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RESUMO GERAL
A mancha parda, causada pelo fungo Bipolaris oryzae, é uma das doencgas de maior importancia

na cultura do arroz. O objetivo desse estudo foi verificar o possivel efeito do Mg nos pardmetros
de trocas gasosas e na resisténcia, a nivel bioquimico, de plantas de arroz infectadas por B.
oryzae. Plantas de arroz (cv. Metica-1) foram crescidas em solucéo nutritiva contendo 0,25; 0,5,
1,0, 2 e 4 mM de Mg. Aos 35 dias ap6s semeadura, as plantas foram inoculadas com uma
suspensdo contendo 1 x 10* conidios de B. oryzae mL™. Foram avaliados o periodo de incubacio
(P1), o nimero de lesdes (NL) por cm? de érea foliar, a severidade e a concentracéo foliar de Mg.
Os dados de severidade foram usados para calcular a area abaixo da curva do progresso da manch
parda (AACPMP). Além disso, para as analises bioquimicas e fotossitética foram utilizadas
somente trés niveis baixo intermediario e alto correspondendo as dooses 0,25; 2,5 e 4 mM de Mg,
e forarm avaliado a concentragdo de aldeido malénico (MDA), a atividade das enzimas
peroxidases (POX), polifenoloxidases (PFO), quitinases (QUI) e f-1,3-glucanases (GLU) e
fenilalanina amdnia-liases (FAL), alem da concentracdo de pigmentos fotossintéticos, clorofila a
(Cly), clorofila b (Cl,) e carotendides (Car) e os parametros relacionados com as trocas gasosas
(taxa de assimilacdo liquida de CO; (Amax), condutancia estomatica (gs), concentragdo interna de
CO;, (Ci) e a razdo entre a concentracdo interna e ambiente de CO, (Ci/Ca)). A concentracdo de
Mg nos tecidos aumentou com o acréscimo da dose. Os resultados obtidos nesse estudo permitem
concluir que a magnitude no controle da mancha parda do arroz pelo Mg, avaliada por meio de
alguns componentes de resisténcia, foi dependente da concentracéo desse elemento na folha.Hove
um na aumento da atividade de algumas enzimas, mais ndo tendo uma diferenca expressiva entre
as doses empregadas.Houve diferenca entre a concentracdo de Cl, entre as doses empregadas e
inculadas ou ndo com o fungo B.oryzae, nos demais Cly, Cltotal e Car ndo houve uma diferenca
expressiva entre as doses empregadas e também em relacdo as inoculadas ou ndo obeservou a
mesma tendéncia.Houve diferenca entre as plantas sadias e inoculadas parametros Amax, s, Ci e
Ci/C,, mais em relacdo as doses empregadas ndo houve diferenca significativa, mesmo com a

concentracdo tendo aumentado nos tecido.

Palavras-chave: Bipolaris oryzae, doses de Mg, enzimas de defesa, fotossintes



GENERAL ABSTRACT
Brown spot, caused by the fungus Bipolaris oryzae, is one of the most important diseases in rice.

The aim of this study was to test the possible effect of Mg in the gas exchange parameters and the
resistance, at the biochemical level, of rice plants infected by B. oryzae. Rice plants (cv. Metica-
1) were grown in nutrient solution containing 0.25, 2.5, and 4 mM Mg. At 35 days after sowing,
plants were inoculated with a suspension containing 1 x 10* conidia of B. oryzae mL™. It was
evaluated the incubation period (IP), the number of lesions (NL) per cm? of leaf area, disease
severity, and the foliar concentration of Mg. Data from severity was used to calculate the area
under the curve of brown spot progress (AUBSPC). In addition, it was evaluated the
concentration of malonic aldehyde (MDA), the activity of the enzyme peroxidases (POX),
polyphenoloxidases (PPO), chitinases (CHI), p-1,3-glucanases (GLU), and phenylalanine
ammonia-lyases (PAL ), and the concentration of photosynthetic pigments, chlorophyll a (Cl,),
chlorophyll b (Cly), and carotenoids (Car) and the parameters related to gas exchange (rate of net
CO2 assimilation (Amax), sStomatal conductance (gs), internal CO, concentration (C;), and the ratio
between internal and ambient concentration of CO; (Ci/C,)). Moreover, for biochemical analyzes
and were used only three fotossitética lowlevels corresponding to the intermediate and high
dooses 0.25, 2.5 and 4 mM Mg, and forarm evaluated the concentration of malondialdehyde
(MDA), the enzyme activity peroxidase (POX), polyphenol oxidase (PPO), chitinase (CHI) and
B-1 ,3-glucanase (GLU) and phenylalanine ammonia lyase (PAL), and the concentration of
photosynthetic pigments, chlorophyll a (Cly), chlorophyll b (Cly)and carotenoids (Cs) and the
parameters related to gas exchange (rate of net CO, assimilation (Amax), Stomatal conductance
(9s), intercellular CO, concentration (C;) and the ratio of internal concentration and ambient
CO4(C;/Cy)). The Mg content in tissues increased with increasing dose. The results of this study
indicate that the magnitude in the control of brown spot of rice by Mg, evaluated by means of
some components of resistance was dependent on the concentration of this element in leave.
There was an increase in the activity of some enzymes, no more having a significant difference
between doses employed. There was difference between the concentration of CL, between
dosage and inculadas or not with the fungus B.oryzae in other Cly, Clioa; and C,r and there was no
significant difference among the doses and in relationship or not those inoculated same trend.
However, the same difference between healthy plants and inoculated parameters Amax, gs, Ci and
Ci /C,, more than in the doses used there was no significant difference, even with their sing

concentration in the tissue.



Keywords: Bipolaris oryzae, doses of Mg, defense enzymes, fotossintese



Capitulo 1
e —————————————————
.|

Introducéo Geral



1. INTRODUCAO GERAL
1.1. A importancia da cultura do arroz

O arroz (Oryza sativa L.) é um dos cereais de maior valor social devido seu produto ser
de importancia para a seguranca alimentar, geracdo de renda e estabilidade politica dos
paises produtores. O arroz é responsavel por cerca de 70% do consumo diario de alimento
pela populagdo mundial . Em diversos paises, o arroz supre, aproximadamente, 27% da
energia e 20% das proteinas diarias necessarias a populacdo, além de ser fonte de véarias
vitaminas (BARATA; PEROZZI, 2004). O consumo mundial de arroz de 314,23 milhdes de
toneladas em 1985 atingiu um total de 434,12 milhGes de toneladas em 2009, mostrando um
expressivo crescimento de 38,1% nesse periodo (VIEIRA, 2010). O continente Asiatico é o
maior consumidor desse grdao, com 79 kg/habitante/ano, seguido pela América do Sul, com
30 kg/habitante/ano, o Africano com 19 kg/habitante/ano, Ameérica Central e Caribe
juntamente com a Oceania com 17 kg/habitante/ano e finalmente a Europa com 4
kg/habitante/ano (VIEIRA, 2010).

No Brasil, 0 arroz é um dos principais cereais produzidos. Na safra 2010/2011, a cultura
ocupou uma area de aproximadamente trés milhdes de hectares, atingindo uma producéo de
12,7 milhdes de toneladas, tendo um aumento de 8,3% em relacdo a safra de 2009/2010 com
produtividade média inferior 4.300 kg por hectare (CONAB, 2011). Essa produtividade esta
muito abaixo do potencial genético das cultivares de arroz usado atualmente, com producao
na ordem de 11 toneladas por ha (CONAB, 2011).

Todos os Estados do Nordeste sdo produtores de arroz. No entanto, dados divulgados
pelo IBGE, através da Producéo Agricola Municipal (PAM) 2008, demonstram que mais de
3/4 da producdo regional provém do Oeste de seu territdrio, particularmente da regido de
cerrados, sendo o Maranhdo (58,9%) e o Piaui (19,3%) os dois principais Estados
produtores. Ceara (8,4%) e Sergipe (5,0%), apesar de terem participacfes menores, também
possuem areas com producao expressiva de arroz.

A producéo de arroz no Nordeste é relativamente distribuida, tendo o IBGE registrado a
sua presenca em 708 (39,5%) dos 1.793 municipios da regido em 2008. Registra-se,
contudo, que 90% da producdo é obtida em apenas 221 municipios. Além disso, os dez
principais municipios produtores de arroz somam 15,4%, dos quais 5 estdo localizados no
Maranhdo e 3 no Piaui. Dessa lista, destaca-se a participacdo de Cabrobd, responsavel por
67,1% da producdo de arroz de Pernambuco, e de Propria, responsavel por cerca de 30% da

producdo sergipana de arroz.
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Em 2008, segundo o IBGE, o valor da producéo de arroz no Nordeste foi de R$ 832,4
milhdes, que corresponde a 11,9% do Valor da Producéo desta atividade no Brasil. Em 2008,
para uma area colhida de 688.145 ha, obteve-se a producdo de 1,16 milh&o de toneladas, o

que equivale a produtividade média de 1,69 toneladas/ha.

1.2. A mancha parda do arroz
A mancha parda, causada pelo fungo Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker, é

uma das doencas de maior importancia na cultura do arroz e estd amplamente distribuida nas
regides orizicolas do mundo, sendo particularmente importante nas regides tropicais (OU,
1972). Em termos de perdas, a doenca carrega o estigma de ter causado a famosa “fome de
Bengala” em 1942 (LEE, 1992). Embora a mancha parda tenha expressado seu potencial
destrutivo naquela ocasido, as perdas atribuidas a essa doenca ndo sdo tdo drasticas, pois
estdo em funcdo da suscetibilidade das cultivares de arroz utilizadas e pela ocorréncia de
condicbes ambientais favoraveis ao progresso da doenca (OU, 1985). A importancia da
mancha parda tem sido subestimada pelo fato de ser frequentemente confundida com a
brusone.

Os danos associados pela mancha parda sdo decorrentes da infeccdo do fungo nos graos,
da reducdo na germinacdo das sementes, da morte de plantulas originadas de sementes
infectadas e da destruicao de area foliar (OU, 1985). Reducao da ordem de 30% na producéo
de gréos ja foi relatada para as condi¢des do norte do Brasil. A mancha parda normalmente
ocorre em arroz cultivado em condicdes de sequeiro ou irrigado (IRGA, 2003).

