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PROMOCAO DE CRESCIMENTO E BIOCONTROLE DA MANCHA-PARDA
POR BACTERIAS ENDOFITICAS DE ARROZ

Autor: Bruna Canabarro Pozzebon
Orientador: Roberto Lanna Filho

RESUMO

O arroz (Oryza sativa L.) é o segundo cereal mais cultivado no mundo,
porém fatores como doencas de natureza bidtica podem acometer a producao
de graos. Este trabalho teve como objetivo selecionar bactérias endofiticas,
autoctones de plantas de arroz, com potencialidade para o biocontrole da
mancha-parda, causada por Bipolaris oryzae, bem como investigar a capacidade
dos isolados em promover o crescimento das plantas. Uma colecdo de 303
isolados  bacterianos foram obtidos e submetidos a investigacdes
supramencionadas. Para os estudos de promocédo de crescimento, foram
mensurados o comprimento da raiz principal e o desenvolvimento da parte aérea
das plantulas in vitro e, a altura das plantas, numero de folhas, peso da massa
fresca e seca da raiz e parte aérea, em condicdes de casa-de-vegetacao.
Também foram avaliados o vigor e a germinacdo de sementes. No estudo de
biocontrole, foi investigada a potencialidade antagonica in vitro dos isolados
contra o fitopatégeno, bem como a capacidade dos agentes bacterianos em
reduzir a severidade da mancha-parda sob condi¢cdes de casa-de-vegetacdo. No
teste in vitro, os resultados obtidos apontaram que 11,5% dos isolados foram
promissores para comprimento da raiz e 2,3% se destacaram quanto ao
desenvolvimento da parte aérea. Em casa-de-vegetacao, nove isolados (49, 52,
160, 193, 267, 274, 277, 282 e 294) se destacaram como potenciais promotores
de crescimento. Com relacdo ao Teste Padrdo de Germinagdo, os tratamentos
com GreenForce, PBS e com os isolados 193, 274 e 160, afetaram o vigor de
plantulas e os tratamentos com PBS e com o isolado 160, a germinagéo. Além
disso, 25 isolados endofiticos foram eficientes na inibicdo do crescimento
micelial do patdégeno, apresentando halos de inibicdo de até 3,5 cm. Em casa-
de-vegetacdo, 39 isolados diferiram do controle, reduzindo a severidade da
doenca, em média 89,75%. Em suma, os estudos demonstraram que os isolados
das bactérias endofiticas testadas foram promissores para o crescimento das
plantas de arroz, bem como apresentaram bom potencial para o biocontrole da
mancha-parda.

t Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (58p.) Fevereiro, 2015.
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GROWTH PROMOTION AND BIOCONTROL BROWN SPOT BY BACTERIA
ENDOPHYTIC RICE *

Author: Bruna Canabarro Pozzebon
Advisor: Roberto Lanna Filho

ABSTRACT

Rice (Oryza sativa L.) is the second most cultivated cereal in the world, but
factors such as biotic nature of diseases can affect the production of grains.
This work aimed to select endophytic, indigenous bacteria of rice plants, with
potential for biocontrol of brown spot, caused by Bipolaris oryzae, and
promotion of growth of rice plants. A collection of 303 bacterial isolates were
obtained and submitted the abovementioned investigations. For studies to
promote growth, we measured the length of the main root and shoot growth of
seedlings in vitro and, plant height, leaf number, weight of fresh and dry weight
of roots and shoots, in greenhouse conditions. We also evaluated the vigor and
seed germination. In the study of biocontrol, we investigated the in vitro
antagonistic potential of the isolates against the pathogen, and the ability of
bacterial isolates in reducing the severity of brown spot, under greenhouse
conditions. The results showed that 11.5% of the isolates were promising to root
length and 2.3% had the high development of shoots in vitro test. In the
greenhouse, nine isolates (49, 52, 160, 193, 267, 274, 277, 282 and 294) stood
out as potential growth promoters. With respect to Standard Germination Test
(SGT), the treatments with GreenForce, PBS and isolates 193, 274 and 160
affected the vigor of seedlings, however, the treatments with PBS and isolate
160 also affected the seed germination. Furthermore, 25 endophytic isolates
were effective in inhibiting mycelial growth of the pathogen, with inhibition zones
of up to 3.5 cm. Under greenhouse conditions, 39 isolates differed from the
control, reducing the severity of the disease, on average 89.75%. In short, the
studies showed that the isolates of endophytic bacteria tested were promising
for the growth of rice plants and have good potential for biocontrol of brown
spot.

* Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (58p.) February, 2015.
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1 INTRODUCAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.) é o segundo cereal mais cultivado no mundo,
sendo a base alimentar de mais de trés bilhdes de pessoas. De importancia
relevante na nutricdo humana, estima-se que o consumo médio mundial desse
cereal € proximo de 60 kg/pessoa/ano. Nas Américas, o Brasil se destaca como o
maior consumidor, com o0 consumo per capita em torno de 45 kg/ano (SOSBAI,
2012).

Mundialmente, a area de cultivo do arroz compreende 158 milhdes de
hectares com uma producéo de 489 milhGes de toneladas. Cerca de 90% do arroz
produzido no mundo € originario do continente Asiatico. Na América Latina, o
Brasil € o maior produtor, responsavel pela producdo de 11.600 milhdes de
toneladas, participando com cerca de 82% da producdo do MERCOSUL
(SOSBAI, 2012; FAOSTAT, 2013). O estado do Rio Grande do Sul é o maior
produtor nacional, com area cultivada na safra 2013/2014 de 1.116,7 mil hectares
(CONAB, 2013; FAOSTAT, 2013). A expectativa de producdo para a safra
2014/2015 é de 8.289,9 mil toneladas, representando um incremento de 2,2% em
relagcdo a safra passada (CONAB, 2014). O papel econdmico-social exercido por
essa atividade €& de suma importancia para o estado, pois engloba 133
municipios, com participacdo de 232 mil pessoas vivendo direta ou indiretamente
da orizicultura (SOSBAI, 2012).

No entanto, alguns fatores podem acometer a producéo de arroz, com
destaque para as doencas de natureza bidtica que podem causar grandes
prejuizos quando ocorrem em periodos de florescimento e enchimento dos graos,
momento em que sao definidos o nimero de espiguetas férteis por paniculas,
peso de graos e percentual de graos inteiros (Grohs et al., 2010; SOSBAI, 2010).
No tocante a mancha-parda do arroz, causada pelo patdgeno Bipolaris oryzae

(Breda de Haan) Shoemaker [teleomorfo = Cochliobolus miyabeanus (Ito e



2

Kuribayashi) Drechs. ex Dastur.], é conspicuo a importancia da doenca para a
orizicultura brasileira por causar reducdes vultosas de produtividade nas principais
regides produtoras de arroz no Brasil. A doenca pode causar infec¢gdo nos graos,
reducdo na germinacdo de sementes, morte de plantulas e destruicdo da area
foliar. E uma doenga cronica, que afeta milhdes de hectares de arroz a cada
estacdo de cultivo (Barnwal et al., 2013) e encontra-se amplamente distribuida
nas principais regides orizicolas do mundo. Particularmente, a mancha-parda
ocorre em ambientes com solos degradados e com deficiéncias de minerais,
principalmente de potassio, em plantas com estresse hidrico e com desequilibrio
nutricional (Faria & Prabhu, 1983; Khalili et al., 2012; Barnwal et al., 2013).

H& relatos de perdas, no rendimento de grdos, que alcangaram niveis
estimados em 90%, neste caso, a doenca assume propor¢gdes epidémicas como
as observadas na famosa “fome de Bengala” em 1942 (Sunder et al., 2014). Além
disso, a enfermidade afeta a qualidade e o numero de grdos por panicula e
contribui para a reducdo do peso das sementes produzidas (Manimegalai et al.,
2011). Ba & Sangchote (2006) avaliaram a intensidade da mancha-parda em
arroz e demonstraram que a incidéncia de gréos infectados foi de 26% na fase de
maturacdo de graos e a severidade em folhas foi de 1,6%. Em contrapartida, nas
fases de floracdo e gréo leitoso, a incidéncia de gréos infectados foram 15,1% e
12,4%, respectivamente. Adicionalmente, a severidade em folhas nessas fases
foram 0,6% e 0,4%, respectivamente. Assim, 0s autores comprovaram que a
incidéncia e a severidade da mancha-parda aumentaram de acordo com o estadio
de desenvolvimento da planta.

O controle da doenca € baseado em alternativas de manejo utilizando a
pulverizacdo com fungicidas, uso de cultivares resistentes, uso de sementes
sadias ou tratadas, manejo da fertilizacdo e da irrigacao, visando reduzir os danos
provocados pelo patégeno (Moletti et al., 1988; Georgopoulos & Ziogas, 1992;
Bedendo & Prabhu, 2005; Ghazanfar et al., 2009). No entanto, o controle quimico
contamina o ambiente, expde quem aplica o produto, resulta em desequilibrio
ambiental, eleva os custos de producédo, e a vida util das cultivares resistentes
muitas vezes nao é longa (Schafer, 2011). Dessa forma, o biocontrole por micro-
organismos, em especial exercido por bactérias endofiticas, pode ser uma

estratégia adicional e mais eficiente no manejo da mancha-parda, podendo
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reduzir ou eliminar o uso intensivo de fungicidas reduzindo os custos de
producéo.

Habitantes comuns dos tecidos internos de diversas espécies de plantas
(Strobel et al., 2004), as bactérias endofiticas podem ser uma alternativa aos
métodos de controle praticados atualmente. Isso porque séo capazes de prevenir
ou reduzir efeitos deletérios causados por patdogenos a partir da acédo de multiplos
mecanismos de biocontrole (Compant et al., 2010; Lanna Filho, 2011),
desempenhados pela sintese de sideréforos, volateis, substancias
antimicrobianas, competicdo por espaco/nutrientes e resisténcia sistémica
(Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006). Adicionalmente, podem promover
efeitos adicionais a planta, tais como: resisténcia ao estresse abidtico (Sziderics
et al., 2007) e atague de insetos (Azevedo et al., 2000), promocao de crescimento
(Adhikari et al., 2001) e fitorremediac&o (Germaine et al., 2006).

