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Resumo

MOCCELLIN, Renata.Bactérias biocontroladoras de manchas foliares e
promotoras de crescimento de arroz: interacdes com cultivares, agrotéxicos e
microbiota do so0lo0.2015. 90f. Tese (Doutorado) — Programa de Pds-Graduagdo em
Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Brasil.

Algumas espécies bacterianas podem ser utilizadas como biocontroladoras de
doencas e promotoras de crescimento de plantas. Contudo, pouco se conhece sobre
sua interacdo com diferentes cultivares de arroz, agrotoxicos e com a microbiota
nativa do solo. Mediante ao exposto os objetivos desta pesquisa foram: i) avaliar os
efeitos da interacdo dos isolados bacterianos com diferentes cultivares de arroz no
controle da mancha-parda, bem como na promocédo de crescimento vegetal na
auséncia do patogeno; ii) identificar os mecanismos de acdo envolvidos no biocontrole
e na promogao de crescimento; iii) avaliar o comportamento dos isolados bacterianos
na presenca de agrotoxicos utilizados na cultura do arroz irrigado; e iv) avaliar o
impacto da presenca dos isolados bacterianos no solo sobre a microbiota nativa. Os
experimentos foram conduzidos em laboratério, casa de vegetacdo e no campo.
Utilizaram-se quatro isolados bacterianos: DFs185, DFs223, DFs306 e DFs416,
individualmente ou em combinacéo, e 11 cultivares de arroz. Os isolados bacterianos
comportaram-se de maneira distinta, variando a resposta do controle de mancha
parda de acordo com a cultivar, bem como a promocao de crescimento das plantas de
arroz. A cultivar BRS Queréncia foi a que apresentou melhor interacdo com o0s
tratamentos bacterianos, tanto para o controle da doenca, como para a promocéao de
crescimento. Os tratamentos que se destacaram para as duas finalidades foram
DFs185 e DFs223, embora todos os isolados tenham apresentado pelo menos um
mecanismo de acdo para o biocontrole e também para promocdo de crescimento.
Todos os isolados mostraram tolerancia e/ou resisténcia a diferentes ingredientes
ativos utilizados no cultivo do arroz, bem como alteraram de maneira positiva a
qualidade do solo. Dessa forma, os isolados mostraram potencial para serem
inseridos no manejo integrado de arroz, desempenhando as fung¢des de controle de
doencas e fertilizacédo do solo.

Palavras-chaves: rizobactérias, mancha parda, controle bioldgico, antibiose.



Abstract

MOCCELLIN, Renata. Biocontroller bacteria of leaf spots and promoting growing
rice: interactions with crops, pesticides and soil microbes 2015. 90f. Tese
(Doutorado) —Programa de Po6s-Graduacdo em Fitossanidade. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, Brasil.

Some bacterial species may be used as biocontrol diseases and promoting plant
growth. However, is known about their interaction with different rice cultivars, with
pesticides and with the native soil microbial. Through the above objectives of this
research were: i) to evaluate the effects of the interaction of bacterial isolates with
different rice cultivars in controlling brown spot, and promoting plant growth in the
absence of the pathogen; ii) identify the mechanisms involved in biocontrol and
promoting growth; iii) evaluate the behavior of bacterial isolates in the presence of
pesticides used in irrigated rice; and iv) assess the impact of bacterial strains in soil on
the native flora. The experiments were conducted in laboratory, greenhouse and field.
We used bacterial strains: DFs185, DFs223, and DFs306 DFs416 individually or in
combination, and 11 rice cultivars. The bacterial isolates behaved differently, varying
the response of brown spot control according to cultivate and promote growth of rice
plants. The BRS Querencia presented the best interaction with bacterial treatments,
both for disease control and for promoting growth. Treatments that stood out for two
purposes were DFs185 and DFs223, although all isolates have submitted at least one
mechanism of action for the biocontrol and for growth promotion. All strains showed
tolerance and / or resistance to different active ingredients used in rice cultivation, and
positively changed soil quality. Thus, the isolates showed potential to be inserted in
the integrated management of rice, performing the control functions of diseases and
soil fertilization.

Keys-words: rhizobacteria, brown spot, biological control, antibiosis.
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1. INTRODUCAO GERAL

A cultura do arroz (Oryza sativa L.) é considerada uma das mais importantes,
pois é responsavel por alimentar milhdes de pessoas em todo o mundo. E um cereal
rico em carboidratos, proteinas e principal refeicdo dos brasileiros, sendo considerado
pelo governo um produto de seguranca alimentar (SOSBAI, 2014).

O Brasil € um dos principais produtores de arroz do mundo, ocupando o
décimo lugar no ranking. A producdo de arroz no Brasil para a safra 2013/2014 foi de
12.161,7 mil de toneladas, sendo o estado do Rio Grande do Sul (RS) responsavel
por 8.112,9 mil de toneladas de arroz, conferindo a ele o posto de maior produtor de
arroz do Brasil (CONAB, 2014).

A produtividade da cultura no RS poderia ser maior se nao fosse limitada por
diversos fatores, entre eles as condi¢des nutricionais do solo, que sao pobres em
nitrogénio e fésforo. Essa condicdo requer grande aporte de adubacao quimica, que
aumenta os custos de producdo, além de causar contaminacdo do ambiente. Outro
fator limitante, é que a cultura do arroz esta sujeita ao ataque de diversas doencas
cujos danos podem causar sérios prejuizos a cultura. Algumas doencas se destacam,
como: brusone, mancha-parda e escaldadura, e queima-das-bainhas.

A brusone destaca-se como a principal doenca do arroz, causada pelo fungo
Pyricularia grisea (Cooke) (telemorfo: magnaphorte grisea (T.T. Herbert) Yaegashi &
Udagawa), pertencente ao Filo Ascomycota, Classe Hemiascomycetes, Diaporthales
e Magnaporthaceae (LUZ, 2001). Seus conidios s&o periformes, hialinos e
apresentam trés septos (HOWARD; VALENT, 1996). Os danos causados a cultura
podem comprometer até 100% da producgéo da lavoura em anos em que as condi¢des
ambientais sdo favoraveis a doenca (FUNCK; KEMPF, 2010).
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O fungo Bipolaris oryzae (Breda de Hann) Shoemaker [telemorfo Cochliobolus
miyabeanus (Ito & Kuribayasi) Drechsler ex Dastur)], pertencente ao grupo dos
ascomicetos da ordem Sphaeriales, familia Sphaeriacea (GALI et al.,, 1980).
Apresenta massa micelial aveludada e escura (PADWICK, 1950), e conidios
levemente curvos, mais largos no centro afilando-se para o 4pice, e quando maduros
possuem coloracdo castanha (OU, 1985; MEW; GONZALES, 1982). Este fungo é
causador da doenca conhecida como mancha parda, na cultura do arroz, sendo uma
doenca que vem ganhando maior intensidade nos ultimos anos, principalmente nas
regides do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina, principalmente pelas cultivares
serem mais suscetiveis ao patdégeno (PRABHU; FILIPPI, 1997; MALAVOLTA et al.,
2002; SOSBAI, 2012).)

As principais medidas de controle, para ambas as doencas, sdo 0 uso de
cultivares resistentes e de fungicidas. Entretanto, as cultivares de arroz desenvolvidas
para o controle de mancha parda ndo tem apresentado niveis desejaveis de
resisténcia, ou ainda ndo estdo disponiveis para a comercializacdo (NUNES et al.,
2004), diferentemente do que ocorre para a brusone, no qual o uso de cultivares
resistentes € principal medida de controle utilizada (PRABHU et al., 2002). O uso de
fungicidas seria 0 mais indicado, mas essa pratica eleva os custos de producéo, pode
causar intoxicacdo do aplicador do produto, e provocar contaminagcdo ambiental,
aumentando a pressdo de selecdo e levando ao surgimento de populacdes do
patdgeno resistentes a estes compostos quimicos (CELMER et al., 2007). Juntamente
a isso tem crescido a exigéncia dos consumidores por alimentos livres de agrotoxicos.

Uma alternativa para solucionar os dois problemas destacados acima,
consiste no uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas, também
conhecidas como bactérias biocontroladoras. Essas possuem mecanismos que
afetam diretamente o crescimento de plantas, por meio da fixagdo do nitrogénio
atmosférico e solubilizacao do fésforo, permitindo maior disponibilidade para absorcao
destes pela planta; producdo de sideréforos, pois conseguem sequestrar Fe3*;
producdo de horménios, como acido indol-acético (IAA) que estimulam o crescimento
das raizes aumentando a absor¢cdo de nutrientes (SELOSSE et al. 2004; VEGA,
2007); producédo de enzimas, como l-aminociclopropano-1-carboxilato deaminase
(ACC) pois reduz a presenca de etileno, estimulando o crescimento da
planta(FORCHETTI et al. 2007). Os mecanismos de biocontrole de patégenos, que

também atuam indiretamente no crescimento sdo a competicdo por meio da producao
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de sideréforos; o parasitismo especialmente pela produgéo das enzimas liticas B-1,3-
glucanases e quitinases; a antibiose devido a produgédo de compostos antimicrobianos
(GLICK; PASTERNAK, 2003); e a inducdo de resisténcia sistémica (TUZUN;
KLOEPPER, 1994).

Nos ultimos anos vem se estudando esses mecanismos, e sabe-se que as
bactérias protegem as plantas e influenciam o crescimento de formas distintas
variando de espécie para espécie (GLICK et al., 1999). Entre essas podemos
destacar as pertencentes aos géneros: Azospirillum (AMBROSINI et al., 2012), Bacillus
(BENEDUZI et al., 2008), Burkholderia (AMBROSINI et al., 2012), Pseudomonas (AHMAD;
AHMAD; KHAN, 2006), entre outras.

Alguns trabalhos vém sendo desenvolvidos na cultura do arroz visando a
promocdo de crescimento como os realizados por Sousa et al. (2013) e Etesami,
Hosseini e Alikhani (2014), com resultados promissores. O nimero de trabalhos que
tém identificado o potencial biocontrolador de bactérias € bem maior, observando-se o
controle de brusone (VIDHYASEKARAN et al., 1997), escaldadura e mancha parda
(LUDWING et al.,, 2009), queima-das-bainhas (NANDAKUMAR et al., 2001,
COMMARE et al.,, 2002, WIWATTANAPATAPEE et al., 2004; LUDWING; MOURA,
2007), galhas causadas por Meloidogyne graminicola (PADGHAM; SIKORA, 2006) e
crestamento bacteriano causado por Xantomonas oryza € pVv. oryzae (VIDHYSEKARAN et
al., 2001). Por outro lado, poucos sdo os estudos que analisam o biocontrole a
promocao de crescimento simultaneamente (SOUZA-JUNIOR et al., 2010).

Por se tratarem de organismos vivos, 0 comportamento das bactérias varia de
acordo com as condicbes do ambiente, em que sdo inseridas, com as cultivares que
serdo cultivadas, com os compostos utilizados e também com o manejo da lavoura
durante seu desenvolvimento. Portanto, todos esses fatores podem influenciar na
eficiéncia dos tratamentos.

Assim, para reduzir as ocila¢gées que podem que dificultar a adoc&o do uso de
rizobactérias em ampla escala, tem-se adotado a estratégia de combinar isolados
bacterianos que possuam caracteristicas distintas, buscando maior estabilidade com
maior espectro de acao (DE BOER et al., 2003).

Outra possibilidade a ser explorada que pode afetar a eficiéncias das bactérias
€ a integracdo com outras praticas culturais, principalmente ao uso de agrotéxicos.

Por essa razao ha necessidade de conhecer alguns produtos quimicos que possam



18

ser utilizados juntamente com essas bactérias constituindo uma estratégia do controle
integrado de doencas (BUCHENAUER, 1998).

Por outro lado, a introducdo de microrganismos no solo, por meio da
microbiolizacdo das sementes, com bactérias biocontroladoras e/ou promotoras de
crescimento pode interferir na comunidade nativa do solo, pois pode resultar em uma
maior competicdo por espaco, nutrientes e dgua (PRASHAR; KAPOOR; SACHDEVA,
2014).

Mediante ao exposto, o presente trabalho teve como objetivo: i) avaliar os
efeitos da interacdo dos isolados bacterianos com diferentes cultivares de arroz no
controle da mancha-parda, bem como na promoc¢é&o de crescimento vegetal ii)
identificar os mecanismos de acdo envolvidos na promoc¢do de crescimento e no
biocontrole iii) avaliar o comportamento dos isolados bacterianos na presenca de
agrotoxicos utilizados na cultura do arroz irrigado; iv) avaliar o impacto da introducao

dos isolados bacterianos no solo, sobre a microbiota nativa.
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2. CAPITULO | — Bactérias biocontroladoras da mancha parda em diferentes

cultivares de arroz

2.1 Introducéao

O arroz (Oryza sativa L.) € uma das principais espécies cultivadas no mundo,
especialmente devido ao seu papel socioecondmico, como também atuando na parte
social, por ser consumido por mais da metade da populacdo mundial (YONG;
PELLET, 1997). O estado do Rio Grande do Sul produz 8.112,9 mil toneladas de
arroz, sendo considerado o maior produtor nacional, tendo em média uma
produtividade de 7.450 kg ha' (CONAB, 2014). Essa produtividade poderia ser mais
elevada, se ndo fosse, entre outros fatores, a ocorréncia de doencas fungicas que
podem causar perdas na produtividade da lavoura de 20 a 50% (BALARDIN; BORIN,
2001).

Dentre as doencas flngicas que causam grandes prejuizos na cultura do
arroz podemos destacar a brusone, mancha parda, queima-das-bainhas, e a
escaldadura. A principal doenca, brusone, é causada pelo fungo Pyricularia grisea, que
estd amplamente distribuido por todos os estados produtores de arroz. O fungo pode
infectar toda parte aérea da planta, produzindo manchas e/ou lesées sobre as folhas,
nés e diferentes partes das paniculas e grdos. Em cultivares suscetiveis, ao redor das
manchas podem aparecer halos amarelados, enquanto que em cultivares resistentes
aparecem apenas pequenas manchas. (GOMES et al., 2004; EPAGRI, 2005;
PRABHU; FILIPPI, 2006). A P. grisea caracteriza-se por ser um fungo de alta
variabilidade genética, sendo descritos cerca de 256 racas fisiolégicas do fungo o que
pode dificultar a obtencdo de cultivares resistentes. Na regido Sul do pais foram
identificadas 50 racas fisiologicas do fungo, sendo o uso de de cultivares resistentes o
método mais eficiente, simples e econdmico para o controle da brusone (EPAGRI,
2005)
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O fungo Bipolaris oryzae agente causal da mancha-parda, esté distribuido em
todas as regides produtoras de arroz, sendo que em algumas regides é considerada a
principal doenca da cultura (NUNES et al., 2004). No Estado do Rio Grande do Sul
essa doenca causa grandes danos nas lavouras de arroz irrigado, pois o fungo pode
ocorrer durante a fase de germinacdo das sementes, resultando na morte das
plantulas reduzindo o estande de plantas (BEDENDO;PRABHU, 2005). Nas folhas,
surgem manchas de forma ovalada, com coloracdo marrom avermelhada, geralmente
com o centro acinzentado, onde encontram-se as estruturas reprodutivas do patdégeno
(OU, 1985). Esta doenca pode resultar na producdo de grédos chochos e também
causar manchas nos graos, podendo levar a reducéo de até 30% no peso dos graos,
e de 22% no numero de grdos cheios por panicula. Finalmente leva a perda na
qualidade por causa da coloracéo escura dos graos e do gessamento destes, gerando
perdas durante o beneficiamento do produto (NUNES et al., 2004).

O controle das doenca € realizado pelo uso de cultivares resistentes e/ou uso
de fungicidas (PRABHU; FILIPPI, 1997), mas esses métodos de controle apresentam
algumas limitacbes, como o0 uso excessivo de fungicidas que possibilita o
aparecimento de populagBes resistentes do patdgeno, acarretando na menor
eficiéncia do produto (CELMER et al., 2007).

Diante do exposto, o controle biolégico surge como uma boa opcao para o
controle do patégeno. Estudos mostram que algumas bactérias benéficas possuem a
habilidade de controlar os microrganismos patogénicos como demonstraram
Wiwattanapatapee et al. (2007) e Yang et al. (2008) que afirmam que isolados de
Bacillus Sp. e Pseudomonas Sp. apresentam potencial de controle para brusone e
gueima-das-bainhas.

Resultados promissores também foram encontrados para o controle de
mancha parda fazendo o uso de isolados bacterianos individualmente (LUDWIG et al.,
2009) e combinados (SOUZA-JUNIOR, 2010), embora ndo se conhecam o0s
mecanismos envolvidos neste controle.

