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RESUMO

A cultura do trigo esta entre as culturas mais importantes visando a alimentacao
humana. Dentre as limitacdes da cultura, destacam-se as doengas, como a brusone
do trigo, causada por Pyricularia graminis-tritici, que ataca as espigas ocasionando
grandes perdas. Tendo em vista a dificuldade do controle quimico e genético, surge
o controle biolégico como uma forma alternativa, utilizando rizobactérias como
agentes de biocontrole, devido a gama de mecanismos de acdo que possuem com
acao direta contra fitopatdgenos. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar
isolados de rizobactérias da regido oeste do Parana com potencial de uso no
controle do patégeno P. graminis-tritici. Os ensaios in vitro contaram com doze
tratamentos contendo géneros distintos de bactérias, sendo Bacillus, Falsibacillus,
Paenibacillus, Enterobacter, Delftia e Azospirillum, e o tratamento controle somente
com o fungo. Cada repeticdo foi constituida por uma placa de Petri, utilizando o
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com cinco repeti¢cdes. Utilizou-se do
método da cultura pareada em que colocou-se primeiramente o fungo no centro da
placa sete dias antes em meio de cultura farinha de aveia. Apds o periodo,
adicionaram-se as bactérias dispondo equidistantes e proximas a borda da placa.
Para o teste de compostos volateis utilizou-se de placas bipartidas com os
microrganismos um de cada lado, sendo o fungo em meio farinha de aveia e as
bactérias em King B. Para ambos os testes, as placas foram mantidas por sete dias
em B.O.D, com temperatura de 24°C e fotoperiodo de 12 hrs e avaliou-se a inibi¢éo
do crescimento micelial do patdgeno. Para o ensaio de antagonismo o destaque foi
para o isolado 56 (Bacillus 631), que propiciou a maior inibicdo do crescimento
micelial de P. graminis-tritici, diferindo-se dos outros isolados, assim como a 203
(Enterobacter) e 208 (Delftia), que também tiveram bom desempenho. Para o teste
de compostos volateis, foi observada inibicdo do desenvolvimento de P. graminis-
tritici pela observacao visual do menor crescimento micelial aéreo do fungo, porém
nao houve diferenca estatistica significativa em relacdo as medias de inibicdo do
crescimento micelial. Outros ensaios devem ser realizados para afirmar os dados
obtidos, como o0 método do filtrado para deteccdo de antibibticos e testes in vivo.

Palavras-Chave: Brusone do trigo; Isolados bacterianos; Biocontrole; Antagonismo.



ABSTRACT

Wheat crops is one of the most important food source for population. Among
culturing limitations diseases highlight, such as, wheat light caused by Pyricularia
graminis-tritici whose ear attack leads to huge productive losses. Considering
chemical and genetic difficulties to control this pathogen, biological control using
Rizobacteria as agents is a great alternative, due to theirs several action mechanism
being direct against phytopathogens. Therefore, this study aimed to evaluated
rozobacteria isolates from west of Parana state and check the potential against
P.graminis-tritici. All in vitro assays had 12 treatments containing different bacteria
genus, as Bacillus, Falsibacillus, Paenibacillus, Enterobacter, Delftia and
Azospirillum. Control treatment only contemplated fungi. There were five repetitions,
each one evolving on Petri plate, using completely randomized design (CRD).
Matched culture method was employed adding, seven days before, the fungus on the
plate center containing oatmeal flour medium. Following this period, bacteria were
equidistantlyadded, near plate side. For volatile compounds test, polystyrene dishes
94 x 16 mm divided into two parts were used, containing microorganisms side to
side, fungi in oatmeal flour medium and bacteria in King B. medium. To both tests
plates remained into B.O.D, under 24° C temperature, 12-hour photoperiod during
seven days. Pathogen mycelia growth inhibition was evaluated. To antagonism test
56 isolate (Bacillus 631) stand out, due to higher inhibition to mycelia growth of P.
graminis-tritici, unlike other isolates, such as 203 (Enterobacter) and 208 (Delftia),
that had great performance. Observations at naked eyes revealed less mycelia
growth of fungus, however statistical results did not present significance compared to
other medias. Other trials should be performed to confirm obtained data, using filter
method to detect antibodies, beyond in vivo tests.

Key-Words: Wheat Blast; Bacterial isolates; Biocontrol; Antagonism.
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1 INTRODUCAO REFERENCIADA

A cultura do trigo esta entre as culturas mais produzidas e cultivadas no
mundo, visando como prioridade a alimentacdo humana e servindo também para
alimentacao animal (BOSCHINI, 2010). Apesar da grande importancia desta cultura,
existem limitagbes para a sua produgdo, entre elas o frequente aparecimento de
doencas que ocasionam queda da produtividade mais acentuada nas regides com
maior area de cultivo associado as condicbes sdo mais propicias para ocorréncia
das doencas (ARRUDA et al., 2005).

Dentre estas se destaca a brusone do trigo, uma doenca causada por
Pyricularia grisea (Cooke) Sacc., na forma teleomorfica Magnaporthe grisea (Hebert)
e que foi primeiramente identificada em 1985 no Estado do Parana segundo lgarashi
et al., (1986). Recentemente essa doenca foi descrita por Castroagudinet al., (2016)
como sendo Pyricularia graminis-tritici, que pode proporcionar muitas perdas para
cultura, em peso por espiga de até 72,5%, dependendo da época da infeccéo
(GOULART e PAIVA, 2000). E ainda causa danos qualitativos nos graos, deixando-
os deformados, diminuindo tamanho e perdendo peso especifico (GOULART et al.,
2007).

