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Resumo

A mancha parda, causada pelo fungo Bipolaris oryzae, ¢ uma das principais doencas da cultura do arroz. Sabe-se que o mag-
nésio (Mg) tem o potencial de reduzir a intensidade de algumas doencas em culturas de importancia econdmica e, portanto,
o objetivo desse trabalho foi verificar o efeito de diferentes doses desse macronutriente na resisténcia do arroz a mancha
parda. Para isto, plantas de arroz (cv. Metica-1) foram cultivadas em solu¢do nutritiva contendo 0,25; 0,5; 1; 2 e 4 mmol.L™' de
Mg. Foram avaliados o periodo de incubacao (Pl), o nimero de lesdes (NL) por cm? de folha, a severidade da mancha parda
e a concentracao foliar de Mg. Os dados de severidade foram usados para calcular a drea abaixo da curva do progresso
da mancha parda (AACPMP). Outro experimento com as doses de 0,25; 2,5 e 4 mmol.L"' de Mg foi conduzido para determi-
nar a concentracdo de aldeido maldnico (MDA) e a atividade da quitinase (QUI), B-1,3-glucanase (GLU), peroxidase (POX),
polifenoloxidase (PFO) e fenilalanina amdnia-liase (FAL) em resposta a infeccdo por B. oryzae. Houve efeito linear positivo
e linear negativo das doses crescentes de Mg, respectivamente, na concentracao foliar de Mg e na AACPMP. Houve efeito
quadratico das doses crescentes de Mg no Pl e no NL por cm?® de area foliar. Alta concentracdo de MDA e maior atividade
da PFO ocorreram com a dose de 4 mmol.L"" de Mg. As atividades da QUI e da GLU ndo foram afetadas pelas doses de Mg.
A maior atividade da POX ocorreu para as plantas supridas com as doses de 2,5 e 4 mmol.L" de Mg. A FAL apresentou au-
mento significativo em atividade as 48 e 72 horas ap6s inoculagdo com a dose de 4 mmol.L" Mg. Os resultados desse estudo
demonstram que a alta concentracdo foliar de Mg aumentou a resisténcia do arroz a infeccao por B. oryzae principalmente
por meio do aumento das atividades das enzimas de defesa.
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Magnesium on rice resistance to brown spot

Abstract

Brown spot, caused by the fungus Bipolaris oryzae, is one of the most important rice diseases. It is known that magnesium
(Mg) has the potential to decrease the intensity of some diseases in crops of economic importance. Therefore, the aim of
this study was to determine the effect of different Mg rates on rice resistance to brown spot. Rice plants (cv. Metica-1) were
grown in nutrient solution containing 0.25, 0.5, 1, 2 and 4 mmol.L' Mg. The incubation period (IP), the number of lesions
(NL) per cm? of leaf, the brown spot severity, and the foliar concentration of Mg were evaluated. Data from severity were
used to calculate the area under brown spot progress curve (AUBSPC). Another experiment with the rates of 0.25, 2.5 and
4 mmol.L"" Mg was carried out to determined the concentration of malondialdehyde (MDA) and the activity of chitinase (CHI),
B-1,3-glucanase (GLU), peroxidase (POX), polyphenoloxidase (PPO) and phenylalanine ammonia-lyase (PAL) in response to B.
oryzae inoculation. There were linear positive and linear negative effects of the Mg rates on the foliar concentration of Mg
and AUBSPC. There was quadratic effect of the Mg rates on both IP and NL per cm? of leaf area. The highest concentration
of MDA and high PPO activity were obtained with the rate of 4 mmol.L." Mg. The activities of CHI and GLU were not affected
by the Mg rates. High POX activity occurred for plants supplied with 2.5 and 4 mmol.L" Mg. Significant increase in PAL activity
occurred at 48 and 72 hours after inoculation at the rate of 4 mmol.L" Mg. The results of this study demonstrated that the
high foliar concentration of Mg increased rice resistance to infection by B. oryzae mainly through the increase on the activi-
ties of defense enzymes.
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1. INTRODUCAO

A mancha parda, causada pelo fungo Bipolaris oryzae
(Breda de Haan) Shoemaker, é uma das doengas mais im-
portantes da cultura do arroz (Ou, 1985). Nas folhas, os
sintomas da mancha parda sio lesoes irregulares de cor
marrom avermelhado com um centro cinza e halo cloré-
tico (Ou, 1985). Os danos associados & mancha parda sao
decorrentes da infecgao pelo fungo nos graos, da reducio
na germinagio das sementes, da morte das plantulas origi-
nadas de sementes infectadas e da destruicio da drea foliar
fotossinteticamente ativa (Ou, 1985). Alta incidéncia da
mancha parda em folhas tem sido observada em plantas
cultivadas em solos com deficiéncia de cilcio (Ca), ferro
(Fe), magnésio (Mg), manganés (Mn), nitrogénio (N),
potdssio (K) e silicio (Si) (Kaur e PADMANABHAN, 1974;
Faria e PraBHU, 1983).