Os sintomas da mancha parda sdo encontrados nas folhas e nos gréos, embora possam
ser observados também no coleoptilo, nas ramificacbes da panicula e na bainha (OU, 1985).
As lesBes sdo inicialmente pequenas, circulares, de coloracdo marrom-escura ou marrom-
purpura evoluindo para formato ovalado com coloracdo marrom-claro, halo amarelo-claro e
com um centro cinza, onde podem ser encontrados os conidios de B. oryzae (NYVALL,
1989; LEE, 1992; RIBEIRO; SPERANDIO, 1998). Nos graos, as manchas sdo de coloragdo
marrom-escuro ou marrom-avermelhado, cobrindo parcial ou totalmente a superficie dos
grdos. Os graos, sob condicdes de alta umidade relativa, podem adquirir aparéncia aveludada
devido a producdo de conidios. Nos grdos severamente atacados, a remoc¢do das glumas
permite observar o escurecimento do endosperma (OU, 1985). O gessamento acarreta a
quebra dos grdos durante o beneficiamento, diminuindo, assim, o rendimento de graos
inteiros (LEE, 1992). O coledptilo originado de semente infectada por B. oryzae apresenta

pequenas manchas de coloracdo marrom-avermelhada ou estrias e pode ndo desenvolver.
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Nas plantulas, o fungo produz lesdes pequenas, circulares, marrons, que podem circundar o
coledptilo e causar contor¢do das folhas priméria e secundaria (NYVALL, 1989; LEE,
1992).

A sobrevivéncia de B. oryzae pode ocorrer nos restos culturais, sementes infectadas ou
infestadas por até quatro anos e também em varias espécies de plantas hospedeiras (OU,
1985; LEE, 1992). Embora a disseminacdo do patdgeno ocorra por restos culturais e pelo
vento, a forma mais eficiente é a semente contaminada (OU, 1985). Durante a germinagéo
das sementes, o micélio de B. oryzae, dormente no seu interior, causa lesbes que se
desenvolvem nas raizes e no coledptilo (NYVALL, 1989). Os niveis de transmissdo de B.
oryzae para o coledptilo e plumula podem ser de até 80% causando a morte das plantulas
(TOLEDO et al., 2006). Dessas lesbes ou a partir do inoculo transportado pelo vento,
ocorrem as lesdes foliares e, posteriormente, a infec¢do dos grdos (OU, 1985).

A mancha parda ocorre com maior frequéncia em plantas cultivadas em solos com
excesso ou deficiéncia de nitrogénio (FARIA; PRABHU, 1983; LEE, 1992), de potassio e
manganés (KAUR; PADMANABHAN, 1974), de magnésio, silicio, ferro e calcio (LEE,
1992). As plantas de arroz séo suscetiveis a infeccdo em todos os estadios de
desenvolvimento (SHERF et al., 1947). A infec¢do por B. oryzae ocorre em condi¢cfes de
temperatura de 16 a 36 °C, com 6timo a 25 °C (SHERF et al., 1947; PERCICH et al., 1997).
Fatores climaticos como chuvas intensas, alta umidade relativa, periodos prolongados de
nebulosidade e temperaturas amenas durante os estadios de florescimento e enchimento de
grdos foram correlacionados com epidemias severas da mancha parda (LEE, 1992). Periodos
de molhamento prolongados tendem a aumentar o nimero de lesdes da mancha parda por
unidade de area foliar (PERCICH et al., 1997).

A germinacéo dos conidios de B. oryzae é observada a partir de oito horas apds serem
depositados na superficie foliar de plantas de arroz (TULLIS, 1935; OU, 1985). A
penetracdo direta € mais frequente do que pelos estbmatos e ocorre sem a formacdo de
apressorio (OU, 1985). Nas células infectadas pelo fungo, os cloroplastos entram em
degradacdo seguida de colapso celular (LEE, 1992). Os sintomas da mancha parda surgem
18 horas apds a inoculacao das plantas com B. oryzae (TULLIS, 1935).

A utilizacdo de medidas de controle culturais como a rotacdo de culturas e a eliminacédo
de plantas hospedeiras tém efeito negativo sobre os principais patogenos foliares. No
entanto, para B. oryzae esta medida tem pouco efeito pratico devido a ampla gama de
hospedeiros alternativos, sendo conhecidas mais de 20 espécies de plantas hospedeiras
(NELSON,; KLINE, 1961).
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O controle quimico tem apresentado resultados satisfatorios para a maioria das
doencas foliares do arroz, porém ha problemas ambientais e econdmicos decorrentes da
aplicacdo de pesticidas, que se maximizam quando se consideram a extensdo das areas com
cultivo irrigado por inundacdo. Nesse contexto, a potencializagdo das defesas bioquimicas da
planta mostra-se como alternativa para reduzir os danos causados pelos patdgenos sem

agressdo ao meio ambiente.

1.3. A nutricdo mineral das plantas, com énfase no magnésio (Mg), e a eficiéncia
fotossintética de plantas infectadas por patégenos

A nutricdo mineral € um dos fatores ambientais que mais influencia a resisténcia ou a
suscetibilidade das plantas as doencas (HUBER; GRAHAM, 1999). Por outro lado, 0s
patdégenos também podem influenciar a absorcéo dos nutrientes pelas plantas. As causas € 0s
efeitos, contudo, sdo bastante complexos variando conforme o fertilizante ou o nutriente e
também de acordo com a interacdo planta-patogeno (POZZA et al., 2004; AMTMANN et
al., 2008). Os nutrientes minerais atuam de forma muito variada na resposta das plantas ao
ataque de patdgenos, pois muitos nutrientes sdo co-fatores enzimaticos, ativadores,
inibidores e moduladores de varios processos metabolicos. Adicionalmente, a nutricao
mineral contribui com a composic¢do da organizagdo estrutural, ou seja, com a anatomia dos
orgaos da planta do que por um efeito secundario auxiliando na resisténcia da planta as
doencas (HUBER; GRAHAM, 1999).

Associa-se muito a intensidade da mancha parda do arroz a condicédo fisiologica da
planta, a qual é totalmente dependente de seu estado nutricional (OU, 1985). No Japéo,
plantas crescidas em solos arenosos, turfosos e com baixos teores de nutrientes foram mais
suscetiveis a mancha parda, que é comum em solos distroficos e isso muitas vezes dificulta a
separacdo da verdadeira causa da perda em produtividade, seja pela doenca ou pela
deficiéncia nutricional (OU, 1985). (TAKAHASHI, 1967) observou que a deficiéncia de Si,
K, Mn e Mg favoreceu a ocorréncia da mancha parda nas plantas de arroz e que a aplicacao
de escorias de siderurgia contendo Si, Ca, Mg e Mn foi eficiente em reduzir os sintomas da
doenca. (ZANAO JUNIOR et al., 2009) observaram aumento da resisténcia do arroz a
mancha parda com a aplicacdo de Si do que pelo Mn. (OU, 1985) e (BABA et al., 1953)
reportaram que a deficiéncia de Si e K e tanto a deficiéncia quanto o excesso de N aumentam
a severidade da mancha parda.

A funcdo do Mg na planta esta relacionada com a sua capacidade para interagir com

ligantes ndcleofilicos (ex. grupos fosforil) através de ligagdes ibnicas e atuar como um
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elemento de ligacéo e ou formar complexos de diferente estabilidade (ORIT SHAUL, 2002).
O Mg forma um composto terndrio com enzimas na qual a ligagdo de cations é necessaria
para estabelecer uma geometria precisa entre enzima e substrato como, por exemplo, a RuBP
carboxilase (HERMANS et al., 2005). Uma grande proporcdo do Mg total estd envolvido na
regulacdo do pH celular e no balango cation-anion. Nas folhas, a principal funcdo do Mg é
certamente como atomo central da molécula da clorofila. Dependendo da concentracdo de
Mg na planta, cerca de 6 a 25% do Mg total esté ligado as moléculas de clorofila, de 5 a 10%
do Mg total nas folhas esta firmemente ligados a pectatos na parede celular ou precipitados
como sal soltvel no vacuolo (como fosfato) e o restante 60 a 90% ¢é extraivel em &gua
(TAIZ, L.; ZEIGER, E., 2004). Na maioria dos casos, o crescimento das plantas é reduzido e
0s sintomas visuais de deficiéncia de Mg ocorrem quando a proporgdo desse macronutriente
na clorofila excede de 20 a 25%. A semelhanca do fosforo inorganico (Pi), o principal local
de armazenamento do Mg é o vacutolo, que tem grande importancia na homeostase do "pool™
metabolico e também no balango cation-anion e regulacédo do turgor das células (TAIZ, L.;
ZEIGER, E., 2004).

A insercdo do Mg dentro da estrutura porfirinica como o primeiro passo da
biossintese de clorofila é caracterizada pela quelatase do magnésio, a qual necessita de ATP
e Mg. A quebra da clorofila requer duas enzimas, as quais sdo a dequelatase do Mg que
produz feofitina e a clorofilase para defitilacdo da porfirina. O Mg tem uma funcgéo essencial
como um elemento de ligacdo para a agregacao das subunidades do ribossomo, processo este
necessario para a sintese de proteina, atividade da RNA polimerase e formacdo do RNA do
nacleo (ORIT SHAUL, 2002). Nas células da folha, no minimo 25% da proteina total esta
localizada nos cloroplastos, explicando porque a deficiéncia de Mg pode afetar o tamanho, a
estrutura e a funcdo dos cloroplastos, incluindo o processo de transferéncia de elétrons no
fotossistema II.

Em plantas deficientes em magnésio, a redistribuicdo das folhas velhas para as novas
é aumentada e o sintoma de deficiéncia aparece nas folhas, indicando aumento na taxa de
degradacdo de proteina, incluindo proteinas estruturais dos tilacdides (CAKMAK, YASICI,
2010). O enfraquecimento na exportacdo de fotoassimilados € outro fator conduzindo ao
aumento na degradacdo da clorofila em folhas deficientes em Mg.