A interacdo de bactérias endofiticas associadas a tecidos internos de
plantas sadias tem sido objeto de estudo em todo o globo, visando elucidar os
mecanismos de protecdo e crescimento por elas promovidos (Rosemblueth &
Martinez-Romero, 2006; Ryan et al, 2008). Notadamente, esses micro-
organismos apresentam vantagem adicional em compara¢&do a outros, pois Sao
protegidos contra flutuacbes bruscas de temperatura, dessecacdo, radiacdes
solares e competicdo microbiana, por habitarem o interior do hospedeiro (Francis
et al., 2010). Como promotoras de crescimento de plantas, podem trazer
beneficios por fornecer vitaminas essenciais a planta, aumento da captacdo e
solubilizacdo de minerais, ajuste osmoatico, regulacdo dos estbmatos e
modificacdo da morfologia radicular (Ryan et al., 2008). Os efeitos a planta podem
incluir o aumento da altura e area foliar, aumento do sistema radicular e
produtividade, rapido crescimento e desenvolvimento, que resultam em um ganho
geral de biomassa (Sturtz, 1995; Pillay & Nowak, 1997). Isso foi demonstrado por
Barretti et al. (2008), os quais avaliaram a habilidade do isolado UFV-E49 que
proporcionou 0os maiores aumentos em altura (23,40%), area foliar (105,80%),
namero de folhas (19,53%), peso da matéria fresca (42,40%) e peso da matéria
seca da parte aérea (61,64%), peso da matéria fresca (100%) e peso da matéria
seca das raizes (225%) de tomateiro, quando comparados a testemunha.

No tocante ao biocontrole, estudos tém demonstrado o sucesso do uso de

bactérias endofiticas contra diversos patdgenos, devido a capacidade de reduzir
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ou prevenir os efeitos deletérios dos patdgenos, tais como Gaeumannomyces
graminis em trigo (Triticum aestivum L.) (Coombs et al., 2004), Xylella fastidiosa
em citros (Citrus sp. L.) (Aradjo et al.,, 2002), Meloidogyne incognita em
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.), (Hallmann et al, 2001),
Xanthomonas campestris pv. campestris em repolho (Brassica oleracea var.
capitata) (Assis et al.,, 1998), Phytophthora nicotianae em tabaco (Nicotiana
tabacum L.) (Coventry & Dubery, 2001), dentre outros. Silva et al. (2008)
demonstraram que para mudas de café (Coffea arabica L.), tratadas com o
isolado 119G, a reducdo na severidade da ferrugem do cafeeiro foi acima de 60%.
Entretanto o emprego de bactérias endofiticas no controle de doencas depende
do sucesso do binbmio endofitica-planta, pois agentes bibticos e abidticos podem
reduzir a eficiéncia do controle, inviabilizando a sua utilizagdo (Lanna Filho, 2011).

Em outro estudo realizado por Lanna Filho et al. (2013 a), em tomateiro,
ficou demonstrado a capacidade das bactérias endofiticas Bacillus pumilus e
Bacillus amyloliquefaciens, em controlar eficientemente a pinta-bacteriana,
causada por Pseudomonas syringae pv. tomato. Os autores verificaram que, ao
pulverizarem as endofiticas sobre plantas de tomate, houve uma reducéo
significativa no numero de lesdes da doenca, assim demonstrando que esses
organismos podem ser utlizados via outros métodos de aplicagéo.
Adicionalmente, em outro estudo (Lanna Filho et al., 2013 b), observaram que
proteinas sintetizadas pelas mesmas bactérias induziram resisténcia em plantas
de tomate contra Xanthomonas vesicatoria, em que o controle da mancha-
bacteriana chegou a niveis de 63,5%, quando comparado ao tratamento controle.

O uso de bactérias endofiticas na agricultura se apresenta como uma boa
alternativa de manejo ao controle de doencas e promoc¢édo de crescimento de
plantas, devido a relacdo custo/beneficio para o produtor. Isso porque reduz o uso
excessivo de agrotoxicos, o que consequentemente corrobora para a reducéo dos
custos de producdo. Todavia, 0 uso desses micro-organismos ainda precisa ser
amplamente estudado, para que se possa conhecer e elucidar os mecanismos de
acao envolvidos no biocontrole e promocao de crescimento de plantas. Um dos
maiores desafios seria manter a acdo efetiva dessas populacdes de bactérias
endofiticas em diferentes condigcbes e/ou manter sua viabilidade, através de
conhecimentos sobre a ecologia dessas populacbes e suas interacdes

moleculares (Lanna Filho, 2011).



Embora sejam realizados estudos com bactérias endofiticas no mundo
(Sun et al., 2008), no Brasil, os poucos estudos se concentram em bactérias
endofiticas diazotroficas (Mattos et al.,, 2008), com énfase em outras culturas,
como por exemplo, milho (Zea mays L.) e cana-de-agucar (Saccharum officinarum
L.). Em especial, para a cultura do arroz, estudos visando o biocontrole de B.
oryzae por bactérias endofiticas seriam inéditos e de grande interesse
agrondmico. Além de poderem ser utilizados nas praticas de manejo do arroz
convencional e organico, o uso desses agentes tém como objetivo final a
obtencdo de um alimento mais saudavel, visando respeitar 0s aspectos
ambientais e sociais. Notadamente, por ser o0 arroz organico um produto
diferenciado no mercado, e haver restrices no uso de agroquimicos na condugéo
de suas préaticas de manejo, o emprego de bactérias endofiticas entraria como
mais uma alternativa aos métodos de controle de doencas. A demanda por esse
tipo arroz é bem maior que a oferta, o que cria um mercado promissor para 0s
produtores do cereal (Silveira et al., 2012). Somada as benesses no controle de
doencas, a investigacdo da capacidade promotora de crescimento por bactérias
endofiticas, em arroz, pode desencadear o desenvolvimento futuro de um
biofertilizante para ganhos de producgéo.

Alguns trabalhos tém sido desenvolvidos com essas duas tematicas, haja
vista a crescente exigéncia dos consumidores por alimentos livres de
contaminacdes por agrotoxicos e preocupados com a preservacao do meio
ambiente. Em adi¢cdo, ha uma busca constante dos produtores rurais por menores
custos de producdo e um manejo mais sustentavel das praticas agricolas em suas
lavouras. A fim de elucidar a associacdo de bactérias endofiticas em arroz e
ampliar as possibilidades do emprego desses agentes nas lavouras de arroz do
Brasil, o estudo proposto teve o0 objetivo de selecionar bactérias endofiticas,
autoctones de plantas de arroz, com potencialidade para o biocontrole da

mancha-parda e promocao de crescimento.
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Resumo

Bactérias endofiticas promovem o crescimento de plantas através da
solubilizac&o de nutrientes, sintese de fitorménios e fornecimento de vitaminas.
Uma colegéo de 303 isolados endofiticos, autéctones de arroz, foram avaliados
guanto a capacidade de promover o crescimento de plantas, estimular a
germinacdo e aumentar o vigor de sementes. Os ensaios foram conduzidos sob
condicdes laboratoriais e de casa-de-vegetacdo. Na promocédo de crescimento in
vitro, foram mensurados o comprimento da raiz principal e o desenvolvimento da
parte aérea das plantulas. Para tanto, sementes foram previamente
microbiolizadas com suspensdes bacterianas. Os melhores isolados in vitro foram
testados em condigcdes de casa-de-vegetacdo, na qual a altura das plantas,
namero de folhas, peso da massa fresca e seca da raiz e parte aérea foram
avaliadas. Paralelamente, foi conduzido o Teste Padrao de Germinacao (TPG),
para determinar a qualidade fisiologica das sementes ap0s exposicdo as
suspensdes bacterianas. No teste in vitro os resultados obtidos apontaram que
11,5% dos isolados foram promissores para 0 aumento do comprimento da raiz e
2,3% para 0 aumento da parte aérea. Em casa-de-vegetacdo, nove isolados se
destacaram como potenciais promotores de crescimento e, no Teste Padrdo de
Germinacao (TPG), os isolados 193, 274 e 160, afetaram o vigor de plantulas e o

isolado 160, a germinacao.

Palavras-chave: germinacéo, altura de plantas, sementes, vigor.
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3.1 Introducéo

Bactérias endofiticas sdo micro-organismos capazes de promover o
crescimento de plantas através da solubilizacdo de nutrientes, sintese de
fitormobnios e fornecimento de vitaminas. Além disso, desencadeiam mecanismos
gue aumentam consideravelmente a capacidade da planta em metabolizar essas
substancias para o direcionamento de diferentes processos fisiolégicos (Shishido
et al., 1999; James et al., 2002). Contudo, esses mecanismos somente terdo
sucesso, se 0s agentes endofiticos forem capazes de se estabelecer no vegetal,
ocupando nichos especificos, multiplicando e superando os impedimentos fisicos
e quimicos impostos pela planta (Kuss, 2006).

Géneros como Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Erwinia e
Ochrobactrum, podem solubilizar complexos de fosfato pela secrecdo de acidos
organicos. Uma vez na forma sollvel, esses fosfatos poderdo ser absorvidos pela
bactéria ou pela planta (Costa, 2012) e atuar na promog¢ao do crescimento vegetal
(Babalola, 2010). Bactérias promotoras de crescimento, como as dos géneros
Pseudomonas, Bacillus, Arthrobacter, Enterobacter e Agrobacterium (Yuan et al.,
2010), produzem compostos inddlicos, como &cido indol acético (AlA). Essa
substancia, sintetizada e exportada pela bactéria, age como horménio de
crescimento vegetal e induz o aumento das raizes e folhas das plantas (Babalola,
2010; Hayat et al., 2010). Tariq et al. (2014) realizaram experimentos in vitro com
bactérias endofiticas em associacdo com plantas de ervilha e provaram que seis
isolados foram capazes de produzir AlA, dois foram capazes de fixar nitrogénio e
nove solubilizaram fosforo inorgéanico.

Estudos conduzidos por Ji et al. (2014) demonstraram que, bactérias
endofiticas diazotréficas autoctones de arroz, proporcionaram maior crescimento
das plantas e acréscimo no peso seco. Além disso, promoveram efeitos
antagonicos contra fungos patogénicos. Quecine et al. (2012) também verificaram
acumulo de biomassa em plantas de cana-de-acuUcar tratadas com a endofitica
Pantoea agglomerans, tanto da parte aérea quanto da raiz. Indmeros estudos
reportam a acado promotora de crescimento das bactérias endofiticas em culturas
de importancia econémica (Varma et al., 1999; Mucciarelli et al., 2003; Silva et al.,
2012; Jesus, 2013; Hidayat et al., 2014), o que torna esses agentes

agronomicamente relevantes para fins de desenvolvimento de biofertilizantes, o
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gue seria uma alternativa aos fertilizantes quimicos utilizados em grande escala
em todo mundo.

Por outro lado, poucos estudos reportam a acdo benéfica de agentes
endofiticos em arroz, principalmente quando se trata de estimular o crescimento,
ganho de massa ou germinagcdo. No Brasil, estudos que investiguem a acdo de
procariotos endofiticos, em arroz, seriam de natureza inédita e apresentariam um
Viés relevante, pois o pais se destaca como um dos maiores produtores da
cultura, além de ser o maior consumidor das Américas, tendo o cereal como base
da alimentacdo. Diante do exposto, o presente trabalho preconizou selecionar e
investigar a atividade de isolados bacterianos endofiticos, autéctones de arroz,

guanto a capacidade em promover o crescimento de plantulas e plantas, e

estimular o vigor e a germinagao de sementes.