De modo geral, a atividade antagonista ocorre pela producéo de antibioticos,
pela competi¢cdo por sitios de colonizag&o, nutrientes, pelo parasitismo, envolvendo a
producao de enzimas degradantes como quitinases e -1,3-glucanase e pela inducéo
de resisténcia (WHIPPS, 2001). Portanto, faz-se necessario conhecer os modos de
acao dos isolados bacterianos, para que se possa trabalhar de maneira a maximizar

sua eficiéncia, tanto no sentido de favorecer os biocontroladores, quanto de combina-
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los de modo a diversificar e/ou intensificar estes mecanismos (YANG et al., 2008;
HERNADEZ-LEON et al., 2015).

Por outro lado, o comportamento de biocontroladores pode ser influenciado
gquando em associacdo com diferentes gendtipos de uma mesma espécie cultivada,
ou ainda diferentes populacdes de uma dada espécie de patégeno. Bactérias
biocontroladoras da mancha parda do arroz, quando usadas individualmente também
apresentaram interacdo com diferentes cultivares e isolados de B. oryzae (LUDWIG;
MOURA, 2009), embora ndo se conheca o comportamento destas quando
combinadas.

Desse modo, presente estudo teve como objetivo avaliar a interacdo entre
bactérias combinadas ou nédo e diferentes cultivares de arroz no controle da mancha
parda, bem como identificar quais os mecanismos de acdo podem estar associados

ao controle da doenca.

2.2 Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Bacteriologia Vegetal e
em casa de vegetacao climatizada, pertencentes a Universidade Federal de Pelotas.

2.2.1 Isolados e tratamentos utilizados

O fungo de B. oryzae utilizado no experimento faz parte da micoteca do
Laboratorio de Patologia de Sementes pertencente a Universidade Federal de
Pelotas, isolados de sementes de arroz.

Os isolados bacterianos utilizados sao pertencentes a colecédo do Laboratorio
de Bacteriologia Vegetal da Universidade Federal de Pelotas. Estes isolados foram
isolados por Moura e colaboradores em 1997 (MOURA et al., 1998) e selecionadas
por Ludwig et al., (2009) e suas combinac¢des por Souza-Junior (2010). Os isolados
bacterianos utilizados foram: DFs185 (Pseudomonas synxantha), DFs223 (Pseudomonas
fluorescens), DFs306 (n&o identificada) e DFs416 (Bacillus sp.), sendo estes utilizados
individualmente (DFs185, DFs223 e DFs306) ou em combinagdo: CO1 (DFs185 +
DFs306), C02 (DFs306 + DFs416) e C03 (DFs185 + DFs306+ DFs416), e como

controle utilizou-se solugéo salina (NaCl 0.85).
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2.2.2 Cultivares utilizadas

Para o desenvolvimento do trabalho foram utilizadas sete cultivares
desenvolvidas para o cultivo de arroz irrigado para o plantio no Rio Grande do Sul,

descritas na tab. 1.

Tabela 1 — Descricdo das cultivares utilizadas na conducao dos experimentos

_ Instituicao _ o Tipo de
Cultivar Ciclo* Resisténcia** .
detentora gréo

Mancha parda Brusone

BRS Atalanta Embrapa MP Sl MS LF
BRS Pelota Embrapa M MR MR LF
BRS Queréncia Embrapa P Sl MS LF
El Paso 144L - M S S LF
IRGA 420 IRGA M MR MR LF
IRGA 427 IRGA M S R LF
Qualimax 1 Aventis M MR MR LF

*MP: médio-precoce, 90-100 dias; P: precoce, 100-120 dias; M: médio, 120-130 dias. **Sl: sem
informacao; R: resistente; MR: médio-resistente; S: suscetivel. Fonte: SOSBAI (2010; 2012; 2014).

2.2.3 Preparo das suspensdes e microbiolizacdo das sementes

Os isolados bacterianos foram repicados para placas de Petri contendo meio
523 (KADO; HESKETT, 1970) e incubadas a 28°C por 48 horas. ApGs o crescimento
destas, foi adicionada solucdo salina (NaCl 0,85%) as coldnias formadas, para
obtencdo das suspensfes, ajustadas em espectrofotbmetro para As40=0,5,
correspondendo a 108 unidades formadoras de col6nias. As combinacdes foram
obtidas a partir de suspensdes dos isolados preparados individualmente e com as
concentracdes ajustadas, misturadas em volumes iguais.

As sementes de arroz foram imersas nas suspensdes bacterianas sob
agitacdo, durante 30 minutos, a 10°C,. As sementes testemunhas foram imersas

somente em solucéo salina.
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2.2.4 Plantio e conducédo dos experimentos em casa de vegetacao

Os experimentos foram realizados em dois anos, 2013 e 2014, sendo no
primeiro experimento utilizado cinco cultivares: BRS Atalanta, El Paso 144L, IRGA
427, Qualimax 1 e BRS Queréncia. No segundo ano as cultivares El Paso 144L e
Qualimax 1 foram substituidas, devido a dificuldade de encontra-las, por outras
cultivares, IRGA 420 e BRS Pelota, respectivamente.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado com seis repeti¢cdes, arranjadas em esquema fatorial 5x7, onde o fator A
foi composto pelas cultivares de arroz irrigado e o fator B constituido pelos
tratamentos bacterianos. As unidades experimentais (u.e.) foram constituidas por
copos plasticos com capacidade de 750 mL que foram cheios com solo de varzea,
ndo esterilizado, classificado como Planossolo Hidromofirco Eutrdfico solddico
(STRECK et al., 2002). Em cada u.e. foram depositadas cinco sementes. Para dos
dois experimentos quando as plantulas atingiram o estagio V3 (COUNCE et al., 2000),
realizou-se o desbaste, deixando-se apenas duas plantulas por u.e.

Os esporos de B. oryzae foram obtidos a partir de colénias puras com 15 dias
de crescimento em meio BDA (batata, dextrose, &gar), contendo pedacos de tifa
(Typha latifolia). A concentracdo de esporos utilizada foi de 10% conidios mL?t. As
plantulas de arroz foram pulverizadas quando atingiram o estadio V5 (COUNCE et al.,
2000). As plantulas foram mantidas em camara Umida 24 horas antes e 48 horas ap0s
a inoculacao.

As plantulas foram avaliadas aos 7, 14 e 21 dias apés a inoculacdo do
patdgeno, por meio de notas atribuidas de acordo com a severidade da doenca.
Utilizou-se a escala descrita no trabalho de Ludwig e Moura (2009) para avaliar
plantulas onde se atribuiu-se as seguintes notas: 0 = sem incidéncia, 1 = plantas com
até 1% da area foliar afetada; 3= 1 a 5% da area foliar afetada; 5 = 5 a 25% da area
foliar afetada; 7= 25 a 50% da éarea foliar afetada e 9 = plantas com mais de 50% da
area foliar afetada. Posteriormente, foi calculada a Area Abaixo a Curva de Progresso
da Doenca (AACPD) a partir dos valores de severidade anotados durante as trés

avaliacdes, de acordo com a seguinte equacao 1.
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hx +nx

¥ = ((”1:_”9) x n2de dias) + - ((T] x n? de dias)), [eq. 01], onde:

nl: nota do primeiro dia a ser avaliada a severidade;
n2: nota do segundo dia a ser avaliada a severidade;

n° de dias: dias transcorridos entre a primeira e a segunda avaliacao.

As variaveis respostas foram submetidas a analise da variancia pelo teste F
(p<0,05) e quando significativos, foi realizado a comparacdo de médias dos
tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05) pelo teste Scott-Knott,

utilizando o programa estatistico ASSISTAT 7.7
2.2.5 Plantio e conducgéo dos experimentos no campo

Os experimentos foram realizados na area experimental do Instituto Rio
Grandense de Arroz (IRGA), que € rotineiramente utilizada para avaliacdo de
resisténcia de genoétipos de arroz irrigado. Essa area estd localizada em Areia
Grande, no municipio de Torres-RS. Este local foi escolhido por ser uma area em que
sao realizadas praticas de manejo que favorecem a ocorréncia e a disseminacéo de
doencas.

Foram realizados dois experimentos, o primeiro na safra de 2012/2013, em
que foi semeado a cultivar EI Paso 144L, por ser uma cultivar altamente suscetivel a
diversas doencas. O segundo experimento foi semeado na safra 2013/2014, e a
cultivar EI Paso 144L foi substituida pela IRGA 420, que também apresenta
suscetibilidade a doencas, e esta sendo cultivada no estado com maior expressao,
uma vez que a El Paso 144L é semeada cada vez em menores extensdes, sendo
dificil a aquisicdo de sementes no mercado brasileiro.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental de blocos
ao acaso contendo trés repeticdes. Os tratamentos utilizados foram descritos na
tabela 01, mais o tratamento adicional BION® (10g de produto comercial por 100 kg
de sementes).

As unidades experimentais foram compostas por parcelas de 1,20 m de
comprimento por 0,60 m de largura, contendo quatro linhas espacadas por 0,15 m. A

densidade de semeadura utilizada para os dois experimentos foi de 110 kg ha.
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A &rea onde foram instalados os experimentos teve o solo corrigido de acordo
com o recomendado (SOSBAI, 2014). A bordadura foi semeada, 20 dias antes da
semeadura das parcelas com genoétipos a serem testados, com um mix das cultivares
suscetiveis aos patdgenos da cultura do arroz. Quando as plantas atingiram o V3
(COUNCE et al., 2000), foram pulverizadas com diversos patégenos da cultura, para
que a infec¢@o nos gendtipos a serem testados, ocorresse de forma natural.

As duas linhas centrais foram utilizadas para fazer as avaliacbes de
severidade. As avaliaces foram realizadas nas folhas aos 44 dias ap0s a semeadura,
e utilizou-se a escala de avaliacdo do IRRI (1996), onde: 0: sem sintomas (resistente -
R); 1: pequenas pontuacdes de cor marrom (R); 2: pontuacdes de cor marrom de 1 a
2 mm necroticas, sem centro esporulativo, nas folhas inferiores (R), 3: pontuacdes de
cor marrom de 1 a 2 mm necréticas, sem centro esporulativo, nas folhas superiores
(R); 4: lesdes tipicas da doenca, elipticas de 3 mm ou mais de comprimento
(medianamente resistente -MR); 5: lesdes tipicas da doenca apresentando de 4 a
10% da area foliar infectada (MR); 6: lesdes tipicas da doenca apresentando de 11 a
25% da area foliar infectada (medianamente suscetivel -MS); 7: lesdes tipicas da
doenca apresetando de 26 a 50% da &rea foliar infectada (MS); 8: lesdes tipicas da
doenca apresentando de 51 a 74% da area foliar infectada (suscetivel -S); 9: lesdes
tipicas da doenca apresentando mais de 75% da area foliar infectada (S).

A conducdo dos experimentos foi a mesma para os dois anos, sendo
avaliados a severidade para brusone e mancha parda utilizando-se a escala de IRRI
(1996).

As variaveis respostas foram submetidas a andlise da variancia pelo teste F
(p<0,05) e quando significativos, foi realizado a comparacdo de médias dos
tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05) pelo teste Scott-Knott,

utilizando o programa estatistico ASSISTAT 7.7.
2.2.6 Bioensaios
Esse bioensaio foi montado com o objetivo de observar, se os tratamentos

bacterianos poderiam influenciar no desenvolvimento do B. oryzae. Primeiramente foi

feito um teste utilizando folhas destacadas de arroz.
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O experimento foi conduzido em delineamento experimental de blocos
inteiramente casualizado contendo quatro repeticées. Os tratamentos utilizados foram
descritos no item 2.2.1.

As sementes da cultivar IRGA 420 foram microbiolizadas de acordo com o
item 2.2.3, e semeadas em copos de 300 mL de capacidade, que continham substrato
comercial ndo esterilizado. Foram depositadas 5 sementes em cada copo, e mantidas
em sala de crescimento 12 horas luz e 12 horas escuro.

Quando as plantulas atingiram estagio V3 (COUNCE et al., 2000),
selecionaram-se as folhas com melhor desenvolvimento, e estas foram cortadas, com
uma tesoura. Em seguida essas folhas, foram fixadas em papel germiteste, estéreis e
umedecidos com agua estéril, inseridas em caixas gerboxes desinfestadas.

As folhas foram borrifadas, até o escorrimento, com suspensdo de B. oryzae,
preparada de acordo com o item 2.2.4. Os gerboxes foram fechados e incubados em
sala de crescimento 12 horas luz e 12 horas escuro.

Outro teste foi realizado utilizando a planta viva, esse teste foi realizado duas
vezes, sendo a montagem igual ao descrito anteriormente, com a excec¢ao que estas
foram mantidas em casa de vegetacao até o momento da inoculagdo com o patégeno.

Quando as plantas atingiram o estagio V3, elas foram inoculadas com B.
oryzae, conforme descrito no item 2.2.4. Apds o periodo de camara umida elas foram
transferidas para sala de crescimento 12 horas luz e 12 horas escuro, para
monitoramento dos sintomas.

Para os dois testes foram avaliados os seguintes parametros em microscépio
estereoscopico e 6tico: periodo de incubacéo (dias) — onde foi considerado Pl os dias
transcorridos entre inoculacdo e o aparecimento dos primeiros sintomas; inicio da
esporulacdo dias apOs a inoculacdo (dias) — IE o tempo transcorrido entre o
aparecimento dos sintomas e a presenca dos sinais do patégeno (esporos) sobre os
sintomas.

Foi realizada também a contagem de lesdes e de esporos. As folhas que
continham lesdes foram cortadas e transferidas para um tubo de ensaio contendo 5
mL de agua destilada. Os tubos foram agitados para que houvesse o desprendimento
dos conidios. Apss, com o auxilio de uma pipeta de Pauster retirava-se uma aliquota
de 1 mL da amostra que era transferida para uma camara de Neubauer, para
contagem dos conidios de B. oryzae. Foram realizadas trés contagens de cada

tratamento.
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As varidveis analisadas foram submetidas a andlise da variancia pelo teste F
(p<0,05), e quando significativos, foi realizado a comparacdo de médias dos
tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05), pelo teste Scott-Knott,

utilizando o programa estatistico ASSISTAT 7.7.

2.2.7 Caracterizacdo bioquimica dos isolados bacterianos

A capacidade das bactérias biocontroladoras em produzir enzimas hidroliticas
e compostos antimicrobianos foi avaliada utilizando um ou mais meios especificos
para cada composto. Quando foram utilizados meios em placas, estas foram vertidas
18 horas antes do uso e incubadas a 28°C visando a reducdo da umidade superficial,
de modo a evitar o espalhamento excessivo dos isolados de Bacillus. Nessas foram
semeadas pequenos circulos (spots) das bactérias a serem avaliadas e uma bactéria
com atividade sabidamente positiva e outra negativa, usadas como controles da
avaliacao.

Para cada teste foram utilizadas seis repeticdes, distribuidas em delineamento
inteiramente casualizado. As avaliacdes foram realizadas ap06s diferentes tempos de
incubacéo, estabelecidos em funcdo do composto avaliado e metodologia usada.

Quando possivel, foram realizadas avaliagbes quantitativas medindo-se 0s
didmetros das colbnias (JC) e dos halos formados (@H) no meio de cultura em dois
sentidos diametralmente opostos, utilizando-se paquimetro digital. Nesse caso, 0s
resultados foram expressos como diametro relativo de halo (JRH) calculado pela

equacao 2.

@RH= (ZH - @C)/ BC. [eq.2]

As avaliacdes qualitativas foram registradas como ocorréncia ou ndo, e caso
positivo, também se determinou o numero de horas para a visualizagcdo do resultado

positivo.
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2.2.7.1 Avaliacdo da producgdo de enzimas hidroliticas

a) Hidrdlise de carboidratos

Para avaliar a capacidade dos isolados em hidrolisar carboidratos, foram
feitos testes para: carboidratos estruturais (celulose, glucana, quitina e pectina), ndo
estruturais (amido).

A producdo de enzimas celuloliticas foi avaliada, utilizando-se o meio de
cultura carboximetilcelulose (KASANA et al., 2008) incubando-se as placas semeadas
sob temperatura de 28°C por 2 dias. ApGs esse periodo, adicionaram 5 mL de solugéo
lugol, e avaliou-se a producdo de celulases, a partir da presenca de um halo
translicido ao redor das colonias. Posteriormente, os didmetros das colbnias e dos
halos presentes no meio foram mensurados.

Para observacao da producdo de enzimas glucanases, utilizou-se o meio de
cultura MLN, usando como Unica fonte de carbono a laminarina (B-1,3-glucano —
SIGMA® L9634) (CATELLAN, 1999). As placas foram semeadas e incubadas a 28°C,
por trés dias. Para avaliacdo foi adicionado vermelho Congo (5 mL), e deixado em
temperatura ambiente por 90 minutos. A presenca de halo amarelo-alaranjado ao
redor das colonias foi considerado positivo, havendo hidrdlise de B-1,3-glucano.

O potencial de producédo de quitinases dos isolados foi avaliado usando o
meio de quitina a 0,5 %, cuja Unica fonte de carbono foi a quitina (SIGMA® C9752), de
acordo com a metodologia descrita por Cattelan (1999). As placas foram semeadas e
incubadas a 28°C, por 21 dias.