Vérias enzimas e inUmeras reacfes enzimaticas requerem o Mg como co-fator. A
maioria das rea¢fes dependentes de Mg podem ser categorizadas pelo tipo de rea¢do como a
transferéncia de fosfato (ex. fosfatases e ATPases) ou de grupos carboxil (ex. carboxilases)

(HERMANS et al., 2005). Nestas reac6es, o0 Mg é preferencialmente ligado ao nitrogénio e
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grupos fosforil como é o caso do ATP. O substrato para as ATPases, bem como para as
PPiases inorgénicas é o Mg-ATP mais do que o ATP livre (ORIT SHAUL, 2002). Este
complexo pode ser usado pelo sitio ativo das ATPases para a transferéncia do grupo fosforil
de alta energia (ex. ATPase liga @ membrana). Em células meristematicas de raizes com
suficiente teor de Mg, cerca de 90% de ATP citoplasmatico é complexado ao Mg. A sintese
de ATP tem um requerimento absoluto pelo Mg como um componente de ligagdo entre o
ADP e a enzima. A sintese de ATP em cloroplastos isolados (fotofosforilagcdo) é aumentada
consideravelmente pelo suprimento extremo de Mg. Outra reacdo celular que necessita do
Mg é a modulagdo da RuBP carboxilase (ribulose 1,5 bisfosfato oxidase/carboxilase -
Rubisco) no estroma do cloroplasto. A atividade dessa enzima €é altamente dependente de
Mg e do pH celular. O Mg ligando-se a essa enzima aumenta sua afinidade pelo substrato
(CO,) e a taxa de nova sintese da enzima (ORIT SHAUL, 2002). Nos cloroplastos, a atuacao
da RuBP carboxilase esta relacionado ao incremento do pH e da concentragdo de Mg no
estroma. Durante a iluminacgdo, os H* sdo bombeados do estroma para dentro do limen do
tilacdide criando um gradiente de H* no estroma requerido para a sintese de ATP. Este
transporte de H* é contrabalancado pelo Mg do limen para o estroma tornando-o mais
alcalino. AlteracGes no pH e na concentracdo de Mg é suficiente para aumentar a atividade
da rubisco e de outras enzimas do estroma que dependem da concentracdo de Mg e do pH
acima de 6 (WU, W. H.; BERKOWITZ, G. A, 1992b)

Caracteristicas fotossintéticas tais como as trocas gasosas e 0S parametros da
fluorescéncia da clorofila a tem sido considerados indicadores eficientes do comportamento
do aparato fotossintético quando as plantas sdo submetidas ao ataque por patdgenos
(BAKER,; ROSENQUVIST, 2004; BERGER et al., 2007). Plantas infectadas por fungos,
bactérias e virus usualmente exibem reducdo na taxa fotossintética (HERMANS et al.,
2005). Anormalidades na forma e funcao dos cloroplastos nos tecidos doentes normalmente
estdo associados com a diminuicdo na fosforilacdo fotossintética (BERGHAUS et al., 1985),
reacOes fotogquimicas (MATHRE, 1968) e assimilacdo do dioxido de carbono (LOPES,;
BERGER, 2001). Essas mudancas sdo frequentemente associadas com redugdes na
concentracdo de clorofila (BERGHAUS et al., 1985), na diminuicdo na conduténcia do
mesofilo, na reducdo na atividade da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase (MEYER et al.,
2001) e também no aumento na concentracdo de sacarideos nas folhas (LIVNE et al., 1966).
A reducdo na fotossintese é aparentemente relacionada com a relacdo tréfica na interacao
patdgeno-hospedeiro (LEE, 1992). O impacto da infeccdo por patdgenos fungicos na

fotossintese estd associado com a fase necrotrofica deses, onde ndo ocorre inibicdo na
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assimilacdo liquida do CO, nos tecidos necrosados, mas ocorre diminui¢cdo na atividade
fotossintética da area verde que se encontra envolta do sitio de infeccdo, fechamento dos
estdmatos, reducdo da transpiracéo e na atividade da rubisco (MEYER et al., 2001).

1.4. Inducéo de resisténcia e mecanismos de defesa em plantas
A inducdo de resisténcia em plantas contra fitopatdgenos representa um método

alternativo no controle de doencas, a qual ativa os mecanismos de defesa latentes na planta.
A defesa induzida envolve um sistema de vigilancia da planta hospedeira, que reconhece de
alguma forma o contato estabelecido com o patégeno, seguido pela 28 transducdo de sinais,
alertando sobre a presenca do mesmo, e por fim, envolve a expressao de genes relacionados
a defesa (LAMB et al., 1989).

A resisténcia de um hospedeiro, dentro do contexto da fisiologia do parasitismo, pode
ser definida como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a subseqiiente
atividade de um patdgeno em seus tecidos. Cada interacdo hospedeiro-patégeno pode ser
encarada como uma luta entre dois organismos pela sobrevivéncia. As plantas podem se
defender dos agentes fitopatogénicos passiva ou ativamente. Os fatores de resisténcia pre-
formados incluem aqueles ja presentes nas plantas antes do contato com os patdgenos. No
caso dos pos-formados, estes se mostram ausentes ou presentes em baixos niveis antes da
infeccdo, sendo produzidos ou ativados em resposta a presenca dos patégenos. Dentre esses
fatores estdo as respostas bioquimicas que ocorrem nas células do hospedeiro produzindo
substancias que se mostram toxicas ao patdégeno ou criando condicdes adversas para 0
crescimento do mesmo no interior da planta (PASCHOLATI; LEITE, 1995).

Diversos mecanismos podem ser ativados durante o fendmeno de inducgéo de resisténcia
(CAVALCANTI et al., 2005). A comparacdo dos niveis de sintese de proteinas entre tecidos
infectados e sadios revela que os tecidos infectados sofrem aumento consideravel desta
atividade. A planta procura ativar todas as rotas de defesa para evitar o estabelecimento de
relacdes parasitarias e o patégeno tenta anular o efeito inibitorio gerado (GOMEZ-GOMEZ,
2004). Enzimas envolvidas na respiracdo, enzima envolvidas com a fotossintese e enzimas
relacionadas com o metabolismo de fenilpropandides exibem aumentos na atividade em
tecidos infectados e tém sido sistematicamente correlacionadas com a ativacdo de
mecanismos de reparo dos tecidos infectados e/ou injuriados (LEITE; PASCHOLATI,
1995).
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Peroxidases (POXs) sdo proteinas de aproximadamente 50 kDa, que estdo presentes
como multiplas isoenzimas em tecidos vegetais (JEBARA et al., 2005). Estdo associadas
com processos fisioldgicos e bioquimicos como crescimento, formacao

celular, desenvolvimento de frutos, biossintese de etileno e resposta a varios estresses
(MATAMOROS et al., 2003). Elas participam de processos ligados a parede celular, tais
como oxidacdo de fendis e lignificacdo de células vegetais hospedeiras durante a reacdo de
defesa contra agentes patogénicos (DATTA; MUTHUKRISHNAN, 1999).

As quitinases (CHI) catalisam a hidrélise da quitina (polimero de N-acetilglucosamina).
Nenhum substrato para este grupo de enzimas tem sido identificado em plantas, entretanto,
quitina € um componente da parede celular de fungos e exoesqueletos de artropodes,
organismos que incluem muitos patégenos e pragas importantes (WEN-CHI et al., 1998). O
grupo de enzimas R-glucanases (GLU) possui massa molecular em torno de 35 kDa e
numerosas isoformas, diferindo em atividade catalitica, propriedades estruturais, localizacéo
celular e padrdes de regulacdo (ESQUERRE’-TUGAYE et al., 2000).

Ha evidéncias de que as 3-glucanases exercem, no minimo, duas fungdes no controle de
doencas. Elas sdo capazes de catalizar a degradacdo de paredes celulares de agentes
patogénicos de plantas, ja que 3-1,3-glucanos sdo componentes essenciais da parede celular
de patogenos e de liberarem oligossacarideos biologicamente ativos (elicitores e supressores)
capazes de regular o estado de imunizacdo da planta (HAHLBROCK et al., 1995).

A fenilalanina amoénia liase (FAL) é a enzima chave do metabolismo de
fenilpropanoides, que catalisa a formacdo do acido trans-cinamico, precursor de Vvarios
metabolitos de defesa vegetal (EL-SHORA, 2002; WEN et al., 2005). De fato, a via dos
fenilpropanoides é uma das mais importantes vias do metabolismo secundario vegetal, com a

producdo de uma variedade de compostos fendlicos relacionados a defesa vegetal.
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Trocas Gasosas e Atividade de Enzimas de Defesa em Plantas de Arroz Infectadas por
Bipolaris oryzae e Supridas com Magnesio
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Resumo:

A mancha parda, causada pelo fungo Bipolaris oryzae, € uma das doencas de maior
importancia na cultura do arroz. O objetivo desse estudo foi verificar o possivel efeito do Mg
nos parametros de trocas gasosas e na resisténcia, a nivel bioquimico, de plantas de arroz
infectadas por B. oryzae. Plantas de arroz (cv. Metica-1) foram crescidas em solugéo
nutritiva contendo 0,25; 0,5, 1,0, 2 e 4 mM de Mg. Aos 35 dias ap0s semeadura, as plantas
foram inoculadas com uma suspensdo contendo 1 x 10* conidios de B. oryzae mL™. Foram
avaliados o periodo de incubacdo (P1), o nimero de lesdes (NL) por cm? de &rea foliar, a
severidade e a concentracdo foliar de Mg. Os dados de severidade foram usados para
calcular a area abaixo da curva do progresso da manch parda (AACPMP). Além disso, para
as analises bioquimicas e fotossitética foram utilizadas somente trés niveis baixo
intermediario e alto correspondendo as dooses 0,25; 2,5 e 4 mM de Mg, e forarm avaliado a
concentracdo de aldeido malénico (MDA), a atividade das enzimas peroxidases (POX),
polifenoloxidases (PFO), quitinases (QUI) e f-1,3-glucanases (GLU) e fenilalanina amdnia-
liases (FAL), além da concentracdo de pigmentos fotossintéticos, clorofila a (Cl,), clorofila b
(Cly) e carotendides (Car) e os parametros relacionados com as trocas gasosas (taxa de
assimilacédo liquida de CO, (Amax), condutancia estomatica (gs), concentracdo interna de CO;
(Ci) e a razdo entre a concentracdo interna e ambiente de CO, (Ci/Ca)). A concentracao de
Mg nos tecidos aumentou com o acréscimo da dose. Os resultados obtidos nesse estudo
permitem concluir que a magnitude no controle da mancha parda do arroz pelo Mg, avaliada
por meio de alguns componentes de resisténcia, foi dependente da concentracdo desse
elemento na folha.Hove um na aumento da atividade de algumas enzimas, mais ndo tendo

uma diferenca expressiva entre as doses empregadas.Houve diferenca entre a concentragéo
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de Cl, entre as doses empregadas e inculadas ou ndo com o fungo B.oryzae, nos demais Clp,
Cltotal e Car ndo houve uma diferenca expressiva entre as doses empregadas e também em
relagdo as inoculadas ou ndo obeservou a mesma tendéncia.Houve diferenca entre as plantas
sadias e inoculadas pardmetros Amax, s, Ci e Ci/C,, mais em relacdo as doses empregadas

ndo houve diferenca significativa, mesmo com a concentra¢do tendo aumentado nos tecido.

