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RESUMO

ROHRIG, Bruna. Influéncia da temperatura na producdo de compostos
antimicrobianos e no controle da mancha-parda do arroz por bactérias
biocontroladoras. 2019. 81f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de PoOs-
Graduacao em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Brasil.

A utilizacdo de microrganismos para o controle biolégico de doencas de plantas
apresenta-se como uma alternativa ao uso de agrotoxicos, causando menor impacto
ambiental e proporcionando maior equilibrio aos ecossistemas. Neste contexto, o
objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade de producéo in vitro de compostos e o
biocontrole in vivo por bactérias pré-selecionadas como biocontroladoras de
mancha-parda do arroz (Bipolaris oryzae). Para tanto, os isolados DFs416 e DFs418
de Bacillus e, DFs185 eDFs223 de Pseudomonas foram estudados in vitro, avaliando
seu crescimento, motilidade tipo swarming, producdo de enzimas hidroliticas
(caseinases e lecetinases) e de compostos antimicrobianos volateis e hidrossoltveis
sob cinco temperaturas (17, 22, 27, 32 e 37 °C). O controle in vivo foi inicialmente
avaliado em folhas destacadas (estadio V9/R1) a 27 °C (pulverizacéo 48 e 24 horas
antes e 24 e 48 horas depois da inoculacdo do patdgeno) e posteriormente, in planta
em estadio V3/V4 (pulverizacdo foliar 48 e 24 horas antes da inoculacdo do
patébgeno a 17, 22, 27, 32 e 37 °C). Observou-se que a producdo de compostos
relacionados ao biocontrole foi influenciada pelas diferentes temperaturas, ocorrendo
aumento, reducdo e até a auséncia da producdo dos compostos quando o
crescimento se deu fora da faixa 6tima, especialmente abaixo dela para os isolados
de Bacillus e acima, para Pseudomonas. Também se observou, para alguns
compostos, comportamento diferenciado entre isolados do mesmo género quando
comparados entre si em cada temperatura. A pulverizagdo preventiva das folhas
destacadas (estadio V9/R1) com DFs416, DFs418, DFs185 e DFs223 reduziu a
incidéncia e o tamanho das lesées da mancha parda em pulverizagdes preventivas.
A pulverizacdo curativa (24 horas) apresentou efeito pontual (DFs418 reduziu
incidéncia e DFsl185, incidéncia e severidade da doenca). Todos os isolados
avaliados in planta (plantas em estadio V3-V4) por pulverizacdo preventiva
diminuiram significativamente a area abaixo da curva de progresso da severidade da
mancha parda, sendo o periodo mais eficiente de 48 horas. Embora a producéo de
compostos relacionados ao biocontrole tenha sido influenciada pela temperatura,
tanto os isolados de Bacillus, quanto os de Pseudomonas mantém o biocontrole da
doenca em todas as temperaturas estudadas.

Palavras-chave: Controle bioldgico, Oryza sativa L., pulverizacdo foliar, Bipolaris
oryzae, estresse ambiental, mudancas climaticas.



ABSTRACT

ROHRIG, Bruna. Influence of temperature on the production of antimicrobial
compounds and on the control of rice brown spot by biocontrol bacteria. 2019.
81f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacdo em Fitossanidade.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Brasil.

The use of microorganisms for the biological control of diseases represents an
alternative to the use of pesticides for disease control, with less environmental impact
and greater ecosystem balance. In this context, this study objective was to evaluate
the in vitro production of compounds related to the biocontrol and the in vivo
biocontrol of pre-selected bacteria as rice brown spot biocontrollers (Bipolaris
oryzae). Therefore, the Bacillus isolates DFs416 and DFs418 and DFs185 and
DFS223 Pseudomonas isolates were studied in vitro, evaluating their growth, swarm
motility, production of hydrolytic enzymes (caseinases and lecithinases) and of
volatile and soluble antimicrobial compounds in five temperatures (17, 22, 27, 32 and
37°C). In vivo control was evaluated first on leaves (V9 / R1 stage) at 27°C (leaf
spray 48 and 24 hours before and 24 hours after inoculation of the pathogen) and
after, in plant at V3/V4 stage (leaf spray 48 and 24 hours before inoculation
pathogenic at 17, 22, 27, 32 and 37°C). It was observed that the production of
compounds related to the biocontrol was influenced by the different temperatures,
occurring increase, decrease and even absence of the production of the compounds
when the growth occurred outside the optimal temperature range, especially below it
for the Bacillus isolates and above it for Pseudomonas. We also observed, for some
compounds, different behaviors among isolates of the same genus when compared
to each other at each temperature. Preventive spraying of the detached leaves
(stage V9 / R1) with DFs416, DFs418, DFs185 and DFs223 reduced the incidence
and size of the brown spot in preventive sprays. The curative spraying (24 hours)
showed specific effects (DFs418 reduced the incidence and DFs185, incidence and
severity of the disease). All isolates evaluated in planta (plants at the V3-V4 stage) in
preventive spraying of the leaf reduced the area under the severity progress curve of
rice brown spot, being 48 hours the most efficient period. Although the production of
compounds related to the biocontrol was influenced by temperature, the isolates of
Bacillus and Pseudomonas maintained the biocontrol of the disease in all
temperatures studied.

Key words: Biological control, Oryza sativa L., leaf spraying, Bipolaris oryzae,
environmental stress, climate change.
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1. Introducéo Geral

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos principais alimentos consumidos no Brasil
e no mundo, independentemente da classe social. Possui elevada importancia
econdmico-social mundial, relacionada a geracdo de empregos e renda para o0s
paises produtores (FAO, 2016).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2018) na safra
2017/18, a producdo total do pais foi de aproximadamente 11,6 milhdes de
toneladas em uma area de 1,94 milhdes de hectares. Apesar do grande volume
produzido, existem diversos fatores que contribuem para a redugéo da produtividade
e qualidade do produto colhido, fatores estes de ordem abidtica, influenciados pelas
condicbes ambientais e principalmente fatores bibticos, como a incidéncia de
doencas (MACLEAN et al., 2013).

Dentre as doencas fungicas que incidem sobre a cultura, destacam-se
aquelas da parte aérea, como a mancha-parda [Bipolaris oryzae (Breda de Haan)
Shoem - teleomorfo: Cochliobolus miyabeanus (Ito &Kuribayashi)], brusone
[Pyricularia grisea (Cooke) - teleomorfo: Magnaphorte grisea (T.T. Herbert)
Yaegashi & Udagawa], escaldadura [Gerlachia oryzae (Hashioka & Yokogi) W.
Gams - teleomorfo: Monographella albescens (Thimen) Parkinson, Sivanesan e C.
Booth] e a queima-das-bainhas [Rhizoctonia solani Kuhn - teleomorfo:
Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk], capazes de reduzir a produtividade da
cultura em até 50% (BEDENDO; PRABHU, 2016).

A mancha-parda encontra-se amplamente distribuida nas regides de
producdo de arroz pelo mundo, principalmente em zonas de clima tropical (FARR,;
ROSSMAN, 2018). A severidade da doenca varia de acordo com as condi¢cbes
ambientais, cultivares utilizadas, estadio vegetativo da planta, sendo os estadios
iniciais e finais os mais suscetiveis (BARNWAL, et al., 2013). Os sintomas podem
ser encontrados em toda planta, concentrando-se em folhas e grdos em forma de
manchas de cor marrom escuro ou marrom avermelhado, arredondadas ou
ovaladas, apresentando centro cinza (BEDENDO; PRABHU, 2016).

Diante da grande importancia econdmico-social da cultura do arroz, buscam-
se alternativas para o controle de suas doencas, a fim de obter maior producao
aliada a qualidade dos grdos. Além disso, uma vez que o arroz é cultivado

principalmente sob sistema irrigado, h4 uma preocupagcdo crescente com O0S
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problemas ambientais causados pelas atividades agricolas desenvolvidas, manejo e
principalmente pela utilizacdo indiscriminada de agrotoxicos no controle de pragas
(GUPTA, 2016).

Dentre os métodos de controle recomendados para a mancha parda,
encontram-se 0 controle genético — que consiste no emprego de cultivares
resistentes, entretanto a resisténcia por parte das cultivares pode ser facilmente
quebrada pelo surgimento de novas racas do patdgeno; o controle cultural -
envolvendo preparo antecipado do solo, utilizacdo de sementes sadias, adubacao
recomendada para a cultura (AGRIOS, 2005); o controle quimico - através do uso de
fungicidas, principalmente dos grupos quimicos dos triazéis, estrobilurinas e
ditiocarbamatos (AGROFIT, 2018), aplicadas em sementes ou pulverizacdes durante
o desenvolvimento da cultura, que podem causar contaminacdo do ambiente; e o
controle biolégico, o qual consiste na introducdo de microrganismos
biocontroladores, capazes de inibir o desenvolvimento de fitopatdgenos através de
uma série de mecanismos (BEDENDO, MASSOLA, AMORIM, 2011).

A utilizacdo de microrganismos para o controle biolégico de doencas de
plantas apresenta-se como uma alternativa ao uso de agrotoxicos no controle de
doencas, causando menor impacto ambiental, proporcionando maior equilibrio aos
ecossistemas (BEDENDO, MASSOLA, AMORIM, 2011; WU et al., 2014).

A utilizacdo de microrganismos que atuam por diferentes mecanismos de
acdo, englobando antagonismo pela producdo de antibiéticos; parasitismo pela
producdo de enzimas hidroliticas capazes de degradar a parede celular dos fungos
fitopatogénicos; competicdo por espaco e nutrientes no ambiente em que estédo
inseridas; e inducdo de resisténcia tem se mostrado eficientes, tanto por fungos
como por bactérias (BURKEOTOVA et al., 2015; SINGH et al., 2019).

Microrganismos com potencial para o controle biolégico de doencas devem
apresentar concomitantemente uma série de caracteristicas desejaveis: capacidade
de sobrevivéncia, persisténcia e multiplicacdo no ambiente em que estdo inseridos;
atuacao por diferentes mecanismos de controle; ndo ser patogénico ao homem, aos
animais e as plantas cultivadas; ser de facil adaptacdo no ambiente; ser compativel
com agrotéxicos utilizados na cultura (manejo integrado); ter baixa frequéncia de
mutacoes; ser de facil cultivo, multiplicacdo e formulacdo; ter acdo contra diversos
fitopatdgenos; atuar em diferentes plantas hospedeiras e ser resistente a baixas e
altas temperaturas (BEDENDO, MASSOLA, AMORIM, 2011). A combinagédo dessas
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7

caracteristicas € importante e determinante para o sucesso do biocontrole de
doencas.

Tém crescido os debates e pesquisas ligados a questbes ambientais, como o
efeito das mudancas climaticas sobre 0s ecossistemas e o impacto das atividades
agricolas sobre o ambiente. Sendo assim, para aumentar a produgcdo agricola de
maneira sustentavel, buscam-se alternativas que proporcionem maior resiliéncia aos
cultivos agricolas, possibilitando a oferta de alimentos utilizando menos recursos, e
gerando menor impacto negativo ao ambiente (RINGLER et al., 2014).

Os efeitos das mudancgas climaticas sobre o ambiente englobam o aumento
da temperatura média da superficie do planeta (0,2°C a cada década), 0 aumento da
concentracéo de didxido de carbono (CO32) atingindo niveis superiores aos relatados
nos ultimos 800 anos; aumento do nivel do mar pelo descongelamento das geleiras
polares, ressecamento acelerado da superficie do solo pela diminuicdo de periodos
chuvosos, aliado a temperaturas mais elevadas; e destruicdo da camada de ozo6nio,
desencadeada principalmente pelo aumento da emissao de gases de efeito estufa,
resultando em maior radiacdo ultravioleta-B (UV-B) sobre a superficie do planeta
(LETCHER, 2016).

Sabe-se que o ambiente influencia a suscetibilidade da planta hospedeira, em
todas as etapas da interacdo planta-patdégeno-biocontroladores. Por outro lado, as
variaveis: umidade relativa do ar, temperatura, radiacdo UV, vento, afetam
diretamente o desenvolvimento, multiplicacdo, sobrevivéncia e atividades dos
microrganismos (BEDENDO, MASSOLA, AMORIM, 2011).

As variagOes ambientais podem interferir no metabolismo dos microrganismos
biocontroladores de modo a diminuir ou aumentar a producdo, ou degradacao de
compostos envolvidos no biocontrole, da mesma forma afeta organismos saprofitos
e endofiticos que interagem com as plantas (patégenos e agentes de biocontrole),
interferindo na ocorréncia e desenvolvimento das doencas de plantas (BEDENDO,
MASSOLA, AMORIM, 2011). No entanto, sdo poucas as informacdes sobre 0s
efeitos das mudancgas climéticas em relacdo ao controle biolégico de doencas de
plantas.

