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Resumo

Schafer, Jaqueline Tavares. Inducdo de resisténcia por rizobactérias como
mecanismo de controle biolégico de doencas do arroz. 2011. 62f. Dissertacao
(Mestrado) - Programa de P6s-Graduagdo em Fitossanidade. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas.

A cultura do arroz irrigado esta sujeita a ocorréncia de vérias doengas que provocam
perdas na produtividade das lavouras. Atualmente buscam-se alternativas para o
controle destas doencas, sendo o biocontrole uma possibilidade viavel. O objetivo
deste trabalho foi de comparar o controle da mancha parda e da escaldadura do
arroz proporcionado por rizobactérias isoladas e em combinagfes, seu impacto
sobre a produgcdo de gréos, bem como o envolvimento da indugéo de resisténcia
associado a atividade de catalases e peroxidases. Utilizaram-se as rizobactérias
DFs185 (Pseudomonas synxantha), DFs223 (P. fluorescens), DFs306 (nédo identificado),
DFs416 e DFs418 (Bacillus sp.), e algumas combinagdes destas. Sementes de arroz
da cultivar El Paso 144L foram imersas nas suspensdes (Assx=0,5) de cada um dos
tratamentos bacterianos e agitados por 30°/10°C. Sementes imersas somente em
solugcdo salina e em salina mais fungicida foram usadas como testemunha. O
experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, com avaliagdo da severidade das
doengas, em dois ensaios distintos. O primeiro foi conduzido até a producédo e o
segundo, as plantas foram coletadas em trés diferentes tempos para verificar a
atividade enzimética (0 h antes da inoculacéo, 24 e 168 h apds). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado. De modo geral, os tratamentos
bacterianos foram capazes de controlar ambas as doencas, exceto DFs306 que néo
proporcionou controle efetivo da mancha parda no primeiro ensaio. Nas plantas
inoculadas com Bipolaris oryzae, henhum tratamento foi capaz de aumentar a
producdo de grdos ou grdos com menor intensidade de manchas. Ja nas plantas
inoculadas com Gerlachia oryzae, todos 0s tratamentos avaliados resultaram em
aumento de pelo menos uma variavel relacionada a produc¢éo. Em geral, foi possivel
associar a participagao das enzimas avaliadas ao controle proporcionado por alguns
tratamentos. Assim, acredita-se que 0s tratamentos bacterianos, individuais e
combinados, possuem potencial de controle da mancha parda e da escaldadura e
capacidade para induzir resisténcia pela alteragdo da atividade de catalases e
peroxidases.

Palavras-chave: Oryza sativa, Bipolaris oryzae, Gerlachia oryzae, ISR, atividade enzimatica,
catalases, peroxidases.



Abstract

Schafer, Jaqueline Tavares. Induction of resistance by rhizobacteria as a
mechanism for biological control of rice. 2011. 62f. Dissertacdo (Mestrado) -
Programa de Po6s-Graduacdo em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

The rice crop is subject to the occurrence of various diseases that cause yield losses
of crops. Currently is seeking alternative ways to control these diseases, and
biocontrol a viable possibility. The aim of this study was to compare the control of
brown spot and leaf scald of rice provided by rhizobacteria isolated and combined,
their impact on grain production, as well as the involvement of induced resistance
associated with the activity of catalases and peroxidases. We used the DFs185
rhizobacteria (Pseudomonas synxantha) DFs223 (P. fluorescens), DFs306 (not identified),
and DFs416 DFs418 (Bacillus sp.). And some combinations of these. Rice seeds of El
Paso 144L were immersed in suspensions (Ass = 0.5) for each of the bacterial
treatments and agitated for 30'/10°C. Seeds immersed in saline and saline plus
fungicide were used as control. The experiment was conducted in a greenhouse, with
assessment of disease severity in two separate trials. The first was conducted by the
production and second, plants were collected at three different times to check the
enzyme activity (O h before inoculation, 24 and 168 h after). The experimental design
was completely randomized. In general, the bacterial treatments were able to control
both diseases, except DFs306 not provided effective control of brown spot in the first
trial. In plants inoculated with Bipolaris oryzae no treatment was able to increase
production of grains or grains with lower intensity of staining. Already in plants
inoculated with Gerlachia oryzae all treatments resulted in increase of at least one
variable related to production. In general, it was possible to associate the
participation of enzymes evaluated the control provided by some treatments. Thus, it
is believed that the bacterial treatments, individual and combined, have the potential
to control brown spot and leaf scald and ability to induce resistance by altering the
activity of catalases and peroxidases.

Keywords: Oryza sativa, Bipolaris oryzae, Gerlachia oryzae, ISR, enzymatic activity,
catalases, peroxidases.
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1 — Introducéo Geral

O arroz (Oryza sativa L.) € considerado um dos mais importantes cultivos
alimentares em todo o mundo, sendo o Brasil um dos principais produtores. A
produgdo nacional na safra 2009/2010 foi de 11.260,3 mil toneladas e a
produtividade de 4.073Kg ha® (CONAB, 2010). O sistema de cultivo irrigado,
tradicionalmente praticado na Regido Sul do Brasil, tem contribuido com a maior
parte da produgéo nacional, sendo o estado do Rio Grande do Sul o maior produtor
brasileiro.

A cultura do arroz irrigado esta sujeita a incidéncia de diversas doencas, que
resultam em perdas na produtividade das lavouras. Entre as doengas que ocorrem
nas lavouras do Rio Grande do Sul, destacam-se as manchas foliares: brusone,
mancha parda e escaldadura (FRANCO et al., 2001; CELMER et al., 2007).

A brusone, causada pelo fungo Pyricularia grisea (Cooke) Sacc. (teleomorfo:
Magnaporthe grisea Barr.), € considerada a doenca mais importante na maioria dos
paises produtores de arroz, inclusive no Brasil. Este patdgeno é altamente destrutivo
quando infecta cultivares suscetiveis (NUNES; RIBEIRO; TERRES, 2004). O fungo
pode infectar folhas, colmo e paniculas, levando a perdas que podem chegar a
100% quando as condi¢des sédo favoraveis (PRABHU et al., 2003).

O fungo Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker [(teleomorfo: Cochliobolus
miyabeanus (Ito & Kuribayashi)], agente causal da mancha parda, provoca maiores
danos durante a germinacdo das sementes, levando as plantulas a morte, reduzindo
o estande (RIBEIRO, 1988; BEDENDO; PRABHU, 2005). Ocorre também como
manchas necrdticas nas folhas de plantas adultas, aumentando a esterilidade das
flores (OU, 1985), reduzindo o numero de grdos por panicula e originando gréos
menores e manchados (LEE, 1992).

A escaldadura incitada por Gerlachia oryzae (Hashioka & Yokogi) W. Gams

[(teleomorfo: Monographella albescens (Thumen) Parkinson, Sivanesan & C. Booth)
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(sinonimia: Rhynchosporium oryzae, Microdochium oryzae)], vem ocorrendo em niveis
elevados em todas as regibes orizicolas do Brasil, estando associada ao uso de
cultivares suscetiveis e & adubagéo nitrogenada excessiva (EMBRAPA, 2005). Os
sintomas ocorrentes nas plantulas sdo podriddo da radicula e do coledptilo. Nas
folhas, a doenca manifesta como lesdes necréticas que se desenvolvem a partir do
apice e/ou bordos, levando a reducdo da area fotossintetizante e esterilidade de
flores, manifestando-se principalmente nas fases de perflhamento e
emborrachamento (PRABHU; FILIPPI, 1997).

O uso de cultivares resistentes seria 0 método mais econdmico e eficiente a
ser utilizado para o controle destas doengas. No entanto, a obtencdo dessas
cultivares e manutengdo de sua resisténcia sdo limitadas devido & ocorréncia de
adaptacbes nas populacdes dos patégenos (NUNES; CARVALHO; OLIVEIRA,
2007).

