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1 INTRODUCAO

O arroz Qryza sativa L.) é considerado um produto de grande importancia soécio-
econdmica, constituindo-se o alimento basico da metade da populacdo yoomdiall% da
terra ardvel do mundo. O Brasil € o maior produtor de arroz daidando Sul, sendo
cultivado em 2,9 milhdes de hectares e a producdo nacional de 12,63 milhdeslatas na
safra 2008/09 (Conab, 2009).

Em todas as fases de desenvolvimento, 0 arroz esta sujeito aoddatpencas, que
reduzem a produtividade e a qualidade dos gréos e uma das doergatifundidas e
amplamente disseminadas em todas as regiées do mundo onde o altreadd @ia brusone
(Malavolta et al., 2008), causada pelo furidagnaporthe oryzae (T.T. Hebert) M.E. Barr
(anamorfoPyricularia oryzae Sacc.). A perda da produtividade devido a brusone tem sido
aproximadamente de 100% da cultura (Prabhu et al., 2009).

O controle da brusone deve ser feito de forma preventiva adotando-s@efo m
integrado da doenca que requer um conjunto de praticas que tem componeotas a
resisténcia genética da cultivar, as praticas culturais centrole quimico. As medidas
alternativas de controle estdo ganhando espaco nos sistemaksgei® controle biologico
€ uma delas por ser uma alternativa ao uso de agrotoxicos, reduzindzoss legais,

publicos e ambientais.
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Existem diversas investigacdes relatadas na literaturgzaotb bactérias epifitas
como agentes de biocontrole de patdgenos de parte aérea, nos mais patessistemas,
seja para o controle de fungos (Garita et al., 1998; Zhang & Yuen, R0pP; et al., 2011)
ou bactérias fitopatogénicas (Stockwell et al., 1998; Braun-Kiakweti al., 2000), além de
formulacbes comerciais registradas nos E.U.A. como Sereriabdlfs subtilis), para
controle de oidio, mildio, cercosporiose, dentre outras doencas, em diplensas e o
BlightBan A506 Pseudomonas fluorescens A506) para controle dErwinia amylovora, de
injarias devido ao frio e bactérias que causam o “fruit russet/&@ias culturas (Nuclo et al.,
1998; USDA, 2000).

O estudo da interacédo & oryzae com arroz e dos mecanismos de manifestacao de
resisténcia é importante para se identificar medidas ditexsade controle da brusone,
econdmica e ecologicamente sustentaveis. O controle de doersmass ata ativacdo dos
mecanismos de defesa intrinseco da planta mostra - se promissqresquisa destes
mecanismos esta sendo cada vez mais estimulada para esdi@i@sesdo 0S Processos
biogquimicos e moleculares envolvidos (Filippi et al., 2007). A inducéo deténesia esta
sendo atualmente explorada por aumentar a durabilidade da reaiskédoenca e pela
utilizacdo de indutores bioticos ou abioticos (Filippi et2011).

Na busca de elementos que podem estar correlacionados comreiafid@ controle
de fungos, tem-se investigado o quanto representam enzimas capadegradar a parede
celular (Zhang & Yuen, 2000), a producdo de enzimas quitinase, celgasmpase (Garita
et al., 1998; Filippi et al., 2011), a producédo de AIA (Lindow et al., 1998), alentros
mecanismos capazes de atuar no biocontrole de doencas.

A brusone reduz drasticamente a produtividade das culturas de aempree medidas
efetivas de controle. O controle quimico das doencas esta sendonamiplaitilizado pelos
produtores, entretanto, este s representa um avanco tecnoldgico quarndo esem
programa de manejo integrado da doenca, onde o uso do controle biologico é indépensa

para alcancar alta produtividade assegurando uma agricultura sustentavel.

2 OBJETIVOS
- Caracterizar as bactérias do filoplano do arroz como ageatdsodontrole da
brusone, baseando-se em estratégias de sele¢do comjuwitiase in vivo;,



- Verificar se os isolados bacterianos residentes do filoplanorpeée possiveis
agentes supressores de doenca atuando como indutores de resisté@oigcasist
Magnaporthe oryzae.

