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RESUMO

A resisténcia a doengas pode ser induzida em plantas tanto por agentes abidticos como por agentes bidticos, por
exemplo isolados avirulentos de patdgenos. No presente trabalho objetivou-se determinar a concentragdo de um isolado
avirulento (indutor) e o periodo necessario para induzir resisténcia em folhas de arroz a um isolado virulento de M. oryzae.
Em casa de vegetacdo, plantas com 18 dias das cultivares Metica-1 e Cica-8 foram pulverizadas com um isolado indutor de
resisténcia, nas concentragdes de 0, 10°, 3x10° ¢ 6x10° conidios.mL"! em periodos que antecederam a inoculagéo do isolado
virulento de 24, 48 e 72 horas. A inducdo da resisténcia manifestou-se na redugdo da area foliar afetada e no tipo de lesdo.
O grau de indugdo de resisténcia foi maior na cultivar Metica-1 do que na cultivar Cica-8, em relacdo a suas respectivas
testemunhas. A indugdo da resisténcia em Cica-8 foi superior quando o indutor foi aplicado 48 horas antes da aplicacdo do
isolado virulento nas concentragdes de 6x10° e 3x10° conidios.mL™!. Por outro lado, a indugdo de resisténcia em Metica-1
foi significativamente maior em todas as concentragdes e periodos de aplicacdes do indutor quando comparados com a
testemunha, mas ndo houve diferenca entre os tratamentos de indugao.

Palavras-chave adicionais: Oryza sativa, Pyricularia oryzae, resisténcia sistémica adquirida.

ABSTRACT
Induction of leaf blast resistance in rice by an avirulent isolate of Magnaporthe oryzae

The induction of disease resistance can be activated in plants with biotic and abiotic agents such as avirulent isolates
of pathogens. The objective of this investigation was to determine the concentration of inducer isolate and the time required
between the inoculation with inducer (avirulent isolate) and virulent isolate of Magnaporthe oryzae, for the induction of
resistance in rice leaves. Eighteen-day-old plants of rice cultivars Metica-1 and Cica-8 were sprayed in a greenhouse with
an avirulent isolate utilized as inducer, at the concentrations of 0, 10°, 3x10° and 6x10° conidia mL"'; sprayed 24, 48, and
72 hours prior to inoculation with virulent isolate. The induction of resistance was manifested in the reduction of leaf area
affected and lesion type. The degree of induced resistance was greater in cultivar Metica-1 than in cultivar Cica-8 in relation
to respective controls. The induction of resistance was superior in Cica-8 in treatments where inducers were applied 48
hours prior to inoculation with the virulent isolate, at concentrations of 6x10° and 3x10° conidia mL". On the other hand,
the induction in Metica-1 was significantly higher in relation to control, at all concentrations and all periods of application
of the inducer, and did not show differences between treatments.

Additional keywords: Oryza sativa, Pyricularia oryzae, Magnaporthe grisea, systemic acquired resistance.

