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BACTERIAS ENDOFITICAS DE ARROZ COM POTENCIAL DE
BIOCONTROLE DA BRUSONE E DA MANCHA PARDA EM
CONDICOES DE CAMPO!

Autor: Flavia Miyuki Tomita
Orientador: Prof. Roberto Lanna Filho

RESUMO

A cultura do arroz é essencial para a seguranga alimentar e nutricional para mais da
metade da populacdo mundial. Entre os fatores que limitam a produtividade do arroz irrigado,
destaca-se a ocorréncia de doencas: a brusone (Magnaporthe oryzae) e a mancha-parda
(Cochliobolus miyabeanus) tém causado perdas nas principais regiées produtoras do estado
do Rio Grande do Sul. A resisténcia de novas cultivares foi suplantada pelo aumento da
frequéncia de patdgenos resistentes aos agrotoxicos. Neste caso, 0 controle bioldgico se
apresenta como alternativa para preservacdo do meio ambiente. Neste contexto, a proposicdo
deste estudo foi avaliar, a campo, bactérias endofiticas autdctones de arroz contra o0s
patdégenos M. oryzae e C. miyabeanus. Para tanto, foram testados os isolados de 11 bactérias
endofiticas contra a brusone sobre a cultivar GURI INTA CL e seis isolados de bactérias
endofiticas contra a mancha-parda sobre a cultivar IRGA 424 RI1. Dois métodos de aplicacdo
foram utilizados, bacterizacdo de sementes e pulverizacdo de plantas. O primeiro experimento
foi conduzido com a exposicdo das sementes aos isolados e a &gua (controle negativo). O
segundo contou com a bacterizacdo das sementes e pulverizacdo das plantas, bem como o uso
de um fungicida (controle positivo) e a agua (controle negativo). A identificacdo dos isolados
foi baseada nas sequéncias parciais da regido 16S rDNA. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia e comparados pelo teste de Tukey. Os géneros identificados foram:
Pseudomonas, Staphylococcus, Providencia, Bacillus, Enterobacter, Stenotrophomonas e
Fictibacillus. Com base nos resultados encontrados neste estudo, dentre os onze isolados das
bactérias endofiticas avaliadas para o controle da brusone, pela bacterizacdo de sementes,
cinco se destacaram por reduzir a severidade da doenca. Entretanto, devido as caracteristicas
patogénicas de algumas espécies identificadas, somente a cepa Pseudomonas sp. RS239
apresentou potencial para utilizagdo. Nos ensaios para o controle de mancha-parda, por
bacterizacdo de sementes e plantas, entre os seis isolados avaliados, quatro reduziram a
severidade da doenga quando comparados ao controle. No entanto, a cepa com maior
potencial, Enterobacter sp. RS127, ndo apresenta caracteristicas desejaveis para a idealizacao
de um bioproduto, devido ao carater patogénico ao homem. Dessa forma, apresenta potencial
para utilizacdo no controle da mancha-parda, Pseudomonas manteilii RS100, Pseudomonas
sp. RS236 e Fictibacillus sp. RS344.

Palavras-chave: Magnaporthe oryzae; Cochliobolus miyabeanus, Oryza sativa; Controle
bioldgico
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ENDOPHYTIC RICE BACTERIAWITH BIOCONTROL POTENTIAL
OF BROWN SPOT AND BLAST RICE IN FIELD CONDITIONS?

Author: Flavia Miyuki Tomita
Advisor: Roberto Lanna Filho

ABSTRACT

Rice cultivation is essential for food and nutritional security for more than half of the world's
population. Among the factors that limit the productivity of irrigated rice, the occurrence of
diseases stands out: blast rice (Magnaporthe oryzae) and brown spot (Cochliobolus
miyabeanus) have caused major losses in the main producing regions of the state of Rio
Grande do Sul. The resistance of new cultivars was surpassed by the increase of pesticide
resistant pathotypes frequency. In this case, biological control is presented as alternative
environment preservation. The purpose of this study was to evaluate, in the field,
autochthonous rice endophytic bacteria against pathogens M. oryzae and C. miyabeanus in
vitro and under greenhouse conditions in previous studies. For this purpose, strains of 11 blast
rice endophytic bacteria in the cv. GURI INTA CL and six strains of brown spot endophytic
bacteria in the cv. IRGA 424 RI were tested. Two application methods were used, seed and
plant bacterization. The first experiment was conducted with seed exposure to strains and
water (negative control). In the second, seeds and plants were bacterized and one fungicide
was used as positive control and water as negative control. Strains identification was based on
partial sequences of the 16S rDNA region. The results were submitted to variance analysis
and compared by Tukey’s test. The identified endophytic genera were Pseudomonas,
Staphylococcus, Providencia, Bacillus, Enterobacter, Stenotrophomonas and Fictibacillus.
Based on the results found in this study, among the eleven isolates of endophytic bacteria
evaluated for blast control by seed bacterization, five stood out for reducing disease severity.
However, due to the pathogenic characteristics of some identified species, only the
Pseudomonas sp. RS239 showed potential for use. In the tests for the control of brown spot
by seed and plant bacterization, among the six isolates evaluated, four reduced the severity of
the disease when compared to the control. However, the strain with the highest potential,
Enterobacter sp. RS127, does not present desirable characteristics for the idealization of a
bioproduct, due to the pathogenic character to man. Thus, it has potential for use in the control
of brown spot, Pseudomonas mantilii RS100, Pseudomonas sp. RS236 and Fictibacillus sp.

RS344.
Key words: Magnaporthe oryzae; Cochliobolus miyabeanus, Oryza sativa; Biological
Control.
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1 INTRODUCAO GERAL

No mercado internacional, segundo dados do United States Department of Agriculture
(USDA, 2019), a producao mundial de arroz base beneficiado ficara em 497,82 milhdes de
toneladas na Safra 2019/20, retracdo de aproximadamente 1,3 milhdes de toneladas em
relagdo a safra 2018/19. Sobre o consumo, estima-se um significativo incremento de 9,2
milhdes de toneladas, em meio a um aumento da demanda africana pelo grdo. O Brasil é
responsavel por 76% da producgéo do bloco e se destaca como 0 maior mercado consumidor,
com uma demanda estimada acima dos 11 milhdes de toneladas. A Regido Sul é responsavel
por 80% da produgédo nacional, sendo o estado do Rio Grande do Sul o maior produtor do
pais, com um total de area semeada de 984.081 ha e uma producdo total de 7.241.458
toneladas de arroz na safra 2018/19 (CONAB, 2019).

Entre os fatores que limitam a produtividade do arroz irrigado, destaca-se a ocorréncia
de doencas. No estado do Rio Grande do Sul, o arroz irrigado é atacado por diversas doencas,
as quais podem diminuir a produtividade e a qualidade dos grdos colhidos (SOSBAI, 2018).
Dentre as principais doencas, a brusone (Magnaporthe oryzae B.C. Couch; anamorfo =
Pyricularia oryzae Cavara) e a mancha-parda [Cochliobolus miyabeanus (S. Ito & Kurib)
Drechsler ex Dastur; anamorfo = Bipolaris oryzae (Breda de Haan)] tém causado perdas nas
principais regides produtoras do estado (SOSBAI, 2018). A brusone do arroz foi relatada em
aproximadamente 85 paises (Kato, 2001; Besi et al., 2009). A perda de rendimento dos graos
devida a brusone do arroz varia entre 10-30% ao ano nos varios paises produtores da cultura
(Skamnioti & Gurr, 2009; Ashkani et al., 2015). Atualmente, a doenca vem causando serios

problemas na Africa subsaariana (Kihoro et al., 2013), bem como em todo o sul da Asia e da
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América do Sul (Martin-Urdiroz et al., 2016). O fungo tem a capacidade de infectar as raizes

da planta de arroz, mas a infeccdo eventualmente se espalha para os tecidos aéreos (Dufresne
& Osbourn, 2001; Sesma & Osbourn, 2004).