3 METODOLOGIA

3.1 Coleta do Material Vegetal, Isolamento e Conservacdo de bactériaa filosfera do
arroz

No ano de 2010 foram selecionadas 30 bactérias da filosfera do arrdarame
isoladas no ano de 2009 a partir de plantas sadias de arroz da Qdtiameja coletadas em
Paranatinga — MT, de lavouras de primeiro ano e nao submetidas aizpgB@rcom
fungicida.

Um grama de folhas de arroz foram picadas e acondicionadassswsfexlenmeyer
com 10 mL de solucao salina (0,85%). Os frascos foram agitados, pon@6sra 120 rpm,
e a solucdo submetida a uma diluicdo em série &téAlQuotas de 100 pl de cada diluicdo
de cada amostra foram plaqueadas em placas de Petri contends2eie Kado & Heskett
(1970) e meio AC para obtencdo dos isolados bacterianos. Os isolanrestndos sem
contaminacdo foram transferidos para criotubos contendo agua deatitadtavada para

conservacao.

3.2 Antibiose

Como desafiante dos 30 isolados bacterianos previamente conservadusti@ns;
foi utilizado um isolado d#/l. oryzae, Py 372, obtido da colecdo de micologia do laboratorio
de Fitopatologia da Embrapa Arroz e Feijdo. Este isolado foiadpipara placas de petri
contendo meio de cultura BDA acidificado e mantidas no germinadsffG3 Ba presenca de
luz, por dez dias para se obter os discos de micélio para a antibiose.

Discos de cinco milimetros da coldnia ke oryzae foram colocados no centro de
placas de Petri contendo meio de cultura batata dextrose apa) @ os 30 isolados
bacterianos foram riscados com o uso de alca de platina em quoatos gquidistantes,
formando um quadrado ao redor do disco do patégeno (Filippi 204AL).

O experimento foi realizado com 31 tratamenérs delineamento inteiramente
casualizado e com trés repeticdes. As placas foram incubada® gas sob regime de luz
continua. Foram realizadas trés avaliacbes do diametvb dey/zae na vertical e horizontal

na presenca dos isolados bacterianos, sendo a terceira 10 dias déepostalacdo do



experimento ou até que a testemunhdlderyzae alcance a borda da placa. Dos 30 isolados
bacterianos testados, os 11 que mais se destacaram na diminuig&scaoerto miceliain
vitro de M. oryzae foram selecionados para dois posteriores ensaios de antagomigntoe
inducdo de resisténcia que foram realizados simultaneamamtecondicdes de casa de

vegetacao.

3.3 Antagonismoin vivo

Para avaliacdo do antagonismo foi realizado experimento em casgeatacao na
Embrapa Arroz e Feijao, em Santo Antonio de Goias com a cuiiraavera. O plantio foi
realizado em bandejas plasticas (15 x 30 x 10 cm) contendo 3 kg delgiodmla com NPK
(5g de 5-30-15 + Zn e 3g de sulfato de aménio por 3 kg de solaplebacao de cobertura
com 2g de sulfato de aménio foi realizada 18 dias ap0s o plantio. dddsBly 372 dé/.
oryzae foi cultivado em meio de aveia-agar durante dez dias sob luz brantiaua para
promover a esporulacao.

Foram preparadas suspensdes dos possiveis agentes indutores de paotimias
crescidas em placas de Petri contendo meio 523 de Kado & Heskett (1970) e inpob2das
a 48 horas. As suspensfes de cada uma das 11 bactérias foraatdpsepa agua destilada e
a concentracéo foi ajustada em espectrofotdbmetro pagaA,0 e o indculo dM. oryzae foi
preparado na concentracéo 6xddnhidios.mL!, conforme metodologia descrita por Filippi &
Prabhu (2001). Foram misturadas 10 ml do in6éculMderyzae com 10 ml da suspenséao de
bactéria em tubos Falcon totalizando 20 ml da mistura pulverizagdagas de arroz com
21 dias de idade. O delineamento experimental foi inteiramentealizagslo com trés
repeticdes, totalizando 13 tratamentos descritos no quadro 1.

A avaliacdo da severidade de brusone nas folhas ocorreu set@abaa inoculacéo
através da porcentagem de area foliar afetada pela doengmemgpfolha aberta, utilizando

a escala de dez graus de acordo com Notteghem (1981).