3.2 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Bacteriologia Vegetal
e Biocontrole do Departamento de Fitossanidade da Universidade Federal do Rio
Grande Sul (UFRGS), Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. As plantas de
arroz da cv. GURI INTA CL, foram cultivadas em solo ndo esterilizado em casa-
de-vegetacdo com temperatura e umidade parcialmente controladas, sendo parte
do clima Cfa (subtropical umido), apresentando temperatura média anual de 19,5
°C, sendo a do més mais quente 24,5 °C e a do més mais frio, 14,3 °C, com

precipitacdo de 1347,4 mm, distribuida ao longo do ano (Conceigao, 1997).

3.2.1 Isolamento das bactérias endofiticas

As bactérias endofiticas foram isoladas de colmos e raizes de plantas de
arroz, coletadas em seis cidades produtoras da cultura no estado do Rio Grande
do Sul: Cachoeirinha, Capao do Leé&o, Eldorado do Sul, Itaqui, Magcambara e
Viamao. As amostras para o isolamento das bactérias endofiticas foram obtidas
de plantas de arroz sadias e/ou que apresentavam baixa intensidade de ataque
de patdégenos, coletadas em apenas uma lavoura de cada um dos municipios
citados.

As plantas coletadas foram submetidas a uma lavagem superficial, dos
colmos e raizes, em Aagua corrente para remocao dos residuos solidos.

Posteriormente, fragmentos de tecidos de aproximadamente 0,5 cm3 foram
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cortados e submetidos a desinfestacdo superficial em &lcool 70% por 30
segundos, hipoclorito de sédio a 1% por um minuto e tripla lavagem com agua
destilada e esterilizada, conforme metodologia utilizada por Paz et al. (2012), com
adaptacdes. Em seguida, os fragmentos foram macerados em agua destilada
esterilizada, e mantidos em repouso durante um minuto. Do extrato obtido foi
realizada uma diluicdo em série (fator = 1:10%), e uma aliquota de 50 pL foi
semeada e espalhada em placas de Petri contendo meio sélido 523 de Kado &
Heskett (1970). As placas foram incubadas a 28 °C por 48 h e, apGs o surgimento
das colbdnias individualizadas, um total de 303 isolados endofiticos foram

repicados.

3.2.2 Cultivo e preservacédo das bactérias endofiticas

As culturas puras e morfologicamente distintas de cada isolado (Berg et al.,
2002), foram repicadas e transferidas para tubos de ensaio contendo meio solido
523, inclinado. Os tubos foram acondicionados em geladeira a 4 °C. Para
constituicdo de uma colecéao biolégica, os isolados também foram preservados em
6leo mineral (Lelliott & Stead, 1987) e mantidos em temperatura ambiente a 25 +
5°C.

3.2.3 Microbiolizacdo de sementes

A cultura pura de cada isolado, mantida em crescimento por 24 h a 28 °C,
foi suspensa (~102 células mL™) em soluc&o tamp&o-fosfato (PBS: 0,1 M; pH 7,0).
Em seguida, a suspenséo de células bacterianas foi adicionada em copos plastico
de 50 mL contendo sementes de arroz previamente desinfestadas
superficialmente (um minuto em alcool 70%, dois minutos em hipoclorito de sodio
1,5% e trés lavagens em agua destilada e esterilizada). As sementes em imersao
foram mantidas sob agitacéo constante (Sheker Tecnal, TE 420) a 150 rpm a 25 +
5°C, por 24 h.

Paralelamente, as sementes foram imersas nos seguintes tratamentos:
agua destilada e esterilizada (controle), Solucdo Tampao-Fosfato (PBS) (0,1 M;
pH 7,0), indutor de resisténcia Acibenzolar-S-metil (ASM; 0,05 g/L) e indutor de
resisténcia GreenForce (5 mL/L).

As sementes, ap6s microbiolizadas, foram pré-germinadas em placas de

Petri contendo papel Germitest umedecido em agua destilada esterilizada (2,5
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vezes 0 peso do papel), durante 24 h a 25 + 5 °C em fotoperiodo de 12 h, para

assegurar a viabilidade das sementes utilizadas durante o teste.

3.2.4 Bioensaio in vitro

Os 303 isolados endofiticos foram avaliados quanto a capacidade em inibir
o crescimento micelial do fungo desafiante Bipolaris oryzae. A metodologia
utilizada foi a mesma proposta por Lépez-Bucio et al. (2007), com modifica¢des.
Sementes foram desinfestadas superficialmente e pré-germinadas por 24 h em
papel Germitest umedecido com agua destilada esterilizada. Em camara de fluxo
laminar, quatro sementes de arroz pré-germinadas foram transferidas para placas
de Petri (90 x 15 mm) contendo agar-agua (2% p/v), e acomodadas distantes uma
da outra, em linha, no centro da placa. Em seguida as placas foram acomodadas
em bandejas na posicao vertical e, incubadas em camara de crescimento tipo
BOD, a 25 + 5 °C saob fotoperiodo de 12 h.

Apo6s quatro dias, foi realizada a mensuragdo do sistema radicular e da
parte aérea das plantulas. Além dos isolados, foram utilizados como tratamentos:
PBS, ASM, GreenForce, e agua (como controle negativo).

O experimento foi conduzido em delineamento experimental de blocos
casualizados, com quatro blocos e quatro repeticfes para cada tratamento, e 0s
dados obtidos foram analisados no programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2011),
em que as médias foram submetidas a analise de varidncia e, quando

significativas, comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0.05).

3.2.5 Bioensaio em casa-de-vegetacao

As bactérias endofiticas eleitas como promissoras no bioensaio in vitro,
foram avaliadas quanto a capacidade em promover o crescimento de plantas de
arroz em casa-de-vegetacdo e comparadas com os tratamentos agua (controle),
PBS, ASM, e GreenForce.

Para tal, sementes de arroz foram desinfestadas superficialmente e
microbiolizadas com suspensé&o (~102 células mL™) de cada isolado, por 24 h a 25
+ 5 °C. Em seguida, depositadas em placas de Petri contendo papel de
germinacdo Germitest umedecido, por 24 h a 25 + 5 °C sob fotoperiodo de 12 h.

Sementes pré-germinadas foram semeadas em copos plasticos de 300 mL,

contendo solo nado esterilizado (Policultura Rosa) e mantidas em casa-de-



16

vegetacdo, com temperatura de 25 + 5 °C. Os copos ficaram submersos em 1/3
de sua altura sob lamina d’agua, para manter a umidade e as condi¢des
peculiares do arroz irrigado. Como controle negativo, utilizou-se apenas sementes
nao microbiolizadas imersas em agua destilada e esterilizada. Apés 30 dias, 0s
parametros avaliados foram: a) altura da planta mensurada com auxilio de régua,
em centimetros (cm); b) numero de folhas; c) peso da matéria fresca da raiz; d)
peso da matéria fresca da parte aérea; e) peso da matéria seca da raiz; f) peso da
matéria seca da parte aérea (Aradjo & Guerreiro, 2010 — com adaptacdes). Para
avaliar a matéria seca, as plantas foram secas em estufa a 65 °C durante sete
dias. A média de trés plantas para os parametros peso da matéria fresca e seca
daraiz e da parte aérea foi considerada como valor 100 no tratamento controle.

O ensaio foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC), com quatro repeticbes por tratamento, considerado como
padrdo de avaliacdo de cada parametro, trés plantas por repeticdo. Os resultados
obtidos foram analisados estatisticamente no programa estatistico Sisvar
(Ferreira, 2011) e as médias foram submetidas a analise de variancia e, quando

significativas, comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0.05).

3.2.6 Teste Padrao de Germinacao

Foram conduzidos testes de vigor (primeira contagem da germinacao) e
germinacdo, para caracterizacdo do lote de sementes e para avaliar se o0s
isolados bacterianos apresentavam ou nédo, potencial para inibir ou estimular a
germinacdo. Antes da montagem do teste, as sementes foram submetidas a
desinfestacdo superficial em &lcool 70% (um minuto), hipoclorito de sdodio 1,5%
(dois minutos) e trés lavagens em agua destilada esterilizada.

A metodologia utilizada seguiu os padrées recomendados pelas Regras de
Andlises de Sementes (RAS) (Brasil, 2009). Para o teste de germinacdo foram
utiizadas oito repeticbes de 50 sementes, distribuidas em papel Germitest
umedecido com agua destilada esterilizada na proporcéo de 2,5 vezes o0 peso do
papel. As sementes foram acondicionadas em temperatura de 25 + 5 °C sob
fotoperiodo de 12 h. Aos 14 dias, foi avaliado o total de plantulas normais,
seguindo os padrdes estabelecidos pela RAS. Os percentuais de plantulas
normais de cada repeticdo foram computados para avaliacdo da germinagao. O

vigor foi realizado conjuntamente com o teste de germinacdo, constituindo do



17

registro de plantulas normais verificadas na primeira contagem do teste de
germinacdo, realizada aos cinco dias ap0s a semeadura em papel Germitest,
conforme os padrées da RAS (Brasil, 2009). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado e os dados com valores expressos em percentagem
foram transformados com a aplicagdo da férmula: arcsen (Vx+100). Os resultados
obtidos foram analisados estatisticamente no programa estatistico Sisvar
(Ferreira, 2011) e as médias foram submetidas a analise de variancia e, quando

significativas, comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0.05).

3.2.7 lIdentificacdo das bactérias: extracdo do DNA e amplificacdo do

fragmento génico 16S rDNA

Para extracdo do DNA gendmico empregou-se o protocolo experimental de
Woo et al. (1992). Para tanto, as colbnias bacterianas, selecionadas como mais
eficientes em casa-de-vegetacao, foram cultivadas em 5 mL de meio liquido 523
sob agitacao (150 rpm) a 28°C. Apos 24 h de incubagdao, foi transferido 1 mL de
cultura bacteriana de cada isolado para microtubos (EppendorfTMmicrocentrifuge,
mod. 5415C) e centrifugado a 13.000 rpm por um minuto a temperatura ambiente.
O sobrenadante foi desprezado e dissolvido cuidadosamente o precipitado em 1
mL de tamp&o TNE (Tris-HCI pH 8.0 10 mM, NaCl 10 mM, Na2EDTA pH 8 10
mM). A suspensao de células bacterianas foi novamente concentrada através de
centrifugacdo a 13.000 rpm, durante 1 minuto a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado dissolvido vagarosamente em 135 pL
do tamp&o TNE. Em seguida foram adicionados 135 pL de TNE com 2% de Triton
X-100 e 30 pL de lisozima (5 mg/mL). A solugdo foi misturada suavemente e
incubados em banho-maria a 37°C durante 30 minutos. Apds a primeira
incubacéo, 15 pL de proteinase K (20 mg/mL) foi misturada por inverséo e os
microtubos foram incubados novamente em banho-maria a 65°C durante 2 h.

