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Resumo

Santos, Aline Garske. Microbiolizacdo de sementes de arroz para reducao
da transmisséo de B. oryzae. 2013. 42f. Dissertacdo (mestrado) Programa de
pés graduacdo em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O arroz é umas das culturas de maior importancia econdmica mundial.
Entretanto, a ocorréncia de doencas, como a mancha parda, incitada por
Bipolaris oryzae é responsavel por grandes perdas na cultura. Este trabalho teve
com objetivo avaliar o potencial da microbiolizacdo de sementes de arroz com
as rizobactérias DFs185 (Pseudomonas synxantha), DFs223 (P. fluorescens), DFs306
(n&o identificado), DFs416 e DFs418 (Bacillus sp.) e as combinacdes DFsC01
(185/416/418) e DFsCO02 (306/416/418) para reducao da incidéncia de B. oryzae,
de fungos manchadores e ndo manchadores de sementes, bem como sobre a
transmissdo deste patdgeno das sementes para plantulas. Para tanto,
utilizaram-se duas cultivares, BRS Pelota, mais suscetivel e BRS Queréncia,
mais tolerante a mancha parda. As sementes foram imersas em suspensao
(As40=0,5) dessas bactérias, sendo a testemunha imersa somente em solugdo
salina. Apés periodo de agitacdo de trinta minutos a uma temperatura de 10°C
as sementes foram avaliadas quanto a incidéncia dos diferentes fungos pelo
método do papel filtro. Para o experimento de transmissibilidade, o ensaio foi
conduzido em caixas plasticas transparentes, com 25 copos com capacidade
de 50 mL contendo vermiculita esterilizada. Em cada recipiente foi depositada
uma semente, permanecendo em camara Umida a temperatura de 25 + 2°C.
Observou-se que tanto para a cultivar BRS Pelota quanto BRS Queréncia,
quando avaliados incidéncia de B. oryzae e fungos manchadores e né&o
manchadores, os melhores tratamentos foram DFs185 e DFs306. De modo
geral observou-se que as maiores reducdes ocorreram na cultivar BRS
Queréncia. Para transmissdo do patdgeno expressa pelo indice de doenca,
DFs185, DFs306 e a combinacdo DFsC02 foram os melhores tratamentos, o
que resultou também em aumento do comprimento de plantula pelos
tratamentos DFs185 e DFs306. Embora mais estudos sejam necessarios, o
presente trabalho mostra a eficiéncia de rizobactérias de forma isolada na
reducdo de patdogenos presentes nas sementes sendo possivel sua utilizagao
no manejo integrado de doencas.

Palavras chaves: controle bioldgico, mancha parda do arroz, rizobactérias.



Abstract

SANTOS, A. G. Microbiolization rice seeds to reduce transmission of
Bipolaris oryzae. 2013. 42f. Dissertacdo (mestrado)-Programa de POs
Graduacao em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Rice is a crop largest economic importance global. However, the occurrence of
diseases such as brown spot, incited by Bipolaris oryzae is responsible for great
losses in yield. This study aimed to evaluate the potential of microbiolization rice
seeds with different rhizobacterias: DFs185 (Pseudomonas synxantha), DFs223 (P.
fluorescens), DFs306 (unidentified), and DFs416; DFs418 (Bacillus sp.) Two
combination were used: DFsCO01 (185 /416/418) and DFsCO02 (306/416/418) to
reduce the incidence of B. oryzae staining of not staining fungi and seeds, as well
as the transmission of this pathogen from seeds to seedlings. For this, we used
two cultivars, BRS Pelota, more susceptible and BRS Queréncia, more tolerant
to brown spot. The seeds were immersed in suspension (Ass = 0.5) of these
bacteria, for the control the seeds were immersed in saline solution. After
stirring period of thirty minutes at a temperature of 10 ° C seeds were evaluated
for the incidence of different fungi by blotter method. For the transmissibility
experiment, this was conducted in transparent plastic boxes. In each box was
colocated 25 cups with 50 mL sterilized vermiculite. In each cup was deposited
a seed remaining in moist chamber at 25 + 2 © C. It was observed that both the
BRS Queréncia as BRS Pelota, when measured incidence of B. oryzae and
fungal staining and not staining, the best treatments were DFs185 and DFs306.
In general it was observed that the largest reductions occurred in BRS
Queréncia. For transmission of disease expressed by the index of disease
DFs185, DFs306 and the combination DFsCO02 were the best treatments, which
also resulted in increased seedling length by DFs185 and DFs306 treatments.
Although more studies are needed, this study shows you that the efficiency of
rhizobacteria in isolation in reducing pathogens in seeds its use in integrated
disease management is possible.