3.4 Inducao de resisténcia

A inducdo de resisténcia foi feita a partir da realizacdcerkaios em casa de
vegetacdo na Embrapa Arroz e Feijdo com a cultivar Primavegajinde a mesma
metodologia de plantio e cultivo dos isolados descritos no item 3.3. pensd@®s de cada
uma das 11 bactérias foram preparadas em agua destilada eeatreg@o foi ajustada em
espectrofotdmetro parasé = 0,5 e o inéculo d®. oryzae foi preparado na concentracéo

3x10 conidios.mL*, conforme metodologia descrita por Filippi & Prabhu (2001).



Os possiveis indutores foram pulverizados em plantas de arroz odias18ois dias
antes da inoculacdo com o patdégeno aos 21 dias. O delineamento expériimient
inteiramente casualizado com trés repeticdes totalizando aghaatos como mostrados no
quadro 2.

A avaliacdo da severidade de brusone nas folhas ocorreu seépa@sas inoculacéo
através da porcentagem de area foliar afetada pela doengmemapfolha aberta, utilizando
a escala de dez graus de acordo com Notteghem (1981). Paxalo dal area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD) a reacao de brusone nasfdolbbservada em

intervalos de dois dias apds o0 aparecimento da primeira lesdo, usando a mesncitaszal

3.5 Anédlise estatistica

As andlises estatisticas dos dados de antiliosgro e de inoculacbes em casa de
vegetacao (antagonismovivo e inducao de resisténcia) foram realizadas no programa SPSS,
versdo 18.0 e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Antibiose

No antagonisman vitro todos os isolados bacterianos diminuiram significativamente
o crescimento micelial na horizontal e na verticaMleoryzae quando comparados com a
testemunh&Quadro 3).

O isolado 9 de bactéria proporcionou significamente o menor cregoinma
horizontal de 0,9333 e 0,9000 na vertical Me oryzae (Figura 1) diferindo dos demais
tratamentos. Houve uma diferenca significativa entre os tratameobservando-se que 14
tratamentos na vertical inibiram o crescimento micelial danmaeforma néo diferenciando
entre si, e na horizontal 13 tratamentos mostraram-se semeltemtssm na inibicdo. O
isolado 13 foi 0 que proporcionou menor inibicdo do crescimento em réldedtemunha de
M. oryzae na horizontal (4,3000), diferindo desta e de todos os demais tratamemi@s, e
vertical o tratamento 13 (4,2667) também diferiu da testemunha (7,46@7)ifeéindo
significativamente somente do tratamento 10 (4,2667). Filippi €2@l1) verificaram que
bactérias isoladas da rizosfera de plantas de arroz de #@tassda Amazbnia - PA

apresentaram reducéo significativa no crescimento micelidl deyzae.



4.2 Antagonismoin vivo

As menores severidades de brusone nas folhas ocorreram nogntag9, 10, 11 e
12, quando se inoculou as misturas que continham as bactérias 5, 7, 11 e Gédaespee
(Figura 2). O tratamento 9, com a bactéria 5 diminuiu significamente anoiEdée lesbes na
folha (Figura 3), diferindo estatisticamente das testemuntaanientos 7 e 13 inoculados
somente com suspensdo contendo conididegl.daryzae) e dos demais tratamentos (Figura
2). O tratamento 3, que foi pulverizado com a mistura contendo a be&&tiao menos
antagonico M. oryzae, porém esta entre os tratamentos mais eficazes no controlerda doe

no ensaio de inducédo de resisténcia.

4.3 Inducao de resisténcia

Os 11 isolados de bactérias obtidos do filoplano foram selecionadosgmitiados
da antibiosen vitro para serem testados em condi¢des de inoculagbes em casatdedeege
Observou - se um gradiente significativo na evolugdo da doenca ert@aosentos, e a
testemunha apresentou alta incidéncia de brusone nas folhasensses severidades de
brusone nas folhas ocorreram nos tratamentos 1, 2, 3, 4, 5 e 6, quando asf@iamta
induzidas com as bactérias 1, 2, 8, 9, 17 e 21, respectivamente (Figutdedndo
significamente dos demais tratamentos 8, 9, 10, 11 e 12 bem comotelasinéms (7 e 13).
Someya et al. (2002) observaram que a incidéncia de brusone nasefallraduzida a 59%
em mudas de arroz inoculadas com suspenséao bacteriSeaiatia marcescens. Filippi et al.
(2011) também encontraram duas rizobactérias indutoras de resi¢iinoi@6 e Rizo-55)
gue suprimiram a brusone nas folhas.