Por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), foi procedida a
amplificagdo de um fragmento do gene 16S rDNA dos isolados bacterianos. A
PCR foi composta de tampao 1X (Invitrogen), contendo 20 mM de Tris-HCI (pH
8,4) e 50 mM de KCI; 2,5 mM de MgClI2; 0,2 mM de cada dNTP; 0,5 uM de cada
oligonucleotideo iniciador; 1 U de Tag Platinum DNA Polimerase (Invitrogen) e 2
UL de DNA, sendo o volume final ajustado com agua ultrapura para 20 pL. Os

oligonucleotideos iniciadores  utilizados nessa reacdo foram @ 27F
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AGAGTTTGATCMTGGCTCAG e 1525R AAGGAGGTGWTCCARCC, retirados do
estudo de Palumbo et al. (2007). A reacao foi realizada sob as seguintes
condi¢des: desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 min; 35 ciclos de desnaturacao a 94
°C por 30 s, pareamento a 55 °C por 30 s, extensdo a 72 °C por 90 s, seguida de
uma extenséo final a 72 °C por 5 min (Palumbo et al., 2007). O tamanho dos
fragmentos amplificados foi estimado pela comparagcdo com o perfil eletroforético
do marcador de massa molecular de 1 Kb (Promega) em gel de agarose a 1% em
TBE 1X [90 mM de Tris-HCI (pH 8,3); 90 mM de H3BO3; 2 mM de EDTA].
Adicionalmente, foi realizada a estimativa da concentracdo dos fragmentos
amplificados. Para tanto, foram aplicados no gel, 500 ng do marcador AHindlll. O
gel foi deixado em contato com uma solugdo de tampéo TBE 1X adicionada de
brometo de etidio (0,5 mg mL-1) por 10 min. Em seguida, o gel foi exposto a luz
UV e fotografado. Por fim, os fragmentos amplificados a partir do DNA de cada
bactéria foram submetidos ao sequenciamento. Esse Ultimo procedimento esta
sendo realizado pela ACTGene Andlises Moleculares Ltda. (Centro de
Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS), utilizando o sequenciador automético
ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e polimero
POP6 (Applied Biosystems).

3.3 Resultados

Dos 303 isolados obtidos, 138 sao provenientes da raiz e 165 do colmo. No
bioensaio in vitro, que visou avaliar a capacidade de cada bactéria em promover o
comprimento de raiz e elongacdo da parte aérea, 35 isolados (11,5% do total)
foram eficientes em aumentar o comprimento da raiz (Figura 1) e sete (2,3% do
total) em promover a elongacdo da parte aérea (Figura 2), quando comparados
com o controle (dgua). Destes, o isolado 251, embora ndo tenha diferido
estatisticamente dos demais isolados, apresentou aumento no comprimento da
raiz de 3,75 cm quando comparado com o controle. Ja o tratamento com o isolado
193 teve um acréscimo de 3,1 cm na elongagcdo da parte aérea,
comparativamente com o controle.

Os isolados 209, 21 e 308 foram os melhores isolados para os dois
parametros avaliados, com capacidade para estimular o crescimento da parte
aérea, bem como promover a elongacdo da raiz principal, in vitro (Figura 3).

Como exemplo, a Figura 4 mostra a atividade promotora do isolado 209 em



19

comparagcao com a agua, ASM, GreenForce, PBS e o isolado 319 que apresentou
crescimento reduzido tanto da raiz quanto da parte aérea.

Os tratamentos com PBS e ASM, embora tenham apresentado pouco
incremento, diferiram estatisticamente do controle, com aumentos de 1,09 e 1,58
cm do comprimento da raiz principal, respectivamente (Figura 1). Ja o tratamento
com GreenForce apresentou reducédo de 2,38 cm da raiz, comparativamente com
a agua. Para o crescimento da parte aérea, os tratamentos com PBS, ASM e
GreenForce néo diferiram estatisticamente do controle (Figura 2).

Em casa-de-vegetacdo, foram testados os isolados eleitos como os
melhores em promover o crescimento da raiz e/ou parte aérea, durante o teste in
vitro. Dessa forma, quatro isolados (isolados 52, 49, 282 e 193) foram
promissores em promover o aumento da altura das plantas em até 12,48 cm,
promovido pelo isolado 52, niumero de folhas (isolados 52, 49, 282 e 193) e peso
da massa fresca da raiz (isolados 282, 267, 294, e 277) em que o isolado 282
promoveu incrementos de 202,5% (Tabela 1). O isolado 52 se destacou como
eficiente em aumentar o peso da massa fresca da parte aérea em 342,8%
comparativamente com o tratamento controle (adgua) (Tabela 1).

Observando-se a Tabela 1, para o peso da massa seca da parte aérea,
guatro isolados (52, 49, 282 e 193), mais o tratamento com ASM, foram
promissores em promover incrementos substanciais de 100, 200, 220, 190 e
170%, respectivamente, em comparacdo com a agua. O peso da massa seca da
raiz foi aumentado por sete isolados (52, 282, 193, 277, 160, 294 e 274) mais 0
tratamento com ASM, conforme apresentado na (Tabela 1).

Com os nove isolados que obtiveram os melhores resultados em casa-de-
vegetacao, foi realizado o Teste Padrdo de Germinacao (Tabela 2). Os isolados
49, 52 e 277, embora ndo tenham diferido estatisticamente do controle,
apresentaram indices de vigor de 69, 68,5 e 68%, respectivamente. Os isolados
277, 193, 282, 294, 274 e 52, apresentaram indices de germinacdo de 74,5%,
74%, 73,5%, 72,5%, 72,5% e 72%, respectivamente, embora ndo apresentem
diferenca estatistica quando comparados com o controle. Quando tratadas com
GreenForce, PBS e isolados 193, 274 e 160, o vigor das sementes foi afetado.
Além disso, o tratamento com PBS e isolado 160 também afetou negativamente a

germinacao das sementes.
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Com relagéo a identificagdo dos isolados promissores, o procedimento de
sequenciamento encontra-se em andamento pela ACTGene Analises Moleculares
Ltda.

3.4 Discussao

Foi demonstrado neste estudo que bactérias endofiticas podem interferir
positivamente no desenvolvimento de plantas de arroz, como fitoestimuladoras do
crescimento vegetal, tal qual reportado para outras culturas em diversos trabalhos
(Ting et al., 2008; Jasim et al., 2014; Ji et al., 2014; Rangjaroen et al., 2014). No
bioensaio in vitro, 35 isolados atuaram positivamente em estimular o comprimento
da raiz e sete em aumentar a altura das plantulas. Estudos demonstram que as
bactérias endofiticas podem promover o crescimento da planta através da
producdo de fitormbénios e sideréforos, fixacdo biolégica de nitrogénio,
solubilizagdo de fosfato, ou a atividade enzimatica, tal como a supressdo de
etileno por acido aminociclopropano-1-carboxilico desaminase (Berg & Hallmann,
2006), bem como fornecer vitaminas essenciais para as plantas (Pirttila et al.,
2004). Curiosamente, alguns isolados, restringiram ou suprimiram o crescimento
de plantulas (dados ndo mostrados). Isso, provavelmente, esta relacionado a
sintese de substancias inibidoras, que ainda precisam ser investigadas nesse
estudo. Estudos realizados por Kang et al. (2007) demonstraram haver a reducéo
da germinacdo de sementes de cevada e trigo pela substancia fenazina,
sintetizada por Pseudomonas chlororaphis O6. Adicionalmente, os autores
relatam a acdo indutora de resisténcia da substancia em plantas de tabaco contra
a fitobactéria Pectobacterium carotovorum.

O acido cianidrico (HCN) é outra substancia sintetizada por bactérias
benéficas que podem restringir o crescimento radicular ou até mesmo o
crescimento da planta por apresentar efeito fitotoxico (Bakker & Schippers, 1987;
Schippers et al., 1990; Kremer & Souissi, 2001; Gurley & Zdor, 2005). Outros
estudos também reportam a atividade inibitoria ou de restricdo do acido indol-3-
acético (AIA) em sementes e plantulas, quando produzido em altas concentracdes
por bactérias (Arshad & Frankenberger, 1991). Esses fenbmenos ocorrem em
decorréncia do AIA microbiano modificar a auxina endogena da planta para um
nivel 6timo ou acima dele (Sarwar & Kremer, 1995; Patten & Glick, 1996; Araujo

& Guerreiro, 2010). No tocante ao estimulo positivo para o crescimento, bactérias
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podem sintetizar giberelinas (Holl et al.,, 1988), &cidos latico e succinico
(Yoshikawa, 1993), bem como a producdo de AIA (Boronin et al.,1993; Glick,
2012) in vitro, promovendo o aumento da plantula e da raiz. Notadamente, os 35
isolados que estimularam o crescimento da raiz e o0s sete isolados que
estimularam o aumento da parte aérea, possivelmente podem ter produzido
algumas dessas substancias, possibilitando o aumento ou regulacédo positiva dos
fitorménios enddgenos. Isso porque mecanismos envolvidos na solubilizagcdo ou
otimizacdo da absorcdo de nutrientes, ndo foram possibilitadas, visto que o0 meio
de cultura agar-agua, ndo apresenta nutrientes.

Os isolados 209, 21 e 308 se destacaram por promover o crescimento
tanto da raiz quanto da parte aérea. Esse fenébmeno pode estar relacionado com a
sintese de giberelina que geralmente estimula o crescimento da parte aérea, e
auxina, que estimula o crescimento da raiz (Glick, 1995; Bottini et al., 2004; Jones
et al., 2007; Kang et al., 2014). Araujo et al. (2005) trabalhando com um isolado
de Bacillus subtilis constataram a sintese de AIA e Acido Indol Butirico (AIB) pela
bactéria em resposta a exsudatos de raiz de soja, 0 que proporcionou aumentos
significativos no sistema radicular das plantas. Kang et al. (2014) constataram o
aumento substancial da parte aérea, da massa fresca e clorofila, de plantas de
arroz, estimulados pela sintese de giberelina pela bactéria Leifsonia soli SE134.
Zamioudis et al. (2013), testaram a atividade promotora de crescimento de trés
bactérias de mudas de Arabidopsis ecotipo Columbia, em meio Murashige e
Skoog (MS), mostrando que todas as bactérias foram capazes de estimular a
producdo de biomassa vegetal, ocorrendo acréscimos de até 3,9 vezes na
producdo de massa fresca das mudas.