Os sintomas da doenca sdo caracterizados pelo aparecimento de espigas
brancas a partir do ponto de penetracdo, sendo que ocasiona a morte da espiga
deste ponto em diante. O patégeno pode sobreviver em hospedeiros secundarios e
os restos culturais de plantas cultivadas. Outra fonte de in6culo sdo as sementes,
em que estas quando infectadas servem como veiculo de disseminagdo do
patdgeno. O indculo constituido por conidios € liberado e transportado pelo vento a
longas distancias, aumentando ainda mais a infestacdo. Os conidios em geral
possuem dois septos e sao formados no topo do conidioforo. As condi¢cdes
ambientais requeridas a infeccdo do patdogeno séo temperatura de 21-27°C e 10-14
horas de molhamento das espigas (KIMATI et al., 2005).

O controle de doengas na cultura do trigo, pensando do ponto de vista
econdmico e ambiental é principalmente pelo uso de cultivares resistentes, assim a
busca por essas cultivares nos programas de melhoramento € muito grande, mas
por outro lado a dificuldade encontrada pelos melhoristas € devido as poucas fontes
de resisténcia encontradas em trigo comum (CRUZ et al., 2010).

Segundo Urashima (2004), esses fungos filamentosos apresentam
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mecanismos de variabilidade genética que lhes conferem uma maior adaptacdo a
diferentes ambientes e ainda possuem uma gama de hospedeiros de gramineas
cultivadas, nativas e invasoras, sendo de extrema importancia para a agressividade
do fungo, além da sobrevivéncia em restos culturais da planta cultivada como arroz
e trigo mantendo a fonte de in6culo (KIMATI et al., 2005).

O uso do controle quimico constitui-se a principal forma de manejo de
doencas no trigo. Para o patossistema P. graminis-tritici - trigo, varios estudos
demonstram que é baixa a eficiéncia dos fungicidas no controle da doenca,
principalmente pela dificuldade de atingir o alvo na espiga (URASHIMA,1999;
GOULART e PAIVA,1993; ROCHA et al., 2014), com eficiéncia de no maximo 50%
para os fungicidas aplicados. Segundo Urashima (2004) a grande diversidade de
isolados existentes, com diferentes padrfes de viruléncia e distintos graus de
suscetibilidade das cultivares associado as variagcbes do ambiente, aumentam a
dificuldade de controle da doenca.

Haja visto, que ha limitacdes no controle quimico para esse patossistema,
além de atualmente haver a busca por alternativas de controle de doencas que
sejam menos prejudiciais ao meio ambiente e ao homem, visando a reducéo ou
eliminacdo do uso de defensivos. Surge entdo o controle biolégico como uma forma
alternativa no manejo integrado de doencas para supressdo da enfermidade e para
a reducdo ou eliminacdo do uso de agroquimicos no controle de fitopatdgenos,
garantindo assim uma agricultura sustentavel (FILHO-LANNA et al., 2010).

Dessa forma, as bactérias saprofitas da rizosfera, denominadas
rizobactérias, surgem como uma opc¢do de microrganismo de biocontrole para
esclarecer as interacfes entre antagonista-patégeno-hospedeiro e também devido o
grande potencial no controle de fitopatégenos (SOUZA-JUNIOR et al., 2010). Essas
bactérias habitam na superficie de raizes ou proximas delas, e se nutrem de
exsudatos liberados pela planta conforme Lucy et al., (2004) e através de varias
habilidades como a fixagdo de nitrogénio entre outros, acabam tendo a capacidade
de promover crescimento e aumentar a produtividade de culturas (VESSEY, 2003).

Campos Silva et al., (2008) descrevem que o0s géneros de bactérias
antagonistas de maior prevaléncia sdo as Pseudomonas, Bacillus spp.,
Streptomyces spp. e a familia Enterobacteriaceae. Em especial, o género Bacillus
spp. se destaca por apresentar uma multiplicidade de mecanismos antagonicos.

A ampla utilizacdo desses microrganismos no biocontrole de fitopatégenos é
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devido a abundancia de mecanismos de acdo que podem possuir a acdo direta
contra fitopatdgenos, pela antibiose, sintese de substancias antimicrobianas,
compostos antibioticos e volateis agindo na supressdo de patdégenos, e ainda, pela
competicdo por ferro, por espaco e nutrientes. Dentre esses, Romeiro (2007)
destaca a antibiose como um mecanismo universal de antagonismo e agentes de
biocontrole, com a produgdo de substéncias antimicrobianas. Os metabdlitos
produzidos tém efeito nocivo sobre o outro, como por exemplo, inibindo o
crescimento micelial de fungos fitopatogénicos, tendo assim um efeito fungicida
(SILVEIRA, 2001).

Os compostos chamados de antibidticos sdo compostos organicos com
baixo peso molecular que, em baixas concentracdes, podem interferir no
crescimento ou nas atividades metabdlicas de outros organismos (FRAVEL, 1988).
A competicdo por espago ou por substrato € um mecanismo microbiano antagbnico
e pode ter importantes implicacbes em controle biolégico de enfermidade de plantas
(ROMEIRO, 2007). A competicdo se da por meio da interacdo entre dois ou mais
organismos dispostos no mesmo nicho na competicdo por alimentos (nutrientes),
espaco e oxigénio (BETTIOL, 1991). Outro mecanismo de antagonismo pode ser a
producdo de compostos antimicrobianos volateis, onde essas substancias podem
inibir o crescimento e multiplicacdo de outros microrganismos (MADIGAN et al.,
2003).

