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INTRODUCAO

A brusone do arroz, causada pelo ascomibtgnaporthe oryzae, € conhecida como a doenca
mais destrutiva dos arrozais em todas as regides produtoras deste cereal. Para uma agricultu
sustentavel e ecologicamente correta, seu controle deve ser feito através do manejo, integranc
resisténcia genética, praticas culturais e controle quimico.

As plantas possuem aparato estrutural e bioquimico que compdem seu mecanismo de defes
contra a acdo de agentes bioticos, abidticos e fisicos. Os mecanismos de defesa podem ser pré-forma
e/ou serem ativados em resposta ao estimulo do agente agressor (AGRIOS, 2004).

A resisténcia induzida é definida como a defesa das plantas contra injlrias pela ativacéo prévi
das vias de defesa geneticamente programadas das células vegetais. A ativacdo de algumas v
metabdlicas relacionadas a defesa da planta pode ocorrer por meio de isolados avirulentos, bem cor
por indutores quimicos, resultando no aumento da expressao de determinadas proteinas, denominac
proteinas relacionadas a patogénese (PRPs). Essas moléculas podem agir direta ou indiretamente col
0 patogeno. Em condicdes de homeostase celular sua presenca € verificada em niveis basais.
enzimas peroxidase (EC 1.11.1.7)B€l,3-glucanase (EC 3.2.1.3%8f0 reconhecidas como PRPs
(AGRIOS, 2004). As peroxidases possuem diversas fungdes na defesa celular das plantas, como
lignificacéo e metabolismo de parede celular. Macromoléculas polimerizadas pelas peroxidases tambél
sdo depositadas na superficie extracelular, fortalecendo a parede celular, dificultando a invasédo p«
patdgenos e a expanséo celular (BOWLES, 1990; LEON, 1995; HIRAGA et al., 2001; KAWANO &
MUTO, 2000). A B-1,3-glucanase exibe uma acdo direta sobre o patdgeno agressor. Sua agac
antifingica reside no fato de catalisar a reacdo de degradacdo do polimero de glicose formado pe
ligacbes do tipop-1,3 presentes na estrutura da parede celular do microrganismo (CUTT &
KLESSING, 1992; CORNELISSEN & MELCHERS, 1993).

A estratégia de inducao de resisténcia em plantas tem se mostrado promissora e a pesquisa d
mecanismos de resisténcia tem sido estimulada para esclarecer cada vez mais 0s processos envolvi
na expressao da resisténcia. Em trabalho desenvolvido por Filippi et al. (2007) foi demonstrado, atravé
de avaliacéo foliar, que um isolado avirulentdgnaporthe oryzae € capaz de induzir resisténcia em
arroz contra isolado patogénico da mesma espécie.

Neste trabalho, foram determinadas as atividades enziméticas das enzimas relacionadas
patogénesef-1,3-glucanase e peroxidase em plantas de arroz submetidas a tratamento prévio con
isolado deMagnaporthe oryzae avirulento ao cultivar de arroz Cica-8, na tentativa de explicar
molecularmente, os resultados obtidos com 0 mesmo tratamento através de avaliacao foliar.

MATERIAL E METODOS

O modelo de anélise baseou-se no pré-tratamento (indugéo) da cultivar de arroz Cica-8 por un
isolado avirulento do fungo Magnaporthe oryza@y 1049) e posterior inoculacdo com o desafiante /
agressor, um isolado do fun@iagnaporthe oryzae (Py 435), patogénico a cultivar escolhida para o
estudo. Esses isolados foram selecionados em estudos anteriores. O experimento foi conduzido s
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condicbes controladas, em casa de vegetacdo, delineamento inteiramente casualizado, em tr
repeticbes. Em laboratério, os isolados, desafiante / agressor e indutor foram multiplicados em meio d
aveia acrescidos de cloridrato de tatraciclina com concentracdo final ge/D Apds dez dias,
estimulou-se a producéo de conidios removendo os micélios com o auxilio de um bastdo de vidro. /
concentracéo da suspenséo de conidios utilizada foi de 30cori@lios.mf. A induco foi realizada

apos 18 dias da germinacao e 48 horas antes da inoculacéo desafiante.