Embora os microrganismos tenham sido capazes de colonizar grande parte
da biosfera terrestre com sucesso, alguns grupos sao adaptados a crescer e
produzir compostos em baixas temperaturas, respondendo de forma eficiente em

temperaturas amenas (MEENA et al.,, 2015). Em contrapartida, outros grupos
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apresentam adaptacdo a temperaturas elevadas, sendo eficientes em condicdes
especificas de temperatura (CHANG, YANG, 2009).

Existem relatos do emprego de bactérias aplicadas via microbiolizacdo de
sementes (SABATE et al., 2017; GOWTHAM et al, 2018) pulverizacéo foliar
(AGRIOS, 2005; MENG et al., 2015; TOKPAH et al., 2016; YANG, ZHANG, XIAO,
2017; LIU et al., 2018) ou solo (ROY et al., 2018) em arroz (VIDHYASEKARAN et al.,
1997; VIDHYASEKARAN, MUTHAMILAN, 2010; CHANDLER, et al., 2015; MENG et
al., 2015) e em diferentes culturas (KHEDHER et al., 2015; SARWAR et al., 2018;
YANG et al., 2018), buscando controlar doencgas fangicas e bacterianas, sendo estas
aplicadas separadamente sobre as culturas, ou em misturas, até mesmo utilizando
moléculas quimicas, trazendo niveis de controle satisfatérios. Entretanto,
informacBes acerca do efeito da pulverizacdo foliar sob estresses ambientais de
agentes de biocontrole sobre plantas sao restritas na cultura do arroz, especialmente
para controle da mancha parda.

Nesse contexto, o grupo de pesquisa do Programa de Pds Graduacdo em
Fitossanidade da Universidade Federal de Pelotas, intitulado “Bactérias
Biocontroladoras de Doencas de Plantas e Promotoras de Crescimento Vegetal”,
selecionou, apds varios anos de pesquisa, as bactérias biocontroladoras DFs416,
DFs418, DFs185 e DFs223 com potencial para o controle de doencas da cultura do
arroz (LUDWIG et al., 2009; SOUZA JUNIOR et al, 2010; MOURA et al., 2014;
SOUZA JUNIOR et al.,, 2017) assim como controle de fitonematdides (SOUZA
JUNIOR et al, 2010; LUDWIG, MOURA, GOMES, 2013), quando utilizadas
individualmente ou em combinacao para a microbiolizacdo de sementes. Entretanto,
o comportamento destas bactérias biocontroladoras é conhecido apenas quando
aplicadas via tratamento de sementes, sendo necessario explorar seu efeito quando
aplicado via pulverizacao foliar, bem como em quais periodos de aplicacdo sua
eficiéncia é maximizada.

Diante disso, este estudo teve como objetivo avaliar o crescimento e a
capacidade de produgcdo de compostos relacionados ao biocontrole in vitro, e o
biocontrole in vivo, de bactérias pré-selecionadas como biocontroladoras de

mancha-parda da cultura do arroz, sob condi¢cbes deestresses de temperatura.
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2. Titulo . Influéncia da temperatura na producdo de compostos
antimicrobianos e no controle da mancha-parda do arroz por bactérias

biocontroladoras do género Bacillus.

A produtividade de arroz estd relacionada ao seu potencial genético,
condigbes climaticas favoraveis e principalmente a presenca de fitopatdgenos
capazes de diminuir a area fotossintetizante ativa das plantas, causando sua
senescéncia precoce. Varias sao as doencas responsaveis por essa reducéao, tendo
destaque a brusone (Magnaphorte grise), escaldadura (Monographella albescens),
gueima-das-bainhas (Thanatephorus cucumeris) e a mancha-parda, causada pelo
fungo Bipolaris oryzae (teleomorfo: Cochiobolus miyabeanus) (BEDENDO,
PRABHU, 2016).

Os sintomas da mancha-parda consistem em lesdes que variam de coloracao
castanho-avermelhado para marrom escuro, centro cinza e margem escura, de halo
amarelo brilhante. A severidade dos sintomas é afetada diretamente pelas condi¢cdes
ambientais, uma vez que é favorecida em temperaturas que variam de 20 a 30°C,
além disso, a suscetibilidade ao patdgeno é acentuada nos primeiros estadios
vegetativos (até V4), e aumenta a partir da fase de emborrachamento, diminuindo
namero de plantulas e graos, peso de paniculas, além de estar presente em todas
as areas orizicolas do mundo (DALLAGNOL; RODRIGUES; DAMATTA, 2011;
BARNWAL et al., 2013BEDENDO, PRABHU, 2016).

O controle da mancha-parda € realizado basicamente por fungicidas, que
podem contaminar o meio ambiente, além de ocasionar o surgimento de populacées
de fitopatdgenos resistentes pelo uso excessivo, e diminuir a populacdo de
microrganismos benéficos presentes no ambiente (CHEEKE; COLEMAN; WALL,
2012; GNANAMANGAI, PONMURUNGAN, 2012; GUPTA, 2016).

Deste modo, o controle biolégico realizado através do emprego de
microrganismos biocontroladores se apresenta como alternativa para controle da
mancha-parda na cultura do arroz. Diversos estudos demonstram a efetividade do

uso de bactérias biocontroladoras de doencas do arroz, especialmente bactérias do
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género Bacillus (CHANDLER, et al., 2015), através da microbiolizacdo de sementes
(LUDWIG et al., 2009), pulverizagéo foliar (MENG et al., 2015), combinadas com
fungicidas (LIU et al., 2018), assim como em diferentes culturas (KHEDLER et al.,
2015; SARWAR et al.,, 2018; YANG et al., 2018) proporcionando controles
semelhantes ou superiores aos obtidos pelo controle quimico em casa de vegetacéo

e a campo.

Bactérias do género Bacillus sdo microrganismos Gram-positivos, em forma
de bastonetes, apresentam metabolismo anaerdbico facultativo, e tem como
temperatura ideal de crescimento de 25 a 35°C. Uma das principais caracteristicas
do género é a producédo de endbdsporos, estruturas de resisténcia no ambiente, que
permitem permanecer viaveis e sobreviver sob condicbes extremas de estresse
durante anos (SHAFI; TIAN; JI, 2017). Habitam nichos ecoldgicos distintos, capazes
de se estabelecer no ar, agua, solo, superficie ou internamente a plantas e animais
(ONGENA et al., 2005; CONNOR et al., 2010).

Estas bactérias sdo conhecidas pela producdo de diversos compostos
relacionados ao biocontrole de doencas de plantas, envolvendo diferentes modos de
acao sobre os fitopatdgenos, como a antibiose, pela producédo de lipopeptideos e
compostos antimicrobianos, dentre bacteriocinas, iturinas, fengicinas, surfactinas,
plipastatina, bacilomicina e dificidina (SHARMA, SINGH, VERMA, 2018; YANG et al.,
2018). Sao 6timas competidoras por espaco e nutrientes, como o ferro, podendo
produzir sideréforos, sendo capazes de colonizar rapidamente os ambientes em que
estdo inseridas (SHAFI; TIAN; JI, 2017). Podem atuar diretamente e indiretamente
como promotoras de crescimento vegetal, a partir da sintese de fitohorménios, como
acido indol-3-acético e o acido giberélico (SHAFI; TIAN; JI, 2017). Além disso,

induzem resisténcia sistémica contra fitopatbgenos (CHOWDAPPA et al., 2013).

Adicionalmente, contribuem para a superacao de estresses abibticos, como
estresse salino (LASTOCHKINA et al., 2017), tolerancia a temperaturas elevadas e
deficiéncia hidrica (SUKKASEM et al., 2018), e sdo eficientes nos processos de
mobilizacdo e imobilizacdo de metais pesados presentes no solo (SINGH et al.,
2018).

O género Bacillus forma enddsporos, estrutura que confere resisténcia a altas

temperaturas e ao ressecamento, o que facilita o processo de sua producdo em
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grande escala e aumenta o tempo de prateleira da formulagc&o produzida. Conhecer
melhor seus mecanismos de acao e a influéncia dos estresses ambientais no seu

desempenho se torna importante do ponto de vista cientifico e comercial.

Diante disso, utilizar espécies de Bacillus se mostra uma alternativa
sustentavel, capaz de conferir beneficios para superacdo de estresses biodticos e
abidticos. Compreender a interacdo entre estas bactérias e plantas, e buscar
solucbes para a producdo agricola sob mudancas climaticas se torna importante,
visto que a temperatura influencia diretamente na regulagdo e metabolismo tanto
das plantas como dos microrganismos (KUMAR; VERMA, 2018).

Bactérias do género Bacillus sdo sabidamente eficientes no controle de
diversas doencas da cultura do arroz, especialmente a mancha parda. Os isolados
DFs416 e DFs418 sdo conhecidos por controlar B. oryzae via tratamento de
sementes, entretanto pouco se sabe sobre o efeito desses microrganismos sob
condicbes de estresses ambientais, especialmente temperatura, assim como seu
comportamento quando aplicadas via pulverizagao foliar. Portanto, o objetivo do
trabalho foi avaliar in vitro o crescimento e a producdo de compostos relacionados
ao biocontrole, e o biocontrole in vivo sob condigbes de estresses de temperatura,
utilizando bactérias do género Bacillus pré-selecionadas como biocontroladoras da

mancha-parda na cultura do arroz.
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2.1 Material e Métodos

2.1.1 Isolados bacterianos e condicdes de cultivo

Os isolados utilizados pertencem a colecdo do Laboratorio de Bacteriologia
Vegetal da Universidade Federal de Pelotas, identificados como DFs416 (Bacillus
sp. Cohn) e DFs418 (Bacillus sp.), ambos contaminantes indicadores de antibiose,
isolados de placas cultivadas de B. oryzae. Em trabalhos anteriores foi comprovado
gue esses isolados sdo capazes de exercer o biocontrole de diferentes doencas do
arroz (SOUZA JUNIOR et al.,, 2017; MOURA et al., 2014; LUDWIG, MOURA,
GOMES, 2013; SOUZA JUNIOR et al, 2010; LUDWIG et al., 2009).

O meio basico utilizado para os ensaios in vitro foi nutriente-agar (NA)
(Difco™). Para realizagdo dos ensaios in vitro, os isolados bacterianos foram
cultivados previamente em NA, incubados a 27°C durante 24 horas e destas placas
foram retirados discos de 5 mm para posterior distribuicdo em placas contendo
meios especificos para cada avaliacdo de producdo de compostos antimicrobianos.
Quando foi necessario o cultivo em meio liquido, utilizou-se caldo nutriente (CN).
Cada avaliagdo de producdo de compostos antimicrobianos foi realizada em
duplicata (duas épocas distintas), sendo as bactérias incubadas em diferentes
temperaturas, a saber: 17°C, 22°C, 27°C, 32°C e 37°C (£2°C), em incubadoras tipo
BOD (meios sélidos) ou em agitadores orbitais a 100 rpm (caldo nutriente).

2.1.2 Avaliacdo do crescimento em diferentes temperaturas

A avaliacdo do crescimento nas diferentes temperaturas foi realizada a partir
de crescimento em meio CN de onde se retiraram aliquotas de 1 mL, que foram
centrifugadas a 14000 g durante 3 minutos para lavagem das células. O
sobrenadante resultante foi descartado e as bactérias suspendidas adicionando-se 1
mL de solugdo salina 0,85%, sendo novamente centrifugadas e ressuspendidas.
Cada suspenséo foi calibrada em espectofotdbmetro para As40=0,1. Aliquotas de 100
pL foram repicadas para 30 mL de meio CN. As bactérias foram entdo incubadas

nas diferentes temperaturas sob agitagdo constante. As avaliacbes foram
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realizadasem espectofotdometro, medindo-se a absorbancia (Asao) 3, 6, 9, 12, 15, 18,
21, 24, 27, 30, 33, 48, 54 horas de incubacéo.

2.1.3 Avaliacdo da motilidade em diferentes temperaturas

A avaliacdo da motilidade tipo swarming foi realizada em meio de cultura
Luria-Bertani (LB) a 0,6% de agar (HUBER et al., 2003). Os isolados bacterianos
foram previamente cultivados durante 48 horas em meio CN e preparados conforme
descrito em 2.1.2. A concentracdo de cada suspensao foi ajustada para As40=0,2. Da
suspensao resultante, 5 pL foram dispostos no centro das placas que foram
incubadas nas diferentes temperaturas em BOD por 48 horas. A avaliacao foi feita
pela medicdo das colbnias formadas, com paquimetro digital em dois sentidos

diametralmente opostos apds 48 horas de incubacéo.