Em relacdo a producdo de enzimas liticas que certas bactérias sdo capazes
de produzir para exercer sua antibiose contra fungos, podem-se destacar as
quitinases, B-1,3-glucanases, celulases, lipases e proteases. A acdo dessas
enzimas é de degradar os componentes da parede celular dos fungos, como
glucanas e quitinas, destruindo estruturas do patdgeno como hifas e propagulos
(CHIN-A-WOENG et al., 2003).

Em relacdo ao género Bacillus, ha efetivamente mais de 172 espécies
aceitas, em 2012/13 foram incluidas novas espécies. Em condi¢cdes ndo favoraveis
as bactérias esporulam, sendo um sé esporo por célula vegetativa e resistentes ao
ambiente. Algumas espécies ndao esporulam em meios especiais e dependem das
condi¢des de cultivo “in vitro”. As espécies desse género sdo classificadas em trés
grupos, segundo a morfologia do esporo e do esporangio (GOMES, 2013).

Deste modo, destaca-se a importancia da realizacdo deste trabalho, com a
hipétese de identificar in vitro isolados de rizobactérias com potencial como agentes
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de biocontrole de P. graminis-tritici, visto a dificuldade de controle dessa doenca
pelos outros métodos, assim contando com a efetividade das rizobactérias como

agentes de controle biolégico.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar isolados de rizobactérias da regido
oeste do Parand com potencial no controle do patégeno causador da brusone do
trigo (Pyricularia graminis-tritici).

Objetivos especificos

Avaliar dentre os isolados de rizobactérias nativas de solos do oeste do
Parana as que apresentavam alta competitividade “in vitro” contra P. graminis-tritici.
Avaliar o potencial antagbnico de isolados de rizobactérias sobre P.

graminis-tritici através da liberacdo de compostos volateis.
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3 METODOLOGIA
3.1 LOCAL DO EXPERIMENTO E MATERIAL

Os ensaios in vitro foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal do Parana, Setor Palotina.

Os materiais utilizados foram todos previamente autoclavados e
esterilizados. O experimento foi todo realizado em camara de fluxo laminar visando a

assepsia e a ndo obtencdo de contaminantes.

3.2 OBTENCAO DOS ISOLADOS DE Pyricularia graminis-tritici

Para a realizacdo dos ensaios, 0 isolado utilizado foi disponibilizado pelo
professor Paulo Ceresini da Universidade Estadual Paulista, UNESP de Ilha Solteira
que possui uma colecdo de mais de 600 isolados de Pyricularia. A espécie
Pyricularia graminis-tritici € uma nova espécie identificada e o isolado trabalhado foi
12.0.009i, descrito por Castroagudinet al,. (2016). Este foi obtido da planta de trigo
(Triticum aestivum), coletado no ano de 2012 da regido de Londrina — PR latitude S
23°18°02.7” e longitude WO 51°16’43.7” e possui resisténcia ao grupo quimico de
fungicidas das Estrobirulinas. O isolado cedido era mantido pelo método de
liofilizacdo, sendo que fragmentos de papel liofilizados com o fungo foram
transferidos para o meio de cultura de farinha de aveia (60 g de farinha de aveia, 12
g de agar L™), e ap6s 20 dias de crescimento realizou-se a repicagem, mantendo o
fungo em B.O.D com temperatura de 24°C e fotoperiodo de 12 horas luz/escuro.

3.3 OBTENCAO DOS ISOLADOS DE RIZOBACTERIAS

Os isolados utilizados nesse trabalho fazem parte da colecdo de cultura do
grupo de estudos FIXTEC, da Universidade Federal do Parand (UFPR) — Setor
Palotina, sob a responsabilidade da Prof.2 Dra. Luciana Grange. Estas estirpes
foram obtidas de solos da regido oeste do Parana submetidos a diferentes sistemas
de manejos de cultivo e natural. A selecdo dos isolados foi realizada a partir de um
“screening” envolvendo etapas de agrupamentos por diversidade morfologica e
genética.

Fez-se entdo a recuperacao das células bacterianas em meio liquido, a partir
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da colecdo e, apés trés dias de crescimento em meio de cultura King B (10g
peptona, 5 ml glicerol, 0,75 g K.HPO,, 0,75 g MGSO,4 7H,0 e 10 g &gar L™), realizou
o teste de antagonismo in vitro.

A identificagcdo das bactérias sdo apresentadas na Tabela 1.

TABELA 1: ISOLADOS DE RIZOBACTERIAS UTILIZADAS NOS ENSAIOS in vitro A PARTIR DE
SEQUENCIAMENTO PARCIAL DA REGIAO GENICA DE 16S RIBOSSOMAL.

NUMERO ESPECIES
208 Delftia
203 Enterobacter
493 Enterobacter
102 Bacillus 304
56 Bacillus 631
81 Falsibacillus 812
15 Falsibacillus 259
188 Paenobacillus 1130
Azo 1 Azospirillum comercial
Azo 2 Azospirillum Embrapa

FONTE: O Autor (2016).