Keywords: biological control, brown spot of rice rhizobacteria.
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Tabela 1. Comprimento e massa seca da parte aérea de plantulas de arroz
oriundas de sementes microbiolizadas com os tratamentos DFs185, DFs223,
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1.INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € uma cultura de importancia econémica mundial
onde cerca de 150 milhdes de hectares s&o cultivados anualmente no mundo,
produzindo 590 milhGes de toneladas, sendo que mais de 75% desta producéo é
oriunda do sistema de cultivo irrigado (EMBRAPA, 2013).

O Brasil est4 entre os maiores produtores do grdo, destacando-se também
em consumo. Segundo a CONAB (2013), a producdo estimada apresenta um
incremento de 4%, atingindo 12.062 toneladas na temporada 2012/2013, contra
11.599,5 no exercicio anterior.

Entre os estados produtores de arroz, o Rio Grande do Sul é o que mais se
destaca. Mesmo havendo uma diminui¢do da area cultivada, o estado apresentou
producdo estimada em mais de 7,8 milhdes de toneladas na safra 2011/2012,
concentrando aproximadamente 43% de toda area cultivada no Brasil, contribuindo
com 67% da producado nacional de arroz (CONAB, 2013).

O cultivo de arroz irrigado esta sujeito ao aparecimento de diversos
patdgenos entre bactérias, fungos, nematoides e virus que atacam a cultura
causando perdas na produtividade. Segundo Richardson (1990), os fungos sédo o0s
principais patégenos que se associam as sementes levando a perdas na producao
e que também interferem na qualidade fisiol0gica e sanitaria das sementes.

No Rio Grande do Sul, os principais patdgenos associados as sementes sao
Pyricularia grisea (Cooke) Sacc. (telemorfo Magnaporthe grisea Barr.), Bipolaris oryzae
(Breda de Haan) Shoem (teleomorfo: Cochliobolus miyabeanus (Ito & Kuribayashi)
[(sinonimia:  Drechslera  oryzae, Helminthosporium  oryzae)],  Gerlachia  oryzae
[(Hashioka&Yokogi) W. Gams (teleomorfo: Monographella albescens (Thimen)
Parkinson, Sivanesan e C. Booth)], Tilletia barclaya [(Bref.) Sacc. &Syd)] e um
complexo grupo de fungos causadores de manchas de graos (FRANCO et al.,
2001;).

Entre as muitas doencas que ocorrem na cultura do arroz, destaca-se a
mancha parda, uma doenca que vem ganhando espaco devido a capacidade de
causar danos a cultura. A doenga tem como agente etiologico o fungo B.
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oryzae classificado na subdivisdo Deuteromycotina (fungos imperfeitos), classe
Hyphomycetes, familia Dematiaceae. Sua fase perfeita corresponde a
Cochliobolus miyabeanus que produz peritécios globosos, ascos cilindricos e

ascoésporos filamentosos.

No Brasil atribuia-se a mancha parda do arroz apenas a B. oryzae.
Entretanto, levantamento feito em lavouras do Rio Grande do Sul constatou a
presenca das espécies B. cynodontis (Marignoni) Shoemaker, B. curvispora (El
Shafie) Sivanesan e outra espécie de Bipolaris ndo identificada (FARIAS;
PIEROBOM, 2006) associadas as sementes de arroz, causando mancha nos
graos e perdas no rendimento da cultura (FARIAS, 2007).

Os sintomas da mancha parda podem ocorrer em varios tecidos e fases
de desenvolvimento das plantas. Em plantulas, as lesdes s&o oblongas e
marrons, podendo rodear o coledptilo e causar crestamento das folhas.
Quando o atague € severo, as radiculas sdo menores que as sadias e tem
lesdo marrom escura. Nas plantas adultas, as les6es encontradas nas folhas
geralmente sdo rodeadas por um halo de coloracdo amarela. Dependendo do
nivel de suscetibilidade da cultivar, as lesbes podem apresentar tamanhos
diferentes de 1-4 mm nas cultivares de suscetibilidade média até lesdes do tipo
abertas, com centro de coloracdo cinza, podendo variar de 5-14 mm nas
cultivares com alto grau de suscetibilidade (NUNES; RIBEIRO; TERRES,
2004).

Os maiores danos nas lavouras ocorrem durante a germinacdo das
sementes, causando a morte e reducdo no estande de plantas (RIBEIRO,
1988; BEDENDO, 1997). A doenca também causa o enfraquecimento de
plantas adultas, aumenta a esterilidade e diminui a qualidade dos graos (Ou,
1985). O patogeno é também um dos principais fungos manchadores de gréaos.
Essa descoloragdo pode ficar restrita as glumas ou atingir internamente as
sementes, reduzindo a densidade dos gréaos ou formando graos gessados, com
consequente reducdo do valor comercial dos mesmos (CORREA, 2006).

