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RESUMO GERAL

SOUZA, A.C.A. Silicio e bioagentes na supressédo da brusone foliar em arroz. 2014. 48 f.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia: Fitossanidade) - Escola de Agronomia e Engenharia
de Alimentos, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2014."

O arroz € considerado o cereal que possui potencial para a erradicacdo da fome e da ma
nutricdo. Porém, durante seu cultivo, é submetido a estresses biodticos e abidticos, o que
diminui a produtividade nas principais regides de cultivo, acompanhado do aumento dos
custos com insumos, como fertilizantes e agrotoxicos. O objetivo deste trabalho foi estudar o
efeito do silicio, isoladamente e em combinagdo com bioagentes, na supressdo de brusone
foliar em plantas de arroz de terras altas. Foram realizados dois experimentos, em
delineamento fatorial, em casa de vegetacdo (E1 e E2). E1: composto de 5 tratamentos
(controle; 1 ton SiCaMg.ha; 2 ton SiCaMg.ha™:4 ton SiCaMg.ha™; 8 ton SiCaMg.ha?), 5
subtratamentos (controle; Burkholderia pyrrocinia; Pseudomonas fluorescens; Trichoderma
asperellum; mistura dos trés bioagentes) e 8 repeticbes, com o objetivo de selecionar 0s
melhores tratamentos, através da severidade de brusone (Magnaporthe oryzae) nas folhas. E2:
composto por 2 tratamentos (controle; 2 ton SiCaMg.ha), 3 subtratamentos (controle;
Trichoderma asperellum; mistura dos trés bioagentes) e 4 repeticdes, com o objetivo de
investigar o efeito dos melhores tratamentos, para a promocao de crescimento das plantas e
supressdo de brusone foliar e na ativagcdo dos mecanismos de defesa da planta. A interagédo
entre a adubacdo silicatada e 0s bioagentes mostrou-se promissora. Em E1, o melhor
tratamento para a reducdo de brusone foliar foi a combinagdo entre os trés bioagentes e
plantas adubadas com 2 ton SiCaMg.ha, suprimindo a doenca em 96%. Em E2, as
combinacdes entre T. asperellum e plantas adubadas com 2 ton SiCaMg.ha™ e, a mistura dos
bioagentes em plantas adubadas com 2 ton SiCaMg.ha™ aumentaram significativamente a
atividade das enzimas quitinase, f-1,3 glucanase, peroxidase, fenilalanina amonia-liase, e o
teor de &cido salicilico na auséncia de Magnaporthe oryzae. A mistura dos trés bioagentes, em
plantas adubadas com 2 ton SiCaMg.ha™ proporcionou o aumento expressivo das enzimas
quitinase, f-1,3 glucanase e o teor de &cido salicilico as 24 e 48 horas ap0s a inoculagdo com
M. oryzae. A reducdo da brusone foliar acompanhada da participacdo ativa dos mecanismos
de defesa elegem a adubacdo silicatada e os bioagentes como estratégias importantes para o
manejo sustentavel.

Palavras-chaves: silicato de calcio e magnésio, PGPR, Trichoderma, nutricdo mineral,
resisténcia.

'Orientadora: Profé. Dré. Marta Cristina Corsi de Filippi —- EMBRAPA/PPGA



GENERAL ABSTRACT

SOUZA, A.C.A. Calcium and magnesium silicate and bioagents interaction in rice leaf
blast suppression. 2014. 48 p. Dissertation (Master in Agronomy) - Escola de Agronomia e
Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2014.

Rice is considered a cereal that has the potential to eradicate hunger and malnutrition.
However, during its cultivation, is submitted to biotic and abiotic stresses, which lowers
productivity in key growing regions, followed by the rising cost of inputs such as fertilizers
and pesticides. The aim of this work was to study the effect of silicon, alone and in
combination with bioagents on growth promotion and leaf blast suppression of on upland rice.
Two experiments, E1 and E2 were conducted in a factorial design in the greenhouse
conditions. E1: aimed to select the best treatments for plant growth promotion and rice blast
(Magnaporthe oryzae) suppression. It was composed by 5 plots (control; 1 ton SiCaMg.ha™; 2
ton SiCaMg.ha™; 4 ton SiCaMg.ha™; 8 ton SiCaMg.ha™), 5 subplot (control; Burkholderia
pyrrocinia; Pseudomonas fluorescens, Trichoderma asperellum; mixture of all these three
bioagents) and 8 replication. E2: aimed to investigate the defense mechanisms of the best
treatment selected in E1. It was composed of 2 plots (control; 2 ton SiCaMg.ha™) and subplot
3 (control; Trichoderma asperellum; mixture of all these three bioagents) and 4 replication.
Silicon fertilization and bioagents interaction proved to be promising. In E1, T. asperellum
combined with 2 ton.ha™* of SiCaMg plant fertilization increased 45.63% of plant growth and,
the combination of all three bioagents with 2 ton ha of SiCaMg plants fertilization was the
best treatment reducing 96% of leaf blast. In E2, the two best treatments in E1 statistically
increased QUI, GLU, POX and FAL activity as well AS content in the absence of
Magnaporthe oryzae. However, 24 and 48 hours after challenger inoculation with M. oryzae,
only QUI and GLU activity and AS content statistically increased in the treatment that
combined all three bioagents and 2 ton.ha™ of SiCaMg plants fertilization. Leaf blast
reduction through the activation of defense mechanisms elected the combination silicon
fertilization and bioagents as important strategies for sustainable rice disease management.

Keywords: calcium silicate and magnesium, PGPR, Trichoderma, growth promotion, disease
control.

'Orientadora: Profé. Dré. Marta Cristina Corsi de Filippi —- EMBRAPA/PPGA



1 INTRODUCAO

A produgdo de arroz é considerada seguranca alimentar para o mundo, porque é
indispensavel para a alimentacdo de 3,7 milhdes de seres humanos, diariamente. Este cereal
aléem de fornecer um excelente balanceamento nutricional, & uma cultura extremamente
rastica, além de ser considerada a espécie de maior potencial de aumento de producgdo para o
combate da fome, no mundo (FAO, 2012). Cerca de um quinto da populagdo mundial
depende do arroz para subsisténcia, sendo esta a principal fonte de renda de paises pobres na
Asia e na Africa (IRRI, 2011).

O Brasil estéa entre os dez principais paises produtores mundiais de arroz, responsavel
por 2,17% do total mundial (FAO, 2012). Toda a produtividade brasileira é destinada ao
consumo interno, compondo-se no principal produto da cesta béasica, representando 22% do
orcamento familiar (EMBRAPA, 2005). No entanto, o cultivo de arroz no Brasil vem
decrescendo a cada ano. Na safra 2012/2013, foram cultivadas 2.409 milhdes de hectares,
11,5% a menos que a safra passada, sendo 22,87% da area destinada ao plantio de arroz de
terras altas e 77,13% ao arroz irrigado. No total, nessa mesma safra, foram produzidos 11.945
milhGes de toneladas (CONAB, 2013). A causa da diminui¢do da produtividade é o elevado
custo de producdo que recaem sobre o custo final. Entre 0s insumos necessarios atualmente,
para a producdo do arroz de terras altas destacam-se os fertilizantes e fungicidas (FAO, 2012;
CONAB, 2013).

O sistema de producdo de arroz de terras altas é a forma de plantio da cultura que mais
cresce atualmente, se espalhando principalmente pela regido do cerrado brasileiro (Crusciol et
al., 2005). Isto se deve as vantagens que esta forma de cultivo exerce sobre o sistema irrigado,
como menor custo de producdo, consumo reduzido de agua e menor efeito negativo na
camada de ozo6nio. Entretanto, o arroz de terras altas possui baixa produtividade,
correspondente da alta ocorréncia de doencas e a falta de resposta da planta a adubacéo,
resultando em problemas de arranque inicial e crescimento da planta, principalmente em areas
de cultivos sucessivos (Filippi et al., 2012). Fatores como a preservagcdo ambiental,

sustentabilidade e a producgdo de alimentos mais saudaveis, fizeram com que uso de insumos
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quimicos se torne cada vez mais restrito e cauteloso. Com isso, a alternativa da integracéo de
novas préaticas de cultivos e de fatores bioldgicos aos sistemas de cultivo de arroz de terras
altas se tornou o grande desafio. As doencas do arroz sdo destrutivas, sendo a brusone,
causada pelo fungo Magnaporthe oryzae, a principal, podendo diminuir em até 100% o
potencial produtivo das cultivares geneticamente melhoradas. A brusone ocorre durante todo
o ciclo da cultura, e devido alta variabilidade genética do patdgeno, o seu controle é dificil
pela falta de resisténcia estavel no campo (Filippi et al., 2006).

Tanto o uso de bioagentes, como o fungo Trichoderma e rizobactérias, como o da
adubacdo silicatada vem sendo explorado por muitos pesquisadores, demonstrando que ambos
possuem potencial para o biocontrole de doencas de plantas (Filippi et al.,2012; Cruz et al.,
2013; Oliveira et al., 2010; Rodrigues et al., 2005). Porém, os beneficios da utilizacdo dos
bioagentes, em combinacdo com a adubacdo silicatada, na supressao de doencas de plantas de
arroz ainda é desconhecido. Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito do silicio,
isoladamente e em combinagdo com bioagentes, na supressao de brusone foliar em plantas de

arroz de terras altas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ACULTURA DO ARROZ

O arroz pertence ao dominio Eukarya, Reino Plantae, Filo Magnoliophyta, Classe
Liliopsida, Ordem Poales, Familia Poaceae (Graminea), Género Oryza, sendo a espécie Oryza
sativa mais estudada atualmente. E cultivado em paises de clima subtropicais e tropicais.
Originario da Asia Meridional, o arroz atravessou fronteiras e conquistou o mundo.
Atualmente, esta entre as culturas mais plantadas e consumidas, sendo considerada a terceira
maior cerealifera e a base da alimentacdo da maior parte da populagdo mundial (Vaughan et
al., 2005).