Foram coletadas plantas de arroz 72 horas apds a agressao. As proteinas solUveis das amost
de plantas de arroz submetidas ao tratamento, e de seus controles, foram extraidas em tampéao Tris-H
A dosagem de proteinas foi executada segundo metodologia de BRADFORD (1976). A dosagem di
atividade da enzimB-1,3-glucanase foi efetuada em meio reacional com volume final dgl5qiH
5,5 e 35°C, utilizando laminarina 1% como substrato. A dosagem da atividade da enzima peroxidase fc
efetuada em meio reacional com volume final de 2260pH 5,5 e 30°C utilizando peréxido de
hidrogénio 0,5% como substrato. Trabalhou-se em condicbes de velocidade inicial de reagac
enzimatica. As técnicas utilizadas basearam-se em meétodos colorimétricos. Os experimentos forar
executados em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 é observado o aumento na atividade glucanasica ao se comparar 0S controle
positivos (agredido ou induzido) e o tratamento (induzido e agredido), com relacdo ao controle negativc
(planta somente pulverizada com agua). Este dado é importante, pois demonstra a capacidade
sistema de defesa da planta reagir a interacéo entre sua superficie e os isolados avirulentos e virulent
decorrido o tempo de 72 horas apés a agressao.

Na Figura 2 também é observado o aumento na atividade peroxidasica, comparando-se o
controles positivos e o tratamento com relagdo ao controle negativo, corroborando com os resultadc
obtidos no experimento representado pela Figura 1.

Em ambas as figuras é observado que a agressao, por si sO eleva a expressdo das proteil
relacionadas a patogénese estudada. Este resultado € esperado, porque o sistema de defesa da p
reage naturalmente a agressao. Um dado interessante € verificado quando observamos que a indug
por si s6 desencadeia a expressao dessas enzimas, fato esse interessante, do ponto de vista que com
informacdo podemos afirmar que um isolado avirulento, nesse sistema, é capaz de preparar a planta p
uma possivel agressao.

Finalmente, na Figura 1 ao se comparar o tratamento onde a planta foi induzida / agredida com
tratamento onde a planta foi somente agredida verificou-se que a expressao d@-dn2igiacanase
aumentou cerca de 80%. O tratamento de inducgdo intensificou a atividade enzimatica em questac
preparando a planta para receber qualquer tipo de a agresséo, aqui representado pela inoculacao col
isolado agressor. Neste caso, a intensa expressao dessas proteinas fica mais evidente, pois nesse sis
a agressao também ocorre. A possivel explicacdo para esse fendbmeno parece residir no fato em que
PRPs podem ser expressas na sua forma ativa e também na sua forma inativa quando a plante
submetida ao contato com o isolado indutor, porém para uma expressado plena de sua atividade
proteina sintetizada na sua forma inativa precisa ser ativada, processo esse que se desencadeia som
guando a planta entra em contato com o isolado virulento do patégeno. Na Figura 2 o aumento d
expressdo da enzima peroxidase € de cerca de 40%, também corroborando com os dados apresente
na Figura 1.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo explicam em parte os resultados referentes a quantificacao
severidade da brusone das folhas do arroz obtidos nos ensaios conduzidos em casa de vegetacao |
este sistema, descritos por Filippi (2007).

A intensa atividade enzimatica obtida no processo de inducéo de resisténcia sugere que o indutc
biético deve ser mais bem estudado como uma opcéo de estratégia para manejo integrado da brusone
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Figura 1. Atividade relativa de B,3-glucanase. Ensaio executado em triplicata.aksab verticais sdo
relativas ao desvio padrao.
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Figura 2. Atividade relativa de peroxidase. Ensaio executado em triplicata. As barras verticais sao
relativas ao desvio padrao.
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