Palavras-chave: Bipolaris oryzae, doses de Mg, enzimas de defesa, parametros

fosstossintese

ABSTRACT
Brown spot, caused by the fungus Bipolaris oryzae, is one of the most important diseases

in rice. The aim of this study was to test the possible effect of Mg in the gas exchange
parameters and the resistance, at the biochemical level, of rice plants infected by B.
oryzae. Rice plants (cv. Metica-1) were grown in nutrient solution containing 0.25, 2.5,
and 4 mM Mg. At 35 days after sowing, plants were inoculated with a suspension
containing 1 x 10* conidia of B. oryzae mL™. It was evaluated the incubation period (IP),
the number of lesions (NL) per cm? of leaf area, disease severity, and the foliar
concentration of Mg. Data from severity was used to calculate the area under the curve of
brown spot progress (AUBSPC). In addition, it was evaluated the concentration of
malonic aldehyde (MDA), the activity of the enzyme peroxidases (POX),
polyphenoloxidases (PPO), chitinases (CHI), -1,3-glucanases (GLU), and phenylalanine
ammonia-lyases (PAL ), and the concentration of photosynthetic pigments, chlorophyll a
(Cly), chlorophyll b (Cly), and carotenoids (Car) and the parameters related to gas
exchange (rate of net CO2 assimilation (Amax), stomatal conductance (gs), internal CO>
concentration (C;), and the ratio between internal and ambient concentration of CO,
(CilCy)). Moreover, for biochemical analyzes and were used only three fotossitética
lowlevels corresponding to the intermediate and high dooses 0.25, 2.5 and 4 mM Mg,
and forarm evaluated the concentration of malondialdehyde (MDA), the enzyme activity
peroxidase (POX), polyphenol oxidase (PPO), chitinase (CHI) and B-1 ,3-glucanase
(GLU) and phenylalanine ammonia lyase (PAL), and the concentration of photosynthetic
pigments, chlorophyll a (Cl,), chlorophyll b (Clpy)and carotenoids (Ci) and the
parameters related to gas exchange (rate of net CO, assimilation (Amax), Stomatal
conductance (gs), intercellular CO, concentration (C;) and the ratio of internal

concentration and ambient CO,(C; /C,)). The Mg content in tissues increased with
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increasing dose. The results of this study indicate that the magnitude in the control of
brown spot of rice by Mg, evaluated by means of some components of resistance was
dependent on the concentration of this element in leave. There was an increase in the
activity of some enzymes, no more having a significant difference between doses
employed. There was difference between the concentration of CL, between dosage and
inculadas or not with the fungus B.oryzae in other Cly, Cliowa and C,r and there was no
significant difference among the doses and in relationship or not those inoculated same

trend. However, the same difference between healthy plants and inoculated parameters
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1. Introducéo

A mancha parda, causada por Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker, é uma das
doencas mais importante do arroz (Ou, 1985). Os sintomas dessa doenca incluem lesfes
marrom-avermelhadas com um centro de cinza rodeado por uma margem de escuro para
castanho-avermelhada com um brilhante amarelo halo (Ou, 1985). As lesdes aparecem cerca
de 18 h apos a inoculacdo da planta com B. oryzae (Dallgnol et al., 2009).. A coalescéncia de
lesbes e 0 halo clordtico ao redor delas podem destruir completamente a folha de arroz
(Dallgnol et al., 2009).

O magnésio (Mg) tem vérias fungdes importantes nas plantas tais como fotofosforilacéo,
fixacdo fotossintética de didxido de carbono (CO,), sintese protéica, carreamento do floema,
separacgdo e utilizacdo de fotoassimilados, geracdo de espécies reativas de oxigénio e foto-
oxidacdo nos tecidos foliares (Hermans, C & Verbruggen, N., 2005). Em consequéncia
disso, varios processos fisiologicos e bioquimicos podem ser interrompidos tanto pela
deficiéncia quanto pelo excesso de Mg nos tecidos (Hermans, C & Verbruggen, N., 2005).
Dependendo da interacdo planta-patdgeno, a intensidade da doenca pode ser maior ou menor
em funcdo da concentracdo foliar de Mg (Huber, 1981). Aplicacbes de MgCl, com
fertilizantes amoniacais em solos deficientes em Mg reduziu 0 mal do pé do trigo causado
pelo fungo Gaeumannomyces graminis (Huber, 1989) Plantas de tomateiro e pimentéao
supridas com Mg foram mais suscetiveis a Xanthomonas campestris pv vesicatoria (Woltz,
Jones, 1979).

Caracteristicas fotossintéticas tais como as trocas gasosas e 0S parametros da
fluorescéncia da clorofila a tem sido considerados indicadores eficentes do comportamento
do aparato fotossintético quando as plantas sdo submetidas ao ataque por patdgenos (Baker
& Rosenquvist, 2004; Berger et al., 2007). Plantas infectadas por fungos, bactérias e virus
usualmente exibem reducdo na taxa fotossintética (Lee, 1992). Anormalidades na forma e
funcédo dos cloroplastos nos tecidos doentes normalmente estdo associados com a diminugao
na fosforilacdo fotossintética (Bergraus Reisener, 1985), reacdes fotoquimicas (Mathere,
1968) e assimilacdo do dioxido de carbono (Lopes & Berger, 2001).

Este trabalho teve como objetivo verificar o possivel efeito do Mg nos parametros de
trocas gasosas e na resisténcia, a nivel bioquimico, de plantas de arroz infectadas por B.

oryzae.
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2. Material e Métodos
Preparo da solucdo nutritiva e crescimento das plantas de arroz: plantas de arroz

(cultivar Metica-1) foram crescidas em solucdo nutritiva, modificada de Hoagland & Arnon
(1950), constituida de: 1,0 mmol L™ KNOj; 0,25 mmol L™ NH4H2PO4; 0,1 mmol L™ NH4CI;
1,0 mmol L? Ca (NOs),; 0,30 pmol L™* CuSO,.5H,0; 0,33 umol L? ZnS0,.7H,0; 11,5
pumol L™ H3BO3; 3,5 pmol L™ MnCl,.4H,0; 0,1 pmol L™ (NH,)sM07024.4H,0; 25 pmol L™
FeSO,4.7H,0 e 25 umol L™ EDTA bisddico. As doses de Mg usadas foram de 0,25; 0,5 1; 2
e 4 mmol. Como fonte de Mg, utilizou-se 0 MgSO,.7H,0. Para o preparo da solucéo
nutritiva com a dose de 0,25 mmol de Mg, utilizou-se Na,SO,4 na concentracao de 0,25 mmol
L™ e para a dose de 0,5 mmol L™, utilizou-se 0 MgSQ4.7H,O. Para as demais doses,
utilizou-se 0 MgCl, nas concentragdes de 0,5, 1,5 e 3,5 mmol L™ acrescido da dose de 0,5
mmol L™ de MgS0,4.7H,0. As sementes de arroz foram lavadas em solucdo de hipoclorito
de sddio (10%) por 1,5 min, seguidas de lavagem em agua desionizada por trés min. As
sementes foram germinadas em rolos de papel filtro embebidos com agua e mantidos a 25
°C. Seis plantulas foram mantidas para cada vaso plastico contendo 5 litros de solucéo
nutritiva com as doses de Mg. A solucdo nutritiva foi trocada a cada quatro dias ou quando a
condutividade elétrica atingiu 85% do valor inicial. O pH da solucdo nutritiva foi verificado
diariamente e mantido entre 5,5 e 6,0.

Inoculacéo das plantas com B. oryzae: as plantas foram inoculadas com B. oryzae quando
emitiram a oitava folha no colmo principal conforme escala proposta por (Matsou &
Hashikowa, 1993) (aproximadamente 35 dias ap0s a emergéncia) com um atomizador (VLS-
Set Airbrush, Paache Airbrush Company, EUA). As plantas presentes em cada vaso foram
pulverizadas com, aproximadamente, 10 mL da suspensdo de conidios. O isolado de B.
oryzae (CNPAF HO-82) foi cedido pelo Dr Anne S. Prabhu da EMBRAPA Centro Nacional
de Pesquisa de Arroz e Feijao. O isolado foi preservado em tiras de papel-filtro em silica gel
a 4 °C. Quinze dias antes da inoculagdo, pedacos dessas tiras foram colocados em placas de
Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). Quando a colénia do fungo
atingiu 3,0 cm de didmetro, o0 mesmo foi repicado para novas placas de Petri contendo BDA
e mantidas por dez dias em camara de crescimento tipo B.O.D. (25 °C e fotoperiodo de 12
horas luz/escuro). Foram adicionados 10 mL de agua desionizada em cada placa de Petri e
com pincel de cerdas macias coletou-se 0s conidios. A suspensdo resultante foi
homogeneizada e ajustada para concentracdo de 1 x 10* conidios mL™. Gelatina foi adiciona

na suspensao (1% p/v) para aumentar a aderéncia dos conidios na superficie foliar. Apés a
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inoculagéo, as plantas foram mantidas em casa de vegetagdo com temperaturade 25+ 2 °Ce
umidade relativa de 75 + 5%.

