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RESUMO

As doencas flngicas, sdo um dos principais fatores que afetam a produtividade e
rendimento na cultura do arroz, tanto no sistema irrigado quanto no de terras altas e varzeas.
A utilizagdo de espécies de Bacillus spp. como agentes de controle bioldgico, dentro de um
manejo integrado, apresenta eficiéncia, além de seguranca aos agricultores e ao meio
ambiente. Portanto, objetivou-se com este trabalho obter e identificar espécies de Bacillus
spp., oriundos de municipios maranhenses, avaliar o antagonismo in Vvitro, quanto ao
crescimento micelial de Pyricularia grisea, e o efeito da microbiolizagdo de sementes de
arroz, variedade Bonanga, na incidéncia e reducdo de fitopatdgenos em sementes e plantas.
Inicialmente, foram realizadas coletas de folhas sadias de arroz em plantios de dez
municipios, possibilitando o isolamento de Bacillus spp. e a identifica¢do através de testes
bioquimicos. Foram realizados ensaios para selecdo de um isolado padrdo, para avaliar os
métodos do Ponto, de Uma Risca Central, de Trés Risca e do Circulo, sendo um escolhido
para testar dezoito isolados quanto a inibicdo do crecimento micelial do patégeno. Nestes
ensaios adotaram-se o delineamento experimental inteiramente casualizado. Posteriormente,
avaliou-se a sanidade de semente de arroz variedade Bonanga, em Blotter Test e o efeito da
microbiolizagdo com Bacillus spp., em solugdo salina com concentragdo ajustada em ODsg49 =
0,5, na incidéncia e reducdo de patdogenos em sementes e plantas. A incidéncia e controle de
patdgenos nas sementes foi avaliada aos sete dias e em casa de vegetagdo aos sete e quatorze
dias, utilizando100 plantas/época. De acordo com os resultados foram obtidos vinte e um
isolados distribuidos entre as espécies B. licheniformes (10 %), B. polymyxa (25 %), B.
macerans (5 %), B. lentus (15 %), B. pentothenticus (15 %), B. pumilus (10 %), B. cereus (25

%) e B. stearothermophilus (5 %).
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Os métodos de controle de crescimento micelial que apresentaram maior percentagem de
inibi¢do foram os métodos do Circulo e o de Uma Risca Central. O método do Circulo
possibilitou a selecdo de quinze antagonistas que promoveram maior inibi¢do do crescimento
micelial aos quatorze dias apds o tratamento, variando de 53,54 % a 90,41 % de inibig¢do. No
teste de sanidade de semente de arroz variedade Bonanga, observou-se maior incidéncia de
Curvularia oryzae (70 %) e menor incidéncia de Fusarium sp. (1,6 %). A microbiolizagdo das
sementes com Bacillus spp. em in vitro proporcionou redugao na incidéncia de Curvularia
oryzae e Aspergillus niger. Em in vivo o controle de Curvularia oryzae, Penicilium sp. e
Scopulariopsis sp. foi maior aos sete dias e para os fungos Aspergillus niger e A. flavus a

reducdo foi maior aos quatorze dias apds o tratamento das sementes.

Palavras-chave: arroz, patdgenos, controle biologico, Bacillus spp..
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ABSTRACT

Fungal diseases are one of the main factors that affect the productivity and performance
in rice crops, not only in the irrigated rice system but also in the high lands and lowlands
ones. The utilization of Bacillus spp. as biological control agents, inside an integrated
management, presents efficiency, besides security to the farmers and the environment.
Therefore, this research aimed obtains and identify Bacillus ssp. from municipalities of
Maranhao, evaluating the in vitro antagonism related to the mycelial growth of Pyricularia
grisea, and the effect of seed microbiolization in rice seeds, Bonanga variety, in the incidence
and reduction of plant pathogens in seeds and plants. Firstly, it was collected healthy rice
leaves in crops from ten municipalities, allowing the Bacillus ssp. isolation and the
identification through biochemical tests. Tests were made to select a standard isolate to
evaluate the Point, One Central Streak and Circle methods, to choose one to test eighteen
isolates as for inhibition of the pathogen mycelial growth. In those tests it was adopted the
completely randomized experimental design. Subsequently, seed rice health, Bonanca variety,
was evaluated in Blotter Test and the effect of microbiolization with Bacillus spp., in saline
solution with concentration adjusted in ODs4y = 0,5, in the incidence and reduction of
pathogens in seeds and plants. The incidence and control of pathogens in seeds were
evaluated at seven days and in greenhouse at seven and fourteen days, using 100 plants/time.
According to the results twenty-one isolates were obtained, distributed among the species B.
licheniformes (10 %), B. polymyxa (25 %), B. macerans (5 %), B. lentus (15 %), B.
pentothenticus (15 %), B. pumilus (10 %), B. cereus (25 %) e B. stearothermophilus (5 %).
The mycelial growth control methods that presented greater percentage of inhibition were
Circle and One Central Streak methods. The Circle method enabled the selection of fifteen
antagonists which promoted greater inhibition of mycelial growth at fourteen days after the

treatment, varying from 53,54% to 90,41% of inhibition. In the seed rice health test, Bonanga
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variety, a greater incidence of Curvularia oryzae (70 %) and a lower incidence of Fusarium
sp. (1,6 %) were observed. The seed microbiolization in vitro with Bacillus spp. enabled
reduction in the incidence of Curvularia oryzae and Aspergillus niger. Curvularia oryzae,
Penicilium sp. and Scopulariopsis sp. control in vivo was greater at seven days after the seed
treatment. To the fungi Aspergillus niger and Aspergillus flavus the reduction was greater at

fourteen days after the seed treatment.

Key words: rice, pathogens, biological control, Bacillus spp.



1 INTRODUCAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ um dos cereais de maior consumo em todo mundo, possui
caracteristicas que lhe proporcionam ser um dos alimentos com melhor balanceamento
nutricional, fornecendo 20 % da energia e 15 % da proteina per capita necessaria ao homem.
Sendo uma cultura extremamente versatil, que se adapta a diferentes condigdes de solo e clima, ¢
considerada a espécie que apresenta maior potencial para o combate a fome no mundo,

desempenha papel estratégico tanto no aspecto economico quanto social (ALONCO et al., 2005).

Esse cereal é cultivado em todos os estados brasileiro. Em 2002, foi cultivado em 70 %
dos 5543 municipios do Pais (FERREIRA et al., 2002). Com duas regides especializadas, uma no
Rio Grande do Sul (Arroz irrigado) e outra ao longo de um arco que vai de Mato Grosso ao
Maranhio (THERY & MELLO, 2005). Estima-se que 90 % do arroz produzido no Maranhio sio
oriundos do sistema de terras altas (FERRAZ JUNIOR, 1993), cuja produgéo representou 43 %
do total do arroz produzido no Brasil, em 1995 (FAGERIA et al, 1995).

Diversos fatores podem reduzir significativamente o rendimento da cultura, destacando-
se as doengas cujos trabalhos experimentais tém mostrado redug¢do no rendimento na faixa de 20
a 50 % (BALARDIN & BORIN, 2001). As de maior ocorréncia sdao a brusone (Pyricularia
grisea (Cooke) Sacc), mancha parda (Dreschslera oryzae (Breda de Hann) Subr. & Jain (sin.
Bipolaris oryzae), mancha estreita (Cercospora janseana Miyek), escaldadura (Microdochium
oryzae), queima das bainhas (Rhizoctonia oryzae Riker & Gooch) ¢ manchas dos graos (Phoma
sp., Dreschlera oryzae (Breda de Hann) Subr. & Jain, Curvularia lunata (Wakker) Boedijn,
Nigrospora oryzae (Berk & Broome), Alternaria sp., Fusarium sp.) (AMARAL et al., 1985).
Outros fungos como Fusarium oxysporum E.F. Sm. & Swingle, que causa mal do colo, ¢
Fusarium solani (Mart.) Sacc., que ocorre em sementes (MENDES et al., 1998) também pode
ocasionar grandes perdas na cultura do arroz.

A brusone ¢ considera como a doenga principal do arroz devido a sua ampla distribuigao e
poder destrutivo sob condi¢des favoraveis. Ocorre em todas as regides do territério brasileiro,
sendo os prejuizos maiores em arroz de terras altas cultivado no Centro-Oeste, podendo chegar a
100 % de perda (FILIPPI & PRABHU, 1998), provoca manchas nas folhas, colmo, paniculas e
graos (BALARDIN, 2003). A reducdo no rendimento também ¢é causada pelas manchas nos

graos, que podem causar perdas variaveis entre 12 e 30 % no peso e reducdo de 18 a 22 % no
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numero de graos cheios por panicula (FILIPPI & PRABHU, 1998) e causar esterilidade da
semente de arroz (SOLIGO et al., 2004), de acordo com a suscetibilidade de cada cultivar. Em
estudos realizados por Malavolta et al. (2002) a infec¢do da semente por B. oryzae (D. oryzae)
reduziu sua qualidade fisioldgica e causou tombamento pos-emergéncia de plantulas de arroz.

O controle dessas doengas ¢ feito através do uso de fungicidas, mas a auséncia de
especificidade e os riscos a satde humana e ao ambiente apresentado por este tipo de defensivo
agricola acentuam a necessidade de novas formas de controle, principalmente o controle
bioldgico através de microrganismos, como virus, bactérias e outros (ALVES, 1998), além disso
o controle quimico ¢ de dificil execucdo e alto custo, podendo resultar em contaminagdes do
solo, bem como no surgimento de populagdes resistentes do patogeno (NAGARAJKUMAR et al,
2004).

As bactérias do género Bacillus apresentam grande potencial de uso no controle
bioldgico, pois possuem caracteristicas que propiciam o seu uso na industria, tais como produgao
de enzimas amiloliticas, enzimas proteoliticas, antibioticos, muitos destes com atividades
antifungicas; termoestabilidade dos metabdlitos e capacidade de manterem sua viabilidade
quando estocados por longos periodos, assim como a possibilidade de serem utilizadas em
conjunto com outras estratégias que viabilizem a acdo dessas bactérias, como o encapsulamento
por células mortas (MELO, 1998; BETTIOL, 1997; TAMEZ-GUERRA et al, 2000).

Neste contexto a identificagdo e selecdo de bactérias do filoplano com potencial para o
controle de fitopatdogenos representam estratégia importante para o controle bioldgico. Com este
trabalho objetivou-se: Coletar em areas de cultivo de arroz nos municipios de Sao Luis, Arari,
Vitéria do Mearim, Miranda, Pindaré, Palmerandia, S3o Bento, Cidelandia, Davinopolis e
Grajau, folhas de arroz sem incidéncia de doenga; obter isolados de Bacillus spp. do filoplano de
arroz sadio; identificar as espécies de Bacillus spp.; avaliar o antagonismo in vitro dos isolados
bacterianos em relagdo a Pyricularia grisea quanto a inibigdo do crescimento micelial; avaliar a
qualidade sanitaria das sementes de arroz variedade Bonanca , a incidéncia e redugdo de
fitopatdogenos em sementes e plantas a partir da microbiolizagdo das sementes de arroz com

Bacillus spp .
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1.1 Origem, importancia econdmica e social da cultura do arroz

A espécie Oryza sativa L. ¢ amplamente cultivada e usada na alimentagdo humana em
todo o mundo. O mais provavel ¢ que o centro de origem dessa espécie seja a regido situada a
sudoeste do Himalaia (GALLI, 1978).

Com o processo evolutivo e de domesticacdo a que se submeteu a espécie O. sativa, ao
longo do tempo foram surgindo inimeros tipos geneticamente divergentes os quais foram se
adaptando as mais variadas condi¢des agroecoldgicas. Assim sendo, com base na distribuigao
geografica, na morfologia da planta e do grdo, na esterilidade do hibrido e na reag¢do soroldgica,
em 1928, esta espécie foi subdividida em duas principais subespécies, grupos ou racas
ecogeograficas: Indica e Japonica (PEREIRA, 2002). As novas cultivares de alta qualidade de
graos desenvolvida para as condigdes de terras altas do pais, como Canastra, Primavera e
Maravilha, sdo hibridos de Indica e Japonica (PINHEIRO, 1998). Outras cultivares tais como:
Caiap0, Carajas, Carisma e Bonanca também sdo indicados para o cultivo em terras altas. Sendo
todas elas suscetiveis, moderadamente suscetivel ou moderadamente resistentes a brusone,
principal doenca do arroz.

Botanicamente a espécie O. sativa pertence a familia Poaceae (Gramineae), apresenta
ramificagdes secundarias nas paniculas, espiguetas persistentes no pedicelo e ligulas com até 10
mm de comprimento. A cultivar Primavera possui folhas verdes, com pubescéncia ausente,
auricula verde-claro e ligula de incolor a verde. A planta ¢ de porte ereto, alcanga a altura de
103,3 cm, ciclo cultural de 110 dias, com comprimento de colmo de 4,35 mm e comprimento da
panicula de 25,7 cm, os graos pesam em média 23,90 g e comprimento de 8,07 mm sem casca,
apresentam forma muito alongada e cor branca. A cultivar Bonanca apresenta folhas verdes, com
pubescéncia escassa, auricula verde-claro e ligula de incolor a verde. A planta tem 98,1 cm de
altura , porte ereto, ciclo cultural de 115 dias, comprimento de colmo de 75,7 cm e comprimento
de panicula de 22,4 cm, os graos pesam em média 25,9 g e comprimento sem casca de 7,07 mm,
sua forma ¢ alongada e de cor branca (FONSECA et al., 2001).

O arroz é um dos alimentos com melhor balanceamento nutricional, fornecendo
20 % da energia e 15 % da proteina per capita necessaria ao homem, e sendo uma cultura
extremamente versatil, que se adapta a diferentes condi¢des de solo e clima, ¢ considerado a

espécie que apresenta maior potencial para o combate a fome no mundo. Porém a producao
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mundial de arroz ndo vem acompanhando o crescimento do consumo. Nos ultimos seis anos, a
produ¢do mundial aumentou cerca de 1,09 % ao ano, enquanto a populacdo cresceu 1,32 % e o

consumo 1,27 %, havendo grande preocupacdo em relagdo a estabilizagdo da produgdo mundial

(ALONCO et al., 2005).

Cerca de 150 milhdes de hectares de arroz sdo cultivados anualmente no mundo,
produzindo 590 milhdes de toneladas, sendo que mais de 75 % desta producdo ¢ oriunda do
sistema de cultivo irrigado. O arroz ¢ um dos mais importantes graos em termos de valor
econémico. E considerado o cultivo alimentar de maior importincia em muitos paises em
desenvolvimento, principalmente na Asia e Oceania, onde vivem 70 % da populagdo total dos
paises em desenvolvimento e cerca de dois tercos da populagdo subnutrida mundial. E alimento
basico para cerca de 2,4 bilhdes de pessoas e, segundo estimativas, até 2050, haverd uma

demanda para atender ao dobro desta populagdo (ALONCO et al., 2005).

A FAO estima para a América do Sul um aumento de 7,7% na producdo, totalizando
23,6 milhdes de toneladas de arroz em casca na safra colhida em 2008. Em 2007, a produgao
diminuiu em relagdo ao ano anterior, principalmente devido as adversidades climaticas na
Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Uruguai e Venezuela. A produ¢do mundial de arroz
atingird novo recorde em 2008, totalizando 666,3 milhdes de toneladas, aumento de 2,3% em
relagdo ao ano anterior (FAO, 2008).

No Brasil o cultivo de arroz ocorreu mesmo antes do seu descobrimento por portugueses e
atualmente ¢ cultivado em todos os estados brasileiros. Segundo Ferreira et al. (2005) em 2002, o
arroz foi cultivado em 70 % dos 5.543 municipios do pais, sendo que a renda e a importancia
econdmica e social diferem de acordo com as condigdes agro-climaticas e a tradi¢do da cultura na
regiao.

No periodo de 1940 a 1970 a produtividade média de arroz no Brasil se manteve
praticamente constante, iniciando uma tendéncia de aumento a partir do inicio da década de 80.
De 1990 a 2003, a producdo de arroz teve um crescimento médio anual de 1,67 %. Parte desse
resultado foi devido ao aumento dos rendimentos de 4,1 % ao ano. A média da producdo nacional
passou de 2,08 t/ha no triénio 1989 a 1991 para 3,241 t/ha nos anos 2000 a 2002. Por outro lado,
as areas cresceram, em média 1,94 % ao ano. A renda total agricola do arroz no Brasil, no
periodo de 1990 a 2002, representou em média, 7 % da renda obtida pelos principais produtos

agricolas (FERREIRA et al., 2005).
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A produgdo média do pais cresceu apenas 138.506 toneladas do periodo 1998 a
2001, para o periodo 2001 a 2003. De 2001 a 2003 para 2004 a 2006, entretanto, o acréscimo na
producdo foi significativo: 2.340.225 toneladas. Sendo o Rio Grande do Sul o maior produtor
nacional e sua participa¢ao na produ¢do nacional vem aumentando passando de 46,5 % para 49,8
% e de 49,8 % para 50,6 % do total produzido nos periodos, chegando a 6.408.555 toneladas
(ATLAS SOCIO ECONOMICO RIO GRANDE DO SUL, 2008).