Sementes infectadas/infestadas sdo uma das principais formas de
transmissao de patégenos, pois, uma vez o patdégeno presente na semente,
este tem maior chance de provocar doencas nas plantas oriundas delas e se
espalhar para outras plantas sadias, iniciando assim uma epidemia
(ZAMBOLIM, 2005).
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A localizacdo do inb6culo nas sementes tem efeito decisivo na
transmissao e na severidade de sintomas em plantulas. Quanto mais profunda
a infeccdo por patdégenos nos tecidos das sementes, maiores sdo as chances
de ser produzida uma plantula infectada, sendo que em condi¢cdes ambientais
favoraveis ao patégeno, o indculo externo pode ser transmitido (DHINGRA,
2005).

Segundo Ou (1985), a infeccdo primaria via semente € muito comum,
embora nem sempre sementes infectadas ou contaminadas resultem em
plantulas com sintomas. No entanto, quando a epidemia a campo é precoce,
observa-se alta porcentagem de transmissdo de fungos da semente para as
plantulas, podendo chegar a 15% em se tratando de B. oryzae (MALAVOLTA et
al., 2002).

Para o controle da doenca, procura-se utilizar técnicas de manejo
integrado, principalmente pelo uso de cultivares resistentes. O uso de
resisténcia genética para o controle de doencas é uma medida eficiente e de
baixo custo, no entanto, cultivares de arroz que apresentam resisténcia podem
sofrer diminuicdo da sua vida util, ou seja, ter sua resisténcia quebrada como
consequéncia das adaptacdes das populacdes de patdégenos (NUNES et al.,
2007).

O tratamento de sementes com fungicidas como forma preventiva visto
gque muitos patdégenos sdo carregados pelas sementes, além de outros
patégenos habitantes do solo que atacam as sementes em germinacao e as
plantulas em emergéncia provocando tombamento na pré e pos emergéncia e
multiplicagcdo do in6culo (DHINGRA, 1985). Porém, o uso de fungicidas vem
sendo questionado por grupos ambientalistas devido ao potencial de
degradacdo ambiental, particularmente do solo e da agua (GASPAR;
LAWRENCE, 1995). Além disso, por serem produtos que necessitam de alta
tecnologia para serem produzidos, acabam sendo caros aumentando 0s
custos de produgédo. Outro fator negativo relacionado aos fungicidas, se da pelo
fato de seu uso indiscriminado e sem orientacdo acabar proporcionando

selecao de populacdes patogénicas resistentes.

Diante disso, o controle biolégico surge como uma alternativa que

permite reduzir ou mesmo eliminar o uso de agrotoxicos, contribuindo para
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diminuir os danos ao ambiente e os custos de producdo. Este método tem
como aspectos positivos o0 baixo custo econdmico e ambiental, porém, ao
contrario do controle quimico, raramente € espetacular (BETTIOL, 1991), pois,
em muitos casos, ndo apresenta estabilidade de resultados a campo. Como
alternativa para superar esta limitacdo, tem-se adotado a estratégia da
utilizacdo de combinacdes de biocontroladores eficientes (DUNE et al., 1998;
GUETSKY et al.,, 2001; DE BOER et al., 2003). Devido a capacidade das
rizobactérias atuarem por diferentes mecanismos, dessa forma, geralmente
aumentam a estabilidade e o espectro de acdo, pois, agregam diferentes
mecanismos de ag¢do, como competicdo, parasitismo, predacdo, antibiose e
inducdo de resisténcia (BETTIOL, 1991). E relatado na literatura o uso de
combina¢cdes de Pseudomonas (Migula) e Bacillus (Cohn) para o controle da
brusone (CHATERGEE et al., 1996; VIDHYASEKARAN et al., 1997,
KRISHHNAMURTHY; GNANAMANIACKAM, 1998). Espécies de Bacillus e de
Pseudomonas tém sido estudadas em alguns paises para o controle de doencas
do arroz, sendo aplicada principalmente por microbiolizacdo das sementes.
Nestes casos, exemplos de doencas controladas séo: brusone
(VIDHYASEKARAN et al., 1997), gueima-das-bainhas (NANDAKUMAR et
al.,2001, COMMARE et al., 2002, WIWATTANAPATAPEE et al., 2004),
crestamento bacteriano (VIDHYASEKARAN et al., 2001), além de fungos
manchadores dos grdaos (ROSALES; MEW, 1997) e meloidoginose
(PADGHAM; SIKORA, 2006).

No mercado mundial, existe uma vasta lista de produtos comerciais a
base de microrganismos, inclusive para o tratamento de sementes como, por
exemplo, Clonotri® (Clonostachys e Trichoderma), Bioniconema (Paecilomyces
lilacinus) Bioderma H (Trichoderma harzianum), Biosubtilin e FZB24® (a base de
Bacillus subtilis) entre outros (BETTIOL, 2012).