2.1.4 Avaliagdo da producéo de compostos relacionados ao biocontrole em
diferentes temperaturas

Para a avaliacdo da capacidade das bactérias biocontroladoras produzirem
enzimas hidroliticas e compostos antimicrobianos foram utilizados meios especificos,
vertidos 24 horas antes da utilizacdo e mantidos em BOD, sob temperatura de 27°C
para reducao da umidade superficial.

Discos da cultura bacteriana, obtidos conforme descrito em 2.1.1 foram
semeados em placas de Petri contendo 0os meios especificos, e essas incubadas
sob as diferentes temperaturas. Foram utilizadas bactérias sabidamente positivas e
negativas para a producao de cada composto como forma de controle para os testes
realizados.

As avaliacdes foram quantitativas utilizando paquimetro digital, medindo-se os
didmetros das colbnias (JC) e dos halos formados (&@H), em dois sentidos
diametralmente opostos, calculando-se o diametro relativo do halo. Para célculo do
diametro relativo de halo (@RH), foi utilizada a seguinte formula @RH= (JH - @C) /
@C. Para todos 0s ensaios in vitro, o delineamento experimental utilizado foi

inteiramente casualizado (DIC), com quatro repeti¢cdes, cuja unidade experimental foi
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composta por uma placa de Petri. Todos os ensaios foram realizados em dois

experimentos independentes.

2.1.4.1 Enzimas hidroliticas: proteinases e lipases

Para avaliacdo da capacidade proteolitica, utilizou-se caseina como substrato,
em meio de cultura Leite-Agar (MARIANO; SILVEIRA, 2005), e para capacidade
lipolitica, meio NA acrescido de solugcdo comercial de gema de ovo a 4% (SCHAAD;
JONES; CHUN, 2001). As avaliacbes foram realizadas ap6s 48 horas de incubacéo,
guando foram medidos os halos de degradacdo ao redor das colénias (halos

translucidos).

2.1.4.2 Compostos antimicrobianos: volateis e hidrossoluveis

Para ambos os ensaios, a multiplicacdo prévia de B. oryzae foi realizada em
meio de cultura BDA crescido a 22°C+2 durante 15 dias.

As bactérias foram cultivadas conforme item 2.2.1 em meio liquido para
avaliacdo de compostos volateis, e meio solido, para compostos hidrossoliveis. A
avaliacao foi realizada quando o tratamento testemunha atingiu o bordo da placa
medindo-se o crescimento fungico em dois sentidos diametralmente opostos para
compostos volateis (apds 5 dias de incubacédo), e o raio para os hidrossoluveis (apos
6 dias de incubacao). Os resultados foram expressos em crescimento micelial (mm).
Como tratamento testemunha, o fungo foi cultivado na auséncia das bactérias

biocontroladoras.

2.1.4.3 Compostos volateis

Para producdo de compostos antimicrobianos volateis aliquotas de 100 pL de
crescimento bacteriano em CN foram semeadas por espalhamento com alca de
Drigalski na face inferior da placa (fundo). Na face superior da placa (tampa) um

disco de micélio de B. oryzae de 5 mm foi depositado no centro da placa. As placas
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foram vedadas com fita adesiva e ensacadas uma a uma em sacos zip, mantidas em

BOD nas diferentes temperaturas.

2.1.4.4 Compostos hidrossoluveis

A producdo de compostos antimicrobianos hidrossolluveis foi avaliada por
pareamento de culturas (DENNIS; WEBSTER, 1971). Para tanto, discos de
crescimento bacteriano foram depositados no bordo de cada placa e do lado oposto,

um disco de micélio de B. oryzae.

2.1.5 Biocontrole in vivo da mancha-parda

Foi avaliada e eficiéncia de bactérias pré-selecionadas para tratamento de
sementes quando aplicadas nas folhas para o controle da mancha-parda do arroz.
Para tanto, foram utilizadas plantas de arroz (cultivar IRGA 420, suscetivel a B.
oryzae) conduzidas em solo ndo autoclavado e crescidas em casa de vegetacao até
o estadio V3/V4 ou V9/R1, que representam aquele em que ocorrem maiores danos
decorrentes da mancha parda.

Para a producdo de esporos de B. oryzae, discos de micélio de 5 mm foram
depositados no centro de placas de Petri contendo meio de cultura agar-agua (2%) e
pedacos de tifa (Typha angustifolia) estéreis, cultivados durante 15 dias, sob
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas.

Para eliminar outras cuasas de variacdo foi realizado o monitoramento da

presenca do patégeno com plantas ndo inoculadas.

2.1.5.1 Folhas destacadas de arroz em estadio V9/R1

Esta avaliacéo foi realizada com folhas destacadas (metodologia adaptada de
KUMAR et al., 2011) utilizando segmentos de folhas do terco mediano coletadas
previamente e mantidasem agua da torneira a 25°C por 24 horas. Posteriormente, as

folnas foram acomodadas em caixas gerbox (4 segmentos/gerbox) onde foram
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depositadas previamente duas folhas de papel mata borrdo umedecidas com agua
destilada autoclavada. Cinco tiras de papel toalha (2 cm x 9 cm) foram acomodadas
sobre o papel mata borrdo e outro tanto acima dos segmentos de folhas, de modo
gue as folhas ndo tocassem o papel mata borrdo e ndo se enrolassem.

Para preparo da suspensdo bacteriana, as bactérias biocontroladoras foram
crescidas em meio de cultura NA por 48 horas a 27°C, suspendidas em solugéo
salina, cujas concentracOes foram ajustadas em espectrofotdmetro (As40=0,5). Para
pulverizacdo das suspensfes bacterianas, utilizaram-se borrifadores manuais. As
folhas foram pulverizadas até o ponto de escorrimento em diferentes periodos, 48 e
24 horas antes (pulverizacdo preventiva) e 24 e 48 horas depois da inoculagéo do
patdogeno (pulverizacdo curativa). O tratamento testemunha foi pulverizado com
solucéo salina.

A suspensdao de esporos do patdgeno foi preparada com solucdo de gelatina
(1%), ajustada a concentracdo em 10* esporos mL™?. A inoculacdo foi feita pela
deposicao equidistantes de trés gotas da suspensédo (10 pL) de na face adaxial de
cada segmento. Apds a primeira pulverizacdo das bactérias biocontroladoras (48
horas antes da inoculacdo do patégeno), todas as caixas gerbox (pulverizadas ou
nao) foram incubadas em camara de crescimento, sob temperatura de 25°C e
fotoperiodo de 12 horas.

O experimento foi realizado em duplicata (épocas diferentes). A severidade da
mancha parda foi avaliada por programa de imagem (ImageJ). O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 4 x
3 (4 periodos de pulverizacdo foliar x 2 isolados bacterianos + testemunha), com

quatro repeticdes cuja parcela experimental foi uma caixa gerbox

2.1.5.2 Plantas de arroz em estadio V3 em diferentes temperaturas

Para esta avaliacao foi utlizada somente pulverizagdes preventivas (24 e 48
horas antes da inoculagdo) com suspensdes bacterianas preparadas e pulverizadas
conforme descrito no item 2.1.5.1. Apos as pulverizagfes as plantas foram mantidas
durante 48 horas em BOD, nas diferentes temperaturas, sob fotoperiodo de 12

horas.
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Para a inoculagédo do patégeno as plantas foram pulverizadas uniformemente
com suspenséao de esporos preparada conforme descrito em 2.1.5.1, e mantidas em
camara umida durante 48 horas. Posteriormente as plantas foram transferidas para

camara de crescimento e mantidas a 25°C durante 15 dias.

Para avaliar a severidade da mancha parda, contou-se o niumero de lesées na
terceira folha, em intervalos de trés dias. Calculou-se a area abaixo da curva de
progresso da severidade (AACPS), de acordo com a equacdo de CAMPBELL e
MADDEN (1990).

O experimento foi realizado em delineamento blocos ao acaso (DBC), em
esquema fatorial 5 X 3 (5 temperaturas x 2 isolados bacterianos + testemunha) com

quatro repeticdes de parcelas experimentais constituidas de uma planta.



29

2.1.6 Procedimentos Estatisticos

Os procedimentos estatisticos foram realizados pelo programa R 3.5.1 (R
Core Team, 2018). Quando a variancia entre os experimentos foi homogénea (teste
F para duas variancias), foi feita a andlise conjunta dos experimentos (PIMENTEL-
GOMES, 2009). Para os ensaios in vitro e com plantas em estadio V3, foi realizada
andlise de variancia (ANOVA), e quando a interacdo foi significativa foi feito o
desdobramento da interacdo, realizando comparagfes de médias pelo teste de
Tukey, comparando os tratamentos dentro de cada nivel de temperatura e ajustando
regressao para o efeito de temperaturas dentro de cada nivel de tratamento. Foi

considerado como significativo um valor-p menor ou igual a 0,05.

Para a avaliacdo em folhas destacadas em estadio V9/R1, cujos dados néo
atenderam aos pressupostos da ANOVA (normalidade e homocedasticidade dos
residuos), foram realizadas analises ndo-paramétricas, conforme recomendacfes de
Wobbrock et al. (2011). Havendo interag&o significativa entre os fatores, foi feito o
desdobramento da interacdo por meio da realizacdo do teste de Kruskal-Wallis e
teste de comparacao multipla de Dunn. Foi considerado como significativo um valor-

p menor ou igual a 0,05.
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2.2 Resultados

2.2.1 Curvas de crescimento quantitativo

As curvas de crescimento dos isolados de Bacillus DFs416 e DFs418 (Fig.1),
em meio liquido sob agitacédo, foram semelhantes para cada temperatura testada. A
fase lag para todas as temperaturas, exceto em 17°C, se deu até as 6 horas de
incubacédo. Para a temperatura de 17°C a fase log se iniciou a partir das 18 horas de
incubacdo. Nas demais temperaturas, a fase log teve inicio entre 3 e 6 horas de
incubacdo. O comportamento de ambos os isolados também foi semelhante em
relacéo ao inicio da fase estacionaria, ocorrendo a partir das 18 horas para 37°C, 23
horas para 32°C, 20 horas para as temperaturas de 22 e 27°C e somente apos as 36
horas de incubacado para a temperatura de 17°C. Ambos os isolados apresentaram

maior absorbancia na temperatura de 37°C.

DFs416 DFs418

Figura 1- Curva de crescimento dos isolados biocontroladores medido por meio da absorbancia
(540nm) apos 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 37, 30, 33, 36, 48 e 52 horas de incubagdo em meio Caldo
Nutriente sob agitagdo continua (100 rpm) em diferentes temperaturas (17, 22, 27, 32 e 37°C).
DFs416- Bacillus sp.; DFs418- Bacillus sp.

2.2.2 Motilidade

Para motilidade do tipo swarming em meio Luria-Bertani (0,6% de agar) apos
48 horas de incubacgao, ocorreu interacao significativa entre isolados e temperaturas.
Para ambos os isolados, ajustou-se equacgbes polinomiais de terceiro grau,

correspondendo a R?=0,95 e R?=0,96 respectivamente.
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Para DFs416 (Fig.2A) a maior motilidade foi observada nas temperaturas de
22, 32 e 37°C e para DFs418 (Fig.2B), na temperatura de 32°C. Ambos os isolados

apresentaram menor motilidade quando crescidas a 17°C.

Quando comparados entre si (Fig.2C), DFs416 apresentou maiores diametros

de colbnia a 22, 27 e 32°C.
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Figura 2- Motilidade do tipo swarming dos isolados biocontroladores apds 48 horas de incubagédo em
meio Luria-Bertani (0,6% de agar) sob diferentes temperaturas (17, 22, 27, 32 e 37°C). (A) DFs416-
Bacillus sp.; (B) DFs418- Bacillus sp; (C) comparacdo entre tratamentos em diferentes temperaturas.
Médias seguidas da mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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2.2.3 Enzimas hidroliticas: proteinases e lipase

A avaliagdo da capacidade de hidrdlise da proteina caseina (proteinase)
ocorreu apos 48 horas de incubacgéo. Houve interagéo significativa entre isolados e
temperaturas. Para DFs416 e DFs418, ajustou-se equacdes polinomiais de terceiro
grau, correspondendo a R?=0,96 e R2?=0,98 respectivamente. Ambas bactérias
apresentaram comportamento semelhante em relagdo as diferentes temperaturas de
incubacédo. Para DFs416 (Fig.3A) a temperatura de 22°C resultou em maior diametro
relativo do halo, em contrapartida, as temperaturas mais elevadas (32 e 37°C),
resultaram em diametros significativamente menores. DFs418 (Fig.3B) apresentou
maior diametro relativo de halo nas temperaturas de 17 e 22°C, e 0 menor, nas
temperaturas mais elevadas (32 e 37°C).