Avaliacdo do periodo de incubacgdo (PI), do nimero de lesGes (NL) por cm2 de area
foliar e da severidade da mancha parda: a quinta e a sexta folha do colmo principal das
plantas das repetices de cada tratamento foram marcadas e utilizadas para avaliar o PI, o
NL por cm? de érea foliar e a severidade da mancha parda. O PI foi avaliado a cada trés
horas ap6s inoculacio (hai) das plantas. As 48 hai, contou-se o NL por cm? de area foliar
com o auxilio de uma lupa de bolso (20 x). Utilizou-se um total de quatro amostragens na
quinta e na sexta folha das plantas das repeticdes de cada tratamento. A severidade da
mancha parda foi avaliada as 24, 48, 72, 96 e 120 hai utilizando-se a escala proposta pelo
IRRI (IRRI, 1996). Os valores obtidos foram utilizados para calcular a area abaixo da curva
do progresso da mancha parda (AACPMP) de acordo com a formula proposta por (Shaner &
Finneyinney, 1977).

Determinacdo da concentracéo de aldeido malénico (MDA): amostras da quinta e da
sexta folha do colmo principal das plantas das repetices de cada tratamento foram coletadas
as 24, 48, 72, 96 e 120 hai. Folhas coletadas de plantas ndo inoculadas com B. oryzae (0 h)
serviram como controle. As folhas foram mantidas em nitrogénio (N;) liquido durante as
coletas e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C até serem analisadas. Foram macerados 0,25
g de tecido foliar em N, liquido seguido de homogeneizacdo em 2 mL de &cido
tricloroacético (TCA) (0,1% p/v). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x g por 15
min a 4 °C e o sobrenadante foi coletado e utilizado nas determinagdes das concentracdes de
MDA. Foram adicionados 500 pL do sobrenadante em um tubo de microcentrifuga contendo
1,5 mL da solucdo de acido tiobarbitarico (TBA) (0,5%) em TCA 20%. As amostras foram
incubadas por 2 h a 90 °C em banho-maria. A reacdo foi parada em banho de gelo por 5 min.
As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 4 min. A absorbancia da mistura da
reacdo foi determinada a 532 nm em espectrofotdmetro (Evolution 60, Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA). Utilizou-se para os calculos, o coeficiente de absortividade molar de
155 mM cm™ e os resultados foram expressos em pmolde MDA kg™ de matéria fresca.
Determinacdo da concentracdo de pigmentos fotossintéticos: amostras da quinta e da
sexta folha do colmo principal das plantas das repetices de cada tratamento foram coletadas
as 24, 48, 72, 96 e 120 hai. Folhas coletadas de plantas ndo inoculadas com B. oryzae (0 h)
serviram como controle. As folhas foram mantidas em N, liquido durante as coletas e
armazenadas em ultrafreezer a -80 °C até serem analisadas. Um total de 200 mg de tecido

foliar foi triturado em N, liquido contendo 0,1 g de carbonato de calcio e, em seguida,
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homogeneizado com 2 mL de acetona 80% (v/v) por 1 min sob luz verde. A suspensédo
resultante foi filtrada em papel de filtro Whatman # 1. O residuo foi lavado por trés vezes em
acetona a 80% e o volume final completado em baldo volumétrico para 25 mL com 0 mesmo
solvente. As absorbancias dos extratos foram lidas em espectrofotometro (Evolution 60,
Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) nos comprimentos de onda de 470, 646,8 e 663,2
nm. As concentracbes de clorofila a (Cly), clorofila b (Cl,) e de carotendides foram
estimadas de acordo com (Lichtenthaler, 1987).

Determinacdo da atividade das enzimas peroxidases (POX, EC 1.11.1.7),
polifenoloxidases (PFO, EC 1.10.3.1), quitinases (QUI, EC 3.2.1.14), B-1,3-glucanases
(GLU, EC 3.2.1.6).e fenilalanina amonia-liase (FAL, EC 4.3.1.5): amostras da quinta e da
sexta folha do colmo principal das plantas das repetices de cada tratamento foram coletadas
as 24, 48, 72, 96 e 120 hai. Folhas coletadas de plantas ndo inoculadas com B. oryzae (0 h)
serviram como controle. As folhas foram mantidas em N, liquido durante a coleta e
armazenadas em ultrafreezer a -80 °C até serem analisadas.

O extrato enzimatico para determinacéo da atividade da POX amostras de 0,3 g de tecido
foliar foram maceradas com N; liquido em almofariz com adicdo de polivinilpirrolidona
(PVP) 1% (p/v) até obtencdo de um pé fino. O pé obtido foi homogeneizado em 2 mL de
tampao fosfato de s6dio 50 mM (pH 6,5) contendo 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfénico
(PMSF) e 0,1 mM &écido etilenodiaminotetracético (EDTA). O homogeneizado foi
centrifugado a 20000xg por 25 min a 4 °C e o0s sobrenadantes foram usados para as
determinagdes enzimaticas. A atividade da POX foi determinada conforme metodologias
propostas por (Chance et al. 1955) e (Kar et al. 1976). No ensaio colorimétrico, utilizou-se
pirogalol como substrato e peréxido de hidrogénio. A cada 1 mL do extrato de reacao, foi
adicionado 340 pL de 4gua destilada, 250 uL. do tampao fosfato de potassio 100 mM (pH
6,8), 200 uL de pirogalol 100 mM, 200 pL de peréxido de hidrogénio 100 mM e 10 uL do
extrato. As leituras de absorbancia foram realizadas a 420 nm a cada 10 seg durante 1 min
em espectrofotbmetro (Evolution 60, Thermo Scientific, Waltham, MA EUA). A atividade
da POX foi determinada utilizando-se para os calculos o coeficiente de extincdo molar de
2,47 mM™ cm™ (Chance et al., 1955) e expressa em mM de purpurogalina produzida min™
mg™ proteina.

O extrato enzimatico para determinacdo da atividade da PFO foi semelhante ao obtido
para determinacdo da POX. A atividade da PFO foi determinada conforme metodologias
propostas por (Chance et al., 1955) e (Kar et al., 1976). No ensaio colorimétrico, utilizou-se

0 pirogalol a 100 mM como substrato. A cada 1 mL do extrato de reacdo, foi adicionado 520
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uL de 4gua destilada, 250 puL do tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8), 200 uL. de
pirogalol 100 mM e 30 pL do extrato. As leituras de absorbancia foram realizadas a 420 nm
a cada 10 seg durante 1 min em espectrofotometro (Evolution 60, Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA). A atividade da PFO foi determinada utilizando-se para os célculos o
coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM™ cm™ (Chance et al 1955).

O extrato enzimatico para determinar a atividade da QUI foi obtido pela maceracdo de
amostras de 0,3 g de tecido foliar foram maceradas com N liquido em almofariz com adicéo
de polivinilpirrolidona (PVP) 1% (p/v) até obtencdo de um p6 fino. O p6 obtido foi
homogeneizado em 2 mL de tampéo fosfato de sdédio 50 mM (pH 6,5) contendo 1 mM de
fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) e 0,1 mM &cido etilenodiaminotetracético (EDTA).
O homogeneizado foi centrifugado a 20000xg por 25 min a 4 °C e os sobrenadantes foram
usados para as determinacGes enzimaticas.. A determinacdo da atividade da QUI foi
realizada de acordo com a metodologia proposta por (Roberts et al, 1988), modificada por
(Harman et al., 1993), utilizando se como substrato o p-nitrofenil-$-D-N-N’-
diacetilquitobiose (PNP) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo). O meio de reagdo contendo 470 pL de
50 mM tampao acetato de sodio (pH 5,0), 10 uL de PNP (2 mg/mL) e 20 uL do extrato
vegetal foi incubado a 37 °C por 2 h. A reacdo foi paralisada acrescentando-se 500 uL de
0,2M carbonato de sodio (pH 5,0). As leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotometro (Evolution 60, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) a 410 nm
imediatamente apos as reacdes serem paralizadas. A atividade da QUI foi determinada
utilizando-se para os calculos o coeficiente de extingdo molar de 7x10* M™* cm™ e a
atividade da QUI foi expressa em pM de p-nitrofenil produzido por min™ mg™ proteina.

O extrato enzimatico para a determinacdo da GLU foi semelhante ao obtido para
determinacdo da QUI. A atividade da GLU foi determinada conforme metodologia descrita
por Lever (1972) com algumas modificacdes. O acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) foi usado
em substituicdo a hidrazida do acido p- hidroxibenzoico. O meio de reacdo constituido de
230 pL de tampao acetato de s6dio 100 mM (pH 5,0), 250 pL da solugdo de substrato da
laminarina (4 mg/mL) e 20 pL do extrato vegetal foi incubado a 45 °C por 30 min. Apos
esse periodo, acrescentou-se ao meio de reacdo 250 pL de DNS e, em seguida, esta mistura
foi aquecida a 100 °C por 5 min. Apo6s o resfriamento em gelo até a temperatura de 30 °C, as
amostras tiveram suas absorbancias determinadas em espectrofotometro (Evolution 60,
Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) a 540 nm e os resultados foram expressos em

unidades de absorbancia min™ mg™ de proteina.
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Para obtencdo do extrato para determinacédo da atividade da FAL, 0,3 g de tecido foliar
foi macerado com N, liquido em almofariz com adicdo de PVP (2%) até obtengdo de um po
fino. O pd obtido foi homogeneizado em 2 mL de tamp&o fosfato de sédio 50m M (pH 6,5)
contendo 1 mM fluoreto de fenilmetililsulfonico e 0,1 mM EDTA. A mistura foi
centrifugada duas vezes a 20000 g por 25 min. O sobrenadante foi usado como substrato
para determinar a atividade da FAL. A reacdo foi iniciada apds a adi¢cdo de 0,5 mL do
extrato a uma mistura contendo 2 mL de tamp&o Tris-HCI (pH 8,8; 25m M) e 1 mL 100 mM
de L-fenilalanina. A mistura da reacdo foi incubada em banho-maria a 30°C durante 3 h. Nas
amostras controle, o extrato foi substituido por 1 mL do tampdo Tris-HCI. A reacdo foi
finalizada pela adi¢do de 0,1 mL de HCI 6 N. A absorbéncia dos derivados do &cido trans-
cindmico foi medida em espectrofotometro a 290 nm e o coeficiente de extingdo molar de
10* mM™ em™ (Zucker, 1965) foi usado para calcular a atividade da FAL, a qual foi expressa
em mM min™ mg™ de proteina.