INTRODUCAO

O Reino vegetal durante seu processo evolutivo
desenvolveu diferentes mecanismos de defesa contra
estresses, sejam bidticos ou abidticos, que acontecem em
cadeia disparando uma rede de eventos, isoladamente ou
em conjunto. Um destes eventos ¢ a resisténcia sistémica
adquirida (RSA) que se caracteriza por ser um sistema imune
nato ¢ potente contra um largo espectro de patogenos (Jarosch
et al., 1999). Ao induzir a resisténcia de um hospedeiro
estimula-se a sintese de compostos de defesa conferida por
genes presentes no gendtipo do hospedeiro, que tanto pode ser
expressa de forma localizada ou de forma sistémica (RSA), e
neste caso sera efetiva em todas ou em quase todas as partes
da planta. Os agentes indutores da resisténcia podem ser de
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natureza bidtica ou abidtica (Schonebeck & Steiner, 1997),
como por exemplo, um isolado avirulento, uma injaria
mecanica, ou mesmo um produto quimico (Manandhar et
al., 2000). O tratamento de sementes com acido salicilico
oferece protecao sistémica contra a brusone em plantulas de
arroz (Cai & Zheng, 1997). Os fungicidas sistémicos como
diclorociclopropane, probenazole e tricyclazole ativam os
mecanismos de defesa da planta (Manandhar ef al., 1998).
A brusone do arroz (Oryza sativa), causada pelo
ascomiceto Magnaporthe oryzae Barr (anamorfo Pyricularia
grisea Cav.), ocorre em todas as regides produtoras de
arroz do mundo e é conhecida como uma das doencas
mais destrutivas, causando danos de até 100%. No Brasil,
os danos em arroz de terras altas, chegaram em 59,6%
(Prabhu et al., 2003). No bindémio M. oryzae ¢ O. sativa a
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interagdo especializada entre o patotipo e a cultivar de arroz
¢ explicada pela teoria gene a gene (Flor, 1971). De acordo
com esta teoria, a reag@o de hipersensibilidade ¢ o resultado
de uma interagdo incompativel entre o gene de aviruléncia
do patdgeno e o gene de resisténcia do hospedeiro. Wang
et al. (2007) desenvolveram marcadores moleculares, que
vem sendo aplicado para o gene de resisténcia Pi-ta, clonado
por Jia ¢ colaboradores (2000) da cultivar de arroz Yachiro-
michi. Pi-ta codifica uma proteina citoplasmatica com sitios
de ligacdo a nucleotideos (NBS), que, putativamente, ao
ligar-se ao produto processado do gene de aviruléncia AVR-
Pita em Pyricularia grisea ¢ ativa uma resposta de defesa
da planta, provando assim a teoria gene a gene. A reagdo
de hipersensibilidade caracteriza-se pela morte celular
localizada no sitio de penetragdo do patégeno, producédo de
espécies reativas de oxigénio, fortificagdo da parede celular,
acimulo de calose ¢ lignina, aumento da atividade de
enzimas como chalcona isomerase ¢ peroxidases, acimulo
de compostos antimicrobianos e fitoalexinas, indugdo de
proteinas relacionadas a patogénese (PR) e a sintese de
metabdlitos secundarios (Schenck et al., 2000; Yang &
Dickman, 1999). Os genes para a sintese destes compostos
de defesa citados acima encontram-se presentes em todos
os gendtipos (Kuc, 1995, Ribeiro do Vale ef al., 2001). A
diferenga entre um genotipo resistente e suscetivel estd em
como e quando a expressdo destes genes serd induzida. Numa
interagdo incompativel, isto €, entre isolado avirulento e uma
cultivar resistente, a presenga de um receptor, codificado por
este gene de resisténcia, desencadeia uma série de indugdes
de outros genes de defesa, os quais expressam-se em tempo
necessario para produzir um fendtipo resistente, apds o
reconhecimento do elicitor produto do gene de aviruléncia
(Kuc & Strobe, 1992; Ribeiro do Vale et al., 2001). Tanto
nos casos de incompatibilidade como de compatibilidade,
a expressdo dos genes de defesa dependem da eficiéncia do
hospedeiro em reconhecer a presenca do patdogeno através
de mecanismos de percepgdo e transdugdo de sinais, que
envolvem alteracdes transitorias no fluxo de ions e mudangas
no estado de fosforilagao de varias proteinas. Esse processo
resulta na ativag¢do de fatores de transcricdo no nucleo da
célula vegetal, com a expressdo subsequente de genes de
defesa (Guzzo, 2004)

Investigar a interagdo de M. oryzae com arroz e os
mecanismos de manifestagdo de resisténcia sdo pontos de
partida para identificar medidas alternativas de controle

da brusone, econdmica e ecologicamente sustentaveis. O
controle de doengas através da ativagdo dos mecanismos de
defesa intrinseco da planta mostra-se promissor ¢ a pesquisa
destes mecanismos tem sido cada vez mais estimulada para
esclarecer os processos bioquimicos e moleculares envolvidos
na RSA, tendo como estratégia o estudo da expressao de genes
de plantas quando a resisténcia ¢ induzida.

O objetivo deste trabalho foi estudar o processo
de inducdo de resisténcia em plantas de arroz avaliando
a capacidade de isolados avirulentos de M. oryzae em
induzir resisténcia em plantas suscetiveis; verificando qual
a concentracdo e qual o periodo de tempo que o isolado
indutor deve anteceder o isolado virulento para elevar a
expressdo da resisténcia a niveis desejaveis.

MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos fatoriais, em
condigdes de casa de vegetagdo, um com a cultivar Metica-1
e outro com a cultivar Cica-8, com doze tratamentos (3x4) ¢
40 repetigoes, utilizando-se os isolados de M. oryzae Py-435
(isolado da cultivar Cica-8) e Py-1050 (isolado da cultivar
Metica). Foram semeados quatro linhas com a cv Metica-1 e
quatro com a cv Cica-8 em bandejas plasticas contendo 3 kg
de solo (5 g de N-P-K 5-30-15 + Zn e 3 gramas de sulfato de
amoénio no plantio + 2 g de sulfato de amoénio em adubagio
de cobertura aos 18 dias ap6s o plantio). Todos os isolados
de M. oryzae (Tabela 1), foram cultivados em meio de aveia-
agar durante dez dias sob luz branca continua para promover
a esporulagdo.

A inducdo da resisténcia nas plantas foi feita aos
18 dias apds a germinagdo. Os isolados indutores foram
pulverizados nas concentragdes de 0 (4gua), 10°, 3x10° e
6x10° conidios.mL"!, e nos periodos de 24, 48 e 72 horas que
antecederam a inoculagdo com o isolado virulento, que foi
inoculado na concentracdo 3x10° conidios.mL", conforme
metodologia descrita por Filippi & Prabhu (2001).

Avaliacao

Asavalia¢des foram feitas nove dias apos a inoculagdo
do isolado virulento, determinando-se a severidade da
brusone, em 20 plantas, através da porcentagem da area foliar
afetada pela doenga na primeira folha aberta, utilizando a
escala de 10 graus de acordo com Notteghem (1981). Os
resultados dos dois experimentos foram analisados pelo

TABELA 1 - Reagdo de isolados de Magnaporthe oryzae nas cultivares de arroz irrigado

Metica-1 e Cica-8

Cultivar Py-435 (Isolado de Cica-8) Py-1050 ( Isolado de Metica-1)

Cica-8 Reacdo compativel (virulento) Reacdo incompativel (avirulento)
Inoculado para causar infecgdo Inoculado para induzir resisténcia

Metica-1 Reacdo incompativel (avirulento) Reagdo compativel (virulento)

Inoculado para induzir resisténcia

Inoculado para causar infecgdo
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programa SPSS, e as médias foram comparadas pelo Teste de
Tukey (P<0,05). Os dados para analise foram transformados
para arco seno VX .

Observacao in vitro

Folhas destacadas de Cica-8 e Metica-1 foram
arranjadas em condi¢des de cdmara imida para posterior
inoculagdo com 10 pL de uma suspensdo de conidios (10°
conidios.mL") dos isolados Py-435 e Py-1050. Apds a
inoculagdo, as folhas foram incubadas a 25° C, por 48 horas.
As observagdes microscopicas foram feitas apds a fixagdo
do tecido vegetal com uma solugdo de lactofenol, seguida de
um processo de descolorag@o utilizando-se uma solugdo de
lactofenol e etanol (1:1, vol:vol) de acordo com Oh & Lee
(2000). Nos fragmentos de tecidos inoculados foi observada
a formag@o ou ndo de apressorios.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A resisténcia induzida manifestou-se na reducdo
da area foliar afetada e no tipo de lesdo em Cica-8 (Figura
1) quando tratada com o isolado indutor Py-1050, nas
concentragdes 6x10° 3x10° e 10° conidios.mL! aplicados
48 horas antes da inoculagdo do isolado virulento Py-435.
Na testemunha, tratamento sem indugdo, as lesdes foram
esverdeadas, encharcadas, sem borda definida, com centro
cinza e coalescentes (Figura 1). Nos tratamentos utilizando-
se a cv. Cica 8, em que as concentracdes do indutor foram
de 6x10°e 3x10° conidios.mL! foram observados tipos de
lesdes semelhantes, representadas por notas 1 e 3. As lesdes
do tipo 1 caracterizam-se por serem pontuais, ndo abertas,
definidas como reagdo de hipersensibilidade e as lesdes tipo
3 caracterizam-se por serem isoladas, de forma arredondada,
com borda marrom e definida e o centro esbranquicado.
Nestes tratamentos foram observadas poucas lesdes do tipo 4
que se caracterizam-se por apresentar uma forma eliptica bem
definida com centro cinza ou branco. Todas as concentragdes
em todos os periodos de aplicacdo do indutor reduziram a
severidade da brusone em relagdo a testemunha.