Portanto, na maioria dos casos, para o controle dessas doencas € necessario
a aplicacéo de fungicida protetor ou sistémico, com o intuito de reduzir o in6culo. No
entanto, o controle quimico contamina o ambiente, expde quem aplica o produto,
resulta em desequilibrio ambiental, além de elevar os custos de produgéo. Por outro
lado, a exigéncia dos consumidores por alimentos livres de agrotéxicos cresce a
cada dia, o que juntamente com os demais aspectos citados, tem levado & busca por
alternativas para o controle destas doencgas.

Biocontroladores, principalmente espécies de Bacillus € Pseudomonas, tém
sido usados em alguns paises para o controle de doengas do arroz, sendo aplicados
principalmente por microbiolizacdo das sementes. Nestes casos, exemplos de
patégenos controlados sdo: P. grisea (VIDHYASEKARAN et al.,, 1997), Rhizoctonia
solani Kuhn (teleomorfo: Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk) (NANDAKUMAR et al.,
2001, COMMARE et al., 2002, WIWATTANAPATAPEE et al., 2004), Meloidogyne
graminicola Golden e Birchfield (PADGHAM; SIKORA, 2006) e Fusarium moniliforme
Sheldon (ROSALES; MEW, 1997),

No Brasil, o Grupo de Pesquisa em Bactérias Biocontroladoras e Promotoras
de Crescimento Vegetal da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) selecionou
bactérias que apresentam potencial para o controle de B. oryzae e G. oryzae (LUDWIG
et al., 2009), Rhizoctonia solani (LUDWIG; MOURA, 2007), M. graminicola € P. oryzae
(SOUZA JUNIOR, 2010).
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O controle bioldgico apresenta como aspectos positivos o baixo custo
econbmico e ambiental, porém, ao contrario do controle quimico, raramente é
espetacular (BETTIOL, 1991) além de, em muitos casos, ndo apresentar
estabilidade de resultados a campo. Para superar estas limitagcdes, tem-se adotado
a estratégia da utilizacdo de combinacé@o de biocontroladores eficientes (DUNE et
al., 1998; GUETSKY et al., 2001; DE BOER et al., 2003).

Os agentes de biocontrole de doengas podem atuar por diversas formas,
dentre elas: antibiose, competigéo, parasitismo e inducdo de resisténcia. A presenca
de mais de um mecanismo de agdo em um mesmo individuo é vista como uma
caracteristica favoravel para a eficiéncia, estabilidade e inespecificidade do
biocontrole. Como a probabilidade de um Unico microrganismo atuar pelos diferentes
mecanismos € pequena, utiliza-se a estratégia de combinar biocontroladores com
diferentes mecanismos de agéo.

As bactérias selecionadas pelo grupo de pesquisa da UFPel atuam
individualmente por diferentes mecanismos. Estas s&o capazes de produzir
antibidticos ativos contra os principais patégenos do arroz, sideroforos e algumas
enzimas relacionadas ao biocontrole, bem como alterar metabolismo das plantas
microbiolizadas, aumentando proteinas relacionadas a patogénese. Também
mostraram capacidade de colonizar o sistema radicular de plantas de arroz, estando
associadas a promogéo de crescimento (LUDWIG; MOURA, 20009).

A combinacdo das referidas bactérias proporcionou o controle de maior
ndimero de doencas (ampliagdo de espectro de acdo) e ou maior intensidade de
controle destas (SOUZA JUNIOR, 2010; SOUZA JUNIOR et al., 2010). No entanto,
nao foi avaliado o impacto deste controle sobre a produgéo e tdo pouco estabelecido
qual(is) mecanismo(s) foi(ram) possivelmente responsével(eis) pelo controle.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto do biocontrole da
mancha parda e escaldadura sobre a producéo de arroz e estudar o envolvimento
da inducdo de resisténcia quando do uso de combinacdes das bactérias

biocontroladoras selecionadas pelo grupo de pesquisa da UFPel.



2 — Capitulo 1

Inducé&o de resisténcia contra mancha parda do arroz pelo uso de rizobactérias

isoladas e em combinagé&o

2.1 —Introducgéo

O fungo Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker [teleomorfo: Cochliobolus
miyabeanus (Ito & Kuribayashi)], agente etiolégico da mancha parda, esta amplamente
distribuido nas regifes orizicolas do mundo, assumindo posi¢do de principal doenca
do arroz em algumas regides (NUNES; RIBEIRO; TERRES, 2004). No Brasil, esta
doenca causa grandes danos em lavouras de arroz irrigado no Rio Grande do Sul,
principalmente durante a fase de germinagdo das sementes, resultando em morte
das plantulas e reducéo do estande de plantas (RIBEIRO, 1988; BEDENDO;
PRABHU, 2005). Os sintomas, nas folhas, surgem como manchas de forma ovalada,
com coloragdo marrom avermelhada, geralmente com o centro acinzentado, onde se
encontram as estruturas reprodutivas do patégeno. Essa doenca ainda afeta a
formagdo dos gréos, que geralmente tém peso reduzido ou séo chochos e,
apresentam manchas de coloragdo marrom (LEE, 1992), que geralmente depreciam
0 produto e geram perdas durante o beneficiamento (PRABHU; FILIPPI; RIBEIRO,
1999).

O controle da doenca geralmente é realizado pelo plantio de cultivares
resistentes e ou pulverizagéo de fungicidas (PRABHU; FILIPPI, 2001). No entanto, a
vida util destas cultivares ndo é longa e o uso de fungicidas implica na contaminagéo
do ambiente. O uso indiscriminado destes produtos tem possibilitado o surgimento

de populacdes resistentes do patégeno, reduzindo a eficiéncia do controle quimico
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(SILVA; COELHO, 2003; SANTOS; CAFE FILHO; REIS, 2006; SARTORATO, 2006;
CELMER et al., 2007).

Como alternativa, estudos apontam o uso de microrganismos para o controle
de diferentes fitopatégenos em arroz (ROSALES; MEW, 1997; VIDHYASEKARAN et
al.,, 1997, WIWATTANAPATAPEE et al., 2004, PADGHAM; SIKORA, 2006;
LUDWIG; MOURA, 2007; SOUZA JUNIOR et al., 2010). Dados promissores foram
encontrados para o controle da mancha parda utilizando rizobactérias (LUDWIG et
al.,, 2009; LUDWIG, 2009) ou combinacdo destas (SOUZA JUNIOR, 2010).
Rizobactérias quando utilizadas individualmente resultaram em diferentes
porcentagens de controle em diferentes anos de cultivo, configurando instabilidade
de biocontrole. Por outro lado, a combinagdo de biocontroladores geralmente reduz
este comportamento instavel (SCHISLER; SLININGER; BOTHAST, 1997,
RAUPACH; KLOEPPER, 1998; CORREA et al, 2008, MAKETON;
APISITSANTIKUL; SIRIRAWEEKUL; 2008), pois agrega diferentes mecanismos de
acao, como a competicdo, parasitismo, antibiose e a indugéo de resisténcia, sendo
utilizada também como tética no aumento de producdo (JACOBSEN; BACKMAN,
1993; LEWIS; FRAVEL; PAPAVIZAS, 1995).

A inducéo de resisténcia de plantas a patégenos pode ser alcancada através
do tratamento com microrganismos ou seus produtos (VAN LOON; BAKKER,;
PIETERSE, 1998) e consiste em ativar mecanismos de defesa da planta ou parte
desta (AGRIOS, 2005). Dentre os microrganismos mais estudados com este
proposito estdo as rizobactérias (LEEMAN et al., 1995; LIU; KLOEPPER; TUZUN,
1995a,b) que ativam genes envolvidos na sintese de compostos, que possibilitam a
planta sobreviver ao ataque do patégeno formando barreiras fisicas e/ou ativando
mecanismos de defesa pela produgdo de diversas proteinas relacionadas a
resisténcia.

Dentre as proteinas relacionadas a indugdo de resisténcia encontram-se
catalases e peroxidases, que desempenham papel importante na destruicdo das
espécies ativas de oxigénio produzidas sob infeccdo por patégenos bem como, em
resposta a estresses abioticos (BUCHANAN; BALMER, 2005).