O Brasil terd uma produgdo de 12 milhdes de toneladas de arroz em 2008, crescimento de
8,5 % em relacdo a safra de 2007 que registrou producdo de 11 milhdes de toneladas de arroz, a
previsdo de rendimento médio por hectare do arroz (em casca) registrado na safra de 2007, foi de
3,8 mil toneladas. Para 2008, a estimativa de rendimento ¢ de 4 mil toneladas, aumento de 5,8 %
(IBGE, 2008). Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), a area cultivada com
arroz esta estimada em 2,96 milhdes de hectares, 0,2 % (4,6 mil hectares) superior a da safra
anterior. De acordo com a pesquisa, o crescimento foi impulsionado pela retomada das areas que
deixaram de ser cultivadas na safra anterior no Rio Grande do Sul, o que compensou a reducao de
area do arroz de sequeiro. Nas regides Centro-Oeste e Sudeste, onde predominam os plantios de

sequeiro, a area plantada caiu 17,6 % e 9,9 %, respectivamente (AGENCIA BRASIL, 2008).

Atualmente, o Brasil, esta entre os dez principais produtores mundiais de arroz, com cerca
de 11 milhdes de toneladas para um consumo de 11,7 milhdes de toneladas base casca .Essa
produgdo ¢ oriunda de dois sistemas de cultivo: irrigado e de sequeiro. O consumo médio de
arroz no Brasil varia de 74 a 76 kg/habitante/ano, tomando-se por base o grao em casca. O
brasileiro destina cerca de 22 % do seu orgamento em alimentagdo, sendo o arroz ainda o

principal produto da cesta basica (ALONSO et al., 2005).

A regido Nordeste, representada basicamente pelo Estado do Maranhao ¢ o terceiro polo
de produgdo de arroz no Brasil, sendo o primeiro a regido Sul e o segundo as regides Sudeste e
Centro-Oeste. O Maranhdo possui importancia histérica na produgdo, na década de 90 foi o
terceiro produtor deste cereal. A rizicultura neste estado tem caracteristicas singulares, como a
forte porcentagem da producdo destinada ao auto-abastecimento dos produtores, estimada em 30

% (FERREIRA et al., 2005).

De acordo com Teixeira et al. (1991), o Maranhdo se notabiliza pelo volume ¢ area

expressivos e, sobretudo pelo numero de familias envolvidas na producao de arroz.Varios fatores
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contribuem para o cultivo em sistemas diferentes, segundo Ferraz Junior (2000), a diversidade de
solos, clima e vegetagdo do Estado permitem que o arroz seja cultivado sob trés sistemas,
predominando a producdo em sequeiro (no sistema de corte e queima) e em menor escala o
cultivo de varzeas imidas ndo-sistematizadas e culturas irrigadas. O cultivo do arroz irrigado
ocorre em poucas localidades, com presenca marcante nos municipios de Arari e Vitoria do
Mearim, a realidade da maioria dos produtores do estado do Maranhdo, ¢ caracterizada pelo uso
de variedades rusticas e auséncia de tecnologia (especifica para as condi¢cdes edafoclimaticas em
cada regido de cultivo) no sistema de produgio (ARAUJO, 2006). Segundo Del Villar et al.
(2001), aproximadamente 52 % da producdo do arroz no Maranhdo ¢ oriunda de lavouras com
utilizacao de baixa tecnologia, salvo algumas regides, como a de Balsas, que utilizam tecnologias
mais avancadas. Essas condi¢des de cultivo do arroz no Maranhao, torna a cultura de alto risco,

principalmente em relacdo a incidéncia de doengas.

1.2 Principais doencas do arroz

Diversos fatores afetam a produtividade do arroz, entre estes se destacam as doencgas
fungicas, ocasionando perdas consideraveis. As de maior ocorréncia sdo a brusone (Pyricularia
grisea), mancha parda (Dreschslera oryzae) ( sin. Bipolaris oryzae), mancha estreita (Cercospora
janseana), escaldadura (Microdochium oryzae), queima das bainhas (Rhizoctonia oryzae) e
manchas dos graos (Phoma sp., Dreschlera oryzae, Curvularia lunata, Nigrospora oryzae,
Alternaria sp., Fusarium sp.) (AMARAL et al., 1985).
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1.2.1 Brusone

Epidemiologia e sintomatologia

Os primeiros registros sobre a ocorréncia da brusone datam de 1600 e foram feitos na
China. E uma das doengas mais difundidas pelo mundo e foi registrada em 70 paises e
praticamente ocorre em todos os locais onde o arroz ¢ plantado (OU, 1985). No Brasil a
epidemia da brusone foi registrada pela primeira vez na regido Centro Sul do estado do Parana,
em 1995, nos campos comerciais de triticale. Os isolados de triticale apresentaram reagdes
compativeis para triticale, aveia, cevada e trigo e incompativeis para arroz (MEHTA & BAIER,
1998). A primeira constatacdo da brusone em arroz, no Brasil, ocorreu em 1912 em amostras
enviadas de Santos e de Iguape no Estado de Sao Paulo (PRABHU & FILIPPI, 2006).
Atualmente ocorre em todas as regides do territorio brasileiro, do Rio Grande do Sul, em arroz
irrigado, até o Amazonas, em arroz de terras altas. Os prejuizos sdo maiores em arroz de terras
altas cultivado no Centro-Oeste brasileiro, podendo chegar, em determinadas situacdes, a 100 %
de perda (FILIPPI & PRABHU, 1998).

Essa doenga ocorre desde o estagio de plantula até a fase de maturacdo da cultura. De
acordo com Teng et al. (1991), durante os estdgios de crescimento as lesdes sao principalmente
formadas nas folhas, e apds a emissdo das paniculas, o patdgeno infecta a panicula ou a sua haste
(“pescoco”).

Os sintomas nas folhas iniciam-se com a formacdo de pequenas lesdes necroéticas, de
coloragdo marrom, que evoluem, aumentando de tamanho, tornando-se elipticas, com margem
marrom e centro cinza ou esbranqui¢ado. Em condigdes favoraveis, as lesdes coalescem,
causando a morte das folhas e, muitas vezes, da planta inteira (PRABHU et al., 2002).

Infec¢des em outras partes da planta incluem auricula e ligula da folha bandeira e n6s do
colmo, que apresentam manchas de cor marrom, principalmente em arroz irrigado (PRABHU &
BEDENDO, 1995). Os sintomas nos nos e entrends, mais comuns em cultivares suscetiveis,
aparecem geralmente na fase de planta madura. A area infectada do n6 torna-se escura, e a
circulagcdo da seiva na planta ¢ interrompida, causando o acamamento da planta ou a quebra do

colmo no ponto do né infectado. A infec¢ao no primeiro no, abaixo da panicula, ¢ referida como



23

brusone no pescogo (FILIPPI & PRABHU, 1998). Nas paniculas, a doenca pode atingir o raquis,
as ramifica¢des e o nd basal, estas se apresentam esbranquigadas, sendo facilmente identificadas
no campo. Pode ocorrer quebra da panicula na regido afetada, caracterizando o sintoma
conhecido como “pescoco quebrado”. Os graos, quando atacados, apresentam manchas marrons
localizados nas glumas e glumelas, as quais sdo facilmente confundidas com manchas causadas
por outros fungos (FUNK et al., 2008). A brusone afeta também todas as ramificacdes dos
cachos, provocando a formagdo de graos chochos nas partes atacadas (PRABHU & BEDENDO,
1995).

Etiologia

Pyricularia grisea ¢ um fungo pertencente a Divisdo Amastigomycota, Classe
Deuteromicetos, Subclasse Hyphomycetidae, Ordem Moniliales, Familia Moniliacea (MENEZES
& OLIVEIRA, 1993). E a forma anamorfa do ascomiceto Magnaporthe grisea (ROSSMAN et al.
1990). O teleomorfo Magnaporthe grisea pertence a classe Ascomycetos, Ordem Diaporthales e
familia Physoporellaceas (PRABHU & FILIPPI, 2006).

As espécies do género Pyricularia parasitam principalmente gramineas e o patogeno pode
sobreviver, na forma de micélio ou conidio, em restos de cultura, sementes, hospedeiros
alternativos e plantas de arroz que permanecem no campo.

Os conidios sdo piriformes, obclavados, com a base circular e o &pice fino, levemente
escuros ou hialinos, com pequeno hilo na base, a maioria possui um ou dois septos transversais;
ligam-se ao conidioforo pelo seu lado mais dilatado e medem entre 17-23 um de comprimento
por 8- 11 mm de largura (PRABHU & FILIPPI, 2006). As colonias sao muito variaveis quanto a
densidade e a cor do micélio: sdo encontradas desde colOnias ralas até cotonosas e desde coldnias
esbranquigadas até acinzentadas escuras, em fun¢do do meio de cultura e do isolado do fungo
(BEDENDO, 1997).

Os fatores ambientais podem influenciar o desenvolvimento do fungo. A temperatura
ideal para a esporulacdo ¢ 28 °C, embora os conidios possam formar-se e liberar-se dos
conidioforos entre temperaturas de 10 — 15 °C a 35 °C. Quanto a umidade, a producdo de
conidios sobre as lesdes tem inicio quando a umidade relativa atinge 93 %. A luz também

influencia o micélio e os esporos, em geral, a esporulacdo em meio de cultura é favorecida por
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periodos alternados de luz fluorescente e escuro (PRABHU & FILIPPI, 2006). Um alto indice de
producao de esporos ocorre de trés a oito dias apds o aparecimento da lesdo, e a esporulagao em
uma lesdo pode continuar por mais de 20 dias. As chuvas levam os esporos das plantas,
reduzindo assim a quantidade e a disseminacdo de esporos. Deste modo, a incidéncia da brusone
em arroz de terras altas em anos chuvosos tem sido menor do que em anos com deficiéncia
hidrica (PRABHU et al., 2002).

A penetragdo do esporo ¢ realizada diretamente através da cuticula, dificilmente pelos
estomatos, sendo a colonizagdo dos tecidos facilitada por toxinas, que levam a morte de células, e

por hifas, que se desenvolvem no tecido morto do hospedeiro.

1.2.2 Manchas dos graos

Epidemiologia e sintomatologia

A mancha de graos ¢ a segunda doenga principal da cultura de arroz, tornando-se
problema sério no final do ciclo da cultura. Pode causar perdas varidveis entre 12 e 30 % no peso
e reducdo de 18 a 22 % no nimero de graos cheios por panicula (FILIPPI & PRABHU, 1998) e
causar esterilidade da semente de arroz (SOLIGO et al., 2004).

Os sintomas sdo muito varidveis, dependendo do patégeno predominante, do estagio de
infeccdo e das condigdes climaticas (UTUMI & LOBO, 2008). No nivel de campo ¢ dificil
identificar o patégeno causador da mancha, observando apenas o sintoma.

As manchas aparecem desde o inicio da emissdo das paniculas até o amadurecimento, a
queima das glumelas manifesta-se durante a emissdo das paniculas, com manchas nas espiguetas
de coloragdo marrom-avermelhada. As manchas em forma de lente, com centro esbranquigado ¢
borda marrom, aparecem quando a infec¢do ocorre nas fases leitosa e pastosa, apds a emissao das
paniculas (FILIPPI & PRABHU, 1998). Danos causados por insetos no campo, principalmente o

percevejo, predispdem os graos a infeccao por microorganismos (FILIPPI et al., 2004).
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Plantas com esse tipo de infeccdo podem apresentar mé granagdo e graos de baixa
densidade ou gessados, que resultam em perdas na colheita ou no beneficiamento. Mesmo
quando as manchas sdo superficiais, restritas as glumas, sdo altamente prejudiciais por afetarem a
qualidade do produto, reduzindo seu preco (SOAVE et al., 1984). A avaliacdo de qualidade
fitossanitaria de sementes mostrou que 100 % dos cultivares apresentaram contaminagdes com
fungos causadores de mancha nos graos (FARIAS et al., 2004). Essa doenga afeta a qualidade
fisiologica e a qualidade industrial do arroz, o que foi observado pelo aumento no rendimento do
engenho (grao inteiro) quando realizadas aplicagdo de fungicida visando o controle das doencas

foliares do arroz (DALLAGNOL et al., 2005; MIURA et al., 2005).

Etiologia

A mancha dos graos ¢ causada por varios fungos, dentre eles Phoma sp., Dreschlera
oryzae, Curvularia lunata, Alternaria sp., Nigrospora oryzae e Fusarium sp. Os Géneros
Dreschlera, Curvularia, Phoma e Alternaria pertencem a classe Loculoascomycetes, Ordem
Pleosporales ¢ Familia Pleosporaceac (CARVALHO & DIANESE, 2006). O género Fusarium
pertence a Classe Hifomiceta, Subdivisao Deuteromicotina (VENTURA, 2000), Ordem
Moniliales e Familia Tuberculariaceac (HAWKSWORTH et al., 1995; LIDDEL, 1991).

O Género Phoma possui conidiosporos ovais ou elipticos, alcangam de 14 a 30 pm.
Picnidios submersos no substrato e de paredes espessas. Género Alternaria apresenta os
conidiosporos muriformes ou dictiosporos, escuros, septados, simples ou ramificados,
produzindo os poros no apice, isolados ou em cadeias. No Género Curvularia os conidioéforos sdo
escuros, a maioria simples, produzindo os conidiosporos simpodialmente, escuros, curvos ou
retos, apresentando até cinco células, comumente quatro, sendo as células centrais mais escuras e
as das extremidades mais claras. No género Nigrospora os conidioforos sdo curtos, a maioria
simples; conidiosporos escuros, unicelulares, esféricos, situados sobre uma vesicula hialina
produzida na extremidade do conidioforo (MENEZES & OLIVEIRA, 1993). As espécies de
Dreschlera formam conidios multicelulares cilindricos a partir de conidioforos geniculados. Os

conidios apresentam contorno arredondado, sem protuberancia na base (ELMER et al., 2001).
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O aparecimento desses patogenos ¢ favorecido por temperaturas baixas (15 °C a 17 °C),

chuvas e alta umidade relativa durante a formacgao dos graos.

1.2.3 Mancha parda

Epidemiologia e sintomatologia

A mancha parda estd mundialmente distribuida nas regides orizicolas, ¢ importante nas
regides tropicais e tem sido subestimada por ser frequentemente confundida com a brusone.
Causou a “fome de Bengala” em 1942, por ter expressado na ocasido seu potencial de destruigdo.
E uma doenca de importancia secundaria no Brasil (PEREIRA, 2002), e nos paises produtores
deste cereal, ¢ superada apenas pela brusone (OU, 1995).

Esta doencga ocorre com muita freqiiéncia, porém muitas vezes passa despercebida, devido
a incidéncia de brusone (MACHADO et al., 2000).

A infec¢do da semente por B. oryzae ( D. oryzae) reduz sua qualidade fisioldgica e causa
tombamento pos-emergéncia de plantulas de arroz (MALAVOLTA et al., 2002). As perdas de
produ¢do em termos mundiais s3o muito varidveis. Redu¢do na ordem de 30 % ja foi relatada
para ensaios conduzidos com seis variedades na regido norte do Brasil. Essa doenga ocorre tanto
em culturas instaladas sob condi¢des de irrigagao como de sequeiro (BEDENDO, 1997).

A doenca afeta o coleodptilo, folhas, bainhas, ramificacdes das paniculas, glumelas e graos
(LOBO et al., 2006). Os sintomas normalmente manifestam-se nas folhas logo ap6s a floragdo e,
mais tarde, nas glumelas e graos (FILIPPI & PRABHU, 1998). Nas folhas, as manchas sao
tipicamente ovais, em geral de coloragdo marrom, com centro acinzentado ou esbranquicado,
dependendo da idade da mancha. Nos graos, as manchas tém coloracdo marrom-escura e muitas
vezes coalescem, cobrindo o grao inteiro. Em caso de ataque severo, todos os graos das paniculas
sdo manchados, resultando na formagdo de graos chochos ou na reducdo do peso dos mesmos
(PRABHU & BEBENDO, 1995). A mancha nos graos pode ocasionar perdas de 12 % a 30 % no

peso e de 18 % a 22 % no niimero de graos, porém a quantificagdo das perdas, quando a infec¢do
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ocorre nos graos, ¢ dificil, uma vez que um complexo de fungos pode estar associado a mancha-
dos-grios (MEW & GONZALES, 2002). No beneficiamento, os grios totalmente manchados
apresentam gessamento e coloragdo escura, o que afeta a sua qualidade (PRABHU & FILIPPI,

1997).

Etiologia

Helminthosporium oryzae, possui outras sinonimias aceitaveis: Dreschelera oryzae e
Bipolaris oryzae. Pertence a Classe Loculoascomycetes, Ordem Pleosporales e Familia
Pleosporaceac (CARVALHO & DIANESE, 2006). Suas hifas sdo de coloragdo escura,
normalmente marrom e de duas ramificagdes laterais originam-se os conidi6éforos, seus conidios
sdo levemente curvos, mais largos no centro e gradativamente mais finos em dire¢do as
extremidades, onde a largura corresponde a aproximadamente metade da regido central. Quando
maduros, possuem coloracdo marrom e frequentemente germinam através das células apical e
basal (BEDENDO, 1997).

Esse fungo localiza-se no interior da semente, causando descoloragdo e enrugamento da
mesma. Fatores ambientais e condigdes do solo contribuem para o desenvolvimento desse
patdgeno, em condi¢des favoraveis a doenga tem grande potencial de perdas.

Dentre os fatores ambientais que influenciam o desenvolvimento desse fungo, a
temperatura ideal varia de 20 °C a 30 °C, a umidade relativa deve ser superior a 89 %. Solos

pobres em potassio e nitrogénio sao associados a essa doenca (PRABHU & BEDENDO, 1995).
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1.2.4 Mal do colo

Epidemiologia e sintomatologia

A doenga mal do colo foi relatada pela primeira vez no Brasil em 1980, foi inicialmente
observada em culturas de sequeiro instaladas em solos de cerrado, na regido centro-oeste
(BEDENDO, 1997). E considerada uma doenga nova da cultura do arroz.