No ensaio in vitro, os tratamentos com PBS e ASM, embora tenham
diferido estatisticamente do controle, apresentaram tamanho de raiz e parte aérea
consideravelmente inferior aos tratamentos com os isolados endofiticos. Isso
pode ter ocorrido porque o ASM como indutor de resisténcia, pode estimular as
respostas de defesa da plantula, gerando um custo energético e restringindo a
germinacao e crescimento das mesmas. O resultado apresentado pelo PBS ja era
esperado, pois se trata de uma solucdo tampao e foi usado como cautela
adicional em nossos experimentos haja vista que foi utilizado no preparo da
suspensdo das células bacterianas para microbiolizacdo das sementes. O

pequeno acréscimo no comprimento da raiz proporcionado por esse tratamento
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pode ter sido decorrente da presenca de fosforo em sua composi¢cédo, que € um
macronutriente essencial ao desenvolvimento das plantas. J& o tratamento com
GreenForce reduziu drasticamente o comprimento da raiz e da parte aérea,
comparativamente com a agua, possivelmente por ser um produto a base de
extrato de café que talvez contenha substancias com acéao inibitoria a germinagao
e ao desenvolvimento das plantulas de arroz, e também por esse produto ser um
indutor de resisténcia, que pode ter estimulado respostas de defesa da planta,
gerando gastos energéticos para a mesma.

Em casa-de-vegetacdo, nove isolados se destacaram como bons
promotores de crescimento em plantas de arroz. Mas, curiosamente, os isolados
209, 21 e 308 nado apresentaram resultados satisfatérios em promover o
crescimento nessas condicdes (dados ndo mostrados). Este fato pode estar
relacionado com a incapacidade desses isolados em competir eficientemente com
a microbiota natural do solo, assim, sucumbindo rapidamente a introducdo. De
maneira geral, os isolados 52, 49, 282 e 193 se destacaram como promissores
em condicbes de casa-de-vegetacdo (Tabela 1) por proporcionar acréscimos
significativos ao crescimento das plantas. Estes resistiram a introducdo e
desencadearam mecanismos que potencializaram a absor¢cdo de nutrientes e/ou
sintese de fitormbnios. De forma semelhante, Kandasamy et al. (2009)
demonstraram que sementes de arroz expostas a suspensdes bacterianas de
rizobactérias estimularam o crescimento das plantas em comparacdo com as
sementes nao tratadas, obtendo aumento no comprimento médio das raizes
(25,30 centimetros) e da parte aérea (11,88 centimetros), além de apresentar
maior peso da massa fresca e seca de mudas (1.025,2 mg e 806,4 mg,
respectivamente) quando tratadas com Pseudomonas fluorescens KH-1. Teixeira
et al. (2001) conseguiram resultados semelhantes aos encontrados nesse estudo.
Esses autores, testando rizobactérias isoladas de rizosfera de eucalipto,
observaram que estacas enraizadas em substrato tratado com antagonistas
apresentavam aumento de até 110% de ganhos no enraizamento médio, e até
250% no peso da raiz. Além disso, as mesmas rizobactérias reduziram
significativamente a intensidade de ferrugem, Puccinia psidii, em estacas.

Os resultados desse estudo também estdo de acordo com os obtidos por
Moura (1996), em um estudo com actinomicetos selecionados para o biocontrole

da murcha bacteriana das solanaceas, causada por Ralstonia solanacearum. A
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autora verificou que, além de proporcionar o controle da doenga, as sementes
microbiolizadas com os isolados, originaram plantas com aumento da area foliar,
do peso da matéria seca, da altura e do numero de folhas. Em outro estudo, Ji et
al. (2014) trataram sementes de arroz com bactérias endofiticas diazotroficas e
observaram o aumento em altura das plantas e maior peso seco, além de efeitos
antagonicos contra fungos patogénicos. Os autores também estudaram possiveis
mecanismos de promocdo de crescimento vegetal. Dentre os 12 isolados
testados, 10 demonstraram maior atividade a producdo de auxina, seis isolados
apresentaram alta atividade na producéo de sideroforos e quatro isolados tiveram
alta atividade de solubilizacdo de fosfato.

Ashrafuzzaman et al. (2009) também avaliaram a promocédo de
crescimento em plantas de arroz por 10 rizobactérias, e constataram aumento
significativo da altura, comprimento de raiz e peso da matéria seca da parte aérea
e daraiz. Alguns isolados apresentaram sintese de AlA e solubilizagao do fésforo.
Paz et al. (2012) verificaram que o isolado endofitico EUCB 13 apresentou
aumento do comprimento da parte aérea de eucalipto, porém a maior atividade
ocorreu no sistema radicular, promovendo um aumento significativo de 24,8% no
comprimento da raiz principal.

Os dados obtidos no TPG revelaram que ndo houve diferenca estatistica
entre os isolados que promoveram os maiores indices de vigor e germinacao e o
tratamento controle (Tabela 2). Alguns isolados obtiveram desempenhos
insatisfatorios frente aos parametros avaliados, apresentando indices de vigor e
germinacdo inferiores ao controle. Os isolados 193, 274, 160 e os tratamentos
com GreenForce e PBS reduziram significativamente o vigor das sementes,
enquanto o isolado 160 e o tratamento com PBS reduziram a germinagéo. Da
mesma forma que ocorreu no teste in vitro, isso também pode ter acontecido
devido a sintese de substancias inibidoras ou por mecanismos de inducdo de
resisténcia desencadeados pelos isolados endofiticos, ndo investigados neste
estudo. Kang et al. (2007) demonstram claramente esses fendmenos em seu
estudo, como referido anteriormente. Esses resultados sdo semelhantes aos
obtidos por Vrbni¢anin et al. (2011), em que avaliaram o efeito da germinacéo de
sementes de Ambrosia artemisiifolia L. por rizobactérias, onde ocorreu a reducao
da germinagcdo nos tratamentos com Pseudomonas fluorescens e Bacillus

licheniformis, porém os mecanismos que afetam a germinacdo ndo foram
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discutidos por esses autores. Paz et al. (2007) encontraram resultados
semelhantes em seu estudo com sementes de milho (Zea mays L.) e feijao
(Phaseolus vulgaris L.), tratadas com endofiticos, com inibicdo de 22,79% na
germinacao de milho e 14,29% na germinacéao de feijdo, quando comparadas com
o tratamento controle. Esses autores relatam que inibicdo da germinagdo pode ter
ocorrido devido a fatores como o efeito inibitorio ocasionado por um indculo
elevado, acarretando em um efeito de competicdo por nutrientes entre o micro-
organismo e o embrido vegetal, podendo também ter ocorrido a producdo de
metabolitos toxicos pela bactéria a semente, o que contribuiu para a redugcao nos

indices de crescimento das radiculas ou até mesmo a morte do embrido.

3.5 Conclusdes

Pode-se concluir que dos isolados testados, 11,5% foram eficientes em
promover o crescimento de raizes e 2,3%, promissores no desenvolvimento da
parte aérea, in vitro. Em casa-de-vegetacdo, nove isolados se descaram como
potenciais promotores de crescimento das plantas, e o teste de vigor e
germinacdo de sementes ndo apresentaram diferenca estatistica quando

comparados ao tratamento controle.
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FIGURA 1. Comprimento da raiz principal de plantulas de arroz, originadas de
sementes microbiolizadas com bactérias endofiticas, Controle
(dgua), Solucdo Tampao-Fosfato (PBS), Acibenzolar-S-metil (ASM)
e GreenForce (GF). As colunas representam a média e as barras
verticais representam o erro padrdo da média. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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FIGURA 2. Comprimento da parte aérea de plantulas de arroz, originadas de
sementes microbiolizadas com bactérias endofiticas, Controle
(dgua), Solucdo Tampao-Fosfato (PBS), Acibenzolar-S-metil (ASM)
e GreenForce (GF). As colunas representam a meédia e as barras
verticais representam o erro padrdo da média. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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FIGURA 3. Isolados mais eficientes para o crescimento de raiz e de parte aérea
de arroz, e tratamentos controle (agua), Solucdo Tampdao-Fosfato
(PBS), Acibenzolar-S-metil (ASM) e GreenForce (GF). As colunas
representam a média e as barras verticais representam o erro padrao
da média. Médias seguidas de mesma letra n&o diferem entre si pelo

teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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FIGURA 4. Crescimento do sistema radicular e parte aérea, ap6s 4 dias de
exposicao das sementes aos seguintes tratamentos: A — Controle
(dgua), B - Solucdo Tampao-Fosfato (PBS) (0,1 M), C — Acibenzolar-
S-metil (ASM), D — GreenForce, E — 209, F - 319. (Barras = 1 cm).
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TABELA 1. Altura de plantas, niumero de folhas, massa fresca da parte aérea e
raiz, massa seca da parte aérea e raiz, quando comparadas com 0s
tratamentos controle (4gua), Solucdo Tampdao-Fosfato (PBS),
Acibenzolar-S-metil (ASM),e GreenForce.

Tratamentos  Altura N° de MF Parte MF MS Parte MS
(cm) folhnas aérea(g) Raiz(g) Aérea(g) Raiz (g9)

52 41.73 a*  4.55 a* 1.20 a* 0.51 b* 0.23 a* 0.15 a
49 39.40 a 4.65 a 0.89b 0.25d 0.20 a 0.12b
282 38.95 a 4.60 a 0.95b 0.79 a 0.22 a 0.14 a
193 38.55 a 4.63 a 0.84b 0.52b 0.19 a 0.14 a
ASM 34.35b 3.61b 0.75b 056 b 0.17 a 0.15a
267 31.20 c 3.23b 0.52c 0.68 a 0.10b 0.13 b
277 30.75 ¢ 3.00b 0.41c 0.63 a 0.08 b 0.15 a
Agua 29.25 ¢ 3.08b 0.35c 0.39c 0.10 b 0.10 b
PBS 29.09 c 3.08b 0.34c 0.47c 0.08 b 0.11b
GreenForce 28.99 c 3.21b 0.44 c 0.53b 0.10b 0.11b
160 26.33 d 3.18 b 0.39c 0.58b 0.08 b 0.18 a
294 24.93 d 3.08b 0.36¢c 0.65 a 0.076 b 0.17 a
274 24.25d 3.08b 0.34c 0.54 b 0.09 b 0.17 a
CV (%) 6.37 10.00 21.99 22.13 24.24 34.67

*Médias com as mesmas letras na coluna ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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TABELA 2. Vigor (%) e germinagcdo (%) de sementes de arroz em resposta a
microbiolizacdo de sementes com bactérias endofiticas autéctones

de arroz.
Tratamentos Vigor (%) Germinacgao (%)

49 69,00 a* 70,00 a*
52 68,50 a 72,25 a
277 68,00 a 74,50 a
Agua 68,00 a 71,50 a
267 67,25 a 68,25 a
282 66,75 a 73,50 a
294 64,00 a 72,50 a
ASM 63,00 a 67,00 a
GreenForce 57,12 b 65,75 a
PBS 55,87 b 59,62 b
193 55,25 b 74,00 a
274 53,25 b 72,50 a
160 44,25 b 51,50 b

CV (%) 13.02 10.89

*Médias com as mesmas letras na coluna ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Resumo

A mancha-parda do arroz, causada pelo fungo fitopatogénico Bipolaris oryzae, é
uma das principais doencas da cultura, estando presente em todas as areas
cultivadas. Diante disso, objetivou-se com esse estudo, investigar o potencial de
biocontrole de 303 isolados de bactérias endofiticas, contra o fungo fitopatogénico
B. oryzae, em condi¢Oes laboratoriais e de casa-de-vegetacdo. No ensaio in vitro,
verificou-se a capacidade dos isolados em inibir o crescimento micelial do
patdgeno, pelo teste de antibiose. Ja em casa-de-vegetacéo, plantas provenientes
de sementes microbiolizadas com os isolados, foram avaliadas quanto a
capacidade de reduzir a severidade da mancha-parda em folhas. Os resultados
mostraram que 25 isolados de bactérias endofiticas foram eficientes na inibicao
do crescimento micelial do patégeno, dos quais, os isolados 191 e 164 diferiram
dos demais, apresentando halos de inibicdo de 3,5 e 3,18 cm, respectivamente.
Em casa-de-vegetacdo, 39 isolados reduziram a severidade da doenca. Isso
demonstra que as bactérias endofiticas apresentaram potencial para o biocontrole
da doenca, podendo ser usadas em estudos futuros para o desenvolvimento de

um bioformulado.