As peroxidases também estdo envolvidas em reacgfes de lignificagdo
(STICHER; MAUC-MANI; METRAUX, 1997) que tornam a parede celular da planta
mais resistente a enzimas liticas produzidas pelos patdgenos; reduz a

disponibilidade de nutrientes dos tecidos do hospedeiro para o patégeno; e reduz a
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difusdo de toxinas produzidas pelos patbgenos para os tecidos vegetais
(PASCHOLATI; LEITE, 1994).

Este trabalho teve como objetivo, comparar o controle da mancha parda do
arroz proporcionado por rizobactérias isoladas e em combinagdes, o impacto destas
sobre a produgdo de gréos, bem como o envolvimento da indugédo de resisténcia

associado a atividade de catalases e peroxidases.
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2.2 — Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Bacteriologia Vegetal e em
casa de vegetacdo ndo climatizada, do Departamento de Fitossanidade, e no
Laboratorio de Metabolismo Vegetal do Departamento de Boténica, pertencentes a

Universidade Federal de Pelotas.

2.2.1 — Isolados utilizados e sua manutengao

As rizobactérias utilizadas nos ensaios (Tab. 1) fazem parte da cole¢do do
Laboratorio de Bacteriologia Vegetal da Universidade Federal de Pelotas e foram
selecionados para o controle da mancha parda, brusone, escaldadura, queima das
bainhas e meloidoginose por Ludwig (2009) de forma isolada e em combinac¢éo por
Souza Juanior (2010).

Tabela 1 — Identificagdo e habitat dos isolados bacterianos utilizados para
microbiolizar sementes de arroz
Isolados Identificag&o* Habitat
DFs185  Pseudomonas synxantha (Ehrenberg) Holand Semente de arroz
DFs223 P. fluorescens Migula Semente de arroz
DFs306 N&o identificado Semente de cebola
Contaminante indicador de
DFs416 Bacillus sp. Cohn o
antibiose
Contaminante indicador de
DFs418 Bacillus sp. Cohn

antibiose

*Determinados por sequenciamento do gene 16S DNA (dados ndo publicados)

As rizobactérias tém sido mantidas por trés métodos: em tubos com tampa

rosqueavel, contendo meio 523 (KADO; HESKETT, 1970) em geladeira; em agua
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destilada estéril sob condi¢cdes ambientes e emulsificadas em glicerina em freezer
(ROMEIRO, 2001).

O fungo B. oryzae foi isolado de folhas de plantas de arroz com lesdes tipicas
da doenca e mantido em tubos contendo meio BDA (batata dextrose agar)
(DHINGRA,; SINCLAIR, 1995) sob 6leo mineral e em agua destilada esterilizada, sob

condic¢des de refrigeragao.

2.2.2 — Preparo das suspensdes e microbiolizagdo das sementes

Suspensfes das rizobactérias foram preparadas com solucdo salina (NacCl
0,85%) a partir de culturas com 24 h de crescimento em meio sélido 523 (KADO;
HESKETT,1970) a 28°C. A concentragdo da suspensdo de cada bactéria foi
ajustada em espectrofotometro para As40=0,5. As combinagdes foram obtidas a partir
de suspensbes das rizobactérias preparadas individualmente, sendo as
concentragdes ajustadas, para posteriormente mistura-las em volumes iguais.

Para microbiolizacdo, as sementes de arroz, da cultivar El Paso 144L, foram
imersas nas suspensdes durante 30 minutos, sob agitagédo, a temperatura de 10°C.
Os tratamentos utilizados foram: DFs185, DFs223, DFs306, DFs416, DFs418,
DFs185/DFs306/DFs416, DFs185/DFs416/DFs418, DFs306/DFs416/DFs418. As
testemunhas foram constituidas de sementes tratadas apenas com solugdo salina
(M.

Também foi utilizado um tratamento com fungicida na concentragdo
correspondente a 3mL Kg* de sementes, segundo indicacdo de Embrapa (2005)
onde as sementes foram imersas em soluc&o salina mais Vitavax Thiran® (Carboxin
+ Thiran) (T+F).

2.2.3 — Plantio e conducao dos ensaios

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo néo climatizada, em dois
diferentes ensaios, em anos diferentes: o primeiro, em vasos de 7Kg de solo,
enquanto que, o segundo, em vasos de 1Kg de solo. O solo utilizado foi do tipo
Planossolo, ndo esterilizado, sendo corrigido o teor de macronutrientes conforme
Comisséo..., (2004) (ANEXO A). Para ambos os ensaios, foram depositadas seis
sementes por vaso.

Ap6s emissdo da segunda folha (estadio V2) (COUNCE; KEISLING;

MITCHELL, 2000), realizou-se o desbaste, deixando-se duas plantas por vaso. Para
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0 primeiro ensaio, a inundagdo ocorreu quando as plantas encontravam-se no
estadio de desenvolvimento V6. No segundo ensaio néo foi realizada a inundacéo

dos vasos, visto que as avaliagbes ocorreram em V4-V5.

2.2.4 — Inoculagéao

Os esporos utilizados foram obtidos de colénias puras de B. oryzae apés 15
dias de incubagdo. A concentracdo da suspensdo foi calculada em camara de
Neubauer e ajustada para uma concentracdo de 10° conidios mL™ As plantas foram
mantidas em camara Umida 24 horas antes e 48 horas ap0s a inoculacdo. Para o
primeiro ensaio, a inoculagdo ocorreu em plantas de arroz no estadio V6, e para o

segundo ensaio, no estadio V4.

2.2.5 - Avaliacoes
2.2.5.1 — Primeiro ensaio
A severidade da mancha parda foi avaliada aos 7, 14 e 21 dias apos a

inoculagdo segundo escala desenvolvida por IRRI (1975) onde: 1 = manchas do
tamanho da cabeca de um alfinete; 5 = manchas de cor café, com o centro
acinzentado; 9 = manchas grandes, de cor café, com centro acinzentado. Foi
calculada a Area Abaixo a Curva de Progresso da Doenca (AACPD) a partir dos
valores de severidade anotados nos trés dias de avaliagéo utilizando-se o programa
Gwbasic (MAFFIA, 1986).

Ao final do cultivo, para avaliar a produc¢éo, foi contado o niumero de paniculas
por planta. Posteriormente os gréos foram colhidos e contados os gréos cheios, e
determinada sua massa seca em estufa com circulacao de ar forcado, a temperatura
de 25°C (gréos, graos cheios e gréos chochos). Adicionalmente foi avaliada a
severidade de manchas nos gréos, atribuindo-se notas de 1 a 9, em relacdo a
porcentagem de grdos manchados, segundo escala diagramética desenvolvida por
IRRI (1975) (ANEXO B).

2.2.5.2 — Segundo ensaio

A severidade da mancha parda foi avaliada nos mesmos dias do primeiro
ensaio, usando escala desenvolvida por Ribeiro (ndo publicado) (ANEXO C) para
avaliar plantulas e plantas até o inicio do perfilhamento onde se atribuiu as seguintes

notas: 0 = sem incidéncia, 1 = plantas com até 1% da area foliar afetada; 3= 1 a 5%
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da area foliar afetada; 5 = 5 a 25% da area foliar afetada; 7= 25 a 50% da area foliar

afetada e 9 = plantas com mais de 50% da area foliar afetada.

2.2.6 — Quantificagéo da atividade enzimética de peroxidases e catalases

Coletaram-se folhas de arroz obtidas de plantas, do segundo ensaio,
provenientes de sementes microbiolizadas com diferentes tratamentos bacterianos,
em trés diferentes tempos: 0 hora imediatamente antes da inoculacdo do patégeno,
24 horas e 168 horas ap0s a inoculagdo. As amostras coletadas foram armazenadas
a -80°C, e posteriormente foram avaliadas quanto ao teor de proteinas soluveis
(PST) e a atividade de peroxidases e catalases.

Para a obtencdo do extrato enzimatico bruto, aproximadamente 250 mg da
folha, foram maceradas em 5 mL de tampé&o Tris-HCI 0,5 mol L pH 8,2 contendo
0,1% de polivilpirolidona e 0,05 % de EDTA, seguida de centrifugagdo a 10.000 g
por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado (extrato protéico bruto) e
armazenado a -80°C até o momento das determinacdes das atividades enziméticas.

