos de desempenhssifidético em plantas
infectadas por patdgenos. A utilizagdo da energia mapaaressos fotossintéticos e
a capacidade de dissipacéo do excesso de energiaquanaria fotossintética foi
comprometida durante a infecgéo picrodochium oryzaereduzindo o rendimento
fotoquimico e induzindo a inibicdo do aparato fotossouébhas areas lesionadas,
evidenciando que a infeccdo tinha efeito local sa@brfetossintese. Redug¢des na
fotossintese durante a infeccdo pdr oryzae esteve associada a redugdes na
concentracao de pigmentos, o que limitou a absor¢éadiEcao fotossinteticamente
ativa.

2) O sistema antioxidativo das plantas infectadas Moioryzaefuncionou a
taxas aumentadas na tentativa de impedir a acumulsgdspkcies reativas de
oXxigénio que por ventura acabou por ndo remover,ef@éncia, o excesso de6,
resultando em danos oxidativos.

3) Na presenca de Si, a atividade fotossintética ecé&mefia de utilizacdo da
energia luminosa e sua conversdo em energia quimieanf potencializados,
independente da inoculacdo cdm oryzae, evidenciando que o Si € um elemento
importante na melhora do rendimento fotossintético emtadade arroz infectadas
por M. oryzae

4) A potencializacdo da defesa das plantas de arroz comesaealdadura pelo Si
esteve associada com aumentos nas concentragfes @mstmsnfendlicos e

derivados de lignina-acido tioglicélico, além de umaomatividade das enzimas
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peroxidades, polifenoloxidades, fenilalanina amonia diasdipoxigenases em um

cenério onde a destruigdo de tecidos foliaredvharyzaefoi minima.