Palavras-chave: Bipolaris oryzae, antibiose, crescimento micelial, severidade.
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4.1 Introducéao

O fungo Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker, [teleomorfo =
Cochliobolus miyabeanus (Ito and Kuribayashi) Drechs. ex Dastur.], agente
etiologico da mancha-parda em arroz, tem se destacado nos ultimos anos como
uma das principais doengas da cultura, estando presente em praticamente todas
as areas produtoras de arroz e afetando milhdes de hectares em todo o mundo a
cada safra (Ou 1985; Savary et al., 2000; Barnwal et al., 2013).

O Brasil é o maior produtor de arroz das Américas e tem a mancha-parda
como doenca economicamente importante, pois ela ocasiona grandes perdas,
tanto em rendimento quanto na qualidade dos grdos produzidos nas lavouras
brasileiras (Prabhu et al., 2006; Celmer et al., 2007). Os maiores danos podem
ocorrer de trés maneiras: i) durante a germinacdo das sementes, resultando em
morte das plantulas e reducdo do estande inicial (Ribeiro, 1988; Bedendo &
Prabhu, 2005), ii) em plantas adultas causando manchas necréticas nas folhas,
desencadeando o aumento da esterilidade das flores (Ou, 1985) e, iii) na reducéo
do nimero de gréos por panicula, originando graos menores e manchados (Lee,
1992). Além disso, a doenca pode causar perdas que chegam a 90% no
rendimento dos gréos (Sunder et al.,, 2014). Ba & Sangchote (2006) em seus
experimentos visando avaliar a intensidade dessa doenga em arroz, encontraram
26% de incidéncia na fase de maturacdo de gréos e 1,6% de severidade nas
folhas infectadas.

O controle da doenca baseia-se principalmente no plantio de cultivares
resistentes e/ou pulverizagbes com fungicidas (Prabhu & Filippi, 2001). No
entanto, essas medidas de controle tém se tornado ineficientes, porque o
patégeno tem suplantado a resisténcia das cultivares empregadas, e 0 uso
continuo de fungicidas, tem aumentado a frequéncia de patétipos resistentes
(Silva & Coelho, 2003; Santos et al., 2006; Sartorato, 2006; Celmer et al., 2007).

Dessa forma, o biocontrole proporcionado por bactérias endofiticas pode
ser uma alternativa de manejo eficiente em reduzir ou eliminar o uso abusivo de
fungicidas. Micro-organismos habitantes dos tecidos internos de diversas
espécies de plantas (Strobel et al., 2004), as bactérias endofiticas podem prevenir
ou reduzir efeitos deletérios causados por patdégenos a partir de mdultiplos
mecanismos de acdo, desempenhados pela sintese de sideréforos, compostos

volateis, substancias antimicrobianas, competicdo por espaco e nutrientes,
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resisténcia sistémica (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006; Compant et al.,
2010; Lanna Filho, 2011) e outros.

A interacdo de bactérias endofiticas associadas a plantas tem sido objeto
de estudo em todo mundo (Sun et al., 2008) e podem apresentar vantagens
adicionais em relacdo a outros agentes de biocontrole por colonizarem sistémica
ou parcialmente a planta. Adicionalmente, os endofiticos, por natureza, vivem em
locais particularmente protegidos da competicdo microbiana, caso nao observado
no ambiente do solo (Sturz et al., 2000; Whipps, 2001). Compant et al. (2005)
demonstraram que a Burkholderia sp. PsJN foi capaz de colonizar eficientemente
toda uma planta de videira, provando que esse organismo é capaz de se
movimentar pelos vasos e ocupar diferentes nichos. No tocante ao controle de
doencas, h& inumeros estudos reportando o sucesso do uso de bactérias
endofiticas (Barretti et al., 2009; Lin et al., 2013; Purnawati et al., 2014). Silva et
al. (2008), mostraram que o isolado endofitico 119G reduziu significativamente a
severidade da ferrugem do cafeeiro em niveis de controle acima de 60% em
mudas previamente tratadas com essa bactéria. Da mesma forma, Nawangsih et
al. (2011), estudaram dois isolados de bactérias endofiticas para biocontrole da
murcha bacteriana do tomateiro, em que os isolados BC4 e BL10 reduziram
significativamente a intensidade da doenca em 33% e 43%, respectivamente.

Embora sejam realizados estudos com bactérias endofiticas em diferentes
culturas, hd uma caréncia de trabalhos com esses micro-organismos em
associacdo com plantas de arroz. Mano & Morisaki (2008) relatam estudos
realizados com bactérias endofiticas em arroz, mas citam poucos trabalhos
relacionados ao biocontrole de patdgenos da cultura. Notadamente, se faz
necesséria a busca e investigacdo por bactérias endofiticas que controlem
eficientemente as principais doencas que acometem a orizicultura. Neste
contexto, este estudo teve a finalidade de avaliar o potencial de biocontrole de
isolados de bactérias endofiticas, autéctones de arroz, contra o fungo

fitopatogénico B. oryzae, em condi¢fes laboratoriais e de casa-de-vegetacéao.

4.2 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Bacteriologia Vegetal
e Biocontrole do Departamento de Fitossanidade da Universidade Federal do Rio
Grande Sul (UFRGS), Rio Grande do Sul, Brasil. As plantas de arroz da cv. GURI
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INTA CL, foram cultivadas em solo ndo esterilizado em casa-de-vegetacdo com
temperatura e umidade parcialmente controladas, sendo parte do clima Cfa
(subtropical umido), apresentando temperatura média anual de 19,5 °C, sendo a
do més mais quente 24,5 °C e a do més mais frio, 14,3 °C, com precipitacdo de

1347,4 mm, distribuida ao longo do ano (Conceic¢éo, 1997).

4.2.1 Isolamento das bactérias endofiticas

As bactérias endofiticas foram isoladas de colmos e raizes de plantas de
arroz sadias e/ou com baixa intensidade de doengas. Essas plantas foram
coletadas em seis cidades produtoras da cultura no estado do Rio Grande do Sul:
Cachoeirinha, Capéo do Ledo, Eldorado do Sul, Itaqui, Magambara e Viamao. As
amostras de plantas foram coletadas em uma lavoura apenas, de cada um dos
municipios citados. A metodologia utilizada para isolamento das endofiticas foi a
mesma proposta por Paz et al. (2012), com adaptacdes, na qual colmos e raizes
foram submetidos a lavagem superficial com agua corrente para remogao do
excesso de impurezas e, em seguida, fragmentos de tecidos foram cortados em
aproximadamente 0,5 cm3 e submetidos a desinfestacdo superficial em alcool
70% (30 segundos), hipoclorito de sodio a 1% (um minuto) e uma tripla lavagem
em agua destilada esterilizada.

Apo6s desinfestacao, raizes e colmos foram macerados individualmente em
agua destilada esterilizada, e mantidos em repouso por 30 segundos. Do extrato
obtido, uma diluic&o seriada (fator = 1:10°) foi realizada e uma aliquota de 50 pL
foi semeada em placas de Petri sobre meio solido 523 de Kado & Heskett (1970).
As placas foram incubadas a 28 °C por 48 h. Colbnias individualizadas e
morfologicamente distintas que surgiram nas placas foram repicadas para tubos

de ensaio contendo o mesmo meio. Foram isoladas 303 bactérias endofiticas.

4.2.2 Cultivo e preservacao dos micro-organismos

Os isolados obtidos foram preservados em tubos de ensaio com meio 523
inclinado (Romeiro, 2001), para o uso continuo, e em 6leo mineral (Lelliott &
Stead, 1987), para estoque e preservagao das caracteristicas genéticas (Romeiro,
2001). O fitopatogeno B. oryzae foi adquirido da colecdo de fitopatbgenos do
Laboratério de Bacteriologia Vegetal, do Departamento de Fitossanidade, da

Universidade Federal de Pelotas. O fungo foi cultivado em meio BDA (Tuite, 1969)
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juntamente com pequenos fragmentos de papel filtro (0,5 cm?), para preservacgéo.
Apo6s a colonizagédo do papel com propagulos fungicos, eles foram submetidos a
secagem sob temperatura de 28-30 °C durante 10 dias. Em seguida, os
fragmentos foram depositados em microtubos do tipo Eppendorf (2 mL), e

acondicionados em freezer a -10 °C (Barros Cortés et al., 2010).

4.2.3 Microbiolizacdo de sementes

A cultura pura de cada isolado, mantida em crescimento por 24 h a 28 °C,
foi suspensa (~102 células mL™) em soluc&o tamp&o-fosfato (PBS: 0,1 M; pH 7,0).
Em seguida, a suspensdo de células bacterianas foi adicionada em copos
plasticos de 50 mL, contendo sementes de arroz previamente desinfestadas
superficialmente (um minuto em alcool 70%, dois minutos em hipoclorito de sodio
1,5% e trés lavagens em agua destilada e esterilizada). As sementes em imersao
foram mantidas sob agitacéo constante (Sheker Tecnal, TE 420) a 150 rpm a 25 +
5°C, por 24 h.

Paralelamente, as sementes foram imersas nos seguintes tratamentos:
agua destilada e esterilizada (controle), Solucdo Tampao-Fosfato (PBS) (0,1 M;
pH 7,0), indutor de resisténcia Acibenzolar-S-metil (ASM; 0,05 g/L) e o indutor de
resisténcia GreenForce (5 mL/L) e o fungicida Carboxanilida (Carboxina) +
Dimetilditiocarbamato (Tiram) (300 mL/100 Kg sementes).

As sementes apdés microbiolizadas foram pré-germinadas em placas de
Petri contendo papel Germitest umedecido em &gua destilada esterilizada,
durante 24 h a 25 + 5 °C em fotoperiodo de 12 h, para assegurar a viabilidade das

sementes utilizadas durante o teste.