A determinacdo do teor de proteinas sollveis total foi realizada por leitura
espectrofotométrica direta, na faixa de ultravioleta, utilizando-se comprimento de
onda de 280 e 260 nm (ROL, 2001).

A determinagdo da atividade de catalases foi realizada pelo método do
desaparecimento do peroxido de hidrogénio a 240 nm (BEERS; SIZER, 1952),
utilizando-se meio de reacdo contendo peréxido de hidrogénio (0,38 mol L), em um
volume final do meio de reagéo de 1,4 mL. A reagao iniciou-se com a adi¢éo de 100
uL do extrato protéico bruto, e as leituras espectrofotométricas a 240 nm foram
realizadas por dois minutos, em intervalos de 10 segundos, sendo selecionada a
variagdo da absorbancia a 240 nm na regido linear de maior decréscimo
(declividade). Para o calculo da atividade enzimatica foi utilizado o coeficiente de
extingdo molar para peréxido de hidrogénio a 240 nm de 66 M™ cm™ (SRIVASTAVA,;
DWIVEDI, 2001), e a mesma foi expressa em nkat por mg de proteina sollivel total.

A determinacdo da atividade de peroxidases foi realizada foi pelo método da
oxidacdo do guaiacol a tetraguaiacol a 470 nm, utilizando-se meio de reagao
contendo guaiacol (0,05 mol L") e perdxido de hidrogénio (0,38 mol L), em um
volume final do meio de reagéo de 2,9 mL. A reagao iniciou-se com a adigéo de 100
uL do extrato protéico bruto, e as leituras espectrofotométricas a 470 nm foram

realizadas por dois minutos, em intervalos de 10 segundos, sendo selecionada a
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variagdo da absorbancia a 470 nm na regido linear de maior incremento
(declividade). Para o calculo da atividade enzimatica foi utilizado o coeficiente de
extingdo molar para tetraguaiacol a 470 nm de 26,6 mM™*' cm™ (SRIVASTAVA;

DWIDEDI, 2001), e a mesma foi expressa em nkat por mg de proteina soluvel total.

2.2.7 — Delineamento experimental e andlises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticbes para ambos os ensaios. As variaveis foram agrupadas pelo teste Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade, pelo programa SASM-AGRI® (CANTERI et
al., 2001).

O célculo da porcentagem de controle da doenca foi realizado a partir da
AACPD, considerando a testemunha como 0% de controle.

O efeito relativo de cada um dos tratamentos quanto & atividade enzimética foi
calculado estipulando-se o valor de 1,00 para o tratamento testemunha (atividade
relativa em relacdo a testemunha) ou para o tempo zero (atividade relativa ao tempo

zero).
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2.3 — Resultados e Discussao

Inicialmente, todos os tratamentos bacterianos resultaram em reducéo efetiva
da severidade da mancha parda no primeiro ensaio (Fig. 1A). Embora a severidade
da doencga tenha aumentado ao longo das avaliagbes nas plantas testemunha, o
comportamento biocontrolador foi mantido pela maioria dos tratamentos, exceto pela
rizobactéria DFs306 (Fig. 1B, 1C). Por outro lado, o tratamento quimico (T+F) que
inicialmente n&o foi eficiente, permitiu um progresso mais lento da doenca, o que
resultou em comportamento distinto da testemunha nas segunda e terceira
avaliagdes (Fig. 1B, 1C).

Ao analisar o efeito acumulativo da mancha parda (AACPD) no primeiro
ensaio, verificou-se que o controle propiciado pelos tratamentos bacterianos variou
entre 31% e 68% (Fig. 1D). De modo geral, a eficiéncia das rizobactérias utilizadas
individualmente e em combina¢é@o nédo diferiram uma da outra, exceto pela bactéria
DFs306.

No primeiro ensaio, nenhum tratamento foi capaz de propiciar maior produgéo
de gréos ou grdos com menor intensidade de manchas, quando comparados a
testemunha (Fig. 2A, 2C, 2D, 2F). A combinacdo DFs185/306/416 e as rizobactérias
DFs185 e DFs416 foram capazes de reduzir a massa seca de graos chochos (Fig.
2E), porém os dois primeiros tratamentos apresentaram menor nimero de graos
cheios (Fig. 2B). No entanto, estas diferengas nao foram suficientes para resultar em
diferencas significativas na massa de graos cheios.

A severidade da mancha parda nas plantas testemunha foi intensificada ao
longo do segundo ensaio, bem como as diferengas observadas entre os tratamentos
e a testemunha ou o controle quimico (Fig. 3). Sete dias apos da inocula¢do quatro
tratamentos (duas rizobactérias e duas combinacdes) proporcionaram reducdo da
severidade da doenga (Fig. 3A). Na avaliacdo seguinte, todos os tratamentos

bacterianos distinguiram-se da testemunha, dividindo-se em dois grupos de



23

12 - A

Ty rses il

12 + B

9 a
a
6 - b
b b b b b b
‘'m B o i i -
O‘
12 - c
9 - a
a
b
6 - b b b
b b b b
3j - [ ]
o_
D
12 -
9 - ° a
(=)
— 6, b b b b b
7 b
3i - [£] - '
o,
& Q 8 S 9 = « « L =
= N ® < < s s s 8
i i i i i 8 9 9
a) a) a) a) a) o < X
LN LN O
00 00 o
— — ™
(7] (7] (7]
LL LL LL
a) a) a)
Tratamentos

Figura 1 - Severidade da mancha parda e respectivo desvio padrao aos 7 (A), 14 (B)
e 21 dias (C) ap0s a inoculacdo de Bipolaris oryzae, € &rea abaixo a curva
de progresso da doencga (AACPD) (D) em plantas de arroz originadas de
sementes microbiolizadas com rizobactérias e combinacfes destas,
conduzidas em casa de vegetac&o no primeiro ensaio. Colunas seguidas
de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia. T+F — Testemunha com fungicida; T — Testemunha com
salina. Barras indicam desvio padréo.
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salina. Barras indicam desvio padré&o.



26

eficiéncia: maior (letra c) e intermediaria (letra b) (Fig. 3B). Embora nos sete dias
seguintes (21 dias) o comportamento biocontrolador tenha perdido a intensidade,
resultando em menor nimero de tratamentos efetivos (Fig. 3C), seu efeito
acumulativo (AACPD) foi acentuado (Fig. 3D), proporcionando reducédo de
severidade entre 27 e 58%. Sob este aspecto, todas as combinagdes situaram-se no
grupo mais eficiente (letra c), enquanto dentre as rizobactérias usadas de forma
individual, DFs223 e DFs306, formaram um grupo intermediario (letra b).

De modo geral, observou-se um padréo de comportamento para a atividade
especifica das enzimas avaliadas (Fig. 4A, 4D e 5A, 5D). Houve aumento ap6s 24
horas da inoculagéo seguido de queda em niveis inferiores ao inicial, a exce¢ao das
rizobactérias utilizadas individualmente para atividade de peroxidases, onde ocorreu
somente redugd@o ao longo do periodo estudado. H& que se destacar que nenhum
dos tratamentos proporcionou valores superiores a testemunha nos dois primeiros
momentos avaliados, para ambas as enzimas, exceto a rizobactéria DFs185.

De forma generalizada, as atividades relativas para catalases e peroxidases
apresentaram padrfes opostos, isto €, enquanto que para uma enzima foi crescente,
para outra enzima, decrescente. A atividade relativa de catalases em relagdo a
testemunha foi crescente para a maioria dos tratamentos bacterianos, exceto para
as combina¢des DFs185/416/418 e DFs306/416/418, para as quais ocorreu reducéo
apés 24 horas (Fig. 4B, 4E). Por outro lado, a atividade relativa de catalases em
relagdo ao tempo Oh foi crescente até 24 horas e depois descendente para todos o0s
tratamentos, exceto para a rizobactéria DFs185 onde esta atividade foi somente
decrescente (Fig. 4C, 4F).