No Brasil, o Grupo de Pesquisa em Bactérias Biocontroladoras e
Promotoras de Crescimento Vegetal da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel) selecionou rizobactérias que apresentam potencial para o controle de
B. oryzae € G. oryzae (LUDWIG et al., 2009), R. solani (LUDWIG; MOURA, 2007;
SOUZA JUNIOR et al., 2010) e P. grisea (SOUZA JUNIOR, 2010). No entanto,
estes trabalhos avaliaram a capacidade do tratamento de sementes com
rizobactérias em reduzir patégenos inoculados em plantas jovens.

Pouco se conhece a respeito do seu impacto na transmissao de

patdogenos presentes nas sementes, embora Moura e colaboradores (2008)
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tenham mostrado que sementes microbiolizadas com isolados de Pseudomonas
amygdali reduziram a transmissao de B. oryzae € G. oryzae para plantulas a partir
de sementes naturalmente infestadas/infectadas.

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial de bactérias pré-
selecionadas de forma isolada e em combinacdo sobre a sobrevivéncia e
transmissdo de B. oryzae ap0s a microbiolizacdo das sementes com

rizobactérias.
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2. Impacto da microbiolizacdo de sementes com rizobactérias
sobre Bipolaris oryzae presente em sementes de arroz e sua

transmissao.

2.2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos nos laboratérios de Bacteriologia Vegetal
e Laboratério de Fungos Patogénicos - Patologia de Sementes, do

Departamento de Fitossanidade da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

2.2.1 Sementes utilizadas no ensaio

Foram utilizadas sementes de duas cultivares, BRS Pelota e BRS
Queréncia, a primeira mais suscetivel a mancha parda e a segunda, com
resisténcia moderada a doenca (SOSBAI, 2012). Utilizaram-se quatro lotes
para cada cultivar. Os lotes foram selecionados de modo que apresentassem
mesma origem e época de semeadura (lavouras do municipio de Pelotas,
instaladas na mesma semana) e niveis de infeccdo/infestacdo natural por B.
oryzae Similares, determinadas pelo teste de sanidade.

As amostras foram obtidas dividindo-se a por¢cdo total de sementes
produzidas, e ap0s serem homogeneizadas, divididas em quatro porcdes
semelhantes, duas porc¢des foram armazenadas (18°C e umidade relativa de

65%). As outras duas porcdes constituiram a amostra de trabalho. Esta foi
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homogeneizada novamente e reduzida por divisbes sucessivas a uma ou mais
amostras de trabalho de acordo com o niumero de sementes necessarias para
cada analise realizada (BRASIL, 2009).

2.2.2 Rizobactérias utilizadas

As rizobactérias utilizadas na microbiolizacdo das sementes de arroz
pertencem a colecdo do Laboratorio de Bacteriologia Vegetal da Universidade
Federal de Pelotas e foram pré-selecionadas de forma isolada (LUDWIG et al.,
2009) e em combinagcdo por Souza Junior (2010). Foram utlizados os
seguintes isolados: DFs185 (Psedomonas. synxantha) Holland, DFs223 (P.
fluorescens) Migula, DFs306 (ndo identificado), DFs416 e DFs418 (Bacillus sp.),
além dos tratamentos combinados DFsCO0l1 (185/416/418) e DFsC02
(306/416/418).

2.2.3 Microbiolizac&o das sementes

Preparou-se suspensado das bactérias com 24 horas de crescimento em
meio 523 (KADO; HESKETT, 1970) em solugéo salina (NaCl 0,85%) sendo

cada suspenséo ajustada para Asao= 0,5.

As combinacgfes foram constituidas pela mistura de volumes iguais da

suspensao de cada um dos isolados preparadas separadamente.

Sementes foram imersas em suspensédo de bactérias e agitadas durante
30 minutos sob temperatura de 10°C. A testemunha foi composta de sementes

imersas apenas em solucéo salina.

2.2.4 Incidéncia de Bipolaris oryzae e outros fungos apos microbiolizagéo

com rizobactérias.

Sementes microbiolizadas conforme descrito no item 2.3.3 foram
plagueadas pelo método do papel filtro em caixas do tipo gerbox® (BRASIL,
2009) e levadas para sala de incubacdo com temperatura de 25 £ 2°C e

fotoperiodo de 12 horas.
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A parcela experimental foi constituida por 25 sementes. O ensaio teve
delineamento experimental em blocos ao acaso com quatro repeticoes.

Passados sete dias, foi feita a avaliacdo da incidéncia de B. oryzae e de
fungos manchadores e ndo manchadores, examinando-se as sementes
individualmente em microscopio estereoscopio. Calculou-se a porcentagem de
incidéncia em relagéo a testemunha, considerada como 100%.