A AACPD foi calculada para as bactérias 1, 2, 8, 9, 17 e 21 queanawstresultados
mais promissores no ensaio de inducdo de resisténcia (Fig@aservou-se que para este
parametro ndo houve diferenca significativa entre os tratameetosnstrando que estas
bactérias podem ser possiveis indutoras de resisténcia para brusone do arroeqazqaenr
a AACPD em relacéo a testemunha (Figuras 6 a 11).

5 CONCLUSOES
Foram obtidas bactérias do filoplano do arroz como agentes de biocontrole da brusone,
gue podem atuar como antagonistas e indutoras de resisténdih payzee.
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Quadro 1. Misturas (bactériasPyricularia) usadas na inoculacdo de plantas

de

arroz aos 21 dias no ensaio de antagonigmavo, em condicbes de casa de

vegetacao.

T1 — Mistura (bactéria 1 + Py 372-6x)0
T2 — Mistura (bactéria 2 + Py 372-6x)0
T3 — Mistura (bactéria 8 + Py 372-6x)10
T4 — Mistura (bactéria 9 + Py 372-6x)0
T5 — Mistura (bactéria 17 + Py 372-6X)10
T6 — Mistura (bactéria 21 + Py 372-6X)10
T7 — Testemunha (Py 372-3xX)0

T8 — Mistura (bactéria 4 + Py 372-6x)0
T9 — Mistura (bactéria 5 + Py 372-6x)0
T10 — Mistura (bactéria 7 + Py 372-6X).0
T11 — Mistura (bactéria 11 + Py 372-6X)0
T12 — Mistura (bactéria 14 + Py 372-6X).0
T13 — Testemunha (Py 372-3x)0

Quadro 2. Bactérias e concentracfes dos conididdadeaporthe oryzae (Py) usados

na inoculacdo para ensaio de inducao de resisténcia. Em plargaszieom 19 dias

foram pulverizadas as bactérias, dois dias antes da pulveridagdatogeno, aos 21

dias de idade em condi¢cBes de casa de vegetacao.

T1 — Pulverizacdo — bactéria 1 (indutora) pulverizada 2 dias antes e Py 372-3

10

T2 — Pulverizacdo — bactéria 2 (indutora) pulverizada 2 dias antes e Py 372-3

10

T3 — Pulverizacdo — bactéria 8 (indutora) pulverizada 2 dias antes e Py 372-3

10

T4 — Pulverizacdo — bactéria 9 (indutora) pulverizada 2 dias antes e Py 372-3

10

T5 — Pulverizacdo — bactéria 17 (indutora) pulverizada 2 dias antes e Py 372-

3x10

T6 — Pulverizacdo — bactéria 21 (indutora) pulverizada 2 dias antes e Py 372-

3x10

T7 — Testemunha (Py 372-3x)0

T8 — Pulverizacdo — bactéria 4 (indutora) pulverizada 2 dias antes e Py 372-3

10

T9 — Pulverizacdo — bactéria 5 (indutora) pulverizada 2 dias antes e Py 372-3

10

T10 — Pulverizacdo — bactéria 7 (indutora) pulverizada 2 dias antes e Py 372-3

3x10

T11 — Pulverizacdo — bactéria 11 (indutora) e Py 372-3x10

T12 — Pulverizacdo — bactéria 14 (indutora) e Py 372-3x10

T13 — Testemunha (Py 372-3x)0




Quadro 3. Médias do crescimento miceliaMlggnaporthe oryzae na

horizontal (DH) e na vertical (DV), na presenca das bactéigas

filoplano do arroz

Trat DH (cm) DV (cm)

31 7.2667a* 7.4667a*

13 4.3000b 4.2667b

10 4.2000bc 4.2667b

3 4.1000bc 4.1333bc
27 4.0000bcd 4.0000bc
30 3.5000bcde 3.5667bcd
26 3.5000bcde 3.6667bcd