A atividade relativa de peroxidases em relac@o a testemunha foi decrescente
para a maioria dos tratamentos bacterianos, exceto para a combinagdo
DFs185/306/416 e para a rizobactéria DFs418, para as quais ocorreu aumento apos
24 horas (Fig. 5B, 5E). Por outro lado, a atividade relativa de peroxidases em
relacdo ao tempo Oh foi decrescente para a maioria dos tratamentos, exceto para a
testemunha e combinacdo DFs185/306/416 onde esta atividade foi inicialmente
crescente (Fig. 5C, 5F).

Foi possivel associar a participacdo das enzimas avaliadas ao controle
proporcionado por alguns tratamentos. A combinacdo DFs185/306/416 permitiu
intenso aumento em relacdo a testemunha para ambas as enzimas. Este

comportamento foi parcialmente similar em atividade em relagdo ao tempo, isto é,
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intenso aumento nas primeiras 24 horas e posterior decréscimo até ou proximo do
nivel apresentado pelas plantas testemunha.

O controle proporcionado por outros tratamentos puderam ser associados a
alteragcdes nas atividades de uma ou outra das enzimas estudadas. O uso da
combinacdo DFs306/416/418 ou das rizobactérias DFs223 ou DFs418 resultou em
aumento relativo da atividade de catalases apds 24 horas; enquanto que a
rizobactéria DFs418 propiciou intenso aumento da atividade de peroxidases em
relagdo a atividade nas plantas testemunha. Os demais tratamentos resultaram em
comportamento similar a testemunha.

Os niveis de controle da mancha parda observados no presente trabalho nédo
diferem muito dos observados por outros autores para as mesmas rizobactérias
avaliadas individualmente (LUDWIG et al., 2009; LUDWIG, 2009) ou em combinagao
(SOUZA JUNIOR, 2010). Entretanto, nos estudos utilizando estas rizobactérias
isoladamente, a eficiéncia de controle foi variada, tanto na intensidade (maximo
variou de 53 a 87%) quanto em relagdo a quais bactérias foram significativamente
eficientes.

O controle instavel proporcionado pela rizobactéria DFs306 n&o é raro quando
biocontroladores séo utilizados de forma individual, o que ocasiona problemas de
instabilidade como foi relatado por Ludwig; Moura (2009). A combinagdo de
biocontroladores individualmente eficientes € uma das estratégias estudadas para
reduzir este aspecto indesejavel, sendo relatado para combinagdes entre bactérias e
fungos (MAKETON; APISITSANTIKUL; SIRIRAWEEKUL; 2008), bem como entre
diferentes bactérias (RAUPACH; KLOEPPER, 1998). Os resultados obtidos no
presente trabalho seguem esta premissa e séo corroborados por aqueles obtidos por
Souza Janior (2010) utilizando os mesmos tratamentos.

A estabilidade propiciada pelas combinagfes de biocontroladores geralmente
€ baseada no fato destes possuirem individualmente diferentes mecanismos de
acdo (GUETSKY et al., 2001). Esta é uma possibilidade para explicar os resultados
aqui obtidos, uma vez que dentre as bactérias utilizadas neste trabalho estdo
espécies de Pseudomonas (DFs185 e DFs223) e de Bacillus (DFs416 e DFs418).
Espécies de ambos os géneros sédo conhecidos como produtores de antibiéticos,
sider6foros e enzimas liticas envolvidas no controle biolégico de doencas
(O’'SULLIVAN; O'GARA, 1992; BANO; MUSARRAT, 2003) e indutores de resisténcia
(CHOUDHARY; JOHRI, 2009).
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O controle da mancha parda, aqui observado, ndo foi capaz de resultar em
maior producdo de grdos. Este comportamento pode ser atribuido ao custo
metabdlico da planta utilizado pelos mecanismos associados ao controle bioldgico
por inducdo de resisténcia, sendo que a planta gasta grande parte da sua energia
nestes mecanismos (HEIL, 2001). Adicionalmente, a maturagdo dos graos coincidiu
com o inicio da época de frio, devido ao semeio tardio, 0 que explica o alto
percentual de grdos chochos em todos os tratamentos (65 a 97%). H& que se
ressaltar que os resultados de producdo encontrados neste trabalho diferem
daqueles observados quando utilizadas as mesmas bactérias isoladamente,
resultando aumentos significativos na massa de grdos (LUDWIG et al., 2009;
LUDWIG, 2009).

De modo geral, a atividade especifica das enzimas avaliadas seguiu a
premissa de que estas enzimas sdo formadas rapidamente apds a infecgdo pelo
patégeno (BAKER; ORLANDI, 1995), sendo relatados niveis maximos 24 horas apos
0 inicio da infeccdo (PODILE; LAXMI, 1998). A reducdo da severidade da doenca
proporcionada por isolados biocontroladores, pode estar intimamente relacionada a
aumentos na atividade de enzimas apds as plantas serem inoculadas (SILVA et al.,
2004), ou seja, esses mecanismos podem ser acionados e/ou intensificados a partir
do desafio com o patdgeno, que produzird substancias toxicas as células do
hospedeiro e que por sua vez, serd reduzida pela produgdo destas enzimas
consideradas detoxificadoras.

E possivel aventar que seja este o mecanismo de defesa que determinou,
pelo menos em parte, o nivel de controle da mancha-parda para as combinacdes
DFs185/306/416 e DFs306/416/418 e para as rizobactérias DFs223e DFs418 uma
vez que para estes tratamentos foram observados intenso aumento de atividade
apds a inoculacdo associados a redugdo da doenca. Comportamento similar foi
mostrado por Nandakumar et al. (2001) que observaram aumentos na atividade de
peroxidases apos a inoculagdo, os quais foram associados a reducdo na severidade
da queima das bainhas em plantas de arroz microbiolizadas com P. fluorescens.
Aumento de atividade destas enzimas ao longo do periodo avaliado,
independentemente da inoculagcdo de algum patdégeno, também ja foi associado a
inducdo de resisténcia em arroz elicitado por metabdlitos da fermentacdo de
actinomicetos (769) (LI et al., 2009)
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N&o se pode descartar a participagdo da inducéo de resisténcia nos demais
tratamentos bacterianos uma vez que inUmeras outras proteinas relacionadas a
patogénese (PIETERSE et al.,, 2005) n&o foram avaliadas no presente trabalho.
Dentre estas, ja foram associadas a inducdo de resisténcia em arroz: fenilalanina
amonia-liases (VIDHYASEKARAN et al.,, 2001), quitinases e f-1,3-glucanases
(BABU et al., 2003; SIBLE et al., 2004), superdxido dismutase (SONG et al., 2006).

Finalmente, ha que considerar que o controle bioldgico além de reduzir a
intensidade e/ou incidéncia de doencas no cultivo em que é aplicado, pode exercer
efeito a longo prazo quando reduz a sobrevivéncia dos patdgenos em solo ou restos
culturais, pode ser utilizado no manejo integrado e reduz custos ambientais e
econdmicos. Adicionalmente, o uso de combinagdes de biocontroladores geralmente
reduz a instabilidade de efeito biocontrolador bem como pode ter efeito sobre outros

patégenos.
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2.4 - Conclusao

Os tratamentos bacterianos, individuais e em combinagdo possuem potencial
para controlar a mancha parda.
As rizobactérias, tanto isoladas quanto combinadas, possuem capacidade

para induzir resisténcia pela alteracéo da atividade de catalases e peroxidases.



3 — Capitulo 2

Inducédo de resisténcia pelo uso de bactérias isoladas e em combinacado contra

a escaldadura do arroz

3.1 —Introducgéo

Escaldadura, doenca que vem crescendo em importancia, tem como agente
etiologico o fungo Gerlachia oryzae (Hashioka & Yokogi) W. Gams [(teleomorfo:
Monographella albescens (Thumen) Parkinson, Sivanesan & C. Booth) (sinonimia:
Rhynchosporium oryzae, Microdochium oryzae)]. Em pléantulas, causa podriddo das
radiculas e dos coleoptilos (WEBSTER; GRUNNEL, 1992). A doenca afeta também
folhas, bainhas, colmo, paniculas e graos (PRABHU; FILIPPI, 1997). Os sintomas
nas folhas iniciam pelo 4pice na forma de manchas de coloracdo verde oliva e sem
bordos definidos, exibindo uma alternancia de faixas concéntricas, que vao
adquirindo uma coloracdo marrom a medida que a lesdo vai se desenvolvendo
(BEDENDO; PRABHU, 2005).