Apoés verificagdo da presenca de B. oryzae, para confirmacdo da
identificacdo do patdgeno, foram observadas as caracteristicas em microscopio
Optico e comparado a literatura especializada na diferenciacdo de espécies de
Bipolaris (SIVANESAN, 1987).

2.2.5 Impacto da microbiolizagdo de sementes com rizobactérias sobre a

transmissao de Bipolaris oryzae de sementes para plantulas.

Sementes foram microbiolizadas conforme descrito no item 2.3.3 e
depositadas individualmente em copos plasticos com capacidade de 110 mL
contendo substrato esterilizado. Estes foram colocados em caixas plasticas
transparentes, mantendo-se camara Umida. Cada caixa recebeu 24 copos
sendo mantidas em sala de incubacdo com temperatura de 25 + 2 °C e
fotoperiodo de doze horas. Cada caixa constituiu uma parcela e o
delineamento experimental usado foi o de blocos casualizados, com trés
repeticbes de cada tratamento.

Passados 15 dias de incubacao foi realizada a avaliacdo individual de
cada plantula, onde, de acordo com o sintoma apresentado, foram dadas notas

conforme estabelecido por Cardoso (2011) (Fig 1).
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Figura 1- Desenho esquematico representando os danos ocasionados por

Bipolaris oryzae na transmissédo semente-plantula de arroz.
Os valores obtidos da escala de notas foram utilizados para o calculo do

indice de doenca (ID), de acordo com a férmula proposta por Mc Kinney (1923)
citado por Cardoso (2011).

ID (%) =5 valor da nota X N° de plantas com esta nota X 100

N° total de plantas X valor maximo da escala de notas
Posteriormente, foi feita a separacdo da parte aérea e sistema radicular
das plantulas para a mensuracdo do comprimento de ambas as partes. As
partes foram colocadas em sacos de papel em estufa (60° C) com circulacéo
de ar até atingir peso constante. Apos, avaliou-se a massa seca das partes.
As sementes ndo germinadas foram retiradas do substrato e lavadas
com agua corrente e posteriormente em agua esterilizada, e submetidas a

camara umida a fim de confirmar a presenca de B. oryzae na semente.

2.2.6 Procedimentos estatisticos

Os dados obtidos nos ensaios de transmissdo foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico Assistat Versdo 7.6 beta
(pt) (SILVA, 2006).
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3 .RESULTADOS E DISCUSSOES

Na avaliacdo da incidéncia de B. oryzae nas sementes da cultivar BRS
Pelota (Fig 1), foi possivel observar que, com excecédo do lote 2, todos os lotes
reduziram a sobrevivéncia do patégeno. No lote 1, DFs418 foi o tratamento
mais eficiente (50% sobrevivéncia), seguido de DFs185 (64%) e DFs306
(57%). Para o lote 2, a combinagdo DFsCO1 foi o melhor dentre os demais
tratamentos, com percentagem de sobrevivéncia de 77%. Destaque para
DFs306 no lote 3 (45% de sobrevivéncia), seguidos dos tratamentos DFs185e
DFs416 (ambos com 56%). Para o ultimo lote avaliado, lote 4, os tratamentos
mais eficientes foram DFs306 e DFs418 (44% e 62% respectivamente). Na
meédia geral dos lotes, novamente destacam-se DFs306 (58%), DFs418 (73%)

e DFs185 (75%) como os tratamentos mais eficientes na reducéo do patdégeno
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Para a cultivar BRS Queréncia, foi possivel observar que para todos os
lotes e tratamentos houve da sobrevivéncia do patdbgeno apdés a
microbiolizacdo das sementes (Fig 2). Observou-se que para o lote 1 e lote 2,
os tratamentos mais eficientes foram DFs185 e DFsC01. Para o lote 1,
DFsCO01 (45%) seguido de DFs185 (60% de sobrevivéncia) e no lote 2, DFs185
e DFs306, com 63% e 61%, respectivamente. Dentre os tratamentos avaliados
no lote 3, DFs306, seguido de DFs185 e DFs418 foram os mais eficientes
(50%, 56% e 59% de sobrevivéncia). Para o lote 4, observou-se percentagens
de sobrevivéncia iguais nos tratamentos DFs185 e DFs418 (52%) e também
nos tratamentos DFs306 e a combinacdo DFsC01(56%). Na média geral dos
lotes, os tratamentos que mais proporcionaram reducdes foram DFs185 (42%)
seguido por DFsCO01, DFs416 e DFs306 (38%, 33% e 31%, respectivamente).
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De modo geral, a incidéncia de B.oryzae foi maior na cultivar BRS Pelota
(8,69) do que na cultivar BRS Queréncia (7,19) e a reducéo da sobrevivéncia,

maior na cultivar BRS Queréncia (30,46% contra 21% na cultivar BRS Pelota).