3.4 AVALIACAO DO ANTAGONISMO “in vitro” DE RIZOBACTERIAS COM

Pyricularia graminis-tritici

Para os ensaios in vitro de antagonismo foi empregado o método de Cultura
Pareada segundo (MARIANO, 1993) com modificacbes. Cada placa de Petri
contendo o meio de cultura farinha de aveia, recebeu um disco de micélio do
patégeno de 5 mm de didmetro no centro da placa. Como o crescimento micelial de
P. graminis-tritici € lento mesmo nas condi¢Bes ideais para o desenvolvimento, foi
realizada a repicagem do fungo em todas as placas, deixando-o0 crescer por sete
dias. ApoOs esse periodo, retirou-se uma pequena aliquota com auxilio da alca de
“Coli” da col6nia da bactéria, dispondo equidistantes e préximas a borda da placa
como representado na Figura 1. Como testemunha, usou-se o fitopatégeno cultivado

isoladamente sem as bactérias.
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FIGURA 1: CONFIGURAGAO DO ENSAIO “in vitro” EM PLACA DE PETRI PARA O TESTE DE
ANTAGONISMO ENTRE Pyricularia graminis-tritici E RIZOBACTERIAS

O

Bactéria

Plug do fungo

O

FONTE: O Autor (2016).

Realizaram-se dois testes de antagonismo, sendo o primeiro com as dez
estirpes de rizobactérias no intuito de fazer uma selecdo inicial das mesmas,
identificando as que apresentavam melhor potencial antagonico. Para esse teste
realizou-se uma avaliacdo qualitativa, pela observacdo visual das placas
identificando os isolados com maior um potencial de inibicdo ou competicdo com o
fungo fitopatogénico pela restricdo do desenvolvimento da colbnia. Assim foram 10
tratamentos compostos pelas rizobatérias citadas na Tabela 1 e um controle
contendo apenas o fungo, com cinco repeticdes para cada tratamento, sendo cada
repeticdo constituida por uma placa de Petri, utilizando o delineamento inteiramente
casualizado (DIC). A avaliacdo ocorreu apés sete dias da repicagem.

Depois de identificadas as bactérias que apresentaram melhor desempenho,
eliminaram-se as que nao evidenciaram potencial de inibicdo e realizou-se o
segundo teste de antagonismo apenas com o0s isolados que tiveram melhor
comportamento antagbnico contra Pyricularia. Para este teste, a avaliacdo ocorreu
apos oito dias e aos 13 dias ap0s a repicagem de ambos, fungo e isolado de

bactéria.

3.5 AVALIACAO “in vitro” DO EFEITO DE COMPOSTOS VOLATEIS SOBRE O
DESENVOLVIMENTO DO FUNGO Pyricularia

Para a realizacao do experimento foram utilizadas placas de poliestireno (60
mL de volume) divididas ao meio. Em um dos lados da placa, contendo 10 mL de

meio de farinha de aveia, foi adicionado um disco de meio (5 mm) contendo micélio
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do fitopatégeno. No outro lado da placa contendo o meio King B, apés cinco dias do
estabelecimento do fungo foram adicionadas as bactérias.

Os tratamentos utilizados foram os mesmos indicados na Tabela 1, com a
retirada do Azospirillum comercial e a inclusdo da bactéria 121 (Bacillus 613),
consistindo em 10 tratamentos e um controle contendo apenas o fungo de um lado e
do outro somente o meio King B. Apos a repicagem do fitopatdégeno e das bactérias,
as placas foram imediatamente vedadas com filme plastico e mantidas a 24 °C sob
fotoperiodo de 12h. A avaliacdo do crescimento micelial foi realizada apos sete dias
a partir do dia que se repicou as bactérias, com o auxilio de uma régua milimétrica
tirou-se as medidas. O ensaio foi montado em delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeticfes por tratamento, sendo cada repeticdo constituida
por uma placa de Petri bipartida.

Foram realizados também dois testes apenas com as bactérias 203, 208 e
56 a fim de analisar a interferéncia em relacdo ao tempo de estabelecimento de
cada microrganismo. Esses trés isolados (203, 208 e 56) foram selecionados para
esse teste por apresentarem melhor desempenho antagénio nos demais ensaios. No
ensaio 1 a bactéria e o fungo foram repicados no mesmo dia na placa de Petri
bipartida; no ensaio 2 inicialmente repicou-se a bactéria e apés dois dias foi repicado
um disco de meio de cultura contendo P. graminis-tritici. A avaliagdo da inibicdo do
crescimento de P. graminis-tritici foi realizada apdés sete dias da repicagem do

patdgeno.
3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para ambos os testes as placas foram mantidas em B.O.D sob temperatura
de 24°C com fotoperiodo de 12 horas luz/escuro e o potencial de antagonismo dos
isolados foi avaliado por meio de medi¢des do crescimento micelial do fitopatogeno
com o auxilio de uma régua milimétrica. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) com auxilio do software SISVAR de Ferreira (2011), e teste tukey
a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 TESTE DE ANTAGONISMO

No teste de selecdo dos isolados de bactérias com maior potencial de
antagonismo, foram descartados os microrganismo de numero 188 (Paenobacillus
1130), 493 (Enterobacter) e Azospirillum comercial. Essas bactérias nao interferiram
no crescimento de P. graminis-tritici, o qual néo teve dificuldade em crescer por toda
a placa (FIGURA 2).