Os nutrientes podem, em deficiéncia ou excesso, di-
minuir ou aumentar a resisténcia das plantas a infeccio
por patdgenos (MARSCHNER, 1995). O Mg desempenha
func¢des importantes na fisiologia vegetal por participar
dos processos da fotofosforilacao, da fixacio fotossinté-
tica do diéxido de carbono, da sintese proteica, do carre-
amento do floema, da utilizacio dos fotoassimilados, na
geragio de espécies reativas de oxigénio e na foto-oxidagio
foliar (HermaNs et al., 2005). Assim, vérios processos
fisiolégicos e bioquimicos nas plantas podem ser alte-
rados tanto pela deficiéncia quanto pelo excesso de Mg
(HErMmANS et al., 2005). Além desses efeitos diretos do
Mg, a intensidade de doengas, dependendo da interagao
patégeno-hospedeiro, pode ser menor ou maior em fun-
¢do da concentragio foliar de Mg (Huser, 1981). Worrz
e JonEs (1979) observaram que plantas de tomateiro e de
pimentéo supridas com altas doses de Mg foram mais sus-
cetiveis a Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Porém,
aplicacoes de cloreto de magnésio com fertilizantes amo-
niacais em solos deficientes em Mg reduziu o mal-do-pé,
causado por Gﬂeumannamycw graminis f.sp. tritici, em tri-
go (Husegr, 1981).

Considerando a importincia do Mg no metabolismo
vegetal e a falta de informagées sobre o efeito desse ele-
mento na interacdo arroz-Bipolaris oryzae, principalmente
na potencializacio da atividade de algumas enzimas de
defesa, este trabalho teve como objetivo verificar o efei-
to de diferentes doses desse macronutriente em algumas
varidveis epidemioldégicas — periodo de incubagio (PI),
ndmero de lesdes (NL) por cm? de folha e severidade da
mancha parda — e na potencializagio da atividade de en-
zimas de defesa do arroz.

2. MATERIAL E METODOS

Plantas de arroz (cultivar Metica-1), suscetivel a Bipolaris
oryzae foram crescidas em solugio nutritiva de HoagLAND

e ARNON (1950) modificada, constituida de 1,0 mmol L™
KNO; 0,25 mmol L' NH,H,PO,; 0,1 mmol L' NH,CI;
1,0 mmol L' Ca(NO,); 0,30 pmol L' CuSO,.5H,0;
0,33 pmol L' ZnSO,.7H,O; 11,5 pmol L* H.BO,;
3,5 pmol L' MnCl,4H,0; 0,1 pmol L' (NH,) Mo, O, .4H,0;
25 pmol L' FeSO,.7H,O e 25 pmol L' de dcido etile-
nodiaminotetracético (EDTA) bissédico. Para o experi-
mento, visando estudar o efeito do Mg nos componen-
tes epidemiolégicos da mancha parda, as doses de Mg
usadas foram de 0,25; 0,5; 1; 2 e 4 mmol L. Para as
determinagbes bioquimicas, utilizaram-se as doses de
0,25; 2,5 ¢ 4 mmol L'. Como fonte de Mg, utilizou-se
o MgSO,.7H,0O. Para o preparo da solugio nutritiva
com a dose de 0,25 mmol L' de Mg, utilizou-se Na, SO,
na concentra¢io de 0,25 mmol L' e para a dose de
0,5 mmol L de Mg, utilizou-se 0 MgSO,.7H,O. Para as
demais doses, utilizou-se o MgCl, nas concentragoes de
0,5, 1,5 ¢ 3,5 mmol L' acrescido da dose de 0,5 mmol L
de MgSO,.7H,O. As sementes de arroz foram lavadas em
solugdo de hipoclorito de sédio (10%) por 1,5 minutos
seguidas de lavagem em 4gua deionizada por 3 minutos.
As sementes foram germinadas em rolos de papel filcro
embebidos com dgua e mantidos a 25 °C. Aos sete dias
apds germinagio, seis plantulas foram transferidas para
cada vaso pléstico contendo cinco litros de solugao nutri-
tiva com as doses de Mg. A solugio nutritiva foi trocada
a cada 4 dias ou quando a condutividade elétrica atingiu
85% do valor inicial. O pH da solugio nutritiva foi veri-
ficado diariamente e mantido entre 5,5 e 6,0 com adicio
de solucoes 1 M de HCI ou NaOH.