Devido ao arroz ser um alimento fundamental na nutricdo humana, seus beneficios sdo
ainda pouco conhecidos. O arroz é rico em carboidratos, o que o caracteriza como uma fonte
essencial de energia para 0 metabolismo humano, e, além disso, é também uma importante
fonte de proteinas, sais minerais e vitaminas do complexo B, como a B1 (tiamina), B2
(riboflavina) e B3 (niacina) (Barata, 2005). Segunda FAO (2006), o arroz fornece 20% da
energia e 15% das proteinas necessarias ao homem, se destacando pela sua facil digestdo, e
por ser um produto de origem vegetal, isento de colesterol, possuindo um baixo teor de
gordura. E alimento basico para cerca de 2,4 bilhdes de pessoas e, segundo estimativas, até
2050 a demanda da producdo ter4d que aumentar para atender o dobro da populacdo
(EMBRAPA, 2005).

A produgéo e o consumo de arroz mundial estdo principalmente concentrados nos
paises do sudeste asiatico, por questdes culturais e pela producéo agregada. O consumo médio
mundial de arroz por habitante é de 84,8 Kg/ano, uma demanda grande em relacdo ao
consumo brasileiro que € de 52,5 quilogramas por habitante/ano (base casca). Essa média de
consumo € principalmente representada por paises subdesenvolvidos, onde em paises de
primeiro mundo o consumo agregado é de apenas 16,7 Kg/habitante/ano. A producdo mundial
de arroz gira entorno de 606 milhdes de toneladas, onde o Brasil contribui com 13.140.900
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toneladas (2,17% do total mundial), se destacando como maior produtor ocidental (FAO,
2006).

O cultivo de arroz no Brasil é divido em dois sistemas, o irrigado e o de terras altas. O
sistema de arroz irrigado é o mais produtivo no Brasil, devido as condic¢des hidricas serem
mais controladas e a tecnologia estar mais avangada (melhores cultivares) em relagdo ao
sistema de terras altas. O cultivo do arroz de altas, a exemplo de outras culturas como soja e
milho, conta apenas com as chuvas para seu desenvolvimento e este sistema é amplamente
utilizado em todo Brasil, com exce¢des dos estados Tocantins e Maranhdo. As areas de
lavouras de arroz de terras altas vém caindo safra a safra. Os motivos sdo a concorréncia com
a soja e 0 milho, a diminuicdo de abertura de novas areas, a alta incidéncia de doengas e a
baixa resposta das plantas a adubacdo (CONAB, 2013).

A cultura do arroz ¢é afetada por doencas que reduzem a produtividade e a qualidade
dos grdos, bem como a qualidade fisioldgica e sanitaria da semente. Nos dois sistemas de
cultivo, o gasto com o uso de fungicidas chegam a representar 45% dos custos de producao
(DEPEC, 2013). Mais de 80 doencas causadas por patdgenos, incluindo fungos, bactérias,
virus e nematdides, foram registradas na literatura em diferentes paises (EMBRAPA, 2005).
Dentre as doencgas do arroz, a brusone € a mais importante, pela sua ampla distribuicdo
geogréfica e danos causados (Nunes et al., 2007; Ou, 1972). A doenga é um desafio para 0s
orizicultores, e constitui-se um dos fatores limitantes da produtividade do arroz irrigado e de

terras altas, em todo o territorio brasileiro e no mundo (lgarashi et al., 1986).

2.2 BRUSONE

A brusone é causada pelo fungo Pyricularia oryzae, na fase anamorfica ou assexuada,
e Magnaporthe oryzae na fase teleomorfa ou sexuada (Prabhu & Filippi, 2006). O estagio
teleomorfo do fungo ainda néo foi encontrado na natureza (Agrios, 2005). Segundo Bedendo
(1997), os registros da ocorréncia da brusone datam de 1600 e foram feitas na QUIna. Sua
distribuicdo geogréfica € ampla e sua ocorréncia foi relatada em 70 paises ocorrendo
praticamente onde o arroz é cultivado (Ou, 1985). No Brasil, a brusone foi relatada pela
primeira vez em 1912 no Estado de S&o Paulo (Prabhu & Filippi, 2006).

A doenca pode ocorrer em toda a parte da planta, desde os estadios iniciais de
desenvolvimento até a fase final de producdo de grdos, sendo mais critica a infeccdo nas
folhas entre 20 e 50 dias de idade e nas paniculas, na fase de enchimento dos grdos. Os

sintomas nas folhas iniciam-se com a formacéo de pequenas lesdes necroticas, de coloragédo
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marrom, que evoluem, aumentando de tamanho, tornando-se elipticas, com margem marrom e
centro cinza ou esbranquicado (Bedendo, 1997). A infeccdo, em outras partes da planta, afeta
0s nos do colmo, entrends e varias partes da panicula, causando efeito direto na perda das
paniculas (POTAFQOS, 2005).

As perdas causadas pela brusone sdo muito varidveis em funcdo da presséo do inéculo,
que é dependente das condicGes climaticas, do sistema de producdo e das praticas culturais,
do grau de resisténcia da cultivar utilizada, da ocorréncia do patégeno virulento e da época de
incidéncia da doenca (Dario et al., 2005). E considerada uma doenca policiclica, por ser capaz
de realizar varios ciclos reprodutivos em uma mesma safra, tornando dificil a manipulacao de
resisténcia na planta. Sob condi¢bes favoraveis ao desenvolvimento da doenca, as perdas
causadas podem chegar até 100% (EMBRAPA, 2004).

Segundo Prabhu & Filippi (2006), o seu ciclo se inicia quando o conidio entra em
contato com a superficie foliar do hospedeiro e adere-se a ela com a ajuda de uma substancia
adesiva denominada mucilagem, preexistente em uma bolsa localizada na extremidade do
conidio. Para a penetracdo e colonizacdo do tecido foliar € necessaria a formacdo do
apressorio. A colonizacdo de plantas hospedeiras suscetiveis desencadeia uma desorganizacao
do metabolismo celular, resultando na formacdo de lesdes tipicas. Essas lesdes séo
tipicamente formadas apds 72 horas da inoculacdo do patégeno na epiderme, coalescendo,
causando necroses e diminuindo a area fotossintética da folha de arroz. Do tecido colonizado
sdo produzidos esporos assexuais que dardo inicio a um novo ciclo. O indculo primario pode
ser disperso pelo vento, agua ou sementes infectadas.

Para a tentativa de controle da brusone no arroz, um dos métodos é a utilizacdo da
resisténcia horizontal e resisténcia vertical. A resisténcia horizontal tem maior efeito em
controlar o desenvolvimento da doenca durante o ciclo da cultura, ou seja, ela visa diminuir a
pressdo da doenca na lavoura, e € mais utilizado em cultivos de arroz inundado. A resisténcia
vertical tem maior efeito em combater o inoculo inicial, ou seja, ela evita que o ciclo do
patdgeno se inicie, sendo utilizada em arroz de terras altas, onde possui inéculo iniciais.
Porém ambas sdo facilmente suplantadas, devidos a variabilidade do fungo ser alta (Prabhu &
Filippi, 2006).

Na safra de arroz de 2004, nos Estados Unidos, foi registrada a perda de 50% da
producéo de 2350 hectares (Prabhu & Filippi, 2006). Na China, houve trés grandes surtos de
brusone, durante os anos de 1982-1985, 1992-1994 e 2001-2005, onde a area, contendo
plantas infestadas por brusone, foi superior a 3,8 milhGes de hectares em 1982-1985,

representando perdas de milhdes de toneladas (Sun et al., 1999). No ano de 1993, apenas na
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regido Sul da China foram perdidos 1,1 milhdo de toneladas de arroz. Nos anos recentes, 5,7
milhGes de hectares de arroz foram afetados pela doenga (Khush & Jena, 2009). No Brasil,
Prabhu et al., (2003) mostrou em estudo que a brusone ¢é capaz de causar perdas na massa de

gréos de 47,8%, reduzindo pela metade toda a producdo.

2.3 MECANISMOS DE DEFESA DAS PLANTAS

Em condi¢bes naturais as plantas sdo desafiadas constantemente por uma grande
quantidade de microrganismos fitopatogénicos, principalmente fungos, bactérias e
nematdides. Os fatores determinantes da resisténcia de plantas a fitopatdgenos estdo
relacionados a um grande arsenal de mecanismos de defesa, sendo eles constitutivos e
qguimicos (Odjakova; Hadjiivanova, 2001). As defesas constitutivas, denominadas pré-
formadas, sdo compostas de barreiras estruturais (ceras, cutinas, suberina, lignina, compostos
fendlicos, celulose, calose, parede celular espessa, cuticulas, tricomas, entre outros) ja
existentes antes do ataque de patdgenos, visando conter a agressao inicialmente (Pascholati &
Leite, 2011; Agrios, 2005).

As defesas quimicas, denominadas pés-formadas, sdo caracterizadas pela inducdo de
resisténcia, que se resume em aumentar a resisténcia de plantas através da acdo de agentes
externos, sem ocorrer nenhuma alteracdo no genoma da planta (Stadnik, 2000),0u seja,
envolvendo a ativacdo de mecanismos de defesa latentes existentes nas plantas em resposta ao
tratamento com agentes bidticos ou abioticos, sendo conhecida como resisténcia sistémica
adquirida (SAR) ou inducdo de resisténcia sistémica (ISR) (Bonaldo et al, 2005). Esta, porém,
é manifestada somente quando a planta é desafiada pelo patdgeno. A SAR atua na producéo
de um sinal liberado a partir do primeiro contato do patégeno com a planta ou do local de
aplicacdo do indutor e sua posterior translocagéo para outras partes da planta, ativando nesses
tecidos reagOes de defesa e impedindo, a distancia, uma posterior infecgdo do patdgeno,
caracterizando uma inducdo sistémica (Métraux, 2001). A ISR envolve a ativacdo de
diferentes vias sinalizadoras de respostas de defesa, nas quais 0s mensageiros secundarios tém
um papel fundamental (Dantas et al., 2004). Estes mecanismos latentes referem-se as defesas
bioquimicas e estruturais pos-formadas (Toledo, 2009).