A produgéo de pectinases, no qual foi utilizado meio M9 (MILLER, 1974) de
acordo com o descrito por Catellan (1999). Os isolados foram semeados nas placas e
incubadas a 28°C por 4 dias. A avaliacao foi feita por meio da observacdo de um halo
claro ao redor das colonias.

Por fim, para avaliar a producao de amilases, os isolados foram semeados em
placas de Petri contendo meio de cultura agar-amido e incubados sob temperatura de
28°C, no escuro, por quatro dias. Passado esse periodo adicionaram 5 mL de solucéo
lugol. A producdo de amilases foi verificada pela presenca de um halo de degradacédo
incolor ao redor das colonias (MARIANO; SILVEIRA, 2005).
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b) Hidrdlise de proteinas

A capacidade proteolitica foi testada utilizando trés substratos diferentes:
caseina, esculina e gelatina.

Para avaliacdo da capacidade de degradacdo de caseina pelos isolados
biocontroladores, testou-se o meio de cultura Leite-Agar (MARIANO; SILVEIRA,
2005). Os isolados biocontroladores foram semeados e incubados a 28°C, pelo
periodo de seis dias. A avaliacao, foi realizada pela observacéo de alteracdo do meio,
de leitoso para translucido, indicando o resultado positivo (SCHAAD et al., 2001).

Para verificacdo da hidrolise de esculina os isolados foram semeados em
placas de Petri em meio de esculina, e incubados sob temperatura de 28°C no escuro,
por quatro dias. A observacao dos resultados foi sob luz UV (254 nm), a mudanca de
coloracdo do meio, de fluorescente a escuro ao redor das coldnias, indicou a hidrélise
de esculina. Em razdo da formacdo difusa dos halos n&do foi possivel realizar
mensuracgao destes.

A protedlise de gelatina foi avaliada em tubos de ensaio contendo 4 mL de
meio de gelatina (MARIANO; SILVEIRA, 2005). Apos 72 e 96 horas de incubacéo sob
temperatura de 28°C no escuro, foram realizadas as avaliagbes colocando-se o0s
tubos em geladeira por 30 minutos. Consistiram-se em reagdes positivas aquelas que

mantiveram a forma liquida e, negativas, aguelas em que meio tornou-se sélido.

c) Hidrdlise de lipideos

A producdo de esterases foi determinada utilizando-se meio agar nutriente
com solucdo de gema de ovo a 4%, incubados sob temperatura de 28°C no escuro,
por seis dias (SCHAAD et al., 2001). A avaliacéo positiva foi baseada na presenca de
halo de degradacado presente no meio ao redor das colénias.

A capacidade lipolitica também foi avaliada utilizando-se o meio de cultura de
Tween 80 (FAHY; PERSLEY, 1983), apds incubagcdo sob temperatura de 28°C no
escuro, por seis dias. Como resultado positivo, observou-se o desenvolvimento de
um precipitado branco — leitoso ao redor das coldnias, o que indicou a capacidade do

biocontrolador de hidrolisar o lipidio Tween 80.
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2.2.7.2 Produgé&o de compostos antimicrobianos

Foi avaliada a producédo de alguns compostos antimicrobianos associados a
antibiose (compostos téxicos e ou com atividade inibitéria como amdnia, antibidticos e

compostos volateis) e a competicdo( producéo de sideréforos).

a) Producéo de sideroforos
Para avaliar a habilidade dos isolados biocontroladores em competir por Fe*3
utilizou-se o meio King B (KING, 1974) + azul de cromoazurol (SCHWYN; NEILANDS,
1987). Os isolados biocontroladores foram semeados nas placas, incubados sob
28°C no escuro, por sete dias. A presenca de um halo avermelhado ao redor das
colonias indicou que o biocontrolador foi capaz de quelar Fe*3. A avaliagdo desta
capacidade foi quantitativa.

b) Producdo de aménia

Para avaliagdo de producdo de amonia os isolados biocontroladores foram
repicados em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio liquido 523 (KADO; HESKETT,
1970) incubados em agitador orbital com agitacdo continua. As avaliacbes foram
efetuadas apos 24 e 48 horas, retirando-se aliquotas de 1000 uL dos cultivos aos
quais foram adicionados 100 pL de reagente de Nessler (MARIANO; SILVEIRA 2005).
As avaliacbes foram qualitativas, observando-se a ocorréncia (+) para aqueles
isolados que formaram o precipitado amarelo alaranjado, ou néo (-), para aqueles que

mantiveram a coloracdo do meio.

c) Producéo de compostos antibiéticos hidrossoluveis
Realizou-se o teste de antibiose para observar um possivel efeito antagonista
dos isolados bacterianos sobre o fungo patogénico, B. oryzae, baseado na metodologia
descrita por Romeiro (2007). Para tanto foi usado o meio BDA onde, foram semeados
os isolados bacterianos, em riscas dispostas equidistantes, formando um quadrilatero.
No centro das placas foi depositado um disco de 5 mm de diametro, de meio
contendo micélio de B. oryzae. O controle foi feito com uma placa contendo apenas o

meio BDA e o disco com micélio do patégeno. As placas foram incubadas em sala de
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incubacdo com fotoperiodo de 12h horas luz escuro a 24°C. Quando as testemunhas
atingiram os bordos das placas foi realizada a avaliagéo.

A avaliacdo constituiu na observacdo da formacdo ou ndo de um halo de
inibicdo entre o micélio do patégeno e as colbnias bacterianas, utilizando-se

paquimetro digital.

d) Producéo de compostos antibiéticos volateis

Para observar se os isolados produziam compostos antimicrobianos volatéis,
foram feitos testes utilizando placas de Petri descartaveis estéreis com diviséria. Em
uma das partes foi vertido meio 523 e na outra parte BDA.

No meio 523 foram semeados, os isolados bacterianos, e no lado que
continha BDA foi disposto junto a diviséria, um disco de 0,5 cm de diametro, contendo
micélio do patégeno. As placas foram fechadas com o fundo de placas de Petri
descartaveis estéreis normais e vedadas com fita adesiva. Foram feitas testemunhas
para cada isolado bacteriano, em que o lado com BDA. ndo recebeu o micélio; e
testemunhas para o fungo, no qual o lado em que havia meio 523 ndo recebeu o
isolado bacteriano. As placas foram incubadas em sala de incubagé&o com fotoperiodo
12 horas luz a28°C.

A avaliacao foi feita quando o crescimento fangico, das placas testemunhas,
atingiu o bordo da placa. Esta foi realizada mediante observac¢do da formacdo de um

halo de inibicdo formado entre o micélio do fungo e o bordo da placa.

2.2.8 Identificacdo dos antibidticos produzidos pelos isolados

2.2.8.1 Extracdo do DNA

As bactérias foram repicadas em placas de Petri contendo meio 523 e
incubadas durante 48h em BOD a 28°C. Essas foram suspendidas em agua mili-Q e
transferidas 2 mL para tubo de reacdo de 5 mL. Apos centrifugados a 1800g, para o
descarte do sobrenadante, o pellet formado foi ressuspendido com 480 pL de EDTA
500 mM e transferido para microtubos de 2 mL, onde foi novamente centrifugado
durante 5 minutos a 18009, e o sobrenadante foi removido. Posteriormente, extracao
foi realizada de acordo com o recomendado pelo fabricante do Kit Wizard® Genomic
DNA Purification (PROMEGA). As amostras de DNA foram quantificadas por
eletroforese em gel de agarose a 0,6%.
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2.2.8.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccao de antibiéticos

Para a deteccdo dos genes que codificam para a producdo de antibioticos
foram utilizados os seguintes primers: DAPG, PCA, PRN e PLT, que podem
identificar os seguintes compostos antibioticos: 2,4-diacetylphloroglucionol, fenazina-
1-carboxilico, pirrolnitrina e pioluteorin, respectivamente. O procedimento do PCR

para cada primer foi feito de acordo com a tab. 2.

Tabela 2 — Primers e as condi¢cdes de amplificacdo para a deteccdo, baseada em
PCR, de diferentes de genes que codificam para os antibiéticos (Adaptado
de Raaijmakers et al., 1997 e Naik et al., 2008)

Tamanho
Gene e ) )
] Sequéncia do primer fragmento Tm (°C)
Primer
(bp)

PCA

PCA2a 5'-TGCCAAGCCTCGCT CCAAC-3'
1150 50°C
PCA3b 5'-CGCGTTGTTCCTCGTTCAT-3'
30-84/1
30.84/2 5'-CAGTTCATCCGGCGGGCTGCAG-3' 1200 61°C
5-CCCGTTTCAGTAAGTCTTCCATG- ATGCG-3'

DAPG

Phi2a 5'-GAGGACGTCGAAGACCACCA-3' 245 E30C
Phi2b 5'-ACC GCAGCATCGTGTATGAG-3'

PLT

PltBf 5'-CGGAGCATGGACCCCCAGC-3' 900 EgoC

PItBr 5-GTGCCCGATATTGGTCTTGACCG- AG-3'

PRN

Prncf 5'-CCACAA GCCCGGCCAGGAGC-3' 790 EgoC

Prncr 5'-GAGAAGAGCGGGTCGATGAAGCC-3

A reacéo de PCR continha 13 pL total, onde 6,5 pL de GoTaq (Kit Promega®;
2 pL do primer R e F; 1 uL de DNA (100ng/uL) e 3,5 ul de agua miliQ. A amplificacéo
foi realizada em termociclador, utilizando temperatura de anelamento de acordo com
cada primer. O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%
em tampdo TBE 1X a 7 V cmt. Como marcador de massa molecular foi utilizado o
marcador 1KB Ludwig®. Para a visualizacdo do amplicon, utilizou-se o corante Blue

Green e a leitura feita em fotodocumentador.
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2.3 Resultados

O uso dos isolados bacterianos no controle de B. oryzae mostrou-se eficiente
apresentando variacdo entre as cultivares testadas. Por meio da andlise de variancia,
pode-se observar que para os dois experimentos em casa de vegetacao, realizados
no intuito de reduzir a severidade de mancha parda em plantulas de arroz, houve

interacao entre as cultivares e os tratamentos bacterianos utilizados (tab.3).

Tabela 3 — Andlise de variancia mostrando o efeito da cultivar, tratamento bacteriano
e suas interacdes sobre a area abaixo da curva do progresso da doenca
plantulas de arroz inoculadas em estagio V3 com Bipolaris oryzae, em dois
anos de experimentos em casa de vegetacao

. . Tratamento Coeficiente de
Experimento Cultivar ) Interacao o
Bacteriano Variacao (%)
01 482,1387** 40,1581 ** 15,6572** 17,03
02 124,1920** 88,6983** 19,0392** 21,43

**Significativo ao nivel 1% de probabilidade, valores obtidos pelo teste F.

Observa-se que os tratamentos, comportaram-se de maneiras diferenciadas
dependendo das cultivares utilizadas, sendo que no experimento de 2013 a cultivar
BRS Atalanta apresentou menor severidade da doenca em relacdo a testemunha,
destacando-se os isolados DFs185 e DFs306. Todos os tratamentos apresentaram

tendéncia a reducédo da severidade para a cultivar IRGA 427 (Quadro 01).

Quadro 1 — Area abaixo da curva do progresso da doenca plantulas de arroz
inoculadas em estagio V3 com Bipolaris oryzae, que tiveram suas
sementes microbiolizadas com isolados bacterianos, cultivadas no ano
de 2013 em casa de vegetacao, climatizada

Tratamentos bacterianos

Cultivares DFs185 | DFs223 | DFs306 | CO1 | CO2 | CO3 | Testemunha
BRS Atalanta 16,60

BRS Queréncia 24,42
El Paso 144L 26,82
IRGA 427 1,00
Qualimax 1 Bl o

Menor que a testemunha, mas sem diferenca significativa;
B Menor que a testemunha com diferenca significativa;
[_]valores maiores gue a testemunha.
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No experimento de 2014, a cultivar BRS Pelota apresentou reducao
significativa da severidade da doenca em todos os tratamentos bacterianos. Enquanto
que o isolado DFs223 mostrou-se eficiente para todas as cultivares
estudadas(Quadro 02).

Quadro 2 — Area abaixo da curva do progresso da doenca de plantulas de arroz
inoculadas em estagio V3 com Bipolaris oryzae, que tiveram suas
sementes microbiolizadas com isolados bacterianos, cultivadas no ano
de 2014 em casa de vegetacao, climatizada

Cultivares Tratamentos bacterianos
DFs185 | DFs223 | DFs306 | CO1 | C02 | C03 | Testemunha
BRS Atalanta 99,75
BRS Pelota 138,25
BRS Queréncia 118,42
IRGA 420 72,63
IRGA 427 89,83

Menor que a testemunha, mas sem diferenca significativa;
B Menor que a testemunha com diferenca significativa;
[ Ivalores maiores gue a testemunha.

No ano de 2013, néo foi possivel fazer avaliacdo das duas doencas, mediante
ao fato que ndo houve indicios do aparecimento de mancha parda na cultivar El Paso
144L, sendo avaliado apenas brusone. Nesse ano, a cultivar estudada apresentou
uma reducdo na severidade de brusone (P. grisea), sendo que as combinacdes

apresentaram os melhores resultados, em relacéo a testemunha (tab. 4).
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Tabela 4 — Severidade de brusone (Pyricularia grisea), em estagio V6, de acordo com
uma escala de notas, descrita por IRRI (1996), na cultivar El Paso 144L,
em que as sementes foram microbiolizadas com diferentes isolados
bacterianos e BION, cultivadas no ano de 2013, na area experimental do
IRGA em Torres, RS

Tratamentos Bacterianos Severidade (nota)
DFs185 9,00 a
DFs223 9,00 a
DFs306 9,00 a
DFs185/306 9,00 a
DFs306/416 6,00 b
DFs185/306/416 500b
BION 6,00 b
Testemunha 8,00 a

Médias seguidas de letras iguais de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) ns: ndo significativo
p=0,05. Valores obtidos pelo teste F.

Ja no experimento realizado em 2014, as condigbes ambientais permitiram o
aparecimento das duas doencas, embora a severidade da doenca tenha sido menor
do que no ano de 2013 para a brusone. Observa-se que nenhum dos tratamentos
bacterianos apresentou diferenca significativa em relacdo a testemunha, para ambas

as doencas avaliadas (tab. 5).

Tabela 5 — Severidade de brusone (Pyricularia grisea) € macha parda (Bipolaris oryzae), em
estagio V6, de acordo com uma escala de notas, descrita por IRRI (1996),
na cultivar El Paso 144L, em que as sementes foram microbiolizadas com
diferentes isolados bacterianos e BION, cultivadas no ano de 2013, na area
experimental do IRGA em Torres, RS

Doenca Severidade (nota)
Brusone 4,00
Mancha parda 5,00"s
Média 4,50

ns: ndo houve diferencga significativa entre os tratamentos.

Quando se utilizaram folhas destacadas para avaliar monociclo de B. oryzae
nao foi possivel avaliar os resultados pois as folhas de arroz ainda muito tenras

enrolaram ndo permitindo a visualizagéo dos sintomas e sinais.
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No entanto, quando se avaliou o0 monociclo em plantas, observou-se que 0s
tratamentos bacterianos interferiam no desenvolvimento do patégeno, observou-se
para o segundo ensaio que em todos os tratamentos o Pl foi de 18 horas e o periodo
de esporulacao foi de 21 dias. No entanto, os tratamentos bacterianos interferiram na
formacdo dos conidios de B. oryzae. Todos os tratamentos bacterianos reduziram a
producdo dos conidios. O tratamento com DFs306 se destacou reduzindo 43,75% e
42% na producao de esporos, no primeiro e segundo ensaio respectivamente (tab. 6).
N&o foi avaliado o nimero de lesdes no primeiro ensaio pois a doenca espalhou-se

rapidamente pela folha ndo sendo possivel realizar a contagem.

Tabela 6 — Contagem de conidios de Bipolaris oryzae em plantas de arroz,
desenvolvidas a partir de sementes de arroz (IRGA 420) que foram
microbiolizadas com isolados bacterianos

- Numero de lesbes/
Contagem de conidios

Tratamentos folha
Ensaio 01 Ensaio 02

DFs185 7.04b 6.20b 7.50M
DFs223 6.50 b 8.87b 8.00"s
DFs306 4.83b 6.12 b 4.25"
DFs185/DFs306 5.05b 7.50b 6.25"
DFs306/DFs416 741b 8.25b 8.25M
DFs185/306/416 7.75b 6.00 b 9.50M
Testemunha 11.04 a 14.37 a 10.50"
C.V. (%) 31.82 32.36 33.00

Médias obtidas por meio das trés contagens realizadas. As médias seguidas de letras iguais nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) ns: n&o significativo p=0,05. Valores obtidos pelo
teste F.