O isolado de B. oryzae (CNPAF HO-82) foi pre-
servado em tiras de papel-filtro colocadas em tubos de
vidro contendo silica-gel e armazenados em geladei-
ra a 4 °C. Quinze dias antes da inoculacio, foi feita a
pré-multiplicacio do fungo em meio de cultura batata,
dextrose e 4gar (BDA). Quando a col6nia atingiu 3 cm
de didmetro, a mesma foi repicada para novas placas de
Petri contendo BDA e mantidas por 10 dias em cAmara
de crescimento tipo B.O.D (25 °C e fotoperiodo de 12
horas). Foram adicionados 10 mL de 4gua deionizada
em cada placa de Petri e os conidios foram coletados
com pincel de cerdas macias. A suspensio resultante
foi homogeneizada e ajustada para a concentragio de
1x10* conidios mL". Gelatina foi adicionada & suspen-
sdo (1% m/v) para aumentar a aderéncia dos conidios
na superficie foliar. As plantas foram inoculadas com
B. oryzae quando emitiram a oitava folha no colmo princi-
pal conforme escala proposta por Marsou e HosHIkawa
(1993) (aproximadamente 35 dias apds emergéncia)
com atomizador (VLS-Set Airbrush, Paache Airbrush
Company, EUA). As seis plantas em cada vaso foram
pulverizadas com 10 mL da suspensdo de conidio. Apés
inoculagio, as plantas foram mantidas em cAmara de ne-
voeiro (temperatura de 25+2 °C e umidade relativa de
80+5%) dentro da casa de vegetagio.
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Visando estudar o efeito do Mg nos componentes
epidemioldgicos da mancha parda, o experimento foi ins-
talado em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com cinco tratamentos constituidos pelas cinco doses de
Mg com cinco repeticoes e foi repetido duas vezes. O ex-
perimento para as determinagées bioquimicas foi instala-
do em DIC em esquema fatorial 3 x 2 com 4 repeti¢oes.
Os fatores estudados foram doses de Mg e inoculagio ou
nao das plantas com B. oryzae.

A quinta e a sexta folha do colmo principal das plan-
tas das repeticoes de cada tratamento foram marcadas e
utilizadas para avaliar o PI, o NL por cm? de folha ¢ a
severidade da mancha parda. O PI foi avaliado a cada trés
horas ap6s inoculagao (hai) das plantas, observando, com
o0 auxilio de uma lupa (20X), o aparecimento dos sinto-
mas da mancha parda. As 48 hai, o NL por cm? de folha
foi contado com o auxilio de uma lupa (20X), em 4 dreas
de 1 cm? cada, aleatoriamente, nas folhas marcadas. A se-
veridade da mancha parda foi avaliada as 24, 48, 72, 96 ¢
120 hai utilizando-se a escala proposta pelo International
Rice Research Institute (IRRI) com valores de severidade
variando de 0 a 100% (IRRI, 1996). Os valores obtidos
foram utilizados para calcular a 4rea abaixo da curva do
progresso da mancha parda (AACPMP) de acordo com a
férmula proposta por SHANER e FINNEY (1977).

Para as andlises bioquimicas, amostras da quinta e da
sexta folha do colmo principal das plantas crescidas em
solugdo nutritiva contendo apenas as doses de 0,25; 2,5
e 4 mmol L' de Mg foram coletadas as 24, 48, 72, 96 ¢
120 hai. Folhas coletadas de plantas nao inoculadas com
B. oryzae (0 h) serviram como controle. As folhas foram
mantidas em nitrogénio liquido durante as coletas e ar-
mazenadas em ultrafreezer a -80 °C até serem analisadas.