Os agentes bioticos ou abioticos sdo denominados elicitores, e apresentam uma
natureza diversificada, podendo ocorrer através de compostos presentes em extratos de
plantas, preparacGes de cogumelos e leveduras, rizobactérias promotoras de crescimento,

fungos promotores de crescimento, silicio, acido salicilico, acido jasmonico, entre outros



19

(Toledo, 2009). Estes agentes bidticos e abioticos, quando ativados, apresentam diferentes
respostas na planta, como uma reacdo de hipersensibilidade; acumulo de Proteinas-RP, como
quitinases e p-1,3-glucanases. Estas proteinas apresentam atividade hidrolitica, sobre
polimeros estruturais presentes nas paredes de fitopatdgenos, tendo como consequéncia, 0
enfraquecimento das mesmas, podendo acarretar a morte desses microrganismos. A
fenilalanina aménia-liase, enzima do metabolismo secundario, estd envolvida na rota dos
fenilpropandides; a lipoxigenase, enzima envolvida na peroxidacéo de lipidios; a peroxidase,
capaz de catalisar grande numero de reacfes como a reducdo de perdxido de hidrogénio a
agua, formacéo de lignina, suberizacdo, catabolismo de auxinas e cicatrizacdo de ferimentos;
e o &cido salicilico, importante sinalizador envolvido na defesa de plantas a patdgenos
(Mauch et al., 2001; Hiraga et al., 2001).

2.4 SILICIO E SUA ACAO NAS PLANTAS

O silicio (Si) é o segundo elemento mais abundante na litosfera (27,7%), podendo ser
encontrado em mono e dicotileddneas em quantidades equivalentes ao fosforo e ao magnésio
(Fauteux et al., 2005). Este mineral vem despertando interesse das pesquisas no meio
cientifico, devido aos inumeros beneficios que este elemento traz as plantas, incluindo
aumentos na produtividade, através da disponibilizacdo de nutrientes e do crescimento e
aumento da biomassa de plantas (Carvalho-Pupatto et al., 2003), e na resisténcia a estresses
biodticos e abidticos, tais como, doencas e pragas, excesso de metais potencialmente tdxicos,
estresse salino, deficiéncia hidrica, dentre outros (Mauad et al., 2003). Todos estes beneficios
fizeram com que no Brasil, o silicio fosse incluido na lista de micronutrientes benéficos,
embora as pesquisas ainda ndo tenham demonstrado a essencialidade deste elemento
(Korndorfer & Oliveira, 2010). Epstein & Bloom (2005) ressaltam que plantas crescendo em
ambiente rico em silicio devem diferir daquelas presentes em ambientes deficientes deste
elemento, propiciando efeitos positivos para mais de 30 espécies.

O silicio e absorvido pelas raizes das plantas como acido monossilicico (H4SiOy), na
forma passiva ou ativa, por transportadores de membrana especificos para este fim (Ma et al.,
2006). O transporte do &cido monossilicico é feito via xilema, a favor de um fluxo de
transpiracdo, sendo movido, em maior parte, até a parte aérea da planta, onde é depositado em
forma de silica amorfa (SiO;), acumulando-se e aumentando a espessura, em diferentes
tecidos vegetais, principalmente da parede de células foliares (Oliveira et al., 2010). O

transporte e acumulo de silicio podem ser regulados também por um processo ativo, que é
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desencadeado pelo estimulo a protecdo contra doencas, pragas e outras condi¢es de estresse
(Bélanger et al., 2003).

Estudos com o objetivo de caracterizar os transportadores de silicio e 0s genes
responsaveis pela sua sinalizacdo em arroz tiveram inicio com o mapeamento do gene Lsil, o
primeiro transportador de acido monossilicico identificado em arroz. Esse gene concentra sua
acdo principalmente na exoderme e endoderme das raizes e é responsavel pelo influxo de
silicio. Juntamente com o Lsil, foi encontrado o Lsi2, que é responsavel pela sinalizacdo de
um transportador de efluxo de &cido de monossilicico (Ma et al., 2006).

Em contraste ao Lsil, localizado na posicao distal das células, o Lsi2 é localizado no
lado proximal e responsavel pelo transporte de acido monossilicico para fora das células,
guiado pelo gradiente de concentracdo. A distribuicdo de silicio nas folhas € determinada por
um transportador semelhante ao sinalizado pelo Lsil, sendo o Lsi6. Porém, o Lsi6 esta
localizado nas folhas e é responsavel pelo transporte do silicio do xilema para as células das
folhas e consequentemente pela deposicao de silicio (Ma et al., 2006).

A forma como o silicio é absorvido e depositado varia de acordo com cada espécie de
planta, classificando-as em Acumuladoras de silicio (gramineas em geral), Intermediarias e
N&o Acumuladoras (leguminosas) (Takahashi et al., 1990).Um numero grande de materiais
tem sido utilizado como fonte de silicio para as plantas: escorias de siderurgia, subprodutos da
producdo de fésforo elementar, cimento, termofosfato, e os mais utilizados como silicatos de
calcio (vollastonita), de magneésio (serpentinito), de potassio, e de sodio (Korndorfer &
Oliveira, 2010). Segundo Kornddrfer & Datnoff (1995), a aplicacdo de silicatos é pratica
comercial no Havai e em outras partes do mundo por causa dos aumentos de produtividade. O
efeito positivo dos silicatos s&éo normalmente associados ao aumento na disponibilidade do Si-
sollvel, ao efeito do pH e também dos micronutrientes que estes produtos podem conter.

A adubacdo com silicio tem demonstrado eficiéncia no controle ou redugdo da
incidéncia de varias doencas em diversas culturas, como algoddo (Oliveira, 2010), café
(Pereira et al., 2009), soja (Cruz et al., 2013), e principalmente na cultura do arroz (Datnoff et
al., 1991, 1992, 1997; Osuma-Canizales et al., 1991; Winslow, 1992; Korndorfer et al., 1999;
Prabhu et al., 2001; Rodrigues et al., 2005). Esta eficiéncia se deve pelos diferentes
mecanismos que o silicio exerce na presenca e auséncia do patdgeno. Muitos estudos
comprovam que o silicio impede e/ou retarda a penetracdo do patdgeno através da formagéo
de uma barreira mecanica, composta de silica, presente entre a cuticula e a epiderme em
células foliares (Santos, et al., 2003, 2009; Rodrigues & Datnoff, 2005;). Outros estudos

mostram a possibilidade do uso do silicio na resisténcia das plantas através do aumento da
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atividade de compostos fenolicos, como $-1,3 Glucanase, peroxidase, Proteinas-PR, e de
fitoalexinas, resultando na limitacdo da colonizacgdo patogénica (Fawe et al., 1998, Rodrigues
etal., 2004).

Estudos pioneiros no Japdo demonstraram que a aplicacéo de diversas fontes de Si em
solos deficientes neste elemento reduziram a incidéncia e a severidade da brusone (Suzuki,
1965). O efeito residual da fertilizagdo silicatada no controle da brusone também foi
demonstrado em experimentos realizados no campo, na Florida e na Colémbia (Datnoff et al.,
1997; Correa-Victoria et al., 2001). No Brasil, a aplicacdo de 800 kg ha™ de SiO, reduziu a
severidade da brusone nas paniculas em 12 gen6tipos de arroz em experimento realizado em
solo de cerrado (Prabhu et al., 2001).

2.5 RIZOBACTERIAS E SUA ACAO NAS PLANTAS

Com o avango da agricultura moderna, os danos ao meio ambiente estdo cada vez
mais crescentes devido ao uso frequente de agrotoxicos para controlar doencas de plantas.
Praticas como essas motivam ainda mais a busca de métodos alternativos de controle.
Agentes de controle bioldgico e indutores de resisténcia sdo uma alternativas ao uso de
produtos quimicos (Perazzolli et al., 2008).

Desde o inicio, o objetivo de se estudar rizobactérias foi o0 de promover o0 aumento do
crescimento e o rendimento de plantas. Ao passar dos anos as pesquisas foram evoluindo e a
hipétese de que as rizobactérias estimulam também a bioprotecdo de plantas foi se
comprovando cada vez mais (Luz, 1996). Rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas (PGPR) sdo bactérias de solo que colonizam raizes de plantas, promovendo o
aumento no seu crescimento, e que utilizam de diversos mecanismos especificos para
promover a indugéo de resisténcia a patdgenos (Kokalis-burelle et al., 2006).

As PGPR atuam diretamente e indiretamente na promocdo de crescimento.
Diretamente proporcionam beneficios para as plantas, como a fixacdo de nitrogénio
atmosférico, solubilizacdo de minerais como fdsforo, producéo de sideréforos que solubilizam
e sequestram o ferro, ou producdo de reguladores de crescimento de plantas (hormonios).
Indiretamente atuam em condi¢6es limitadas, como na presenca de um patdgeno que restringe
o0 crescimento da planta, através da producdo de substancias antagénicas ou por inducdo de
resisténcia a patégenos (Glick et al., 1995).

Como bioprotetoras de plantas, as PGPR, quando presentes nas raizes, atuam como

eliciadores através de moléculas constituintes das células bacterianas por elas sintetizadas.
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Esses eliciadores agem como sinais mediados pelo &cido jasménico (AJ) e etileno (ET), onde
acionam genes codificadores de compostos de defesa, responsaveis pela produgdo de
antibioticos e substancia com acdo antifungica, havendo assim, a inducdo de resisténcia
sistémica (Van Loon et al, 1998).

A associacdo de PGPR vem sendo bastante descrita em diversas culturas, como cana-
de-agUcar (Lopes, 2013; Rampazzo, 2013), trigo (Souza et al., 2005; Luz et al., 2001), milho
(Dartora et al., 2013), feijao (Martins, 2013) e eucalipto (Moreira et al., 2013), onde as plantas
tiveram maior crescimento sem suplementacdo elevada de adubo nitrogenado e diminuiram a
supressao de patdgenos. O emprego das PGPR na cultura do arroz vem sendo estudado com
sucesso, principalmente em cultivo irrigado.