Uma das principais medidas para o controle desta doenca é o uso de
agrotéxicos (PARISI; MALAVOLTA; LEONEL JUNIOR, 2001). Entretanto, o uso
intenso destes produtos resulta em poluicdo do ambiente, surgimento de populagdes
resistentes e presenca de residuos nos graos, além de elevar os custos de
producdo. Outra forma frequente de controle € o emprego de cultivares resistentes,
pois sdo eficientes, além de apresentar baixo impacto ambiental. No entanto, a alta
variabilidade genética do patdgeno dificulta o desenvolvimento de novas cultivares e
reduz a vida Gtil destas (BONMAN; MACKILL; GLASZMANN, 1990).

Devido aos aspectos negativos associados ao uso do controle quimico e

dificuldade de obtenc&o e manutencgéo de cultivares resistentes, pesquisas tém se
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voltado para o uso de microrganismos (LUDWIG et al., 2009; SOUZA JUNIOR,
2010), de extratos vegetais (HARISH et al., 2008) e de silicio (RODRIGUES;
DATNOFF, 2005) visando ao controle de doencgas do arroz.

A maioria dos relatos sobre biocontrole em arroz irrigado refere-se ao uso de
espécies dos géneros Pseudomonas € Bacillus, para o0 controle da brusone
(KRISHNAMURTHY; GNANAMANIACKAM, 1998; DONG-WON et al., 2000;
KAVITHA et al., 2005), e da queima das bainhas (NANDAKUMAR et al., 2001;
KAZEMPOUR, 2004; WIWATTANAPATAPEE et al., 2004). Embora estudos sobre o
controle biologico da escaldadura ainda sejam escassos, resultados promissores
foram obtidos por Ludwig et al. (2009), Ludwig (2009) e Souza Junior (2010).

E sabido que o biocontrole pode se apresentar instavel no que diz respeito a
diferentes condi¢cdes de clima, de microbiota presente no solo ou no filoplano, de
populagdo do patdgeno, de cultivar utilizada e de manejo. O uso de combinacdes de
rizobactérias individualmente eficientes e que atuem por diferentes mecanismos de
acao geralmente minimizam instabilidade (LUDWIG; MOURA, 2009).

A prote¢cdo da planta hospedeira, proporcionado por um agente de
biocontrole, pode se dar de forma direta, pela competicéo por nutrientes (WELLER,
1988), pela antibiose (THOMASHOW et al., 1990), ou parasitismo (WHIPPS, 2001) e
de forma indireta, pela indugéo de resisténcia (VAN LOON; BAKKER; PIETERSE,
1998). A resisténcia induzida ocorre pela ativacéo de genes que codificam diferentes
respostas de defesa, que incluem enzimas que catalisam a formacao de lignina e
compostos fendlicos (fenilalanina-amdnia-liase); que destroem formas ativas de
oxigénio produzidas pelos patdgenos (catalases e peroxidases) (BUCHANAN;
BALMER, 2005), além daquelas que atuam diretamente nos patégenos (quitinases,
B-1,3- glucanases) (STICHER; MAUC-MANI; METRAUX, 1997).

Este trabalho teve como objetivo, utilizar rizobactérias isoladas e em
combinagdo no controle da escaldadura do arroz, frente ao seu impacto sobre a
producdo de grdos, e o envolvimento da inducdo de resisténcia associado a

atividade de catalases e peroxidases.
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3.2 — Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Bacteriologia Vegetal e em
casa de vegetacdo ndo climatizada, no Departamento de Fitossanidade, e no
Laboratorio de Metabolismo Vegetal do Instituto de Biologia, pertencentes a
Universidade Federal de Pelotas.

3.2.1 — Isolados utilizados e sua manutengao
Os isolados bacterianos utilizados (Tab. 2) fazem parte da colegcdo do
Laboratorio de Bacteriologia Vegetal, os quais foram selecionados por Ludwig et al.

(2009) e suas combinacdes por Souza Janior (2010).

Tabela 2 — Identificagdo e habitat dos isolados bacterianos utilizados para
microbiolizar sementes de arroz
Isolados Identificag&o* Habitat
DFs185  Pseudomonas synxantha (Ehrenberg) Holand Semente de arroz
DFs223 P. fluorescens Migula Semente de arroz
DFs306 N&o identificado Semente de cebola
Contaminante indicador de
DFs416 Bacillus sp. Cohn o
antibiose
Contaminante indicador de
DFs418 Bacillus sp. Cohn

antibiose

*Determinados por sequenciamento do gene 16S DNA (dados ndo publicados)

O isolado de G. oryzae foi obtido de sementes de arroz naturalmente infestadas
produzidas no municipio de Pelotas.

As culturas estdo sendo mantidas sob refrigeragdo em meio sélido em tubos
com tampa rosqueavel e/ou em &gua destilada estéril sob condigbes ambiente e/ou

em freezer emulsificadas em glicerina (ROMEIRO, 2001).
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3.2.2 — Preparo das suspensdes e microbiolizagdo das sementes

As suspensOes bacterianas foram preparadas a partir de cada um dos
isolados, com 24 horas de crescimento em meio 523 de Kado; Heskett (1970). Os
cultivos foram suspensos em solugédo salina (NaCl 0,85%) e a concentragdo foi
ajustada para Ass=0,5 em espectrofotdmetro. As combinag¢des foram obtidas a partir
de suspensdes dos isolados preparadas individualmente e com as concentracdes
ajustadas, misturadas em volumes iguais.

Sementes de arroz da cultivar El Paso 144L foram imersas, sob agitacao,
durante 30 minutos, a 10°C, nas suspensfes bacterianas. Como testemunha,
sementes foram imersas somente em solugéo salina, ou em salina mais o fungicida
Vitavax Thiram® 200SC (Carboxin + Thiram) (T+F), na concentragédo
correspondente a 3mL Kg™* de sementes, segundo indicagdo de Embrapa (2005),
para o controle das principais doengas fangicas do arroz veiculadas pelas sementes.

Os tratamentos utilizados foram: DFs185, DFs223, DFs306, DFs416, DFs418,
DFs185+DFs416, DFs185+DFs418, DFs185+DFs306+DFs416, testemunha +

fungicida e testemunha.

3.2.3 — Plantio e conducao dos ensaios

Os ensaios foram conduzidos em diferentes anos, sendo o primeiro realizado
em vasos de 7 Kg e o segundo, em vasos de 1 Kg de solo n&o esterilizado e do tipo
Planossolo. O teor de macronutrientes foi corrigido segundo Comisséo..., (2004)
(ANEXO A). Foram depositadas seis sementes por vaso. Para ambos os ensaios,
apdés emissdo da segunda folha (estadio V2) (COUNCE; KEISLING; MITCHELL,
2000), realizou-se o desbaste, deixando-se duas plantas por vaso. Para o primeiro
ensaio, a inundagéo ocorreu quando as plantas encontravam-se no estadio V6 de
desenvolvimento e, para o segundo ensaio, ndo foi necessario realizar esta prética,

uma vez que a avaliagdo ocorreu no estadio V4-V5.

3.2.4 — Inoculagéao

Os esporos usados foram obtidos a partir de colénias puras com 15 dias de
crescimento em meio BDA (batata dextrose &gar). A suspensdo de esporos foi
pulverizada nas plantas de arroz, numa concentracdo de 10* conidios mL™. As

plantas foram mantidas em camara Umida, 24 antes e 48 horas apoés a inoculagéo.
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As plantas no primeiro ensaio encontravam-se no estadio V6, enquanto que
no segundo ensaio, no estadio V4 (COUNCE; KEISLING; MITCHELL, 2000).