O extrato enzimdtico para determinar a atividade da
quitinase (QUI, EC 3.2.1.14) foi obtido pela maceracio
de amostras de 0,3 g de tecido foliar com nitrogénio li-
quido em almofariz com adi¢do de polivinilpirrolido-
na (PVP) 1% (p/v) até obtengio de um pé fino. O pé
obtido foi homogeneizado em 2 mL de tampio fosfato
de sédio 50 mM (pH 6,5) contendo 1 mM de fluore-
to de fenilmetilsulfénico (PMSF) e 0,1 mM de EDTA.
O homogeneizado foi centrifugado a 20.000 x g por 25
minutos a 4 °C e o sobrenadante foi usado para as de-
terminacoes enzimdticas. A determinagio da atividade da
QUI foi realizada de acordo com a metodologia proposta
por ROBERTS ¢ SELITRENNIKOFF (1988) modificada por
Harman et al. (1993) utilizando o p-nitrofenil-B-D-/V-
N -diacetilquitobiose (PNP) (Sigma-Aldrich, Sao Paulo)
como substrato. O meio de reagio contendo 470 uL de
tampao acetato de sédio 50 mM (pH 5,0), 10 uL de PNP
(2 mg mL") e 20 uL do extrato vegetal foi incubado a
37 °C por 2 horas. A reagio foi paralisada acrescentando-
-se 500 pL de carbonato de sédio 0,2 M (pH 5,0). As lei-
turas de absorbincia foram realizadas em espectrofoto-
metro a 410 nm imediatamente apds as reagoes serem

paralisadas. A atividade da QUI foi determinada utilizan-
do-se para os cdlculos o coeficiente de extingdo molar de
7 x 10* M cm™ e expressa em pM de p-nitrofenil produ-
zido por minuto por mg de proteina.

O extrato enzimdtico para determinar a atividade da
f-1,3-glucanase (GLU, EC 3.2.1.6) foi semelhante ao ob-
tido para determinagao da QUI. A atividade da GLU foi
determinada conforme metodologia descrita por LEVER
(1972) com algumas modificagées. O dcido 3,5-dinitro-
salicilico (DNS) foi usado em substituicio a hidrazida do
4cido p-hidroxibenzoico. O meio de reacio foi constituido
de 230 uL de tampio acetato de sédio 100 mM (pH 5,0),
250 uL da solugao do substrato laminarina (4 mg mL™")
€20 uL do extrato vegetal e incubado a45 °C por 30 minutos.
Apos esse periodo, foram acrescentados ao meio de reacio
250 uL de DNS ¢, em seguida, essa mistura foi aquecida a
100 °C por 5 minutos. Apés o resfriamento em gelo até a
temperatura de 30 °C, as amostras tiveram suas absorban-
cias determinadas em espectrofotdbmetro a 540 nm e os
resultados foram expressos em unidades de absorbéincia
(Abs) por minuto por mg de proteina.

O extrato enzimdtico para determinagio da atividade
da peroxidase (POX, EC 1.11.1.7) foi obtido macerando
0,3 g de tecido foliar com N, liquido em almofariz com
adigio de PVP 1% (p/v) até obtengio de um pé fino.
O pé obtido foi homogeneizado em 2 mL de tampao fos-
fato de sédio 50 mM (pH 6,5) contendo 1 mM de PMSF
¢ 0,1 mM de EDTA. O homogencizado foi centrifugado
2 20.000 x g por 25 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi
usado para as determinagbes enzimdticas. A atividade da
POX foi determinada conforme metodologias propostas
por CHANCE e MAEHLEY (1955) e Kar e MisHRa (1976).
No ensaio colorimétrico, foram utilizados como substra-
tos o pirogalol e o peréxido de hidrogénio. A mistura de
reagdo foi composta por 340 uL de dgua destilada, 250 uL
do tampio fosfato de potdssio 100 mM (pH 6,8),
200 uL de pirogalol 100 mM, 200 uL de peréxido de
hidrogénio 100 mM e 10 uL do extrato. As leituras de ab-
sorbancia foram realizadas a 420 nm a cada 10 segundos
durante 1 minuto em espectrofotdmetro. A atividade da
POX foi determinada utilizando-se para os cdlculos o co-
eficiente de extin¢io molar de 2,47 mM! cm™ (CHANCE
e MAEHLEY, 1955) e expressa em mmol de purpurogalina
produzida por minuto por mg de proteina.