FIGURA 2: BACTERIAS COM MENOR POTENCIAL DE INIBICAO A P. graminis-tritici, SENDO A —
PLACA CONTROLE, B - Azospirillum COMERCIAL, C- ISOLADO 493 (Enterobacter) E D — ISOLADO
188 (Paenobacillus 1130).

FONTE: O Autor (2016).

Os resultados obtidos com o segundo teste in vitro realizado séo
apresentados na Tabela 2. Neste ensaio apenas as bactérias que demonstraram

maior potencial antagonista no primeiro teste foram avaliadas. Observando assim a,
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o crescimento micelial do fungo apds 15 e 20 dias no embate entre P. graminis-tritici

e as rizobactérias.

TABELA 2: EFEITO ANTAGONICO DAS RIZOBACTERIAS SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL
DO FUNGO APOS 15 E 20 DIAS.

Medida do crescimento micelial (cm)

Tratamentos 7 dias 15 dias Tratamentos 20 dias

56 (Bacillus 631) 3,75a 4,3000 a 56 4,2000 a
203 (Enterobacter) 3,75a 4,6800 ab 208 4,5200 a
208 (Delftia) 3,75a 4,7400 ab 203 5,1000 ab
81 (Falsibacillus 812) 3,75a 5,8200 bc Azo Embrapa 6,7600 bc
Azospirillum Embrapa 3,75a 5,8600 bc 81 7,1400 c
15 (Falsibacillus 259) 3,75 a 6,2800 c 15 7,6000 c
102 (Bacillus 305) 3,75a 6,9000 c 102 8,2000 c
Controle 3,75a 6,6600 c Controle 7,9000 c

C.V. (%) 0,0 11,42 CV. (%) 15,32

C.V.: Coeficiente de variagdo em percentagem (%).
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste tukey (P<0,05).
FONTE: O Autor (2016).

No antagonismo in vitro alguns dos isolados bacterianos diminuiram
significativamente o crescimento micelial de Pyricularia quando comparados com a
testemunha (TABELA 2). O isolado de rizobactéria 56 (Bacillus 631) destacou-se
com uma maior inibicdo ja& nos 15 dias apds a repicagem, diferindo-se
estatisticamente dos demais tratamentos. Aos 20 dias ap0os a repicagem, observou-
se que o isolado 56 manteve a inibicdo, as bactérias 208 (Delftia) e 203
(Enterobacter) também apresentaram diferenca, porém estas necessitaram de mais
tempo para isso. Ja os isolados 102 (Bacillus 305) e 15 (Falsibacillus 259), foram os
quais proporcionaram menor inibicdo do crescimento de Pyricularia em relacdo a
testemunha, néo diferindo do controle.

As imagens apresentadas na Figura 3 demonstram que houve acao
antagonista dos isolados 56, 203 e 208. Observa-se que a estirpe 56 (Bacillus 631)
apresentou um crescimento agressivo que ndo permitiu o desenvolvimento de P.
graminis-tritici, ocorrendo a inibicdo do mesmo. Nas Figuras 3C e D, percebe-se
que o fungo cresce para a lateral aonde ndo had o crescimento da colonia dos
isolados das bactérias 203 e 208, respectivamente, ndo avancando sobre as

mesmas.
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FIGURA 3: INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE P. graminis-tritici PELA PRESENCA DE
ISOLADOS DE RIZOBACTERIAS, SENDO A — PLACA CONTROLE, B — ISOLADO 56 (Bacillus 631),
C — ISOLADO 203 (Enterobacter) E D — ISOLADO 208 (Delftia)

FONTE: O Autor (2016).

Na Figura 4, sado apresentadas as bactérias que desempenharam menor
potencial de inibicdo do fitopatdgeno, podendo perceber como P. graminis-tritici
cresce totalmente sobre a placa, comparando com o controle, sem haver

interferéncia da bactéria.
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FIGURA 4: CRESCIMENTO MICELIAL DE P. graminis-tritici PELA PRESENCA DE ISOLADOS DE
RIZOBACTERIAS, SENDO A — PLACA CONTROLE, B - Azospirillum Embrapa, C — ISOLADO 81
(Falsibacillus 812), D — ISOLADO 15 (Falsibacillus 259) E E — ISOLADO 102 (Bacillus 305).

FONTE: O Autor (2016).

Ongena et al., (2005) relata que a rizobactéria B. subtilis, registrada em

muitos trabalhos mostra-se como excelente agente de biocontrole, o que corrobora
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com alguns isolados testados no presente trabalho, como o tratamento que continha
o isolado 56 sendo uma Bacillus, e que resultou em uma expressiva inibicdo de P.
graminis-tritici in vitro.

Analisando os resultados obtidos, pode se considerar que algumas estirpes
bacterianas realizaram ac¢des antagonistas diretas contra o patdégeno, que podem
envolver 0s mecanismos de antibiose, como a sintese de substancias
antimicrobianas e de compostos volateis (LEELASUPHAKUL et al., 2008).

Segundo Kupper et al., (2003), as bactérias antagbnicas, como B. subtilis, a
qual vem se destacando no controle de doencas do filoplano e em pdés-colheita,
agem de modo mais acentuado por antibiose e, ocasionalmente, por parasitismo e
competicdo. Os autores enfatizam que é amplo o espectro de acdo desses
microrganismos que agem por antibiose, sendo mais efetiva a producdo de
compostos toxicos para inibir os fungos do que outro mecanismo antagonico.