Na promocdo de crescimento, Souza-Janior et al. (2010) evidenciou que plantas de
arroz irrigado tratadas com os isolados de Pseudomonas synxantha e Bacillus sp.
apresentaram aumento médio de 70% da area foliar e supressdo média de 37% de queima da
bainha. Em experimento realizado no campo, no mesmo patossistema, Nandakumar et al.
(2001) observou que plantas tratadas via semente, raiz e folha com Pseudomonas fluorescens
apresentam resultados similares ao do fungicida Carbendazim. Chaterjee et al. (1996) provou
que o isolado PF714 de Pseudomonas fluorescens foi mais eficiente do que o fungicida
Tricyclazole no controle de brusone em arroz irrigado. Em arroz de terras altas, pouco se
conhece sobre os efeitos das PGPR em beneficio do crescimento e resisténcia de plantas. Em
estudo realizado em casa de vegetacdo, foram obtidos aumento em até 65% no acumulo de
biomassa e 90% na reducdo da severidade da brusone nas folhas, com o uso dos isolados
Rizo-55 e Riz0-46 de Pseudomonas sp. e Burkholderia sp. (Filippi et al., 2011). Em outro
estudo, realizado com sementes de arroz microbiolizadas por isolados de Pseudomonas sp.,
foi obtido um nivel de controle de 59% na severidade de queima da bainha em experimento

conduzido em casa de vegetagédo (Ludwig et al., 2006).

2.6 Trichoderma E SUA ACAO NAS PLANTAS

Fungos também tem um grande potencial em promover crescimento e resisténcia as
plantas (Silva, 2010). O Trichoderma é um fungo hemibiotrofico eficaz no controle de
inimeros  fitopatdgenos. Esse género é classificado como deuteromiceto, classe
Sordariomycetes, ordem Hypocreales, familia Hypocreaceae (ANVISA, 2011). Espécies de
Trichoderma sé@o encontrados distribuidamente na natureza e habitam principalmente o solo,

matéria organica e arvores em decomposicdo, podendo ser encontrados em qualquer
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ecossistema (Samuels, 2006); por isso é tdo utilizado na agricultura, apresentando ser
inofensivo a salude humana, por diminuir o impacto negativo ao meio ambiente e possuir
estruturas de reproducdo de facil propagacéo (Chet et al., 1998).

Como bioindutor de resisténcia e promotor de crescimento das plantas, o Trichoderma
ja vem sendo estudado hd mais de 60 anos, uma vez que a quantidade de isolados
comprovados como benéficos é grande (Brotman et al., 2010). Como promotor de
crescimento, o Trichoderma age como um bioestimulante, promovendo melhor
desenvolvimento de raizes através da producdo de fitohorménios, permitindo que a planta
aumente a sua massa radicular, melhore a assimilagdo de nutrientes e 4gua e aumenta a
absorcéo de nutrientes (Harman et al., 2004). Em condi¢fes de campo, Harman et al. (1991)
testaram plantas de milho e algodéo tratadas com os isolados T12, T95 e T22 de Trichoderma
harzianum, e obtiveram o aumento de 31% em milho e 60% em algod&do do crescimento das
raizes. Silva et al. (2011) identificou 0 aumento de 61% no crescimento de pepineiro causado
pelo isolado IB01/03 de Trichoderma asperellum. Em arroz, em um estudo realizado em casa
de vegetacdo, foram testados 5 isolados de Trichoderma sp. aplicados via semente, rega e
foliar, onde obteve-se 0 aumento médio de 8% da parte aérea das plantas (Silva, 2010).

Como biocontrole, fungos desse género agem por diferentes mecanismos de acao, tais
como antibiose, parasitismo, producdo de enzimas degradadoras de parede celular,
competicdo por nutrientes e/ou substrato e inducdo de resisténcia (Shoresh et al., 2005; Vinale
et al., 2008). O parasitismo € o principal modo de acdo que se destaca pela objetividade, pois
consiste na utilizacdo do fitopatdbgeno como alimento para o antagonista (Shoresh et al.,
2005). Além do mecanismo de parasitismo, espécies de Trichoderma também podem ativar
mecanismos de defesa latentes nas plantas, induzindo uma resisténcia sistémica,
evidenciando, dessa forma, mecanismos indiretos no controle de fitopatogenos (Shoresh et al.,
2005; Viterbo et al., 2005). O Trichoderma cresce em diregéo ao outro fungo, se envolve nas
hifas do fungo alvo e degrada a sua parede pela secrecdo de enzimas liticas, tais como
quitinases, celulases, glucanases e proteases (Silva & Mello, 2007).

Em um experimento em campo, Franga (2012) testou quatro isolados de Trichoderma
sp. isoladamente e em conjunto, e comprovou que a mistura entre eles reduz a taxa de
progresso de queima da bainha em 27,9% em plantas de arroz de terras altas tratadas via
semente. Em outro estudo, em lavoura de arroz irrigado, foi obtida atraves do uso de T.
harzianum, uma reducdo de 29 a 37% na severidade a queima das bainhas (Rodriguez et al.,
1999).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 FONTE E APLICACAO DO SILICIO

Utilizou-se o produto Agrosilicio®, tendo como fonte o silicato de célcio e magnésio
(SiCaMg), contendo 10,5% de silicio, 27% de calcio e 6% de magnésio. O solo utilizado
classifica-se como latossolo vermelho, coletado de area de cerrado ndo cultivada, corrigido
com calcéario dolomitico conforme a analise de macro e micronutrientes (pH H,O: 5,4; argila:
589,0 g.Kg™; silte: 66,0 g.Kg™; areia: 144,0 g.Kg™; K*: 63,0 mg.dm™; P: 4,0 mg.dm™; Ca™
0,4 mg.dm?; Mg*% 0,2 Cmolc.dm™; AI**: 0,1 Cmolc.dm™; Si: 3,0 mg.Kg™?). O solo de
cerrado corrigido e adubado com SiCaMg foi distribuido em bandejas plasticas, que
repousaram por 30 dias antes do plantio. Para a fertilizacdo, utilizou-se a formulacdo NPK (5-
30-15) + Zn e FTE na semeadura, e uma cobertura nitrogenada ((NH,4),SO,4 + Fe e Bo) aos 19
dias. A cultivar utilizada foi a BRS Primavera.

3.2 BIOAGENTES

Foram utilizados trés bioagentes, sendo duas PGPR (Pseudomonas fluorescens e
Burkholderia pyrrocinia) e um conjunto (pool) composto de 4 isolados de Trichoderma
asperellum (T06, T09, T12, T56). As bactérias P. fluorescens e B. pyrrocinia pertencem a
colecdo de microrganismos da Embrapa Arroz e Feijdo (R-46 e R-55), que sdo isolados
coletados do rizoplano e filoplano de plantas de arroz, respectivamente (Filippi et al., 2011).
O conjunto composto de 4 isolados de T. asperellum pertence a Cole¢do de Fungos do
Laboratdrio de Protecdo de Plantas da Universidade Federal Rural da Amazonia, isolados de

solos rizosféricos de espécies florestais, em areas reflorestadas e matas nativas, da Base de
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Urucu da PETROBRAS, Coari - AM, preservados em folhas estéreis de arroz triturado e

conservado em freezer -80°C (Silva, 2010).

3.3 FORMA DE APLICACAO DOS BIOAGENTES NAS PLANTAS

Foram realizadas trés tipos de aplicagfes dos bioagentes nas plantas de arroz, sendo
elas: via semente (microbiolizacdo), rega e foliar. Para as aplicacGes via semente e rega,
foram utilizados os bioagentes B. pyrrocinia e o pool de T. asperellum, e para a aplicacdo via
foliar, utilizou-se P. fluorescens, conforme Fillipi et al. (2011) e Franca (2013).

Para a microbiolizacdo das sementes com B. pyrrocinia, o isolado foi
multiplicado em placa de Petri contendo o meio 523 (Kado & Heskett, 1970), e em seguida,
as placas foram incubadas em uma camara de crescimento por 48 h, a aproximadamente 28°
C. Apds este periodo, as placas foram lavadas utilizando agua destilada com o auxilio de uma
alca de Drigalski, preparando-se uma suspensédo bacteriana. A suspenséo entéo foi ajustada,
através de um espectrofotdmetro, a uma absorbancia de 0,5, em comprimento de onda de 540
nm, correspondendo a 1x10® UFC por mL. Em seguida, as sementes de arroz foram imersas
na suspensao bacteriana e colocadas em uma mesa giratéria por 24 horas, a uma velocidade
de 110 rpm. Apds este periodo, as sementes foram retiradas da suspensdo e colocadas para
secar ao ar, eliminando o excesso de umidade (Fillipi et al., 2011). Para a microbiolizacéo das
sementes com o pool de T. asperellum, foram pesados 0,5 g de cada isolado, e preparada 6,7
mL de solucdo de cola branca (1%) para cada 200 g de sementes de arroz, que através de um
saco pléastico, foram agitadas com os isolados, induzindo todas as sementes (Franga, 2013).

Aos 19 dias apds o plantio, as mesmas bandejas que receberam as sementes
microbiolizadas foram submetidas a uma rega com suspensdes dos mesmos bioagentes. Para
0 preparo da suspensdo bacteriana de B. pyrrocinia foi utilizada a mesma metodologia da
microbiolizacdo, com 0s mesmos ajustes de absorbéncia e comprimento de onda. No preparo
da suspensdo de T. asperellum foram adicionados e misturados 2 g de cada isolado para 2 L
de 4gua destilada. Ambas as solugdes foram aplicadas com um volume de 100 mL/bandeja
(Franca, 2013).