O isolado DFs416 apresentou maiores diametros relativos de halo quando
comparada a DFs418 nas temperaturas de 22 e 27°C (Fig.3C). Nas demais

temperaturas ambas n&o difeririam entre si.
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Figura 3- Producdo de caseinase de isolados biocontroladores em diferentes temperaturas de
incubacdo em meio de cultura Leite-Agar. (A) DFs416- Bacillus sp.; (B) DFs418- Bacillus sp.; (C)
comparacao entre tratamentos nas diferentes temperaturas apds 48 horas de incubacéo. Para calculo
do diametro relativo do halo (@RH), foi utilizada a seguinte férmula: @RH= (JH — @C / @C, onde @C=
didametro das col6nias, @H= didmetro dos halos formados, em dois sentidos diametralmente opostos.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Em relacéo a capacidade dos isolados hidrolisarem lecitina (lipideo), avaliada
apos 48 horas de incubacao, observou-se interacdo significativa entre isolados e
temperaturas. Apenas o isolado DFs416 foi capaz de hidrolisar o lipideo, sendo
possivel realizar o ajuste de uma regressao linear de primeiro grau, correspondendo
aR?=0,84. Observou-se ainda que DFs416 apresentou maiores diametros
relativos de halo nas temperaturas mais elevadas (32 e 37°C) (Fig.4A), e que

DFs418 (Fig.4B) nédo foi capaz de hidrolisar lecitina em nenhuma das temperaturas
estudadas.
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Figura 4- Producéo de lecitinase de isolados biocontroladores em diferentes temperaturas de
incubacdo em meio de lecitina (4%). (A) DFs416- Bacillus sp.; (B) comparacéo entre tratamentos em
diferentes temperaturas apés 48 horas de incubacdo. Para calculo do didmetro relativo do halo
(@QRH), foi utilizada a seguinte formula: RH= (JH — @C / C, onde FC= didmetro das coldnias, OH=
diametro dos halos formados, em dois sentidos diametralmente opostos. Médias seguidas da mesma
letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

2.2.4 Compostos antimicrobianos: volateis e hidrossoluveis

A producao de compostos volateis foi avaliada apés cinco dias de incubacéo

ea temperatura de 37°C nédo pode ser estudada, pois ndo ocorreu crescimento do
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patbgeno nesta temperatura. Para as demais temperaturas observou-se interacao
significativa entre estas e os isolados bacterianos. Para ambos DFs416 e DFs418,
ajustou-se equacbes do tipo polinomiais de segundo grau, correspondendo a

R?=0,99 e R?=0,70 respectivamente.

B. oryzae apresentou menores crescimentos fungicos na presenca do isolado
DFs416 (Fig.5A) nas temperaturas de 32°C e 17°C e 27°C, ndo havendo inibicdo de
B. oryzae na temperatura de 22°C. Na temperatura de 32°C ocorreu 0 menor
crescimento fangico para o tratamento DFs418 (Fig.5B), seguido das temperaturas
de 17 e 22°C. Na temperatura de 27°C, ndo houve inibicdo do crescimento flingico

para o isolado DFs418.

Quando comparados entre si, 0s isolados em relagédo a testemunha, o isolado
DFs416 reduziu a intensidade do crescimento micelial de B. oryzae nas
temperaturas de 27 e 32°C, diferindo significativamnte da testemunha e de DFs418
(Fig.5C). DFs418 inibiu o crescimento fungico na temperatura de 27°C, diferindo
significativamente da testemunha e de DFs416. Por sua vez, o isolado DFs418 foi
superior ao DFs416 quando a antibiose por compostos volateis foi avaliada a 22°C.
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Figura 5- Crescimento micelial de Bipolaris oryzae pelos isolados biocontroladores por meio de
compostos volateis apds 5 dias de incubacdo em placas de Petri contendo BDA Y2 dextrose sob
diferentes temperaturas. (A) DFs416- Bacillus sp.; (B) DFs418- Bacillus sp; (C)- comparacdo entre
tratamentos em diferentes temperaturas. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A avaliagdo de producdo de compostos antimicrobianos hidrossoluveis se deu
apos seis dias de incubacdo. Houve interacdo significativa entre isolados e
temperaturas. Para ambos os isolados DFs416 e DFs418, ajustou-se equacdes do
tipo polinomiais de segundo grau, correspondendo a R?=1 e R2=0,99,
respectivamente. O fungo B. oryzae apresentou menores raios médios de colbnia

(mm) nas temperaturas de 17 e 32°C para ambos os isolados (Fig.6A e 6B).

Quando os isolados e a testemunha foram comparados entre si nas diferentes
temperaturas (Fig.6C), o isolado DFs418 foi mais eficiente que DFs416 a 22°C e

27°C. A 32°C ambos isolados foram efetivos em inibir o crescimento micelial, ndo
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diferindo entre si. Na menor temperatura (17°C) n&o houve inibicdo do crescimento

de B. oryzae.
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Figura 6- Crescimento micelial (mm) de Bipolaris oryzae em pareamento com isolados
biocontroladores em meio BDA ¥z dextrose ap0s 6 dias de incubacao sob diferentes temperaturas. (A)
DFs416- Bacillus sp.; (B) DFs418- Bacillus sp; (C) comparacdo entre tratamentos em diferentes
temperaturas. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamenteentre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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2.2.5 Biocontrole in vivo da mancha-parda

2.2.5.1 Folhas destacadas de arroz em estadio V9/R1

Na avaliacdo do efeito de pulverizagdo preventiva em folhas destacadas de
arroz no estadio V9/R1, houve interacdo entre os isolados bacterianos (DFs416 e
DFs418) e os periodos de aplicacdo (48 e 24 horas), sendo realizado
desdobramento para cada combinagdo de niveis de fatores. Os dois periodos
preventivos diminuiram significativamente a incidéncia e severidade da doenca para
ambos os isolados em relacdo a testemunha. No entanto, o periodo de 48 horas foi
significativamente superior para reduzir a severidade para os dois tratamentos

bacterianos

Tabela 1- Biocontrole in vivo da mancha-parda (Bipolaris oryzae) representada
pela medicdo do tamanho das lesdes a partir do software ImageJ em folhas
destacadas de arroz em estddio V9/R1 pulverizadas (preventivas) com
isolados biocontroladores 24 e 48 horas antes da inoculacdo do patégeno.
DFs416- Bacillus sp.; DFs418- Bacillus sp.

Incidéncia
24 horas 48 horas
Test 77,08 a* A 75,00 a A
DFs416 29,17 b A 3125 b A
DFs418 3542 b A 33,33 b A
Média 47,22 A 46,53 A
Severidade
24 horas 48 horas
Test 0,1552 a A 0,1673 a A
DFs416 0,0655 b A 0,0132 b B
DFs418 0,0655 b A 0,0298 b B
Média 0,0950 A 0,0700 A

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de
comparacao multipla de Dunn (alternativa ndo paramétrica para comparac¢des mdltiplas), mailsculas
na horizontal, mindsculas na linha. Foi considerado como significativo um valor-p menor ou igual a
0,05. Incidéncia final avaliada as 48 horas apds a inoculagdo de Bipolaris oryzae pela porcentagem
de folhas com sintomas. Severidade foi avaliada através da medicéo das lesdes presentes nas folhas.

Quando a pulverizacdo dos biocontroladores foi realizada de forma curativa

no controle de B. oryzae (Tab.2), apenas o isolado DFs418, pulverizado 24 horas
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apos a inoculacao foi capaz de diminuir a incidéncia do patégeno sobre as folhas de
arroz. Por outro lado a severidade foi reduzida por ambos os isolados, sendo que o

periodo curativo de 48 horas foi mais eficiente.

Tabela 2- Biocontrole in vivo da mancha-parda (Bipolaris oryzae)
representada pela medicdo do tamanho das lesGes a partir do software
ImageJ em folhas destacadas de arroz em estadio V9 pulverizadas (curativas)
com isolados biocontroladores 24 e 48 horas depois da inoculagédo do
patégeno. DFs416- Bacillus sp.; DFs418- Bacillus sp.

Incidéncia
24 horas 48 horas
Test 8125 a A 62,50 a A
DFs416 66,67 a A 62,50 a A
DFs418 43,75 b B 64,58 a A
Média 63,89 A 63,19 A
Severidade
24 horas 48 horas
Test 0,1642 0,1729
DFs416 0,0964 0,1414
DFs418 0,0964 0,1517
Média 0,1190 A 0,1550 B

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de
comparacao multipla de Dunn (alternativa ndo paramétrica para comparacfes multiplas), mailsculas
na horizontal, mindsculas na linha. Foi considerado como significativo um valor-p menor ou igual a
0,05. Incidéncia final avaliada as 48 horas ap6s a inoculacdo de Bipolaris oryzae pela porcentagem
de folhas com sintomas. Severidade foi avaliada através da medi¢éo das lesdes presentes nas folhas.

2.2.5.2 Plantas de arroz em estadio V3 em diferentes temperaturas

Na avaliacdo da pulverizacdo foliar dos isolados bacterianos DFs416 e
DFs418 em relacdo aos periodos de pulverizacao, ndo houve interacdo significativa
entre estes e o0s demais fatores analisados. Observa-se que o periodo de
pulverizagao foliar preventiva de 48 horas antes da inoculacdo resultou em menores
AACPS independentemente da temperatura e tratamento a que foram submetidos
(Fig.7A).
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Houve interacdo significativa para isolados e temperaturas, deste modo foi
realizado desdobramento de cada um dos fatores analisados. Para o isolado
DFs416, o menor controle se deu a 32°C e os maiores percentuais a 17 (DFs416
51% e DFs418 40%) e 27°C (DFs416 48% e DFs418 44%). DFs416 e DFs418
reduziram significativamente a severidade (AACPS) da mancha-parda em todas as
temperaturas estudadas (Fig.7B). A Unica regressdo que foi possivel realizar o
ajuste foi DFs416 (Fig.7C), apresentando regressao linear de primeiro grau e
R?=0,49.
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Figura 7- Severidade da mancha-parda representada pela area abaixo da curva de progresso da
severidade (AACPS) em plantas de arroz em estadio V3-V4, pulverizadas com biocontroladores em
diferentes periodos (48 e 24 horas antes da inoculagéo de Bipolaris oryzae) e submetidas a diferentes
temperaturas (17, 22, 27, 32 e 37°C) por 48 horas. Avaliacdes realizadas 3, 6, 9, 12 e 15 dias apos a
inoculacdo do patégeno e posteriormente mantidas a 25°C. (A) comparacdo entre periodos de
aplicacédo; (B) comparacéo entre tratamentos nas diferentes temperaturas; (C) efeito da temperatura
no isolado DFs416- Bacillus sp.; DFs418- Bacillus sp. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamenteentre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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2.3 Discussao

A maioria dos microrganismos que vivem no solo sdo mesdfilos, resistentes
as flutuacbes de temperatura e adaptados a faixas que variam entre 20 & 45°C
(PEPPER; GENTRY, 2014). As bactérias do género Bacillus sdo capazes de
sobreviver em temperaturas elevadas, e possuem crescimento Otimo em
temperaturas que variam de 25 a 35°C (SHAFI; TIAN; JI, 2017). Os resultados
observados no presente estudo confirmam a capacidade deste género em crescer
sob diferentes condicbes de temperatura, o que pode afetar a producdo de
diferentes compostos relacionados ao biocontrole de doencas e interferir na
efetividade do controle biologico. DFs416 e DFs418 apresentaram menores
absorbéancias na temperatura de 17°C, e atraso nas diferentes fases de crescimento
em comparacdo as demais temperaturas, com duracdo da fase lag de
aproximadamente 15 horas, atingindo a fase estacionaria apés 36 horas de

incubacéao.

Da mesma maneira, Hwang e Huang (2019) estudaram a dinamica do
crescimento de B. cereus e observaram a influéncia de diferentes temperaturas no
crescimento deste isolado, determinando suas temperaturas minimas, 6timas e
maximas de 8,2, 37,6 e 46,8°C respectivamente, corroborando com os resultados
encontrados no presente estudo, onde a temperatura de 37°C resultou em maiores
absorbéancias para os dois isolados, menor fase lag (cerca de trés horas), menor
tempo de geracdo (fase log com maior inclinagéo), atingindo a fase estacionaria a
partir das 15 horas de incubagéao.