Todas as bactérias produziram mais de um composto associado ao
biocontrole. Por outro lado, néo foi possivel detectar producdo de amilases (exceto
DFs416), glucanases, pectinases e quitinases. O isolado DFs185 foi o que produziu
maior diversidade de compostos considerados importantes para o controle biologico,
apresentando atividade litica para todos os compostos avaliados, exceto para 0s
carboidratos, para os quais houve a hidrolise somente de celulose; seguido por

DFs223, que apresentou as mesmas habilidade (para menos substratos), porém nao
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degradou celulose. Em contraste, para o isolado DFs306 foi observado apenas
atividade proteolitica e producao de aménia (tab. 7)

Comportamento similar foi observado para a producdo de antibidticos onde
verificou-se que os isolados bacterianos produziram compostos hidrossolaveis e
volateis que inibiram o crescimento do patégeno (tab. 8), exceto, o isolado DFs306
(Fig. 01 A, B).

Tabela 7 — Producdo de compostos associados ao biocontrole por isolados
bacterianos

Compostos N )

_ DFs185 DFs223 DFs306  DFs416 Positivo  Negativo

produzidos

Amilases* - - - 1,28 1,97 -

Amonia + + + + + -
Caseinases* 2,02 - - 2,86 1,19 -
Celulases* 0,43 - - 2,11 1,60

Esculinases + + + + + -
Gelatinases + + + - + -
Glucanases - - - - n.a” n.a”
Lecitinases* 2,06 - - - 1,38 -

Lipases* 0,80 1,59 - - 0,48 -
Quitinases - - - - n.a” n.a”
Pectinases - - - - n.a” n.a”
Sideroforos* 0,59 1,14 - - 1,1 -

*Halo formado ao redor da coldnia, em centimetros. ** n.a: ndo avaliado. (+): presenc¢a de halo indicando producéo
do composto. (-): auséncia de halo indicando ndo produgdo do composto.

Em relacdo aos testes in vitro, observamos que os isolados bacterianos
produziram algum tipo de composto toxico inibindo o desenvolvimento do patégeno
(tab. 8), exceto, pelo isolado DFs306 que foi Unico que néo inibiu o desenvolvimento

do B. oryzae, como pode ser observado na Fig. 01 A, B.
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Tabela 8 — Producdo de compostos antibioticos hidrossolUveis e volateis, pelos
isolados bacterianos: DFs185 (Pseudomonas synxantha), DFS223 (Pseudomonas
fluorescens), DFs306 (ndo identificado) e DFs416 (Bacillus sp.) avaliados por
pareamento de culturas e placas sobrepostas, respectivamente

Isolados bacterianos Hidrossoluveis Volateis
DFs185 + +
DFs223 + +
DFs306 - -
DFs416 + +

(+): producéo de composto; (-): auséncia de produ¢cédo de compostos.

(C) PCA Phi2 PrnCf 30-84 PitBr

Mm4Y2 3 4 5'f1 2 3 4

51 4 4l mlh 23

Figura 1 — Teste de antibiose para observacéo da producédo de compostos antibiéticos
(A), e producdo de compostos volateis (B) produzidos pelos isolados
bacterianos testados DFs185 (Pseudomonas synxantha), DFs223(Pseudomonas
fluorescens), DFs306 (n&o identificado) e DFs416 (Bacillus sp.). Testes de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (C) para a deteccdo de genes
envolvidos na producdo de antibiotico (M) marcador 1 kb (Promega); (1)
Pseudomonas synxantha (DFs185); (2) Pseudomonas fluorescens (DFs223); (3)
bactéria ndo identificada (DFs306); (4) Bacillus sp. (DFs416); (5) branco.
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Por meio da reagdo em cadeia de polimerase, pode-se identificar quais 0s
antibiéticos os isolados bacterianos podem produzir. As espécies de Pseudomonas Sp.

(DFs185 e DFs223) amplificaram para a maioria dos primers (tab. 9).

Tabela 9 — Teste de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para a deteccdo de
genes envolvidos na producdo de antibiéticos por Pseudomonas synxantha
(DFs185), Pseudomonas fluorescens (DFs223), isolado nao identificado
(DFs306) e Bacillus sp. (DFs416)

Gene especifico Antibidtico DFs185 DFs223 DFs306 DFs416

PCA Acido carboxico-1- - - - -

30-84 fenazina - - - -
2.,4-diacetil-

Phi2 _ - + - -
floroglucinol

Plt Pioluteorina + + + +

Prn Pirrolnitrina + + - -

(+) presenca (-) auséncia do gene que amplifica para a produg&o do antibiético.

Apesar do DFs306 néo ter inibido o desenvolvimento do patdgeno nos testes
de antibiose (Fig. 01 AB), podemos (fig. 01 C) que este possui 0 gene para a
producédo do antibidtico pioluteorina (PIt).

A Fig. 01 C, mostra algumas bandas, no primer Phl2 para o isolado DFs185,
mas estas foram consideradas, uma vez que essa amplificacéo foi inespecifica.

Os isolados bacterianos n&o apresentam o0 gene que amplifica para a
fenazina, em nenhum dos dois primers (PCA e 30-84) utilizados. Por outro lado,
houve amplificacéo do gene plt para todas as bactérias.

2.4 Discussao

O uso de bactérias biocontroladoras para reducdo da severidade de mancha
parda em arroz irrigado mostrou-se eficiente como observado nos experimentos
realizados em casa de vegetacdo (Quadros 01 e 02). Em ambos os experimentos as
cultivares interagiram de maneira distinta em relagdo aos tratamentos bacterianos.
Trabalhos que utilizaram somente tratamentos com isolados individualmente,
enquanto o presente trabalho fez uso de combinagBes bacterianas, também

mostraram que o controle da doenca variou de acordo com a cultivar utilizada
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(LUDWIG; MOURA, 2009). Estes autores observaram que a cultivar que apresentou
maior controle da doenca foi a BRS Pelota, 0 mesmo observado no presente trabalho,
em que nesta cultivar se obteve reducdo em 37,03% a area abaixo da curva de
progresso da severidade de mancha parda.

A interag&o observada entre as cultivares de arroz e tratamentos bacterianos
€ conhecida para uma diversidade de patossistemas, como 0 controle de Verticillium
dahliae € Fusarium oxysporum, na cultura do algodao (LI et al., 2012), e de Xanthomonas.
axonopodis V. phaseoli € Colletotrichum lindemuthianum na cultura do feijio (CORREA,
2007).

Apesar dos tratamentos bacterianos, em casa de vegetacdo, terem se
comportado de maneira distinta, em ambos 0s ensaios, observou-se que as bactérias
quando utilizadas isoladamente resultaram em controle significativo para um maior
namero de cultivares, apresentando, portanto maior estabilidade de controle. Souza-
Junior (2010), trabalhando com as mesmas bactérias utilizadas no presente trabalho,
observou comportamento similar, ou seja, que combinando-se bactérias
individualmente eficientes ndo resultam em aumento da eficiéncia de controle, embora
o autor tenha verificado que o uso de combinacfes permitisse o controle de maior
namero de doencas, em outras palavras, houve aumento do espectro de acdo. O
aumento do percentual de controle devido ao uso de combina¢cbes também ja é
conhecido. Karthikeyan e Gnanamanickam (2008) observaram que isolados de P.
fluorescens quando utilizados individualmente apresentaram pouco controle de brusone
(Magnaporthe grisea) em Setaria italica, quando utilizados no campo. No entanto, quando
esse isolado foi misturado a Bacillus polymyxa a supressao da doenca aumentou para
88%. Comportamento similar foi apresentado no experimento de campo do presente
trabalho, onde foi observado que os tratamentos constituidos de combinacfes
(DFsDFs306/416; DFs185/306/416) apresentaram reducao significativa na severidade
de brusone.

Adicionalmente, o uso de combinacdes em campo resultou em controle
similar ao composto quimico avaliado no presente estudo (indutor de resisténcia
Bion®). Efeito similar foi obtido utilizando-se espécies de Bacillus para o controle de
ferrugem asiatica em soja em condicdes de campo, em que, quando utilizados
individualmente, ndo foram téo eficientes, porém, quando combinados, a eficiéncia no
controle da doenga assemelhou-se ao do controle quimico (DORIGHELLO et al.,
2015).
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Em outro sentido, menor percentual de controle ou mesmo sua né&o
ocorréncia em campo também pode ocorrer. Este aspecto foi observado neste
trabalho, quando as bactérias foram utilizadas isoladamente e apresentaram
limitacbes no controle das doencas, sendo mais efetivas quando utilizadas em
combinagao (primeiro ano); ou nao efetivas (segundo ano). Este fato pode ser
explicado pela necessidade que as bactérias tem em se adaptar a diferentes
ambiente em campo (microbiota nativa, pH do solo, etc), bem como as flutuacdes de
umidade e de temperatura. O uso de combina¢cées minimiza os problemas advindos
destas limitagBes, pois, quando se tem mais de uma espécie de bactéria a
probabilidade da sobrevivéncia de pelo menos uma delas no solo € aumentada. Além
de que, cada espécie pode possuir caracteristicas diferentes em relacdo aos
mecanismos de acdo, o que amplia as possibilidades de competicdo facilitando a
supressao dos fitopatogenos (RAUPACH; KLOEPPER, 1998; BOER et al.,, 1999;
AKHTAR; SIDDIQUI, 2009).

No entanto, no experimento de 2014, ndo se observou o controle das doencas
avaliadas. Isso pode estar relacionado ao fato que o comportamento dos
microrganismos é variavel em condi¢cdes de campo, pois estas estdo expostas as
diversidades do ambiente. Para se adaptar aos diferentes ambientes as bactérias
possuem um mecanismo conhecido como quorum sensing que tem como funcéo
captar as informacdes do meio em que estdo inseridas, comunicar-se com diferentes
espécies, controlar sua densidade populacional e principalmente regular a sua
expressao génica, controlando processos celulares como a esporulacao, formacgao de
biofilmes, expressao de fatores de viruléncia, producdo de bacteriocinas e antibiéticos
(VON BODMAN; BAUER; COPLIN, 2003; SALEH-LAKHA; GLICK, 2006). Mas para
gue isso aconteca € necessario que as bactérias atinjam alta concentracdo, sendo
talvez esse fator que tenha influenciado na adaptacdo dos isolados usados em
combinacgao nos experimentos de campo.

Os tratamentos bacterianos também agiram sobre o desenvolvimento de B.
oryzae, apesar nao ter atrasado o inicio da infeccdo (periodos de incubacéo e de
esporulacdo) diminuiram a producdo de esporos. Assim sendo, as bactérias
estudadas séo capazes de interferir em pelo menos um componente de resisténcia
horizontal. Este comportamento pode ser explicado pela inducdo de resisténcia
sistémica ja relatada para estas bactérias quando usadas individualmente (LUDWIG;
MOURA, 2009; SCHAFER, 2011) e em combinac¢des (DFs185/306/416) (SCHAFER,
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2011) devido ao aumento das atividades de catalases e/ou peroxidases para o
controle da mancha parda e escaldadura do arroz. As avaliacfes in vitro mostraram
gue todos os isolados produzem algum tipo de substancia com efeito supressor sobre
0 patégeno, podendo atuar por antibiose e parasitismo, e que o0s isolados de
Pseudomonas (DFs185 e DFs223) podem também competir por ferro. Os isolados
DFs185 e DFs223, se destacaram com producédo de maior diversidade de compostos.
Esses isolados séo espécies de Pseudomonas conhecidas na literatura pela sua alta
capacidade antimicrobiana e/ou supressdo de doencas, sendo consideradas
excelentes biocontroladoras (WELLER, 2007; DE LA FUENTE et al., 2006; LAGZIAN
et al.,, 2013; SINGH et al., 2013).Todas bactérias estudadas apresentaram pelo
menos um gene relacionado a producédo de algum tipo de antibiético. Por outro lado, o
isolado DFs306 ndo apresentou atividade inibitoria sobre o crescimento micelial de B.
oryzae, mas 0 gene plt que codifica para o antibidtico pioluteorina foi amplificado a
partir do DNA desta bactéria. Esta aparente discrepancia pode ser explicado pela
expressao génica, e portanto a producdo do composto, ser dependente das condicbes
do meio. Alguns antibiéticos somente sdo produzidos em condi¢cdes especificas e
pode ser isso 0 que acontece para o isolado DFs306.

Os isolados de Pseudomonas apresentaram maior diversidade de antibiéticos
produzidos. O isolado de P. fluorescens (DFs223) Unico que possui 0 gene phl2 para a
producao 2,4-diacetil-floroglucinol (DAPG) cuja producao ja foi associada ao controle
de varios patégenos (SHANAHAN et al. 1992; KUMMAR et al., 2004,

HAAS:DEFAGO, 2005; WELLER, 2007). No entanto, ndo houve amplificacdo para

nenhuma das bactérias quando se utilizou os primers especificos do gene pca que
codifica para acido carboxico-1-fenazina. Em compensacao ha varios relatos ligando
a producdo de fenazinas e DAPG a supressdo de doencas por Pseudomonas
(THOMASHOW; WELLER, 1988; De SOUZA et al, 2003; MAZURIER et al, 2009). A
nao amplificacdo dos primers usados para fenazinas nao implica necessariamente no
fato destas bactérias ndo produzirem estes compostos. Esta formacdo pode ser
explicada pela existéncia de diversidade deste grupo de antibioticos, ndo tendo os
primers usados tamanha amplitude de deteccéo.

Os isolados DFs185, DFs223 e DFs416 produziram ainda compostos volateis
toxicos ao patdégeno. Nesse estudo ndo se determinou quais os volateis poderiam ser

produzidos, mas Hernandez-Leodn et al. (2015) detectaram a producéo de volateis a
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base de aldeidos, cetonas, élcoois e derivados de enxofre como, metanotiol, sulfureto
de dimetilo e trissulfureto de dimetilo (DMDS). Este ultimo tem sido associado com
atividade antifungica e protecdo de plantas, agindo também como um fator que
desencadeia a resisténcia sistémica induzida em plantas (HUANG et al., 2012). No
entanto, a maioria dos estudos com voléateis sédo voltados ao biocontrole de doencas
de poés-colheita (FRANCESCO et al., 2015), ou mesmo o comportamento fungistético
como o DMDS que inibiu a germinacao de esporos de fungos biocontroladores como
Paecilomyces lilacinus, Pochania chlamydospora € Chlonostachys rosea (CHUANKUN et al.,
2004). Poucos trabalhos buscam efeitos sobre patégenos habitantes do solo, neste
sentido foi mostrado que DMDS pode reduzir o crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum causador do mofo branco em diversas espécies cultivadas (FERNANDO et
al., 2005). Nao ha conhecimento de trabalhos mostrando o efeito de volateis sobre B.
oryzae, embora seja sabido que compostos volateis podem inibir o crescimento micelial
de B. sorokiniana (MINOTTO, 2014).

Finalmente, este trabalho reafirma a importancia de se conhecer o
comportamento dos biocontroladores quando utilizados em diferentes genétipos de
uma dada planta hospedeira, bem como os mecanismos envolvidos no biocontrole.
Neste sentido foi mostrado que embora nem sempre as combinacfes sejam 0s
tratamentos mais eficientes, em condicdes de campo estas podem superar condi¢coes
variaveis e adversas do ambiente, resultando em um controle efetivo, principalmente
guando estas sdo compostas por bactérias que atuam por diferentes mecanismos de

acao, produzindo uma diversidade de compostos relacionados ao biocontrole.

2.5 Conclusoes

As bactérias biocontroladoras DFs185, DFs223 e DFs306 se destacaram no
controle da mancha parda em cultivares de arroz;

As cultivares BRS Atalanta e BRS Pelotas tiveram melhor estabilidade em
relacdo ao uso das bactérias biocontroladoras;

As bactérias biocontroladoras apresentam comportamento diverso em
condi¢des controladas e em campo;

Todas as bactérias biocontroladoras veiculadas pela microbiolizagdo das

sementes atuam sobre a producgao de esporos de Bipolaris oryzae nas folhas;
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Os isolados bacterianos DFs185, DFs223, DFs306 e DFs416 produzem uma
diversidade de compostos associados ao biocontrole.
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3. CAPITULO Il — Bactérias promotoras de crescimento em diferentes

cultivares de arroz

3.1 Introducéo

O arroz é um alimento base na nutricAo humana sendo consumido por mais
da metade da populacdo mundial (YOUNG; PELLET, 1997). O Brasil figura como um
dos principais produtores mundiais de arroz, produzindo 12.185,7 mil toneladas
(CONAB, 2014), apresentando consumo anual de 52,5 kg/hab (FAO, 2015).

O estado do Rio Grande do Sul destaca-se como maior produtor nacional de
arroz, produzindo 8.112,9 mil toneladas (CONAB, 2014). No entanto, a produtividade
média no estado (7.450 kg ha') ainda é considerada baixa, fato que pode estar
relacionado a baixa fertilidade dos solos, uma vez que a cultura do arroz necessita de
grandes quantidades de nutrientes para 0 seu crescimento, desenvolvimento e
producdo. Um exemplo disso, é que para a producdo de uma tonelada de gréos de
arroz sdo necessarios aproximadamente 32 a 47 kg de nitrogénio por hectare
(CHOUDHURY; KENNEDY, 2004). Sendo assim, este € 0 elemento quimico mais
consumido pela planta, podendo ser um fator limitante na produtividade, quando
areas de cultivos apresentam deficiéncia desse nutriente, como os solos brasileiros
(RAVEN; RAY; SUSAN, 1992).