3.2.5 - Avaliacoes

As plantas foram avaliadas quanto a severidade da doenca aos 7, 14 e 21
dias apos a inoculacdo do patdgeno, atraveés de notas atribuidas de acordo com a
severidade da doenga. Para ambos os ensaios, utilizou-se escala desenvolvida por
IRRI (1996), onde: 0 = sem incidéncia; 1 = menos de 1% da area foliar afetada
(lesdes apicais); 3 = entre 1 e 5% (lesdes apicais); 5 = entre 6 e 25% (lesbes apicais
e marginais); 7 = entre 26 e 50% (lesdes apicais e marginais) e, 9 = entre 51 e 100%
(lesBes apicais e marginais). Foi calculada a Area Abaixo a Curva de Progresso da
Doenga (AACPD) a partir dos valores de severidade anotados nos trés dias de
avaliagao utilizando-se o programa Gwbasic (MAFFIA, 1986).

As plantas no primeiro ensaio foram conduzidas até a produgdo quando foram
contados o numero de paniculas e de gréos. Posteriormente os graos foram colhidos
e secos a 25°C em estufa com circulagdo de ar forgado, sendo estabelecidas as
massas de graos, de grdos chochos e de graos cheios. Foram atribuidas notas de 1
a 9, emrelagdo a porcentagem de grdos manchados, segundo escala diagramatica
desenvolvida por IRRI (1975) (ANEXO B).

3.2.6 — Quantificagéo da atividade enzimética de peroxidases e catalases

No segundo ensaio, coletaram-se folhas em trés diferentes tempos: 0 hora
(imediatamente antes da inoculacdo do patégeno), 24 e 168 horas apods a
inoculagdo. As amostras coletadas foram armazenadas a -80°C, e posteriormente
foram avaliadas quanto ao teor de proteinas soliveis (PST) e a atividade de
peroxidases e catalases.

Para a obtencdo do extrato enzimatico bruto, aproximadamente 250 mg da
folha, foram maceradas em 5 mL de tampé&o Tris-HCI 0,5 mol L pH 8,2 contendo
0,1% de polivilpirolidona e 0,05 % de EDTA, seguida de centrifugagdo a 10.000 g
por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado (extrato protéico bruto) e

armazenado a -80°C até o momento das determinacdes das atividades enziméticas.
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A determinacdo do teor de proteinas sollveis total foi realizada por leitura
espectrofotométrica direta, na faixa de ultravioleta (UV), utilizando-se comprimento
de onda de 280 e 260 nm (ROL, 2001).

A determinacdo da atividade de catalases foi realizada pelo método da do
desaparecimento do peroxido de hidrogénio a 240 nm (BEERS; SIZER, 1952),
utilizando-se meio de reagéo contendo peréxido de hidrogénio (0,38 mol L"), em um
volume final do meio de reagéo de 1,4 mL. A reagao iniciou-se com a adigéo de 100
uL do extrato protéico bruto, e as leituras espectrofotométricas a 240 nm foram
realizadas por dois minutos, em intervalos de 10 segundos, sendo selecionada a
variagdo da absorbancia a 240 nm na regido linear de maior decréscimo
(declividade). Para zerar o espectrofotobmetro, foi utilizada &gua destilada em
substituicdo ao extrato protéico bruto. Para o célculo da atividade enzimatica foi
utilizado o coeficiente de extingdo molar para peréxido de hidrogénio a 240 nm de 66
Mt cm™® (SRIVASTAVA; DWIVEDI, 2001), e a mesma foi expressa em nkat por mg
de proteina soluvel total.

A determinacdo da atividade de peroxidases foi realizada foi pelo método da
oxidacdo do guaiacol a tetraguaiacol a 470 nm, utilizando-se meio de reagao
contendo guaiacol (0,05 mol L") e peréxido de hidrogénio (0,38 mol L), em um
volume final do meio de reag&o de 2,9 mL. A reagao iniciou-se com a adi¢éo de 100
uL do extrato protéico bruto, e as leituras espectrofotométricas a 470 nm foram
realizadas por dois minutos, em intervalos de 10 segundos, sendo selecionada a
variagdo da absorbancia a 470 nm na regido linear de maior incremento
(declividade). Para zerar o espectrofotbmetro, foi utilizada &gua destilada em
substituicdo ao extrato protéico bruto. Para o célculo da atividade enzimatica foi
utilizado o coeficiente de extingdo molar para tetraguaiacol a 470 nm de 26,6 mM™*
cm™ (SRIVASTAVA; DWIDEDI, 2001), e a mesma foi expressa em nkat por mg de

proteina soltvel total.

3.2.7 — Delineamento experimental e anélise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes. Os valores de AACPD e das variaveis de produgéo foram submetidos ao
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade, pelo programa estatistico
SASM-AGRI® (CANTERI et al., 2001).
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Para o célculo da porcentagem de controle da doenca foi utilizada a
severidade da doenca (AACPD), considerando-se a testemunha como 0% de
controle.

O efeito de cada um dos tratamentos quanto a atividade enzimatica relativa foi
calculado estipulando-se o valor de 1,00 para o tratamento testemunha (atividade
relativa em relacdo a testemunha) ou para o tempo zero (atividade relativa ao tempo

zero).
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3.3 — Resultados e Discussao

No primeiro ensaio, todos os tratamentos bacterianos reduziram a severidade
da escaldadura, enquanto que o controle quimico foi ineficaz (Fig. 6). Embora a
severidade da doenca tenha aumentado ao longo das avaliagBes intermediarias, o
biocontrole foi mantido pelas rizobactérias DFs185 e DFs223 (Fig. 6B, 6C). Por outro
lado, quando se observou o efeito acumulativo (AACPD), verificou-se que todos os
tratamentos bacterianos foram efetivos, proporcionando porcentagem de controle
variando de 22% a 53% (Fig. 6D). Adicionalmente, as rizobactérias DFs185 e
DFs223 resultaram em controle significativamente superior aos demais tratamentos,
inclusive em relagdo as combinacgdes.

A maioria dos tratamentos bacterianos avaliados (todas rizobactérias
utilizadas individualmente e a combinagcdo DFs185/416) resultaram em aumento de
pelo menos uma variavel relacionada a producéo (Fig. 7). Houve reducdo do numero
de paniculas (DFs185, DFs223 e DFs416) (Fig. 7A) embora ainda assim alguns
tratamentos tenham resultado em produc¢do de um maior nimero de graos (Fig. 7B).
Também foi observada alteragdo na proporcéo entre as massas de graos cheios e
chochos (Fig. 7D, 7E), destacando-se a rizobactéria DFs185 que além de propiciar
reducdo da massa de gréos chochos em relacdo a testemunha, aumentou a de
gréaos cheios. Adicionalmente, nenhum tratamento foi capaz de produzir grdéos com
menor intensidade de manchas (Fig. 7F).

Foi possivel verificar que nas duas primeiras avaliagbes do segundo ensaio,
todos os tratamentos bacterianos reduziram a severidade da doencga, exceto a
rizobactéria DFs418, que se mostrou igual a testemunha e ao tratamento quimico
(Fig. 8A, 8B). Entretanto, apds 21 dias, todos os tratamentos reduziram a severidade
da doenga (Fig. 8C). Este comportamento se repetiu em relagdo ao efeito

acumulativo (AACPD), porém distinguindo dois grupos com eficiéncia de controle
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Figura 6 - Severidade da escaldadura e respectivo desvio padréo aos 7 (A), 14 (B) e
21 dias (C) ap6s a inoculacdo de Gerlachia oryzae, € area abaixo a curva de
progresso da doenca (AACPD) (D) em plantas de arroz originadas de
sementes microbiolizadas com rizobactérias e combina¢cBes destas,
conduzidas em casa de vegetacdo no primeiro ensaio. Colunas seguidas
de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia. T+F — Testemunha com fungicida; T — Testemunha com
salina. Barras indicam desvio padré&o.
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chochos (E), Severidade de mancha em graos (F) provenientes de
plantas de arroz originadas de sementes microbiolizadas com diferentes
rizobactérias e combinacBes destas, inoculadas com Gerlachia oryzae,
conduzidas em casa de vegetacdo. Colunas seguidas de mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. T+F
— Testemunha com fungicida; T — Testemunha com salina. Barras

indicam desvio padrao.

ns

médias Scott Knott ao nivel de 5%.