O extrato enzimdtico para determinagio da atividade
da polifenoloxidase (PFO, EC 1.10.3.1) foi semelhante ao
obtido para determinagio da POX. A atividade da PFO
foi determinada conforme metodologias propostas por
CHANCE € MAEHLEY (1955) e Kar e Misura (1976). No
ensaio colorimétrico, utilizou-se o pirogalol a 100 mM
como substrato. A mistura de reagio foi composta de 520 uL
de 4gua destilada, 250 uL do tampao fosfato de potds-
sio 100 mM (pH 6,8), 200 uL de pirogalol 100 mM e
30 uL do extrato. As leituras de absorbincia foram reali-
zadas a 420 nm a cada 10 segundos durante 1 minuto em
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espectrofotometro. A atividade da PFO foi determinada
utilizando-se para os cdlculos o coeficiente de extingdo
molar de 2,47 mM™"' cm (CHANCE e MAEHLEY, 1955) e
expressa em mmol min™ mg"! proteina.

Para obtengdo do extrato para determinacio da ati-
vidade da fenilalanina amoénia-liase (FAL, EC 4.3.1.5),
0,3 g de tecido foliar foi macerado com nitrogénio liquido
em almofariz com adicio de PVP (2%) até obtencio de
um pé fino. O pé obtido foi homogeneizado em 2 mL
de tampao fosfato de sédio 50 mM (pH 6,5) contendo
1 mM de PMSF e 0,1 mM de EDTA. A mistura foi cen-
trifugada duas vezes a 20.000 x ¢ por 25 minutos a 4 °C.
O sobrenadante foi usado como substrato para determinar
a atividade da FAL. A reacio foi iniciada apds adicionar
0,5 mL do extrato a uma mistura contendo 2 mL de tam-
pio Tris-HCI 25 mM (pH 8,8) e 1 mL de L-fenilalanina
100 mM. A mistura de reagao foiincubada em banho-maria
a 30 °C durante 3 horas. Nas amostras controle, a
L-fenilalanina foi substituido por 1 mL do tampio
Tris-HCI. A reagdo foi finalizada pela adi¢ao de 0,1 mL
de HCI 6 N. A absorbancia dos derivados do 4cido
trans-cindmico foi medida em espectrofotdmetro 2290 nm
e o coeficiente de extincio molar de 10* mM' cm
(Zucker, 1965) foi usado para calcular a atividade da
FAL, a qual foi expressa em mM min" mg"' de proteina.

A concentragdo de proteinas em cada amostra foi de-
terminada pelo método de BRADFORD (1976) e todas as
determinagées enzimdticas foram realizadas em triplicata.

Para determinar a concentracio de aldeido mal6nico
(MDA), 0,25 g de tecido foliar foram macerados em N,
liquido seguido de homogeneizagio em 2 mL de dcido
tricloroacético (TCA) (0,1% p/v). O homogeneizado
foi centrifugado a 10.000 x ¢ por 15 minutos a 4 °C e
o sobrenadante foi coletado. Foram adicionados 500 pL
do sobrenadante em um tubo de microcentrifuga con-
tendo 1,5 mL da solucio de 4dcido tiobarbittrico (TBA)
(0,5%) em TCA 20%. As amostras foram incubadas por 2
horas a 90 °C em banho-maria. A reagio foi paralisada em
banho de gelo por cinco minutos. As amostras foram cen-
trifugadas a 13.000 x g por 4 minutos. A absorbancia da
reacdo foi determinada em espectrofotdmetro a 532 nm.
Utilizou-se para os cdlculos, o coeficiente de absortividade
molar de 155 mM™' cm™ e os resultados foram expressos
em pmol de MDA por kg de matéria fresca.

Amostras de todas as folhas do colmo principal das
plantas de cada tratamento foram coletadas, lavadas em
dgua destilada e secadas em estufa com ventilacio forcada
deara 70 °Caté atingirem peso constante. Posteriormente,
as folhas, sem bainha, foram moidas em moinho tipo
Thomas-Wiley (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ,
EUA) com peneira de 20 mesh. A concentragao foliar de
Mg foi determinada por digestao nitroperclérica de acor-
do com BartaGLIA et al. (1983).

Os dados das varidveis PI, o NL por cm? de folha e
AACPMP dos dois experimentos foram combinados apés

a verificagio da homogeneidade de variancia pelo teste de
BarTLETT (GOMEZ e GOMEZ, 1994), e submetidos 4 ana-
lise de varidncia e regressao polinomial.

Os dados das concentracoes de MDA e de Mg e das
atividades da QUI, GLU, POX, PFO e FAL foram sub-
metidos 2 andlise de varidncia ¢ as médias comparadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Foi
utilizado o software SAS (SAS Institute Inc., 1989, Cary,
NC, EUA) para as andlises estatisticas.