A aplicagéo via foliar de P. fluorescens foi realizada via pulverizagédo aos 19 dias
apos o plantio, onde primeiramente, o isolado foi multiplicado em placa de Petri com meio
523 (Kado & Heskett, 1970) e, em seguida, incubado em camara de crescimento por 48 horas,
a aproximadamente 28° C. Apo0s este periodo, preparou-se uma suspensdo bacteriana com

agua destilada e o auxilio de uma alga de Drigalski. A suspensdo foi ajustada a 0,5 de
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absorbancia, com comprimento de onda de 540 nm, correspondendo a 1x10° UFC por mL. A
pulverizacdo ocorreu através de uma bomba costal, com um volume de 100 mL/bandeja,

abordando todas as folhas do tratamento (Fillipi et al., 2011).

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram realizados dois ensaios (E1 e E2), ambos em condic¢des controladas de casa de
vegetacdo. E1: Em delineamento fatorial, este ensaio foi composto de 5 tratamentos e 5
subtratamentos, em 8 repeticdes, totalizando 200 bandejas. Os tratamentos consistiram em:
(1) controle, solo corrigido apenas com calcario dolomitico; (2) solo corrigido com calcério
dolomitico mais 1 ton SiCaMg.ha; (3) solo corrigido com calcéario dolomitico mais 2 ton
SiCaMg.ha™; (4) solo com 4 ton SiCaMg.ha™; e (5) solo com 8 ton SiCaMg.ha™. Os
subtratamentos consistiram em: (1) controle, auséncia de bioagentes; (2) presenga de B.
pyrrocinia; (3) presenca P. fluorescens; (4) presencga do pool de T. asperellum; e (5) mistura
dos trés bioagentes. O objetivo deste ensaio foi de selecionar os melhores tratamentos, através
da avaliacdo da severidade de brusone nas folhas.

E2: Delineamento fatorial composto por 2 tratamentos e 3 subtratamentos, em 4
repeticBes. Os tratamentos consistiram em: (1) controle, solo corrigido apenas com calcario
dolomitico; (2) solo corrigido com calcario dolomitico mais 2 ton SiCaMg.ha™. Os
subtratamentos em: (1) controle, auséncia de bioagentes; (2) composto de T. asperellum; e (3)
mistura dos trés bioagentes. O objetivo deste ensaio foi de comprovar o efeito dos melhores
tratamentos na promocao de crescimento das plantas e na supressao da brusone foliar através

de anélise enzimatica e hormonal.

3.5 INOCULACAO COM M. oryzae

O isolado de M. oryzae, Py-461, proveniente da Colecdo de Fungos e Microrganismos
Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijdo, foi multiplicado em placa de Petri contendo meio
de cultura agar-aveia. Em seguida, as placas foram incubadas em camara de crescimento, com
temperatura de 25°C e umidade de 80%, onde foram mantidas por sete dias. Apds este
periodo, as estruturas fungicas foram raspadas nas placas com um bastéo de vidro esterilizado,
com o objetivo de retirar 0 micélio e induzir a produgdo de conidios. Em seguida, as placas
abertas foram levadas de volta para a cAmara de crescimento, onde permaneceram por mais 48

horas. Apos isso, as placas foram lavadas com agua destilada autoclavada, com o auxilio de
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um pincel esterilizado, e a suspensdo formada foi filtrada com tecido de malha fina
esterilizado. Em seguida, foi realizada a contagem de conidios com auxilio da camara de
Neubauer e a suspensdo ajustada para 3 x 10° conidios.mL™, conforme Filippi et al. (2007).
Aos 21 dias de cultivo, as plantas foram transferidas para a sala de inoculacdo, onde
ficaram mantidas em gaiolas vedadas com plastico transparente, com condi¢des ambientais
controladas, com temperatura entre 27 e 28°C e umidade relativa acima de 80%. Por meio de
uma bomba de pressdo e uma pistola de aspersdo, com pressdo de 0,001 kg/cm?, as folhas
foram pulverizadas com 20 mL/gaiola da suspenséo de conidios (Filippi et al., 2007). Em E1,
a avaliacdo da severidade de brusone foliar foi realizada aos 8 dias ap6s a inoculagéo; em E2,
foram realizadas 4 avaliag@es (1, 2, 4 e 8 dias ap6s inoculagdo), com o objetivo de calcular a
Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD). As avaliacbes foram realizadas
com o auxilio de uma escala de severidade (0%, 0,5%, 1%, 2%, 4%, 8%, 16%, 32%, 64%,
82%) de acordo com Notteghem (1981), determinando a porcentagem da area foliar afetada

pela doenca.
3.6 ATIVIDADES BIOQUIMICAS
3.6.1 Coletas de amostras

Durante o desenvolvimento da doenca foram realizadas 5 coletas de folhas da cv. BRS
Primavera: coleta 0: uma hora ap6s a inoculacdo desafiadora; coleta 1: 24 horas apos a
inoculacdo; coleta 2: 36 horas apés a inoculacédo e; coleta 3: 48 horas apds a inoculagdo. Para
cada coleta, todos os tratamentos foram amostrados (20 folhas por cada tratamento) incluindo
tratamento ndo desafiado com M. oryzae (controle), com o objetivo de analisar a atividade de
enzimas e de &cido salicilico. As amostras foram coletadas e imediatamente conservadas em

gelo.
3.6.2 Extracdo de proteinas totais

As amostras coletadas e armazenadas em freezer -80 °C foram descongeladas e
maceradas com nitrogénio liquido, formando um po, ocupando % de microtubo (2,0 mL),
sempre mantidos em banho de gelo. Em cada microtubo foi adicionado uma solucdo tampé&o
de extracdo de proteinas (Tris-HCI 10 mM; NaCl 150 mM; EDTA 2 mM; DTT 2 mM; PMSF

1 mM; Leptina 10 mg.mL™ e Apotinina 10 mg.mL™). Em seguida, as amostras foram
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mantidas em agitador por um minuto e, posteriormente, centrifugadas a 10.000 g, a 4°C por 5
minutos. O sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo de proteinas totais e para o preparo
dos ensaios enzimaticos. A quantificacdo das proteinas totais foi realizada em placas de Elisa.
50 uL de cada amostra, foram transferidas para microtubos, e acrescentou-se 1 mL do
reagente “coomassie brilliant blue” (CBB), entdo homogeneizou-se e deixou-se em repouso
por 15 minutos. Em seguida, transferiu-se 100 uL de cada amostra para placas de Elisa e
procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 597 nm utilizando o
software Gen5. Determinou-se também uma curva padrdo de proteina com albumina de soro

bovino (BSA), para conversao em concentracao de proteina soltvel (Bradford, 1976).
3.6.3 #-1,3 glucanase (GLU)

Utilizou-se 50 pl do extrato de cada amostra, colocadas em microtubos, em triplicata,
acrescentou-se 250 pl de laminarina (1%) em tampéo acetato de sédio 1,0 M pH 4,5. As
amostras permaneceram em repouso por 24 horas. Em seguida, acrescentou-se em cada
amostra 250 pl do reagente DNS (&cido dinitrossalicilico) 1%, seguidos de banho-maria a
100°C, por 20 minutos. A atividade da enzima foi quantificada com o auxilio do
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 500 nm e do software Gen5 (Cortes et al.,
2008 - adaptada).

3.6.4 Quitinase (QUI)

Foi utilizado 50 pl dos extratos de cada amostra em triplicata, acrescentando 250 pl da
solucdo de quitina tamp&o pH 4,5. A solugdo foi homogeneizada e apds 24 horas a reacao foi
interrompida pela adigéo de 1 ml de DNS. Os tubos microtubos foram levados a banho-maria
por 20 minutos e, ap6s o resfriamento, foi realizada a leitura em placa de Elisa, em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 540 nm utilizando o software Gen5 (Cortes
et al., 2008 - adaptada).

3.6.5 Peroxidase (POX)
A atividade de peroxidase foi determinada em meio reacional composto de 1 ml de

solucdo de ABTS 0,4 mg.mL™ em tampéo acetato de sédio 0,1 molar com pH 4,5. Para cada

leitura, foram adicionados na cubeta 2 mL do reagente ABTS, 0,5 ul das amostras, em
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triplicata, e 20 pl de peroxido de hidrogénio (H,O;). Este componentes foram
homogeneizados e submetidos a quantificagio da atividade da peroxidase, em
espectrofotbmetro, com comprimento de onda a 405 nm. A atividade enzimatica especifica foi
definida como variacdo de unidade de absorbancia produzida em meio reacional por tempo

em segundos e por miligrama de proteina (Keesey, 1987).

3.6.6 Fenilalanina Amoénia-liase (FAL)

A atividade de fenilalanina amonia liase foi determinada, utilizando 2 ml de solugéo
de fenilalanina 10 mM, em solucdo tampao borato 0,1 M, pH 9,0 e 50 ul de cada amostra, em
triplicata. A mistura foi homogeneizada e submetida a quantificagdo do produto em
espectrofotbmetro, em comprimento de onda 290 nm (ultravioleta) (Cortes et al., 2008 -

adaptada).

3.6.7 Lipoxigenase (LOX)

A atividade de lipoxigenase foi determinada, utilizando como substrato linoleato de
sodio 10 mmol L™, pH 9,0, em mistura de reacéo constituida de 1.000 pL de fosfato de sédio
50 mmol L™, pH 6,0, 20 pL do substrato e 10 pL de cada amostra, em triplicata. O coeficiente
de extingdo molar (&) dos hidroperdxidos para o 4cido linoleico foi 25.000 mol L'cm™ e pH
6,0. A atividade especifica da lipoxigenase foi determinada em espectrofotbmetro, em
comprimento de onda de 234 nm, expressa em pmol de hidroperdxido do &cido linoléico, por
minuto, por ug de proteina (Axelrod et al., 1981).