12 3.5000bcde 3.5000bcde
15 3.3333bcdef 3.4000bcdef
29 3.2000bcdefg 3.3000bcdef
6 3.1667bcdefg 3.2333bcdefg
25 3.1000bcdefg 3.2333bcdefg
24 3.1000bcdefg 3.2000bcdefg
22 3.1000bcdefg 3.2000bcdefg
20 3.0667bcdefg 3.1333bcdefg
23 3.0333bcdefg 2.8667bcdefg
16 2.9000bcdefg 3.2000bcdefg
18 2.7000bcdefg 2.6000bcdefg
28 2.5333bcdefg 2.6667bcdefg
11 2.3000bcdefg 2.3333bcdefg
5 2.2000bcdefg 2.2000bcdefg
14 2.1000bcdefg 2.1333bcdefg
7 1.9667cdefg 1.9333bcdefg
4 1.9333cdefg 1.9667bcdefg
19 1.7333defg 1.8333cdefg
21 1.4000efg 1.4667defg
17 1.1333fg 1.2000efg

1 1.1000fg 1.0667fg

8 0.9667¢g 0.9333¢g

2 0.96679g 1.0667fg

9 0.9333¢g 0.9000g

*Médias seguidas da mesma letra em uma coluna nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, em nivel ¥Wedg

significancia. Tratamento 31 (testemunha): IsoladoMleoryzae



Figura 1. A?tagonism'm vitro do isolado 9 sobragnaporthe oryzae (A) apos dez dias de
crescimento, B (Testemunha sem antagonista).
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Figura 2. Severidade de brusone nas folhas (SBF) em planta®zénarculadas no
ensaio de antagonismia vivo, em condicbes de casa de vegetacdo. Mistura de
bactérias é. oryzae pulverizadas no mesmo dia.

- 7 e 13: tratamentos inoculados somente com suspensdo contendo conidios de
oryzae (testemunhas).

Figura 3. Sintomas de brusone nas folhas de arroz inoculadas c@tuia eViagnaporthe
oryzae + isolado 5 (A), e somente cdvtagnaporthe oryzae 3x10 conidios/ml (B).
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Figura 4. Severidade de brusone nas folhas (SBF) em planta®zlénaculadas

no ensaio de inducgéo de resisténcia, em condi¢cdes de casa de vegeiéiiosB
pulverizadas 48 horas antes da inoculacao do patégeno.

- 7 e 13: tratamentos inoculados somente com suspensao contendo conitlios de
oryzae (testemunhas).
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Figura 5. Folhas de arroz pulverizadas com isolado 8 dois diasch‘:nﬁemculagéo com

Magnaporthe oryzae (A), testemunha pulverizada comagnaporthe oryzae 3x1@
conidios/ml (B).




—&— Testemunha Py
100 - —&—Bactéria 1
80
<
S 60
0 —
0 40
20
0 i
2 4 6 8
Dias apds inoculacao

Figura 6. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AA@P&)saio de
inducdo de resisténcia. Pulverizacdo da bactéria 1 (provavel ageuter)
dois dias antes da inoculacdo cdvh oryzae em relagcdo ao tratamento
inoculado somente com o patégeno (testemunha Py).

100 - —&— Testemunha Py
—&— Bactéria 2
80 -
S 60
LL
M 40- —=
7p]
20
O a
2 4 6 8

Dias ap6s inoculacéo

Figura 7. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AA@P&)saio de
inducdo de resisténcia com pulverizagdo da bactéria 2 (provaveteage
indutor) dois dias antes da inoculacéo ddnoryzae em relacéo ao tratamento
inoculado somente com o patégeno (testemunha Py).
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Figura 8. Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) no
ensaio de inducao de resisténcia com pulverizacédo da bactéria 8/@rova
agente indutor) dois dias antes da inoculacao Iowryzae em relagéo ao
tratamento inoculado somente com o patdgeno (testemunha Py).
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Figura 9. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) no
ensaio de inducgéo de resisténcia com pulverizacdo da bactéria ébrova
agente indutor) dois dias antes da inoculacao Iowryzae em relacéo ao
tratamento inoculado somente com o patégeno (testemunha Py).
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Figura 10. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AAG®D)
ensaio de inducao de resisténcia com pulverizacdo da bactériavaver
agente indutor) dois dias antes da inoculacao Iowryzae em relagéo ao
tratamento inoculado somente com o patdgeno (testemunha Py).
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Figura 11. Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD)aio ens
de inducado de resisténcia com pulverizacdo da bactéria 21 (proggerde
indutor) dois dias antes da inoculacdo cdf oryzae em relacdo ao
tratamento inoculado somente com o patdgeno (testemunha Py).