A mancha-parda é a segunda doenca fungica de maior importancia para a cultura no
Brasil (Nunes et al., 2004). No globo, tem ocorréncia relatada em todos os paises produtores
de arroz (Khalili et al., 2012). Em 2011, a doenca foi classificada mundialmente como a
terceira mais importante da cultura, perdendo apenas para a mancha-amarela do arroz causada
pelo Rice yellow mottle virus (RYMV) e a brusone das folhas (Adur et al., 2011). Os gréos
infectados pela mancha-parda tornam-se inadequados para o consumo humano e o fungo pode
permanecer vidvel por até quatro anos na semente (Barnwal et al., 2013). Os sintomas da
doenca aparecem principalmente nas folhas no estadio inicial. As lesdes em folha reduzem a
area fotossintética e a absor¢do de nutrientes, o que resulta na diminuicdo dos nds de
perfilhamento. Outras partes da planta podem ser infectadas, tais como o coledptilo, a bainha
das folhas, os ramos da panicula e as glumas. O fungo C. miyabeanus pode causar grandes
perdas em condicGes favordveis para a ocorréncia de epidemias (SHAO-MWALYEGO;
KAYENE; MGHOGHO?, 2011 apud NGAILO et al., 2016).

O manejo integrado de doencas é essencial para o controle da brusone e da mancha-
parda, os quais sdo inseridos nas praticas de utilizacdo de cultivares resistentes, uso de
controle quimico, equilibrio da nutricdo mineral, manejo adequado da irrigacdo e uso de
sementes sadias ou tratadas. Além disso, a alternéncia no uso de cultivares, a semeadura
dentro da época recomendada e a utilizacdo de adequada densidade de semeadura, tém por
principio, reduzir a severidade de doencas (Prabhu & Filippi, 2006; Shabana et al., 2008;
Skamnioti & Gurr, 2009; SOSBAI, 2018).

Nos ultimos anos houve um aumento do uso de fungicidas nas areas arrozeiras, pois

foram utilizadas cultivares ndo resistentes as doencas, principalmente a brusone (CBTT,

'SHAO-MWALYEGO, F. S.; KAYEKE, J. M.; MGHOGHO, R. M., 2011 apud NGAILO et al., 2016.
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2011). As consequéncias negativas do uso excessivo de agrotdxicos sdo reportadas por

diversos autores, que salientam para os maleficios causados aos homens, animais e ambiente
(Cuevas, 2001; Costa et al., 2012; Sambuichi et al. 2012; Suprapta, 2012; Yoon et al., 2013;
Wang et al., 2016). Neste caso, o controle bioldgico se apresenta como alternativa para a
preservacdo do meio ambiente (Vessey, 2003).

Os micro-organismos benéficos foram mencionados pela primeira vez no inicio do
século XI1X, mas apenas no século XX, no final dos anos 70, comegaram a ser tratados com
énfase em estudos cientificos (Azevedo et al., 2000). Atualmente, inUmeras pesquisas estao
sendo desenvolvidas com o objetivo de controlar doencas causadas por fitobactérias,
fitofungos, fitonematoides e fitovirus em diferentes culturas (Palazzini et al., 2016).
Resultados promissores para o controle bioldgico da brusone sdo relatados com isolados
bacterianos dos géneros Pseudomonas e Bacillus (Chatergee et al., 1996). Ha véarios géneros
de bactérias que exercem efeitos benéficos para o desenvolvimento da planta, como
Acinetobacter, Agrobacterium, Arthrobacter, Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobium,
Frankia, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia e Thiobacillus (Fravel, 2005). Numerosas
espécies de Bacillus sdo conhecidas por melhorar a salde vegetal e a produtividade por trés
mecanismos ecologicos diferentes: antagonismo, inducdo de resisténcia e solubilizacdo de
nutrientes (McSpadden Gardener, 2004).

No tocante as bactérias endofiticas, estudos vém mostrando a potencialidade desses
micrdébios em controlar doencgas em diferentes culturas agronomicamente importantes (Lanna-
Filho et al., 2017; Muthukumar et al., 2017; Akbaba e Ozaktan, 2018; Suryanto et al., 2018;
Mao et al., 2019). Além disso, podem estimular o crescimento das plantas (Oliveira et al.,
2003; Kuss et al., 2007), potencializando as suas atividades metabolicas e otimizando a
producdo de energia (Palazzini et al., 2016). Os principais mecanimos de biocontrole
elucidados para as endofiticas podem atuar de forma direta ou indireta sobre patdgenos,

atenuando a severidade da doenga (Alstrém & Van Vuurde, 2001; Kloepper & Ryu, 2005;
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Hong & Park, 2016; Lanna-Filho et al. 2017; Khare et al., 2018). Desta forma, os fenébmenos

de antibiose, competicdo (por espaco e nutrientes) e inducdo de resisténcia sdo os mais
comumentos desempenhados por esses microrganimos, em associagdo com plantas (Kloepper
& Ryu, 2006; Li et al., 2012; Lugtenberg et al., 2016; Chowdhury et al., 2017; Khan et al.,
2018; Latz et al., 2018).

Os endofiticos sdo micro-organismos versateis na adaptabilidade as condi¢bes do
ambiente e multifacetados no emprego dos mecanismos de biocontrole, e podem ser
empregadas na agricultura em detrimento a producdo saudavel de alimentos. Isto porque
podem ser incluidos em programas de manejo de doencas, associados a outras estratégias de
controle que vislumbrem a redugdo no uso de agrotdxicos. No entanto, raros sdo os estudos
sobre a acdo das bactérias endofiticas contra os patégenos em condi¢cdes de campo (Faltin et
al., 2004; Tjamos et al., 2004). Isto torna obscura a compreensdo do comportamento desses
microbios em confronto com as condicGes indspitas do ambiente ou no controle de doengas.
Notadamente, estudos desta natureza abririam possibilidades para o desenvolvimento de
bioformulados a base de bactérias endofiticas que possam controlar com eficiéncia a brusone
e da mancha-parda em arroz. Neste contexto, a proposicdo deste estudo foi testar em
condicBes de campo a atividade biocontroladora de bactérias endofiticas, que obtiveram
sucesso contra os patdgenos M. oryzae e C. miyabeanus in vitro e em condi¢des de casa-de-

vegetacdo em estudos anteriores (Pozzebon, 2015).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A cultura do arroz

O arroz é uma planta herbacea, anual, aquética ou hidrdfila. Pertencente a divisdo das
angiospermas, grupo das monocotiledéneas, familia Poaceae, tribo Oryzea e género Oryza
(NCBI TAXONOMY, 2017), que engloba sete espécies, na qual duas de arroz cultivado, O.
sativa L. (arroz asiatico) e O. glaberrima Steud (arroz africano) e cinco silvestres: O.
rufipogon Griff., O. longistaminata A.Chev. & Roehrich, O. barthii A.Chev., O.
glumaepatula Steud. e O. meridionalis Ng. (Dias neto, 2008). O arroz esta classificado no
grupo das plantas com sistema fotossintético C3 e adaptada ao ambiente aquatico. Esta
adaptacdo é devida a presenca de aerénquima nos colmos e nas raizes, que possibilita a
passagem de oxigénio do ar para a rizosfera (SOSBAI 2018).

Segundo dados da CONAB (2019), o cultivo do arroz no Brasil tem se reduzido ao
longo dos anos. Nas ultimas 10 safras, a area cultivada com a cultura reduziu em
aproximadamente 38%, sobretudo em areas de sequeiro, uma vez que o produtor tem optado
por culturas mais rentaveis. Apesar da producdo ndo ter sofrido grandes variagdes neste
periodo, o rizicultor nacional tem mantido a producdo ajustada ao consumo, incrementando a
produtividade com utilizacdo de um melhor pacote tecnologico. No Brasil, o salto de
produtividade de gréos de arroz entre as safras 2000/01 e 2017/18 foi de 91%, de 3.197 para

6.118 kg/ha (SOSBAI, 2018).