Silva et al., (2004) destacam que B. cereus age através da antibiose com a
producdo de dois antibioticos de largo espectro, zwittermicina e kanosamina.
Trabalhos demonstraram a atividade antag6nica de B. subitilis a Pyricularia oryza
(brusone do arroz) através da aplicagdo em sementes e parte aérea. Empregando
seus metabolitos considera-se algo bastante promissor para o avan¢co do controle
biolégico para esse patossistema (BETTIOL, 1997).

Em testes conduzidos por Costa (2010), o autor analisou a capacidade de
isolados endofiticos de folhas de feijoeiro em produzir enzimas liticas (celulase,
pectinases e protease), sider6foros e antagonismo. Dentre os géneros que
apresentaram producdo de celulose estavam Bacillus e Paenibacillus. Para a
producdo de pectinases os géneros Bacillus, Paenibacillus e Delftia estavam
presentes. Para sintese proteases estavam Bacillus, Paenibacillus, Enterobacter e
Delftia, entre outros e para producdo de sideréforos entre os géneros estavam
Bacillus, Enterobacter e Delftia.

Dentre as substancias que as espeécies do género Bacillus podem secretar,
destacam-se as enzimas amiloliticas, proteoliticas e antibiéticos (MELO, 1998).
Esses isolados produzem uma ampla variedade de metabdlitos antifungicos, entre
0S quais se encontram lipopeptideos das familias da surfactina, iturina e fengicina
(ONGENA et al., 2005). Embora essas trés substancias possuam estruturas
semelhantes, elas se diferem em alguns aspectos bioldgicos em relacdo a sua

atividade. Como exemplo, iturinas e fengicinas apresentam alta inibicdo do
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crescimento de varios fitopatdgenos. Ja as surfactinas exercem efeito antifingico
sinergistico com a iturina A (MAGET-DANA et al., 1992).

Tendulkar et al., (2007) realizando testes com B. licheniformis BC98 a fim de
inibir o crescimento micelial de Magnaporthe grisea, identificaram a molécula
surfactina inibindo o patégeno em 96,9 + 2,7 %, alterando a morfologia das hifas,
inibindo a germinagcdo dos esporos e ocasionando formag&do anormal do tubo
germinativo nos esporos germinados.

Monteiro (2016) realizou a quantificagcdo de quitinase e acetoina para as
mesmas estirpes testadas no presente trabalho. Na Tabela 3 s&o apresentados os
resultados quanto a producdo acetoina e quitinase para as estirpes de rizobactérias.
Destacando a estirpe 56, que demonstrou maior inibicAo do crescimento de P.
graminis-tritici nos testes de antagonismo, a qual apresentou a produc¢ao positiva de

quitinase, e em torno de 1,508 milimolar de acetoina.

TABELA 3: RESULTADOS OBTIDOS QUANTO A PRODUCAO DE QUITINASE E ACETOINA DE
ISOLADOS DE RIZOBACTERIAS DE SOLOS DA REGIAO OESTE DO PARANA.

GENERO ISOLADO QUITINASE* [CJACETOINA(MM)**
Paenibacillus 188 - 1,560
Falsibacillus 81 - 1,627
Falsibacillus 15 - 0,905
Bacillus 56 + 1,508
Bacillus 102 - 1,103
Bacillus 121 + 1,333
Enterobacter 203 - 1,302
Enterobacter 208 - 0,539

* + presenca e - auséncia da formacéo de halo de degradacéo
**[C] concentracdo de acetoina em milimolar (mM). Fonte: MOTEIRO (2016).

Schallmey et al., (2004) mencionam que isolados bacterianos do género
Bacillus sdo bastante conhecidos e estudados por possuirem alto potencial para
secretar enzimas degradativas como por exemplo, as quitinases. Whipps (2001)
analisando as substancias produzidas por B. Cereus no embate com Rhizoctonia
solani, observou que as enzimas quitinoliticas (quitinases) degradam as hifas do
patdgeno. O uso de enzimas tal como a quitinase tem-se mostrado ativa e eficiente
em estudos de antagonismo contra fungos fitopatogénicos (RAMPINO et al., 2013).
Bactérias como Bacillus spp, Arthrobacter spp e Enterobacter spp. sdo descritas
como sendo boas produtoras de quitinases. A producédo das enzimas normalmente
ocorre apoés inducdo pela interacdo entre o antagonista e o fitopatégeno, seguida da
digestao da célula alvo (QUEIROZ, 2003).
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Em relacdo a metodologia para testes in vitro de antagonismos, tém-se 0s
quantitativos que utilizam agar em placas, como: cultura pareada, papel celofane,
placa sobreposta, camada dupla, liquido metabdlico e ainda os que empregam agar
em lamina e meio liquido. Dentre estes o da cultura pareada é o mais comumente
utilizado para avaliar antagonismo in vitro (MARIANO, 1993).

Segundo Alves et al., (1990), o método da cultura pareada com a forma de
pareamento por disco de &gar, € o indicado para P. oryzae x arroz, utilizando
antagonistas do género Bacillus. E desta forma se pode considerar que este
protocolo utilizado no presente trabalho foi adequado considerando o patossistema
P. graminis-tritici x trigo, bem como a avaliacdo de rizobactérias como antagonistas,
e neste caso, empregou-se 0 uso de discos de meio de cultura farinha de aveia, 0
gual é mais indicado para o crescimento do fungo.