Por outro lado, a reducdo média nos diferentes lotes, considerando
ambas cultivares n&do variou muito (33,29 a 30,71%) excetuando-se o lote 2
(11,19%), embora este lote tenha apresentado nas testemunhas valores

inferiores & média para cada cultivar.

Além da avaliacdo de B. oryzae, também foram levados em consideracéo
a sobrevivéncia de fungos manchadores como Alternaria Spp., Curvularia Spp.,
Gerlachia Spp., Phoma Spp. € Pirycularia Spp., segundo Soave et al., (1985) e
fungos ndo manchadores como Acremonela Spp., Aspergillus SPp., Cladosporium
SPpP., Epicocum SppP., Fusarium SPpP., Nigrospora SPpP., Penicillium SPP., Rhizopus Spp., €

Trichoderma Spp.

Observou-se gue para a cultivar BRS Pelota, para fungos manchadores,
no lote 1, os tratamentos mais eficientes foram DFs185, DFs418 e DFs306 com
percentagens de 63%, 65% e 66% de sobrevivéncia, respectivamente. Para o
lote 2, destaque para os tratamentos DFsC02 (52%) e DFs185 (78% de
sobrevivéncia). No lote 3, a combinacdo DFsCO02 foi o tratamento mais eficiente
com percentagem de sobrevivéncia de 51%, seguido dos tratamentos DFs223
e DFs416 (77% e 79%). Por ultimo, observando-se o lote 4, destaque para
DFsCO02, com 54% de sobrevivéncia, seguido do tratamento individual DFs185,
com 85% de controle. Na média geral dos lotes, DFsC02 e DFs418, foram os
tratamentos mais eficientes com percentagens de sobrevivéncia de 62% e

81%, respectivamente (Fig 3).
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Avaliando-se a presenca de fungos ndo manchadores (Fig 3), foi
possivel observar percentagens de reducdes em todos os lotes. Para o lote 1
DFs185 (70%), para o lote 2, DFs416 e DFs223, com 71% e 75% de
sobrevivéncia, respectivamente e para o lote 3, apenas a combinacdo DFsC01
apresentou reducdo de fungos manchadores (7,5%). Observou-se que o lote 4,
com excecao do tratamento DFs306, todos os demais tratamentos utilizados
proporcionaram redugcdo de fungos n&o manchadores entre eles, destaque
para os tratamentos DFs185, com 56% de sobrevivéncia, DFs223 (72%) e
DFsC02 (75%). Na média geral dos lotes, DFs416 e DFs185, mostraram-se

mais eficientes, com 84% e 75% de sobrevivéncia.
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Figura 4. Incidéncia de fungos manchadores e ndo manchadores em sementes
da cultivar BRS Pelota microbiolizadas com os tratamentos DFs185,
DFs223, DFs306, DFs416, DFs418 e as combinagfes DFsCO1 e
DFsC02 avaliados pelo método do papel filtro. Testemunha
considerada 100
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Como demonstra a figura 4, para o lote 1, o tratamento mais eficiente foi a
combinagao DFsC02, com 58% de sobrevivéncia, seguidos de DFs185 (60%) e
DFs306 (73%). No lote 2, foi possivel observar que todos os tratamentos
reduziram fungos manchadores, sendo as combinacfes DFsC02 e DFsCO1 as
mais eficientes, com percentagens de 67% e 73% de sobrevivéncia,

respectivamente.

Avaliando-se o lote 3, as combina¢cées DFsC02, DFsCO1 e o tratamento
DFs306 foram os mais eficientes reduzindo fungos manchadores em 57%, 42%
e 34%, respectivamente. Observou-se que para o lote 4, todos os tratamentos
foram eficientes na reducao de fungos manchadores, onde DFsCO1 e DFsC02,
apresentaram 51% e o tratamento DFs416 61% de sobrevivéncia. Na média
geral, novamente as combina¢cdes DFsC02 e DFsCO01, foram os melhores

tratamentos com 46% e 37% de percentagem de reducao.

Em relacédo ao grupo de fungos ndo manchadores (Fig 4), destacam-se
DFsC02 e DFs416, com 74% e 76% de sobrevivéncia no lote 1 e para o lote 2,
DFs185 e DFs416 com 63% e 70% , respectivamente. Para o lote 3, 0s
tratamentos DFs185 e a combinagdo DFsCO02 (44% e 60% de sobrevivéncia) e
para o lote 4, a combinacdo DFsCO01, com 66% e o tratamento DFs416 com
68% de sobrevivéncia foram os destaques. Na média geral dos lotes, DFs185,
DFsCO02 e DFs416, foram os melhores tratamentos com 33%, 26% e 25% de