3. RESULTADOS

Houve efeito linear positivo das doses crescentes de Mg
na concentracio foliar desse macronutriente (Tabela 1).
A variagdo nos valores observados para a concentracio
foliar de Mg da dose de 0,25 mmol L" para a dose de
4 mmol L' foi de 0,47 a 0,79 dag kg™'. Houve efeito qua-
drético das doses crescentes de Mg no PI e no NL por cm?
de drea foliar (Tabela 1). A variacio nos valores do PI e do
NL por cm? de drea foliar da dose de 0,25 mmol L para
a dose de 4 mmol L, foram, respectivamente, de 18,35 a
19,15 h e de 17,56 a 15,10. Houve efeito linear negativo
das doses crescentes de Mg na AACPMP (Tabela 1). A va-
riagao nos valores da AACPMP da dose de 0,25 mmol L
para a dose de 4 mmol L foi de 663,3 a 442,3.

Houve efeito significativo dos fatores doses de Mg e
épocas de coleta (p=0,05) para as atividades das enzimas
QUI, GLU, POX e PFO. Paraa enzima FAL, o fator épo-
cas de coleta foi significativo (p=<0,05). A interagio doses
de Mg x épocas de coleta foi significativa apenas para
as atividades das enzimas QUI, POX e FAL (p=0,0022;
0,0034 e 0,0036, respectivamente). As 0 e 24 hai para a
dose de 2,5 mmol L, a atividade da QUI foi significati-
vamente maior em relacio as doses de 0,25 e 4 mmol L
(Figura 1a). As 48 hai, nio houve diferenca significativa
entre as doses de 2,5 e 4 mmol L' e nem entre as doses
de 0,25 ¢ 4 mmol L s 72 hai para a atividade da QUI
(Figura 1a). A atividade da QUI foi significativamente
maior nas doses de 0,25 € 2,5 mmol L' em relagio a dose
de 4 mmol L' as 96 ¢ 120 hai (Figura 1a). A atividade
da GLU foi significativamente maior nas doses de 2,5
e 4 mmol L' em relagao a dose de 0,25 mmol L' as 0 e
24 hai (Figura 1b). Nao houve diferenca significativa
entre as 3 doses de Mg na atividade da GLU as 48 hai.
A atividade da GLU foi significativamente maior nas do-
ses de 4 e 2,5 mmol L, respectivamente, as 72 ¢ 120
hai (Figura 1b). As 96 hai, a atividade da GLU foi sig-
nificativamente maior nas doses de 0,25 ¢ 2,5 mmol L
em relagdo A dose de 4 mmol (Figura 1b). Nas plantas
nio inoculadas com B. oryzae, a atividade da POX foi
significativamente maior na dose de 2,5 mmol L' em
relacio a dose de 0,25 mmol L', mas nio houve dife-
renca significativa entre as doses de 2,5 ¢ 4 mmol L
(Figura 1c). Nao houve diferenca significativa entre as 3
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doses de Mg na atividade da POX as 24 hai (Figura 1c).
A atividade da POX foi significativamente maior as 48,
72 e 120 hai nas doses de 2,5 e 4 mmol L' em relacio a
dose de 0,25 mmol L' (Figura 1c). As 96 hai, a atividade
da POX foi significativamente maior na dose de 4 mmol
L' em relagio as doses de 0,25 ¢ 2,5 mmol L. Nas plan-
tas ndo inoculadas com B. oryzae, a atividade da PFO foi
significativamente maior na dose de 4 mmol L em rela-
¢ao adose de 0,25 mmol L, mas nao houve diferenca sig-
nificativa entre as doses de 2,5 ¢ 4 mmol L' (Figura 1d).
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Tabelal. Equacoes de regressao da concentracio foliar de magnésio,
periodo de incubagio da mancha parda, nimero de lesdes por cm?* de
folha e drea abaixo da curva do progresso da mancha parda em plantas de
arroz ao aumento de magnésio (0,25 a4 mmol L) na solucio nutritiva

Variaveis Equacoes de regressao*
Mg (dag kg™) Y=0,40+0,07x; R?=0,96
Pl (h) Y=17,35+1,37x - 0,21x% R?=0,74

NL Y=20,17 - 3,42x+0,50x% R?=0,81
AACPMP Y=732,9 -66,2x; R?=0,71

Mg: magnésio; PI: periodo de incubagio; NL: niimero de lesoes; AACPMP: 4rea abaixo da
curva do progresso da mancha parda. *Todas as equagoes foram significativas (p=0,001).