Os mecanismos de adaptacdo dos microrganismos as diferentes
temperaturas incluem o desenvolvimento de caracteristicas estruturais especificas,
manutencdo do equilibrio entre a estabilidade molecular e flexibilidade estrutural
(SIDDIQUIE; CAVICCHIOLI, 2006). Outro mecanismo de adaptacao as temperaturas
€ a producdo de proteinas termoestaveis, como 0s chaperonas, especializadas em
auxiliar a redobrar e restaurar outras proteinas apoés a desnaturacdo térmica.
Adaptacdes especificas como aumento do numero de pontes de dissulfeto, aumento

da interacdo dos peptideos arométicos e aumento das ligacdes de hidrogénio entre
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peptideos também explicam a adaptacdo de microrganismos no ambiente,
especialmente a condi¢des extremas de temperatura (PEPPER; GENTRY, 2014).

A transferéncia de elétrons extracelular também foi relatada como uma forma
de adaptacdo das bactérias do género Bacillus ao ambiente, através da
comunicacao de elétrons entre B. subtilis bactéria ndo acidofilica e ndo termofilica, e
0 ambiente, sendo capaz de manter a sua viabilidade em temperaturas de 100°C por
até oito horas, e em ambientes acidos (pH = 1,50) por mais de 2 anos, envolvendo o
cofator nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) como essencial na viabilidade das
células, responsavel por neutralizar os efeitos adversos em ambientes agressivos
(CHEN et al., 2019).

De forma geral, as maiores absorbancias observadas proporcionaram 0s
maiores diametros de col6nia (mm) para motilidade do tipo swarming para ambos 0s
isolados bacterianos, apresentando comportamento decrescente na medida em que
as temperaturas diminuiram. O isolado DFs418 apresentou maior sensibilidade as
diferentes condicbes de temperatura, apresentando maior motilidade quando
incubada a 32°C, o que pode ser atribuido a capacidade especifica do isolado em se
adaptar a esta temperatura, corroborando com outros estudos, onde Bacillus
amyloliqguefaciens apresentou maior motilidade na maior temperatura avaliada
(35°C), com reducao significativa da sua capacidade de locomocéo a medida que as
temperaturas diminuiram (PAPUOLO et al., 2013).

A capacidade de locomocdo dos microrganismos através da motilidade tipo
swarming € uma caracteristica importante do ponto de vista do controle bioldgico,
possibilitando a sobrevivéncia e colonizacdo em diversos ambientes, além de
conferir vantagens competitivas (McCARTER; MORABE, 2019). Gao e
colaboradores (2016) relacionaram a colonizacao de raizes de tomate por B. subtilis
com a sua motilidade, demonstrando inclusive maior eficiéncia na colonizacdo e
sobrevivéncia destes microrganismos do que o fen6meno da quimiotaxia, sugerindo
que mais de 99% da colonizacdo das raizes requer a presenca de flagelos. Além
disso, bactérias do género Bacillus podem manter sua motilidade mesmo apdés
eventos de congelamento e descongelamento, demonstrando potencial deste

género em suportar condi¢cdes adversas de temperaturas (ASADISAD et al., 2014).
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Bactérias biocontroladoras do género Bacillus também podem atuar
produzindo compostos antimicrobianos como enzimas, capazes de hidrolisar os
constituintes da parede celular dos fungos fitopatogénicos, oomicetos e até mesmo
nematoides (ALl et al., 2019). Neste sentido, Jangir e colaboradores (2018)
estudando os mecanismos de biocontrole de Bacillus sp. isolados da rizosfera de
tomate para controle de Fusarium oxysporum, relacionaram a capacidade de
controle do patégeno com a producéo de diferentes enzimas liticas, como protease,
quitinase e B-1,3-glucanase pelos isolados estudados, ressaltando o papel essencial
da lise da parede celular fungica na digestdo das hifas, que uma vez hidrolisadas
séo utilizadas como fonte de carbono pelas bactérias. Além disso, a degradacdo de
constituintes da parede celular pela acdo de enzimas pode facilitar a entrada de
antibioticos e metabdlitos antifingicos nos tecidos do patdgeno. Yu et al., (2017)
selecionaram agentes de biocontrole e associaram maior eficacia de enzimas liticas
como protease, quitinase, celulase e glucanase por isolados de B. altitudinis, B.
cereus, B. pumilus e B. subtilis com a concomitante atividade antagdnica observada

por pareamento direto e no biocontrole de Rhizoctonia solani em arroz.

Ambos o0s isolados estudados produziram caseinases em todas as
temperaturas estudadas, entretanto, diferente dos resultados de crescimento e
motilidade, ambos produziram maiores diametros relativos de halo em menores
temperaturas. Comportamento diferente foi observado para a producédo de
lecetinases, onde o0 isolado DFs416 respondeu positivamente as maiores
temperaturas. Embora existam diversos relatos de bactérias do género Bacillus
produzindo uma gama de enzimas hidroliticas, poucas sdo as informacdes a
respeito da interferéncia da temperatura na produgéo destas enzimas, o que limita o
entendimento de como estes microrganismos atuam sob estresses ambientais. No
entanto, estudos indicam que a produgdo de enzimas por Trichoderma sp. por
exemplo, sofrem alteracbes em funcédo da temperatura e do pH dos ambientes que
crescem (SARAVANAKUMAR et al., 2016), em concordancia com o observado no

presente estudo.

7

Outra forma dos microrganismos atuarem frente aos fitopatdgenos é pela
producdo de compostos antimicrobianos volateis, difundidos principalmente nos
poros do solo, e que podem facilmente alcancar longas distancias (TYC et al., 2017).

Diversos estudos relatam o efeito antagonista de bactérias do género Bacillus contra
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uma gama de fitopatdgenos, incluindo fungos (GAO et al., 2017) e oomicetos a partir
da producgio de compostos volateis como pirazinas, cetonas e sulfoxidos (MENDEZ-
BRAVO et al., 2018). Guevara-Avendafio e colaboradores (2019) investigaram a
atividade antifungica a partir de compostos volateis produzidos por bactérias do
género Bacillus para o controle de Fusarium solani, Colletotrichum gloeosporioides e
Phytophthora cinnamomi, identificando a presenca de cetonas, pirazinas e
compostos contendo enxofre responsaveis por inibicbes superiores a 20% do
crescimento micelial dos fungos estudados. Os mesmos autores também
observaram alterag6es morfolégicas induzidas nas hifas fangicas e relacionaram a
producdo de diferentes compostos volateis emitidos pelos isolados bacterianos. No
presente estudo, pode-se observar influéncia das diferentes temperaturas na
inibicdo do crescimento micelial de B. oryzae. Para os isolados DFs416 e DFs418,
as temperaturas de 32°C e 17°C respectivamente, resultaram em maior inibicdo do

crescimento micelial.

Além da atividade antagbnica contra diversos fitopatdgenos, bactérias do
género Bacillus foram relatadas produzindo compostos volateis capazes de atuar
como moduladores de crescimento de plantas, acetoina e 2,3-butanodiol foram
identificados sendo produzidos por B. mojavensis responsaveis pela promocao
significativa do crescimento de plantulas de Arabidopsis thaliana (RATH; MITCHELL,
OURO; 2018).

A producéo de compostos antimicrobianos hidrossolUveis também vem sendo
investigada como mecanismo de acdo de bactérias do género Bacillus, dentre
bacteriocinas, iturinas, surfactinas, bacilomicina e fengicinas (SUN et al., 2006;
SHARMA, SINGH, VERMA, 2018; YANG et al., 2018). Estes compostos afetam as
células-alvo ao nivel de membrana, causando deformacdes nas hifas flngicas,
resultando em vacuolizac&o, vazamento de protoplasto e fenda micelial, provocando
a morte das células (FIRA et al., 2018).

O controle de R. solani, F. oxysporum, Pythium irregulare, Botrytis cinerea foi
atribuido ao lipopeptideo Iturina A, produzido por espécies do género Bacillus
(ZHAO et al., 2014), enquanto pumilacidina, produzido por B. pumilus foi relacionado
ao controle de R. solani, P. aphanidermatum e Sclerotium rolfsii (MELO et al., 2009).
B. licheniformis e B. amyloliquefaciens produzem surfactina e fengicina, capazes de

atuar no controle de Penicillium italicum, F. culmorum, B. cinerea, Magnaporthe
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grisea e Erysiphe graminis (SUN et al., 2006; TENDULKAR et al., 2007; MNIF;
GHRIBI, 2015), demonstrando potencial do género Bacillus em produzir uma gama
de compostos antimicrobianos, que atuam em diferentes espécies de patégenos. O
efeito antagbnico dos isolados bacterianos DFs416 e DFs418 in vitro frente a B.
oryzae foi observado nas temperaturas de 22, 27 e 32°C, com diminuicao
significativa do crescimento micelial do fungo em até 33%, podendo ser atribuido a

producao de diferentes compostos antimicrobianos hidrossoluveis.

Folhas destacadas para avaliagdo do controle biolégico de doencas da cultura
do arroz jA vem sendo utilizadas por diversos autores (KUMAR et al.,, 2011).
Shabanamol e colaboradores (2018) avaliaram o efeito de bactérias diazotréficas no
controle de R. solani em arroz, observando diminuigéo significativa do tamanho das
lesbes em folhas destacadas, demonstrando a eficiéncia do método nesse tipo de
abordagem. Nos ensaios in vivo a partir da pulverizacdo das biocontroladoras em
folhas destacadas de arroz, os isolados DFs416 e DFs418 foram eficientes no
controle da mancha-parda, diminuindo significativamente as lesdes causadas por B.
oryzae, especialmente nos tratamentos preventivos. Bactérias do género Bacillus
foram relatadas intensificando a expressao de genes, induzindo mecanismos de
resisténcia envolvidos nas vias do acido salicilico, &cido jasmonico e etileno,
sugerindo reacfes de defesa apdés interacdo com B. amyloliquefaciens FZB42. Além
disso, foram observados aumentos de fitoalexinas entre 24 e 48 horas apos
interacdo da planta com o biocontrolador (XIE et al., 2017). Neste sentido é possivel
explicar a efetividade dos tratamentos preventivos no presente estudo pela inducao

de resisténcia.

Resultados similares aos encontrados para folhas destacadas para controle
de B. oryzae foram observados nos ensaios in planta de pulverizacédo preventiva de
DFs416 e DFs418, 48 e 24 horas antes da inoculacdo do patégeno, sob influéncia
das diferentes temperaturas. Ambos o0s isolados apresentaram resultados
semelhantes reduzindo significativamente a AACPS em todas as temperaturas
estudadas. O periodo preventivo de 48 horas foi mais efetivo, o que poderia ser
atribuido a capacidade das bactérias do género Bacillus em induzir resisténcia
sistémica (ISR), como observado por Chandler e colaboradores (2015), que
relacionaram o potencial de B. subtilis BBG111 em desencadear ISR em arroz

contra R. solani, a partir do reconhecimento da interacdo microrganismo/planta e
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inducdo de sinalizadores, aumentando consequentemente as respostas de defesa
da planta.

Chithrashree e colaboradores (2011) atribuiram o aumento das enzimas
fenilalanina amonia liase, peroxidase e polifenol oxidase em mudas de arroz tratadas
com B. subtilis e B. pumilus com a supressao direta e indireta do desenvolvimento
de Xanthomonas oryzae pv. oryzae, proporcionando ainda maior germinagao e vigor
das plantas quando realizado o tratamento de sementes com as bactérias
biocontroladoras, atestando o potencial deste género na inducdo de resisténcia
contra doencas de origem bacteriana, assim como na promoc¢ao de crescimento

vegetal.

Ja existem formulacbes a base de Bacillus, demonstrando a efetividade
destes microrganismos no controle de doencas do arroz a partir da pulverizagao
foliar. Meng e colaboradores (2015), buscando avaliar formulacées em pé da estirpe
T429 de B. subtilis aplicadas por pulverizagao foliar para controle de Magnaporthe
grisea, demonstraram a efetividade e viabilidade das formulacGes atingindo
controles de até 78%, similares ao controle quimico usualmente utilizado.
Observaram também a biocompatibilidade com moléculas quimicas, agentes
dispersantes e adesivos misturados as formulacdes, além de revelar longa vida util
(mais de 12 meses sem perder a viabilidade). Liu et al., (2018) também observaram
efeitos sinérgicos da aplicacdo combinada de B. subtilis H158 e estrobilurinas no
controle da queima das bainhas do arroz e sobrevivéncia de H158 nas folhas de

arroz apos 10 dias de aplicacdo em campo.