Para superar essa deficiéncia sédo realizadas aplicacdes de fertilizantes a
base nitrogénio organico ou quimico (TURNER et al., 2013). Essas aplicagfes,
guando em excesso, podem prejudicar o desenvolvimento da planta (KENNEDY et
al., 2004), causando um maior crescimento da parte aerea, permitindo que os tecidos
figuem mais suculentos ou flacidos, favorecendo o ataque de fitopatégenos (SOUZA;
CARVALHO, 2000). A adubacgdo nitrogenada também pode provocar danos ao

ambiente, como: contaminacdo de lencois freaticos por NOs, acidificagdo do solo e
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aumento da taxa de desnitrificacdo, resultando no aumento da emissao de N20 para a
atmosfera (BISWAS et al., 2000; KENNEDY et al., 2004).

Com o intuito de reverter esse quadro, buscam-se outros processos que
sejam capazes de fornecer nitrogénio ao arroz, que ndo causem danos ao meio
ambiente e que tenham menores custos de producdo (GUIMARAES; BALDANI;
BALDANI, 2003).

Dentre essas alternativas esta o uso de rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas, conhecidas como PGPR (plant growth-promoting
rhizobacteria), que quando associadas com uma planta hospedeira estimulam o
crescimento destas (VESSEY, 2003; HAYAT et al.,, 2010). Estes micro-organismos
sdo associados com a rizosfera, que compreende a zona estreita do solo em torno da
raiz, estando sob influencia do sistema radicular (DOBBELAERE et al., 2003),
formando um nicho ecologico (HAYAT et al., 2010). Neste sistema, a rizosfera fornece
energia e nutrientes para as PGPR, enquanto estas excretam metabdlitos na rizosfera
gue sdao utilizados pelas plantas (VAN LOON, 2007).

A partir dessa interacdo as PGPR podem, além de aumentar o crescimento
das plantas, acelerar a germinacdo das sementes, melhorar a emergéncia, como
também proteger as plantas contra o ataque de fitopatdgenos (LUGTENBERG; CHIN-
A-WOENG; BLOEMBERG, 2002). Os mecanismos de agao envolvidos nesses
processos podem ser diretos como o0 aumento na disponibilidade de nutrientes para a
planta por meio da fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fésforo e producédo de
sideréforos (SELOSSE et al., 2004; VEGA et al., 2007). Outro mecanismo direto que
esta associado a promocao de crescimento é a capacidade das bactérias produzirem
enzimas como l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase (FORCHETTI et
al., 2007).

Dentre o0s mecanismos indiretos compreendem a protecdo contra
fitopatdgenos por meio da competicdo, producdo de sideroforos, antibiose (GLICK;
PASTERNAK, 2003) e inducéo de resisténcia sistémica (TUZUN; KLOPPER, 1994).

Géneros bacterianos que possuem a capacidade de produzir enzimas, como
ACC deaminase, agem positivamente na promoc¢ao do crescimento de plantas,
principalmente em ambientes que passam por algum tipo de stress (CHENG et al.,
2007). Alguns trabalhos mostram que as bactérias com capacidade de produzir ACC
deaminase e siderdforos, ajudam na germinacdo de arroz em solos salinos (BAL et
al., 2013).
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Varios géneros bacterianos vém sendo relatados como detentores de
propriedades que promovem o crescimento de plantas como as Pseudomonas (AHMAD;
AHMAD; KHAN, 2006; YAO et al., 2010), Azospirilum (MALIK et al. 1997; AMBROSINI
et al. 2012), Bacillus (CAKMAKGCI et al., 2007; BENEDUZI et al. 2008), Burkholderia
(AMBROSINI et al. 2012; FARINA et al. 2012), Enterobacter (AMBROSINI et al. 2012) e
Rhizobium (WANG; MARTINEZ-ROMERO, 2000). Espécies desses géneros
bacterianos estdo sendo utilizados como inoculantes ou biofertilizantes, com o intuito
de desenvolver um sistema sustentavel de producdo, sem causar danos ao meio
ambiente e mantendo a produtividade elevada (YANNI; DAZZO, 2010).

Trabalhos mostram que os isolados de Pseudomonas synxantha, P. fluorescens €
de Bacillus sp. Promovem o crescimento de plantas de arroz, além de controlar
doencas como queima das bainhas e reduzir a reproducdo de Meloidogyne graminicola
(SOUZA-JUNIOR et al., 2010). No entanto pouco se conhece a respeito desses
isolados agirem com dupla finalidade.

Mediante ao exposto, o objetivo deste trabalho foi observar o efeito de
diferentes tratamentos bacterianos, isolados ou em combinacédo, no desenvolvimento
de diferentes cultivares de arroz irrigado; e identificar os mecanismos de acédo que
podem estar envolvidos na promogéao de crescimento das plantas.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Promocao de crescimento em casa de vegetacao

3.2.1.1 Isolados bacterianos e tratamentos utilizados

Os isolados bacterianos utilizados sdo pertencentes a colecédo do Laboratorio
de Bacteriologia Vegetal da Universidade Federal de Pelotas. Estes isolados foram
isolados por Moura e colaboradores em 1997 (MOURA et al., 1998) e selecionadas
por Ludwig et al., (2009) e suas combinac¢des por Souza-Junior (2010). Os isolados
bacterianos utilizados foram: DFs185 (Pseudomonas synxantha), DFs223 (Pseudomonas
fluorescens), DFs306 (n&o identificada) e DFs416 (Bacillus sp.), sendo estes utilizados
individualmente (DFs185, DFs223 e DFs306) ou em combinagédo: CO1 (DFs185 +
DFs306), C02 (DFs306 + DFs416) e C03 (DFs185 + DFs306+ DFs416), e como

controle utilizou-se solugéo salina (NaCl 0.85).
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3.2.1.2 Cultivares de arroz utilizadas

Para a conducdo do experimento foram utilizadas 11 cultivares de arroz

recomendadas para o plantio no estado do Rio Grande do Sul, descritas na tab. 10.

Tabela 10 — Descricéo das cultivares utilizadas na conducao dos experimentos

Instituicéo Altura

Cultivar Ciclo* Tipo de grdo
detentora (cm)
BRS Atalanta Embrapa Médio-precoce 71 Longo Fino
BRS Pampa Embrapa Precoce 95,6 Longo Fino
BRS Queréncia Embrapa Precoce 87 Longo Fino
BRS Sinuelo Embrapa Médio 94,3 Longo Fino
El Paso 144L - Médio Longo Fino
Epagri 109 Epagri Tardio 90 Longo Fino
IRGA 420 IRGA Médio 80
IRGA 423 IRGA Precoce 84 Longo Fino
IRGA 424 IRGA Médio 80 Longo Fino
IRGA 426 IRGA Médio 90 Longo Fino
IRGA 427 IRGA Médio 90 Longo Fino
Qualimax 1 Aventis Médio Longo Fino

MP: médio-precoce, 90-100 dias; P: precoce, 100-120 dias; M: médio, 120-130 dias. Fonte: SOSBAI
(2010; 2012; 2014)

3.2.1.3 Preparo das suspensodes e microbiolizacado das sementes

Os isolados bacterianos foram repicados para placas de Petri contendo meio
523 (KADO; HESKETT, 1970) e incubados a 28°C por 48 horas. Ap0s o crescimento
destas, foi adicionada solucdo salina (NaCl 0,85%) as colbnias formadas, para
obtencdo das suspensdes as quais, posteriormente foram ajustadas em
espectrofotdbmetro para Asi0=0,5 (correspondendo a 108 unidades formadoras de
colbnias). As combinagbes foram obtidas a partir de suspensdes dos isolados
preparados individualmente e com as concentragcdes ajustadas, misturadas em

volumes iguais.
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As sementes de arroz foram imersas, nas suspensdes bacterianas, sob
agitacdo durante 30 minutos, a 10°C. As sementes que foram imersas somente em

solucéo salina, consistiram no tratamento testemunha.

3.2.1.4 Condugéao do experimento

O experimento para verificar a promocdo de crescimento das plantas foi
conduzido em casa de vegetacao climatizada. As unidades experimentais (u.e.) foram
constituidas por copos plasticos com capacidade de 750 mL, que foram cheios com
solo de varzea, classificado como Planossolo Hidromérfico Eutrofico solodico
(STRECK et al., 2002).

Todas as sementes, de todas as cultivares foram microbiolizadas, como
descritas no item 3.2.1.3. Imediatamente apés foram mantidas em gelo até o
momento de serem semeadas. Cada u.e. recebeu cinco sementes. Com 21 dias
(estagio V3 da escala de Counce et al., 2000) apos a semeadura foram realizadas as
avaliacbes. A altura das plantas foi medida utilizando-se régua milimetrada. Foi
contado o numero de folhas, As folhas foram entdo cortadas rente ao solo usando
uma tesoura. As folhas foram, colocadas em sacos de papel e levadas a estufa de ar
forcado para secagem a 70°C até peso constante. Para determinacdo da massa seca
parte aérea as folhas secas foram pesadas em uma balanca de precisao.

Os ensaios foram realizados em cinco épocas ao longo de dois anos. Nas trés
primeiras épocas foram semeadas 11 cultivares (exceto IRGA 420). Para as duas
Ultimas épocas semeadas as trés cultivares que obtiveram resultaram melhor
desempenho nos tratamentos bacterianos, bem como a cultivar IRGA 420 em
substituicdo a El Paso 144L como suscetivel a doencas do arroz (ambos realizados
em dezembro de 2013).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado contendo
quatro repeticdes, arranjados em esquema fatorial 11 x 7, e depois 4 x 7, onde o fator
A foi composto pelas cultivares de arroz irrigado (tab. 12) e o fator B constituido pelos
tratamentos bacterianos (tab. 11).

Os dados obtidos foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro
Wilk (p=0,05), e quando necessario, realizou-se a transformacdo dos dados. Apoés,

procedeu-se a analise de variancia pelo teste F (p<0,05), e quando significativos, foi
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realizada a comparacdo de meédias dos tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade
(p<0,05), pelo teste Scott-Knott, utilizando o programa estatistico ASSISTAT 7.7

3.2.2 Ensaios in vitro

3.2.2.1 — Solubilizacéo de fosfatos

Para avaliar a capacidade dos isolados de solubilizar fosfatos, foi utilizado o
meio de cultura 1/10 TSA acrescido de CaHPOu, preparado de acordo com Catellan
(1999).

O meio foi vertido nas placas 18 horas antes do uso e incubadas a 28°C
visando a reducao da umidade superficial, para evitar o espalhamento excessivo dos
isolados de Bacillus. Nessas, foram semeadas em pequenos circulos (spots) as
bactérias a serem avaliadas, sendo, entéo, incubadas em BOD a 28°C por 7 dias.

As avaliagdes consistiram na observagdo da presenca de um halo claro ao
redor das coldnias bacterinas. Esses halos foram medidos com um paquimetro digital,
em que os diametros das colbnias (JC) e dos halos formados (JH) no meio de
cultura em dois sentidos diametralmente opostos, utilizando-se paquimetro digital.
Nesse caso, os resultados foram expressos como diametro relativo de halo (JRH)

calculado pela equacéo 3.

@RH= (ZH - @C)/ BC. [eq.3]

Para a realizacdo desse teste foram utilizadas seis repeticdes, distribuidas em

delineamento inteiramente casualizado.
3.2.2.2— Producéo de 1-aminociclopropano-1-caboxilato (ACC) deaminase

Com o objetivo de avaliar se os isolados bacterianos possuem a capacidade
de produzir a enzima ACC deaminase, utilizou-se o teste descrito por Cattelan (1999).
Foram utilizados dois meios de MLN (meio semi-sélido livre de nitrogénio), sendo um
com a presenca de ACC e outro sem ACC. Foram vertidas duas placas de cada meio
18 horas antes do uso, conforme descrito anteriormente. Em cada placa foram

semeadas em spots, as bactérias a serem avaliadas. Estas foram incubadas em BOD
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a 28°C por 7 dias. Os isolados que cresceram no meio com ACC foram transferidos
para uma nova placa com meio ACC e incubados novamente. Foi feita uma placa
controle positivo, os isolados semeados individualmente em meio 523 foram utilizados
como controle positivo.

Os isolados que cresceram bem na segunda transferéncia no meio com ACC,
e que ndo apresentaram bom desenvolvimento no meio sem ACC, foram capazes de

utilizar ACC como unica fonte de N, e, portanto, sdo produtoras de ACC deaminase.

3.2.2.3 Producéo de sideréforos

Para avaliar a habilidade dos isolados biocontroladores em competir por Fe*3
utilizou-se o meio King B + azul de cromoazurol (SCHWYN; NEILANDS, 1987). Os
isolados bacterianos foram semeados nas placas, incubados a 28°C, por sete dias. A
presenca de um halo avermelhado ao redor das colbnias indicou que o isolado foi

capaz de quelar Fe*3. Esses halos foram medidos com um paguimetro digital.

3.2.2.4 Colonizacao de raizes

Para realizacdo do teste da colonizacdo de raizes sementes das cultivares
foram desinfestadas superficialmente, sequencialmente em uma solucdo de alcool
70% por cinco minutos, hipoclorito de sédio 2% por 10 minutos e entédo lavadas trés
vezes em agua destilada autoclavada. Posteriormente as sementes foram colocadas
em Erlenmeyers de 125 mL de capacidade, onde receberam as suspensdes
bacterianas, preparadas conforme descrito no item 2.2.3. As sementes foram
microbiolizadas sob agitacdo durante 30 minutos a 10°C.

Posteriormente, as sementes foram transferidas para tubos de ensaio
contendo meio phytagel, sendo estes devidamente identificados e distribuidos
casualmente em duas estantes, e incubados em sala de crescimento sob fotoperiodo
de 12h luz/ 12h escuro a 24+2°C, durante 14 dias.

A avaliacao foi realizada pela observacdo da presenca ou nao de turvacédo do

meio ao redor das raizes.
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3.3 Resultados

A microbiolizacdo das sementes com tratamentos bacterianos visando a
promocao de crescimento de cultivares de arroz irrigado mostrou-se efetiva variando
de acordo com a cultivar e a variavel resposta, apresentando interacdo significativa

entre os fatores analisados (tab. 11).

Tabela 11 — A de variancia mostrando o efeito da cultivar, tratamento bacteriano e
suas interacdes sobre o numero de folhas, altura e massa seca de parte
area de plantas de arroz

Coeficiente
Experimento Cultivar ggggg&tg Interacéo de variacao
(%)
Numero de folhas
01 31,3054** 0,6815"s 4,0610** 14,95
02 24,4122** 1,9761" 3,7837** 20,19
03 30,0782** 3,0877** 5,97** 6,54
04 1,3536"s 46,4289** 4,4980** 14,64
05 54,6969** 2,4777* 3,5791** 12,30
Altura (cm)
01 23,4107** 3,57* 5,6201** 7,65
02 36,2442** 3,5798** 4,6672** 10,02
03 40,1492** 9,9504** 8,6793** 7,97
04 9,7572** 16,5515** 2,0148* 5,47
05 67,2388** 0,9962"s 2,4275** 13,49
Massa Seca de Parte Aérea (Q)
01 8,7927** 0,9398"s 2,1969** 15,81
02 8,8232** 1,5709" 1,5850** 22,84
03 6,6160** 1,7171ns 3,3573** 18,52
04 7,1472** 24,3725** 2,7107** 19,23
05 77,3426** 1,5261"s 3,6469** 2,26

*Significativo ao nivel 5% de probabilidade; **Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; ns: néo significativo
p=0,05. Valores obtidos pelo teste F.

A cultivar BRS Queréncia apresentou melhor resposta ao uso dos tratamentos
bacterianos, tendo um comportamento estavel entre as variaveis respostas e
repetitividade dentre os cinco ensaios (Quadro 03, 04, 05). Apesar de apresentar o
mesmo comportamento, para todas as variaveis respostas, a cultivar Epagri 109 foi a
gue conseguiu manter uma estabilidade de efeitos benéficos, em relacdo as demais
cultivares avaliadas (Quadro 03, 04, 05), seguido pelas cultivares BRS Atalanta e
IRGA 424. A cultivar IRGA 427, apresentou comportamento estavel durante os cinco

experimentos, porém nao foram efeitos significativos.
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Os tratamentos bacterianos que se destacaram nas avaliacbes das trés
variaveis respostas e mantiveram estabilidade entre as diferentes cultivares de arroz
foram os tratamentos: DFs185, DFs223 e DFs306. Algumas combinacfes
apresentaram diferenca significativa em relacdo a testemunha como as C01 e CO02,
mas a acgdo destas nao foi constante entre as cultivares, nem mesmo dentro da
mesma cultivar, quando analisadas as variaveis respostas (Quadro 03, 04, 05). A
combinacdo das trés bactérias, C03, foi o tratamento que apresentou menos vezes
efeito significativo no decorrer dos cinco ensaios,

O tratamento DFs185 aumentou em 52, 25 e 39% o numero de folhas, altura
e MSPA, respectivamente, sendo o melhor tratamento, seguido pelos tratamentos
DFs223 e DFs306 (em relacdo aos cinco ensaios). Por outro lado, DFs223 foi o
tratamento que resultou em efeitos benéficos significativos um maior nimero de vezes
para cada uma das variaveis resposta, representando 31% das possibilidades (todas
cultivares e cinco ensaios = 39) para numero de folhas, 23% para altura e 18% para
MSPA.