reducdo da sobrevivéncia de fungos ndo manchadores.
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Figura 5. Incidéncia de fungos manchadores e ndo manchadores em sementes
da cultivar BRS Queréncia microbiolizadas com os tratamentos
DFs185, DFs223, DFs306, DFs416, DFs418 e combinacdes DFsCO01
e DFsC02 pelo método do papel filtro. Testemunha considerada
100%.
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Observou-se que de um modo geral, houve reducdo de fungos
manchadores e ndo manchadores nas duas cultivares avaliadas quando se
utilizou a microbiolizacdo de sementes. Porém, quando comparada a cultivar
BRS Pelota , a cultivar BRS Queréncia foi a mais eficiente nas reducfes tanto
de fungos manchadores (média de 75% contra 84,7% de BRS Pelota) quanto
de ndo manchadores (81,7% contra 92,9 de BRS Pelota). Quanto aos
tratamentos utilizados, observa-se que na média geral, das duas cultivares, a
combinacdo DFsCO02 e o isolados DFs185 foram os mais eficientes na reducéo

de fungos manchadores (56,8% e 78,4%, respectivamente).

Pode-se observar que tanto nos ensaios de incidéncia de sobrevivéncia
tanto de B. oryzae quanto de fungos manchadores e ndo manchadores, as
maiores redugdes ocorreram na cultivar BRS Queréncia, no entanto, valores
apresentados pela testemunha para fungos manchadores foram similares para
ambas cultivares (60% de incidéncia), e menores para a cultivar BRS
Queréncia para fungos ndo manchadores (58% contra 76% em BRS Pelota) e
para B. oryzae (29% contra 35% em BRS Pelota).

No ensaio de transmissdo ndo houve interacdo entre os trés fatores
(tratamento bacteriano x cultivar x lote) e, portanto, os dados foram
apresentados em conjunto. A maioria dos tratamentos reduziu a transmissao
do patégeno das sementes para as plantulas (Fig. 5). O isolado DFs306 foi o
tratamento mais eficiente, com 29% de reducdo, seguido pelos isolados
DFs185 (25%), DFs223 e a combinacdo DFsC02 (DFs306/416/418), ambos

com 21%.
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Figura 6. indice de Mancha parda em plantulas de arroz das cultivares BRS
Pelota e BRS Queréncia oriundas de sementes infestadas
naturalmente com Bipolaris oryzae € microbiolizadas com o0s
tratamentos: DFs185, DFs223, DFs306, DFs416, DFs418 e as
combinagcbes DFsCO0l1 e DFsC02. Letras iguais ndo diferem
estatisticamente segundo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A reducao da transmissao propiciada pelas bactérias DFs185 e DFs306
guando usadas individualmente, resultou em aumento dos comprimentos de
plantulas, tanto na parte aérea quanto no sistema radicular, 22,74% e 28,64%
para o tratamento DFs306 e 20,58% e 22,02% para DFs185. Para massa seca,

os resultados nao foram significativos (Tab. 1).
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Tabela 1. Comprimento e massa seca da parte aérea de plantulas de arroz
oriundas de sementes microbiolizadas com os tratamentos DFs185,
DFs223, DFs306, DFs416, DFs418 e as combinacfes DFsCO1

DFsCO02
Comprimentos de plantula

Tratamentos Parte aérea Raiz Total
DFs185 12,17a 7,19ab 19,36a
DFs223 11,56ab 6,89a 18,43ab
DFs306 12,39a 7,58a 19,97a
DFs416 11,12ab 6,38ab 17,50ab
DFs418 11,21ab 6,88ab 18,07ab
DFsC1 11,58ab 6,29b 17,85ab
DFsC2 11,53ab 6,67ab 18,19ab

Testemunha 10,10b 589 15,99b

Massas secas de plantulas

Tratamentos Parte aéreaNs RaizNs  TotalNs

DFs185 0,215 0,027 0,243
DFs223 0,233 0,028 0,261
DFs306 0,222 0,030 0,252
DFs416 0,200 0,027 0,227
DFs418 0,205 0,028 0,233
DFsC1 0,205 0,030 0,235
DFsC2 0,211 0,028 0,240
Testemunha 0,242 0,030 0,277

NS- ndo significativo a 5%. Letras iguais ndo diferem estatisticamente segundo teste
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

De modo geral, todos os tratamentos apresentam potencial de controle
de B. oryzae e de fungos manchadores destacando-se os isolados DFs185 e
DFs306 como os tratamentos mais eficientes (apenas o isolado DFs185

proporcionou reduc¢des para fungos ndo manchadores).
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Este trabalho demonstra os beneficios do uso de agentes de biocontrole
de B. oryzae e de outros fungos presentes na semente pela microbiolizacdo com
rizobactérias, podendo ser este um método possivel de uso, inclusive em
conjunto com outras técnicas de manejo, por ser tratar de um método de facil
aplicacao, baixo custo e que nédo deixa residuos no ambiente. Sabe-se que a
introducéo de rizobactérias nas sementes visando a reducao da transmissao de
patdgenos, é uma alternativa de viavel sucesso (LUZ, 1991).