3.6.8 Acido Salicilico (AS)

Duzentos mg de cada amostra foram maceradas e transferidas para microtubos (2 mL).
Em cada microtubo foi adicionado 1 mL de metanol (90%), seqguido de agitacdo em agitador,
por 1 minuto. As amostras foram centrifugadas, a 5000 g por 10 minutos, e transferidas para
um tubo falcon, de 15 mL. Adicionou-se, em cada tubo 1 mL de metanol PA, 2 mL de &cido
tricloroacético (5%), e 2 mL de acetato de etila, ciclopentano e isopropanol na proporcéo de
50:50:1. As amostras foram agitadas em agitador por 1 minuto, e o sobrenadante foi
transferido para outro tubo, onde posteriormente foram liofilizadas. Adicionou-se em cada

tubo 200 pL de metanol (23%), em tampéo acetato (20 umol pH 5,0), que foram filtradas em
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minifiltro milipore (0,45 um). A quantificacdo de acido salicilico foi realizada com o auxilio
do aparelho de cromatografia liquida HPLC (High Performance Liquid Chromatography),
baseada em dados padrbes do software Chromera®, apresentando tempo de retencdo de 4,8
minutos (Meher et al., 2012; Saikia et al., 2006).

3.7 ANALISE DOS DADOS

As analises estatisticas dos dados dos ensaios E1 e E2 foram realizadas em fatorial,
com o auxilio do programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versao 19.0.
As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Duncan a 5% de significancia e,

realizada andlise de regressao polinomial.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 SEVERIDADE DA BRUSONE FOLIAR EM E1

Observou-se diferenca estatistica entre as diferentes doses de SiCaMg e os diferentes
bioagentes testados, para a supressdo de brusone foliar. O solo contendo 2 ton SiCaMg.ha™
combinado com sementes microbiolizadas por B. pyrrocinia e o pool de T. asperellum,
seguidos da rega dos mesmos bioagentes e da pulverizacdo de plantas com P. fluorescens
destacaram-se significativamente, reduzindo a area afetada a 96% (Tabela 1). Entre as doses
de SiCaMg, destacou-se 8 ton.ha™ e, entre os bioagentes a bactéria P. Fluorescens, quando
pulverizada nas folhas, 48 horas antes da inocula¢do desafiadora com M. oryzae (Tabela 1),
com a éarea foliar com brusone de 1,30 e 4,16, respectivamente. A analise de regressdo
mostrou que a relacdo entre doses de silicio e severidade de brusone foliar foi quadrética,
tanto para os tratamentos contendo somente as doses de silicio, como para os tratamentos
contendo os bioagentes. De acordo com a regressdo, a dose de SiCaMg para a eficiéncia
méxima na reducdo da brusone sem a aplicacéo de bioagentes foi de 5,66 ton.ha™ (Figura 1),
enquanto que o tratamento contendo a mistura dos bioagentes foi de 5,20 ton.ha™, obtendo

8% na redugéo do consumo de SiCaMg.

Tabela 1. Severidade da brusone foliar em plantas de arroz, em E1. Letras maiusculas
definem o efeito dos bioagentes dentro das doses. Letras minusculas definem o
efeito das doses dentro dos bioagentes. Teste de Duncan (p< 0,05).

Doses SiCaMg Bioagentes
(t,ha‘l) Controle  B. pyrrocinia P. fluorescens Pool T. asperellum Mistura
0 14,02 Dd 8,06 Bd 4,16 Ab 9,60 BCc 9,63 Cd
1 3,61 Bc 3,87 Bc 1,14 Aa 2,46 Bb 3,63 Bc
2 1,95 Cab 1,01 Ba 1,41 Ba 1,24 Ba 0,56 Aa
4 3,05 Chc 1,82 Bb 1,27 Ba 0,87 Aa 1,94 Bb
8 1,30 Aa 2,31 Bb 4,12 Cb 1,60 Bb 1,25 Aab
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Figura 1. Efeito da adubacdo de SiCaMg em plantas de arroz tratadas com a Mistura dos trés
bioagentes (via semente e rega com os bioagentes B. pyrrocinia e T. asperellum e,
via pulverizacdo foliar com P. fluorescens) e no controle (sem a aplicacdo de
bioagentes) na severidade da brusone foliar, em anélise de regresséo polinomial.

No tratamento controle, as lesGes formadas apresentaram formato eliptico, com borda
marrom e centro acinzentado, com aspecto esporulativo e coalescente, diminuindo a area
foliar sadia (Figura 2a). No tratamento contendo a combinag&o entre o pool de T. asperellum e
com a adubacdo de 2 ton SiCaMg.ha™, observou-se a formacdo de lesées esporulativas, em
pequena quantidade e distante umas das outras. Observou-se também a presenca de lesdes do
tipo “cabega de alfinete” (Figura 2b). No tratamento contendo a combinacdo dos trés
bioagentes com a adubacéo de 2 ton SiCaMg.ha™, ndo observou-se a presenca de lesdes

esporulativas, apenas lesdes fechadas (Figura 2c).
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Figura 2. Severidade da brusone foliar, em plantas de arroz adubadas com 2 ton SiCaMg.ha™
inoculadas com suspensdo de conidios de M. oryzae (3x10° con. mL™). Tratamento
controle (a). Combinacdo com pool de T. asperellum (b). Combinacdo com a
mistura dos trés bioagentes (c).

4.2 SEVERIDADE E AACPD DA BRUSONE FOLIAR EM E2

A severidade da brusone foliar foi estatisticamente diferente, destacando-se o
tratamento constituido por sementes de arroz microbiolizadas com B. pyrrocinia e o pool de
T. asperellum, seguidos da rega dos mesmos bioagentes e da pulverizacdo de plantas com P.
Fluorescens, semeadas em solo adubado com 2 ton SiCaMg.ha™, o qual apresentou 3,96 de
area foliar afetada pela doenca e 13,17 de &area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) (Tabela 2 e Figura 3).

Tabela 2. Severidade da brusone foliar em plantas de arroz, em E2. Letras mailsculas
definem o efeito das doses dentro dos bioagentes. Letras mindsculas definem o
efeito dos bioagentes dentro das doses. Teste de Duncan (p< 0,05).

Doses SiCaMg Bioagentes
(ton.ha’) Controle Pool T. asperellum Mistura
0 14,25 Bb 7,71 Ab 8,17 Ab

2 11,92 Ba 5,71 Aa 3,96 Aa
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Figura 3. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) da brusone foliar em
plantas de arroz. A: Média dos valores de AACPD de cada tratamento, em que as
letras indicam a diferenca estatistica entre os tratamentos pelo teste de Duncan
(p>0,05). B: Progresso da doenca referente as quatros avaliacOes realizadas apés a

inoculacdo com M. oryzae.
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4.3 ATIVIDADES BIOQUIMICAS

Entre as 4 coletas realizadas, optou-se por apresentar os dados das coletas 1 e 3 por
serem mais informativas e coincidirem com as datas de inicio da avaliacdo da severidade da
brusone foliar. Em ambas as coletas, 1 (24 horas apds o desafio com M. oyzae) e 3 (48 horas
apos o desafio com M. oyzae, observou-se diferenca estatistica entre os tratamentos, tanto na
auséncia (plantas sadias) quanto na presenca (plantas doentes) de M. oyzae, para a atividade
das enzimas QUI, GLU, POX e para o horménio AS. Porém, para a atividade enzimatica de
FAL e LOX, apenas na coleta 3, observou-se diferenca estatistica entre os tratamentos.

4.3.1 Na auséncia de M. oryzae

Na coleta 1, tanto para a atividade de QUI, quanto para GLU e POX, destacou-se 0
tratamento MISTURA (constituido por sementes microbiolizadas e plantas regadas pela
combinacdo dos trés bioagentes) com 1,673, 2,087 e 0,593 U.mg™, respectivamente, versus
0,59, 1,367 e 0,314 U.mg™ do tratamento CTR (controle), respectivamente (Tabelas 3, 4 e 7).
Na coleta 3, o tratamento T. asperellum + Si (plantas tratadas com pool de T. asperellum e
adubadas com 2 ton SiCaMg.ha™) foi superior para a atividade de QUI, GLU e POX, com
1,493, 3,085 e 0,980 U.mg™, respectivamente (Tabelas 3, 4 e 7), versus 0,447, 1,233 e 0,361
U.mg ™ do tratamento CTR, respectivamente.

Quanto a atividade de FAL, na coleta 1, destacou-se apenas o tratamento MISTURA +
Si (constituido por sementes microbiolizadas e plantas regadas pela combinacdo dos trés
bioagentes nutridas com 2 ton SiCaMg.ha™) com 0,0044 U.mg™, e na coleta 3, o tratamento
T. asperellum (plantas tratadas com pool de T. asperellum) (Tabela 5) com 0,0000476 U.mg™
versus 0,0000310 U.mg™ do tratamento CTR. Para a atividade de LOX, ndo observou-se
atividade na coleta 1, e na coleta 3, apenas no tratamento CTR, com 0,004074 U.mg™ (Tabela
6). Quanto a quantificagcdo de AS, na coleta 1, destacaram-se o CTR, T. asperellum (plantas
tratadas apenas com pool de T. asperellum), e MISTURA + Si (plantas tratadas com a
combinacdo dos trés bioagentes nutridas com 2 ton SiCaMg.ha™) com 911,33, 877,07 e
881,17 ng.g™, respectivamente. Na coleta 3, todos os tratamento se destacaram para 0s teores

de AS (Tabela 8), em relagdo ao controle.
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4.3.2 Na presenca de M. oryzae

Quitinase (QUI): na coleta 1, destacaram-se os tratamentos CTR (plantas apenas
desafiadas com MO) e T. asperellum, com 1,335 e 1,181 U.mg™, respectivamente. Na coleta
3, destacou-se o tratamento T. asperellum + Si (plantas tratadas com pool de T. asperellum e
adubadas com 2 ton SiCaMg.ha™) com 1,446 U.mg™ (Tabela 3).

B-1,3 Glucanase (GLU): na coleta 1, destacou-se apenas o CTR, com 2,811 U.mg™.
Na coleta 3, destacou-se o tratamento MISTURA + Si (plantas tratadas com a MISTURA dos
trés bioagentes e adubadas com 2 ton SiCaMg.ha™) com 2,394 U.mg™ (Tabela 4), versus o
CTR (plantas apenas inoculadas com M. oryzae).