Os sintomas caracteristicos evidenciam-se na parte aérea por um crescimento retardado,
reducdo no perfilhamento e um leve amarelecimento das folhas. Estes sintomas sdo evidentes
aproximadamente aos 25 dias ap6s o plantio. A doenga causa desuniformidade entre as plantas e
pode ser confundida com sintomas de deficiéncia mineral, normalmente de nitrogénio. Nas
plantas arrancadas pode ser notada uma descoloragcdo escura no nd basal do colmo, local de
origem das raizes adventicias ou secundarias, suas raizes sdo pouco desenvolvidas e a doenca

raramente provoca morte das plantas (PRABHU & BEDENDO, 1995).

Etiologia

O Fusarium oxysporum foi identificado com base na presenga de microconidios,
macroconidios e clamidésporos. Nos testes de patogenicidade, sintomas idénticos aos observados
no campo foram obtidos somente para alguns isolados, sugerindo a ocorréncia conjunta de
isolados patogénicos e saprofiticos, podendo estar associado a nematodides formadores de galhas
nas raizes (BEDENDO, 1997). Ele sobrevive no solo, provavelmente ¢ transmitido pelas
sementes ¢ ha maior incidéncia em plantios realizados em areas de capoeiras € campos sujos,
anteriormente cultivados com arroz seguido por pasto.

Os microconidios sdo abundantes, geralmente unicelulares, oval a riniforme.
Macroconidios abundantes, com paredes finas e delicadas, com uma célula apical atenuada e
célula basal em forma de pé. As monofalides que produzem microconidios sdo curtos quando

comparados com aquelas produzidas por Fusarium moniliforme Sheldon e Fusarium solani
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(Mart) Sacc. Os clamidosporos presentes sdo formados unicos ou em pares, na maioria dos

isolados eles se formam prontamente e profusamente em cultura (NELSON et al., 1983).

1.2.5 Queima das bainhas

Epidemiologia e sintomatologia

A doenga ocorre em areas de producdo localizadas em regides tropicais e subtropicais
onde o arroz que ¢ cultivado em sistemas intensivos de produ¢do apresenta maiores danos. No sul
dos E.U.A, na India e China, os prejuizos causados pela doenga tém sido considerados
importantes e levado inimeros pesquisadores a buscar fontes de resisténcia a queima das bainhas
(LEE & RUSH, 1983; SHA & ZHU, 1990, MANIAN & MANIBHUSHARAO, 1982;
MARCHETTI, 1983; GROTH & NOVICK, 1992). No Brasil, a ocorréncia da queima-da-bainha
foi identificada pela primeira vez em lavouras de arroz de alguns municipios do Estado de Sao
Paulo, em 1967 (AMARAL et al., 1979). Apds a introducdo de cultivares norte-americanas, a
mancha-da-bainha tem ocorrido com grande freqiiéncia no Rio Grande do Sul (RIBEIRO, 1984).
Também foi registrada a ocorréncia no Estado do Amazonas (SANTOS & GALVAO, 1989).
Atualmente, a queima-da-bainha ocorre, em maior ou menor grau de severidade em todas as
lavouras, de arroz irrigado no Estado do Tocantins, onde, aproximadamente, 70.000 ha sao
plantados em rota¢do com soja (PRABHU et al., 2002). Em Formoso do Araguaia - TO, essa
doenga foi constatada em lavouras de arroz desde a implanta¢do dos projetos cooperativos, e até
a presente data ¢ verificada, ainda que com baixa incidéncia (PRABHU & BEDENDO, 1995). De
acordo com Groth et al. (1992), R. oryzae ¢ transmitida pelas sementes e comumente causa a
morte das plantulas.

Os sintomas se iniciam por lesdes na bainha, na altura da lamina de agua, mas em
condi¢des favoraveis a evolu¢do da doenga, podem ser observados nas bainhas e folhas
superiores (OU, 1985). Ocorre geralmente nas bainhas e colmos, caracterizando-se por manchas

ovaladas , elipticas ou arredondadas, de coloragdo branco-acinzentado e bordos bem definidos,



30

de cor marrom. Em ataques severos observam-se manchas semelhantes nas folhas, porém, com
aspecto irregular. A incidéncia da doenga resulta em seca parcial ou total das folhas e provoca
acamamento da planta ( PRABHU & BEBENDO, 1995).

Apesar da relagdo entre a expressdo dos sintomas e os prejuizos na produgdo ainda nao ser
bem conhecida, a reducdo na producdo ou na qualidade do produto estd provavelmente,
relacionada com a diminui¢do de nutrientes pela reducao da area foliar ou por deficiéncia de
translocagdo, pela destruicdo de tecidos de condugdo ou armazenamento (MARCHETTI, 1991;

AVILA et al., 1994).

Etiologia

Rhizoctonia solani, na fase perfeita corresponde a Thanatephorus cucumeris, pertence a
Classe Deuteromycetes, Ordem Agonomycetales, Familia Agonomycetaceae (MENEZES &
OLIVEIRA, 1993).

O micélio jovem ¢é claro e torna-se gradativamente marrom, apresentando septacdo e
ramificagdes tipicas deste fungo. Os esclerddios sdo globosos, brancos e tomam a coloragdo
marrom-escura quando mais velhos, podendo alcancar at¢ 5 mm de didmetro. Na fase perfeita, o
patogeno produz basidios sobre os quais se desenvolvem os basididsporos em numero de 2-4
(BEDENDO, 1997).

Rhizoctonia solani ¢ um fungo habitante de solo de grande interesse ecoldgico, por ser
colonizador pioneiro da matéria organica. E também economicamente importante, podendo
causar perdas consideraveis em varias culturas de interesse econdmico (CERESINI & SOUSA,
1997). Esse patogeno infecta muitas outras gramineas e leguminosas , como feijao e soja quando
utilizadas em rotacdo com arroz, dissemina-se rapidamente com a agua de irrigagdo € com o
movimento da terra durante o preparo do solo para plantio (PRABHU & BEDENDO, 1995).

A densidade de in6culo no solo aumenta ao longo dos anos com a rotagao de arroz-soja,
pois a maioria das cultivares de arroz e de soja sdo suscetiveis a R. solani (GROTH et al., 1992).

Condi¢des de luminosidade baixa, umidade alta e temperaturas médias, em torno de 28 —

32 °C, sao favordveis a ocorréncia da doenca (LEE & RUSH, 1983).
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1.3 Manejo Bioldgico de doencas do arroz

Os problemas ambientais tém comprometido a producdo alimentar. Esta por sua vez tem
sido apontada como um dos responsaveis por danos ao ambiente e a saide humana em
decorréncia do uso indiscriminado de agroquimicos, que também possibilida aos patégenos,
adquirirem resisténcia a determinado produto. Os consumidores por sua vez fazem restrigoes aos
alimentos produzidos com base nos agroquimicos. O que tem levado inimeros pesquisadores a
buscar alternativas sustentaveis, como o controle biolodgico, tendo como base o uso de
microrganismos, extratos vegetais e residuos organicos, dentre outros.

Contudo, no controle bioldgico, hd também que se considerar aspectos importantes
relacionados aos microrganismos, como o potencial de riscos que eles podem apresentar, pois
mesmo sendo de origem bioldgica podem ser patogénicos aos organismos ndo visados e causar
impacto ambiental indesejavel. Contudo as vantagens e o potencial de uso desses microrganismos
sdo inumeros, tais como especificidade de a¢do, muitas vezes uma Unica aplicacdo ¢ suficiente
para o controle (ALVES, 1998).

Para Bettiol (1997), o uso generalizado do controle bioldgico de doengas na filosfera,
assim como da rizosfera, da espermosfera e de pos-colheita, considerando, de modo geral, a
aprovacao da sociedade, deste tipo de controle, ¢ dependente, exclusivamente da disponibilidade
e da efetividade dos agentes de controle, bem como dos produtos comerciais contendo esses
microrganismos. Segundo o autor, no isolamento, na sele¢do e no desenvolvimento dos agentes
de Dbiocontrole, deve-se escolher qual estratégia serd usada no controle, dependendo da
sensibilidade do patogeno aos diferentes mecanismos de antagonismo e da agcdo do agente
durante o ciclo de desenvolvimento da doenga.

No controle biologico o antagonista interage com o patégeno, provocando a redu¢do do
inéculo ou dos seus efeitos sobre a planta hospedeira. E o seu sucesso depende das propriedades
antagonisticas e dos mecanismos de a¢ao do hiperparasita (BETTIOL, 1991). Os mecanismos das
interagdes antagonistas entre microrganismos patogénicos e antagonistas com a planta, podem ser
divididos: em antibiose, competi¢do, parasitismo, predagdo e inducdo de defesa do hospedeiro
(MELO, 1998). Porém alguns antagonistas possuem mais de um mecanismo, aumentando assim

as suas chances de sucesso.
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Os microrganismos que tém sido apontados como potenciais agentes de biocontrole , sdo
os fungos Trichoderma sp., Gliocladium roseum, Gliocadium virens, Coniothyrium minitrans,
Talaromyces flavus, Pythium oligandrum, Sporidesmium sclerotivorum, Peniophora gigantea,
Ampelomyces quisqualis, Penicillium spp. e as bactérias Bacillus subtilis, Pseudomonas putida,
P. fluorescens, Agrobacterium radiobacter e Streptomyces spp. (MELO, 1998). Esses
microrganismos podem ser encontrados em diferentes partes da planta podendo ser isolados de
raizes ou regides em torno delas (rizoplano e rizosfera, respectivamente), bem como nas folhas
(filoplano) e no interior das plantas, sendo classificados como microrganismos endofiticos
(THONSOM, 1988). As chances de obten¢do de microrganismos com potencial antagonico sao
aumentadas fazendo-se isolamentos do ambiente onde serdo usados, tornando-os adaptados a
sobreviver e crescer nesse local (BETTIOL, 1997, BLAKEMAN & FOKKEMA, 1982), no
entanto, Yuen et al (2001) selecionaram um isolado bacteriano de uma graminea (Poa pratensis
L.) como promissor para o biocontrole da ferrugem do feijoeiro.

Segundo Kupper et al. (2003), dentre os antagonistas mais estudados atualmente,
encontra-se a bactéria Bacillus subtilis Ehrenberg, a qual vem se destacando no controle de
doengas do filoplano e em pods-colheita e, espécies do género Trichoderma, até mesmo no que se
refere a fitopatdgenos de parte aérea, quando aplicado em pulverizagdes.

Bettiol & Kimatti (1989) em trabalho de selecdo de microrganismo antagénico a P.
oryzae verificou que B. subtilis foi o mais eficiente em inibir o crescimento micelial do patogeno,
constatando também que o antagonista apresenta boas caracteristicas para uso como agente de
controle bioldgico, pois, além de rapido desenvolvimento produzem enddsporo e antibioticos,
crescem em larga faixa de temperatura e adaptam-se a varias condi¢des ambientais. O mesmo
autor verificou a termoestabilidade dos metabolitos produzidos por B. subtilis, os quais controlam
P. oryzae. Outra caracteristica que aponta o género Bacillus com um grande potencial para ser
usado como agente de controle bioldgico, ¢ a capacidade de manter sua viabilidade quando
estocado por longos periodos (ALVES, 1998). Além disso, diversas espécies de Bacillus sao
citadas como produtoras de antibidtico podendo secretar metabdlitos comercialmente importantes
como enzimas aminoliticas e enzimas proteoliticas (BETTIOL & GHINI, 1995).

Na cultura do arroz varias espécies de Bacillus tém sido testados no controle dos
patdgenos P. grisea, R. solani, B. oryzae, Curvularia sp, Fusarium oxysporum, Fusarium solani

e Gerlachia oryzae, em solugdo ou em sementes microbiolizadas com Bacillus. Foi observado
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por Bettiol & Kimati (1989, 1990) o potencial inibitorio de B. subtilis sobre diversos
fitopatogenos, entre eles R. solani e Fusarium moniliforme. Em experimento realizado por
Remuska & Pria(2007), a bactéria B. thuringiensis mostrou-se muito eficaz como antagonista
para Sclerotium rolfsii, Monilinia fruticola, Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium solani. A
microbiolizagdo de sementes de arroz com Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, Bacillus
sp. ¢ Stenotrophomonas malthophilia é considerada um tratamento eficiente no controle da
queima-das-bainhas (Rhizoctonia solani) tanto pela capacidade destes em reduzir a doenca,
quanto pela possibilidade da eficiéncia, utilizando-os associados a compostos que estimulem sua
atividade (LUDWIG & MOURA, 2007). Lazzaretti & Bettiol (1997) observaram reducao
significativa nas populagdes de D. oryzae, P. oryzae e Rhinchosporium sativum das sementes de
arroz tratadas com um produto de p6-molhavel formulado a base de células e de metabdlitos de
Bacillus subtilis, argila, espalhante e agua, moido e seco.

Ao verificar a inibi¢do do crescimento micelial de P. grisea por B. subtilis, Bettiol &
Kimatti (1989), notaram que, com o aumento da concentragao da solugdo ou “caldo”, onde os
isolados de B. subtilis foram multiplicados, no meio de cultura, houve um aumento na
porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial de P. oryzae, ocorrendo diferengas entre os

isolados do antagonista.

1.4 Uso de Bacillus na agricultura

O controle das diversas doencas de plantas ¢ feito através do uso de fungicidas, mas a
auséncia de especificidade e os riscos a saude humana e ao ambiente apresentados por este tipo
de defensivo agricola acentuam a necessidade de novas formas de controle, principalmente o
controle biolégico através de microrganismos, como virus, bactérias e outros (ALVES, 1998).

O género Bacillus pertence ao Dominio Bactérias, Classe Bacilli, Familia Bacillaceae,

gram positiva (MADIGAN et al., 2004 ).
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As bactérias do género Bacillus apresentam grande potencial de uso no controle
biologico, pois possuem caracteristicas que propiciam o seu uso na industria, tais como: produgao
de enzimas amiloliticas, enzimas proteoliticas, antibioticos, muitos destes com atividades
antifingicas; termoestabilidade dos metabdlitos e capacidade de manterem sua viabilidade
quando estocados por longos periodos, assim como a possibilidade de serem utilizadas em
conjunto com outras estratégias que viabilizem a acdo dessas bactérias, como o encapsulamento
por células mortas. De acordo com Schnepf et al. (1998) este tipo de formulagdo aumenta a
persisténcia em campo de biopesticidas. A eficacia das formulagdes encapsuladas e
microencapsuladas, foram mostradas por Tamez-Guerra et al. (2000), quando verificaram um
aumento da persisténcia do B. thurigiensis e o conseqiiente incremento na mortalidade dos
insetos - alvos.

As espécies de importancia industrial desse género sdo B. subtilis, B. cereus, B.
thuringiensis, B. sphaericus, B. megaterium, B. pumilis, B. brevis e Bacillus spp. (MELO, 1998).
Varios estudos vém sendo feitos sobre a sele¢do e o uso de antagonistas para o controle de
doencas em culturas agricolas (BETTIOL & KIMATI, 1989).

A espécie B. subtilis tem sido testada em uma série de culturas agricolas para controlar
fitopatogenos (MELO, 1998), ¢ uma bactéria com grande potencial de uso como inoculante; De
acordo com Melo et al. (1995), uma linhagem de B. subtilis (OG), isolada do rizoplano de plantas
sadias de feijoeiro, tem reduzido a podriddo radicular do feijoeiro causada por Fusarium solani
f.sp. phaseoli e promovido o crescimento de plantas e a produgdo de graos.

Os isolados de B. thuringiensis apresentam eficacia e especificidade no controle de
insetos - praga, favorecendo a formulagdo de biospeticidas, mais de 100 formulacdes ja foram
colocados no mercado mundial, sendo atualmente responsaveis por mais de 90 % do faturamento
com bioinseticidas (POLANCZYK & ALVES, 2003). O continente americano ¢ responsavel por
50 % deste mercado, principalmente os Estados Unidos e Canadé, e a América Latina representa
apenas 8 a 10 % do total (TAMEZ-GUERRA et al., 2001). O produto com maior alcance no
mercado mundial ¢ o Dipel (Bt kurstaki HD- 1) (POLANCZYK & ALVES, 2003), ¢ pouco
toxico para 4acaros, coledpteros, dipteros e hemipteros ¢ altamente eficiente para 170
lepidopteros-praga (BEEGLE & YAMAMOTO, 1992; GLARE & O’CALLAGHAM, 2000).

Existem aproximadamente 80 produtos para o biocontrole dos patégenos no mundo

(WHIPPS & DAVIES, 2001), formulados a base dos fungos Gliocladium, Trichoderma e das
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bactérias Bacillus ¢ Pseudomonas, grande parte desses produtos sdo introduzidos no mercado
como promotores de crescimento de planta, indutores de resisténcia da planta ou condicionadores
do solo (TIMOTHY & RICHARD, 2001).

No Brasil utilizam-se produtos a base de B. thuringiensis para o controle de cerca de 30
pragas de importancia agricola, porém a area total em que esses produtos sdo aplicados
corresponde a 150.000 hectares. As principais limitagdes sdo o elevado custo, a concorréncia com
produtos quimicos e a falta de investimento dos setores publico e privado, no desenvolvimento e
formulagdes destes produtos (POLANCZYK & ALVES, 2003). Neste aspecto Gelernter &
Schwab (1993) e Navon (2000) afirmam que diversos fatores limitam a utilizacdo dos
biopesticidas: o seu custo, que na maioria das vezes € superior aos dos inseticidas quimicos; a
baixa persisténcia em campo da maioria das formulacdes; o baixo espectro de agdo, a ineficacia
contra pragas de solo e endofiticas.