(b)

~
o
N

a ap
bb c
aa

[}
o
L
]
]
[

vl
(@]
!

W
o
f
[=x

U (ABS min"'mg'proteina)
N} IN
2 <

G
o o

(d)
0,84
)
£ a
(]
5 0,61
a
‘0o
E b
£ 0,44 C
£ a
= a b
£ b a
0,21 b 2
= babg 2
o‘o.m L

80 1

60 -

MDA (umol Kg'MF)

2a
b
a
b
b
a a
a aa 2
40 1 b b
a < b
bb
20 1
daa
ol |
96

0 24 48 72 120
Horas apds inoculacao

Figura 1. Adividades das enzimas (a) quitinase (QUI), (b), f~1,3-glucanase (GLU), (c) peroxidase (POX), (d) polifenoloxidase (PFO) e (e)
fenilalanina amoénia-liase (FAL) e concentragao de (f) aldeido maldénico (MDA) em folhas de plantas de arroz crescidas em solugao nutritiva
contendo trés doses de magnésio e inoculadas com Bipolaris oryzae. Barras representam o desvio-padrio da média. Médias das trés doses de
magnésio, para cada época de avaliacdo, seguidas da mesma letra nio sio significativamente diferentes (p<0,05) pelo teste de Tukey. MF:

matéria fresca; n=4.
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A atividade da PFO foi significativamente maior na dose
de 4 mmol L' em relacao as doses de 0,25 e 2,5 mmol L"!
as 24, 72, 96 e 120 hai (Figura 1d). Nao houve diferenca
significativa entre as dose de 0,25 ¢ 2,5 mmol L na ativi-
dade da PFO as 24, 72 e 96 hai (Figura 1d). As 120 hai,
a atividade da PFO foi significativamente maior na dose
de 4 mmol L' em relac¢io as doses de 0,25 e 2,5 mmol L
(Figura 1d). Para a FAL, nio houve diferenca significati-
va entre as trés doses de Mg nas plantas nao inoculadas
com B. oryzae (Figura le). As 24 hai, a atividade da FAL
foi significativamente maior na dose de 2,5 mmol L
em relacio a dose de 4 mmol L. A atividade da FAL
foi significativamente maior as 48 e 72 hai na dose de
4 mmol L' em relacio as demais doses (Figura le).
As 96 hai, a atividade da FAL foi significativamente
maior na dose de 0,25 mmol L! em relagio a dose de 4
mmol L', mas nao houve diferenca significativa entre as
doses de 2,5 ¢ 4 mmol L' na atividade da FAL (Figura
le). As 120 hai, a atividade da FAL foi significativamen-
te maior nas doses de 2,5 ¢ 4 mmol L' de Mg em relagio
a dose de 0,25 mmol L' (Figura le).

Houve efeito significativo apenas dos fatores doses de
Mg (p=0.0001) e épocas de coleta (p=0.004) para a con-
centragio de MDA. A concentragio de MDA foi signifi-
cativamente maior as 24, 48 e 72 hai e significativamente
menor as 120 hai para a dose de 4 mmol L' em relagio a
dose de 0,25 mmol L' (Figura 1f).

4. DISCUSSAO

O aumento na concentra¢io foliar de Mg contribuiu para
aumentar a resisténcia do arroz 3 mancha parda. A redu-
¢do na AACPMP nas plantas supridas com a maior dose
de Mg demonstra a importincia desse macronutriente na
reducio dos sintomas da mancha parda. O aumento do
PI em funcio das doses crescentes de Mg é importante ao
considerarmos que esse componente epidemiolégico in-
fluencia a taxa de progresso da doenga e, por conseguinte,
a AACPMP. De acordo com BERGER et al. (1997), quan-
to maior o PI e o periodo latente, menor serd o nimero
de ciclos secunddrios da maioria dos patdgenos foliares
e, consequentemente, menores intensidades das doencas.
O NL, outro componente epidemiolégico avaliado neste
estudo, foi reduzido pelas doses crescentes de Mg suge-
rindo, assim, que mecanismos de resisténcia poderiam
estar restringindo a colonizac¢io dos tecidos foliares por
B. oryzae. De acordo com Basa (1958), o PI da mancha
parda aumentou e o NL decresceu em plantas de arroz
supridas com Mg. Por outro lado, plantas de tomatei-
ro e de pimentdo foram mais suscetiveis a Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria na presenca de altas doses de Mg
(Worrz e Jongs, 1979).