Os dados obtidos apontam estabilidade dos isolados biocontroladores nas
diferentes temperaturas, caracteristica desejavel no controle biolégico de doencas.
Entretanto, apesar de diversos autores comprovarem a efetividade do controle
biol6gico de doengas a partir da pulverizagdo e ou microbiolizagdo de bactérias do
género Bacillus, estudos referentes ao efeito da temperatura no controle de doencas
por estes microrganismos sao restritos. No presente estudo foi possivel observar
que as bactérias do género Bacillus atuam por diferentes mecanismos de acao do
controle biologico (parasitismo, antibiose, competicdo e inducdo de resisténcia) e
que sua efetividade se da principalmente pela capacidade de produzir uma
diversidade de compostos que respondem de forma distinta as flutuacbes de

temperatura, sem no entanto, reduzir sua capacidade de controle in planta o que
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permite pensar que serdo eficientes em condigbes de campo (onde h& flutuacdes
diarias da temperatura), ou mesmo sob condi¢des de estresse de temperatura.
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3. Titulo 1I: Influéncia da temperatura na producdo de compostos
antimicrobianos e no controle da mancha-parda do arroz por bactérias
biocontroladoras do género Pseudomonas.

O arroz (Oryza sativa L.) € amplamente cultivado no mundo e no Brasil,
principalmente na regido sul. Segundo a FAO, em 2016 foram produzidas mais de
10 milhdes de toneladas do gréo no Brasil, e o consumo foi de 45 Kg por habitante.
Apesar do grande volume produzido, existem fatores limitantes para sua
produtividade, de origem abidtica, principalmente temperatura e precipitacdo, e

fatores bidticos como a incidéncia de doencas (MACLEAN et al., 2013).

Dentre as inumeras doencas que incidem sobre a cultura, destacam-se
aguelas da parte aérea, como brusone, escaldadura, queima-das-bainhas e a
mancha-parda, capazes de reduzir a produtividade da cultura em até 50%
(BEDENDO; PRABHU, 2016). A mancha-parda, causada por Bipolaris oryzae, €&
uma das doencas mais importantes da cultura do arroz, distribuida nas regides
orizicolas do Brasil e do mundo, principalmente em zonas de clima tropical (FARR;
ROSSMAN, 2018). Os sintomas podem ser encontrados em toda planta,
especialmente em folhas e grédos, em forma de manchas marrons, em tonalidades
escuras aavermelhadas, arredondadas ou ovaladas, com centro de coloracéo cinza
(BEDENDO; PRABHU, 2016). Além disso, os estadios iniciais e finais de
desenvolvimento da planta sdo 0s mais suscetiveis para ocorréncia da mancha-
parda (PADMANABHAN; GANGULY; 1954).

Diante da importancia da cultura do arroz, buscam-se métodos de controle de
doencas capazes de proporcionar maior producéo e qualidade dos graos. No Brasil,
existem 72 produtos registrados para o controle da mancha-parda, 28 destes
extremamente toxicos, 8 altamente tdéxicos e 36 mediamente tdxicos, principalmente
dos grupos quimicos dos triazéis, estrobilurinas e ditiocarbamatos. Da totalidade, 51
séo classificados como muito perigosos ao meio ambiente (classificagdo ambiental
Il) (AGROFIT, 2019).
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Em razéo da preocupacao crescente com 0s problemas ambientais causados
pelas atividades agricolas e principalmente pelo uso indiscriminado de agrotoxicos
no controle de doencas (GUPTA, 2016), buscam-se alternativas de controle que
causem menor impacto ambiental e proporcionem maior equilibrio aos ecossistemas
(CHEEKE, COLEMAN, WALL, 2013; MOORE, DE RUITER, 2013).

Assim, o controle biolégico de doencas na cultura do arroz surge como
alternativa, utilizando microrganismos benéficos (BERENDSEN et al., 2012),
capazes de alcancar controles proximos ou superiores aos proporcionados pelo
controle quimico (VIDHYASEKARAN et al., 1997; COMMARE et al., 2002; JOSHI et
al., 2007; LUDWIG et al., 2009; VIDHYASEKARAN, MUTHAMILAN, 2010; SOUZA
JUNIOR et al, 2010; LUDWIG, MOURA, GOMES, 2013; MOURA et al., 2014;
SOUZA JUNIOR et al., 2017).

Dentre os microrganismos relatados no controle de doencas da cultura do
arroz, destacam-se as bactérias do género Pseudomonas. Estes microrganismossao
aerébios, Gram-negativos, em forma de bastonetes, possuem mudltiplos flagelos,
adaptados para colonizar a rizosfera das plantas cultivadas em diferentes condi¢des
edafocliméticas, podendo ser encontrados em diversos ambientes (PRASAD,;
KUMAR; VARMA, 2015; DAVID, CHANDRASEHAR, SELVAN, 2018). Possuem

rapido crescimento in vitro, podendo ser facilmente produzidos em massa.

Espécies desse género sdo conhecidas pela capacidade de produzir uma
ampla diversidade de metabdlitos como antibidticos como 2,4-diacetilflorogucinol,
pirrolnitrina, piocianina; compostos volateis, além de substancias promotoras de
crescimento como acido indol-acético, citocininas, giberlinas e inibidores da
producdo de etileno (PRASAD et al., 2015; DAVID; CHANDRASEHAR, SELVAN,
2018), o0 que as capacita como potenciais biocontroladoras de doencas de plantas e

promotoras de crescimento vegetal.

Bactérias do género Pseudomonas também podem atuar pelo parasitismo por
produzirem diversas enzimas hidroliticas capazes de degradar a parede celular dos
fitopatdgenos, composta principalmente por quitina e glucano (POTGIETER,
ALEXANDER, 1996). Também atuam por inducéo de resisténcia sistémica contra

uma ampla gama de patégenos fungicos, bacterianos e virais, além de insetos e
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nematoides (NAGARAJKUMAR; BHASKARAN; VELAZHAHAN, 2004,
NAGARAJKUMAR et al., 2005; DAVID, CHANDRASEHAR, SELVAN, 2018).

Seus mecanismos de acdo contra fitopatdgenos também incluem a
competicdo por nutrientes e espaco no ambiente, tornando nutrientes que sao
essenciais para o crescimento e desenvolvimento dos patégenos restritos, como o
ferro, pela producdo de sideroforos (PIERSON, THOMASHOW, 1992; DAVID;
CHANDRASEHAR, SELVAN, 2018).

Adicionalmente, bactérias do género Pseudomonas podem conferir tolerancia
a estresses provocados por aleloquimicos produzidos por outras plantas (REGO et
al., 2018), tolerar o estresse hidrico, a partir do estimulo da expressdo génica,
principalmente no estadio reprodutivo da planta (SAAKRE et al., 2017), auxiliar na
absorcdo de nutrientes como fosforo, potéssio e nitrogénio (SINGH; SINGH,;
SHUKLA, 2005; LAVAKUSH et al.,2014; ETESAMI, ALIKHNI, 2016).

Pseudomonas sp. tem faixa ideal de crescimento em temperaturas que
variam de 25 a 30°C. Em temperaturas abaixo e acima da faixa ideal, sao relatadas
algumas alteracdes em relacédo a producdo de enzimas, e assim 0 seu crescimento
e desempenho quanto a producdo de compostos relacionados ao controle biologico
podem ser prejudicados (DAVID, CHANDRASEHAR, SELVAN, 2018).

FormulacbGes de produtos a base de bactérias do género Pseudomonas ja
vem sendo estudadas e testadas na cultura do arroz para controle de doencas
fungicas, como Rhizoctonia solani (COMMARE et al., 2002; VIDHYASEKARAN,
MUTHAMILAN, 2010) e Pyricularia oryzae em aplicacdes foliares e tratamento de
sementes, demonstrando efetividade no controle e incremento da producdo
(VIDHYASEKARAN et al., 1997). Porém, estudos utilizando pulverizacao foliar para
controle de B. oryzae ndo sdo relatados na literatura, assim como o efeito da

temperatura no controle de doencas do arroz.

Os isolados de Pseudomonas DFs185 e DFs223 sao conhecidos por controlar
B. oryzae quando aplicados via microbiolizagdo de sementes. No entanto, ndo se
conhece seu efeito quando pulverizados nas folhas e nem seu comportamento em
temperaturas fora da faixa ideal. Diante do exposto, o objetivo do estudo foi avaliar a
capacidade de bactérias pré-selecionadas como biocontroladoras de doencas de

plantas do género Pseudomonas, DFs185 e DFs223, por meio de estudos in vitro
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guanto ao seu crescimento e producdo de compostos relacionados ao biocontrole,
bem como o biocontrole da mancha-parda em arroz sob condi¢cdes de estresses

ambientais.
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3.1 Material e Métodos

Todos os ensaios executados no Titulo Il foram realizados conforme os
descritos no item 2.1 do Titulo I. Influéncia da temperatura na producdo de
compostos antimicrobianos e no controle da mancha-parda do arroz por bactérias
biocontroladoras Bacillus sp., e as bactérias biocontroladoras estudadas foram

DFs185- Pseudomonas synxantha e DFs223- Pseudomonas fluorescens.



53

3.2 Resultados

3.2.1 Curva de crescimento quantitativo
Na avaliagdo do crescimento dos isolados de Pseudomonas DFs185 e

DFs223, em meio liquido, sob agitacdo continua, observa-se que ambos os isolados
bacterianos apresentaram curvas de crescimento muito similares nas diferentes
temperaturas (exceto a 37°C). Os maiores valores de absorbancia ocorreram nas
temperaturas de 22 e 27°C; e os menores, nas temperaturas de 37°C e 32°C,

demonstrando melhor crescimento em temperaturas intermediarias.

Em relacdo as diferentes fases de crescimento, a fase lag para ambos os
isolados, foi prolongada nas temperaturas onde o crescimento foi menor (17, 32 e
37°C). A fase estacionaria foi iniciada em menor tempo de incubacdo nas
temperaturas de 22 e 27 °C, onde se observaram as maiores absorbancias.
Observou-se um atraso do inicio da fase estacionaria nas temperaturas de menor
crescimento, culminando com DFs223 a 37 °C, onde mesmo ap6s 54 horas ainda

ocorria crescimento exponencial. (Fig.8).

DFs185 DFs223

Absorbancia (A540)

Tempa () Temgo (h)

Figura 8- Curva de crescimento dos isolados biocontroladores medido por meio da absorbancia
(540nm) apos 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 37, 30, 33, 36, 48 e 52 horas de incubacdo em meio Caldo
Nutriente sob agitagdo continua (100 rpm) em diferentes temperaturas (17, 22, 27, 32 e 37°C).
DFs185- Pseudomonas synxantha; DFs223- Pseudomonas fluorescens.
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3.2.2 Motilidade

A motilidade do tipo swarming, em meio Luria-Bertani (0,6% de &gar) avaliada
apos 48 horas de incubacao para o isolado DFs185 foi reduzida e ndo se observou
efeito das diferentes temperaturas (Fig.9A). Em contrapartida, para DFs223, houve
interag&o significativa entre isolado e temperaturas, o ajuste da regresséo polinomial
foi de terceiro grau e R?=0,81. A maior motilidade observada para DFs223 foi a 22°C

(Fig.9B) e menor nas temperaturas de 27, 32 e 37°C.

A motilidade do isolado DFs223 quando comparados com o isolado DFs185
foi significativamente maior nas temperaturas de 17 e 22°C, nas demais

temperaturas ndo houve diferenca significativa (Fig.9C).
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Figura 9- - Motilidade do tipo swarming dos isolados biocontroladores apds 48 horas de incubagédo em
meio Luria-Bertani (0,6% de &gar) sob diferentes temperaturas (17, 22, 27, 32 e 37°C). (A) DFs185-
Pseudomonas synxantha; (B) DFs223- Pseudomonas fluorescens; (C) comparacgéo entre tratamentos
em diferentes temperaturas. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.2.3 Enzimas hidroliticas: proteinases e lipases

A avaliacdo da capacidade de hidrolise de proteinases (caseina) ocorreu apos
48 horas de incubacdo, ocorrendo interacdo significativa entre isolados e
temperaturas. Para ambos isolados, ajustaram-se equacdes do tipo polinomiais de
segundo grau, correspondendo a R?=0,91 e R?=0,97 respectivamente. Os isolados

bacterianos (Fig.10A e Fig.10B) apresentaram, de forma geral, comportamento
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semelhante, com menor diametro relativo do halo nas temperaturas mais elevadas.
Nas temperaturas de 32 e 37°C, DFs223 n&o foi capaz de hidrolisar caseina.

Comparando os isolados em cada temperatura, verifica-se que o isolado
DFs185 apresentou maiores diametros relativos de halo em todas as temperaturas
estudadas (Fig.10C).
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Figura 10- Producdo de caseinase de isolados biocontroladores em diferentes temperaturas de
incubacdo em meio de cultura Leite-Agar. (A) DFs185- Pseudomonas synxantha; (B) DFs223-
Pseudomonas fluorescens; (C) comparacéo entre tratamentos em diferentes temperaturas apds 48
horas de incubacgédo. Para céalculo do diametro relativo do halo (JRH), foi utilizada a seguinte formula:
PRH= (OH — @C /| @C, onde JC= didmetro das colbnias, dH= didmetro dos halos formados, em dois
sentidos diametralmente opostos. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Na avaliagdo da capacidade dos isolados bacterianos hidrolisarem lecitina,
apos 48 horas de incubacdo, ocorreu interacdo significativa entre isolados e
temperaturas. Para ambos DFs185 e DFs223, ajustaram-se equacfes do tipo
polinomiais de segundo grau, correspondendo a R?%=0,78 e R?%=0,79

respectivamente.