2.2 Brusone do arroz

O agente causal da brusone do arroz, Magnaporthe oryzae B.C. Couch (anamorfo =
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Pyricularia oryzae Cavara), esta entre os patdgenos mais importantes do mundo (Dean et al.,

2012). Apresenta conidios piriformes, obclavados, com base circular e apice fino, levemente
escuros, hialinos e medindo de 17-23 pm por 8-11 um. Os conidios apresentam dois septos,
os conidiéforos sdo longos, septados, simples ou em pequenos feixes e o conidio geralmente
germina a partir da célula apical ou basal. A temperatura ideal para o crescimento mecelial e
esporulacdo, em meio de cultura, gira em torno de 28 °C. Em relacdo a germinagéo,
temperaturas entre 25 e 28 °C favorecem o processo (Bedendo & Prabhu, 2005).

No Brasil, é considerado o patégeno mais importante da cultura, reduzindo a producao
tanto de arroz de terras altas, quanto de arroz irrigado (Malavolta et al., 2009). O ciclo da
doenca tem inicio com a produc¢do dos conidios quando a umidade do ar é superior a 93% e,
geralmente, séo liberados e disseminados durante a noite (Prabhu & Filippi, 2006). A
disseminacdo de conidios ocorre pela acdo do vento e, logo apds, ocorre a pré-penetracdo
(Ribeiro, 1988). Segundo Prabhu & Filippi (2006), depois de fixados no hospedeiro, 0s
conidios germinam e formam o tubo germinativo. Este, por sua vez, diferencia-se em uma
célula de infecgdo especializada, denominada apressorio. Posteriormente, a penetracdo ocorre
na epiderme da folha pelo rompimento da cuticula e da formacéo da hifa de infeccdo. E um
patégeno policiclico e hemibiotrofico (Ou, 1985), o metabolismo celular é desestruturado e
tem inicio a formacdo de lesbes: o ciclo do patdgeno torna-se completo em cinco dias (Ding et
al., 2009). O potencial destrutivo desta doenca é tdo grande que as lavouras de arroz que
apresentam severidade acima de 30%, geralmente sdo abandonadas, devido aos danos
econdmicos causados (Lucas et al., 2009).

Os sintomas nas folhas iniciam-se com a formacao de pequenas lesbes necréticas, de
coloragdo marrom e centro cinza ou esbranquicado (Bedendo & Prabhu, 2005). As lesdes
evoluem para um formato eliptico, de centro cinza e bordo purpuro-avermelhado. Em
condi¢cdes mais avancadas da doenca, pode haver reducéo na altura das plantas e no nimero

de perfilhos, resultando em menor quantidade de grdos e indice de colheita (Bedendo &
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Prabhu, 2005). Na regido dos nés e colmos, é possivel detectar manchas Umidas que

escurecem do castanho ao negro, podendo quebrar os colmos nas regides na qual existem
necroses. No colo da panicula, as manchas de coloragdo castanha envolvem o ultimo no, em
forma de anel, e prolongam-se pela raquis, ramificacdes e pedicelos da espigueta. Devido as
lesbes ao nivel do colo, a rdquis quebra e a panicula fica pendente. Em ataques muito severos
da doenga, as paniculas ja emergem infectadas, tornando-se brancas antes da maturacdo
(Barros-Gomes & Rocha, 2006). Atualmente, o controle da brusone é baseado no manejo que
integra o controle quimico, a resisténcia genética e os tratos culturais. No Brasil, 76 produtos
estdo registrados no Ministério da Agricultura e Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para 0
uso na cultura contra o patégeno. Os principais grupos quimicos sdo os triazois, estrobirulinas

e benzotiazdis (MAPA, 2019).

2.3 Mancha-parda em arroz

A mancha-parda, causada pelo fungo C. miyabeanus (S. Ito & Kurib.) Drechsler ex
Dastur [anamorfo =Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker], é apontada como uma
doenca secundaria, mas que pode causar danos significativos a produtividade de grdos de
arroz irrigado na regido Sul do Brasil, conforme relatos da ultima década (Grohs et al., 2010).
Apresenta micelio cinza a cinza-esverdeado escuro aveludado; conidios retos ou raramente
curvos, cilindricos ou largos no centro e castanhos claros a dourados, a germinagdo ocorre
frequentemente nas duas extremidades (Quintana et al., 2017). Os conidioforos sao septados,
isolados ou em pequenos grupos, reto ou flexivel (Quintana et al., 2017).

Os sintomas da doenca geralmente manifestam-se nas folhas, logo apos a floracdo, com
manchas marrons a avermelhada, formato oval e distribuidas uniformemente sobre toda a
superficie foliar das plantas. As lesdes tém um ligeiro halo amarelo, por consequéncia da
destruicdo dos cloroplastos associado a reducdo de fotoassimilados (Amorio & Cumagun,

2017; Quintana et al., 2017). Nos gréos, as lesbes tém coloragdo marrom-escura e, muitas
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vezes, juntam-se, cobrindo-os completamente (Vidhyasekaran, 1986). A doenca é favorecida

por temperaturas entre 27 e 30 °C e por alta umidade relativa do ar, maior que 89%, pH entre
6,6-7,4, alternancia de periodos claro e escuro para estimular sua esporulagdo (Ou, 1985).
Além disso, alguns fatores, como o estresse por excesso ou falta de agua, a baixa fertilidade
do solo e o uso de nitrogénio em niveis muito altos ou muito baixos aumentam a
suscetibilidade da planta a essa doenca (Fillipi & Prabhu, 1998).

Os prejuizos sdo ocasionados pelas manchas enferrujadas em sementes, resultando em
perda do potencial germinativo e morte de plantulas, com consequente redugdo do estande
(Amorio & Cumagun, 2017). Nos gréos sao observadas perdas na qualidade por apresentarem
manchas de cor marrom escuro ou avermelhado (Ou, 1985). Em ataques severos, as manchas
podem cobrir parcial ou totalmente a superficie dos graos, causando o chochamento, reducéo

do peso e gessamento (Malavolta et al, 2007; Grohs et al., 2010; Silva-Lobo & Filippi, 2017).

2.4 Bactérias endofiticas como agentes de biocontrole

O termo controle bioldgico pode ser descrito como a influéncia negativa de um micro-
organismo (antagonista) sobre o outro (patégeno), eliminando ou reduzindo a quantidade de
indculo em determinado hospedeiro (Garrett, 1965; Baker & Cook, 1974; Mariano, 2000; Pal
& Gardener 2006). O biocontrole é composto por trés agentes: o patdégeno, o hospedeiro e 0
antagonista, estando estes trés componentes sob influéncia do ambiente. O antagonista € um
agente biolégico com potencial para interferir em processos vitais dos fitopatdgenos
(Mariano, 2000). Este controle pode ser de maneira direta, quando 0s antagonistas sintetizam
metabolitos nocivos aos patdgenos, podendo levar a morte ou a estagnacdo do seu
crescimento (Poletto et al., 2006; Rima et al., 2012; Muccilli & Restuccia, 2015). Em relacéo
as bactérias beneficas, as atividades antagonicas contra 0s patdogenos podem ser alcancadas
por trés principais mecanismos: competicdo (por nutrientes e espago), antibiose e parasitismo

(Boukaew & Prasertsan, 2014).
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Normalmente, o controle bioldgico oferece vantagens ao uso de métodos convencionais
de controle como facilidade de aplicacdo, transformacdo ou recuperacdo de solos
contaminados, além de ndo deixar residuos no ambiente e ndo ser nocivo ao aplicador como
ocorre com muitos agrotoxicos (Nunes, 2008). Destaca-se para a importancia do uso do
biocontrole, a boa eficiéncia na reducdo da quantidade e viabilidade do in6culo dos
fitopatdgenos e na atividade determinante da doenca provocada por ele (Brum et al., 2002).
Dentre os principais organismos estudados no controle bioldgico de fitopatdgenos, destacam-
se as bactérias endofiticas. Estes microrganismos podem atuar na producdo de compostos
organicos que, de forma direta ou indireta, agem sobre a populacéo de fitopatdgenos e, podem
estimular as plantas a crescerem e induzirem mecanismos de resisténcia (Hallmann et al.,
1998).