As plantas sio capazes de ativar rapidamente, mas de
forma orquestrada, diferentes mecanismos bioquimicos de

defesa associados com o metabolismo secunddrio apés a
infecao por patdgenos. Assim, com o intuito de reforcar
a hipétese de que o Mg estaria envolvido com uma respos-
ta bioquimica de defesa do arroz 2 infecgio por B. oryzae,
estudou-se a atividade de algumas enzimas de defesa. Além
disso, estudou-se a concentracio de MDA, considerando
que esse composto é marcador dos danos ocasionados as
membranas induzidos por estresses bidticos e ou abidticos
(Fu e Huang, 2001). De acordo com DarraGNoOL et al.
(2011), houve aumento na concentracio de MDA em fo-
lhas de arroz quando a severidade da mancha parda atin-
giu os maiores valores em comparagao com as plantas nio
inoculadas. A produgio de toxinas nio especificas por B.
oryzae, as quais podem causar danos na membrana plasm4-
tica (X140 et al., 1991), pode colaborar para aumentar ain-
da mais a concentragio de MDA. Nas plantas inoculadas
com B. oryzae, a maior concentracdo de MDA foi obtida
na dose de 4 mmol L' de Mg, o que possivelmente pode
ser explicado pelo fato de que altas concentragoes citoplas-
mdticas de Mg bloqueiam os canais de K* na membrana in-
terna dos cloroplastos desfavorecendo a remogao de H* do
estroma que, por sua vez, resulta em maior concentragio de
espécies reativas de oxigénio e dano oxidativo celular (Wu
e BERkOWITZ, 1992; VENKATESAN € JAYGANENSH, 2010).

A QUI ea GLU sio responsdveis por degradar os prin-
cipais carboidratos da parede celular dos fungos como a
quitina e a 3-1,3-glucano (MonaMMADI et al., 2002). No
presente trabalho, a atividade dessas enzimas nio foi po-
tencializada pelas maiores doses de Mg, embora nao deva
ser descartado um possivel efeito delas em afetar o cresci-
mento de B. oryzae no tecido foliar. Segundo RODRIGUES
et al. (2005), a QUI nao contribuiu para a resisténcia do
arroz a brusone. Considerando que o PI aumentou e o
NL reduziu para as plantas supridas com as maiores doses
de Mg, aventa-se para a hipétese de que, além da modesta
participacdo das enzimas QUI e da GLU, outros mecanis-
mos de defesa estejam envolvidos em restringir a coloniza-
¢ao dos tecidos foliares de arroz por B. oryzae.

A POX estd associada com a resisténcia das plantas
A infecgdo por patdgenos devido ao seu envolvimento na
sintese de compostos fendlicos e lignina (REIMERs et al.,
1992). No entanto, a principal fungdo desta enzima estd
relacionada com o metabolismo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) através da oxidagio de substratos fendli-
cos, utilizando-se o peréxido de hidrogénio. No presente
trabalho, a POX apresentou maior atividade nas plantas
supridas com as doses de 2,5 ¢ 4 mmol L' de Mg. Isto
indica uma possivel acdo antioxidante dessa enzima na
tentativa de eliminar as ERO produzidas em decorréncia
do processo infeccioso de B. oryzae. A PFO catalisa a hi-
droxilagao dos monofendis formando ortodifendis e a oxi-
dagao desses em orto-quinonas com agdo antimicrobiana
(VALERO et al., 1988). A atividade da PFO aumentou a
semelhanga da POX, porém as maiores atividades ocorre-
ram com a dose de 4 mmol L' de Mg,
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A rota dos fenilpropanoides, iniciada pela conversio
da L-fenilalanina a 4cido trans-cindmico, numa reagio
de desaminagdo catalisada pela enzima FAL, ¢ impor-
tante para a producio de compostos fendlicos de natu-
reza antimicrobiana, além de certas classes de fitoalexinas
(ScHUSTER e RETEY, 1995). No presente trabalho, a ativi-
dade da FAL apresentou aumento no inicio do processo
infeccioso de B. oryzae nas plantas supridas com a dose de
4 mmol L' de Mg, sugerindo um possivel efeito do Mg

em potencializar a atividade dessa enzima.

5. CONCLUSAO

A alta concentragio foliar de Mg ¢ eficiente no controle
da mancha parda, pois aumenta a resisténcia do arroz
a infecgdo por B. oryzae, principalmente por meio do
incremento das atividades das enzimas que atuam na de-
fesa das plantas.
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