Os isolados apresentaram comportamento distinto em relacdo as
temperaturas: DFs185 produziu maiores diametros relativos de halo (Fig.11A) na
temperatura de 37°C, apresentando comportamento decrescente com a reducao das
temperaturas. DFs223 (Fig.11B), ao contrério, ndo produziu halos de degradacao
nas maiores temperaturas (32 e 37°C), sendo o maior halo observado a 22°C.
Quando comparados os isolados entre si, DFs185 apresentou os maiores diametros
relativos de halo nas temperaturas de 27, 32 e 37°C (Fig.11C), nao diferindo de
DFs223 nas temperaturas de 17 e 22°C.
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Figura 11- Produgdo de lecitinase de isolados biocontroladores em diferentes temperaturas de
incubacdo em meio de lecitina (4%). (A) DFs185- Pseudomonas synxantha; (B) DFs223-
Pseudomonas fluorescens; (C) comparacao entre tratamentos em diferentes temperaturas, apds 48
horas de incubac&o. Para calculo do didmetro relativo do halo (@RH), foi utilizada a seguinte férmula:
PRH= (BH — &C | @C, onde @C= didmetro das colbnias, @H= didmetro dos halos formados, em dois
sentidos diametralmente opostos. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.2.4 Compostos antimicrobianos: volateis e hidrossoluveis

A avaliacdo de compostos volateis em meio BDA Y dextrose foi realizada
apos cinco dias de incubacédo. A temperatura de 37°C nao foi avaliada devido a
incapacidade de crescimento do fungo. Houve interacéo significativa entre isolados e
temperaturas, ajustando-se uma equacao do tipo polinomialde terceiro grau para o
isolado DFs185 com R2=1 (Fig.12A). Para DFs223 n&o houve efeito da temperatura
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para o crescimento micelial de Bipolaris oryzae (Fig.12B e 12C) ndo sendo possivel

realizar o ajuste

O crescimento fungico foi menor quando incubado a 17°C para o tratamento
DFs185 (Fig.12A), seguido pelas temperaturas de 32 e 22°C, ambas as reducdes
significativas (Fig.12C).
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Figura 12- Crescimento micelial de Bipolaris oryzae pelos isolados biocontroladores por meio de
compostos volateis apds 5 dias de incubacdo em placas de Petri contendo BDA Y2 dextrose sob
diferentes temperaturas. (A) DFs185- Pseudomonas synxantha; (B) DFs223- Pseudomonas
fluorescens; (C) comparacd@o entre tratamentos em diferentes temperaturas. Médias seguidas da
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Na avaliacdo da producdo de antimicrobianos hidrossollveis apés seis dias
de incubacdo em meio BDA Y2 dextrose, houve interacdo significativa entre isolados
e temperaturas. Para DFs185 e DFs223, ajustaram-se equagdes do tipo polinomiais

de segundo grau, correspondendo a R?=0,99 e R?=0,98 respectivamente.
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Os isolados DFs185 e DFs223 apresentaram comportamento similar em
relacdo as diferentes temperaturas (Fig.13A e 13.B) permitindo maior crescimento

fungico a 27°C e menor a 17°C.

Quando a comparacgéao foi realizada entre os tratamentos dentro de cada
temperatura estudada, houve reducdo significativa do patdbgeno por ambos o0s
isolados em todas as temperaturas, porém DFs223foi mais eficiente que DFs185

nas temperaturas intermediarias (22 e 27°C) (Fig.13C).
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Figura 13- Crescimento micelial de Bipolaris oryzae em pareamento com os isolados biocontroladores
em meio BDA % dextrose apés 6 dias de incubagdo sob diferentes temperaturas. (A) DFs185-
Pseudomonas synxantha; (B) DFs223- Pseudomonas fluorescens; (C) comparacgdo entre tratamentos
em diferentes temperaturas. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamenteentre si
pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.2.5 Biocontrole in vivo da mancha-parda

3.2.5.1 Folhas destacadas de arroz em estadio V9/R1

Para o biocontrole in vivo a partir de folhas destacadas de arroz em estadio
V9-R1, todos os fatores analisados resultaram em interagdo significativa. As
pulverizacdes com os isolados DFs185 e DFs223 foram capazes de diminuir
significativamente a doenca, ndo havendo diferenca entre os periodos de aplicacéo,
exceto para DFs223 quando o maior tempo (48 horas) resultou em menor incidéncia
da doenca (Tab.3). Por outro lado, o isolado DFs223 foi mais eficiente nos periodos
de pulverizacdo preventivas (48 e 24 horas antes da inoculacdo de B. oryzae),
reduzindo tanto a incidéncia quanto a severidade da mancha-parda em relacdo a
testemunha. O isolado DFs185 reduziu somente a incidéncia quando aplicado 24
horas antes da inoculag&o, néo diferindo significativamente da testemunha quanto a
severidade (Tab.3)

Tabela 3- Biocontrole in vivo da mancha-parda (Bipolaris oryzae) representada
pela medicdo do tamanho das lesGes a partir do software ImageJ em folhas
destacadas de arroz em estadio V9 pulverizadas (preventivas) com isolados
biocontroladores 24 e 48 horas antes da inoculacdo do patdgeno (Bipolaris
oryzae). DFs185- Pseudomonas synxantha; DFs223- Pseudomonas fluorescens.

Incidéncia
24 horas 48 horas
Test 8125 a A 83,33 a A
DFs185 3542 b A 4583 ab A
DFs223 3333 b A 1250 b B
Média 50,00 A 47,22 A
Severidade
24 horas 48 horas
Test 0,0775 a A 0,0705 a A
DFs185 0,0232 ab A 0,0288 ab A
DFs223 0,0079 b A 0,0044 b A
Média 0,0360 A 0,0350 A

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de
comparacao multipla de Dunn (alternativa ndo paramétrica para comparacfes multiplas), mailsculas
na horizontal, mindsculas na linha. Foi considerado como significativo um valor-p menor ou igual a
0,05. Incidéncia final avaliada as 48 horas apds a inoculagdo de Bipolaris oryzae pela porcentagem
de folhas com sintomas. Severidade foi avaliada através da medicao das lesGes presentes nas folhas.
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Nas avaliagbes das pulverizagdes curativas (24 e 48 horas depois da
inoculacdo de B. oryzae), o periodo de 24 horas depois, resultou em menor
incidéncia da mancha-parda para ambos os isolados, ndo havendo diferencas entre
periodos para a severidade dos sintomas. Adicionalmente, a reducdo da severidade
ocorreu somente pela pulverizacdo curativa de DFs185, 24 horas ap0s inoculacdo
de B. oryzae (Tab.4).

Tabela 4- Biocontrole in vivo da mancha-parda (Bipolaris oryzae)
representada pela medicdo do tamanho das lesGes a partir do software
ImageJ em folhas destacadas de arroz em estadio V9 pulverizadas (curativas)
com isolados biocontroladores 24 e 48 horas depois da inoculacdo do
patdogeno (Bipolaris oryzae). DFs185- Pseudomonas synxantha; DFs223-
Pseudomonas fluorescens.

Incidéncia
24 horas 48 horas
Test 75,00 a A 77,08 a A
DFs185 4375 b B 68,75 a A
DFs223 56,25 ab B 83,33 a A
Média 58,33 B 76,39 A
Severidade
24 horas 48 horas
Test 0,0948 a A 0,0619 b A
DFs185 0,0247 b A 0,1465 a A
DFs223 0,0522 ab A 0,0988 ab A
Média 0,0570 B 0,102 A

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de
comparacao multipla de Dunn (alternativa ndo paramétrica para comparac¢des mltiplas), mailsculas
na horizontal, mindsculas na linha. Foi considerado como significativo um valor-p menor ou igual a
0,05. Incidéncia final avaliada as 48 horas apds a inoculacdo de Bipolaris oryzae pela porcentagem
de folhas com sintomas. Severidade foi avaliada através da medicé@o das lesbes presentes nas folhas.

3.2.5.2 Plantas de arroz em estadio V3 em diferentes temperaturas

Para pulverizagéo foliar preventiva dos isolados bacterianos (48 e 24 horas
antes da inoculacdo de B. oryzae) objetivando o controle da mancha-parda, em
plantas de arroz em estadio V3-V4, ndo houve interacdo significativa entre periodos

e 0s demais fatores analisados (isolados e temperaturas), sendo possivel observar
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que o periodo de pulverizacdo de 48 horas antes da inoculagdo do patdgeno

proporcionou os menores valores de AACPS (Fig.14B).

Entretanto, analisando o efeito dos tratamentos nas diferentes temperaturas,
observou-se interacdo significativa, deste modo foi realizado o desdobramento da
interacdo. Ambos os isolados apresentaram valores significativamente menores de
AACPS em comparacdo a testemunha em todas as temperaturas (até 70% na
temperatura de 27°C), ndo diferindo entre si (Fig.14A). Nao foi possivel realizar o

ajuste de nenhuma das regressbes para efeitos de temperatura em relagdo aos

tratamentos.
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Figura 14- Severidade da mancha-parda representada pela &rea abaixo da curva de progresso da
severidade (AACPS) em plantas de arroz em estadio V3-V4, pulverizadas com biocontroladores em
diferentes periodos (48 e 24 horas antes da inoculagdo de Bipolaris oryzae) e submetidas a diferentes
temperaturas (17, 22, 27, 32 e 37°C) por 48 horas. Avaliacdes realizadas 3, 6, 9, 12 e 15 dias apés a
inoculacdo do patégeno e posteriormente mantidas a 25°C. (A) comparacdo entre tratamentos nas
diferentes temperaturas; (B) comparag¢do entre periodos de aplicacdo. DFs185- Pseudomonas
synxantha; DFs223- Pseudomonas fluorescens. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.3 Discussao

As bactérias do género Pseudomonas sdo mesofilas, tendo como temperatura
ideal de crescimento 25 a 30°C (DAVID, CHANDRASEHAR, SELVAN, 2018),
corroborando com os resultados encontrados no presente estudo, onde ambos o0s
isolados (DFs185 e DFs223) obtiveram maiores absorbancias nas temperaturas de
22 e 27°C, assim como maior duracdo da fase lag nas temperaturas de 17, 32 e
37°C. No presente estudo, ambos os isolados foram capazes de crescer em todas
as temperaturas, 0 que os torna interessantes do ponto de vista do controle
biolégico, principalmente no que diz respeito as flutuacbes de temperatura ao longo
do dia, tornando-as capazes de persistir no ambiente e desempenhar suas funcdes
em temperaturas abaixo e acima da considerada ideal. Além disso, a capacidade de
crescimento em todas as temperaturas estudadas pode afetar a producédo de

diferentes compostos e por conseguinte afetar a eficiéncia do controle biolégico.

Microrganismos candidatos a potenciais biocontroladores de doencas passam
por diversos testes iniciais de selecdo, baseados em diferentes critérios. Alguns
critérios levam em consideracéo a producao de determinado composto de interesse,
em outros 0s microrganismos sado previamente selecionados em funcdo da
temperatura de crescimento (KOHL et al., 2011). Apesar de alguns critérios iniciais
de selecdo excluirem candidatos com capacidade de crescimento em temperatura
corporal (37°C), fato este que pode dificultar o seu registro como produto formulado,
esta caracteristica pode ser uma vantagem, visto que a mesma poderia se

estabelecer em condicdes tropicais.

O controle biolégico de doencas pode se dar por diferentes mecanismos de
acdo, como competicdo por espaco (motilidade e colonizacdo de superficies),
parasitismo (mediado por enzimas liticas), antibiose (pela produ¢do de compostos
antimicrobianos volateis e hidrossoluveis) e indugdo de resisténcia (producdo de
compostos relacionados a resisténcia sistémica induzida). Cada um destes
mecanismos, em maior ou menor grau, pode ser afetado tanto pelo tamanho da
populacdo do biocontrolador, quanto pela sua capacidade em produzir respostas

distintas em fungao das flutuagcbes de temperatura, sao esperadas para diferentes
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isolados e aspectos estudados. Entretanto, apesar da temperatura influenciar na
taxa de crescimento e producdo de compostos envolvidos no biocontrole pelos
microrganismos, a taxa de crescimento Otima pode ndo estar diretamente
relacionada a capacidade da producdo maxima (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1996),
ou seja, mesmo em temperaturas onde o crescimento bacteriano é retardado ou
acelerado, é possivel que ocorram os processos de degradacdo e producdo destes

compostos.