Portanto ¢ evidente a necessidade de se intensificar a investigagdo de microrganismo
com potencial de uso no biocontrole de doencas, bem como em formulagdes e uso dos mesmos

nos diversos fitopatdogenos.
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RESUMO

Com o presente trabalho objetivou-se selecionar, identificar e avaliar in vitro espécies de Bacillus
spp. do filoplano de arroz, com potencial para o controle de Pyricularia grisea. Foram realizadas
visitas nos campos de produ¢do de arroz em dez municipios maranhenses, para coletar folhas de
plantas sadias, e posterior isolamento e identificacdo de Bacillus spp., através de testes
bioquimicos. Realizou-se um teste para a selecdo de um isolado mais virulento, a ser usado na
avaliagdo de métodos de selegdo in vitro. A partir da utilizagdo do Bacillus selecionado, foram
avaliados os métodos de pareamento de uma risca central, de trés riscas, do circulo ¢ do ponto na
inibigdo do crescimento micelial de Pyricularia grisea. Com o método que proporcionou melhor
inibigdo do patdgeno, foram avaliadas dezoito espécies de Bacillus no antagonismo Bacillus x P.
grisea. O delineamento adotado foi inteiramente casualizado e os dados submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey. De acordo com os resultados, foram obtidos
20 isolados e os métodos de uma risca central ¢ o do circulo proporcionaram maior inibi¢do do
crescimento micelial do patégeno. As espécies mais promissoras para o biocontrole foram
B.cereus (isolado B41), B. polymyxa (B33) e B. lentus (BSB1), com 90,41 %, 76,69 % ¢ 75,96 %

de inibigdo, respectivamente.

Palavras-Chave: Controle Bioldgico, patdgeno, arroz.
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ABSTRACT

The aim of this paper was select, identify and evaluate in vitro species of Bacillus spp from the
rice phylloplane with potential to control Pyricularia grisea. Rice crop fields were visited in ten
municipalities of Maranhdo, to collect leaves from healthy plants, and later isolation and
identification of Bacillus spp., through biochemical tests. A test to select a specie more virulent,
which was used in the evaluation of in vitro selection method, was made. From the use of the
selected Bacillus, the pairing of one central streak, three streaks, circle and point methods were
evaluated in the inhibition of Pyricularia grisea mycelial growth. The method with better
pathogen inhibition was used to evaluate eighteen Bacillus species in the antagonism Bacillus x
Pyricularia grisea. The design adopted was completely randomized and data were submitted to
variance analysis and the means were compared by Tukey test. According to the results, 20
species were obtained and the one central streak and circle methods enabled greater inhibition of
pathogen mycelial growth. The most promising species to biocontrol were B.cereus (isolate B41),
B. polymyxa (B33) and B. lentus (BSB1), with 90,41 %, 76,69 % and 75,96 % of inhibition,

respectively.

Key words: Biological control, pathogen, rice.
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INTRODUCAO

A espécie Oryza sativa L., cultivada em todo o mundo, esta sujeita ao ataque de varias
doengas fungicas, as quais afetam a produtividade da cultura e qualidade das sementes. Dentre
estas se destaca a brusone [Pyricularia grisea (Cooke)] Sacc., que possui ampla distribui¢do e
poder destrutivo sob condi¢des favoraveis. No Brasil, tanto a brusone nas paniculas quanto nas
folhas apresenta-se como um dos principais fatores que afetam a produtividade, tanto no sistema
de cultivo de terras altas quanto no irrigado, impedindo que as cultivares expressem seu potencial
produtivo (LOBO, 2008).

O controle mais utilizado para as doencas ¢, sem divida, o quimico. No entanto, o uso de
pesticidas na agricultura tem, reconhecidamente, promovido diversos problemas de ordem
ambiental, como a contaminacdo dos alimentos, do solo, da dgua e dos animais; intoxica¢ao de
agricultores e desequilibrio bioldgico, alterando a ciclagem de nutrientes ¢ da matéria organica
(BETTIOL & GUINI, 2001). Portanto a busca de novas alternativas no controle das doengas se
faz necessaria para a sustentabilidade dos agroecossistemas. Nesse sentido uma agricultura
sustentavel requer a utilizagdo de estratégias que permitam o aumento na produgdo de alimentos
sem prejuizo ao meio ambiente e saude, dentro do contexto econdmico, social e politico de cada
regido. Uma das alternativas potenciais para atingir este objetivo € o uso das bactérias promotoras
de crescimento das plantas, considerando sua facil aplicagdo em tratamento de sementes, raizes e
parte aérea (MARIANO et al., 2004).

Os principais géneros e espécies de bactérias epifiticas envolvidos na promocao de
crescimento de plantas ou biocontrole sdo Pseudomonas spp. do grupo fluorescente, Bacillus spp.
e Streptomyces spp. (SILVEIRA, 2001). Dentre os antagonistas mais estudados na atualidade,
encontra-se a espécie Bacillus subtilis Ehrenberg, a qual tem se destacado no controle de doengas

do filoplano e em pos-colheita (KUPPER et al., 2003).
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Bettiol & Kimatti (1989) em trabalho de selecao de microrganismo antagdnico a P. oryzae
verificou que B. subtilis foi o mais eficiente em inibir o crescimento micelial do patogeno,
constatando também que o antagonista apresenta boas caracteristicas para uso como agente de
controle bioldgico, pois além de rapido desenvolvimento produzem enddsporo e antibioticos,
crescem em larga faixa de temperatura ¢ adaptam-se a varias condi¢des ambientais.

No Brasil sdo utilizados produtos a base de Bacillus thuringiensis para o controle de cerca
de 30 pragas de importancia agricola, numa area de 150.000 hectares. As principais limitagdes
sdo o elevado custo, a concorréncia com produtos quimicos e a falta de investimentos dos setores
publico e privado no desenvolvimento e formulacdo destes produtos (POLANCZYK & ALVES,
2003).

O sucesso de todo programa de controle bioldgico estd no isolamento e selecdo de
microrganismos antagonistas, que visam obter isolados com potencial de biocontrole em curto
espaco de tempo e com baixo custo (MARIANO et al., 2000). Portanto, na perspectiva de
contribuir com medidas alternativas no controle de doengas, este trabalho teve por objetivo isolar,
identificar e selecionar espécies de Bacillus spp. com potencial de uso no controle biologico de P.

grisea.

MATERIAL E METODOS

Isolamento de antagonistas do filoplano de plantas de arroz

Foram realizadas visitas em plantios de arroz de Sao Luis, Arari, Vitoria do Mearim,
Miranda, Pindaré, Palmeirandia, Sdo Bento, Cidelandia, Davinopoélis e Grajau, para coleta de
plantas de arroz sadias, com diferentes estadios fenologicos. As amostras foram acondicionadas

em sacos de papel, transportadas ao laboratorio de Fitopatologia e armazenadas em freezer.
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O isolamento de Bacillus foi realizado de acordo com Mariano (2000) ¢ Bettiol (1995),
com modifica¢des. Foram retirados discos das folhas sadias, em seguida prosseguiu-se a lavagem
em agua destilada. Apos esse procedimento, os discos das folhas foram colocados em tubo de
ensaio com 5 ml de dgua destilada esterilizada (ADE), agitados por 10 minutos e, ap6s a agitagao
o material foi submetido a Banho Maria a 80 °C por 20 minuto. A partir da suspensao obtida,
efetuou-se dilui¢des em série, utilizando-se tubos de ensaio com 4,5 mL de ADE, até a diluigao
10 ~2. Foram plaqueadas em meio de cultura (BDA) 0,1 mL das dilui¢des 10°,10 '€ 10 2, com
trés repeti¢des cada, efetuando o espalhamento com auxilio de al¢a de Drigalski. Apds 48 horas
de incubagdo, em condi¢des de laboratério, foram repicadas as coldnias bacterianas, para meio
BDA (Batata, Dextrose, Agar), pelo método de estrias, visando a obteng¢ao de colonias isoladas,
as quais foram transferidas para tubos de ensaio com meio Agar Triptona de Soja (TSA), para uso

posterior.
Identificacéo dos isolados de Bacillus spp.

A identificagdo dos Bacillus spp. foi realizada com base na metodologia e chave de
identificagdo proposta por Silva et al. (2007); American Public Health Association (2001), no
Laboratério de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Maranhdo, a partir das
cepas de Bacillus spp. isoladas de folhas de arroz. Foram realizadas diluigdes seriadas
(10" a 10™) para purificagdo das mesmas, de cada dilui¢io retirou-se uma aliquota de 0,1 mL e
semeou-se em placas contendo agar seletivo para Bacillus cereus Mossel (Agar MYP). As placas
foram invertidas e incubadas a 30 °C por 24 horas. Apos a incubacdo, as colonias tipicas de
Bacillus spp. foram transferidas para o agar Triptona de Soja (TSA) e incubou-se a 30 °C por 24

horas, para realizacao dos testes bioquimicos.
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Teste de Voges-Proskauer

A partir das culturas em TSA, foram inoculados em tubos de ensaio com Caldo MR-VP
e incubadas a 30 °C por 48 horas. Transferiu-se 1 mL do crescimento para um tubo de ensaio,
acrescentando-se 0,6 mL de uma solugdo de a-naftol ¢ 0,2 mL de uma solugao de KOH a 40 %.
Em seguida agitou-se vigorosamente apds a adi¢do de cada reagente, deixando-se em repouso por
até 2 horas. O teste foi considerado positivo com o surgimento de uma coloragdo vermelha ou

rosea.

Teste de Citrato
A partir das culturas em TSA, estriou-se a superficie inclinada dos tubos com Agar
Citrato de Simmons e procedeu-se a incubagdo a 30 °C por 96 horas. O desenvolvimento de uma

cor azul indicou a positividade do teste.

Teste de reducéo de nitrato (caldo nitrato)

Inoculou-se uma al¢cada com inéculo da cultura nos tubos de caldo nitrato e incubou-se a
30 °C por 24 horas. Apos incubagdo adicionou-se aos tubos de cultura 0,25mL das seguintes
solucdes: Solucdo A (solugdo de acido sulfanilico) e solu¢ao B (solugdo de a-naftol). Observou-
se o desenvolvimento de uma cor avermelhada em no maximo 10 minutos, considerando-se o

teste positivo, € a cor do meio ficou inalterada, em caso negativo.

Teste de hidrolise de amido
Transferiu-se uma al¢ada da cultura para as placas contendo Agar amido, fazendo duas

estrias na superficie do meio e incubadas a 30 °C por 24 horas. Apos esse periodo, adicionou-se
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gotas de lugol na superficie das estrias. O resultado foi positivo quando apareceram zonas claras
ao redor do inoculado ndo corado pelo iodo e considerado negativo quando houve auséncia destas

zonas claras.

Teste de utilizacdo anaerdbia da glucose (Teste de Hug. 1% glucose)

Inoculou-se uma al¢ada da cultura no meio previamente desaerado (em ebuli¢dao por 15
minutos em banho maria, ¢ em seguida resfriou-se de imediato em banho de gelo). Cobriu-se a
superficie do caldo com 6leo mineral ou vaselina liquida estéril e incubou-se a 30 °C por 24
horas. Ap6s o periodo de incubagdo, observou-se a ocorréncia da viragem acida do indicador,
alterando a cor do meio de verde para amarelo (teste positivo) e a permanéncia da cor inalterada

(teste negativo).

Avaliacao do antagonismo de Bacillus spp. a Pyricularia grisea

Para estudo do efeito do antagonismo Bacillus spp. x P. grisea foram realizados dois
experimentos em laboratorio, em todos eles os isolados de Bacillus foram cultivados em meio de
cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) por 24 - 48 horas e o isolado de Pyricularia grisea,
proveniente da EMBRAPA arroz ¢ feijao/Goiania-GO, foi cultivado em meio de cultura BDA
por 14 (quatorze) dias. Inicialmente fez-se uma triagem de seis espécies de Bacillus spp. com o
método de trés riscas, para selecdo de espécies virulentas utilizando B16 (B. macerans), B21 (B.
lentus), B22’ (B. pentothenticus); B25= (B. pumilus); B45= (B. cereus) e B46= (B. polymyxa). A
avaliacdo foi realizada aos sete, quatorze e vinte ¢ um dias, através da inibi¢do do crescimento
micelial, medindo-se o diametro da colonia. O delineamento estatistico adotado foi inteiramente

casualizado, com quatro repeticdes.
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Utilizando o Bacillus pumilus selecionado no teste anterior, realizou-se a sele¢do dos
métodos de pareamento da Risca Central, do Ponto, do Circulo e o de Trés Riscas, para ser
utilizado na avaliagdo de dezoito isolados de Bacillus identificados (Figura 1).

Para o método de uma risca central, foi retirado o crescimento bacteriano com alga de
platina e efetuado um risco no centro da placa de Petri, contendo meio de cultura BDA, em
seguida, foram retirados dois discos de meio de cultura, de 6,0 mm de didmetro, contendo
estruturas da extremidade da colonia de P. grisea. Os discos foram pareados nas laterais do
crescimento de Bacillus, em dois pontos eqiiidistantes (MARIANO, 1993).

No método do ponto foi retirado o crescimento bacteriano com alga de platina e
depositado uma gota em meio de cultura BDA, em um ponto diametralmente oposto aquele onde
o disco de micélio do patogeno de 6 mm de diametro foi colocado na placa de bioensaio.

Para o método do Circulo transferiu-se assepticamente para placas de Petri, contendo
meio de cultura BDA, um disco de 6 mm de didmetro de fitopatogeno P. grisea, colocando-o no
centro da placa. E utilizando um bastdo de vidro inoculou-se a bactéria nos bordos da placa,
formando um circulo de aproximadamente 5 cm de didmetro (MARIANO, 1993).

No método de Trés Riscas transferiu-se assepticamente para placas de Petri, contendo
meio de cultura BDA, um disco de 6 mm de didmetro do fitopatogeno P. grisea, colocando-o a
1,5 cm da borda da placa. Efetuaram-se trés estrias com auxilio de al¢a de platina a 1,5 cm das
bordas da placa com o crescimento dos isolados de Bacillus (REMUSKA & PRIA, 2007).

Neste ensaio adotou-se o delineamento inteiramente ao acaso, com seis repeticdes. A
avaliacao foi efetuada apos sete dias, medindo-se o diametro da colonia.

Utilizando o método do circulo, selecionado anteriormente. foram avaliados, quanto a
acdo antagonica, 18 isolados de Bacillus, sendo eles: B6 (Bacillus sp); B7 e B7’(Bacillus

licheniformes); B16(B. macerans); B22, B33 ¢ B46 (B. polymyxa); B22’(B. pentothenticus); B21



55

e BSB1 (B. lentus); B25, B31 ¢ B35 (B. pumilus); B32 (B. stearothermophilus); B29 (Bacillus
spp.); B36, B41, B45 ¢ B47 (B. cereus). A avaliagdo foi realizada aos sete e quatorze dias, com
delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro repetigdes.

Nos dois experimentos a testemunha constou somente do patégeno em BDA, onde cada
placa constituiu-se em uma unidade experimental. A avaliacdo foi realizada medindo-se o
diametro das colonias, em dois sentidos diametralmente opostos, com auxilio de uma régua
milimetrada, definindo-se uma média para cada colonia, comparando com a testemunha. Os
dados foram submetidos a Analise de Variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey,

utilizando o Programa ASSISTAT (2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados

A partir dos materiais vegetais coletados nos dez municipios maranhenses obteve-se 21
isolados de Bacillus spp. Destes, 20 foram identificados (Quadro 1 ¢ 2) e de acordo com os testes
bioquimicos realizados, concluiu-se que os mesmos se encontram distribuidos em oito espécies:
B. macerans (5 %), B. stearothermophilus (5 %), B. licheniformes (10 %), B. pumilus (10 %), B.
lentus (15 %), B. pentothenticus (15 %), B. polymyxa (25 %) e B. cereus (25 %) (Quadro 1)
(Figura 1). Ocorreu diversidade de espécies de Bacillus entre os isolados obtidos do filoplano do
arroz, da mesma variedade de arroz proveniente de localidades diferentes, foram obtidos Bacillus
de espécies diferentes.

No experimento, para sele¢do de métodos de cultivo do antagonista, houve diferenga
significativa entre os quatro métodos utilizados, sendo que o método do Ponto ndo diferenciou

significativamente da testemunha, porém os métodos de Trés Riscas, Uma Risca e do Circulo
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foram superiores a testemunha. Dentre estes, se destacaram os métodos de Uma Risca Central e o
método do Circulo, com respectivamente 37,4 % e 36,5 % de inibi¢ao do crescimento micelial de
P. grisea no antagonismo com o B25 (B. pumilus), esses dois métodos ndo se diferenciaram
estatisticamente, ambos obtendo um percentual significativo de inibi¢ao (Tabela 1).

No ensaio, para sele¢ao de dezoito isolados de Bacillus spp., no controle do crescimento
micelial de P. grisea, houve diferenga significativa ao nivel de 5% (P<0,5) quanto ao periodo de
crescimento da colonia do patdogeno e ao antagonista. Quinze antagonistas promoveram maior
inibi¢do do crescimento micelial aos quatorze dias apds o tratamento, variando de 53,54 % a
90,41 % de inibi¢do. Neste periodo se destacaram os isolados B41 (B. cereus), B33 (B. polymyxa)
e BSB1 (B. lentus), com 90,41 %, 76,69 % e 75,96 % de inibigdo, respectivamente. Aos sete dias
se destacaram os isolados B41 (B.cereus), B6 e B29(Bacillus sp.), com 86,58 %, 58,42 % e 57,63

% de inibicdo em relagdo a testemunha (Tabela 2).