4.2.4 Bioensaio de antibiose

O teste de antibiose foi realizado como proposto por Vidaver et al. (1972).
Uma camada béasica de 6 mL de meio solido 523 foi depositada em placas de
Petri e quatro isolados endofiticos diferentes, foram repicados por pontos
equidistantes, e incubados por 48 h a 28 °C. Ap0s, as colbnias crescidas foram
mortas pela exposicdo a vapores de cloroférmio por uma hora e, por mais uma
hora sob luz ultravioleta (UV). Paralelamente, propagulos do fungo B. oryzae,
previamente cultivado, foram transferidos para Erlenmeyer contendo meio BDA

semissolido fundente (45 °C; agar a 0,8%; 0,250 g de estreptomicina por 500 mL
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de meio). Em seguida, uma sobre-camada foi formada com o meio fundente sobre
a camada bésica contendo as colbnias bacterianas mortas. Finalmente, as placas
foram incubadas durante sete dias, em temperatura de 25 + 5 °C e fotoperiodo de
12 h, quando foi avaliada a inibicdo ou n&o do crescimento micelial do B. oryzae.
Foram colocados a prova os 303 isolados endofiticos, e os tratamentos com PBS
(0,2 M; pH 7,0), ASM (0,05 g/L), GreenForce (5 mL/L), fungicida Carboxanilida
(Carboxina) + Dimetilditiocarbamato (Tiram) (300 mL/100 Kg sementes) e agua
destilada esterilizada como controle negativo. O experimento contou com quatro
repeticbes para cada tratamento, e quando o halo de inibicdo estava presente,

esse foi mensurado em cm.

4.2.5 Preparo das plantas em casa-de-vegetagcéao

Sementes de arroz foram desinfestadas superficialmente, microbiolizadas
com suspens&o bacteriana (~10° células/mL) de cada um dos isolados, mais os
tratamentos agua (controle), solucdo tampé&o fosfato (PBS: 0,1 M; pH 7,0),
Acibenzolar-S-Metil (ASM; 0,05 g/L), GreenForce (5 mL/L) e Carboxanilida
(Carboxina) + Dimetilditiocarbamato (Tiram) (300 mL/100 Kg sementes). Em
seguida, as sementes foram depositadas em papel Germitest, previamente
umedecido com agua destilada esterilizada, e mantidas por 24 h a 25 £ 5 °C.
Apos, as sementes foram semeadas em copos plasticos (300 mL) contendo uma
mistura de terra preta e himus (Policultura Rosa), e permaneceram em casa-de-
vegetagcdo a 25 + 5 °C com 1/3 dos copos submersos em agua. Em intervalos de
sete em sete dias, as plantas foram suplementadas com 0,022 g de nitrogénio por
copo. Cada tratamento contou com trés repeti¢cdes e cinco plantas por copo foram

avaliadas.
4.2.6 Inoculacédo do patégeno

O fungo foi cultivado sobre agar-agua [2% (p/v)] a 25 °C por 10 dias, para
producdo das estruturas reprodutivas do patdogeno. Apés, 3 mL de agua mineral
foram adicionados sobre a cultura fungica e uma raspagem por pincelamento foi
realizada. Uma suspens&o de conidios (3,0 x 10° conidios/mL) (minimo sugerido
por Alfenas & Ferreira, 2007 foi de 1 x 10°), foi obtida e suplementada com 0,05 g
de gelatina (diluida em 1 m L de agua mineral) para facilitar a aderéncia da

suspensao de conidios na superficie da folha, mais uma gota do detergente
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Tween 20 PA. Plantas em estadio fenoldgico V3 (trés folhas verdadeiras,
aproximadamente 14 dias de crescimento) foram expostas a condicbes de
camara-umida (= 90% de umidade) por 24 h e inoculadas por pulverizagado (W
WIMPEL COMP-1). Ap6s a inoculacdo, as plantas permaneceram por mais 24 h
em condi¢Oes de alta umidade (Bedendo & Prabhu, 2005), mantidas em casa-de-
vegetacdo. As plantas com sintomas foram avaliadas aos 21 dias apds a
semeadura (sete dias apo6s a inoculacdo) pela mensuracdo da severidade da
doenca de acordo com a escala diagramatica proposta por Schwanck & Del Ponte
(2014), com amplitude variando de 0,5 a 36%.

4.2.7 Anélise estatistica

Os experimentos foram montados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) e os resultados obtidos submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0.05) usando o

programa estatico Sisvar (Ferreira, 2011).

4.2.8 ldentificacdo das bactérias: extracdo do DNA e amplificacdo do

fragmento génico 16S rDNA

Para extracdo do DNA gendmico empregou-se o protocolo experimental de
Woo et al. (1992). Para tanto, as colbnias bacterianas que apresentaram bons
resultados no teste em casa-de-vegetacdo, foram cultivadas em 5 mL de meio
liquido 523 sob agitagdo (150 rpm) a 28°C. Apé6s 24 h de incubagéo, foi
transferido 1 mL de cultura bacteriana de cada isolado para microtubos
(EppendorfTMmicrocentrifuge, mod. 5415C) e centrifugado a 13.000 rpm por um
minuto a temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado e dissolvido
cuidadosamente o precipitado em 1 mL de tampao TNE (Tris-HCI pH 8.0 10 mM,
NaCl 10 mM, Na2EDTA pH 8 10 mM). A suspensédo de células bacteriana foi
novamente concentrada através de centrifugacéo a 13.000 rpm, durante 1 minuto
a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o precipitado dissolvido
vagarosamente em 135 pL do tampao TNE. Em seguida foram adicionados 135
uUL de TNE com 2% de Triton X-100 e 30 pL de lisozima (5 mg/mL). A solugao foi
misturada suavemente e incubados em banho-maria a 37°C durante 30 minutos.

Apoés a primeira incubacdo, 15 uL de proteinase K (20 mg/mL) foi misturada por
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inversdo e os microtubos foram incubados novamente em banho-maria a 65°C
durante 2 h.

Por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), foi procedida a
amplificacdo de um fragmento do gene 16S rRNA das bactérias 286, 76 e 74. A
PCR foi composta de tampéo 1X (Invitrogen), contendo 20 mM de Tris-HCI (pH
8,4) e 50 mM de KCI; 2,5 mM de MgCI2; 0,2 mM de cada dNTP; 0,5 uM de cada
oligonucleotideo iniciador; 1 U de Taq Platinum DNA Polimerase (Invitrogen) e 2
UL de DNA, sendo o volume final ajustado com agua ultrapura para 20 pL. Os
oligonucleotideos  iniciadores  utilizados nessa reagdo foram  27F
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG e 1525R AAGGAGGTGWTCCARCC, retirados do
estudo de Palumbo et al. (2007). A reacao foi realizada sob as seguintes
condigdes: desnaturagéo inicial a 95 °C por 5 min; 35 ciclos de desnaturagéo a 94
°C por 30 s, pareamento a 55 °C por 30 s, extensao a 72 °C por 90 s, seguida de
uma extenséo final a 72 °C por 5 min (Palumbo et al., 2007). O tamanho dos
fragmentos amplificados foi estimado pela comparagcdo com o perfil eletroforético
do marcador de massa molecular de 1 Kb (Promega) em gel de agarose a 1% em
TBE 1X [90 mM de Tris-HCI (pH 8,3); 90 mM de H3BO3; 2 mM de EDTA].
Adicionalmente, foi realizada a estimativa da concentracdo dos fragmentos
amplificados. Para tanto, foram aplicados no gel 500 ng do marcador AHindlll. O
gel foi deixado em contato com uma solucdo de tampao TBE 1X adicionada de
brometo de etidio (0,5 mg mL-1) por 10 min. Em seguida, o gel foi exposto a luz
UV e fotografado. Por fim, os fragmentos amplificados a partir do DNA de cada
bactéria foram submetidos ao sequenciamento. Esse ultimo procedimento esta
sendo realizado pela ACTGene Andlises Moleculares Ltda. (Centro de
Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS), utilizando o sequenciador automatico
ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e polimero
POPG6 (Applied Biosystems).

4.3 Resultados

Dos 303 isolados endofiticos, no teste de antibiose, 25 inibiram
eficientemente o crescimento micelial do fungo B. oryzae (Tabela 1). No entanto,
os isolados 191 (Figura 1A) e 164 (Figura 1B) foram os que apresentaram a maior
atividade inibitoria frente o micélio fungico, exibindo halos de 3,50 e 3,18 cm,

respectivamente, quando comparados com o controle (4gua) (Figura 1C). A
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excecdo do tratamento com o fungicida Carboxanilida (Carboxina) +
Dimetilditiocarbamato (Tiram) os tratamentos com PBS, GreenForce e ASM néo
apresentaram atividade inibitéria contra o patégeno desafiante (Tabela 1).

Na selecdo massal, dos 303 isolados testados, 39 se destacaram por
reduzir substancialmente a severidade da doenca em meédia 89,75% em relac&o
ao controle (100% de doenca) (Tabela 2; Figura 1C). Destes, o controle maximo
foi obtido com o isolado 286 (Figura 1E), que apresentou reducdo da severidade
da mancha-parda em 96,6%. O tratamento com ASM apresentou 42,15% de
reducdo da severidade, diferindo estatisticamente do controle. Os tratamentos
com PBS e fungicida tiveram comportamento semelhantes, apresentando reducao
da severidade de 26 e 24,4%, comparativamente com o controle. J4 o
GreenForce ndo apresentou reducdo da severidade, sendo estatisticamente
idéntico ao controle (Tabela 2). Os isolados 236, 335 e 80 que inibiram o
crescimento micelial do patégeno, também se destacaram como bons
biocontroladores da doengca em condigdes de casa-de-vegetacao (Figura 2).

Com relacdo a identificacdo dos isolados, o0 procedimento de
sequenciamento encontra-se em andamento pela ACTGene Analises Moleculares
Ltda.

4.4 Discusséao

Com base nos resultados apresentados é possivel supor que a antibiose foi
um fendmeno limitado, no que diz respeito ao controle in vitro, uma vez que 8,2%
dos isolados manifestaram algum efeito inibitério sobre o crescimento micelial do
patdgeno. Naturalmente a antibiose ndo eleva o isolado ao status de um bom
agente de biocontrole, pois outros fendmenos podem ocorrer com a introdugao
deste quando exposto a condicbes ambientais. Isso foi reportado por Romeiro et
al. (2005) ao confrontarem, por antibiose, um isolado de Bacillus pumilus contra
0s patdgenos Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst), Xanthomonas vesicatoria,
Alternaria solani e Corynespora cassiicola, que ndo apresentaram efeito inibitorio.
Mas quando a rizobactéria entrou em contato com o sistema radicular de plantas
de tomate, promoveu o fenbmeno de inducdo de resisténcia e indiretamente
reduziu as doencas causadas por esses patdogenos.