O método do liquido metabdlico ou método do filtrado para deteccdo de
antibioticos também foi satisfatério para patossistema P. oryzae x arroz, utilizando B.
subtilis como antagonista, metodologia empregada por Bettiol e Kimatti (1989), onde
verificaram a inibicdo do crescimento micelial de P. oryzae. Ainda notaram que, com
0 aumento da concentragao da solugcédo ou “caldo”, onde os isolados de B. subtilis
foram multiplicados, houve um aumento na porcentagem de inibicdo do crescimento
micelial de Pyricularia.

Analisando o0 biocontrole sobre esses mesmos patdgenos do arroz,
Leelasuphakul et al. (2006), obtiveram filtrados de compostos antifiUngicos
produzidos por B. subtilis, que inibiram o crescimento micelial de P. grisea e R.
solani, e se apresentaram termoestaveis; os filtrados esterilizados apresentaram
maior atividade do que aqueles autoclavados, embora para P. grisea essa diferenca
tenha ocorrido apenas até o 3° dia de avaliacdo, ambos apresentando apos isto,
inibicdo de 100%.

Para Jia et al., (2011) a atividade antifUngica sobre M. oryzae através de
filtrados de B. subtilis, inibiu em até 67 % o crescimento micelial do fitopatégeno,
inibindo a formacdo do tubo germinativo e ocasionando a formacdo anormal dos

apressorios.

4.2 EFEITO DOS COMPOSTOS VOLATEIS NO CRESCIMENTO MICELIAL



27

Os compostos volateis podem atuar na inibicdo do crescimento de um
patébgeno, agindo na alteracdo da morfologia das colbnias, retardando e/ou
reduzindo o crescimento de um fitopatégeno (ROMEIRO, 2007).

No teste de compostos volateis foram utilizadas placas bipartidas a fim de
avaliar a capacidade dos isolados de rizobactérias em inibir o crescimento micelial
de P. graminis-tritici por liberacdo de substancias volateis. Neste primeiro teste, em
funcdo do crescimento lento que o fitopatdgeno possui, colocou-se o fungo para
crescer cinco dias antes da repicagem das bactérias do outro lado da placa. Os
resultados de inibicdo do crescimento micelial de P. graminis-tritici sdo apresentados

na Tabela 4.

TABELA 4: EFEITO DE COMPOSTOS VOLATEIS DE ISOLADOS DE RIZOBACTERIAS SOBRE O
CRESCIMENTO MICELIAL DE Pyricularia graminis-tritici.

Crescimento micelial (cm)

Tratamentos
5 dias 12 dias

81 (Falsibacillus 812) 3,0600 a 5,1400 a
102 (Bacillus 305) 3,0400 a 5,4400 a
121 (Bacillus 613) 3,1400 a 5,4600 a
56 (Bacillus 631) 3,1200 a 5,4800 a
188 (Paenibacillus 1130) 3,1200 a 5,5200 a
15 (Falsibacillus 259) 3,1200 a 5,7000 a
203 (Enterobacter) 3,1400 a 5,7400 ab
Azospirillum Embrapa 3,0400 a 5,7800 ab
208 (Delftia) 3,2000 a 5,8400 ab
493 (Enterobacter) 3,2400 a 5,8600 ab
Controle 3,3600 a 6,4400 b

C.V. (%) 5,85 6,05

C.V.: Coeficiente de variacdo em percentagem (%).
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste tukey (P<0,05).
FONTE: O Autor (2016).

Pelos resultados apresentados na Tabela 4, pode se observar que nao
houve diferenca estatistica entre as rizobactérias testadas na inibicdo do
crescimento micelial de P. graminis-tritici, mas algumas se diferiram do tratamento
controle. Acredita-se que as rizobactérias possam ter liberado compostos volateis,
mas devido o crescimento do fungo cinco dias antes, elas ndo conseguiram inibi-lo
significativamente.

Na Figura 5 sdo apresentadas as imagens das placas bipartidas esse efeito

sobre P. graminis-tritici, comparada com o controle, percebem-se também o pouco
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espaco para o desenvolvimento de ambos 0s microrganismos, quando comparado
com o crescimento do patdgeno em placa de Petri, dessa forma tirou-se medidas
apenas na horizontal devido o crescimento desuniforme dos dois lados, e na figura o
fungo possuindo 12 dias (FIGURA 5).

FIGURA 5: EFEITO DE COMPOSTOS VOLATEIS DE ISOLADOS DE RIZOBACTERIAS NO
CRESCIMENTO DE P. graminis-tritici APOS 7 DE CONFRONTO in vitro. SENDO A - 81
(Falsibacillus 812), B - 102 (Bacillus 305), C - 121 (Bacillus 613), D - 56 (Bacillus 631), E - 188
(Paenibacillus 1130), F - 15 (Falsibacillus 259), G - 203 (Enterobacter), H - Azospirillum Embrapa, | -
208 (Delftia), J — 493 (Enterobacter), K— PLACA CONTROLE E L — CONTROLE EM PLACA DE
PETRI.