Em outro sentido, o nimero de folhas e altura das plantas foram as variaveis
resposta mais impactadas pelos tratamentos bacterianos, ambos com efeitos
positivos significativos em 18% das combinacgdes cultivar X tratamento X ensaio (total
de 234). Em contraste, MSPA apresentou uma percentagem de ocorréncia de efeitos
benéficos menor que 10%.

Os testes in vitro realizados para observar se o0s isolados possuiam a
capacidade de produzir compostos responsaveis por desencadear a promocao de
crescimento, mostraram, que com excec¢ao do isolado DFs306, todos produzem pelo

menos um composto (tab. 12).

Tabela 12 — Habilidades dos isolados bacterianos, DFs185 (Pseudomonas synxantha),
DFs223 (Pseudomonas fluorescens), DFs306 (n&o identificada) e DFSs416
(Bacillus sp), relacionadas a promogéo de crescimento

Isolados Prc_)dug'ao de Solubilizagdo de ACC* deaminase
Bacterianos sideroforo fosfato

DFs185 0,59 0,46 +

DFs223 1,14 0,54 -

DFs306 - - -

DFs416 . 0,51 +

(+): producéo do composto (-): auséncia de produgéo do composto.
*ACC deaminase: 1-aminociclopropano-1-caboxilato
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Os isolados bacterianos DFs185 e DFs416 cresceram em meio solido, tendo
ACC como unica fonte de carbono e nitrogénio, indicando que ambos possuem a
capacidade da producdo da enzima ACC deaminase. Com excecdo do isolado
DFs306, todos os isolados solubilizaram fosfato. Os isolados DFs185 e DFs223,
possuem também capacidade de competicdo, pois foram capazes de quelar Fe3*
(tab.12).

Foi possivel observar a que todos os isolados bacterianos possuem a
capacidade de colonizar as raizes de algumas das cultivares de arroz testado nos

experimentos de casa de vegetacao para observacédo da promocéo de crescimento.
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Quadro 3 — Quadro do numero de folhas de cultivares de arroz irrigado que tiveram as
sementes microbiolizadas com diferentes tratamentos bacterianos,
conduzidos em casa de vegetacdo climatizada e avaliada nos estagios V4
e V9 em cinco experimentos, em que (CJ) menor que a testemunha; ()
maior que a testemunha sem diferenca estatistica e () maior que a
testemunha com diferenca estatistica

Isolados bacterianos
Cultivares DFs185 | DFs223 | DFs306 | C01 | C02 | €03 [ Test.
Experimento 1
BRS Atalanta 3,75
BRS Pampa 3,25
BRS Queréncia F 2,62
BRS Sinuelo 2,50
El Paso 144 L 3,12
EPAGRI 109 2,25
IRGA 423 3,50
IRGA 424 2,62
IRGA 426 2,87
IRGA 427 3,47
Qualimax 1 | | 2,62
Experimento 2
BRS Atalanta 2,50
BRS Pampa 3,98
BRS Queréncia - 2,25
BRS Sinuelo 2,88
El Paso 144 L 3,50
EPAGRI 109 3,63
IRGA 423 4,13
IRGA 424
IRGA 426
IRGA 427
Qualimax 1
Experimento 3
BRS Atalanta 2,38
BRS Pampa 3,13
BRS Queréncia 1,48
BRS Sinuelo 2,53
El Paso 144 L 3,63
EPAGRI 109 2,13
IRGA 423 2,98
IRGA 424 3,15
IRGA 427 3,38
Experimento 4
BRS Atalanta 3,75
BRS Queréncia 4,33
IRGA 420 3,47
IRGA 427 5,97
Experimento 5
BRS Atalanta 3,78
BRS Queréncia 3,93
IRGA 420 5,03
IRGA 427 3,50

Médias calculadas pelo teste Scott-Knott (p<0,05), dentro de cada experimento.
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Quadro 4 — Quadro da altura de cultivares de arroz irrigado que tiveram as sementes
microbiolizadas com diferentes tratamentos bacterianos, conduzidos em
casa de vegetacédo climatizada e avaliada nos estagios V4 e V9 em cinco
experimentos, em que (CJ) menor que a testemunha; (™) maior que a
testemunha sem diferenca estatistica e (l)maior que a testemunha com
diferenca estatistica.

Cultivares Isolados bacterianos
DFs185 | DFs223 | DFs306 | CO1 | €02 | CO03 | Test.
Experimento 1
BRS Atalanta I 6. |
BRS Pampa 17,38
BRS Queréncia 17,13
BRS Sinuelo 17,00
El Paso 144 L 16,18
EPAGRI 109 12,05
IRGA 423 17,54
IRGA 424 11,55
IRGA 426 12,90
IRGA 427 15,98
Qualimax 1 13,36
Experimento 2
BRS Atalanta 15,94
BRS Pampa 29,94
BRS Queréncia 16,23
BRS Sinuelo 17,90
El Paso 144 L 25,48
EPAGRI 109 26,52
IRGA 423 28,17
IRGA 424 17,92
IRGA 426 13,60
IRGA 427 14,75
Qualimax 1 20,70
Experimento 3
BRS Atalanta 14,08
BRS Pampa 18,00
BRS Queréncia ! | 7,28
BRS Sinuelo 16,95
El Paso 144 L 20,13
EPAGRI 109 ] 11,05
IRGA 423 13,25
IRGA 424 13,00
IRGA 427 14,35
Experimento 4
BRS Atalanta 24,19
BRS Queréncia 20,20
IRGA 420 23,65
IRGA 427 24,39
Experimento 5
BRS Atalanta 24,11
BRS Queréncia 27,31
IRGA 420 29,66
IRGA 427 18,92

Quadros pretos correspondem a médias que diferiram da testemunha pelo teste Scott-Knott (p<0,05).
Dados foram transformados por: (/(x — 1)
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Quadro 5 — Quadro da massa seca de parte aérea de cultivares de arroz irrigado que
tiveram as sementes microbiolizadas com diferentes tratamentos
bacterianos, conduzidos em casa de vegetacdo climatizada e avaliada
nos estagios V4 e V9 em cinco experimentos, em que (CJ) menor que a
testemunha; (™) maior que a testemunha sem diferenca estatistica e (Il)
maior que a testemunha com diferenca estatistica.

Cultivares Isolados bacterianos
DFs185 | DFs223 | DFs306 | CO1 | €02 | CO03 | Test.
Experimento 1
BRS Atalanta I 0.05: |
BRS Pampa 0,047
BRS Queréncia 0,033
BRS Sinuelo 0,054
El Paso 144 L 0,063
EPAGRI 109 0,045
IRGA 423 0,072
IRGA 424 0,027
IRGA 426 0,028
IRGA 427 0,055
Qualimax 1 0,042
Experimento 2
BRS Atalanta 0,039
BRS Pampa 0,072
BRS Queréncia 0,036
BRS Sinuelo 0,046
El Paso 144 L 0,088
EPAGRI 109 0,079
IRGA 423 0,084
IRGA 424 0,059
IRGA 426 0,025
IRGA 427 0,046
Qualimax 1 0,063
Experimento 3
BRS Atalanta 0,030
BRS Pampa 0,037
BRS Queréncia 0,017
BRS Sinuelo 0,054
El Paso 144 L 0,056
EPAGRI 109 0,040
IRGA 423 0,022
IRGA 424 0,035
IRGA 427 0,028
Experimento 4
BRS Atalanta 0,050
BRS Queréncia 0,049
IRGA 420 0,074
IRGA 427 0,102
Experimento 5
BRS Atalanta 0,063
BRS Queréncia 0,091
IRGA 420 0,136
IRGA 427 0,057

Quadros pretos correspondem a médias que diferiram da testemunha pelo teste Scott-Knott (p<0,05).
Dados foram transformados por: (,/(x — 0.01)



58

3.4 Discussao

A microbiolizagdo das sementes de arroz irrigado com diferentes isolados
bacterianos, usados individualmente ou em combinacé&o foi eficiente em promover o
crescimento de plantas, porém, as cultivares responderam de maneira diferente aos
tratamentos bacterianos, demostrando que ha uma interacdo entre as cultivares e os
tratamentos utilizados. Este fato corrobora com os encontrados por Ferreira et al.
(2014) no qual os autores também observaram que cultivares de arroz interagem de
maneira distinta de acordo com o tratamento bacteriano utilizado na microbiolizacao
das sementes.

A cultivar BRS Queréncia apresentou maior estabilidade no efeito em relagao
as demais cultivares utilizadas, apresentando respectivamente incrementos de 46 e
51% na altura de plantas e massa seca de parte area (MSPA). Ganhos dessa ordem
foram observados por Jha et al. (2009) que em estudo semelhante observaram que o
uso de bactérias promotoras de crescimento foi responsavel por um aumento de 60%
no crescimento de parte area das plantas de arroz. Esses acréscimos, nas variaveis
respostas, que refletem na promocédo de crescimento das plantas, estdo muito acima
dos encontrados por Ferreira et. al (2014) em que as cultivares de arroz apresentaram
um aumento de 9,3% na altura de plantas e 8,8% na massa fresca da parte area em
relacdo ao controle. Essa variacdo, entre os dois estudos, pode estar relacionada ao
uso de cultivares e isolados diferentes, bem como ao ambiente em que eles estéo
inseridos, sofrendo influéncia da temperatura, tipo e pH do solo, e principalmente das
relacdes dos isolados com a microbiota nativa do solo (GOLDFARB et al., 2011).

Portanto, um fator que deve ser levado em consideracdo € a capacidade dos
isolados bacterianos em colonizar as raizes e persistir na rizosfera, uma vez que esta
caracteristica pode variar em funcédo da cultivar (YANNI et al., 1997; ETESAMI et al.,
2014). Esse fator foi apresentado pelos isolados deste estudo, pois foram capazes de
crescer em meio sem nenhuma fonte de carbono e nitrogénio, mostrando capacidade
de utilizar os exsudatos radiculares para suprir esta deficiéncia. A capacidade de
colonizar as raizes in vitro, evidencia seus potenciais de competicdo seja por espaco
ou por nutrientes, permitindo o estabelecimento da populagdo promotora do
crescimento de plantas (WEYENS et al., 2009).

Um fator de competicdo, associado a capacidade de isolados bacterianos em

promover crescimento € a producdo de sideroforos (RACHID; AHMED, 2005) Os
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isolados DFs185 e DFs223 apresentaram essa caracteristica podendo, esta, ter
contribuido para o desenvolvimento das plantas de arroz, uma vez que séo estes 0s
tratamentos de melhor desempenho para a maioria das cultivares testadas, e em
todas as variaveis respostas analisadas. Varios estudos tém mostrado que diversos
géneros bacterianos responsaveis por promover o crescimento de planta produzem
algum tipo de sideréforo (SHAHI et al., 2011; BENEDUZI et al., 2013).

A capacidade dos isolados bacterianos em produzir a enzima ACC deaminase
€ outro fator importante que pode ter auxiliado na promocdo do crescimento das
plantas de arroz, pois foi sintetizado pelos isolados DFs185 e DFs416. Trabalhos
mostram que bactérias como Serratia Sp, Bacillus Sp., Pseudomonas Sp., que produzem
ACC deaminase promovem o crescimento de cultivares de arroz (ETSAMI et al.,
2014; FERREIRA et al., 2014; SARATHAMBAL et al., 2015). Isso ocorre porque a
ACC deaminase atua na reducao dos niveis de etileno na planta (GLICK; PENROSE;
LI, 1998; GLICK, 2014). Alguns trabalhos também tem relatado a capacidade das
bactérias que produzem essa enzima em promover a germinagdo das plantas em
condi¢cbes de stress como inundacéo, salinidade e seca (MAYAK; TIROSH; GLICK,
2004).

Outro fator que pode ter influenciado no desenvolvimento das plantas é
capacidade que todos os isolados bacterianos, exceto DFs306, apresentaram para
solubilizar fosfato, podendo propiciar a disponibilidade de fésforo soluvel (KUKINSKY-
SOBRAL et al., 2004). Trabalhos mostram que diversos géneros bacterianos
possuem essa habilidade, principalmente espécies de Bacillus (WANI et al., 2007;
ISLAM et al., 2009; SARATHAMBAL et al., 2015).

Os tratamento bacterianos que se destacaram foi o DFs185 e DFs223,
identificados como duas espécies de Pseudomonas, género que apresenta
caracteristicas fisioldgicas que aumentam o potencial de competicdo, com os demais
microrganismos presentes no solo. Ferreira et al. (2014) também observaram que
Pseudomonas Sp. apresenta um maior nimero de mecanismos de acao, em relacdo a a
outras bactérias testadas para a promoc¢ao de crescimento de arroz como Burkholderia
Sp e Rhizobium sp.

Diversos trabalhos demonstraram que o uso de combinagdes de diferentes
géneros bacterianos compativeis € mais eficiente do que seu uso individualmente,
pois estas geralmente apresentam maior estabilidade e atuam por diferentes
mecanismos de acdo (SOUZA-JUNIOR et al., 2010; FERREIRA et al., 2014). Porém
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nesse estudo, as combina¢cfes ndo apresentaram resultados satisfatorios, sendo que
a CO03, que combina trés espécies diferentes, apresentou o pior desempenho,
mostrando pouca eficiéncia além de instabilidade na interacédo tratamento bacteriano
X cultivar. Por outro lado, hd que se considerar que um dos aspectos positivos do
uso de combinacdes é o aumento da probabilidade da sobrevivéncia em diferentes
ambientes, bem como sob flutuacdes de umidade e temperatura em condi¢cdes de
campo.

Por fim, o presente trabalho mostra o duplo comportamento benéfico de
bactérias sabidamente biocontroladoras, ou seja efeito promotor de crescimento na
auséncia de patdgenos; e reforca a necessidade de se conhecer o comportamento
dos promotores de crescimento quando utilizados em diferentes genétipos vegetais,
uma vez que o efeito destes é variavel em funcédo da existéncia de interacbes entre
tratamento bacteriano e cultivar. Neste sentido, h&d que se buscar um tratamento que
seja eficiente para o maior niumero de cultivares e que este comportamento se

mantenha em condi¢cdes de campo.

3.5 Conclusdes

As bactérias biocontroladoras DFs185 e DFs223 promovem crescimento de
arroz na auséncia de patdgenos, sendo esta promocao cultivar dependente;
Bactérias biocontroladoras eficientes na promocdo de crescimento de

diferentes cultivares de arroz atuam por diferentes mecanismos.
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4. CAPITULO IIl - Interac&o das bactérias biocontroladoras com agrotéxicos

e microbiota do solo

4.1 Introducao

O arroz (Oryza sativa L.) € uma cultura de destaque no cenario nacional,
posicionando-se entre os cultivos de maior importancia, tanto sob o ponto de vista de
consumo, quanto de geracdo de renda aos agricultores. O Brasil est4 entre os dez
maiores produtores de arroz do mundo. O estado do Rio Grande do Sul responde por
mais da metade dessa producdo, sendo a principal atividade econémica dos
municipios da metade sul do estado (SOSBAI, 2014).

Para manter a producdo de grdos em niveis elevados, além de utilizar
cultivares de alto potencial produtivo, e do uso de adubacao equilibrada, faz-se
necessario também o uso de uma ampla gama de agrotoxicos. Atualmente sao
recomendados 104 agrotéxicos, entre fungicidas, herbicidas e inseticidas (AGROFIT,
2015). Uma das principais preocupac¢des no uso intensivo desses produtos € a
contaminacdo de mananciais hidricos e do solo. Dessa forma, buscam-se novas
tecnologias que visam a sustentabilidade agricola, sendo o controle biolégico de
doencas e pragas uma das principais alternativas.

O uso de microrganismos antagonistas para o controle de fitopatdgenos
causadores de doencas em arroz irrigado esta sendo investigado com resultados
satisfatérios. Bactérias do género Bacillus € Pseudomonas tém se mostrado eficientes no
controle de algumas doencas do arroz (KRISHNAMURTHY; GNANAMANICKAM,
1998; YANG et al., 2007; SHIMOI et al., 2010).