Discussao

Houve diversidade de espécies de Bacillus entre os isolados obtidos do filoplano do arroz,
fato justificado devido a variagdo das condi¢cdes ambientais entre os municipios de coleta, bem
como as diferentes variedades de arroz e idade da planta. Observou-se que da mesma variedade
de arroz oriundas de localidades diferentes, foram obtidos Bacillus de espécies diferentes.
Segundo (BLAKEMAN & FOKKEMA, 1982), dentre os fatores que interferem no crescimento e
sobrevivéncia dos microrganismos na filosfera, a umidade relativa ¢ o mais importante, uma vez
que para suportar o crescimento de muitos microrganismos na superficie foliar, a umidade
relativa deve estar por volta de 95 % ou mais. Outro fator importante ¢ a disponibilidade de

nutrientes, que no inicio do desenvolvimento das folhas ¢ muito baixa, propiciando a colonizagao
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de bactérias, pois aminoacidos estdo disponiveis e agucares sdo menos freqlientes. Assim, o
equilibrio da comunidade microbiana do filoplano pode ser facilmente quebrado pela
interferéncia humana (BETTIOI, 1997). Outros fatores, apontados por Guini (1991), que causam
modificac¢des na filosfera, estdo relacionados a aplicagdo de produtos quimicos, como fungicidas,

inseticidas, acaricidas, hormonios e fertilizantes.

Dentre as espécies de Bacillus identificadas, as que possuem varios estudos sobre a sua
aplicagdo no controle de pragas e doencas, ¢ outros fins, sdo as bactérias B. licheniformis, B.
pumilus, B. polymyxa ¢ B.cereus. As demais, B. macerans, B.pentothenticus, B. lentus, B.
stearothermophilus, que apresentam potencial de aplicagdo no controle bioldgico carecem de

estudos que viabilizem o uso das mesmas nas diversas culturas agricolas.

As espécies de importancia industrial desse género sdao B. subtilis, B. cereus, B.
thuringiensis, B. sphaericus, B. megaterium, B. pumilis, B. brevis e Bacillus spp (MELO, 1998).
Produtos a base de Bacillus licheniformes sao apontados como biofungicida para uma variedade
de fitopatogenos, tanto na prevengdo como no controle de doengas, principalmente em manchas
foliares ¢ como bactéria promotora de crescimento pela provavel produgdo de giberelinas
(LUCAS-GARCIA et al., 2004). Ja os Bacillus polymyxa tem sido apontados como produtores de

levana por Ernandes e Garcia-Cruz (2005).

Quanto aos métodos utilizados no segundo experimento, em que o método do Circulo e o
de Uma Risca obtiveram resultados estatisticamente semelhantes, sendo considerados os
melhores, esses dados demonstram a importancia na escolha do método de cultivo do antagonista
para experimentos in Vitro ¢ se relacionam com a disposi¢ao dos fitopatdgenos e antagonistas no

pareamento € o mecanismo antagdnico exercido pelo agente biocontrolador. Podem também ser
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influenciados com a producao de enzimas que podem ter acdo contra a parede celular fungica
(MAVINGUI & HEULIN, 1994). No método do Circulo, outro ponto que justifica a boa inibi¢ao
do crescimento do patdégeno é o fato deste estar circundado pelo antagonista for¢cando um
confronto e impedindo a passagem para os limites da placa.

Na avaliagdo das bactérias, utilizando-se o método do Circulo, os Bacillus promoveram
maior inibi¢ao no crescimento micelial de P. grisea aos quatorze dias, obtendo-se os melhores
resultados com os isolados B41 (B. cereus), B33 (B. polymyxa), BSB1 (B. lentus), B6 (Bacillus
sp.), B31 (B. pumilus) e B22 (B. polymyxa), com respectivamente, 90,41 % , 76,69 %, 75,96 %,
73,15 %, 69,76 % e 67,55 %, de reducdo do crescimento micelial do patdégeno (Tabela 3). Estes
resultados foram superiores aos encontrados em experimentos realizados por Remuska & Pria
(2007), em que a bactéria B. thuringiensis mostrou-se muito eficaz como antagonista para
Sclerotium rolfsii, Monilinia fruticola, Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium solani, com 39,41 %,
37,97 %, 37,44 % e 36,17 % respectivamente, de inibicdo do crescimento micelial dos fungos

fitopatogénicos.

Quanto a interferéncia do periodo de aplicagdo dos Bacillus na inibi¢do do crescimento
micelial do patogeno, Wiwattanatapee et al. (2004), observaram que passados 20 dias da
aplicagdo de diferentes isolados de Bacillus megaterium, estes ndo promoveram mais a redugao
do progresso da queima-das-bainhas em arroz.

Corroborando com os resultados encontrados, Assis et. al., (1997), avaliaram 20 isolados
de Bacillus spp. contra Xanthomonas campestris pv. campestris LFR-3 no campo em plantas de
repolho ‘Midori’, e obtiveram 78 % e 71 % de reducao de sintomas da doenga com B. cereus.

Viarios pesquisadores, entre os quais Remuska & Pria (2007), Kupper et al. (2003),

Ludwig & Moura (2007) e Navon (2000) tém desenvolvido estudos que demonstram a eficiéncia
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dessas bactérias e corroboram com os resultados encontrados no presente trabalho. Bettiol e
Kimatti (1989), pesquisando a sele¢do de microorganismos antagdnicos a P. oryzae verificaram
que B. subtilis foi mais eficiente em inibir o crescimento micelial do patogeno.

Outra estratégia que tem sido utilizada ¢ a microbiolizagdo de sementes de arroz com
Pseudomonas fluorescens, Bacillus sp., B. subtilis, e Stenotrophomonas malthophilia, sendo
considerada um tratamento eficiente no controle da queima-das-bainhas (Rhizoctonia solani)
tanto pela capacidade destes em reduzir a doenca, quanto pela possibilidade da eficiéncia,
utilizando-os associados a compostos que estimulem sua atividade (LUDWIG & MOURA,
2007).

Portanto a viabilizacdo de novas pesquisas nessa area € necessaria e a disponibilizacdo de
um maior numero de espécies de Bacillus spp. com potencial para o biocontrole, proporcionara
grande contribui¢do no entendimento da relagdo patdégeno x antagénico, e na busca do
desenvolvimento sustentavel. Quanto aos Bacillus isolados, identificados e avaliados nos
experimentos realizados in Vitro, neste trabalho, pode-se afirmar que os mesmos apresentam
potencial de uso no biocontrole, porém ¢é necessario a realizacdo de novos ensaios em nivel de

casa de vegetagdo e campo, que viabilizem o uso na agricultura.
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Quadro 01 - Resultados dos testes bioquimicos utilizados na identificacdo dos isolados de
Bacillus. Sao Luis, 2008.

Testes Bioquimicas

Cepas | Citrato de | Redugao de Uriia | Voges [ Hidrolise | Glucose Espécies
Simmons |  Nitrato Proskauer | do Amido|  OF

B7 + + - + - F Bacillus licheniformis
B7’ + + - + - F Bacillus licheniformis
B15 - + - - - F Bacillus polymyxa
B16 - + - - + F Bacillus macerans
B21 - - + - + O Bacillus lentus
B22 - + - + F Bacillus polymyxa
B22’ + + - - - F Bacillus pentothenticus
B25 + + - + - O/F Bacillus pumilus
B31 + + V() + + F Bacillus cereus
B32 - - + - + O/F | Bacillus stearothermophilus
B33 - + - + - F Bacillus polymyxa
B35 + + - + - O/F Bacillus pumilus
B36 + + V (+) + + F Bacillus cereus
B41 + + V() + + F Bacillus cereus
B45 + + V() + + F Bacillus cereus
B46 - + - + + F Bacillus polymyxa
B47 + + V() + + F Bacillus cereus
B15 - + - - - F Bacillus polymyxa
BP, - - + - + @) Bacillus lentus

BSB; - - + - + O Bacillus lentus

Nota: Teste Glucose OF: F: fermentacao (+); O: oxidagao (-)
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Quadro 2. Identificagdo e origem dos isolados de Bacillus obtidos a partir de amostras de folhas

sadias de arroz, coletadas em municipios maranhenses. Sao Luis, 2008.

Isolados *ldentificagcao Procedéncia Variedade arroz
B6 Bacillus spp. Sao Luis IAC 400
B7¢e7” Bacillus licheniformis Sao Luis Arariba
B12 Bacillus spp. Arari Tainha
B16 Bacillus macerans Miranda IAC-47
B21 Bacillus lentus Arari Lageado
B22 Bacillus polymyxa Arari 3 meses
B22” Bacillus pentothenticus Arari 3 meses
B25 Bacillus pumilus Arari Primavera
B29 Bacillus spp. Arari Cabocla
B31 Bacillus cereus Vitoria do Mearim Cica7
B32 B. stearothermorphilus Vitoria do Mearim Bacaba roxa
B33 Bacillus polymyxa Vitéria do Mearim 70 dias/Gatcho
B35 Bacillus spp. Pindaré Cabocla
B36 Bacillus cereus Cidelandia Cabocla
B41 Bacillus cereus Grajau Cabocla
B45 Bacillus cereus Grajau Cabocla
B46 Bacillus polymyxa Davinépolis Lageado
B47 Bacillus cereus Davindpolis Agulhinha
BSB1 Bacillus lentus Sao Bento Cabocla
BP1 Bacillus lentus Palmerandia Cabocla

* Testes bioquimico: Voges-Proskauer, Citrato, Nitrato,uré¢ia, amido e glucose.
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m B.licheniformes
5% 9% m B.polymyxa
B B.macerans
m B.lentus
B B.pentothenticus
5% @ B.pumilus
14% 14% m B.cereus

O B.stearothermophilus

22%

Figura 1 — Percentagem de cada espécie de Bacillus spp., obtidos a partir de amostras de folhas

sadias de arroz, coletadas em municipios maranhenses. Sao Luis, 2008.
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Tabela 1 — Avaliagdo comparativa de quatro métodos de seleg¢do in vitro por pareamento, para

teste antagdnico de Bacillus pumilis e Pyricularia grisea. Sao Luis, 2008.

Metodos Crescimento micelial (cm) Inibicdo do Crescimento
micelial (%0)
Testemunha 2,14 a 0
Mét. Ponto 1,79 ab 16,4
MEét. 3riscas 1,50 be 29,9
Meét. 1risca 1,34 ¢ 37,4
Meét. Circulo 1,36 bc 36,5

*médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste

Tukey ao nivel de 1 % (p<0.1). CV(%) = 16,12.



Figura 2: Comparagdo in vitro entre quatro métodos quanto ao antagonismo
Bacillus spp. x Pyricularia grisea: A — Circulo. B — Uma risca central. C —

Ponto. D — Trés riscas. Laboratério de Fitopatologia-UEMA, Sao Luis, 2008.
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Tabela 2 . Avaliagdo da Inibigdo do crescimento micelial de Pyricularia grisea por isolados de

Bacillus spp. Sao Luis, 2008.

Tratamento Diametro da coldnia (cm) % Inibicéo

7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
Testemunha 3,80 abcB 6,78 aA
B25 2,54 abcdA 2,65 cA 33,16 60,91
B22 1,97 abcdA 2,20 cdA 48,16 67,55
B22’ 2,52 abcdA 3,06 cA 33,68 54,86
B46 2,48 abcdA 2,68 cA 34,74 60,47
B45 4,00 aB 7,00 aA - 5,26 -3,24
B7e7T 2,98 abcdA 3,10 cA 21,58 54,27
B21 1,87 cdeA 2,45 cdA 50,79 63,86
B32 2,42 abcdeA 2,70 cA 36,32 60,17
B31 2,14 abcdeA 2,05 cdA 43,68 69,76
B47 2,51 abedA 3,03 cA 33,95 55,31
B36 3,52 abcdB 6,62 aA 7,37 2,35
B35 3,05 abcdA 3,15 bcA 17,11 53,54
BSB1 1,67 deA 1,63 cdA 56,05 75,96
B6 1,58 deA 1,82 cdA 58,42 73,15
B33 1,65 deA 1,58 cdA 56,58 76,69
B41 0,51 eA 0,65 dA 86,58 90,41
B29 1,61 deA 2,33 cdA 57,63 65,63
Bl16 3,92 abB 5,08 abA -3,16 25,07

Meédias seguidas da mesma letra, minuscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5 % (p<0.5) de significancia. CV= 27,22. T= testemunha; B6, B29 = Bacillus sp.; B7 ¢ B7’ = B.
licheniformis B16= B. macerans; B22,B33,B46 = B. polymyxa; 22’= B.pentothenticus; B21, BSB1 = B. lentus; B31,
B36, B41, B45, B47 = B.cereus ; B25, B35= B.pumilus; B32= B. stearothermophilus.
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MICROBIOLIZACAO DE SEMENTES DE ARROZ COM Bacillus spp. NA REDUCAO

DE PATOGENOS.

CAPITULO 11
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RESUMO
As sementes sdo componentes essenciais da economia e do comércio mundial, nelas esta contida
a vida e a possibilidade de disseminacdo de doencas, sendo importante a sanidade destas para
obtencdo de plantas sadias com altos rendimentos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar
a qualidade sanitaria de sementes de arroz variedade Bonanca e a redugdo de fitopatogenos,
utilizando a microbiolizagdo de sementes com B. macerans, B. polymyxa, B. pentothenticus, B.
lentus, B. pumilus, B. stearothermophilus e Bacillus sp. e para o teste de sanidade foi empregado
o método do Blotter Test. As sementes microbiolizadas com a suspensagdo de bactéria em
solugdo salina (NaCl 0,85 %), na concentragdo de ODs4 = 0,5 para cada isolado, foram
plaqueadas em papel de filtro e semeadas em solo esterilizado, em experimentos conduzidos em
laboratoério e em casa de vegetagdo, com delineamento inteiramente casualizado. Os parametros
avaliados foram incidéncia e reducdo dos patdogenos em sementes e plantas de arroz aos sete e
quatorze dias apo6s a semeadura. As sementes foram avaliadas observando-as em lupa binocular
para identificar colonias de fungos. Quanto as plantas, em cada época retirou-se 100 plantas, as
quais passaram por assepsia usual e em seguida foram plaqueadas em meio de cultura batata-
dextrose-agar. Os resultados obtidos permitiram concluir: em teste in vitro as sementes de arroz
variedade Bonanga, microbiolizadas com os Bacillus spp., tiveram reduzidas a incidéncia de
Curvularia oryzae e Aspergillus niger. Nas plantas originadas das sementes microbiolizadas com
os Bacillus spp. observou-se a redug¢do da incidéncia dos patogenos Curvularia oryzae,
Aspergillus Niger e Scopulariopsis sp. A agdo dos isolados foi diferenciada quanto ao patogeno e

o tempo apos a microbiolizacdo das sementes.

Palavras-Chave: Controle Biologico, fitopatogenos de semente, arroz.
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ABSTRACT

Seeds are essential components of the economy and world trade, in them life is contained and the
possibility of diseases dissemination as well, so their health is important to obtain healthy plants
with high incomes. This paper aimed to evaluate the rice seed sanitary quality, Bonanca variety,
and the reduction of plant pathogens, using seed microbiolization with B. macerans, B. polymyxa,
B. pentothenticus, B. lentus, B. pumilus, B. stearothermophilus and Bacillus sp. and to the
sanitary test it was used the Blotter Test method. Seeds microbiolized with a bacterial suspension
in saline solution (NaCl 0,85 %), in the concentration of ODs4 = 0,5 to each isolate, were
scattered in filter paper and sowed in sterilized soil, in experiment conducted in laboratory and in
greenhouse, with entirely randomized design. The parameters evaluated were incidence and
reduction of pathogens in rice seeds and plants at seven and fourteen days after sowing. Seeds
were evaluated by observation in binocular microscope to identify fungi colonies. About the
plants, in each period, 100 plants were taken, which passed to usual aseptic and after that they
were scattered in potato-dextrose-agar medium. The results obtained enabled to conclude: in vitro
test of rice seed, Bonanga variety, microbiolized with Bacillus spp. had the incidence of
Curvularia oryzae and Aspergillus niger reduced. In the plants which came from seeds
microbiolized with Bacillus spp. a reduction of Curvularia oryzae, Aspergillus niger and
Scopulariopsis sp. incidence was observed. Isolates action was differentiated as for the pathogen

and the period after the microbiolization of the seeds.

Key words: Biological Control, seed plant pathogen, rice.
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INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ cultivado em aproximadamente 100 nag¢des e nesses paises
quase toda a produgdo se destina ao consumo interno. Reservado quase que exclusivamente para
a alimentacdo humana, este cereal constitui metade do regime alimentar de 2 bilhdes de pessoas
e, entre 25 % e 50 %, da dieta de outros 600 milhdes (ALONCO et al., 2005). No Brasil, o arroz
assumiu grande importancia social, economica e politica, desde os tempos coloniais, alcangando
a condicdo de maior produtor no hemisfério ocidental (PEREIRA, 2002).

A introdugdo de um patégeno em uma nova area de cultivo e a disseminagdo dos mesmos
a longas distancias se da principalmente através de sementes infectadas ou infestadas
(MACHADO, 1988). Portanto, o aspecto sanitario das sementes ¢ de grande importancia para
prevencao de doencas vinculadas potencialmente por seu intermédio. A transmissdo por semente
em um determinado campo pode originar uma quantidade inicial de indculo suficiente para o
desenvolvimento de uma epidemia capaz de reduzir o rendimento da cultura (SHAH, 2000).