A andlise da variancia da severidade de brusone nas
folhas em Cica-8 apresentou uma interagao significativa entre

A B ) C D

FIG. 1 - Sintomas da brusone nas folhas da cultivar Cica-8 apos a
inducdo de resisténcia com o indutor Py-1050 nas concentragdes:
A- 6x10° conidios.mL"'; B- 3x10° conidios.mL"'e C- 10° conidios.
mL'; D- Testemunha (4gua), aplicado 48 horas antes da inoculagdo
do isolado virulento Py-435.

a concentragdo e o intervalo de aplicagdo do indutor (Tabela
2, Figura 2 C-D). A aplicag@o do indutor de resisténcia 24
e 72 horas antes da inoculagdo com o isolado virulento ndo
mostrou diferenca significativa entre as concentragdes do
indutor, embora com tendéncia de redugdo da severidade
com o aumento da concentrag@o. Por outro lado, no periodo
de 48 horas, as concentragdes do indutor de 3x10° ¢ 6x10°
conidios.mL"! reduziram intensamente a severidade da
brusone nas folhas em relagdo a menor concentragdo (10°
conidios.mL™") (Tabela 2).

A analise de varidncia para Metica-1 indicou que
ndo houve interagdo significativa entre a concentragdo e o
periodo de aplicagdo do indutor (Figura 2 A-B). A indug@o de
resisténciana cv Metica-1 ocorreu em todas as concentragdes,

TABELA 2 - Severidade da brusone nas folhas (%) em relag@o ao periodo de aplicacdo e a
concentragdo do indutor de resisténcia, na cultivar Cica-8

Indutor de resisténcia

Severidade da brusone (%)

Concentraciao Periodo de aplicaciio do indutor (horas antes da inoculagio)
(conidios.mL™") 24h 48h 72h
0 (testemunha) 23,05 al 23,05a 23,05a
1x10° 3,85b A’ 2,15bA 11,7b B
3x10° 2,48 b AB 0,85cA 4,18bB
6x10° 1,72 bB 0,3 cA 2,09 bB

'Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna ndo diferem significativamente pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade; *Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha
ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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FIG. 2 - Severidade da brusone nas folhas (SBF) em relagdo a época de aplicagdo e concentragdo do indutor de

resisténcia, nas cultivares Cica-8 e Metica-1.

em cada periodo, diferindo significativamente da testemunha
(Figura 2B), entretanto as concentragdes ndo diferiram entre
si. A severidade da brusone foi menor nos periodos de 48
e 72 horas antes da aplica¢dao do isolado virulento do que
no periodo de 24 horas, considerando-se a concentra¢ao do
indutor Py-435 de 10° conidios.mL".

As observagdes microscopicas da inoculagdo in
vitro indicaram que houve a formagdo de apressorios tanto
nas interagdes compativeis (Figura 3 B-C) como nas
incompativeis (Figura 3 A-D). Os tratamentos contavam
com a presenca de um gene de resisténcia, tanto em Cica-8
como em Metica-1, mas deve-se considerar a importancia
do evento de indug@o uma vez que para ser expresso, nao
exige necessariamente a especificidade de um gene de
resisténcia.