O controle biolégico muitas vezes é empregado isoladamente, todavia &
desejavel que esse seja associado a outras medidas de controle, inclusive ao controle
qguimico. A incluséo do biocontrole em um programa de manejo fitossanitario, além de,

proporcionar o controle de doencas e a promoc¢ao do crescimento de plantas, também
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pode interferir na qualidade microbiolégica do solo. Estudos tém identificado a
compatibilidade do wuso de fungicidas com alguns géneros de bactérias
biocontroladoras e/ou promotoras de crescimento de plantas (BRANNE; KENNY,
1997; GOPALAKRISHNAN et al., 2012). Entretanto, Keinath et al. (2000)
diagnosticaram a ocorréncia de incompatibilidade entre esse género de bactérias e
alguns produtos quimicos. Dessa forma, € necessario o conhecimento dos produtos
quimicos que possam ser utilizados juntamente com esses microrganismos
constituindo uma estratégia de manejo integrado de doencas e pragas
(BUCHENAUER, 1998).

Por outro lado, a introducdo de microrganismos no solo pode ocasionar
mudancas na comunidade nativa do solo (PRASHAR; KAPOOR; SACHDEVA, 2014),
com reflexos na qualidade do solo rizosférico.

A biomassa microbiana do solo (BMS) é considerado a parte viva e ativa da
matéria organica do solo, constituida pelas bactérias, fungos, actinomicetos,
protozoarios, algas e microfauna (TOTOLA; CHAER, 2002). Representa de 2 a 5% do
carbono organico e de 1 a 5% do nitrogénio total do solo (SMITH; PAUL, 1990), sendo
responsavel pela decomposicdo e acumulo da matéria organica do ambiente,
controlando dessa forma a dindmica dos nutrientes minerais disponiveis (ROSCOE et
al., 2006). Portanto, a qualidade do solo pode ser mensurada pelas alteragbes da
BMS, bem como pela respiracdo basal determinada pela quantidade de CO: liberada
durante o processo respiratério dos microrganismos presentes no solo (ZIBILSKE,
1994).

Trabalhos desenvolvidos utilizando isolados de espécies de Pseudomonas € de
Bacillus (DFs185, DFs223, DFs306 e DFs416) mostraram o potencial destas como
biocontroladores e promotores de crescimento de plantas de arroz (LUDWIG;
MOURA, 2007; LUDWIG et al., 2009; SOUZA-JUNIOR et al., 2010; SOARES et al.,
2012). No entanto, ndo ha conhecimento da forma como estas interagem com a
microbiota do solo, nem do seu comportamento na presenca de agrotoxicos.

Assim sendo, este estudo teve como objetivo determinar o comportamento
destas bactérias na presenca de agrotoxicos, bem como verificar possiveis alteracdes
da qualidade microbiologica de um solo durante o cultivo de plantas de arroz, no qual

as sementes de arroz foram microbiolizadas com diferentes isolados bacterianos.
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4.2 Material e Métodos

O trabalho de campo foi desenvolvido na area experimental do Instituto Rio
Grandense de Arroz (IRGA) localizada em Areia Grande, no municipio de Torres-RS.
As analises foram feitas nos Laboratérios de Bacteriologia Vegetal e de Microbiologia
do Solo pertencentes a Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da Universidade

Federal de Pelotas.

4.2.1 Isolados bacterianos utilizados

Os isolados bacterianos utilizados sao pertencentes a colecédo do Laboratorio
de Bacteriologia Vegetal da Universidade Federal de Pelotas. Estes isolados foram
isolados por Moura e colaboradores em 1997 (MOURA et al., 1998) e selecionadas
por Ludwig et al., (2009) e suas combinagfes por Souza-Junior (2010). Os isolados
bacterianos utilizados foram: DFs185 (Pseudomonas synxantha), DFs223 (Pseudomonas
fluorescens), DFs306 (n&o identificada) e DFs416 (Bacillus sp.), sendo estes utilizados
individualmente (DFs185, DFs223 e DFs306) ou em combinagédo: CO1 (DFs185 +
DFs306), C02 (DFs306 + DFs416) e C03 (DFs185 + DFs306+ DFs416), e como

controle utilizou-se solucéo salina (NaCl 0.85).

4.2.2 Compatibilidade com agrotoxicos

Para a realizacdo desse trabalho foram utilizadas as bactérias
individualmente, a fim de confrontar os isolados com diferentes principios ativos

registrados para cultura do arroz como, fungicidas, herbicidas e inseticidas (tab. 13).
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Tabela 13 — Ingrediente ativo, concentracdo do produto comercial e dose dos
agrotoxicos (fungicidas, herbicidas e inseticidas) utilizados nos ensaios
de compatibilidade

Ingrediente ativo Concentragao do Dose
produto comercial (L ou kg do p.c. hat)
Fungicidas
Azoxistrobina 250 g L? 0,40 L
Piraclostrobina + epoxiconazol 133+50¢gL? 1,00L
Trifloxistrobina + tebuconaloze 100+200gL? 0,75L
Herbicidas
Cyhalofop-p-buthyl 180¢gL? 1,75L
Clomazone 500¢gL? 1,40 L
Imazapic + imazethapyr 75+25¢gL? 1,50 L
Penoxsulam 240 g L1 0,25L
Profoxidin 200gL? 0,85L
Propanil 360gL? 10,00 L
Inseticidas
Cipermetrina 200 g L1 0,075 L
Clorantraniliprole 350 g kgt 0,085 kg
Lambda cialotrina 50g Lt 0,150 L
Tiametoxam 350¢gL? 20,4 L

Dose do produto comercial (p.c.) por hectare; 2Dose do produto comercial para 100 kg de sementes.

Em um primeiro ensaio foi avaliada a toleréncia das bactérias aos diferentes
grupos de agrotdxicos, e num segundo ensaio, a resisténcia destas a diferentes
fungicidas. Para realizacdo dos ensaios foram preparadas solu¢cdes estoques de cada
principio ativo na concentragdo de 200%, respeitando a dosagem recomenda na bula
do produto para um hectare. Em tubos de reacdo de 1 mL foram realizadas as
diluicdes da solucdo estoque para formacgédo dos tratamentos do primeiro ensaio (0O,
50%, 100%, 150% e 200%), bem como do segundo (10%, 5%, 1% 0,5%, 0,1% e 0).
Para ambos o0s ensaios utilizou-se um delineamento experimental inteiramente
casualizado, com quatro repeticoes.

Para a avaliacdo da tolerancia, placas de Petri descartaveis esterilizadas
receberam 10 mL de meio 523 sélido (KADO; HESKETT, 1970). Apos solidificacao,
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foram adicionados 100 uL de cultivo bacteriano com 24 horas de crescimento em
meio 523 liquido, que foram espalhados por toda a placa. Logo, foram distribuidos
cinco discos de papel filtro esterilizados e sobre cada disco foram pipetados 10 uL de
cada uma das concentracGes do produto. As placas foram fechadas, identificadas e
incubadas a 28°C.

As avaliacbes foram realizadas ap6s 24 horas de incubacdo, sendo
constituida da observacdo de formacdo ou ndo de halos de inibicdo ao redor dos
discos de papel filtro. As avaliacbes foram realizadas de forma qualitativa atribuindo-
se sinais positivos (+) para a formacao de halo, e negativos (-) para auséncia de
halos, representando a compatibilidade ou incompatibilidade, respectivamente.

O segundo ensaio, realizado com o objetivo de avaliar a resisténcia,
observou-se a capacidade das bactérias biocontroladoras em utilizar o carbono e
nitrogénio presente nos fungicidas. Para isso utilizou-se meio minimo (MM)
constituido de K2POs (2 g), MgPO4 (0,75 g) e NaCl (8 g). As bactérias foram
repicadas, 24 horas antes, em meio 523 liquido modificado, utilizando-se metade da
sacarose recomentada. Os tratamentos foram constituidos a partir de concentracdes
dos fungicidas utilizados na cultura do arroz irrigado: 10%, 5%, 1% 0,5%, 0,1% e 0%.

As solugdes dos fungicidas foram filtradas e colocadas em placas de Petri
descartaveis estéreis e que receberam posteriormente 10 mL do MM, que foi
misturado aos fungicida por movimentos circulares. Apds solidificacdo do meio foram
adicionados 100 yL da bactéria crescida em meio liquido. Como controle positivo
utilizou-se placa contendo meio 523 sem adicdo de agrotoxico. As placas foram
vedadas com parafiim® e incubadas a 28°C. A partir de 24 horas observou-se a
formacdo das colbnias bacterianas, e entdo se iniciou a contagem de colbnias até 72

horas apds o aparecimento das primeiras col6nias.

4.2.3 Impacto dos tratamentos bacterianos sobre a microbiota do solo

Esse experimento teve como objetivo observar possiveis alteragdes
microbiolégicas no solo, decorrentes da microbiolizagédo das sementes com bactérias
biocontroladoras.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental de blocos ao
acaso contendo trés repeticdes. Os tratamentos utilizados foram descritos na tab. 16.

As unidades experimentais foram compostas por parcelas de 1,20 m de comprimento
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por 0,60 m de largura, contendo quatro linhas espacadas por 0,15 m. A densidade de
semeadura utilizada foi de 110 kg ha! de sementes de arroz.

A microbiolizacdo das sementes (cultivar IRGA 420) foi realizada a campo no
momento da semeadura, sendo que isolados bacterianos foram repicados em meio
sélido 24 horas antes. As suspensdes foram preparadas em um Becker (600 mL) e, a
concentracdo foi ajustada para 10* ufc/mL seguindo a escala de Mc Farland. Em
seguida, 100 mL da suspencao, foram colocadas em sacos plasticos contendo as
sementes, e agitadas durante 10 minutos. Para os tratamentos com combinacao tripla
foram utilizados 35 mL de cada suspencéo e para dupla 50 mL. O tratamento BION®
(acibenzolar-S-metilico) foi formulado de acordo com o recomentado pelo fabricante
(10g de produto comercial por 100 kg de sementes). Apés a agitacdo, retirou-se o
excesso da suspensdo, deixando-se as sementes secar a sombra, até o momento da
semeadura.

As coletas das amostras de solos foram realizadas quando as plantas de
arroz estavam em estagio V6, sendo retiradas trés sub-amostras, proximo as raizes
das plantas, entre as linhas centrais (trado holandés; 0-20 cm de solo), para formar
uma amostra composta de 1 kg. As amostras foram armazenadas em uma caixa de
isopor com gelo . Uma vez no laboratério, retirou-se uma sub-amostra de cada
amostra de solo para calculo da umidade, para fazer as correcbes de peso

necessarios aos calculos, e apds as amostras foram transferidas para um freezer.

4.2.3.1 Respiragéo Basal do solo

A respiracao basal do solo foi determinada pela quantificacdo do dioxido de
carbono (CO3) liberado no processo de respiragdo microbiana, durante um periodo de
30 dias, conforme metodologia proposta por Stotzky (1965). Amostras de 100 g de
solo seco de cada unidade experimental, foram acondicionadas em frascos de vidro
com capacidade de 0,8 L hermeticamente fechados. Cada frasco recebeu um copo de
polietileno de 50 mL contendo 20 mL de NaOH 1 mol L1, com a finalidade de captar o
CO: liberado pela microbiota do solo. Esse foi determinado aos 30 dias, adicionando-
se 5mL de uma solucdo de BaClz (25%) e trés gotas de fenolftaleina (1%) em cada
copo, titulando-se o excesso de NaOH com uma solu¢cdo de HCI 1 mol L*
padronizada. Como prova branca, foram feitos dois frascos contendo apenas solucéo
de NaOH.
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O célculo de C-CO:2 desprendido do solo foi calculado segundo a equacéo 3.

mg C -c0,100 g~*solo = (VPB - VA) x M &cido x Eq. C - €0, x FC [eq. 3], onde:
VPB = volume de HCI gasto na prova em branco (mL);
VA= volume de HCI gasto na titulacio do NaOH que recebeu o CO:
desprendido do solo (mL);
M &cido= concentracéo de HCI 1 mol L;
Eq. C-CO2 = Equivalente grama do C-CO2 = 6g

FC= fator de correcao (concentracao do acido/concentracédo da base)=1,0.
4.2.3.1 Matéria organica e Carbono organico

Para determinacdo da matéria organica e do carbono organico presentes nas
amostras, foi utilizado o teste Walkley Black (TEDESCO et al., 1995), em que 0,5 g de
solo foram transferidas para Erlenmeyer de 250 mL e adicionados 10 mL da solucéo
de K2Cr207 (1N). Posteriormente, sob leve agitagdo do frasco foram adicionados 20
mL de H2SO4 (1N). As amostras foram deixadas em repouso durante 10 minutos e
depois de esfriadas foram adicionados 100 mL de &gua destilada e trés gotas de
solugdo do complexo de ferroin (0,025N), que serve como um indicador, e titulado
com FeSOa4 (0,5N). Foi feita uma prova branca, com um frasco vazio, sem a presenca
do solo.

O calculo de teor de carbono organico do solo foi calculado de acordo com a
equacao 4.

me K,Cr, 0. — mea FaS0,
MSS

%C =

x 0,4 [eq. 4], onde:

meK2Cr207= miliequivalente de K2Cr207 adicionado a amostra;
me FeSO4= miliequivalente de FeSO4 adicionado a amostra;

MSS= massa do solo seco da amostra
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4.2.3.3 Carbono da biomassa microbiana

A biomassa microbiana do solo foi determinada pelo método descrito por
Vence et al. (1987), conhecido como Método da Irradiacdo — Extracdo. Para esse
método foi utilizado um forno de micro-ondas (2.450 MHz, Panasonic®, modelo EM
9003B). Foram retiradas 40 g de solo (umidade foi corrigida) em duplicata. Um grupo
dessas amostras, sem tratamento de irradiacdo foram colocadas em frascos “snap-
cap” de 100 mL contendo 50 mL de solugdo K2SOa4 (0,5 mol L1). O outro grupo, que
foi destinado a irradiacdo da microbiota, foi colocado em placas de Petri esterilizadas
e irradiadas por 4 minutos. Posteriormente, estas amostras foram transferidas para
frascos “snap-cap” contendo a mesma solucdo de K2SOs4 (0,5 mol L1). Todas as
amostras foram agitadas durante 30 minutos em agitador horizontal com 60
oscilagdes por minuto. Apdés a decantacdo, foi retirado uma aliquota de 25 mL do
sobrenadante (carbono microbiano) e colocado em um Erlenmeyer de 250 mL de
capacidade. Foram adicionados 5mL de K2Cr207 (1,25 mol/L'') e 10 mL de H2SOa4
concentrado. Quando a solucéo esfriou foram adicionados 50 mL de agua destilada e
agitado. Posteriormente foram adicionadas trés gotas do indicador ferroin para entao
ser titulado com FeS04(0,25 mol L1).

O célculo de C irradiado e néo irradiado (mg kg!) foi segundo a equacéo 5.

{m mol L_:EP:GT_:— mmol L™ Fe™ 1)

C(mgKg™) = x 300 [eq. 5], onde:

g do amostra

m mol Lt K2Cr207! =5 mL x 1,25 mol L 6,25;
m mol L! Fe?* = (mL de FeSOagastos na titulacdo de cada amostra) x (mol L
FeS0a);

mol L't FeS04 =6,25 mL de FeSOa gastos na prova branca.

E por fim foi feito o calculo do carbono da biomassa, calculado de acordo com
a equacao 6:

C amostra irraediada — C amostra nio irrodicda
Ke

C biomassa =

[eq. 6], onde:

Kc = constante de mineralizagcéo do carbono (0,33).
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4.2.3.4 Quociente metabdlico (qCO2)

O quociente metabdlico foi calculado pela razdo entre a respiracdo basal e o
carbono da biomassa microbiana (PIRT, 1975; ANDERSON; DOMSCH, 1978),
segundo a equacao 7.

,ugl‘.'ﬂzh_“g_“da sole

qC0, =

[eq. 7].

pgCg~* de solo

3.2.3.5 Quociente microbiano (gMic)

O quociente microbiano foi calculado pela razédo entre o carbono microbiano e

carbono total, segundo a equacéao 8.

Carbono microbiano

gMic = x100 [eq. 8]

Carbone totalmg kg~*

3.2.3.6 Analise estatistica

As variaveis respostas foram submetidas a analise da variancia pelo teste F
(p<0,05) e quando significativos, foi realizado a comparacdo de médias dos
tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05) pelo teste Scott-Knott,

utilizando o programa estatistico ASSISTAT 7.7.