As bactérias interagem com o hospedeiro de forma patogénica, simbidtica, epifitica ou
como endofiticos. Dentre esses quatro tipos de interagdes bactéria-planta, as interaces
endofiticas sdo as menos estudadas (Iniguez et al., 2004). As bactérias endofiticas, quando no
interior das plantas, normalmente ndo causam quaisquer alteracbes morfoldgicas
significativas, como fazem as bactérias noduladoras (simbiontes) em plantas leguminosas.
Igualmente, essas bactérias ndo causam quaisquer sintomas de doenca, ao contrario dos
fitopatdgenos. Apos se estabelecerem na planta, as bactérias endofiticas podem influenciar de
maneira positiva o crescimento e a resisténcia a diferentes fatores de estresse abiotico como
seca, inundacao, salinidade etc. (Francis et al., 2010; Glick, 2012).

Os efeitos promotores do crescimento nas plantas por endofiticas resultam do aumento
das taxas de germinacdo, biomassa, area foliar, teor de clorofila, atividade hidraulica,
comprimento de raizes e da parte aérea, bem como o controle bioldgico de fitopatdgenos. Este
ultimo pode ser exercido por maltiplos mecanismos, tais como a antibiose, a competi¢éo por
nutrientes e nicho ecoldgico, e a inducdo da resisténcia (Medeiros et al. 2018; Amorim &

Pascholati, 2018). A colonizacdo de plantas por bactérias endofiticas pode induzir varias
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modificag0es na membrana celular vegetal, tais como formag&o de uma barreira estrutural em
local de potencial ataque por fitopatégenos e deposicdo de calose, pectina, celulose e
compostos fenodlicos. Outro efeito comum da presenca desses micro-organismos € a indugéo
da produgdo de enzimas de defesa, como quitinases, peroxidases, 3-1,3-glucanases, polifenol
oxidase e fenilalanina aménia-liase (Malfanova et al., 2013; Jha et al., 2013; Lanna-Filho et
al., 2017). Muito além da habilidade de controlar doengas, as bactérias endofiticas tém grande
potencial adaptativo frente as condi¢Bes adversas do ambiente, por estarem em posi¢des
protegidas na planta. Isto possibilita com que elas permanecam viaveis por um longo periodo,
exercendo a atividade antagonica. Naturalmente, um bioformulado a base desses
microrganismos pode ser utilizado com menor frequéncia, reduzindo os custos de aplicacédo e
proporcionando maior periodo de atividade.

Os produtos naturais que sdo seguros para 0 meio ambiente e tém baixa toxicidade para
0S organismos vivos, estdo ganhando interesse como fontes importantes para o0
desenvolvimento de bioformulados, e podem servir como substitutos efetivos dos fungicidas
sintéticos (Martinez, 2012; Yoon et al., 2013). O controle bioldgico, realizado pela aplicacdo
de micro-organismos antagdnicos, apresenta-se como uma alternativa viavel em varias
culturas, incluindo o arroz (Chandler et al., 2015). Bactérias endofiticas vém sendo
consideradas potenciais agentes de controle bioldgico (Kaga et al., 2008; Tantawy, 2009;
Joshi et al., 2011), para uso em culturas economicamente importantes em todo o mundo. No
Brasil, o uso de agentes de biocontrole ou o seu estudo como alternativa ao uso de fungicidas
no controle da brusone e da mancha-parda sdo pouco explorados. Em contrapartida, estudos
com bactérias benéficas visando o controle de patdégenos na cultura do arroz tém se tornado o
foco de pesquisas de grandes centros em todo o mundo (Feng et al., 2006; Tendulkar et al.,
2007; Gnanamanickam, 2009; Naik et al., 2009; Gopalakrishnan et al., 2010). Entretanto, o
emprego delas no controle de doencas depende do sucesso do bindmio endofitica-planta,

pois fatores de reconhecimento envolvidos na interacdo podem afetar a viabilidade das
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células em condi¢cBes de campo (Lanna-Filho et al., 2017). Estudos sobre a ecologia

desses micro-organismos poderiam elucidar o papel dos agentes na intera¢do, podendo
trazer a luz o direcionamento dos processos de selecdo dos endofiticos para cada espécie
ou cultivar de interesse. Certamente, este € um dos maiores desafios para aqueles que
idealizam a elaboragdo de um bioproduto a base de endofiticos bacterianos. Ha muito
para ser estudado sobre estes micro-organismos, para que se tenha produtos tdo

eficientes, quanto os fungicidas, e que sejam bem aceitos pelos produtores.
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4.1 Resumo

O controle bioldgico pode ser utilizado como uma ferramenta para compor as praticas
empregadas no manejo integrado de pragas e doengas que ocorrem no arroz, promovendo
menor disturbio ao meio ambiente. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi investigar a
habilidade de isolados bacterianos endofiticos autdctones de arroz, em controlar a brusone e a
mancha-parda em condi¢6es de campo. Para tal, foram testados 11 isolados bacterianos para o
controle da brusone na cv. GURI INTA CL e seis para controle da mancha-parda na cv. IRGA
424 RI. Para o0 ensaio com a bacterizacdo de sementes, foi utilizado o controle negativo
(&gua). No ensaio com a bacterizacdo de sementes e plantas foram usados os controles
negativo (agua) e positivo (fungicida). A identificacdo dos isolados testados foi baseada nas
sequéncias parciais da regido 16S rDNA. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia e comparados pelo teste de Tukey. Pode-se concluir que dos 11 isolados avaliados
para o controle da brusone, os isolados RS180, RS98, RS257, RS51 e RS239, caracterizados
como Enterobacter asburiae, Providencia sp., Enterobacter tabaci, Staphylococcus sp. e
Pseudomonas sp., respectivamente, reduziram a severidade da doenca quando comparados ao
controle. Para a mancha-parda, com a bacterizacdo de sementes e plantas, dos seis isolados
testados, RS344, RS236, RS121 e RS127, caracterizados como Fictibacillus sp.,
Pseudomonas sp., Pseudomonas hibiscicola e Enterobacter sp., respectivamente, reduziram a
severidade da doenca em relacdo ao controle.

Palavras-chave: Magnaporthe oryzae; Cochliobolus miyabeanus, Oryza sativa; Controle
bioldgico



31

4.2 Introducgéo

O arroz é um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo, destacando-se como
0 principal alimento de mais da metade da populacdo mundial (CONAB, 2019). No Brasil,
sua producdo ocorre em todo o pais, mas tem maior concentracdo na Regido Sul, que é
responsavel por quase 80% da oferta nacional (CONAB, 2019). No entanto, a ocorréncia de
doengas limita a produtividade do arroz irrigado podendo prejudicar a quantidade e a
qualidade dos grdos colhidos (SOSBAI, 2018). Dentre as principais doengas, a brusone
(Magnaporthe oryzae B.C. Couch; anamorfo = Pyricularia oryzae Cavara) e a mancha-parda
[Cochliobolus miyabeanus (Ito & Kuribayashi) Drechsler ex Datur; anamorfo = Bipolaris
oryzae (Breda de Haan) Shoemaker] tém causado perdas vultosas nas principais regides
produtoras do estado (SOSBAI, 2018).