Este fato ja foi comprovado por Ludwig e colaboradores (2006) em
sementes de arroz microbiolizadas com rizobactérias com 0s mesmos
tratamentos individuais utilizados no presente trabalho onde foi observada a
reducdo da transmissdo de B. oryzae € G. oryzae de sementes
infestadas/infectadas naturalmente para plantulas de arroz em ensaios em
casa de vegetacao.

Da mesma forma, estudos conduzidos por Fessehaie e Walcott (2005)
mostraram que ao microbiolizar sementes de melancia com um isolado de
Acidovorax avenae SUbsp. avenae ou de Pseudomonas fluorescens, houve reducdo da
transmissdo para plantulas da bactéria patogénica Acidovorax avenae Subsp citruli
previamente inoculadas nas sementes. Utilizando isolados de Bacillus subtilis €
Trichoderma harzianum individualmente ou em combina¢édo para microbiolizacéo
de sementes, Hervaz et al. (1998) observou a reducdo da transmissao de
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris. Em sementes de feijdo microbiolizadas com
bactérias biocontroladoras de Xanthomonas axonopodis pV. phaseoli Corréa e
colaboradores (2008) verificaram a reducdo da transmissdo de Colletotrichum

lindemuthianum de sementes naturalmente infestadas/infectadas para plantulas.

A reducdo propiciada pelo uso de rizobactérias mirobiolizadas as
sementes, como observado nos tratamentos DFs185 e DFs306, pode estar
relacionado ao fato desses organismos produzirem substancias que de alguma
forma inibem o crescimento de patogenos fazendo com que atuem
beneficamente sobre o desenvolvimento das plantulas. Ja para os tratamentos
que ndo demonstraram ser eficientes na reducdo, uma possivel explicacdo
seria que a microflora presente na semente poderia estar em maior quantidade,
fazendo com que a microbiolizagdo ndo fosse eficiente no controle dos

patdogenos. Segundo Lazaretti e Bettiol (1997) para que haja controle de
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patbgenos presentes nas sementes € preciso uma grande quantidade de
indculo para que os resultados sejam significativos

Rizobactérias sdo organismos capazes de colonizar o sistema radicular
e atuam tanto por mecanismos diretos, como por exemplo, fixa¢éo bioldgica do
nitrogénio, sintese de sideroforos, producdo de fitorménios, solubilizacdo de
fésforo e aceleracdo dos processos de mineralizacdo, quanto mecanismos
indiretos como inducdo de resisténcia sistémica nos vegetais, producdo de
sideroforos, producdo de antibidticos e antagonismo a fitopatdgenos, entre
outros fatores (OLIVEIRA et al., 2003).

Além disso, apresentam como caracteristica serem promotoras de
crescimento de plantas. Como observado neste trabalho, as rizobactérias
DFs185 e DFs306 proporcionaram valores superiores aos outros tratamentos
com relacdo ao estimulo do crescimento das plantulas de arroz. Para os
demais tratamentos, que apesar de terem proporcionado controle de patégenos
nao apresentaram nenhum aumento significativo no crescimento das plantulas,
€ possivel que a plantula tenha tido um gasto energético maior para se
defender do patdgeno ou ainda pode ter havido competicdo por espaco,
nutrientes e sitios de colonizacdo (PAULITZ et al., 1990).

. Outro fato interessante esta relacionado com o género de bactérias
utilizados no presente trabalho, as rizobactérias Pseudomonas € Bacillus, que
consituem segundo Santos et al., (2006) as espécies mais abundantes no solo.
LAZZARETTI e BETTIOL, (1997) observaram que ao utilizar um produto a base
de Bacillus, para microbiolizacdo de sementes de arroz, todos os tratamentos
reduziram significamente as populagdes de Dreschlera oryzae, Pirycularia oryzae €
Rhincosporium sativum, quando comparado a testemunha, além de apresentar
comportamento semelhante ao fungicida quitozene em relacéo a incidéncia de
P. oryzae € R. sativum.

Embora estudos mais aprofundados sejam necessarios, os dados
apresentados neste trabalho, demonstram resultados satisfatorios quanto ao
uso da microbiolizacdo de sementes na reducdo da incidéncia de B. oryzae,
fungos manchadores e ndo manchadores, na reducdo da transmissao deste

patdogeno da semente para plantula e promocao do crescimento vegetal.
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4. CONCLUSAO

Os isolados DFs185 (Pseudomonas synxantha) € DFs306 (ndo identificado)
foram os tratamentos mais eficientes na reducdo de B. oryzae.

Os mesmos tratamentos reduziram a incidéncia de fungos manchadores
e ndo manchadores, além de proporcionarem reducdo da mancha parda em

plantulas de arroz (indice de doenca).
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