FONTE: O Autor (2016).
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No segundo teste, o experimento foi conduzido colocando os dois
microrganismos no mesmo dia e avaliando ap6s sete dias (FIGURA 6). Nesse
ensaio apenas as estirpes que demonstraram maior potencial pelo teste do
antagonismo visto no item 4.1 foram avaliadas, sendo a 208 (Delftia), a 203
(Enterobacter) e a 56 (Bacillus 631).

Pode-se verificar que o fitopatbgeno teve um crescimento micelial radial
semelhante ao da placa controle que continha apenas o fitopatégeno. Entretanto,
apesar de haver crescimento em area semelhante percebe-se que ndo ha um
crescimento micelial aéreo expressivo do fungo, principalmente para as placas em
que had o confronto de P. graminis-tritici com o isolado 208 (Delftia) e 203
(Enterobacter) (FIGURA 6). Pode-se considerar que a auséncia do crescimento
aéreo de P. graminis-tritici seja um inidicativo do efeito de algum composto volatil

produzido por esses isolados bacterianos sobre o desenvolvimento do patégeno.

FIGURA 6: EFEITO DE COMPOSTOS VOLATEIS APOS 7 DIAS COM O FUNGO E AS
RIZOBACTERIAS A - 208 (Delftia), B - 203 (Enterobacter), C - 56 (Bacillus 631) E D — PLACA
CONTROLE.
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FONTE: O Autor (2016).

Observando a tabela verifica-se que os tratamentos nao diferiram entre si,
mas o tratamento 203 (Enterobacter) demonstrou uma diferenga significativa do
controle (TABELA 5). Demonstrando que h& alguma influéncia no meio, podendo ser

compostos liberados pelas bactérias.

TABELA 5: CRESCIMENTO DO FUNGO SOB COMPOSTOS VOLATEIS DAS BACTERIAS APOS 7
DIAS COM OS DOIS MICRORGANISMOS.

Crescimento em fung¢éo de compostos volateis

(cm)
Tratamentos 7 dias
203 (Enterobacter) 3,3400 a
208 (Delftia) 3,4000 ab
56 (Bacillus 631) 3,5800 ab
Controle 3,7200 b
C.V. (%) 5,18

C.V.: Coeficiente de variagdo em percentagem (%).
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste tukey (P<0,05).
FONTE: O Autor (2016).

No terceiro teste, conduziu-se o experimento colocando primeiro os isolados
de rizobactérias, e apos dois dias repicou-se o fungo do outro lado da placa
(FIGURA 7). Assim como para o segundo teste esse também foi realizado apenas
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as rizobactérias 208 (Delftia), 203 (Enterobacter) e 56 (Bacillus 631), utilizando uma
placa controle em que fungo est4 com sete dias de crescimento. Observou-se que
ocorreu algo semelhante ao segundo teste, em que o fitopatdgeno teve um
crescimento micelial radial, porem sem desenvolvimento aéreo, havendo uma
anormalidade no seu desenvolvimento. Mais uma vez considera-se que houve um

efeito dos compostos volateis dessas estirpes bacterianas sobre o patégeno.

FIGURA 7: EFEITO DE COMPOSTOS VOLATEIS COM AS RIZOBACTERIAS 2 DIAS ANTES DO
FUNGO. A - 208 (Delftia), B - 203 (Enterobacter), C - 56 (Bacillus 631) E D — PLACA CONTROLE.

FONTE: O Autor (2016).
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A andlise de variancia (ANOVA), nao foi significativa pelo teste de tukey,
para os tratamentos testados, todos obtiveram o mesmo desempenho comparando
com o controle.

Muitas substancias podem estar envolvidas na acdo de antagonismos de
agentes de biocontrole, tais como alcodis, aldeidos, cetonas, sulfetos entre outros,
0s quais sao citados por Duffy et al., (2003) como compostos volateis com atividade
antimicrobiana produzidos por bactérias. Knox et al., (2000), encontraram inibicdo de
Fusarium oxysporum, ocasionado por isolados de B. subtilis através da producédo de
compostos volateis.

Os compostos volateis produzidos por B. subtilis, foram encontrados por
Chen et al., (2008) e identificados através da cromatografia, indicando a presenca de
substancias como 2-etil-hexanol, 2,4-bis (2-metilpropil) fenol, 4-hidroxibenzaldeido e
2-nonanona que apresentaram natureza antifingica contra alguns fitopatégenos
envolvidos em diferentes patossistemas.

O envolvimento da producdo de compostos volateis em antagonismo de
rizobactérias é relatado em muitos estudos de biocontrole, como por exemplo, o
efeito de compostos organicos volateis produzidos por diversos isolados de
rizobactérias sobre o crescimento micelial de R. solani (KAl et al., 2007); de isolados
de B. subtilis com inibicdo bastante significativa contra fungos, como Fusarium

oxysporum também devido a producdo de compostos volateis (KNOX et al., 2000).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, pode-se considerar que dentre o0s
isolados de rizobactérias avaliados, a 56 (Bacillus 631) apresentou bons resultados
no teste de antagonismo, comportando-se como forte candidata ao bicontrole de P.
graminis-tritici, assim como a 203 (Enterobacter) e 208 (Delftia), que também
apresentaram um desempenho satisfatério.

Para o teste de compostos volateis, a reducdo no crescimento micelial aéreo
de P. graminis-tritici € um indicativo da acdo de antagonismo do isolados testados

pela volatilizagdo de substancias antimicrobianas.
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