A perda de rendimento de grdos devida a brusone gira em torno de 10-30% ao ano nos
principais paises produtores da cultura e pode alcancar 50% durante as epidemias da doenca
(Skamnioti & Gurr, 2009; Ashkani et al., 2015). O potencial destrutivo desta doenca é tdo
grande que as lavouras de arroz que apresentam severidades acima de 30%, geralmente s&o
abandonadas, devido aos danos econdmicos causados (Lucas et al., 2009). A mancha-parda é
a segunda doenca de maior relevancia a cultura, podendo causar perdas de até 90% no
rendimento (Sunder et al., 2014) e na qualidade dos grdos produzidos nas lavouras
brasileiras (Prabhu & Pillipi, 2006; Celmer et al., 2007). O emprego de gendtipos elites
para a resisténcia as doencas tém resultado em insucesso no campo, pelo surgimento de
novos patotipos capazes de suplantar as defesas das cultivares mais utilizadas (Bonman et
al.,, 1992; Zeigler et al., 1994; Santos et al., 2002; Ashkani et al., 2015). O uso de

fungicidas causam contaminacdo ambiental e perda de eficiéncia devido a resisténcia de
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doencas (Gasparini & Vieria, 2010; Silva et al., 2011; Spence et al., 2014a; Back et al.,

2016).

O controle biologico pode ser utilizado como uma ferramenta para compor as
praticas empregadas no manejo integrado de doengas, podendo resultar em menor custo
quando produzido on farm (Monnerat et al., 2018; Mascarin et al., 2019; Semensatto, 2019).
Além de serem mais seguros a salde humana e ao meio ambiente, podem ser mais uma
medida de controle inserida no manejo integrado, contibuindo para restringir e/ou reduzir o
uso de fungicidas (Spence et al., 2014b; Mao et al., 2019). No tocante as bactérias benéficas,
0 emprego de endofiticas no controle de doencas de plantas pode ser uma alternativa viavel
dentro do manejo integrado de doencas (Lateef & Gueguim-Kana, 2015; Sangiogo et al.,
2018). Estes micro-organismos apresentam multiplos mecanismos de acdo contra patdgenos
(Hallmann et al., 1997; Santos et al., 2012; Arruda et al., 2013; Martini et al., 2014; Sarma et
al., 2014; Abdelrahman et al., 2016), podendo prevenir ou reduzir a ocorréncia de doengas em
diferentes culturas (Compant et al., 2010; Lanna-Filho, 2011). No entanto, estudos em
condicBes de campo confrontando as bactérias endofiticas com os patdégenos de ocorréncia
natural, sdo raros e muito pouco explorados (Faltin et al., 2004; Tjamos et al., 2004). A
maioria dos estudos sao realizados sob casa-de-vegetacdo (Ludwig et al., 2009; Zarandi et al.,
2009; Li et al., 2011; Spence et al., 2014b), que ndo reproduzem as condi¢cGes meteoroldgicas,
ecoldgicas e bioldgicas do campo.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar bactérias endofiticas autdctones de arroz
contra os fitopatégenos M. oryzae e C. miyabeanus sob condi¢des de campo, utilizando os

métodos de bacterizagdo de sementes e pulverizagdo de plantas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5239798/#B50

33

4.3 Material e métodos

4.3.1 Obtencao e cultivo dos microrganismos

As bactérias endofiticas foram obtidas da colecdo de isolados do Laboratorio de
Bacteriologia Vegetal e Biocontrole da Universidade do Rio Grande do Sul - UFRGS. Os
isolados eleitos para o estudo foram aqueles que obtiveram os melhores resultados contra 0s
patdégenos Magnaporthe oryzae e Cochliobolus miyabeanus em estudos anteriores, realizados
em casa-de-vegetacdo (Pozzebon, 2015). Os isolados selecionados para o estudo contra a M.
oryzae foram os RS36, RS51, RS95, RS98, RS127, RS180, RS239, RS257, RS269, RS307 e
RS343. Em adicdo, no estudo contra o C. miyabeanus foram eleitos os isolados RS81, RS100,
RS121, RS127, RS236 e RS344. Os endofiticos foram repicados da preservacdo em o6leo
mineral (Lelliott & Stead, 1987) para placas de Petri com meio 523 (Kado & Heskett, 1970) e
mantidos em incubadora (Sheker Tecnal, TE 420) a 28 °C por 48 h. Apds crescimento, as
células vegetativas foram mantidas por repicagem tubo-a-tubo (Tuite, 1969; Kiraly et al.,
1970).

4.3.2 Condicdes de campo e delineamento experimental

Os experimentos de campo foram conduzidos na Estagcdo Experimental do Arroz
(IRGA), em Cachoeirinha, Rio Grande do Sul, Brasil (29° 57' 03" S 51° 05' 38" O e altitude
média de 10 m). O clima da regido é do tipo subtropical umido, conforme classificacdo de
Kdppen (Brasil, 1973). As temperaturas médias variam de 9,8 e 31,6 °C nos meses mais frio e
quente do ano, respectivamente. A precipitacdo pluvial media anual é de 1450 mm e a
disponibilidade de radiacéo solar méxima é de 21 MJ m™ dia™ no més de dezembro (INMET,
2019). O solo no qual os experimentos foram conduzidos foi classificado como Gleissolo
Héaplico Ta distrofico (EMBRAPA, 1999) preparado de forma convencional, com uma aracéo
e duas gradagens. Para que houvesse um estimulo a ocorréncia das doengas alvos foram
empregadas altas densidade de semeadura e adubag&o nitrogenada (150 kg ha™). A semeadura

do arroz nos experimentos foi realizada em 14 de dezembro de 2017 e em 15 de dezembro de
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2018, épocas consideradas tardias para a cultura. Foram selecionadas cultivares suscetiveis

para cada doenca, GURI INTA CL, para a brusone, e IRGA 424RI, para a mancha-parda.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, com 3 repeti¢des e dez
plantas representado a unidade experimental. Os tratamentos consistiram de 11 isolados para
o controle da brusone sobre a cv. GURI INTA CL e seis para o controle da mancha-parda
sobre a cv. IRGA 424 RI. A &gua foi utilizada como controle negativo para os experimentos
conduzidos nas safras de 2017/18 e 2018/19. Um tratamento foi incluido no experimento da
2018/19, o controle positivo (trifloxistrobina + tebuconazol). As parcelas foram constituidas
por duas fileiras de 15 m cada. Com area de 4,5 m? (0,3 x 15 m), com o espagamento de 0,3 x
0,2 m. Foram eliminadas duas linhas de bordaduras nos blocos e uma planta nas extremidades
das linhas.

4.3.2.1 Bacterizagdo de sementes pelos endofiticos na safra 2017/18
Culturas puras das bactérias endofiticas foram repicadas para meio 523 e incubadas a 28 °C
por 24 h. Em seguida, as células vivas foram suspensas em 20 mL de agua mineral por
espalhamento com alca de Drigalski. A concentracdo de cada suspensdo de células vivas foi
ajustada para ODss = 0,3 (10° UFC/mL). Sementes de arroz das cvs. GURI INTA CL e
IRGA 424RI foram desinfestadas superficialmente com &lcool 70%, hipoclorito a 1% e
triplice lavagem em agua destilada. As sementes foram bacterizadas por imersdo (160 mL) em
cada suspensdo de células vivas dos isolados bacterianos e mantidas por agitacdo constante
(shaker Tecnal, TE 420) a 150 rpm, por 12 h, a 28 °C. Para o tratamento controle, as sementes
foram imersas em agua mineral e submetidas as mesmas condi¢des dos outros tratamentos.
Apos a bacterizagdo das sementes, 0 excesso de umidade foi removido com papel toalha. Em
seguida, a semeadura foi realizada em solo Gleissolo Haplico Ta distréfico tipico peneirado
da Estacdo Experimental do IRGA, em caixas plasticas (60 x 30 x 05 cm) de fundo perfurado.
As caixas foram distribuidas em um viveiro sob sombrite 70 e permaneceram sob condicéo