Dentre os principais microrganismos patogénicos transmitidos pelas sementes, o grupo
dos fungos ¢ o mais numeroso, cerca de 50 espécies ja relatadas (MACHADO et al., 2000).
Dentre as doengas fungicas se destacam a brusone (Pyricularia grisea (Cooke) Sacc), mancha
parda (Dreschslera oryzae (Breda de Hann) Subr. & Jain ( sin. Bipolaris oryzae), mancha estreita
(Cercospora janseana Miyek), escaldadura (Microdochium oryzae Hashioka Yokogi), queima
das bainhas (Rhizoctonia oryzae Riker & Gooch) e manchas dos griaos (Phoma sp., Dreschlera
oryzae Breda de Hann, Curvularia lunata (Wakker) Boedijn, Nigroppora oryzae Berk &
Broome, Alternaria sp., Fusarium sp.). Na cultura do arroz, Amaral et al. (1985), aponta
Pyricularia grisea e Bipolaris oryzae como os principais patdégenos associados as sementes,

seguidos de Gerlachia oryzae, Cercospora janseana, Phoma spp., dentre outros.
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Diversas espécies de Bacillus sdo citadas como produtoras de antibidticos podendo
secretar metabdlitos comercialmente importantes como enzimas amiloliticas e enzimas
proteoliticas (BETTIOL & GHINI, 1995). Lazzaretti et al. (1994) estudando o antagonismo de
Bacillus subtilis aos principais patogenos associados a sementes, observaram a alta capacidade
dos metabolitos produzidos por B. subtilis de inibirem os fungos patogénicos associados as
sementes de feijao e trigo.

No manejo integrado de doencas, o tratamento sanitario das sementes ¢ considerado uma
das medidas mais recomendadas por controlar doengas na fase que antecede a implantagdo da
cultura, possibilitando um menor uso de defensivos quimicos, evitando problemas graves de
polui¢do do ambiente (MACHADO et al., 2000). Portanto a busca do controle de fitopatégenos
através de medidas que ndo afetem o equilibrio do ambiente ¢ nem causem dano a saude humana
e animal, se faz fundamental como mais uma alternativa para o controle de doenga de plantas na
busca de uma agricultura sustentavel e com menor impacto ambiental.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade sanitaria das sementes de arroz variedade
Bonanga e a incidéncia e reducdo de fitopatdogenos em sementes e plantas a partir da

microbiolizagdo de sementes com Bacillus spp .

MATERIAL E METODOS

Localizacéo do experimento

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia ¢ em casa de

vegetagdo da Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA. As sementes utilizadas s3o da

variedade Bonanga e os isolados B6 (Bacillus sp.), B16 (B. macerans), B22 (B.polymyxa), B22’
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(B. pentothenticus), B25 (B. pumilus), B31 (B. cereus), B32 (B. stearothermophilus), B33 (B.
polymyxa), B35 (B. pumilus) e B41 (B. cereus) extraidos de folhas de arroz no Laboratorio de

Fitopatologia da UEMA.

Sanidade de Sementes

As amostras de sementes de arroz foram inicialmente desinfectadas por cinco minutos
através de imers@o em uma solu¢do de hipoclorito de s6dio (NaOCI) a 1,5 % de cloro ativo,
seguida de duas lavagens com agua esterilizada. Em seguida, as sementes foram plaqueadas em
placas de Petri, previamente desinfectadas por autoclavagem a 1 atm por 20 minutos e por
exposicdo a luz ultravioleta (UV), durante 20 minutos, contendo trés camadas de papel de filtro
esterilizado ¢ umedecido com agua destilada esterilizada. Foram plaqueadas 400 sementes, de
acordo com as regras de analise de sementes pré-estabelecidas (BRASIL, 1992), empregando-se
20 sementes por recipiente. As sementes foram incubadas em condi¢des de fotoperiodo de 12
horas, a temperatura de aproximadamente 26+5 °C, durante sete dias. O levantamento da
populacdo fungica das sementes ndo germinadas e plantulas foi realizado com auxilio de
microscopio estereoscopico (Zeiss com aumento de 50x), apos sete dias do plaqueamento. As
colonias desenvolvidas sobre as sementes e plantulas foram transferidas para meio BDA(

Batata—Dextrose—Agar , para viabilizar sua identificagdo.
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Microbioliza¢éo de sementes de arroz variedade Bonangca com Bacillus spp. para instalagio

de experimento in vitro.

Para avaliar a reducdo da incidéncia dos fitopatogenos em sementes de arroz, foi adotada
a metodotologia citada por Ludwig et al (2004) com modificagdes, que consiste em microbiolizar
as sementes com os isolados de Bacillus, na forma de suspensédo, adicionando-se solugdo salina
(NaCl 0,85%) a cada um dos Bacillus, sendo a concentragdo ajustada para ODss=0,5. As
sementes foram imersas nesta suspensao e passaram por agitacdo durante 30 minutos a 25 °C,
em recipientes contendo 100 sementes. Apds esse procedimento as sementes foram plaqueadas,
usando-se 100 sementes/Bacillus pelo método do papel de filtro em placas de Petri (BRASIL,
1992), incubadas a 26,5 °C, sob regime de fotoperiodo de 12 horas de luz/ 12 horas de escuro. A
avalia¢do da incidéncia dos patdgenos ocorreu apds sete dias, examinando-se individualmente as
sementes em microscopio estereoscopico para observacao da incidéncia dos fitopatogenos.

O delineamento estatistico adotado foi inteiramente casualizado, com dez isolados e cinco
repeti¢des, sendo que cada placa de Petri com 20 sementes constituiu uma unidade experimental.

A testemunha constou somente das sementes imersas na solugao salina.

Microbiolizacédo de sementes de arroz variedade Bonanca com Bacillus spp. para instalacio

de experimento em casa de vegetacao.

As sementes de arroz foram tratadas de acordo com a metodologia citada por Ludwig et
al. (2004), descrita anteriormente. Apds o tratamento com dez espécies de Bacillus spp., as
sementes foram semeadas em 22 bandejas contendo solo autoclavado. Em cada recipiente
semeou-se 200 sementes, distribuidas em quatro repeticdes, no delineamento inteiramente

casualisado. As avaliagdes foram realizadas em duas épocas, aos 7 e 14 dias apds a semeadura,
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coletando-se 100 planta ao acaso, cuidadosamente, de modo a causar o0 minimo de danos em seus
orgdos. As plantas foram lavadas em agua corrente para retirada do excesso de solo aderido ao
sistema radicular e levadas ao laboratorio. De cada planta, destacaram-se as glumas, raizes, colo,
caule e folhas, em seguida fez-se assepsia do material em hipoclorito de sédio (1 %) por 3 min,
seguido de lavagem com agua esterilizada, e o plaqueamento das partes da planta em meio de
cultura BDA, acrescido de antibidtico. O material foi incubado durante sete dias em condi¢des
ambiente do laboratério e fotoperiodo de 12 horas de luz/ 12 horas de escuro. Foi considerado
infectado o 6rgdo onde foi possivel identificar colonia e/ou estruturas do fungo sob microscépio
estereoscopico.

Os dados foram expressos em percentagem de controle do fungo em fun¢ao da incidéncia

na planta, quando comparado a testemunha.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinacao e sanidade das sementes de arroz variedade Bonanca

As sementes de arroz cultivar Bonanga obtiveram um percentual de germinacao de 88 % e
32,75 % de sementes sadias (figura 1). No teste de sanidade foi detectado maior incidéncia de
Curvularia oryzae (70,20 %), seguida de Aspergillus flavus (8,87 %), Rhyzoctonia spp. (8,25 %),
Aspergillus fumigatus (7,76 %), Aspergillus niger (3,33 %), e menor ocorréncia de Fusarium spp.
(1,60%) (Figura 1). Esses dados confirmam a potencialidade das sementes como transportadoras
e transmissoras de um grande niimero de agentes fitopatogénicos. Em teste de sanidade com essa
mesma variedade, Silva (2008) observou resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho
para a incidéncia de Aspergillus spp. e maior ocorréncia de Fusarium spp. (29,25 %). A grande
incidéncia de fitopatogenos em sementes de arroz também foi encontrada por Marassi et al

(2008) que observaram, em trezentos e sessenta € cinco amostras representativas de diferentes
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variedades de arroz, oriundas de diversos municipios maranhenses, a contaminacao de 100 % das
amostras, sendo o género Aspergillus e teleomorfos mais freqiiente na microbiota isolada (68 %).
Os mesmos autores citam que a grande incidéncia de fitopatdgenos em sementes estd relacionada
as condicdes do clima tropical que apresenta altas temperaturas e niveis de umidade relativa do ar
0 que acelera a colonizacdo dos graos por fungos. Aliada a essa condicdo ha também o
armazenamento inadequado dos graos que sao utilizados para o consumo humano ou para
plantios da préxima safra. De acordo com Reddy (2008), um dos grandes problemas da cultura do
arroz ¢ a presenca de fungos produtores em potencial de micotoxinas, como espécies dos géneros
Aspergillus e Penicillium. Em conseqiiéncia do nimero ¢ das espécies de patdogenos encontradas
nas sementes de arroz, nesta cultura podem ser encontradas uma série de micotoxinas, como as
alatoxinas, aflatoxinas, acido fusarico, ocratoxinas, citrinina e fumonisinas (PARK et al.,2005;
HINOJO et al., 2006; NGUYEN et al., 2007; DINIZ, 2002), que podem representar um risco em
potencial para o consumo dos grdos tanto para animais quanto para humanos. O fungo
Penicillium citreonigrum produz a Citreoviridina, considerada uma micotoxina neurotdxica
(STUBBLEFIELD et al., 1988), que interfere no metabolismo do tecido nervoso e muscular,
competindo com a absor¢do de tiamina (vitamina B1) pelas células destes tecidos provocando
deficiéncia desta vitamina, doenga denominada beribéri (BRASIL, 2007).

As micotoxinas apresentam, entre outras, propriedades carcinogénicas, mutagénicas e
teratogénicas (SANTOS et al., 2001).

As porcentagens de contaminac¢do ou infec¢do de sementes podem ocorrer a niveis de 1
até 100 %, com ou sem conseqiiéncias drasticas para a cultura (ANSELME, 1985). Contudo, os
riscos estdo sempre presentes, pois a probabilidade de transmissdo, a partir de uma baixa
porcentagem, pode ser compensada pela taxa de reprodugdo do patdégeno (FAIAD et al., 1994).
Outros problemas apontados por Bergamin Filho (2005) em relagdo a contaminacao das sementes
por patégenos sdo perdas na colheita e aumento dos custos de produgdo das lavouras em razao
do controle das doengas, que por sua vez vao contribuir para a contaminagdo do solo e da agua,

tendo em vista a necessidade de aplicagao de agroquimicos para o controle das doengas surgidas.
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Avaliacdo da incidéncia e controle de fitopatdgenos em sementes de arroz, pela

microbiolizacdo com Bacillus spp. em teste in vitro.

De acordo com os resultados obtidos, nas sementes microbiolizadas com Bacillus spp.
houve diferenca significativa na incidéncia de Curvularia oryza, Fusarium sp e Rhizoctonia sp.
quando comparada com a testemunha. Em relagdo aos fungos Aspergillus niger e Rhizopus
stolonifer ndo ocorreu diferenga significativa na incidéncia entre a testemunha ¢ os tratamentos
com os Bacillus (tabela 01), porém observou-se que as médias do nimero de colonias de A. niger
em todos os tratamentos foram menores que na testemunha.

Os resultados indicaram que a microbiolizagdo das sementes com os isolados de Bacillus
spp. controlou a incidéncia de C. oryzae sobressaindo-se as espécies B. pentothenticus (B22),
B. stearothermophilus (B32) e B. pumilus (B35) com 69,00 %, 61,57 % e 61,57 % de controle,
respectivamente. Os patogenos Fusarium sp., Rhizoctonia sp. e R. stolonifer nao foram
controlados pela maioria dos Bacillus spp. Em relagdo ao A. niger, todos os tratamentos
controlaram o Patégeno, mesmo ndo apresentando estatisticamente diferenca significativa na
incidéncia (tabela 01 e 02). A partir desses resultados, foi possivel inferir que, apenas uma
parcela das bactérias do filoplano teve papel no controle de fitopatdgenos em sementes de arroz.
Corroborando com os resultados apresentados os autores Romeiro et al. (2000); Halfeld-Vieira et
al. (2004); Macagnan (2001), demonstraram que a maioria dos Bacillus obtidos de filoplano nio
apresenta efeito contra os patogenos desafiantes e, em alguns casos podem até acentuar a
severidade da doenga.

Os resultados positivos de controle de fitopatégenos observados neste trabalho foram

similares aos encontrados por Lazzaretti & Bettiol (1997) em que observaram reducao
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significativa nas populagdes de D. oryza, P. oryza e Rhinchosporium sativum em sementes de

arroz, tratadas com um produto formulado a base de células e de metabolitos de Bacillus subtilis.

Avaliacdo da incidéncia e controle de fitopatogenos em plantas de arroz, pela

microbiolizacdo com Bacillus spp.

Nas plantas, provenientes de sementes tratadas com Bacillus, aos sete dias houve
diferenga significativa entre a testemunha e os tratamentos na incidéncia de Curvularia oryzae, A.
niger e Scopulariopsis sp. , sendo a média de incidéncia menor nos tratamentos com os Bacillus
quando comparado com a testemunha, com exce¢do dos tratamentos com os isolados B6 para C.
oryzae, B31 para A. niger e Scopulariopsis sp. e B33 para A. niger. Nao ocorreu diferenca
significativa entre a testemunha e os tratamentos na incidéncia de A. flavus e Penicillium sp. Os
isolados que proporcionaram menor incidéncia de fitopatogenos foram B31 para C. oryzae, B35
para Scopulariopsis sp., ambos da espécie B. pumilus e B22” (B. pentothenticus), B41 (B. cereus)
para A. niger (tabela 3). Nas plantas, aos 14 dias ap6s a semeadura, a incidéncia de C. oryzae ,
A. niger, A. flavus e Penicillium nao foi diferente entre a testemunha e os tratamentos com os
Bacillus, com exce¢do dos tratamentos B22’ e¢ B35 para C. oryzae . Nesse periodo o fungo
Scopulariopsis sp., apresentou diferenga significativa entre os tratamentos ¢ a testemunha, os
Bacillus que promoveram menor incidéncia desses fitopatdgeno foram B. macerans (B16) e B.
polymyxa (B33) (Tabela 04).

O fungo Scopulariopsis sp. de maior ocorréncia nas plantas ndo ocorreu nas sementes em
condi¢des de laboratorio, o que leva a crer que o cultivo no solo proporcionou condig¢des

favoraveis para a manifestagdo desse fungo, pois de acordo com Dhingra (2005) a umidade do
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solo, individualmente ou em combinacdao com a temperatura, ¢ um fator igualmente importante
que determina a transmissdo dos patogenos de sementes para a planta. A umidade do solo
influencia a germinacdo dos esporos, que ¢ muito importante no caso de esporos veiculados
externamente.

Em relagdo ao controle da incidéncia de patogenos em plantas de arroz, os Bacillus spp.
proporcionaram, melhor efeito aos sete dias apos o tratamento das sementes, para os patogenos C.
oryza, Penicillium sp. e Scopulariopsis, para os fungos A. niger ¢ A. flavus o tratamento foi mais
eficaz aos quatorze dias (Tabela 5).

Os Bacillus testados neste trabalho apresentam potencial para o controle da incidéncia de
fitopatdgenos nas sementes e plantas, merecendo mais estudos em relagcdo ao tempo, pois foram
testados aos sete e quatorze dias, ndo se observando sintomas nas plantas, que segundo Chung &
Lee (1983), mesmo em elevada incidéncia na semente, o aparecimento de sintoma de doengas na
plantula ¢ muito baixa. Quanto a diminui¢ao do efeito de bactérias biocontroladores, em trabalho
realizado por Assis et al. (1997), testando isolados de Bacillus spp. contra Xanthomonas
campestris pv. campestris, os pesquisadores observaram que no controle da podridao-negra das
cruciferas, em diferentes periodos de aplicacdo em relagdo a inoculagdo com o patdgeno, os
melhores resultados foram obtidos com B. subtilis aplicado 4 dias antes + simultaneamente + 4
dias depois da inoculag¢do. Portanto a eficacia dos Bacillus spp. esta relacionada ao periodo de
aplicacao, segundo Kohl & Fokkema (1998) o periodo de tempo que o antagonista dispde para
interagir com o patégeno ¢ um fator importante para o sucesso do biocontrole. Outro fator que
pode ter interferido na acdo das bactérias do filoplano é o mecanismo de interacdo entre patdogeno
e antagonista, de acordo com Rollemberg (2008) bactérias nativas do filoplano sdao capazes de
interagir em fases especificas do desenvolvimento de patogenos foliares, podendo alterar sua

fisiologia.
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De acordo com os resultados alcangados pode-se afirmar que os Bacillus spp. apresentam
efeito diferenciado de acordo com o patdgeno e o tempo apds a aplicacdo. E todas as espécies
testadas Bacillus sp., B. macerans, B. polymyxa, B.pentothenticus, B. lentus, B.pumilus, B.
stearothermophilus ¢ B. cereus, de forma geral, apresentam potencial de uso como

biocontroladores dos patogenos Curvularia oryzae, Aspergillus niger e Scopulariopsis sp.
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CONCLUSOES

Nas condigdes em que foi desenvolvido o presente trabalho pode-se concluir que:

- Em sementes de arroz variedade Bonanga, tratadas e ndo tratadas, o patogeno de maior

ocorréncia foi Curvularia oryzae, sendo a taxa menor nas sementes microbiolizadas com Bacillus

Spp.