A concentracdo de proteinas em cada amostra foi determinada pelo método de

(Bradford, 1971) e todas as determinagGes enzimaticas foram realizadas em triplicata.
Determinacéo dos parametros relacionados com as trocas gasosas: as determinagdes da
taxa de assimilacdo liquida de CO; (Amsx), da condutancia estomatica (gs), da concentragao
interna de CO, (C;) e da razdo entre a concentracdo interna e ambiente de CO, (Ci/C,) foram
realizadas na terceira e na quarta folha do colmo principal de cada planta as 24, 48, 72, 96 e
120 hai e também nas folhas das plantas ndo inoculadas com B. oryzae nessas mesmas
épocas. As avaliacbes foram realizadas em casa de vegetacdo com radiacao
fotossinteticamente ativa de 1200 pmol m™ e concentragdo de CO, variando de 380 a 400
ppm das 7 as 12 horas utilizando-se um analisador de gas por infravermelho portatil (IRGA,
Li-Cor, modelo L1-6400 Nebraska, EUA). Durante as avaliacfes, as temperaturas ambiente e
foliar variaram, respectivamente, de 19 a 28 °C e de 24 a 32 °C. As leituras foram registradas
apenas quando os valores de Amax € gs tornaram-se estaveis.
Determinacdo da concentracéo foliar de Mg: amostras de folhas do colmo principal das
plantas das repeticGes de cada tratamento foram coletadas, lavadas em agua destilada e
secadas em estufa com ventilacdo forcada de ar a 70 °C até atingirem peso constante.
Posteriormente, as folhas, sem bainha, foram moidas em moinho tipo Thomas-Wiley
(Thomas Scientific, Swedesboro, NJ) equipado com peneira de 20 mesh. A concentracédo
foliar de Mg foi determinada por digestdo nitroperclérica segundo metodologia proposta por
(Bataglia et al., 1983).
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Delineamento experimental e andlise estatistica dos dados: o delineamento experimental
foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 x 2 com cinco repeti¢es. Os fatores
estudados foram doses de Mg e inoculagé@o ou ndo das plantas com B. oryzae. O experimento
realizado para avaliar o PI, o NL por cm? de area foliar e a severidade da mancha parda foi
repetido e os dados de cada variavel foram combinados ap6s verificar a homogeneidade de
variancia pelo teste de (Cochran Gomez et al.,1994) e feito uma regressdo. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia e as medias dos tratamentos foram comparadas pelo
teste de Student ou teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando-se o software
SAS (SAS Institute Inc., 1989, Cary, NC, EUA).
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3-Resultados
Concentracdo foliar de Mg: houve efeito linear das doses crescentes de Mg na

concentracéo foliar desse macronutriente (Fig. 1). A variagdo nos valores observados para a
concentracédo foliar de Mg da dose de 0,25 mM para a dose de 4 mM Mg foi de 0,47 a 0,79
dag/kg (Fig. 1).

PI, NL por cm2 de &rea foliar e AACPMP: houve efeito quadratico das doses crescentes
de Mg no PI, sendo que o maior valor para esse componente de resisténcia foi obtido com a
dose de 3,26 mM (Fig. 2). A variacdo nos valores do PI, da dose de 0,25 mM para a dose de
4 mM, foi de 18,35 a 19,15 h (Fig. 2). Houve efeito quadratico das doses crescentes de Mg
no NL por cm? de érea foliar (Fig. 3). O menor valor para o NL por cm? de é4rea foliar foi de
14,2 obtido com a dose de 1,0 mM. Houve efeito linear das doses crescentes de Mg na
AACPMP (Fig. 1). A variacdo nos valores observados para a AACPMP da dose de 0,25 mM
para a dose de 4 mM Mg foi de 663,3 a 442,3 (Fig. 4).

Concentracao de MDA: houve efeito significativo apenas dos fatores doses de Mg e épocas
de coleta para a concentracdo de MDA (Tabela 1). A concentragdo de MDA nas folhas das
plantas inoculadas com B. oryzae aumentou das 24 as 120 hai em relagéo a concentragédo de
MDA nas folhas das plantas ndo inoculadas (0O h) em funcdo das doses de Mg (Fig. 5). A
concentracdo de MDA foi significativamente maior na dose maxima de Mg (4 mM) em
relacdo a menor dose (0,25 mM) as 24, 48, 72 e 120 hai (Fig. 5).

Atividade de enzimas de defesa: houve efeito significativo dos fatores doses de Mg e
épocas de coleta para a atividade das enzimas QUI, GLU, POX e PFO (Tabela 1). Para a
enzima FAL, apenas o fator épocas de coleta foi significativo (Tabela 1). A interacdo doses
de Mg x épocas de coleta foi significativa apenas para a atividade das enzimas POX e FAL
(Tabela 1). A atividade da QUI foi significativamente maior na dose de 2,5 mM de Mg em
relacdo as doses de 0,25 e 4 mM as 0 e 24 hai (Fig. 6). As 48 hai, ndo houve diferenca
significativa entre as doses de 2,5 e 4 mM de Mg e nem entre as doses de 0,25 e 4 mM as 72
hai para a atividade da QUI (Fig. 6). A atividade da QUI foi significativamente maior nas
doses de 0,25 e 2,5 mM em relacdo a dose de 4 mM as 96 e 120 hai (Fig. 6). A atividade da
GLU foi significativamente maior nas doses de 2,5 e 4 mM de Mg em relacdo a dose de 0,25
mM as 0 e 24 hai (Fig. 7). Nao houve diferenca significativa entre as trés doses de Mg na
atividade da GLU as 48 hai. A atividade da GLU foi significativamente maior nas doses de 4
e 2,5 mM, respectivamente, as 72 e 120 hai (Fig. 7). As 96 hai, a atividade da GLU foi

significativamente maior nas doses de 0,25 e 2,5 mM em relacdo a dose de 4 mM (Fig. 7).
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Nas plantas ndo inoculadas com B. oryzae, a atividade da POX foi significativamente maior
na dose de 2,5 mM de Mg em relacdo a dose de 0,25 mM, mas ndo houve diferenca
significativa entre as doses de 2,5 e 4 mM de Mg (Fig. 8). Nao houve diferenca significativa
entre as trés doses de Mg na atividade da POX as 24 (Fig. 8). A atividade da POX foi
significativamente maior as 48 e 72 hai nas doses de 2,5 e 4 mM de Mg em relacdo a dose de
0,25 mM (Fig. 8). As 96 hai, a atividade da POX foi significativamente maior na dose de 4
mM em relacdo as doses de 0,25 e 2,5 mM. A atividade da POX foi significativamente maior
nas doses de 2,5 e 4 mM em relacédo a dose de 0,25 mM as 120 hai, mas ndo houve diferenga
significativa entre as doses de 2,5 e 4 mM de Mg (Fig. 8). Nas plantas ndo inoculadas com B.
oryzae, a atividade da PFO foi significativamente maior na dose de 4 mM de Mg em relagédo
a dose de 0,25 mM, mas ndo houve diferenca significativa entre as doses de 2,5 e 4 mM de
Mg (Fig. 9). A atividade da PFO foi significativamente maior na dose de 4 mM de Mg em
relacdo as doses de 0,25 e 2,5 mM as 24, 72 e 96 hai (Fig. 9). Ndo houve diferenca
significativa entre as dose de 0,25 e 2,5 mM de Mg na atividade da PFO as 24, 72 e 96 hai
(Fig. 9). As 120 hai, a atividade da PFO foi significativamente maior na dose de 4 mM em
relacdo as doses de 0,25 e 2,5 mM (Fig. 9). N&o houve diferenca significativa entre as trés
doses de Mg nas plantas ndo inoculadas com B. oryzae (Fig. 10). As 24 hai, a atividade da
FAL foi significativamente maior na dose de 2,5 mM de Mg em relacdo a dose de 4 mM. A
atividade da FAL foi significativamente maior as 48 e 72 hai na dose de 4 mM de Mg em
relacdo as doses de 0,25 (Fig. 10). As 96 hai, a atividade da FAL foi significativamente
maior na dose de 0,25 mM de Mg em relacdo a dose de 4 mM, mas nao houve diferenca
significativa entre as doses de 2,5 e 4 mM na atividade da FAL (Fig. 10). As 120 hai, a
atividade da FAL foi significativamente maior nas doses de 2,5 e 4 mM de Mg em relacéo a
dose de 0,25 mM (Fig. 10).

Concentracao de pigmentos: houve efeito significativo do fator doses de Mg apenas para
as concentracbes de Cl, e clorofila total e do fator épocas de coleta apenas para as
concentracdes de Cl,, Cly e clorofila total (Tabela 2). A interacdo doses de Mg x épocas de
coleta foi significativa para as concentracbes de Cl,, Cly, clorofila total e de carotenoides
(Tabela 2). Nas plantas ndo inoculadas com B. oryzae, houve diferenca significativa entre as
trés doses de Mg com relacdo a concentracdo de Cl, e clorofila total (Tabela 4). As
concentraces de Cl, e clorofila total foram significativamente maiores na dose de 0.25 mM
de Mg em relacdo as doses de 2,5 e 4 mM (Tabela 4). Ndo houve diferenca significativa
entre as doses de 0,25 e 2,5 mM de Mg para a concentracdo de Cl, e nem entre as doses de

0,25 e 4 mM de Mg para a concentracdo de carotenoides (Tabela 4). A concentracéo de Cly e
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de carotendides foram significativamente maiores na dose de 0,25 mM de Mg em relacéo as
doses de 4 e 2,5 mM, respectivamente (Tabela 4). Nas plantas inoculadas com B. oryzae
(120 hai), ndo houve diferenca significativa entre as trés doses de Mg para as concentragdes
de Cl, e carotendides (Tabela 4). A concentracdo de Cl, foi significativamente maior na dose
de 4 mM de Mg em relagéo as doses de 0,25 e 2,5 mM (Tabela 4). A concentragdo de
clorofila total foi significativamente maior na dose de 4 mM de Mg em relacdo as doses de
0,25 e 2,5 mM (Tabela 4).