No presente estudo, de forma geral, apesar das maiores absorbancias para
ambos os isolados encontrarem-se entre 22 e 27°C, a motilidade nao foi afetada
pela temperatura para o isolado DFs185, mostrando comportamento estavel mesmo
em temperaturas abaixo ou a cima da faixa ideal de crescimento. Este fato pode ser
atribuido a limitada capacidade de movimentagcdo aqui observada. No entanto, 0s
isolados estudados n&o foram avaliados para outras formas de motilidade
existentes. Em contrapartida, para DFs223 a temperatura de maior absorbancia foi a
que resultou em maiores diametros de colbnia, indicando maior populacao
bacteriana, o que vai de encontro com a definigdo de motilidade do tipo swarming,
definida como um movimento bacteriano rapido e multicelular (KEARNS, 2010).
Neste contexto Andreoglou e colaboradores (2003), estudando a influéncia de
diferentes temperaturas (12, 15, 18, 21, 24, 27 e 30° na motilidade de P.
oryzihabitants observaram forte influénciada temperatura, sendo maxima a 26°C e

reduzida a temperaturas abaixo de 18°C.

A motilidade do tipo swarming envolve o0 movimento coletivo de bactérias, que
sob condi¢cbes adequadas de nutrientes e umidade, podem colonizar rapidamente as
superficies de tecidos (JARREL; McBRIDE; 2008). A capacidade de se locomover
em ambientes distintos contribui para a sobrevivéncia e colonizacdo, além de
conferir vantagens para competir com outros microrganismos (McCARTER,;

MORABE; 2019), e assim sendo, essencial para o sucesso do controle bioldgico.

Bactérias biocontroladoras também podem produzir enzimas liticas capazes
de atuar sobre os fitopatégenos a partir da degradagcédo de compostos constituintes
da parede celular (ALl et al.,, 2019). Bactérias do género Pseudomonas s&o
relatadas em diversos trabalhos produzindo enzimas responsaveis pelo controle de
doencas de plantas, incluindo proteases e lipases, que auxiliam na degradacgéo da
parede celular de fungos e nematoides (GEORGIEVA et al., 2018; CHENNIAPPAN
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et al., 2019), Neste sentido Hernandez-Ledn e colaboradores (2015), relacionaram a
atividade de proteases produzidas por P. fluorescens no controle de uma gama de
fungos fitopatogénicos, incluindo Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia
solani, Diaporthe phaseolorum e Colletotrichum lindemthianum. No presente estudo,
os isolados DFs185 e DFs223 foram capazes de hidrolisar caseina (proteina),
entretanto, a maior produgédo da enzima ocorreu em temperaturas menores, sendo
fortemente reduzida a partir de 27°C, o que poderia interferir na capacidade de
parasitar o patdgeno, porém esta habilidade ndo foi aqui avaliada. O isolado DFs223

ndo foi capaz de hidrolisar caseina nas temperaturas de 32 e 37°C.

Por outro lado ambos os isolados bacterianos também foram afetados pelas
diferentes temperaturas, apresentando comportamento distinto. DFs185 produziu
maiores halos de degradacdo de lecetina nas maiores temperaturas, em
contrapartida, para DFs223 a maior producdo da enzima ocorreu nas menores
temperaturas, reforcando a interferéncia das diferentes temperaturas na producédo

das enzimas estudadas.

A literatura ndo dispbe de muitas informacdes acerca da producdo de
enzimas por bactérias do género Pseudomonas em funcdo da temperatura.
Entretanto, alguns estudos indicam que a producdo enzimatica é alterada, como
observado por Saravanakumar et al. (2016), onde o fungo biocontrolador
Trichoderma sp., respondeu de forma distinta em funcéo das temperaturas e pH, em
concordancia com as diferencas na producdo enzimatica dos isolados bacterianos
DFs185 e DFs223.

Outra forma das bactérias biocontroladoras do género Pseudomonas atuarem
frente aos fitopatdgenos é através da producdo de compostos antimicrobianos
volateis, incluindo aldeidos, cetonas, éalcoois, metanotiol, sulfeto de dimetila e
trissulfeto de dimetila (HERNANDEZ-LEON et al., 2015). Li e colaboradores (2012)
sugeriram que 0s compostos volateis liberados por bactérias podem penetrar as
células fungicas, aumentar a vacuolizacdo e retracdo da membrana plasmatica,
afetando sua permeabilidade. Adicionalmente, os volateis liberados por bactérias
podem induzir resisténcia sistémica nas plantas (SANTORO et al., 2011; PARK et
al., 2015; VAISHNAV et al., 2015).
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Compostos volateis liberados por Pseudomonas sao relatados inibindo
crescimento micelial de diversos fungos, como R. solani, Sclerotinia sclerotiorum,
além de oomicetos, como Phytophthora vignae (FERNANDO; LINDERMAN, 1994;
FERNANDO et al., 2005; ELKAHOUI et al.,, 2015). Neste sentido, os resultados
encontrados no presente estudo, mostram efeitos de volateis produzidos pelo
isolado DFs185 diminuindo o crescimento micelial de B. oryzae nas diferentes
temperaturas (17, 22 e 32°C), no entanto nédo foi possivel determinar quais foram os

compostos volateis responsaveis pela inibicéo.

Outro mecanismo de controle de doencas utilizado pelas bactérias do género
Pseudomonas €é a antibiose, pela producdo de compostos antimicrobianos
hidrossoluveis, que suprimem ou reduzem o crescimento e esporulacdo de
fitopatogenos, sendo eles 2,4-diacetilfloroglucinol, cianeto de hidrogénio,
kanosamina, piocianina, fenazina, pirolnitrina, (PARK, et al.,, 2011, SARAF et al,,
2014, MEYER et al., 2016). Entretanto, a literatura dispde de poucas informacdes
relacionadas a inibicdo de fitopatbgenos em diferentes temperaturas. No presente
estudo, ambos os isolados exerceram atividade antagdnica sobre B. oryzae em
todas as temperaturas estudadas, demonstrando que mesmo na faixa de
temperatura ideal de desenvolvimento do fungo (27°C), a bactéria é capaz de
exercer o antagonismo, além de apontar estabilidade de producdo nas diferentes

temperaturas. .

Nos ensaios em folhas destacadas, DFs185 e DFs223 reduziram
significativamente o tamanho das lesdes causadas por B. oryzae nos periodos de
pulverizacdo preventiva (24 horas antes da inoculacéo do patdégeno). Para o periodo
de 48 horas antes da inoculacdo, DFs223 foi capaz de diminuir a severidade e a
incidéncia nas duas avaliacfes realizadas, indicando estes periodos como eficientes
no controle do patégeno. A metodologia de folha destacada para avaliacdo de
controle de doencas na cultura do arroz ja vem sendo utilizada por diversos autores,
como Kumar e colaboradores (2011), que selecionaram 31 rizobactérias para o
controle de R. solani, capazes de diminuir significativamente o tamanho das lesdes,
demonstrando a eficiéncia do método em avaliar o controle de doengas por

rizobactérias.

Resultados semelhantes aos encontrados nos ensaios de pulverizagéo foliar

dos isolados DFs185 e DFs223 em folhas destacadas, foram encontrados nos
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ensaios in planta. A pulverizacdo preventiva de DFsl185 e DFs223 resultou em
AACPS significativamente menores. O efeito da pulverizacdo preventiva foi estavel
em diferentes temperaturas, especialmente o periodo de 48 horas antes. A
estabilidade do controle do patdgeno nas diferentes temperaturas pode ser visto
como uma caracteristica interessante, especialmente quando se pensa que as

variagoes de temperatura ocorrem diariamente em condi¢des de campo.

O controle de doencas do arroz por Pseudomonas ja vem sendo estudado por
diversos autores, como Vidhyasekaran e Muthamilan (2010), avaliando uma
formulacdo em p6 de P. fluorescens Pfl para o controle da ferrugem da bainha do
arroz, determinaram que bactérias deste género foram capazes de se estabelecer
de forma mais eficiente nas sementes em comparacao aos tratamentos realizados
nas raizes ou via solo. A aplicacdo da formulacdo bacteriana em po via sementes,
raizes, solo e folhas controlaram de forma efetiva a doenca, bem como
proporcionaram maiores rendimentos de grdos em quatro ensaios a campo,

demonstrando o potencial do género no controle de doencas da cultura do arroz.

No mesmo sentido, Joshi e colaboradores (2007), estudaram a eficacia de
antagonistas, incluindo P. fluorescens a campo contra mancha-parda do arroz,
utilizando formulacbes em po6 e a base de Oleo, pulverizadas sobre as plantas, e
comparadas com o controle obtido a partir da aplicacéo de fungicida ditiocarbamato.
P. fluorescens foi tdo efetivo (75% de controle) quanto o controle quimico (79% de
controle), resultando em severidades significativamente menores, rendimento
superior de graos, nos dois anos de experimento e em diferentes cultivares de arroz,
demonstrando estabilidade dos tratamentos biol6gicos, bem como efetividade para

mais de uma cultivar.

A reducédo da severidade observada no presente estudo pode ser relacionada
com o fato das bactérias do género Pseudomonas produzirem um arsenal de
compostos relacionados ao biocontrole de doencas (enzimas liticas, motilidade,
compostos volateis e hidrossolaveis), mesmo apresentando respostas distintas em
relacdo as variadas temperaturas. Possivelmente a reducdo da producdo de
compostos em uma dada temperatura pode ter sido compensada pelo aumento de
outro e assim, manter um balanco entre os diferentes mecanismos, resultando em
um nivel estavel de biocontrole, atuando por diferentes mecanismos de a¢gdo, como

antibiose, competicdo, parasitismo e/ou inducéo de resisténcia sistémica (PIERSON;
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THOMASHOW, 1992, PRASAD; KUMAR;  VARMA, 2015; DAVID;
CHANDRASEHAR; SELVAM, 2018).

Os resultados aqui descritos sdo promissores para o controle da mancha-
parda no arroz, no entanto é necessario avaliar a resposta das biocontroladoras em
relacdo as flutuacdo de temperatura em condicdes de campo. Além disso, sua
compatibilidade com agrotéxicos tradicionalmente utilizados nos cultivos de arroz e
no manejo integrado de pragas e a utilizacdo de diferentes métodos de aplicacdo

desses microrganismos deve ser investigado, de modo a maximizar seus efeitos.
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4. Consideracdes Finais

As bactérias biocontroladoras dos géneros Bacillus e Pseudomonas avaliadas

no presente estudo possuem Varias caracteristicas de um bom biocontrolador de

doencas de plantas: i - capacidade de crescimento em diferentes temperaturas,
podendo responder de forma eficiente as flutuac6es de térmicas; ii — capacidade de
colonizar superficies rapidamente (movimento swarming); iii - capacidade de

parasitar patdgenos de plantas pela producédo de enzimas hidroliticas; iv — atividade
antimicrobiana pela producdo de compostos volateis e hidrossolaveis ativo contra
Bipolaris oryzae; v — capacidade de induzir resisténcia sistémica nas plantas de arroz

guando pulverizadas preventivamente.

Contudo estudos devem ser realizados no intuito de maximizar o efeito destas
bactérias, avaliando o uso consorciado destas, objetivando o aumento do espectro
de acdo e/ou da intensidade do controle e de combinacdo de aplicacbes (solo,

microbiolizacdo das sementes, pulverizacdo), doses e multiplas aplicacdes.

Sendo assim, as bactérias aqui estudadas tém potencial para serem
formuladas como produtos comerciais uma vez que mostraram a capacidade de
produzir uma diversidade de compostos sob estresse térmico, culminando na

estabilidade de controle em diferentes temperaturas
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5. Conclusdes Gerais

A temperatura interfere no crescimento dos isolados bacterianos DFs185,
DFs223, DFs416 e DFs418.

A temperatura interfere na motilidade tipo swarmming e na capacidade de

producdo de caseinases e lecitinases pelas bactérias biocontroladoras estudadas.

A temperatura interfere na producdo de compostos antimicrobianos volateis e
hidrossoluveis pelas bactérias DFs185, DFs223, DFs416 e DFs418.

A pulverizagdo preventiva com os isolados bacterianos dos géneros
Pseudomonas (DFs185 e DFs223) e Bacillus (DFs416 e DFs418) em folhas

destacadas de arroz e em plantas de arroz reduz a mancha parda.

A temperatura néo interfere no biocontrole da mancha-parda em arroz pelos
isolados DFs185, DFs223, DFs416 e DFs418, mantendo a eficiéncia de controle.
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