4.3 Resultados

4.3.1 Compatibilidade com agrotoxicos

Na avaliacdo da compatibilidade entre os ingredientes ativos (i.a.) de
fungicidas na cultura do arroz irrigado e os isolados biocontroladores, observou-se
gue todos os isolados foram tolerantes a todos os produtos, independente da dose
utilizada (tab.14). O mesmo efeito pode ser observado, quando os mesmos isolados
foram confrontados com os i.a. dos herbicidas, em que todos os isolados cresceram
normalmente, ndo apresentando limitacbes no desenvolvimento das mesmas (tab.
15).
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Tabela 14 — Avaliacdo da compatibilidade de quatro isolados bacterianos frente a
diferentes ingredientes ativos de fungicidas recomendados para a
cultura do arroz irrigado

. ) Doses Isolados bacterianos
Principio ativo
(%) DFs185 DFs223 DFs306 DFs416
0 + + + +
50 + + + +
Azoxistrobina 100 + + + +
150 + + + +
200 + + + +
0 + + + +
50 + + + +
Piraclostrobina
100 + + + +
+ Epoxiconazol
150 + + + +
200 + + + +
0 + + + +
50 + + + +
Trifloxistrobrina
100 + + + +
+ Tebuconazol
150 + + + +
200 + + + +

(+): compatibilidade com os ingredientes ativos testados; (-): incompatibilidade com os ingredientes

ativos testados.
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Tabela 15 — Avaliacdo da compatibilidade de quatro isolados bacterianos frente a
diferentes ingredientes ativos de herbicidas recomendados para cultura
do arroz irrigado

Ingrediente Doses Isolados bacterianos
ativo (%) DFs185 DFs223 DFs306 DFs416
0 + + + +
50 + + + +
Clefoxydim 100 + + + +
150 + + + +
200 + + + +
0 + + + +
50 + + + +
Clomazone 100 + + + +
150 + + + +
200 + + + +
0 + + + +
50 + + + +
Cyhalofop-p- 100 .\ .\ .\ .\
buthyl 150 N .\ .\ N
200 + + + +
0 + + + +
50 + + + +
Imazapyr + 100 . N N .
Imazethapyr 150 .\ . .\ .
200 + + + +
0 + + + +
50 + + + +
Propanil 100 + + + +
150 + + + +
200 + + + +

(+): compatibilidade com os ingredientes ativos testados.
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No entanto, quando as bactérias foram repicadas em meio contendo i.a. de
inseticidas, com excecao do isolado DFs416, observou-se a sensibilidade destas, pois

nao apresentaram crescimento (tabela 16).

Tabela 16 — Avaliacdo da compatibilidade de quatro isolados bacterianos frente a
diferentes ingredientes ativos de inseticidas recomendados para cultura
do arroz irrigado

Principio Doses Isolados bacterianos

ativo (%) DFs185 DFs223 DFs306 DFs416

0 + + - +

50 . ] ] +

Cipermetrina 100 - - - +

150 - - - +

200 . ] ] +

0 + + - +

50 - - - +

Tiametoxan 100 - - - +

150 - - - +

200 - - - +

0 + + - +

50 ; ; ] +

A-cialotrina 100 - - - +

150 - - - +

200 - - - +

(+): compatibilidade com os ingredientes ativos testados; (-): incompatibilidade com os ingredientes
ativos testados.

No segundo ensaio buscou-se identificar quais isolados bacterianos se
desenvolviam em meio contendo apenas carbono e nitrogénio dos agrotoxicos.
Observou-se um comportamento diferenciado para as quatro bactérias avaliadas. Os
isolados DFs306 e DFs416 nao se desenvolveram em nenhuma concentragcdo dos
trés compostos adicionados ao meio, nem tdo pouco na auséncia destes, embora
tenha crescido com abundancia no meio 523, utilizado como controle positivo.

Excecéo feita para DFs416 em azoxistrobina que teve um crescimento quase nulo.
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O isolado DFs185 apresentou comportamento distinto para cada um dos
fungicidas adicionados ao meio como fonte de nutrientes. Na presenca de
azoxistrobina se desenvolveu normalmente, ndo havendo diferencas entre o controle
e as diferentes dosagens do composto, e portanto pode também ser considerado
tolerante. (tab. 16). Na presenca de piraclostrobina + epoxiconazol, o isolado DFs185
utilizou as fontes de C e N fornecidos pelo i.a, apresentando aumento no niamero de
colénias (44) na dose de 0,5%, em relacdo a testemunha (4,6). Porém na presenca de
trifloxitrobina + tebuconazol, ocorreu tolerancia sendo que nas maiores doses houve
uma reducdo no nimero de unidades formadoras de colénias (ufc), mostrando que

esta tolerancia pode ser dose dependente (tab. 17).



74

Tabela 17 — Numero de unidades formadoras de colbnias, por placa, de isolados
bacterianos, utilizando apenas como fonte de carbono e nitrogénio
presentes nos ingredientes ativos de trés fungicidas recomendados
para a cultura do arroz irrigado

Isolados bacterianos

Doses
fungicidas DFs185 DFs223 DFs306 DFs416

Azoxistrobina
0% +100 60 0 21
0,1% +100 53 0 8
0,5% +100 56 0 2
1% +100 +100 0 2
5% +100 +100 0 5
10% +100 60 0 4

Piraclostrobina + Epoxiconazol
0% 4,6 55 0 0
0,1% 0 22 0 0
0,5% 44 40 0 0
1% 6,5 22 0 0
5% 12,24 54 0 0
10% 2 63 0 0

Trifloxistrobina + Tebuconazol
0% +100 30 0 0
0,1% +100 58 0 0
0,5% +100 39 0 0
1% 59 68 0 0
5% 36 25 0 0
10% 63 56 0 0

Meio 523 +100 +100 +100 +100

Por outro lado, o isolado DFs223, apresentou tolerancia a todos os i.a em
todas as concentracdes usadas. Adicionalmente, utilizou Azostrobina nas

concentracOes de 1 a 5%, mostrando aumento consistente de ufc. (tab. 16).
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4.3.2 Impacto dos tratamentos bacterianos na microbiota do solo

De modo geral o tratamento de sementes com bactérias ou com Bion®
resultou em diferencas significativas para todas as variaveis analisadas, exceto para
carbono organico no solo (tab. 17). Observaram-se aumentos para as demais
variaveis, além de reducdes para o carbono da biomassa microbiana (carbono
microbiano) e o quociente microbiano.

Analisando-se o carbono da biomassa microbiana, observa-se que o
tratamento CO1 foi o Unico que apresentou maior incorporacédo de carbono (C) pelos
microrganismos com teor de 462,54 mg kg, valor 17% superior ao encontrado para a
testemunha e 97% maior que o observado para o isolado DFs223. O quociente
microbiano seguiu a mesma tendéncia sendo a CO1 que apresentou 0 maior valor
1,20 (19% maior que a testemunha e 120% superior ao menor valor, apresentado
pelo isolado DFs185) (tab. 18).

Tabela 18 — Teores de carbono organico total, carbono microbiano e quociente
microbiano, em solo cultivado com sementes arroz irrigado tratadas
com isolados bacterianos e Bion®

Biomassa Carbono Respiracdo Quociente Quociente

Microbiana  Orgéanico Basal Microbiano Metabdlico
Tratamentos
pg C-CO2/
mg kg? mg kg? gC0O2x103
h—lg—l

DFs185 266,63 d 3,792 0,41 a* 0,54d 2,06 a*
DFs223 235,86 d 3,922"s 0,26 b 0,60d 0,84 c
DFs306 281,79d 3,915 0,32b 0,72 c 1,30 b
Cco1 462,54 a* 3,955 0,35b 1,20 a* 0,75c¢c
C02 324,77 ¢ 3,916 0,46 a 0,97 b 1,46 b
Co03 341,28 ¢ 3,955 0,36 b 0,86 b 0,82c
Bion® 308,25 ¢ 3,942"s 0,34 b 0,81c 1,10c
Testemunha 395,03 b 3,683"s 0,30 b 101b 0,76 c
CV(%) 9,46 3,64 11,49 8,11 15,56

ns: Médias ndo diferem entre si pelo teste F.

*:Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo pelo teste Scott-Knott, sendo significativo a
5% de probabilidade.

CV: coeficiente de variacéo.
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A respiragdo basal (C-CO2) foi aumentada pelo isolado DFs185 e pela
combinacdo C02 (36 e 53% respectivamente). Para o quociente metabdlico (qCO2)
observaram-se dois niveis de aumento: intermediario para o isolado DFs306 (71%) e
combinacgao C02 (92%); e superior, para o isolado DF185 (171%). Em outro sentido, a
combinacdo COl1 que resultou nos maiores valores para as demais variaveis,
apresentou respiracdo basal e de quociente metabdlico de 0,35 e 0,75,
respectivamente (tab. 17).

O BION® utilizado resultou em reducdo da biomassa microbiana e do

quociente microbiano, sem alterar o valor das demais variaveis.

4.4 Discusséao

4.4.1 Compatibilidade com agrotoxicos

A busca por medidas de controle que possam ser utilizadas
concomitantemente sdo a base da evolucdo do manejo integrado. Assim sendo,
métodos de selecdo utilizados para encontrar potenciais biocontroladores como a
avaliacdo da compatibilidade desses frente a diferentes agrotoxicos, surge como uma
ferramenta adicional, explorando a possibilidade daqueles microrganismos que
resistem ou tolerem os efeitos do controle quimico, e desta forma, potencializar a
acao de ambas as medidas de controle.

Neste sentido, as bactérias biocontroladoras aqui estudadas se adequariam
ao uso em conjunto com a maioria dos agrotdxicos registrados para o cultivo do arroz
uma vez que os isolados bacterianos se mostraram tolerantes a presenca dos i.a. de
fungicidas e herbicidas. Estudos que avaliam efeitos de agrotoxicos sobre
microrganismos benéficos utilizados na agricultura mostram resultados semelhantes.
Myresiotis, Vryzas e Mourkidou (2012), observaram que a presenca de tiometoxam no
solo, ndo interferiu no desenvolvimento de espécies de Bacillus. Esses autores ainda
observaram que as espécies de Bacillus apresentam desenvolvimento normal na
presenca dos herbicidas metribuzin e napropamide; e dos fungicidas acibenzolar-S-
metil e cloridrato de propamocarbe. No entanto em doses elevadas, como o dobro da
recomendada pelo fabricante dos i.a metribuzin e tiametoxam inibiram o

desenvolvimento de Rhizobium sp, quando cultivado em meio liquido na presenca
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desses i.a. (AHEMAD; KHAN, 2011). Esses mesmo autores em 2012 estudaram o
efeito de trés herbicidas sobre Pseudomonas putida € observaram que quando utilizados
em dose maxima havia reducdo no desenvolvimento da bactéria, mesmo ela
apresentando tolerancia a sua presenca. Os autores constataram ainda, que na
presenca de quizalafop-p-etii em altas concentracdes ocorria uma redugdo na
producdo &cido indol acético, sideroforos e exopolissacarideos, propriedades
importantes para microrganismos promotores de crescimento de plantas.

A capacidade que os microrganismos tém em protegerem-se da presenca de
compostos quimicos pode ocorrer por dois mecanismos: tolerancia e resisténcia. A
resisténcia ocorre quando o isolado bacteriano € capaz de degradar o agrotoxico
(ORTIZ-HERNANDEZ; SA'NCHEZ-SALINAS 2010). No segundo ensaio pode-se
constatar esse efeito para os isolados de Pseudomonas DFs185 (piraclostrobina +
epoxiconazol) e DFs223 (azostrobina). Este isolado conseguiu se desenvolver na
presenca apenas de carbono e nitrogénio fornecido pelos i.a. dos fungicidas. Vérios
trabalhos mostram que as Pseudomonas possuem alta capacidade de degradar
fungicidas, como tebuconazole, e herbicidas como a atrazina (MANDELBAUM;
ALLAN; WACKETT, 1995; JAYASHREE; VASUDEVAN, 2007). A espécie Pseudomonas
fluorescens quando cultivada em meio liquido tendo como Unica fonte de carbono e
nitrogénio de tebuconazole (20 mg L) demonstrou capacidade de degradar de 10 e
70% o fungicida em 6 e 21 dias, respectivamente (OBANDA; SHUPE, 2009).

Esses resultados apontam para a possibilidade destas bactérias serem
utilizadas em conjunto com estes agrotoxicos. Adicionalmente os isolados de
Pseudomonas apresentam dois aspectos positivos: poder competir com a microbiota
nativa em vantagem por utilizar fonte de carbono e nitrogénio ndo usual, e assim,
também reduzir o impacto ambiental do uso destes fungicidas pois ao utiliza-los como

nutriente, estas bactérias os degradam.

4.4.2 Impacto dos tratamentos bacterianos na microbiota do solo

Por meios das analises realizadas com o solo retirado do campo, que
receberam sementes microbiolizadas, observou-se que n&o ocorreram grandes
interferéncias das bactérias introduzidas em relacdo a qualidade do solo, embora
diferencas estatisticas tenham sido anotadas para a maioria das variaveis. A

quantidade de carbono organico manteve-se constante entre todos os tratamentos.
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Os valores encontrados s&o considerados altos, acima de 2,9 de acordo com Rollas
(2004).

A combinacao CO1 foi o Unico tratamento a aumentar a biomassa microbiana
presente no solo (462, 54 mg kg™). Ndo existe um padréo de qual o valor ideal para
esta variavel, por isso utiliza-se o quociente microbiano, que representa o percentual
que o carbono microbiano ocupa dentro do carbono organico total do solo (TOTOLA;
CHAER, 2002). Neste caso, o valor para C0Ol1 seguiu a tendéncia da biomassa
microbiana, sendo o maior (1,20), representando assim, um valor intermediario em
relacdo aos solos brasileiros, onde esse indice varia entre 0,1 e 2,6 em solos
cultivados (SANTOS et al., 2004; VARGAS et al., 2004). Esses dados reforcam que o
tratamento CO1 foi o mais estavel, pois em uma condi¢cdo de stress para a microbiota
do solo (no caso, a introducdo de microrganismos) a capacidade de utilizacdo de
carbono é menor e, consequentemente o quociente metabdlico € reduzido (WARDLE,
1994).

Essa estabilidade do tratamento COl pode ser confirmada pela baixa
respiracéo basal 0,35 uC-CO2 h'g?, de acordo com USDA (2001), que estabelece
que a respiracdo basal seja baixa, entre valores de 0,23 e 0,37 uC-CO:2 hlg?. Esse
ponto € positivo, pois indica que ndo est4 havendo um stress na microbiota, sendo
acompanhada pelo quociente metabdlico que nos remete a pensar que ambiente
microbiano encontra-se estavel, uma vez que o qCO:2 é baixo (0,75).

De acordo com Roscoe et al. (2006), um ambiente eficiente, de qualidade é
aguele em que a perde menos carbono na forma de CO2 com a respiracado e que
incorpora mais carbono nos tecidos microbianos. Esses dois fatores podem ser
observados no tratamento C01l, em que o ambiente manteve-se mais estavel na

presenca dos isolados introduzidos no ambiente solo.

4.5 Conclusodes

Bactérias biocontroladoras apresentam tolerancia e resisténcia a diferentes
ingredientes ativos de agrotoxicos registrados para o cultivo do arroz irrigado.

Bactérias biocontroladoras introduzidas no solo por meio da microbiolizacéo
de sementes alteram algumas variaveis microbianas associadas a qualidade do solo.

Bactérias biocontroladoras podem ser incluidas no manejo integrado de

doencas em arroz sem prejuizos aos microrganismos nativos do solo.
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5. Consideracdes Finais

Os isolados bacterianos utilizados neste estudo tem potencial para o controle
de Bipolaris oryzae em arroz irrigado, atuando também como promotores de crescimento
em estagios iniciais da cultura.

Quando se busca um produto biolégico espera-se que ele tenha um
comportamento estavel, em relagcdo as cultivares a serem utilizadas, a fim de
promover um menor custo ao produtor. Nesse sentido, podemos destacar dois
isolados bacterianos, DFs185 e DFs223, que atuaram de forma estavel, tanto para
biocontrole como para promocao de crescimento de diferentes cultivares.

Outro aspecto desejavel do produto biolégico é a sua insercdo no manejo
integrado de pragas. Neste sentido os referidos isolados também se destacaram,
pois, foram tolerantes e/ou resistentes a diferentes ingredientes ativos de fungicidas e
de herbicidas.

Por outro lado, estas bactérias mostraram uma capacidade de produzir um
arsenal diversificado de compostos relacionados ao biocontrole e promocédo de
crescimento. Este aspecto maximiza as possibilidades de serem efetivos para
diferentes patdgenos, sob diversas condi¢cdes de ambiente.

A crescente preocupacdo com o0 meio ambiente e o impacto sofrido por
diferentes intervencdes agricolas faz com que se pense, também, nas repercussdes
do uso de biocontroladores. Neste sentido, as bactérias estudadas de modo geral ndo
reduziram a qualidade microbioldgica do solo. Adicionalmente o uso da combinagéo
destas (CO1l) resultou em impacto favoravel, melhorando alguns aspectos da
qualidade microbiologica do solo.

Por fim, embora os resultados obtidos sejam favoraveis, ha a necessidade de
trabalhos futuros a fim de conhecer melhor os mecanismos de agéao que séo utilizados
para o biocontrole e promocdo de crescimento, e desenvolver em formulagédo de

produtos que venham a contribuir de forma positiva no campo.
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