- Nas plantas originadas de sementes microbiolizadas com as bactérias ocorreu reducdo da

incidéncia de C. oryzae, A. niger ¢ Scopulariopsis sp.

- A microbiolizagdo das sementes de arroz variedade Bonanga com B. macerans, B. polymyxa, B.
pentothenticus, B. lentus, B. pumilus, B. stearothermophilus, B. cereus e Bacillus sp.,
proporcionou controle de C. oryzae e A. niger em ensaios in vitro. Em testes in vivo o controle de
C. oryzae, Penicilium sp. e Scopulariopsis nas plantas foi eficaz aos sete dias ap6ds o tratamento

das sementes. Para os fungos A. niger e A. flavus o tratamento foi eficiente aos quatorze dias.

- As espécies de Bacillus estudadas apresentam potencial de uso para o biocontrole de patdégenos
do arroz ¢ podem ser recomendados para ensaios de campo, que possam fundamentar o uso na

agricultura.
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Figura 01 — Percentagem de Germinag¢do de sementes de arroz ‘Bonanga’ e incidéncia de
patogenos nas sementes infestadas naturalmente e sem tratamento no blotter test. Sio Luis — MA,

2008.




Figura 2: Avalia¢ao da incidéncia de patogenos. A — Experimento in vitro em

BOD. B — Experimento em casa de vegetagdo. C e D — Isolamento dos orgdos da

planta em meio de cultura. Sdo Luis, 2008.
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Figura 3. Fungos detectados em sementes e plantas de arroz variedade Bonanga.
A — A flavus. B — C. oryzae. C - Rhizopus stolonifer. D — Rhizoctonia sp. E — A.

niger. F — Scopulariopsis sp. Laboratorio de Fitopatologia-UEMA, Sdo Luis,

2008.
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Tabela 01 — Incidéncia de patogenos em sementes de arroz microbiolizadas com Bacillus, sete

dias ap6s a semeadura. Sao Luis— MA, 2008.

Incidéncia (média n° col6nia)

Tratamento | C. oryzae Fusarium  A. niger Rhizoctonia  Rhizopus Média
sp. sp. stolonifer
T 2,29 aA 1,17 abB 1,43 aAB 1,11 bcdB 0,88 aB 6,88
B6 1,60 abA 0,71 bA 0,71 aA 1,35 bcdA 0,92 aA 5,29
Bl16 1,23 abAB 0,88 bAB 0,71 aB 1,93 bcdA 0,71 aB 5,46
B22 1,16 abAB 0,71 bB 0,71 aB 2,26 abA 0,71 aB 5,55
B22’ 0,71 bA 0,71 bA 0,71 aA 0,94 cdA 0,71 aA 3,78
B25 2,21 aA 2,37 aA 0,71 aB 1,33 bcdAB 0,71 aB 7,33
B31 1,66 abAB 1,52 abAB 0,71 aB 2,21 abcA 1,03 aB 7,13
B32 0,88 bA 1,32 abA 0,71 aA 0,71dA 1,61 aA 4,62
B33 1,15 abA 0,71 bA 0,81 aA 0,71dA 1,03 aA 5,02
B35 0,88 bB 0,88 bB 0,90 aB 3,33 aA 0,71 aB 6,70
B41 1,55 abA 1,25 abA 0,71 aA 1,15 becdA 0,71 aA 5,37
Média 1,39 1,11 0,80 1,55 0,88 5,74
Incidéncia 24,22 19,34 13,94 27,00 15,33
(%)

*T= testemunha; B6= Bacillus sp.; B16= B. macerans; B22, B33= B. polymyxa; B22’= B.pentothenticus; B25, B31,

B35=B. pumilus; B32= B. stearothermophilus; B41= B.cereus.

Valores seguidos da mesma letra, mintiscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

a 1% .Valores transformados para \/x+0,5. CV =155,23.
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Tabela 02 — Percentagem de controle de patdégenos em semente de arroz variedade Bonanga

microbiolizadas com Bacillus, sete dias apds o plaqueamento. Sdo Luis — MA, 2008.

Controle (%)

Tratamento | C.oryzae Fusarium sp.  A. niger Rhizoctonia Rhizopus

sp. stolonifer
T 0 0 0 0 0
B6 30,13 39,32 50,35 NC NC
Bl16 46,29 24,79 50,35 NC 19,32
B22 49,34 39,39 50,35 NC 19,32
B22’ 69,00 39,39 50,35 15,32 19,32
B25 3,49 NC 50,35 NC 19,32
B31 27,51 NC 50,35 NC NC
B32 61,57 NC 50,35 36,04 NC
B33 49,78 NC 43,36 36,04 NC
B35 61,57 24,79 37,06 NC 19,32
B41 32,31 NC 50,35 36,04 19,32

*T= testemunha; B6= Bacillus sp.; B16= B. macerans; B22,B33= B. polymyxa; B22’= B. pentothenticus; B25, B31,
B35=B. pumilus; B32= B. stearothermophilus; B41= B.cereus.

NC = nao controlou
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Tabela 03 — Incidéncia de patdogenos em plantas de arroz Variedade Bonanga, aos sete dias apds a

semeadura, a partir de sementes microbiolizadas com Bacillus. Sdo Luis — MA, 2008.

Incidéncia (media n° de col6nia)

Tratamento | C. oryzae A. niger A. flavus Penicilium sp.  Scopulariopsis sp.
T 3,2aB 1,5 abC 1,3 aC 1,1 aC 5,9 aA

B6 3,4 aBC 2,4 aCD 0,7 aE 0,9 aE 4,7 abcA
BI16 2,5 abC 1,1 abD 0,7 aD 0,7 aD 4,1 bcdAB
B22 2,1 abcC 1,2 abCD 0,7 aD 0,7 aD 3,5deBc
B22’ 1,6 bcC 0,7bC 1,5aC 0,7 aC 3,4 cdeB
B25 2,1 abcBC 1,5 abCD 1,5aCD 0,7 aD 3,1 deAB
B31 0,9cC 1,9 abC 1,5aC 0,7 aC 6,2 aA
B32 2,5 abBC 1,3 abCD 0,7 aD 0,9 aD 2,7 eB
B33 1,1 bcB 1,3 abB 1,0 aB 0,9 aB 5,5 abA
B35 2,1 abcB 0,9 bBC 1,0 aBC 0,7 aC 0,7 fC
B41 2,1 abcC 0,7 bD 0,7 Ad 0,9 aCD 4,1 cdeB
Média 2,15 1,32 0,96 0,81 3,99
Incidéncia 23,37 14,37 10,43 8,80 43,37

(%)

*T= testemunha; B6= Bacillus sp.; B16= B. macerans; B22, B33= B. polymyxa; B22’= B. pentothenticus; B25, B31,

B35=B. pumilus; B32= B. stearothermophilus; B41= B. cereus.

Valores seguidos da mesma letra, minascula na coluna e maiuscula na linha,ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

a 1% de probabilidade (< 0,01). Valores transformados para Vx+0,5. CV (%) = 20,80.
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Tabela 04 —Incidéncia de patogenos em plantas de arroz ‘Bonanga’, aos quatorze dias apos a

semeadura, a partir de sementes microbiolizadas com Bacillus. Sdo Luis — MA, 2008.

Incidéncia (media n° de col6nia)

Tratamento | C. oryzae A. niger A. flavus Penicilium sp.  Scopulariopsis sp.
T 3,9 abCD 2,1 aDE 1,7 aE 1,8 aDE 8,0 aA
B6 3,7 abCD 1,9 aDE 0,8 aE 2,3 aDE 8,0 aA
Bl16 3,2 abBC 1,6 aC 1,7aBC 1,3 aC 5,5 bA
B22 3,8 abB 1,6 aC 1,3 aC 1,3 aC 8,9 aA
B22’ 2,2bCD 1,5aD 1,1 aD 1,6 aD 9,1 aA
B25 3,3 abB 1,4 aBC 0,7 aC 1,5 aBC 8,0 aA
B31 4,3 abBC 1,4 aD 0,7 aD 2,0 aD 7,2 abA
B32 3,5 abB 1,7 aBC 1,1 aC 1,1 aC 7,5 abA
B33 4,1 abA 1,3 aB 1,1 aB 1,4 aB 5,5 bA
B35 4,6 aB 2,6 aBC 0,9 aC 2,7 aBC 7,9 aA
B41 3,8 abB 1,4 aC 1,2 aC 1,7 aBC 7,7 abA
Média 3,67 1,68 1,12 1,70 7,65
Incidéncia 23,20 10,62 7,08 10,75 48,36
(%0)

*T= testemunha; B6= Bacillus sp.; B16= B. macerans; B22,B33= B. polymyxa; B22’= B.pentothenticus; B25, B31,
B35= B.pumilus; B32= B. stearothermophilus; B41= B.cereus.
Valores seguidos da mesma letra, miniscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey a 1% de probabilidade (< 0,01). Valores transformados para \x+0,5. CV (%) =25,53.
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Tabela 05 — Percentagem de controle de patdgenos em plantas de arroz ‘Bonanga’, aos 7 ¢ 14

dias apds a semeadura, a partir de sementes microbiolizadas com Bacillus. Sao Luis — MA, 2008.

Controle (%)

Tratamento | Periodo | C.oryzae  A.niger  A.flavus Peniciliumsp  Scopulariopsis sp
T 7 DIAS 0 0 0 0 0

B6 NC NC 46,15 18,18 20,34
Bl6 21,88 26,67 46,15 46,15 30,51
B22 34,38 20,00 46,15 46,15 40,68
B22’ 50,00 53,33 NC 46,15 42,37
B25 34,38 NC NC 46,15 47,46
B3I 71,88 NC NC 46,15 NC
B2 21,88 13,33 46,15 18,18 54,24
B33 65,63 13,33 23,08 18,18 6,78
B35 34,38 40,00 23,08 46,15 88,14
B4l 34,38 53,33 46,15 18,18 30,51
T 14 DIAS 0 0 0 0 0

B6 5,13 9,52 52,94 NC NC
B16 17,95 23,81 NC 27,78 31,25
B22 2,56 23,81 23,53 27,78 NC
B22’ 43,59 28,57 35,29 11,11 NC
B25 15,38 33,33 58,82 16,67 NC
B31 NC 33,33 58,82 NC 10,00
B2 10,26 19,05 35,29 38,89 6,25
B33 NC 38,10 35,29 22,22 31,25
B35 NC NC 47,06 NC 1,25
B41 2,56 33,3 29,41 5,56 3,75

*T= testemunha; B6= Bacillus sp.; B16= B. macerans; B22,B33= B. polymyxa; B22’= B.pentothenticus; B25, B31, B35=
B.pumilus; B32= B. stearothermophilus; B41= B.cereus.
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CONCLUSOES GERAIS

- O filoplano se constitui numa fonte de diversidade de Bacillus spp., sendo a variedade
da cultura e as condigdes ambientais, fatores preponderantes na varia¢ao das espécies obtidas.

- Os métodos de seleg@o in vitro interferem nos resultados de inibi¢do do crescimento
micelial do patdgeno, sendo necessario uma pré-avaliacdo de métodos a serem utilizados nestes
testes. Os resultados obtidos demonstram que a inibigdo do crescimento micelial do fungo
Pyricularia grisea foi favorecido pelos métodos de Uma Risca Central e o do Circulo.

- O controle biologico com Bacillus spp. tem eficiéncia diferenciada no controle dos
patogenos da cultura de arroz, dependendo do tempo, ap6s o tratamento e das condigdes
ambientais existentes.

- Ha diferenciagdo na incidéncia de patdégenos em testes in vitro e casa de vegetagao.
Neste trabalho houve a incidéncia de fungos nas plantas que ndo ocorreu nas sementes em testes
in vitro, sendo a incidéncia dependente das condi¢des ambientais, tais como umidade do solo e do
ar.

- Os experimentos demonstraram que dos dezoito isolados bacterianos, quinze foram
capazes de inibir o crescimento micelial de Pyricularia grisea em testes in vitro. Dez isolados
bacterianos foram capazes de reduzir a incidéncia de patégenos veiculados por sementes de arroz

em ensaios in Vitro e em casa de vegetagao.
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METODOS DE PAREAMENTO UTILIZADOS EM ENSAIOS IN VITRO.

Método de trés risca

Método de uma risca central

Método do circulo

Método do ponto
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minusculas (a, b, ¢, etc.), colocadas imediatamente ap6és o ano de publicagdo. Comunicagdes
pessoais, trabalhos em andamento e inéditos devem ser citados no rodapé, nao devendo aparecer nas

Referéncias. Evitar sempre que possivel, utilizar texto de autor ndo identificavel.

Referéncias. As referéncias bibliograficas devem ser apresentadas em ordem alfabética pelo
sobrenome do autor ou do primeiro autor, sem numeracao; mencionar todos os autores do trabalho

e

separados por “;”. Seguir as normas da ABNT NBR6023. Alguns exemplos sdo apresentados a
seguir:

e Artigos de Peridédicos:
SANTOS, V.L.M.; BANCI, C.A.; CALIL, A.C.; MENDOZA, R.M.; SILVA, R.F.; SANTOS,
C.M. Utilizacao do teste de tetrazolio na avaliagcdo da germinacao e do vigor de
sementes de algoddo (Gossypiun hirsutum L.), como um teste complementar ao

teste de germinacdo. Revista Brasileira de Sementes, Brasilia, v.14, n.2, p.155-
159, 1992.

e Artigos de Anais ou Resumos:
ANDREOLLI, D.M.C.; GROTH, D.; RAZERA, L.F. Qualidade fisiol6égica de sementes de
café (Coffea canephora L.) cv. Guarani apds secagem natural e artificial. In:

CONGRESSO BRASILEIRO DE ENGENHARIA AGRICOLA, 20, Londrina, 21/26 jul.
1991. Anais. Londrina: SBEA/IAPAR/UEL, 1991. v.2, p.1453-1466.

e Livros:
POPINIGIS, F. Fisiologia da semente. Brasilia: AGIPLAN, 1985. 289p.

BRASIL. Ministério da Agricultura e da Reforma Agréaria. Regras para analise de
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sementes. Brasilia: SNDA/DNDV/CLAV, 1992. 365p.

e Capitulo de Livro:

ROBERTS, E.H.; KING, M.W.; ELLIS, R.H. Recalcitrant seeds: their recognition and
storage. In: HOLDEN, J.H.W.; WILLIANS, J.F. (eds.). Crop genetic resources:
conservation and evaluation. London: Allen and Unwin, 1984. p.38-52.

e Dissertacdes e Teses:

FAGUNDES, S.R.F. Latent effects of mechanical injury on soybean seed
(Glycine max (L.) Merrill). Mississippi State: Mississippi State University, 1971.
80p. (Dissertacdo Mestrado) ou (Tese Doutorado).

e Artigos com autor andnimo:

Andnimo. Novas técnicas - Revestimento de sementes facilita o plantio. Globo
Rural, v.9, n.107, p.7-9, 1994.

e Artigo de revista nao cientifica:

KRZYZANOWSKI, F.C.; FRANCA-NETO, J.B.; HENNING, A.A. Relato dos testes de
vigor para as grandes culturas. Informativo ABRATES, Londrina, v.1, n.2, p.15-
50, 1991.

e Leis, Decretos, Portarias:

Pais ou Estado. Lei, Decreto, ou Portaria n® .../ano, de (dia) de (més) de (ano).
Orgdo que publicou (Secretaria da ..., ou Ministério da ...). Diario Oficial da Uni&o,
local de publicacdo, data més e ano. Secéo ..., p. ... .

e Relatdrio Técnico:

FRANCA-NETO, J.B.; HENNING, A.A.; COSTA, N.P. Estudo da deterioracéo da
semente de soja no solo. In: RESULTADOS DE PESQUISA DE SOJA 1984/85.
Londrina: EMBRAPA/CNPSoO, 1985. p.440-445.

Tabelas. As tabelas numeradas consecutivamente com algarismos arabicos, recebendo a
denominacdo de TABELA, devem ser encabegadas por um titulo conciso e claro, com letras
minusculas, ndo devendo ser usadas linhas verticais para separar colunas. Quando for o caso, as

tabelas deverao ter indicacao de fonte.

Figuras. As figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) deverdo ser numeradas
consecutivamente em algarismos arabicos e deverdo, obrigatoriamente, ser executadas em programas
compativeis com o WORD FOR WINDOWS; os desenhos e fotografias deverdo ser escaneados,

com alta qualidade e enviados/apresentados no tamanho que devem ser publicados na revista.
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As legendas deverdo ser digitadas logo abaixo da figura e iniciar com a denominagdo de FIGURA,
seguida do respectivo numero e texto, em minusculos; havendo possibilidade de duvida, devera ser
indicada a parte superior da figura. As figuras poderdo ser impressas em cores, quando

requeridas, cabendo ao(s) autor(es) o pagamento do acréscimo do custo.

Toda correspondéncia com a RBS devera ser feita preferivelmente via internet, portanto, o trabalho
devera ser encaminhado eletronicamente ao EDITOR através do e-mail da revista, ou em disquete

através do endereco postal da EDITORIA da Revista.

O EDITOR apos avaliagao preliminar do trabalho podera aceitd-lo ou ndo para publicagcdo. Sendo
aceito previamente o trabalho, o EDITOR designara um EDITOR ASSOCIADO, por area de
especialidade, que procedera a editoracdo com o auxilio de pelo menos dois ASSESSORES
CIENTIFICOS DA RBS, tendo as mesmas prerrogativas de aceitar ou ndo o trabalho para
publicagcdo. O EDITOR ASSOCIADO mantera contato com o(s) autor(es) até a obtencdo da versao
final por parte deste(s). Depois de revisado e aprovado o(s) autor(es), encaminhard(ao)
eletronicamente ao EDITOR ASSOCIADO que fara a avaliacao final do trabalho, sua aprovagao e

encaminhara ao EDITOR para avaliagdo, composi¢ao e publicacao.
Os artigos serdo publicados conforme a ordem de aprovacgao.