Parametros relacionados com as trocas gasosas: houve efeito significativo dos fatores
doses de Mg, inoculacdo e épocas de coleta e apenas das interacbes doses de Mg x
inoculacdo e inoculacdo x épocas de coleta para Amax, Js, Ci € Ci/C, (Tabela 3). Houve efeito
significativo apenas das interaces doses de Mg x inoculacdo ou ndo das plantas e
inoculacdo ou ndo das plantas x épocas de coleta para Amax, Js, Ci € Ci/C, (Tabela 3). Nas
plantas ndo inoculadas com B. oryzae, ndo houve diferenca significativa entre as trés doses
de Mg para Ans as 24 e 96 hai (Fig. 11A). As 48, 72 e 120 hai, Anax foi significativamente
maior na dose de 0,25 mM de Mg em relacdo a dose de 2,5 mM (Fig. 11A). Quando as
plantas foram inoculadas com B. oryzae, Amax foi significativamente menor nas doses de 2,5
e 4 mM de Mg em relagio a dose de 0,25 mM as 24 hai (Fig. 11B). As 48 e 120 hai, Anax foi
significativamente maior na dose de 4 mM de Mg em relacdo a dose de 0,25 mM (Fig. 11B).
N&o houve diferenca significativa entre as doses de 0,25 e 4 mM de Mg na Ansx as 72 hai e
nem entre as trés doses de Mg as 96 hai (Fig. 11B). Com relagdo ao gs nas plantas ndo
inoculadas com B. oryzae, ndo houve diferenca significativa entre as trés doses de Mg as 24
e 48 hai (Fig. 11C). As 72 e 120 hai, g foi significativamente maior na dose de 0,25 mM em
relacdo as demais doses. Na dose de 2,5 mM de Mg, gs foi significativamente maior em
relacdo as dose de 0,25 e 4 mM, mas ndo houve diferenca significativa entre essas doses
(Fig. 11C). Quando as plantas foram inoculadas com B. oryzae, ndo houve diferenca
significativa entre as trés doses para gs as 24 hai (Fig. 11D). As 48 e 72 hai, gs foi
significativamente maior na dose de 4 mM em relacédo as doses de 0,25 e 2,5 mM. Nas doses
de 0,25 e 2,5 mM de Mg, gs foi significativamente maior em relacdo a dose de 4 mM as 96 e
120 hai (Fig. 11D). Nas plantas ndo inoculadas com B. oryzae, ndo houve diferenca
significativa para C; e Ci/C, entre as trés doses de Mg das 24 as 96 hai (Fig. 11E e G,
respectivamente). As 120 hai, C; e Ci/C, foram significativamente maiores na dose de 0,25
mM de Mg (Fig. 11E e G, respectivamente). Nas plantas inoculadas com B. oryzae, ndo

houve diferenca entre as trés doses de Mg para C; (Fig. 11F) e Ci/C, (Fig. 11H).
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4-Discussao

No presente trabalho ficou evidenciado um aumento na concentragéo foliar de Mg
mediante a constante disponibilidade desse macronutriente na solugcdo nutritiva.
Adicionalmente, este estudo mostrou que a resisténcia do arroz a mancha parda aumentou
em funcdo da maior concentracgdo foliar de Mg mesmo considerando que esses valores estao
fora da faixa adequada para a cultura do arroz, a qual estd compreendida entre 0,2 a 0,4
dag/kg de matéria seca (Fageria, 1984).

A maior AACPMP para as plantas supridas com a menor dose de Mg demonstra a
importancia deste macronutriente em reduzir os sintomas da mancha parda. Além disso, o PlI
variou de acordo com dose de Mg na solucdo nutritiva. Este componente epidemioldgico é
importante, pois influencia a taxa de progresso da doenga e, por conseguinte, a AACPMP,
Segundo (Berger et al. 1997), quanto maior o Pl e periodo latente (periodo para ocorrer a
esporulacdo do patdégeno no tecido doente), menor sera o numero de ciclos secundéarios do
patdgeno e, consequentemente, uma menor intensidade da doenga. O NL, outro componente
epidemiologico avaliado, também foi influenciado pelas doses de Mg, sugerindo que
mecanismos de resisténcia podem estar atuando nas fases de pré-penetracédo e penetracéo do
patogeno. De fato, a avaliacdo tanto do Pl quanto do NL podem nos fornecer, indiretamente,
informacbes sobre possiveis defesas da planta que visam impedir a penetracdo e a
colonizacdo dos seus tecidos por B. oryzae. Resultado similar foi descrito anteriormente por
(Baba 1958), os quais demonstraram que para o patossistema arroz-Helminthosporium spp.,
0 Pl aumentou e o NL decresceu em plantas supridas com Mg. No entanto, em outros
patossistemas observou-se o contrario, pois o suprimento de Mg aumentou a severidade do
mal do pé do trigo (Huber, 1989) e também da mancha bacteriana do pimentdo (Jones,
1983).

Como o intuito de reforcar a hipotese de que o Mg esta envolvido com as respostas de
defesa das plantas durante o processo infeccioso de B. oryzae, investigou-se a atividade de
enzimas relacionadas com a defesa da planta, além da concentracio de MDA. Como
esperado, a concentracdo de MDA foi menor nas plantas ndo inoculadas com B. oryzae em
comparacdo com as plantas inoculadas. A concentracdo de MDA tem sido utilizada como
um marcador dos danos ocasionados as membranas induzidos por estresses bi6ticos ou
abidticos (Fu & Huang 2001). Resultados semelhantes foram encontrados por (Dallagnol et
al., 2011), os quais observaram que o aumento na concentracdo de MDA foi correlacionado
com o progresso da colonizacdo de B. oryzae em folhas de arroz. Outro ponto a ser

considerado é que este patdgeno produz toxinas ndo especificas (Xiao et al., 1991), as quais
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podem causar danos nas membranas refletindo, assim, um aumento na concentracdo de
MDA. Nas plantas inoculadas com B. oryzae apesar da concentracdo de MDA ter-se
mostrado independente da dose de Mg utilizada, para a dose de 4,0 mM foi onde a
concentracdo de MDA mostrou-se maior. Segundo (Wu et al., 1991) e (Venkatesan et al.,
2010), altas concentracdes citoplasmaticas de Mg podem provocar o bloqueio de canais de
K" presentes na membrana interna dos cloroplastos. Este bloqueio desfavorece a remogéo de
H" da regifo do estroma levando a uma acidificacdo que pode inativar enzimas importantes
envolvidas nas etapas da fixagdo do carbono, resultando em decréscimos na atividade
fotossintética, incremento na producdo de EROs e danos oxidativos.

As enzimas hidroliticas QUI e GLU sédo induzidas por patdgenos ou por produtos
quimicos exdgenos (Chérif, 1994) e catalizam a hidrélise dos principais carboidratos da
parede celular dos fungos como a quitina e a $-1,3-glucano. Apoés a infeccdo por patdgenos,
ocorre um pronunciado aumento na atividade dessas enzimas ocasionando uma reducéo no
crescimento dos fungos e na liberagdo de oligossacarideos capazes de induzir resisténcia
(Hartleb et al.,1997). Neste estudo, a atividade da QUI mostrou aumento em atividade em
relacdo ao controle, mostrando que as doses menor e intermediarias manteve maior em
relacdo a dose maior isso mostrou que o Mg pode ter potencializado as respostas de defesa
da planta como mostrado por (Campos et al.,2009) com o uso de indutores abidticos. A
respeito da atividade da GLU, essa manteve a mesma tendéncia da QUI, mais invertendo as
doses, mostrou que a dose maior e a intermediaria de Mg em relagdo a dose menor. De
acordo com (Dallagnol et al.,2009), a QUI ndo teve grande importancia na resisténcia do
arroz a mancha parda independente da presenca do silicio na nutricdo nutritiva.

A POX estéa relacionada com a degradacdo de EROs como o peroxido de hidrogénio e
a formacéo de lignina.No presente trabalho, a atividade da POX apresentou pico de atividade
nas plantas supridas com as doses de 2,5 e 4,0 mM de Mg as 72 hai. Isso pode indicar,
indiretamente, uma maior producdo de EROSs durante o processo de colonizacdo do fungo.
A PFO catalisa a hidroxilacdo de monofendis formando orto-difendis e também a oxidagédo
de orto-difendis formando orto-quinonas, as quais exibem natureza antimicrobiana superior
aos compostos fendlicos que as precedem. Entretanto, neste estudo, observou-se a mesma
tendéncia para a PFO, com maior atividade nas doses de 2,5 e 4,0 mM. Isto indica,
possivelmente, que o Mg pode ter importancia no metabolismo oxidativo dos compostos
fendlicos para a resisténcias das plantas de arroz a infeccdo por B. oryzae.

A atividade da FAL aumentou na presenca de Mg sugerindo que a rota dos

fenilpropandides pode ter um papel importante na resisténcia do arroz & infeccdo por B.
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oryzae. A FAL promove a primeira etapa enzimatica que converte a L-fenilalanina para
acido trans-cindmico e, posteriormente, a sintese de um grande nimero de compostos
fendlicos e também de algumas fitoalexinas (Campbell, MM, Sederoff, RR, 1996).