Fenilalanina Amoénia Liase (FAL): ndo observou-se diferenca estatistica entre os
tratamentos na coleta 1. Na coleta 3, destacou-se o tratamento T. asperellum (plantas tratadas
com pool de T. asperellum) com 0,0001263 U.mg™ (Tabela 5), em relacéo ao controle.

Lipoxigenase (LOX): observou-se o destaque do tratamento T. asperellum + Si e com
0,002169 U.mg™, na coleta 1. Na coleta 3, destacou-se os tratamentos T. asperellum (plantas
tratadas com pool de T. asperellum), e CTR + Si (plantas nutridas apenas 2 ton SiCaMg.ha™)
com 0,002384 e 0,001550 U.mg™, respectivamente. (Tabela 6).

Peroxidase (POX): na coleta 1, destacou-se o CTR + Si (plantas nutridas apenas 2 ton
SiCaMg.ha™) com 0,7590 U.mg™. Na coleta 3, destacou-se também o tratamento CTR + Si,
juntamente com o tratamento MISTURA, com 0,6790 e 0,5897 U.mg™, respectivamente
(Tabela 7).

Acido Salicilico (AS): na coleta 1, destacou-se o tratamento MISTURA (plantas
tratadas com a combinag&o dos trés bioagentes) com 1096,07 ng.g™. Na coleta 3, destacou-se
o tratamento CTR + Si com 1007,00 ng.g™ (Tabela 8).
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Tabela 3. Atividade de QUI (U.mg™) em folhas de arroz coletadas em 24 horas apés o desafio

com M. oryzae e; 48 horas ap6s o desafio com M. oryzae. Durante cada coleta foram
amostradas folhas de plantas ndo desafiadas e desafiadas com M. oryzae, contendo O
ton SiCaMg e 2 ton SiCaMg (+Si). Letras maiusculas definem efeito das coletas nos
tratamentos (vertical) e, letras minusculas definem efeito dos tratamentos nas coletas
(horizontal). NI: N&o inoculado; I: Inoculado com M. oryzae.

24 horas 48 horas
Tratamentos
NI | NI |
CTR 0,590 BCc 1,335 Aa 0,447 EFd 0,567 DEFb
T. asperellum 0,327 Cb 1,181 ABa 0,588 CDEFab 0,408 Fb
MISTURA 1,673 Aa 0,695 BCbc 0,770 Cabc 1,147 Bab
CTR+Si 0,653 BCh 0,537 Cc 0,720 CDa 0,617 CDEb
T. asperellum+Si 0,674 BCc 0,659 BCh 1,493 Aa 1,446 Aa
MISTURA+SI 1,352 Aa 0,674 BChc 0,687 CDb 1,275 Ba

Tabela 4. Atividade de GLU (U.mg™) em folhas de arroz coletadas em 24 horas apés o desafio

com M. oryzae e; 48 horas apds o desafio com M. oryzae. Durante cada coleta foram
amostradas folhas de plantas ndo desafiadas e desafiadas com M. oryzae, contendo O
ton SiCaMg e 2 ton SiCaMg (+Si). Letras maiusculas definem efeito das coletas nos
tratamentos (vertical) e, letras minudsculas definem efeito dos tratamentos nas coletas

(horizontal). NI: N&o inoculado; I: Inoculado com M. oryzae.

Tratamentos 24 horas 48 horas
NI I NI I
CTR 1,367 CDEbc 2,811 Aa 1,233 FGc 1,472 EFb
T. asperellum 0,979 EFc 1,561 CDb 1,375 Fa 1,082 Hc
MISTURA 2,087 Ba 1,662 BCb 2,109 Ca 1,792 Db
CTR+Si 1,155 DEFb 1,287 CDEc 1,834 CDa 1,999 CDa
T. asperellum +Si 0,778 Fd 1,165 DEFc 3,085 Aa 1,941 CDa
MISTURA+SI 1503CDb 1,528 CDc 1,711 DEa 2,394 Ba

Tabela 5. Atividade de FAL (U.mg™) em folhas de arroz coletadas em 24 horas apés o desafio

com M. oryzae e; 48 horas apds o desafio com M. oryzae. Durante cada coleta foram
amostradas folhas de plantas ndo desafiadas e desafiadas com M. oryzae, contendo O
ton SiCaMg e 2 ton SiCaMg (+Si). Letras mailsculas definem efeito das coletas nos
tratamentos (vertical) e, letras minusculas definem efeito dos tratamentos nas coletas
(horizontal). NI: N&o inoculado; I: Inoculado com M. oryzae. (*) Néo significativo.

T 24 horas 48 horas
ratamentos T I T I

CTR 0,0000190 Bd 0,0000333 Bd 0,0000310 Fc  0,0000593 Bb
T. asperellum 0,0000560 Bc 0,0000223 Bc 0,0000476 Ce 0,0001263 Aa
MISTURA 6,6666666 Be 0,0000220 Bc 0,0000346 DEd 0,0000326 EFb
CTR+Si 0,0000236 Bd 0,0000293 Bb 0,0000336 DEb 0,0000353 Da

T. asperellum +Si
MISTURA+SI

0,0000160 Bd
0,0044223 A*

0,0000260 Ba 0,0000080 He
0,0000103 Bd 0,0000186 G*

0,0000200 Gb
0,0000203 Gb
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Tabela 6. Atividade de LOX (U.mg™) em folhas de arroz coletadas em 24 horas apés o desafio
com M. oryzae e; 48 horas ap6s o desafio com M. oryzae. Durante cada coleta foram
amostradas folhas de plantas ndo desafiadas e desafiadas com M. oryzae, contendo O
ton SiCaMg e 2 ton SiCaMg (+Si). Letras maiusculas definem efeito das coletas nos
tratamentos (vertical) e, letras minusculas definem efeito dos tratamentos nas coletas
(horizontal). NI: N&o inoculado; I: Inoculado com M. oryzae.

Tratamerntos 24 horas 48 horas
NI I NI |
CTR 0,000000 Cc 0,000000 Cc 0,004074 Aa 0,001197 EFGb
T. asperellum 0,000000 Cc 0,000000 Cc 0,002918 Bb 0,002384 Ca
MISTURA 0,000000 Cc 0,000000 Cc 0,001809 Db 0,001218 EFGb
CTR+Si 0,000000 Cc 0,000000 Cb 0,001102 FGb 0,001550 DEFa
T. asperellum +Si 0,000000 Cc 0,002169 Ab 0,001207 EFGb 0,000918 Gc
MISTURA+SI 0,000000 Cc 0,001552 Bab 0,001709 DEb 0,000673 Gbc

Tabela 7. Atividade de POX (U.mg™) em folhas de arroz coletadas em 24 horas ap6s o desafio
com M. oryzae e; 48 horas ap6s o desafio com M. oryzae. Durante cada coleta foram
amostradas folhas de plantas ndo desafiadas e desafiadas com M. oryzae, contendo 0
ton SiCaMg e 2 ton SiCaMg (+Si). Letras mailsculas definem efeito das coletas nos
tratamentos (vertical) e, letras minusculas definem efeito dos tratamentos nas coletas
(horizontal). NI: N&o inoculado; I: Inoculado com M. oryzae. (*) Nao significativo.

T 24 horas 48 horas
ratamentos T | T |
CTR 0,3140 CDEb 10,3845 CD*  0,3615 ABb 0,4688 AB*
T. asperellum 0,2034 DEb  0,3803 CD*  0,4956 ABa 0,9141 A*
MISTURA 0,5937 ABa 0,3745CDb  0,4074 ABb 0,5897 ABa
CTR+Si 0,2501 DEb  0,7590 Aa  0,4098 ABab 0,6790 ABa
T. asperellum +Si 0,4463 BCc 0,2616 CDEb  0,9803 Aa 0,3739 ABb
MISTURA+SI 0,2332DEb  0,1519 Ea 0,1804 Bb 0,1331 Bab




39

Tabela 8. Concentracdo de AS (ng.g™') em folhas de arroz coletadas em 24 horas ap6s o desafio
com M. oryzae e; 48 horas ap6s o desafio com M. oryzae. Durante cada coleta foram
amostradas folhas de plantas ndo desafiadas e desafiadas com M. oryzae, contendo O
ton SiCaMg e 2 ton SiCaMg (+Si). Letras maiusculas definem efeito das coletas nos
tratamentos (vertical) e, letras minusculas definem efeito dos tratamentos nas coletas
(horizontal). NI: N&o inoculado; I: Inoculado com M. oryzae.