As orientacdes explicitadas nessas instrucdes deverdo ser seguidas plenamente pelo(s)

autor(es).
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Tropical Plant Pathology — Fitopatologia Brasileira ISSN 1982-5676

Instrucdes para Autores
Versao 15 feb 2008

Escopo da Revista

A revista Tropical Plant Pathology é um periddico internacional, de periodicidade bimestral, publicado
pela Sociedade Brasileira de Fitopatologia. Tem como objetivo a publicagdo de resultados de pesquisa
basica e aplicada sobre todos os aspectos da Fitopatologia. Sdo recebidas contribuicbes das areas de
micologia, bacteriologia, virologia, nematologia, epidemiologia, interacao planta-patdgeno, genética de
fitopatdgenos, aspectos bioquimicos e moleculares de fitodoencas, doengas nao infecciosas e de pos-
colheita, e outros topicos que tenham como objetivo o melhor entendimento ou a prevengao de doengas
de plantas. Trabalhos sobre prospecgao ou avaliacdo de produtos naturais e sintéticos ou sobre elementos
de resisténcia a patdgenos podem ser aceitos como artigo somente se apresentarem informagoes inéditas
sobre 0 modo de agdo ou mecanismos de resisténcia. Primeiros relatos de fitodoencas devem ser
apresentados no formato ‘Comunicacao”.

Politica Editorial

Embora Tropical Plant Pathology seja drgdo oficial da Sociedade Brasileira de Fitopatologia,
contribuicdes de membros e ndo-membros da Sociedade sdo bem vindas. E pré-requisito fundamental
gue manuscritos submetidos ndo tenham sido e nem serdo publicados em outros periddicos. Com a
aprovacdo do manuscrito para publicacdo, a Editora adquire plenos e exclusivos direitos sobre a matéria
em todas as linguas e paises. Incide custo somente para a producdao de paginas coloridas. A pedido dos
autores, separatas serao disponibilizadas em forma de arquivo pdf sem custo adicional.

Manuscritos considerados em consondncia com o escopo da revista serdo avaliados por um Editor
Associado e pelo menos dois revisores ad-hoc externos. A aceitacdo do manuscrito pelo Editor se baseia
na qualidade do trabalho como contribuicdo original e substancial para a area e apresentagao geral do
manuscrito.

Submissao de Manuscritos

1 Manuscritos devem ser enviados para:
Ludwig H. Pfenning, Editor Chefe

Tropical Plant Pathology — Comissao Editorial
Universidade Federal de Lavras

Cx. Postal 3066

37200-000 Lavras MG

2 Documentos necessarios para submissdo de manuscrito:

a) Uma carta de encaminhamento, assinada por todos os autores, declarando a sua anuéncia com a
submissdo do manuscrito e que a matéria ndo esta sendo avaliada nem publicada em outro periddico;

b) Declaracdo de transferéncia de direitos autorais a Editora, disponivel na pagina da revista na Web;

¢) Uma versao impressa do manuscrito, incluindo fotografias e demais elementos graficos;

d) Copia digital do texto e tabelas em plataforma Windows, Figuras em TIFF or JPEG, gravadas em
arquivos separados. (Para Figuras, veja também instrucdes detalhadas no item 3.1.h.) CD’s e disquetes
devem ser identificados com o0 nome e sobrenome do primeiro autor;

e) Comprovante de depdsito da taxa de tramitagdo no valor de R$ 50, em favor de Banco do Brasil,
agéncia 0364-6, conta no. 36.981-0.

A falta de qualquer elemento pode causar atrasos na tramitacdo ou devolugdo do manuscrito mesmo
antes da revisdao. A Comissao Editorial aprecia os esforcos envidados pelos autores para que o texto seja
elaborado em linguagem correta antes da submissao.
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3 Formatos

3.1 Artigo Cientifico

O texto do manuscrito deve ser redigido em Inglés, em espaco duplo usando fonte 12 pt, impresso em
papel A4 em um sé lado, com margens de 2,5 cm, numeragao continua de paginas e linhas, comegando
pela primeira pagina, incluindo Agradecimento, Referéncias, Tabelas, Legendas e Apéndices. Manuscritos
redigidos em Portugués ou Espanhol também serdo aceitos.

Os seguintes elementos devem iniciar-se em uma nova pagina, na seqiiéncia indicada:

a) A pagina inicial deve conter: um titulo conciso e informativo, de preferéncia com ndao mais de 150
caracteres com espagos; nome dos autores, sendo o primeiro e Ultimo sem abreviagdo; local de trabalho
ou local da realizacao do trabalho, incluindo Departamento ou Setor, Instituicdo, CEP e cidade, estado e
pais; locais distintos devem ser indicados com numeracao sobrescrita; titulo resumido de até 35
caracteres com espagos; nome do autor para correspondéncia, incluindo enderego de e-mail. O autor para
correspondéncia é responsavel pela leitura da prova tipografica, o pagamento de ilustracdes coloridas e
qualquer outra tarefa inerente a correta tramitagdo do manuscrito.

b) O “Abstract” sumariza aspectos da metodologia, os principais resultados e conclusdes do trabalho.
Deve ser redigido em paragrafo Unico com ndo mais de 200 palavras, sem citagdes bibliograficas. Até seis
palavras chave devem ser incluidas, diferentes de termos mencionados no titulo. Todos os manuscritos
incluem também um Resumo em portugués. Manuscritos redigidos em portugués ou espanhol incluem
também um Abstract em inglés.

c) O texto deve ser redigido da forma mais sucinta e objetiva possivel. Citacdes no texto devem indicar
os sobrenomes dos autores e ano da publicacdo; quando o trabalho tiver dois autores cita-se o
sobrenome de ambos, quando ha trés ou mais autores, cita-se o sobrenome do primeiro usando-se et al.
Referéncias com a mesma citacdo devem ser listadas em ordem cronoldgica, referéncias com o mesmo
ano de publicacdo devem ser listadas por ordem alfabética do sobrenome do primeiro autor. Trabalhos
com o mesmo primeiro autor s3o listados em ordem cronoldgica, separados por virgula (p.ex. Barreto et
al., 1966a, 1966b, 2000). Somente trabalhos publicados ou no prelo devem ser citados. Quando se usa
“Comunicagao pessoal” ou “"Dados nado publicados”, todos os nomes devem ser citados com iniciais e
sobrenome. NUmeros: no texto, nimeros de um a nove sao escritos por extenso, exceto quando indicam
datas, fracdao de decimal, porcentagem ou unidade de medida. A letra arabica € usada para nimeros
maior de nove. Deve-se evitar iniciar uma frase com numero. URLs para programas, dados e outras
fontes de informacdo da Web devem ser listados na secao Recursos da Internet (Internet Resources
Section), imediatamente apds da secdo Referéncias Bibliograficas. URLs de citagGes bibliograficas de
artigos publicados em periddicos eletronicos, devem ser indicados na secao Referéncias Bibliograficas.

O texto inclui os seguintes elementos:

Introdugdo - descricao do contexto que levou a conducado do estudo;

Material e Métodos — relata detalhes relevantes para a condugdo do estudo permitindo a sua repeticao.
Métodos da avaliacdo estatistica devem ser explicados no final da secao;

Resultados — deve-se evitar duplicagdo no texto e em tabelas. Comentarios sobre o significado dos
resultados procedem, entretanto a discussdo mais aprofundada deve constar da secdo Discussao;
Discussao — resultados e descobertas do trabalho devem ser colocados no contexto com outras relevantes
informagdes publicadas, perspectivas decorrentes do trabalho devem ser mencionadas e discutidas. Idéias
e hipdteses de outras publicacdes nao devem ser discutidas somente no intuito de incrementar a
apresentacdo. Alguns manuscritos podem exigir um formato diferente em fungao de seu contetdo.

d) Agradecimentos. Unico paragrafo inserido apds a Discussdo, que deve fazer referéncia a apoio
financeiro, e contribuicdo técnica ou intelectual.
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e) Referéncias Bibliograficas sdo listadas em ordem alfabética do sobrenome do primeiro autor.
Referéncias com o mesmo primeiro autor sdo listadas conforme a seguir: primeiro, como Unico autor, em
ordem cronoldgica; segundo, com somente um co-autor, em ordem alfabética de acordo com o
sobrenome do co-autor e entdo, quando ha dois ou mais co-autores, em ordem cronoldgica,
independente do sobrenome dos co-autores. O titulo de periddicos € citado por extenso. Somente
trabalhos publicados ou no prelo devem usados como referéncia. Artigos submetidos ndo sdo aceitos
como referéncia. Os autores devem evitar a citagao de Teses e Resumos.

“Comunicacao pessoal” ou “Dados ndo publicados” sao citados somente no texto. “Comunicacdo pessoal”
se refere a informagbes fornecidas por individuos que ndo sdo autores do trabalho; “Dados ndo
publicados” se refere a dados gerados por pelo menos um dos autores do manuscrito em analise.

Artigo cientifico

Reis RF, Goes A, Timmer LW (2006) Effect of temperature, leaf wetness, and rainfall on the production of
Guignardia citricarpa ascospores and on black spot severity on sweet orange. Fitopatologia Brasileira
31:29-34.

Arnold AE, Medjia LC, Kyllo D, Rojas EI, Maynard Z, Robbins N, Herre EA (2003) Fungal endophytes limit
pathogen damage in a tropical tree. Proceedings of the National Academy of Science USA 26:15649-
15654.

Capitulo de livro

Campos VP, Villain L (2005) Nematode parasites of coffee and cocoa. In: Luc M, Sikora RA, Bridge J
(Eds.) Plant parasitic nematodes in subtropical and tropical agriculture. Wallingford UK. CAB International.
pp. 529-580.

Livro de autor
Agrios GN (2005) Plant Pathology. 5t Ed. Amsterdam. Elsevier Academic Press.

Livro editado
Kimati H, Amorim L, Rezende JAM, Bergamin Filho A, Camargo LEA (Eds.) (2005) Manual de Fitopatologia.
Vol. 2. Doengas das Plantas Cultivadas. 4. Ed. Sao Paulo SP. Ceres.

Documento eletrénico

CONAB. Cana-de-agucar. Safra 2006 -2007.
www.conab.gov.br/conabweb/download/safra/BoletimCana-Novembro2006-07.pdf

Uma copia da primeira pagina ou carta de aceitagao deve ser enviada para cada artigo citado que nao
esteja publicado. Copias de ComunicagOes pessoais também devem ser disponibilizadas, permitindo sua
verificacdo.

f) Recursos da Internet indica os enderecos (URL's) onde dados apresentados no trabalho sdo
disponibilizados, programas de software e demais recursos da Internet utilizados na avaliacao e
processamento de informacao. Na citacdo de bancos de dados, a data do acesso deve ser indicada.
Exemplo:

CoreNucleotides, www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez (Dezember 12, 2007)

LEM Software, http://dir.niehs.nih.gov/dirbb/weinberdfiles/hybrid design.htm

g) Tabelas. Cada tabela deve iniciar em uma nova pagina e receber um titulo conciso e informativo no
cabecalho. Um subtitulo deve ser indicado para cada coluna. Tabelas devem sao numeradas de acordo
com sua citagdo no texto. Rodapés devem ser indicados com nlmeros

sobrescritos, e redigidos logo abaixo da tabela. As tabelas devem ser inseridas apds a secdo Referéncias
Bibliograficas.

h) Figuras s3ao numeradas de acordo com sua citacdo no texto e devem ser formatadas conforme a
largura das colunas da revista, aproximadamente. Graficos e fotografias devem ser apresentados em


http://dir.niehs.nih.gov/dirbb/weinbergfiles/hybrid_design.htm�
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formato TIFF ou JPEG, gravados em arquivos separados, no tamanho aproximado em que aparecerao na
revista. Legendas s3ao apresentadas em pagina propria, apds a secdo Referéncias Bibliograficas. Os
autores devem inserir chaves e barra diretamente na figura. Deve-se evitar figuras que foram
digitalizadas a partir de versoes impressas.

Para reprodugdo com qualidade na revista, imagens precisam ter resolucdo minima de 300 dpi. Desenhos
e graficos necessitam resolucdo minima de 600-1200 dpi. Essas resolugGes se referem ao tamanho em
que as ilustracdes serao publicadas. Quando se prevé reducao ou aumento, a resolugdo precisa ser
ajustada. IlustracOes coloridas sdo aceitas, mas os autores devem assumir os custos. Para submissao,
veja item 2 (Submissdo de manuscrito).

j) Nomenclatura de nomes cientificos deve seguir o padrao internacional atual, disponivel para acesso
publico na Internet.

Plantas: The International Plant Names Index, www.ipni.org/index.html

Fungos: Index Fungorum, www.speciesfungorum.org/Names/Names.asp

Bactérias: www.isppweb.org/names_bacterial.asp

Nematoides: www.iczn.org/iczn/index.jsp

Virus: International Code for Classification and Nomenclature, publicado no 8o. Report of the International
Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV (2005).

Nomes cientificos de géneros, espécie e taxons infra-especificos devem ser impressos em italico, na
primeira citagdo no Resumo e no “Abstract” por extenso. As citacdes subseqlientes devem ser abreviadas
no nivel genérico. Na primeira mengao no texto deverdo ser escritos por extenso. A autoridade do nome
cientifico de seres vivos deve ser citada no corpo principal do texto, na ocasido de sua primeira aparigdo,
somente quando 0s organismos s3o objeto do estudo.

j) Culturas e outro material de referéncia. A origem e o deposito de culturas deve ser indicado. Os
autores sdo incentivados a depositar material de referéncia (vouchers) de culturas e espécimes em
colecOes certificadas ou reconhecidas para fins de documentacdo de sua pesquisa, e indicar o local do
deposito no texto.

k) Sequéncias. Numeros de acesso citados de Genbank ou outros bancos de dados precisam ser citados
e disponibilizados para o publico no momento da publicacdo do artigo.

I) Acesso a dados. Acesso a informacdo detalhada sobre dados e material usado para a realizagdo de
estudos citados deve ser facilitado.

m) Abreviacdes e Unidades. Unidades SI devem ser usados, como p. ex. mg, g, m, mm, L, mL, uL, h,
min, s, mol, kg/ha. Uma abreviagao para qual ndo ha padrao, precisa ser definida por extenso em sua
primeira mencao.

n) Defensivos agricolas. Deve-se utilizar apenas nomes técnicos ou principios ativos. Ndo é
recomendavel a mencdo de nomes comerciais de produtos ou de empresas que os produzem e que sugira
sua utilizacdo. As formulas quimicas devem ser escritas em uma linha e obedecer ao padrdo de
nomenclatura atual.

3.2 Comunicacéao

Destinado a publicacdo de resultados e observagdes que ndo justifiquem a publicacdo de um artigo
completo. Nao devem se basear em resultados meramente preliminares. Destina-se ainda a publicacdo de
relatos originais de fitodoengas para o territdrio brasileiro ou outros paises. Registros novos para regides
ou estados da Federacdo sdo aceitos somente em casos especificos, como no caso de patdgenos
guarentenarios, patdgenos com alta especificidade em relagdo ao hospedeiro ou em plantas de valor
comercial relevante. Esses manuscritos devem conter ilustracoes do

patdgeno, indicacdo do depdsito de material de referéncia de acesso publico, de preferéncia no pais de
origem, depdsito de seqliéncias de DNA e ser acompanhados da documentacao exigida pela legislacdo
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especifica, quando couber. Devem possuir 12 paginas ou menos, digitadas em espago duplo em fonte 12,
ja incluindo referéncias. Todos os manuscritos incluem também um Resumo em portugués. Manuscritos
redigidos em portugués ou espanhol incluem também um Abstract em inglés, ndo excedendo 200
palavras cada. O texto deve ser redigido em seqliéncia Unica, incluindo Introducdo, Material e Métodos,
Resultados e Discuss3o. Sao aceitaveis até duas figuras e duas tabelas. O formato da primeira pagina e
da secao Bibliografia segue o do Artigo.

3.3 Carta ao Editor
Relata ou responde a questGes publicadas recentemente. A discussdao de assuntos politicos, sociais ou
éticos de interesse para fitopatologistas também é bem vinda.

3.4 Artigo de revisao
Artigos de revisao sao bem vindos. Os autores devem consultar o Editor antes da submissao.

4 Prova Tipogréfica

A prova tipografica sera enviada ao autor para correspondéncia. Alteracdes maiores, que nao
representem erros cometidos durante a composicao grafica, sujeitam os autores ao pagamento de taxas.
Comentarios adicionados ao texto nessa fase exigem a aprovacdo do Editor. As provas devem ser
devolvidas dentro de 72 horas.

5 Separatas
Separatas sao disponibilizadas sem custo na forma de arquivo pdf quando solicitadas.

6 Autoria

Quem submete manuscritos para Tropical Plant Pathology — Fitopatologia Brasileira deve respeitar
a pesquisa de seus pares, evitando a desvalorizacdo da co-autoria. Cada autor deve ter oferecido
contribuicdo intelectual substancial quanto ao desenho, a condugdo, analise ou interpretacdo do estudo.
Cada autor precisa aprovar a versao final do manuscrito a ser publicado e estar disposto a assumir
publicamente responsabilidade por sua contribuicdo no trabalho. O primeiro autor, assim como o autor
para correspondéncia, devem assumir responsabilidade puUblica para o trabalho na integra.
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