A resisténcia induzida pode ser definida como uma
resposta de defesa, rapida e eficaz, acionada quando a
planta recebe um estimulo inicial, seja bidtico ou abiotico.
Sabe-se que a resisténcia induzida ¢ um fendmeno que
ocorre em cereais importantes como o trigo, aveia e o arroz
(Gorlach et al., 1996; Zimmerli et al., 2004; Schaffrath et
al., 1995; Schweizer ef al., 1989). No presente trabalho
foi comprovada a indug@o de resisténcia em plantas de
arroz a M. oryzae, utilizando-se como indutor um isolado
avirulento da mesma espécie. O controle da brusone com
a pré-inoculacdo de um isolado de M. oryzae avirulento
em arroz foi primeiramente demonstrado no Japdo
(Kiyosawa & Fujimaki, 1967; Ohata & Kozaka, 1967).
Foi verificado que existe um periodo de tempo e uma
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concentragdo ideal para a indug@o da resisténcia, e que
estes fatores mudam com a cultivar, sendo necessario
um estudo para cada genotipo. Para a cultivar Metica-1,
quando foi utilizada baixa concentra¢do do indutor, foi
necessario um maior intervalo de tempo entre a aplicacao
do indutor e a inoculagdo do isolado virulento para se
obter niveis desejaveis de resisténcia (Figura 2 A-B). A
mesma situacdo ndo se aplica a Cica-8, pois, somente
no periodo de 48 horas de pulverizagdo com o indutor
foi possivel diferenciar as concentragdes do indutor que
proporcionaram menor severidade da brusone (Figura
2 C-D). Com o aumento do periodo entre a aplicacdo
do indutor e a inoculagdo do isolado patogénico houve
aumento da severidade da brusone. Essa diferenca pode
ser atribuida ao menor grau de suscetibilidade de Cica-
8 em relagdo a Metica-1, constatado pelas médias da
severidade da doenga nas testemunhas. Foi observado
que houve um gradiente de indugdo, isto ¢, quanto maior
a concentracdo do agente indutor menor a area foliar
afetada pela brusone, acompanhada de uma mudanca
no tipo de lesdo. As lesdes obtidas com a mistura de
inoculagdo com isolados de M. oryzae avirulento e virulento
foram menores do que a causada por isolados virulentos
(Ohata & Kozaka, 1967). Park & Kim (1983), ao induzirem
resisténcia em arroz a brusone com um isolado avirulento,
obtiveram uma redu¢do do tamanho de lesdo em até 3,0 cm,
quando comparado com o tamanho da lesdo formada na
testemunha. De acordo com o presente trabalho, as plantas
que receberam as concentragdes mais altas do indutor,
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FIG. 3 - Observagdo microscopica de inoculagdo in vitro de
Magnaporthe oryzae. A. Metica-1 inoculada com Py-435 (reacdo
incompativel); B. Cica-8 inoculadacom Py-435 (reagdo compativel);
C. Metica-1 inoculada com Py-1050 (reagdo compativel); D. Cica-
8 inoculada com Py-1050 (reagdo incompativel).

combinadas com o intervalo de aplicagdo, para a cultivar
Cica-8 o indutor aplicado 48 horas antes da inoculagdo com
isolado virulento, na concentragio de 6 x 10° conidios.mL"!
e, para a cultivar Metica 1, o indutor aplicado 72 horas antes
da inoculag¢do virulenta, na concentragdo de 3 x 10° conidios.
mL", apresentaram lesdes dos tipos 1 e 3 respectivamente,
comparadas com lesdes dos tipos 4 a 9 observadas nas plantas
testemunhas (Figura 1). Fujita ef al. (1990) ao induzirem a
resisténcia com isolado avirulento obtiveram mais que 80%
de redugdo da severidade da doenga, resultando em lesdes
pequenas com margens marrons. No presente trabalho,
considerando as médias de todos os tratamentos (Tabela 2
e Figura 2) as plantas tratadas com o indutor de resisténcia
apresentaram uma redugdo significativa da severidade da
brusone nas folhas de 93,8% para Metica-1 (Figura 2 A e B)
e de 85,87% para Cica-8 (Figura 2 C-D) em relagdo as suas
respectivas testemunhas.

A redugdo da brusone nas folhas e paniculas
com aplicagdo de indutor de resisténcia bidtico tem sido
observada em experimentos realizados em campo (Iwano,
1987; Manandhar ef al., 1998).

Hoje as medidas de controle de doengas continuam
tendo em vista o potencial produtivo das cultivares
melhoradas e adaptadas, como também a diminui¢do do
impacto ambiental causado pela aplicagao de defensivos em
areas extensas. Elucidar os mecanismos de RSA em arroz,
em condi¢des de laboratério, constitui-se em um desafio,
mas transformar este conhecimento em novas estratégias de
controle da doenga, em condigdes de campo, ¢ um desafio
ainda maior. Em experimentos a serem realizados no futuro
pretende-se induzirresisténciapela aplicagdo doisolado de M.
oryzae avirulento e detectar, através de ensaios enzimaticos,
as principais proteinas relacionadas a patogénese presentes
na indu¢do da resisténcia em plantas de arroz suscetivel,
porém, produtiva e adaptada como Metica-1.
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