ambiente (25+3 °C; 70+5% de umidade). Apos 31 dias, plantulas com 17 cm de altura (trés a
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quatro folhas) foram transplantadas para o campo. Quando do surgimento dos sintomas da

brusone, a severidade foi estimada pela escala diagramatica proposta por Leung et al. (1988).
No caso da mancha-parda, a quantificacdo da severidade foi aferida pela escala diagramética
proposta por Schwanck & Del Ponte (2014). Para ponderar a severidade foi aplicado o indice
de McKinney (1923), pela expressdo: SEV = [X(grau da escala x frequéncia)/(nimero total de
unidades x grau maximo da escala)] x 100, utilizando-se os dados de severidade obtidos com
a escala de notas. O controle da doenga promovida por cada isolado foi calculado a partir da
formula de Abbott (1925): C% = (T-F)/Tx100, na qual: T = %severidade no controle; F =
%severidade nos tratamentos; C% = percentual de controle em cada tratamento avaliado.
4.3.2.2 Bacterizacao de sementes e plantas pelos endofiticos na safra 2018/19
Sementes das duas cultivares foram bacterizadas, semeadas e cultivadas conforme
descrito no subitem 4.3.2.1. Suspensdes de células vivas (=10® UFC/mL) das bactérias
endofiticas foram pulverizadas por duas vezes sobre a parte aérea das plantas nos estadios
fenoldgicos V4 e V7, primeira e segunda pulverizacOes, respectivamente. Paralelamente,
plantas foram pulverizadas com o controle positivo trifloxistrobina + tebuconazol (1kg/ha),
bem como o negativo (agua). As aplicacBes foram realizadas por meio de pulverizador
manual até o ponto de escorrimento. A quantificacdo da mancha-parda foi iniciada trés dias
apos a primeira aplicacdo e depois a cada sete dias. A doenca foi estimada de acordo com a
escala diagramatica proposta por Leung et al. (1988) para a mancha-parda. Para ponderar a
severidade foi aplicado o indice de McKinney (1923), pela expressdo: SEV = [X (grau da
escala x frequéncia)/(nimero total de unidades x grau maximo da escala)] x 100, utilizando-
se os dados de severidade obtidos com a escala de notas. O controle da doenca de cada
isolado foi calculado a partir da formula de Abbott (1925): C% = (T-F)/Tx100, no qual: T =
%severidade no controle; F = %severidade nos tratamentos; C% =percentual de controle em
cada tratamento avaliado. N&o houve quantificagdo da brusone, pois ndo ocorreu severidade

da doenca nas plantas.
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4.3.3 Extragéo do DNA bacteriano

A identificagdo das bactérias pela andlise filogenética foi baseada nas sequéncias
parciais da regido 16S rDNA (Hauben et al., 1997). Cada isolado foi cultivado sobre meio 523
a 28 °C. Apos 48 h de incubacéo, parte da cultura bacteriana, de cada isolado, foi repicada
para microtubos (Eppendorf ™microcentrifuge: mod. 5415C) contendo 1 mL de é&gua
esterilizada e levado ao banho seco a 100 °C por 10 minutos. Submetido a centrifugacéo a
5.000 rpm por trés minutos a temperatura ambiente, uma aliquota de 2 pL do sobrenadante foi
coletada para a PCR.

4.3.4 Amplificagdo do fragmento génico 16S rDNA

A reacdo de PCR foi realizada com um volume final de 20 pL, contendo 0,9 uM de
cada um dos oligonucleotideos fd2 (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e rP1 (5°-
ACGGTTACCTTGTTACGACTT-3") sob as condi¢cdes de amplificacdo descritas por
Weisburg et al. (1991). Os mesmos oligonucleotideos também foram usados para o
sequenciamento. A sequéncia completa dos genes foi obtida no programa DNA Man 4.0
(Lynnon BioSoft).

4.3.5 Correlacao filogenética de 16S rDNA

As sequéncias recebidas foram analisadas no programa Geneious Prime e comparadas
com as sequéncias presentes no banco de dados GenBank  NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). As sequéncias parciais da regido 16S rDNA foram
analisadas pelo algoritmo Megablast e usadas para a construcdo da arvore filogenética. As
sequéncias selecionadas pelo algoritmo Clustal W (Europen Bioinformatics Institute) e as
relagOes filogenéticas foram analisadas usando-se 0 método Neighbor-Joining (NJ), realizado
pelo programa MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007). A confianga nos clados especificos obtidos
nas topologias das arvores foi testada pela analise de bootstrap, com 1000 réplicas

(Felsenstein, 1985).
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4.3.6 Coleta dos dados meteoroldgicos

Dados de precipitacdo e de temperatura do ar foram coletados na estacdo meteoroldgica
situada na Estacdo Experimental do Arroz, em Cachoeirinha/RS, correspondentes as safras
2017/18 e 2018/19.

4.3.7 Anédlise estatistica

Os resultados foram submetidos & andlise de variancia (ANOVA), pelo teste F (p<
0,05), e, quando significativos, comparados pelo teste de Tukey (p < 0,05), usando o

programa SigmaPlot (software da Systat, San Jose, CA).
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4.4 Resultados

4.4.1. Biocontrole das doencas por bacterizacdo de sementes na safra 2017/18

Para o controle da brusone na cultivar GURI INTA CL, dos 11 isolados testados, cinco
reduziram significativamente a severidade em relacdo ao tratamento controle (Figura 1). Os
indices de controle promovidos pelos isolados RS180, RS98, RS257, RS51 e RS239 foram de
9, 12, 13, 14 e 19%, respectivamente. Os isolados RS36, RS95, RS127, RS269, RS307 e

RS343 ndo controlaram a doenca, quando comparados ao controle.
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Figura 1. Severidade e controle da brusone, causada por Magnaporthe oryzae sobre plantas de
arroz da cv. GURI INTA CL oriundas de sementes tratadas com os isolados RS36,
RS51, RS95, RS98, RS127, RS180, RS239, RS257, RS269, RS307, RS343 e
controle (agua) na safra 2017/18. Cachoeirinha-RS. As colunas representam as
médias de trés repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

No tocante ao controle da mancha-parda promovido pelos endofiticos em plantas de
arroz cv. IRGA 424 RI, proveniente de sementes bacterizadas, a aplicagdo do isolado RS127
reduziu a severidade da doenca, com indice de controle de 27% quando comparado com ao

controle (Figura 2).
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Figura 2. Severidade e controle da mancha-parda, causada por Cochliobolus miyabeanus,
sobre plantas de arroz da cv. IRGA 424 RI oriundas de sementes tratadas com 0s
isolados RS81, RS100, RS121, RS127, RS236, RS344 e controle (agua) na safra
2017/18. Cachoeirinha-RS. As colunas representam as médias de trés repeticoes.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey (p>0,05).

4.4.2. Biocontrole da mancha-parda por bacterizacédo de sementes e plantas na
safra 2018/19
Plantas de arroz da cv. GURI INTA CL ndo apresentaram sintomas de brusone na safra

2018/19, por ndo ter havido condicBes de temperatura e umidades adequadas (Fig. 5b) para o

sucesso da infec¢do do patdgeno. Dessa forma, ndo foram obtidos os resultados do emprego

dos métodos de bacterizacdo em sementes e plantas contra o patégeno supracitado. Para o

controle da mancha-parda sobre a cv. IRGA 424 RI, os isolados endofiticos RS344, RS236,

RS121 e RS127 controlaram a doenca em 13, 15, 16 e 17%, respectivamente, quando

comparados ao controle (Figura 3). Estes isolados apresentaram reducdo da severidade da

doenca equivalente ao tratamento quimico com trifloxistrobina + tebuconazol, ndo diferindo

estatisticamente.
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Severidade e controle da mancha-parda, causada por Cochliobolus miyabeanus,

sobre plantas de arroz da cv. IRGA 424 RI oriundas de sementes tratadas e
pulverizadas com os isolados RS81, RS100, RS121, RS127, RS236 e RS344,
trifloxistrobina + tebuconazol e agua (controle) na safra 2018/19. Cachoeirinha-RS.
As colunas representam as médias de trés repeticdes. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

4.4.3. Identificacéo dos isolados endofiticos

Os dados obtidos apds a comparacao das sequéncias no banco de dados GenBank estdo

representados na Tabela O1.