Plantas infectadas por patdgenos usualmente exibem reducdo na taxa fotossintética
devido a inumeros fatores como reducdo na concentracao de clorofila (Berghaus & Reisener,
1985), baixa condutancia mesofilica, baixa atividade da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase
(Meyer et al.,2001), além do aumento na concentracdo foliar de sacarideos (Livne & Daly,
1966). No presente estudo, os parametros das trocas gasosas observados nas plantas
inoculadas com B. oryzae foram menores do que nas plantas ndo inoculadas corroborando
com relatos encontrados na literatura de que as plantas doentes tem sua fisiologia alterada
quando infectadas por patdgenos (Bastiaans, 1993; Pinkard & Mohammed, 2006). Assim, a
reducdo em Ansx Observada nas plantas inoculadas com B. oryzae pode ter sido decorrente
ndo apenas da limitagdo bioquimica, mas principlamente da limitacdo fisica através do
fechamento estomatico. Apesar do Mg estar envolvido na ativacdo de enzimas de fixacdo do
carbono como a rubisco, por exemplo, e também fazer parte estrutural das moléculas de
clorofila (Orit Shaul, 2002), esse macronutriente parece ndo ter afetado os parametros Amax,
gs, Ci e Ci/C,, principalmente nas plantas infectadas por B. oryzae. No entanto, as
concentracdes de Cl,, Cl, e CI total foram menores nas folhas inoculadas com B. oryzae,
provavelmente devido a um efeito deletério das toxinas produzidas pelo patdgeno. Deve-se
ressaltar também que as toxinas ophiobolina A e ophiobolina B produzidas por B. oryzae
causam clorose nas folhas infectadas (Xiao et al.,1991), podem ter como consequéncia uma
reducdo na fotossintese devido a danos nos fotossistemas e também na fixacdo do carbono,

além de reduzir a area verde fotossinteticamente ativa.
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Tabelas e Figuras

Tabela 1. Andlise de variancia dos efeitos de doses de magnésio e épocas de coleta na
concentracdo de aldeido malénico (MDA) e na atividade das enzimas quitinases (QUI), R-1-
3-glucanases (GLU), peroxidases (POX), polifenoloxidases (PFO) e fenilalanina amdnia-
liases (FAL).

Valores de F
MDA QUI GLU POX PFO FAL
Doses de magnésio (Mg) 2 882  502° 140 690 348 1,72
Epocas de coleta (EC) 4 21501° 36,67 122,17 67,53 20,15 6,57
Mg x EC 8 240° 507  080™ 333 106" 215

Fontes de Variagdo gl

Niveis de probabilidade: "™ = n4o significativo, = 0,05e ™ = 0,01.
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Tabela 2. Anélise de variancia dos efeitos de doses de magnésio e épocas de coleta nas

concentracdes de clorofila a (Cly), clorofila b (Cly), clorofila total (Cl, + Cly) e carotendides
(Car).

Valores de F
Cla Cly Cl total Car
Doses de magnésio (Mg) 2 63,77 1,05™ 109,24~ 1,91™
Epocasde coleta(EC) 1 58.83~ 18,07 0,020 2,08®
Mg x EC 2 59,737 30,59° 12551° 19,94

Fontes de Variacdo al

Niveis de probabilidade: "™ = n4o significativo, = 0,05e ™ = 0,01.
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Tabela 3. Anélise de variancia dos efeitos de doses de magnésio e épocas de coleta na taxa
maxima de assimilacdo liquida de carbono (Amsx), condutancia estomatica (gs), concentracéo
interna de CO;, (C;) e razéo entre a concentracdo interna e ambiente de CO; (Ci/C,).

Valores de F

Amax Os Ci CilCq
2 4,79 8,49 3,42 4,59
1 1586,81° 422,217 114517 192,76
Epocas de coleta (EC) 4 13,74 13,19 1169 10,75
Mg x | 2 4,307 9,397 5,12 5,70

8

4

8

Fontes de Variagdo al

Doses de magnésio (Mg)

Inoculacéo (1)

Mg x EC 0,79 1,21™  156™  1,68™
| x EC 12,69 4,79 2,96 2,85
Mg x | x EC 0,91™ 1,57™  0,29®  0,51™

Niveis de probabilidade: "™ = n&o significativo, = 0,05e ™ = 0,01.
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Tabela 4. Concentracgdes de clorofila a (Cl,), clorofila b (Cly), clorofila total (Cl, + Cly) e de
carotendides em folhas de plantas de arroz crescidas em solugdo nutritiva contendo
diferentes doses de magnésio e inoculadas com Bipolaris oryzae.

Doses de Oh 120 hai
Mg Cl, Cly Cltotal Car Cl, Cly Cl total Car

0,25mM 11,26a 3,11a 1894a 3,80a 7,36a 209b 17,49b 355a
25mM  9,76b 2,16ab 12,68c 3,39b 7,29a° 2,08b° 16,02¢” 391a
40mM  690c 2,67b 1600b 390a 7,90a" 265a 19,89a 3,84a

Médias em cada coluna seguidas da mesma letra ndo sao significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste de
Tukey. * = diferenca significativa entre 0 h e 120 hai para cada varidvel dentro de cada dose de Mg pelo teste-t.
n=4.
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Figura 1. Concentracdo foliar de magnesio (Mg) em plantas de arroz crescidas em solucao
nutritiva contendo doses crescentes de Mg.
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Figura 2. Periodo de incubacdo (Pl) da mancha parda nas folhas de plantas de arroz
crescidas em solugdo nutritiva contendo doses crescentes de magnésio (Mg).



A WD

55

28 1
24
£
L 20 A
(]
©
5
— 16 7
g
—
z
12 -
Y =20,17 - 3,42x + 0,50x?, R2= 0,81
8 T T T T 1
0,25 0,5 1 2 4
Doses de Mg (mM)

Figura 3. Numero de les6es (NL) de mancha parda em folhas de plantas de arroz crescidas
em solugdo nutritiva contendo doses crescentes de magnésio (Mg).
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Figura 4. Area abaixo da curva do progresso da mancha parda (AACPMP) em folhas de
plantas de arroz crescidas em solugéo nutritiva contendo doses crescentes de magnésio (Mg).
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Figura 5. Concentracao de aldeido malénico (MDA) em folhas de plantas de arroz crescidas
em solucdo nutritiva contendo diferentes doses de magnésio e inoculadas com Bipolaris
oryzae. Barras representam o desvio padrdo da média. Médias das trés doses de magnésio,
para cada época de avaliagéo, seguidas da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes
(P <0,05) pelo teste de Tukey. n = 4. MF = matéria fresca.
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Figura 6. Atividade de quitinases (QUI) em folhas de plantas de arroz crescidas em solucao
nutritiva contendo diferentes doses de magnésio e inoculadas com Bipolaris oryzae. Barras
representam o desvio padrdo da média. Médias das trés doses de magnésio, para cada época
de avaliacdo, seguidas da mesma letra ndo sédo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo
teste de Tukey. n = 4.



~NOo o1k WD

59

70 a
00,25 mM b a a, b
~ b
I‘é 60 4 ®W25mM ada h C
3 04,0mM
© 50 -
o
g
- 40 aa
£
E a0 b
o]
<
20 1
3 b da
Q]
10
0 L
0 24 48 72 96 120

Horas apés inoculacéo

Figura 7. Atividade de B-1,3-glucanases (GLU) em folhas de plantas de arroz crescidas em
solucéo nutritiva contendo diferentes doses de magnésio e inoculadas com Bipolaris oryzae.
Barras representam o desvio padrédo da média. Médias das trés doses de magnésio, para cada
época de avaliacdo, seguidas da mesma letra ndo sao significativamente diferentes (P < 0,05)
pelo teste de Tukey. n = 4.
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Figura 8. Atividade de peroxidases (POX) em folhas de plantas de arroz crescidas em
solucdo nutritiva contendo diferentes doses de magnésio e inoculadas com Bipolaris oryzae.
Barras representam o desvio padrdo da média. Médias das trés doses de magnésio, para cada
época de avaliacdo, seguidas da mesma letra ndo sao significativamente diferentes (P < 0,05)

pelo teste de Tukey. n = 4.
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Figura 9. Atividade de polifenoloxidases (PFO) em folhas de plantas de arroz crescidas em
solucdo nutritiva contendo diferentes doses de magnésio e inoculadas com Bipolaris oryzae.
Barras representam o desvio padrédo da média. Médias das trés doses de magnésio, para cada
época de avaliacdo, seguidas da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes (P < 0,05)
pelo teste de Tukey. n = 4.
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Figura 10. Atividade de fenilalanina amonia-liases (FAL) em folhas de plantas de arroz
crescidas em solucdo nutritiva contendo diferentes doses de magnésio e inoculadas com
Bipolaris oryzae. Barras representam o desvio padrdo da media. Médias das trés doses de
magneésio, para cada época de avaliacdo, seguidas da mesma letra ndo sdo significativamente
diferentes (P < 0,05) pelo teste de Tukey. n = 4.
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Figura 11. Taxa maxima de assimilacdo liquida de carbono (Amsx) (A e B), condutancia
estomatica (gs) (C e D), concentracdo interna de CO, (C) (E e F) e razdo entre a
concentracdo interna e ambiente de CO; (Ci/Cy) (G e H) determinadas em folhas de plantas
de arroz crescidas em solucdo nutritiva contendo doses crescentes de magnésio e nao
inoculadas (A, C, E e G) ou inoculadas (B, D, F e H) com Bipolaris oryzae. Barras
representam o desvio padrdo da média. Médias das trés doses de magnésio, para cada época
de avaliacdo, seguidas da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes (P < 0,05) pelo
teste de Tukey. n = 4.
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Conclusao

A concentragdo de Mg nos tecidos aumentou com o acréscimo da dose

Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que a magnitude no controle
da mancha parda do arroz pelo Mg, avaliada por meio de alguns componentes de
resisténcia, foi dependente da concentracéo desse elemento na folha.

Hove um aumento da atividade de algumas enzimas, potencializando os mecanismos
de resisténcia da planta, que somado ao estado nutricional e de desenvolvimento,

conferiu resisténcia.

Houve diferenca entre a concentracdo de Cl, entre as doses empregadas e inculadas
ou ndo com o fungo B.oryzae, nos demais Cly, Cltotal e Car ndo houve uma diferencga
expressiva entre as doses empregadas e tambem em relacdo as inoculadas ou nao

obeservou a mesma tendéncia.

Houve diferenca entre as plantas sadias e inoculadas parametros Anax, Os, Cie Ci/C,,
mais em relacdo as doses empregadas ndo houve diferenca significativa, mesmo com

a concentracao tendo aumentado nos tecido.