T 24 horas 48 horas
ratamentos T I NI I

CTR 911,33 Bc 451,53 Ed 477,87 Gd 810,13 Eb
T. asperellum 877,07 Bb 917,93 Ba 895,97 CDEb 822,70 DEDb
MISTURA 203,33 Fe 1096,07 Aa  1036,57 ABb 603,90 Fb
CTR+Si 49343 DEc  883,57Bb 902,07 BCDEa 1007,00 ABCa
T. asperellum +Si 625,60 Cd 585,57 CDb  1045,30 Aa 949,70 ABCDa
MISTURA+SI 881,17 Bb 499,62 DEb 963,70 ABCb 919,75 ABCDEa

Este € o primeiro relato da associacdo dos efeitos do silicio e de bioagentes, para
suprimir brusone foliar. Os tratamentos testados foram eficientes para a supressao da doenca.
Constatou-se no presente trabalho que o programa adotado de aplicacdo dos trés bioagentes e
da concentracdo selecionada de silicato de calcio: sementes microbiolizadas com os trés
bioagentes semeadas em solo adubado com 2 ton SiCaMg.ha™, posteriormente regado com
suspensdo contendo a concentracdo de 1x108 de B. pyrrocinia e 2 g de cada isolado para 2 L
de agua destilada do pool de T. asperellum, e plantas, com 19 dias, pulverizadas com
suspensdo na concentracao de 1x108 de P. fluorescens suprimiram em 96% e 67% de brusone
foliar em E1, e E2, respectivamente (Tabelas 1 e 2) seguido do tratamento contendo sementes
microbiolizadas, e plantas regadas e pulverizadas com T. asperellum em combinag¢do com
adubacdo de 2 ton SiCaMg.ha-t, que suprimiu 93% em E1, e 59% em E2. Os tratamentos
compostos, em E1, por plantas tratadas apenas com 8 ton SiCaMg.ha™; plantas tratadas com
P. fluorescens combinadas com adubacdo de 1 ton SiCaMg.ha™ e; plantas tratadas com pool
de T. asperellum combinadas com adubacdo de 4 ton SiCaMg.ha™, apresentaram resultados
significantes para a supressdo de brusone foliar. Porém, o tratamento composto por plantas
tratadas com os trés bioagentes e adubadas com 2 ton SiCaMg.ha™, mostrou-se mais eficiente
por, além de atingir a maior supressdo de brusone foliar, também apresentar maior
comprimento de plantas, utilizando, ao mesmo tempo, baixa concentracdo de adubacao
silicatada e bioagentes promotores de crescimento. Em E2, apesar de serem estatisticamente
iguais, a mistura do trés bioagentes mostrou-se mais eficiente que o uso apenas de T.
asperellum, em combinacdo com a adubacéo silicatada, observado na curva de progresso da

doenca e no tipo de lesGes desenvolvidas na superficie foliar. As lesdes desenvolvidas no
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tratamento contendo a combinagéo do trés bioagente com a adubacéo silicatada caracterizam-
se como néo-esporulativas, ao contrério do tratamento em que utilizou-se apenas o pool de T.
asperellum, que apresentou pequenas lesbes esporulativas dispersas pela superficie foliar
(Figuras 2b e 2c).

No biocontrole de doencas, 0s bioagentes e o silicio atuam em diferentes mecanismos
de resisténcia a patogenos. As PGPR e o Trichoderma ativam mecanismos responsaveis pela
competicdo por nutrientes e antibiose de organismos fitopatogénicos, atraves da producéo de
substancias antimicrobianas, como fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese (PRP’s)
(Ramamoorthy et al., 2001; Brotman, Gupta, Viterbo, 2010), resultando na indugdo de
resisténcia sistémica (ISR) (Van Loon e Pieterse, 2006; Van Loon, 2007).

O silicio é estudado como um elemento eficiente para a protecdo de plantas contra
pragas e doencas em muitas espécies, inclusive no arroz (Prabhu et al., 2001). Até entdo, 0s
resultados indicam que seu efeito protetor advém da absorc¢do radicular de &cido monosilicico
e deposicdo na forma de silica amorfa na parede celular (entre a cuticula e a epiderme) em
plantas de arroz (Yoshida, 1965). Alguns autores demonstram que o silicio, além de fortalecer
a parede celular, também ativa o sistema de defesa do hospedeiro (Bélanger et al., 1995;
Rodrigues et al., 2004; Cruz et al., 2013). No presente trabalho, os tratamentos T. asperellum
+ Si (plantas tratadas com pool de T. asperellum e nutridas com 2 ton SiCaMg.ha™) e
MISTURA + Si (plantas tratadas com os trés bioagentes e nutridas com 2 ton SiCaMg.ha™)
apresentaram aumento na atividade de QUI, GLU, POX, FAL e no teor de AS, mesmo na
auséncia de MO, nas coletas 1 e 3 (Tabelas 3, 4, 7, 5 e 8), corroborando com os resultados de
Cruz et al. (2013), que observaram o aumento da atividade de FAL, QUI, GLU e
Polifenoloxidase em plantas de soja nutridas com silicato de célcio, na auséncia de
Phakopsora pachyrhizi.

Apbs o desafio com M. oryzae, observou-se o efeito positivo do silicio, quando
combinado com os trés bioagentes. As 48 horas ap6s o desafio com M. oryzae, observou-se o
efeito do silicio, quando combinado com os trés bioagentes no aumento da atividade de QUI e
GLU. Néo foi observado o efeito positivo do silicio na atividade de FAL, enzima percursora
do AS. Porém os tratamentos que receberam silicio isoladamente e em combinagdo com o0s
trés bioagentes proporcionaram aumento significativo nos teores de AS, as 24 e 48 horas ap6s
a agressao do patdégeno. GLU e a QUI sdo proteinas relacionadas a patogénese pertencente a
familia PR-2 e PR-3, as quais possuem funcdo hidrolitica, quebrando polimeros estruturais,
como B-1,3-glucanos e quitinas, presentes nas paredes dos patogenos (Labanca, 2002). A FAL

¢ a enzima do metabolismo secundario, pertencente a rota dos fenilpropandides, a qual
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catalisa a formacdo do &cido trans-cinamico, precursor de varios compostos de defesas de
plantas, como fitoalexinas e o acido salicilico (Wen et al., 2005). O AS é um importante
sinalizador envolvido na defesa de plantas a patdgenos, induzindo a expressao de proteinas
relacionadas a inducao de resisténcia adquirida (SAR) (Mauch et al., 2001).

Observou-se o efeito isolado do silicio no aumento da atividade de POX e LOX na
coleta 1 e 3 apds o desafio com MO (Tabelas 7 e 6). A enzima POX é responsavel por
reforcar a parede celular de plantas hospedeiras através da oxidacdo de fenois, suberizacédo e
lignificacdo durante as reacdes de defesa ao ataque de patdgenos (Syros et al., 2004). A LOX
atua no impedimento do crescimento de patdégenos induzindo a producdo de fitoalexinas,
aldeidos e acido jasménico, participando também da transducédo de sinais (Namai et al., 1990).

Na literatura existem alguns relatos sobre a atuacdo do silicio e de bioagentes no
sistema bioguimico de defesa de plantas de arroz (Silva et al., 2011; Rodrigues et al., 2005;
Datnoff, 2012). Rodrigues et al. (2005) observaram que plantas nutridas com silicato de
calcio, susceptiveis a M. oryzae, apresentaram alta expressdo das enzimas: GLU; as 36 horas
apos inoculacdo; POX, acumulando de 12 a 96 horas ap6s inoculacdo e; PR-1, acumulando de
60 a 96 horas apds a inoculacdo. Datnoff (2012), no mesmo patossistema, encontrou um
aumento na expressao de QUI em plantas nutridas com silicio, as 24 horas ap6s inoculacdo de
M. oryzae. Filippi et al. (2011), testando o uso de B. pyrrocinia (regada no solo 15 dias antes
do desafio com M. oryzae) e P. fluorescens (pulverizada 2 dias antes do desafio com M.
oryzae) em plantas de arroz, encontraram o aumento de QUI, GLU e POX, as 72 horas ap0s
inoculacdo com M. oryzae. Em outros patossistemas, alguns autores conseguiram obter
resultados similares. Cruz et al. (2013), demonstraram que plantulas de soja nutridas com
silicato de célcio, ndo desafiadas e desafiadas com Phakopsora pachyrhizi, potencializaram a
atividade de QUI e FAL em 141 horas ap6s a inoculacdo, e GLU as 72 horas ap0s inoculag&o.
Chérif et al. (1993), relataram que plantas de pepino, nutridas com silicato de potassio, e
desafiadas com Pytium aphanidermatum, obtiveram uma alta expressdo de GLU aos 6 dias
apos a inoculacdo. Oliveira et al. (2010) testaram plantas de algodoeiro, cultivadas em solo
contendo silicato de calcio, desafiadas por Xanthomonas citri subsp. malvacearum, e mostrou
gue, mesmo em plantas ndo acumuladoras, o silicio aumentou a atividade de POX, FAL e
GLU, 24 horas ap6s a inoculagéo, reduzindo tambem a severidade da infeccdo em 55%. Silva
et al. (2011) observaram que isolados de Trichoderma spp. aumentaram a atividade de POX
em plantas de pepineiro, quando desafiadas com Colletotrichum lagenarium, suprimindo a
doenga em 88%. Saikia et al. (2006), em condicGes de casa de vegetacdo, testaram isolados de

Pseudomonas aeruginosa na inducdo de resisténcia a R. solani em plantas de arroz e,
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contataram que as bactérias aumentaram o teor de AS as 24 horas ap6s a inoculacdo,
suprimindo a doenca em 33%. Os resultados apresentados no presente trabalho indicam que
as enzimas QUI, GLU, POX, LOX e o hormonio AS, observados no tratamento contendo a
combinagdo dos trés bioagentes em plantas adubadas com 2 ton.ha SiCaMg, tiveram
participagdo ativa na supressdo de brusone foliar durante os periodos de 24 e 48 horas, apds o
desafio com M. oryzae, reduzindo a severidade, correlacionando-se com as reagOes

observadas na superficie foliar.



5 CONCLUSOES

e A interacdo entre bioagentes e silicio mostrou-se promissora, proporcionando as
plantas de arroz eficiéncia na resisténcia a brusone foliar.

e As combinacdes entre T. asperellum e plantas adubadas com 2 ton SiCaMg.ha™ e, a
mistura dos bioagentes em plantas adubadas com 2 ton SiCaMg.ha™ aumentaram
significativamente a expressdo das enzimas QUI, GLU, POX, FAL, e o teor de AS na
auséncia de MO;

e A mistura dos trés bioagentes em plantas adubadas com 2 ton SiCaMg.ha™
proporcionou 0 aumento expressivo das enzimas QUI, GLU e o teor de AS na
presenca de MO;

e O melhor tratamento para a reducdo de brusone foliar foi a combinacdo entre os trés
bioagentes e plantas adubadas com 2 ton SiCaMg.ha™, suprimindo a doenca em 96% e

67% em E1 e E2, respectivamente.

Consideramos nossos resultados importantes para 0 manejo sustentavel da brusone,
por possibilitar a diminuicdo da utilizacdo de fertilizantes e agrotdxicos para a producdo de
arroz utilizando baixa dose de adubacéo silicatada.
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