Tabela 01. Identificacdo das bactérias endofiticas isoladas de plantas de arroz, por
comparacgédo das sequéncias no banco de dados GenBank.

Isolado Identidade bacteriana Similaridade (%) Cddigo de acesso
RS36 Pseudomonas sp. 99,77 NR_118125.1
RS51 Staphylococcus sp. 94,91 NR_074999.2
RS81 Providencia sp. 99,64 NR_115879.1
RS95 Bacillus safensis 99,63 NR_113945.1
RS98 Providencia sp. 99,81 NR_115879.1
RS100 Pseudomonas monteilii 100 NR_024910.1
RS121 Pseudomonas hibiscicola 100 NR_024709.1
RS127 Enterobacter sp. 97,26 NR_146667.2
RS180 Enterobacter asburiae 99,15 NR_145647.1
RS236 Pseudomonas sp. 97,48 NR_118125.1
RS239 Pseudomonas sp. 100 NR_118125.1
RS257 Enterobacter tabaci 98.98 NR_146667.2
RS269 Pseudomonas sp. 99,49 NR_113583.1
RS307 Bacillus sp. 99,83 NR_148244.1
RS343 Stenotrophomonas sp. 99,83 NR_148818.1
RS344 Fictibacillussp. 100 NR_159291.1

A partir da sequéncia do gene 16S do rDNA foi construida a arvore filogenética


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118125.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M19E73X8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_074999.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M19G9K5Z014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_115879.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M19HU13E014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113945.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M19MDEGP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_115879.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M19JHGM6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_024910.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M19PUFNY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_024709.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M19S0XT8015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_146667.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M19TCYRV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_145647.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M19V2M1R014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118125.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M19W3RZW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118125.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M19ZRM0A015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_146667.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M1A461UJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113583.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M1A29X6A015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_148244.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M1A5UZVT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_148818.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M1A8SU5G014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_159291.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M1A9S4UX015
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utilizando-se as cepas identificadas, pelo método do vizinho mais proximo (Figura 4). A
identificacdo das bactérias mostrou a presenca de sete géneros diferentes. Os resultados da
andlise filogenética mostraram um grande grupo com cinco cepas de Pseudomonas
(Pseudomonas sp. RS36; Pseudomonas monteilii RS100; Pseudomonas sp. RS269;
Pseudomonas sp. RS236 e Pseudomonas sp. RS239) agrupados como cluster 4 e as cepas de
Bacillus (RS95 e RS307) como cluster 2 (Figura 4). A arvore filogenética demonstra que

algumas cepas identificadas ficaram em ramos bem suportados com bootstrap superior a 70%.

Escherichia coli

— Providencia sp. RS81
100

- Providencia sp. RS98
Staphviococcus sp. RS51

81 100

SN Fictibacillus sp. RS344
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Enterobacter sp. RS127

66.2

Enterobacter asburiae RS180

Figura 4. Arvore filogenética baseada na analise de sequéncia parcial de genes 16S rDNA,
mostrando o agrupamento das bactérias endofiticas isoladas de arroz obtidas no
GenBank. A arvore foi gerada aplicando o método vizinho mais proximo (software
MEGA; Tamura et al., 2007). Os nimeros nos nds indicam valores de bootstrap em
percentagem (1000 bootstraps). Escherichia coli foi usada como um out-group.

4.4.4. Analise meteoroldgica
As figuras 5a e b apresentam dados relativos a temperatura do ar e a precipitagéo pluvial
vigentes durante a realizacdo dos experimentos com sementes de arroz bacterizadas e/ou

pulverizadas com suspensdes bacterianas endofiticas para controle da brusone e mancha-
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parda. Na safra 2017/18, as temperaturas foram mais amenas do que em 2018/19, com valores

entre 25 a 28°C. Tanto a umidade relativa do ar quanto a precipitagdo pluvial foram mais

elevadas na safra 2017/18, quando comparadas com as ocorridas na safra 2018/19.
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Figura 5. Dados das temperaturas maxima e minima do ar e da precipitacdo pluvial durante a
realizacdo dos experimentos a campo, para 0s ensaios conduzidos na Estacdo
Experimental do Arroz, em Cachoeirinha/RS, nas safras 2017/18 (a) e 2018/19 (b).

4.5. Discussao
Signatario do acordo internacional para a producédo de alimentos mais saudaveis (Glick,

2014), o Brasil tem estimulado pesquisas que resultem em praticas agricolas com 0 menor uso

de agrotoxicos e impactos ao meio ambiente (Spence et al., 2014b; Mao et al., 2019). Dessa

forma, o controle biolégico com bacterias benéficas tem ganhado popularidade como uma

estratégia confiavel no manejo integrado de doencas reduzindo o emprego de agrotoxicos as

culturas (Spence et al., 2014b; Ramli et al., 2016; Lanna-Filho et al., 2017; Mao et al., 2019).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.02552/full#B50
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.02552/full#B50
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5239798/#B50
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5239798/#B50
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Estudos explorando o biocontrole por bactérias endofiticas tém ganhado notoriedade em

condigdes controladas (Li et al., 2011; Spence et al., 2014b), mas os efeitos no campo ainda
carecem de estudos. Neste estudo, foi evidenciado que poucos isolados apresentaram efeitos
positivos a campo contra duas doengas importantes da cultura do arroz, em comparagao com o
universo inicial de 303 isolados obtidos em estudos anteriores (Pozzebon, 2015). Isto
corrobora com os estudos de outros autores (Chen et al., 1996; Nejad et al., 2014), que
provaram serem poucos os isolados eficientes em condigdes de campo.

Notadamente, em exposicdo as adversidades climéaticas e antagbnicas da microbiota
natural, as bactérias muitas vezes ndo conseguem se estabelecer no hospedeiro (Ren et al.,
2015; Edwards et al., 2015). Outro fator relevante pode estar relacionado a compatibilidade
genética entre bactéria-hospedeiro (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006; Shen &
Fulthorpe, 2015; Ding & Melcher, 2016). Estudos tém demonstrado que bactérias benéficas
podem ter maior afinidade por certas cultivares em relagdo a outros (Marques et al., 2015;
Rodriguez-Blanco et al., 2015). Normalmente em decorréncia de fatores de reconhecimento
bactéria-planta (Schulz & Boyle, 2005; Ryan et al., 2008; Porras-Alfaro & Bayman, 2011;
Suryanarayanan et al., 2011), que tornam a associacdo benéfica para ambos. Embora 0s
agentes endofiticos deste estudo sejam autdctones de plantas de arroz, o insucesso de alguns
isolados no controle das doengas a campo pode estar relacionado aos fatores
supramencionados. Todavia, estudos futuros devem ser realizados a fim de averiguar quais
dos fatores atuaram negativamente sobre os isolados testados.