— valores néo significativos pelo teste de



43

8 - A
6 -
47 a
2 - b b b b ia b b b . i
;L H m m B “H N
. B
6 - a .
Eigaigai Il
> |
‘i E BN EEE
C
8 7 a
6 -
44 b b b b b b b b 3
AIEinnnni
o
D
8 7 a
6 . b
i"r* c c c c c c ¢
ARANRER
0@ © ‘@‘ © ‘@‘ © = I:i:
g g g g ul
S N B
£ & 8
&

Tratamentos

Figura 8 - Severidade da escaldadura e respectivo desvio padréo aos 7 (A), 14 (B) e
21 dias (C) ap6s a inoculagé@o de Gerlachia oryzae, € area abaixo a curva de
progresso da doenca (AACPD) (D) em plantas de arroz originadas de
sementes microbiolizadas com rizobactérias e combina¢cBes destas,
conduzidas em casa de vegetacdo no segundo ensaio. Colunas seguidas
de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia. T+F — Testemunha com fungicida; T — Testemunha com
salina. Barras indicam desvio padréo.
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significativamente distintos: um formado pelos tratamentos bacterianos (controle
entre 33 e 56%) (letra c) e outro, pelo tratamento quimico (20% de controle) (letra b)
(Fig. 8D).

A rizobactéria DFs416 e a combinacdo DFs185/418 foram os Unicos
tratamentos a resultar em atividade especifica superior a testemunha para ambas as
enzimas avaliadas (Fig. 9A, 9D, 10A, 10D), embora para a combinagédo este
comportamento tenha ocorrido apenas na avaliagdo apds 24 horas.

Quando se compara a atividade enzimatica tomando como referéncia a
atividade nas plantas testemunha, observou aumentou transiente (24 horas), para
ambas as enzimas, proporcionado pela combinagdo DFs185/418 e a rizobactéria
DFs416, e em menor intensidade, por DFs185/416 (Fig. 9B, 9E, 10B, 10E).

Por outro lado, quando a comparacdo € em relagdo ao tempo Oh, o
comportamento para atividade de peroxidases foi transiente para a combinagéo
DFs185/418 (Fig. 10C) e crescente para a rizobactéria DFs418 (Fig. 10F),
Adicionalmente, observou-se atividade intensamente crescente em ambas as
enzimas para a rizobactéria DFs185 (Fig 9C, 9F, 10C, 10F). .

Foi possivel associar, pelo menos em parte, o aumento da atividade de
catalases e peroxidases ao biocontrole proporcionado pelas rizobactérias DFs185 e
DFs416 e pelas combinagbes DFs185/418 e DFs185/416.

As rizobactérias utilizadas neste trabalho foram capazes de controlar a
escaldadura em ambos os ensaios, em niveis similares aqueles obtidos por Ludwig
et al., (2009), Ludwig (2009) e Souza Junior (2010). Os resultados observados pelos
dois primeiros autores mostraram a instabilidade de efeitos de algumas rizobactérias
(DFs223, DFs416 e DFs418), comportamento parcialmente contraditério com o
observado no presente trabalho, onde DFs223 resultou em controle estavel.

Por outro lado, ndo foi possivel, no presente trabalho, observar efeito
adicional do uso de combinagdes de rizobactérias para o controle da escaldadura.
Este resultado encontra respaldo naqueles obtidos por Souza Junior (2010),
mostrando ndo haver, neste caso, efeito sinérgico proporcionado pela combinacéo
de bactérias.

Maior controle e produgéo podem ser alcangados pela combinacdo nédo s6 de
biocontroladores, mas também de formas de aplicacdo, uma vez que, tanto a

populagdo presente no solo quanto na parte aérea podem participar do controle
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(RABINDRAN; VIDHYASEKARAN, 1996). Esta estratégia ja foi explorada no cultivo
do arroz e apresentou resultados satisfatorios para o controle da queima das
bainhas (THARA; GNANAMANICKAM, 1994; RABINDRAN; VIDHYASEKARAN,
1996; NANDAKUMAR et al., 2001; COMMARE et al., 2002).

Embora ndo se tenha alcancado maior controle da escaldadura, as
combinac¢Oes utilizadas neste trabalho apresentam um amplo espectro de acéo
dentre as doencas incidentes no arroz: queima das bainhas e nematoéide das galhas
(SOUZA JUNIOR et al., 2010), e manchas foliares (SOUZA JUNIOR, 2010). A
ampliacdo do espectro de acdo geralmente € baseada no fato de que cada
biocontrolador, constituinte da combinagdo, possuir individualmente diferentes
mecanismos de acdo (GUETSKY et al.,, 2001). Isto provavelmente explica os
resultados encontrados neste trabalho, j& que as bactérias utilizadas sdo de
espécies de Pseudomonas (DFs185 e DFs223) e de Bacillus (DFs416 e DFs418).
Géneros estes conhecidos por produzirem antibiéticos, sideroforos e enzimas liticas
envolvidas no controle biolégico de doencas (O'SULLIVAN; O'GARA, 1992; BANO;
MUSARRAT, 2003) e por induzirem resisténcia (CHOUDHARY; JOHRI, 2009).

Sabe-se que as rizobactérias utilizadas no presente trabalho podem atuar
individualmente por distintos mecanismos de acdo, dentre eles: antibiose,
competicdo, parasitismo e indugdo de resisténcia (LUDWIG; MOURA, 2009). No
entanto, até o momento ndo se conhecia a participacdo destes mecanismos quando
estas bactérias sdo utilizadas em combinagbes. Porém, o aumento da atividade
especifica e das atividades relativas de catalases e peroxidases observadas no
presente trabalho permite afirmar que a inducdo de resisténcia ocorreu tanto para
rizobactérias individualmente (DFs185 e DFs416) quanto para as combinacdes
DFs185/416 e DFs185/418. A participagédo da indugdo de resisténcia no controle de
doencas proporcionado por combinacdes de rizobactérias aqui observada foi
inicialmente relatada em 2000 por Raupach; Kloepper, porém pouco explorada
posteriormente.

O biocontrole alcancado pelos tratamentos bacterianos aqui avaliados pode
ser atribuido a participacdo ndo sO de catalases e peroxidases, mas também de
tantas outras enzimas j& descritas como responséaveis pela inducdo de resisténcia.
Neste sentido, em trabalhos buscando controle de doencas incidentes no arroz ja
foram relatadas: fenilalanina amonia-liases (VIDHYASEKARAN et al., 2001),
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quitinases e 1,3 glucanases (BABU et al., 2003; SIBLE et al., 2004), e superoxido
dismutase (SONG et al., 2006).

Finalmente, se os resultados aqui obtidos nd&o mostraram ganhos na
intensidade de controle (efeito sinérgico), existem outros aspectos positivos néao
avaliados. Ha que se ressaltar, dentre outras vantagens, o amplo espectro de acéo
das combinagdes avaliadas e a menor instabilidade da eficiéncia uma vez que em
conjunto apresentam maior probabilidade de sobrevivéncia quando expostos a

diferentes condi¢des edafoclimaticas e de manejo.
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3.4 — Conclusao

Todos os tratamentos bacterianos utilizados neste trabalho possuem
potencial para controlar a escaldadura.

As rizobactérias utilizadas possuem capacidade para induzir resisténcia pela
alteracdo da atividade de catalases e peroxidases, quando utilizadas

individualmente,bem como em combinag&o.



4 — Conclusodes

Os tratamentos bacterianos, individualmente e combinados s&o potenciais
biocontroladores da mancha parda e escaldadura do arroz.

As rizobactérias, utilizadas individualmente e combinadas, sdo capazes de
induzir resisténcia pela alteracdo da atividade de enzimas, como catalases e

peroxidases.
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ANEXO A - Laudo da analise do solo utilizado nos experimentos conduzidos em casa de vegetacdo
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ANEXO B - Escala de incidéncia de manchas em graos segundo metodologia
descrita por IRRI (1975).
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ANEXO C - Escala de avaliagdo de severidade de Bipolaris oryzae nas folas até o
estadio V4 (adaptacdo de A.S. Ribeiro)
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