Outro aspecto relevante diz respeito ao efeito inibitorio, que pode variar

guanto ao tipo de patégeno desafiado. Isto talvez possa estar relacionado com a
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capacidade ou incapacidade dos patdégenos em driblar as substancias toxicas
sintetizadas pelos antagonistas, assim realizando a detoxificagéo pela conversao
de substancias atoxicas ou alterando alvos das substancias (Toyoda et al., 1988;
Kneusel et al., 1994; Dickman & Chet, 1998; Thangavelu et al., 2001).

Corroborando com os resultados obtidos nesse estudo, Barretti et al.
(2008) verificaram que, de dez isolados endofiticos submetidos ao teste de
antibiose, somente dois (20%) inibiram o crescimento da fitobactéria Ralstonia
solanacearum. Ainda confirmando esse numero reduzido de isolados
potencialmente antagonistas, Nejad et al. (2014) demonstraram que de 20
actinomicetos, cinco (25%) apresentaram atividade inibitéria ao crescimento
micelial do fungo B. oryzae. O fendmeno de antibiose esta relacionado com a
sintese de metabdlitos secundérios de natureza inibitoria ou deletéria. Ongena et
al. (2005) relatam o papel importante dos lipopeptideos das familias da surfactina,
iturina e fengicina sintetizados por espécies de Bacillus que apresentam efeito
cabal sobre patdgenos. Da mesma forma, Suciatmih et al. (2013) reportaram a
atividade antago6nica de bactérias endofiticas contra os patdégenos Rhizoctonia
solani e Fusarium oxysporum pela sintese de iturina, surfactina e enzimas
quitinoliticas. Embora ndo se tenha caracterizado as moléculas envolvidas no
processo de antibiose, € possivel que as mesmas fagcam parte dos grupos
supramencionados por serem eles comumente sintetizados por diferentes
géneros de bactérias.

Na selecdo massal em casa-de-vegetacdo, 39 isolados (12,87% do total)
se destacaram como promissores, controlando em média 89,75% a severidade da
doenca. Embora muitos isolados tenham apresentado efeito satisfatério sobre a
mancha-parda, faz-se necessério a repeticdo do ensaio. Isto porque, geralmente,
na selecdo massal cerca de 1 a 3% dos isolados s&o destaque como potenciais
biocontroladores (Chen et al., 1996). H& que se destacar que outros métodos de
aplicacdo dos isolados pode levar a resultados diferentes dos apresentados pela
microbiolizagdo de sementes. Isto porque bactérias endofiticas, embora
preferencialmente habitantes dos tecidos internos, podem permanecer por longo
periodo na superficie foliar, quando dispensadas via pulverizagao (Lanna Filho et
al., 2013). Dessa forma, os isolados 236, 335 e 80 que inibiram o crescimento do
patbgeno e promoveram o controle da mancha-parda podem apresentar

vantagens adicionais sobre aqueles que somente se destacaram em casa-de-
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vegetagcao, certamente porque podem ter sSucessO por exercerem Outros
mecanismos de biocontrole e serem versateis no modo de dispensa.

Em estudo semelhante a esse, Silva et al. (2008) realizaram comparacdes
entre os isolados que obtiveram sucesso in vitro e em casa-de-vegetacao contra a
fitobactéria Pseudomonas syringae pv. tomato. Os autores constataram que, dos
23 isolados que inibiram o crescimento do patdgeno, apenas oito reduziram a
severidade da pinta bacteriana do tomateiro.

Diversos pesquisadores tém a microbiolizacdo de sementes como forma de
dispensa preferencial (Naves et al. 2002; Pinho et al., 2008; Silva et al., 2008; e
Ludwig et al., 2013), pois o micro-organismo associado a semente tem a
oportunidade de ser o primeiro a utilizar os exsudatos oriundos da germinacao e
colonizar rapidamente a espermosfera (Stirling, 1991). Porém, para o sucesso do
método, 0 micro-organismo tem que ser um Otimo competidor e eliciador do
fenbmeno de inducdo de resisténcia. Isto porque deve ele permanecer viavel
frente a microbiota antagbnica do solo e levar a planta ao “estado de indugao”
contra o patégeno.

E possivel que os 39 isolados em destaque como biocontroladores tenham
promovido a inducdo de resisténcia das plantas de arroz, pois, este € 0
mecanismo mais comumente observado por micro-organismos introduzidos via
solo ou microbiolizacdo. Isso ocorre porque, embora as bactérias endofiticas
colonizem o interior da planta, muito dificilmente elas disputam nichos no filoplano
colonizado pelo patdgeno, evidenciando que os isolados bacterianos promissores
podem desempenhar um papel importante no biocontrole da mancha-parda do

arroz.

4.5 Conclusfes

Em suma, conclui-se que dos isolados testados, alguns apresentaram
potencial para atuar como agentes de biocontrole da mancha-parda em arroz, em
que os isolados 191 e 164 apresentaram halos de inibicdo de 3,5 e 3,18 cm,
respectivamente, se destacando dos demais no ensaio in vitro, e 39 isolados

reduziram a severidade da doenga em cada de vegetagao.
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Atividade inibitéria de 25 isolados endofiticos dentre os 303 isolados
testados contra o patdégeno desafiante B. oryzae. Em vista de
comparacdo, também foram testados os tratamentos: agua (controle
negativo), solucao tampéao-fosfato PBS, GreenForce, ASM e fungicida
Carboxanilida (Carboxina) + Dimetilditiocarbamato (Tiram).

Antibiose in vitro

Tratamento Meédiado Halo de Tratamento Meédia do Halo
Inibic&o (cm) de Inibicdo (cm)
191 3,50 a 337 0,85d
164 3,18 a 137 0,80d
340 2,75b 241 0,68 d
230 265b 194 0,50 e
330 250b 328 0,45e
335 2,45 b 098 0,40 e
233 245b 122 0,40 e
237 2,35b 240 0,38 e
236 2,13 c 198 0,33 e
170 1,85¢c 317 0,30 e
080 1,75¢ 327 0,23 e
Fungicida 150c ASM 0,00 e
039 1,38 ¢ GreenForce 0,00 e
243 1,33¢c PBS 0,00 e
155 1,13 ¢ Agua 0,00 e
CV (%) 26,03

*Médias com as mesmas letras na coluna nao diferem significativamente entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Controle ' Isolado 286

FIGURA 1. Antibiose in vitro e severidade em casa-de-vegetacdo. Halo de
inibicdo dos isolados com maior atividade antagonica ao patdégeno B.
oryzae. A — Halo de inibicdo do isolado 191 (3,50 cm). B — Halo de
inibicdo do isolado 164 (3,18 cm). C — Auséncia de halo de inibicdo
nos tratamentos controle (dgua), ASM, PBS e GreenForce e
presenca de halo (1,50 cm) no tratamento com fungicida
Carboxanilida (Carboxina) + Dimetilditiocarbamato (Tiram) (Fung.).
Severidade da mancha-parda em folhas de arroz com 21 dias de
idade. D — Tratamento controle (dgua), considerado como 100% de
doenca. E — Tratamento com a bactéria endofitica 286, considerada
uma das mais eficientes.
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TABELA 2. Severidade da mancha-parda (Sev) em folhas de arroz em casa-de-
vegetacdo, orgao do hospedeiro (OH) em que foram isoladas as
endofiticas e avaliacdo da presenca ou auséncia de halo de inibicao
micelial, decorrente dos tratamentos com os isolados endofiticos,

PBS, ASM, GreenForce (GF),

Fungicida (Fung: Carboxanilida

(Carboxina) + Dimetilditiocarbamato (Tiram) e agua (controle).

Trat  Sev (%) OH Inibigao Trat  Sev (%) OH Inibicdo
micelial micelial
286 0.26 a* Raiz XK 234 0.90 a* Raiz EK
76 0.29 a Raiz - 148 0.93 a Colmo -
74 0.37 a Colmo - 167 0.93 a Colmo -
81 0.47 a Raiz - 106 0.97 a Colmo -
344 0.50 a Raiz - 36 0.98 a Raiz -
121 0.50 a Raiz - 130 0.99 a Raiz -
236 0.52 a Raiz + 239 0.99 a Raiz -
120 0.53 a Raiz - 71 1.00 a Raiz -
203 0.53 a Colmo - 79 1.00 a Colmo -
100 0.61a Colmo - 207 1.01 a Colmo -
127 0.62 a Raiz - 221 1.03 a Colmo -
54 0.65 a Raiz - 252 1.03 a Raiz -
109 0.67 a Colmo - 102 1.03 a Colmo -
335 0.67 a Raiz + 309 1.05a Raiz -
53 0.68 a Colmo - 135 1.05 a Colmo -
235 0.75a Raiz - 73 1.05a Colmo -
140 0.76 a Raiz - 125 1.05 a Raiz -
343 0.83a Colmo - ASM 476 b . -
105 0.83a Colmo - PBS 5.71c . -
139 0.85a Colmo - Fung 5.83¢c L +
323 0.87 a Raiz - GF 7.54d L -
80 0.89 a Colmo + Agua 7.71d - -
CV (%) 75.60

*Médias com as mesmas letras na coluna ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
** (+) = Isolados que apresentaram inibicdo do crescimento micelial. (-) = isolados
gue ndo apresentaram inibicdo do crescimento micelial.
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Tratamentos

Inibicdo do crescimento micelial e reducdo da severidade de mancha-
parda pelos isolados 236, 335 e 80, comparativamente com 0S
tratamentos controle (adgua), Solugcdo Tampéao-Fosfato (PBS),
Acibenzolar-S-metil (ASM), GreenForce (GF) e Fungicida
Carboxanilida (Carboxina) + Dimetilditiocarbamato (Tiram). As
colunas representam a média e as barras verticais representam o erro

padrdo da média. Médias seguidas de mesma letra nao diferem pelo
teste de Scott-Knott (p < 0,05).



5 CONSIDERACOES FINAIS

Com a realizacdo desse estudo, foi possivel selecionar isolados de
bactérias endofiticas capazes de atuar como agentes de biocontrole e também
como promotores de crescimento de plantas de arroz, em que se demonstrou a
sua eficiéncia nos ensaios realizados. Os isolados que obtiveram sucesso no
biocontrole da mancha-parda obtiveram reducdo meédia da severidade de até
89,75%, enquanto que 0s que apresentaram potencial para promocédo de
crescimento foram promissores em estimular o aumento da altura das plantas em
até 12,48 cm, numero de folhas, peso da massa fresca da raiz, com incrementos
de 202,5% e peso da massa fresca da parte aérea, com incrementos de até
342,8% comparativamente com o tratamento controle.

Desta forma, pretende-se com esses resultados, realizar estudos futuros de
inducdo de resisténcia para saber quais mecanismos de defesa estdo sendo
ativados na planta pelos melhores isolados, bem como elucidar quais substancias
estimuladoras de crescimento sdo produzidas pelos promotores de crescimento.
Notadamente, vislumbrando o desenvolvimento de um bioproduto e biofertilizante

com vistas a comercializacéo.