Plantas oriundas de sementes bacterizadas que apresentaram maior controle, podem ter
se beneficiado das endofiticas por estarem em ‘estado de indugdo’ (Rosenblueth & Martinez-
Romero, 2006; Yi et al., 2013; Sarma et al., 2014; Lanna-Filho et al., 2017; Pelaez &
Londofio, 2017). Embora, bactérias endofiticas possam se translocar dentro do hospedeiro, a
populacdo bacteriana seria irrelevante em sitios alvos dos patégenos da parte aérea (Silva et

al., 2008; Senthilkumar et al., 2009; Compant et al., 2010; Ludwig et al., 2013). Corroborando


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.02552/full#B103
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.02552/full#B103
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.02552/full#B43
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.02552/full#B112
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.02552/full#B112
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.02552/full#B39
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.02552/full#B78
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.02552/full#B104
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com estes dados, Ludwig et al. (2009) avaliaram o potencial de P. synxantha, P. flurescens,

Bacillus sp., Bacillus subtilis e Stenotrophomonas maltophilia para o controle da mancha-
parda (Bipolaris oryzae) e da escaldadura (Gerlachia oryzae) do arroz pela bacterizagéo de
sementes. Para mancha-parda, o melhor desempenho foi proporcionado pelos isolados P.
synxantha e P. flurescens, que apresentaram 80 e 86% de reducdo da severidade,
respectivamente. Certamente, as bactérias estimularam a ocorréncia do fenémeno de inducéo
de resisténcia no hospedeiro, salvaguardando os tecidos alvo dos patégenos (Amorim &
Pascholati, 2018).

Com relacdo a bacterizacdo de sementes e pulverizacdo das plantas, a menor severidade
da mancha-parda na cv. IRGA 424 RI ocorreu em associagdo com os isolados RS344, RS236,
TS121 e RS127. Este ultimo, o qual também reduziu a doenga com somente a bacterizagdo
das sementes, pode também estar relacionado ao fenébmeno de inducdo de resisténcia.
Corroborando com esta suposi¢do, Lanna-Filho et al. (2013b) mostraram que as espécies de
Bacillus foram capazes de se adaptar e sobreviver no filoplano de tomate, ocupando locais
especificos que seriam colonizados pelo patégeno. Da mesma forma, outro trabalho de Lanna-
Filho et al. (2013a) mostrou que as endofiticas também reduziram em até 63% a severidade da
mancha-bacteriana causada por Xanthomonas vesicatoria. Os mesmos autores relataram que
os bacilos também estimulavam as respostas de defesa das plantas contra o patégeno, quando
pulverizado na superficie da folha.

O experimento com as plantas da cv. GURI INTA CL utilizando os dois métodos de
aplicacdo das endofiticas ndo manifestou sintomas da brusone, embora houvesse grande
pressdo de inoculo na area cultivada. Certamente as condigfes meteoroldgicas ndo foram
satisfatorias para o sucesso da infeccdo do patdgeno (Dario et al, 2005). Para ocorréncia dessa
doenca é primordial uma temperatura constante de 28 °C, associada a uma umidade superior a
90%. As condicdes inadequadas ficam evidentes quando sdo comparadas as nuances das

condicdes de temperatura e precipitacdo nas duas safras de cultivo (Figuras 5a e b). Outros
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autores também reportaram a interferéncia dos fatores meteoroldgicos para a manifestacdo da
doenga no campo (Piotti et al., 2005; Nunes et al., 2018), estimulando a menor ou maior
severidade da doenca.

A identidade das bactérias endofiticas em arroz foi realizada por alguns autores (Sun et
al., 2008; Ferrando et al., 2012; Chung et al., 2015), que demonstraram haver uma ampla
diversidade desses microrganismos. Neste estudo, dois géneros se destacam pela ampla
utilizagdo como controladoras de doencas de plantas, Pseudomonas e Bacillus (Karimi et al.,
2012; Lateef & Gueguim-Kana, 2015; Sangiogo et al., 2018). Estes dois géneros também
abrigam espécies indutoras de resisténcia (Akram et al., 2015; Planchamp et al., 2015) e
produtoras de metabdlitos nocivos aos patdgenos (Ariza & Sanchez, 2015; Amaro et al.,
2018). O género Pseudomonas é considerado promissor no controle de doencas de plantas,
pois criam uma zona de protecdo em torno das sementes, atuando como promotor de
crescimento, possivelmente pelos mecanismos de inducdo de resisténcia e antibiose (Sharma
et al., 2014). Em se tratando do género Bacillus, as bactérias possuem caracteristicas
promotoras do crescimento e também tém promissoras aplicacdes biotecnoldgicas devido a
sua capacidade de produzir véarias enzimas e metabdlitos secundarios industrialmente
aplicaveis (Roh et al., 2007; Francis et al., 2010; Lateef et al., 2015).

Considerando que o uso de produtos biolégicos é uma ferramenta para compor as
praticas empregadas no manejo integrado de doencas no cendrio atual do agronegécio
brasileiro, ¢ fundamental atender as exigéncias do marco regulatorio (conjunto de leis,
decretos e normativas que regulam o funcionamento de determinado setor), no que se refere a
regulamentacdo da producdo e ao uso desses produtos (Paula Junior et al., 2013). Neste
sentido, algumas das espeécies identificadas nesse estudo da familia Enterobacteriaceae ndo
poderiam ser utilizadas como bioproduto. Embora muitas cepas apresentem bom desempenho
em ensaios especificos, isso muitas vezes ndo se traduz em um biocontrole consistente e

eficaz em diversas situagdes de campo. De forma geral, o biocontrole utilizando bactérias
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endofiticas pode ser uma estratégia adicional no manejo de mancha-parda e brusone, podendo

reduzir o uso intensivo de fungicidas. Entretanto, o emprego de bactérias endofiticas no
controle de doencas depende do sucesso do bindmio endofitica-planta, pois agentes bidticos e
abioticos podem reduzir a eficiéncia do controle, inviabilizando sua utilizagdo (Lanna-Filho,

2011).

4.6. Considerac0es Finais

Pode-se concluir que dos 11 isolados testados para o controle da brusone, cinco
reduziram a severidade da doenca quando comparado ao controle. Entretanto, devido as
caracteristicas patogénicas de algumas espécies identificadas, somente a cepa Pseudomonas
sp. RS239 apresenta potencial para utilizacao.

Para a mancha-parda, dos seis isolados testados, quatro reduziram a severidade da
doenca em relacdo ao controle. No entanto, a cepa com maior potencial, Enterobacter sp.
RS127, ndo apresenta caracteristicas desejaveis para a idealizacdo de um bioproduto, devido
ao carater patogénico ao homem. Dessa forma, apresenta potencial para utilizacdo no controle
da mancha-parda, Pseudomonas manteilii RS100, Pseudomonas sp. RS236 e Fictibacillus sp.

RS344.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Com os resultados obtidos neste estudo, foi possivel determinar quais bactérias
endofiticas podem apresentar sucesso no controle da brusone e da mancha-parda no campo.
Porém, novos ensaios deverdo ser realizados no campo a fim de confirmar a acédo
antagonistica das cepas mais promissoras. Adicionalmente, novas analises moleculares devem
ser realizadas com o uso de primers especificos para determinar as principais espécies
promissoras no controle das enfermidades. Somente assim, serd possivel avancar em outros
estudos para a idealizacdo de um bioformulado.

Muito diferente dos estudos realizados em condicdes controladas, em campo o
comportamente dos agentes endofiticos pode ser alterado por haver uma maior condicdo de
estresse. Nesta circunstancia, as células vegetativas podem despender um custo energético
para sobreviver, ao invés de exercer as suas atividades benéficas a planta. Isto pode ocasionar
a reducdo ou estagnacdo do crescimento das bactérias no campo, causando 0 insucesso da
expressao dos mecanismos de biocontrole. A instabilidade desses micro-organismos em
condicdes naturais de plantio é o principal obstaculo para o sucesso dos produtos a base de
bactérias. Por isto, a repetibilidade dos estudos a campo e em regides geogréaficas distintas é
de suma importancia para atestar a efetividade das bactérias postas a prova. Desta forma, é
mister realizar pelo menos mais dois experimentos no campo com as cepas testadas neste
estudo. Para depois testar em outras regibes geograficas que apresentem diferencas

edafoclimaticas e, avancar na elaboracdo de um bioproduto.



