Research, Society and Development, v. 9, n. 10, 189108138, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.8138

Microbiolizacao de sementes de arroz com Bacillus spp. na reducéo de patégenos
Microbiolization of rice seeds with Bacillus spp. at pathogen reduction
Microbiolizacion de semillas de arroz con Bacillus spp. en la reduccion de patdgenos

Recebido: 00/09/2020 | Revisado: 00/09/2020 | Aceito: 15/09/2020 | Publicado: 17/09/2020

Ivaneide de Oliveira Nascimento

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-7095-7092

Universidade Estadual da Regido Tocantina do Maranhao, Brasil
E-mail: ivaneide@uemasul.edu.br

Antonia Alice Costa Rodrigues

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9084-0868

Universidade Estadual do Maranhdo, Brasil

E-mail: aacrodrigues@outlook.com

Kele Sousa Pires Andrade

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-7083-3962

Universidade Estadual da Regido Tocantina do Maranhao, Brasil
E-mail: kelesousapires@gmail.com

Wanderson Lima Cunha

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-5639-5377

Universidade Estadual da Regido Tocantina do Maranhao, Brasil
E-mail: Lwanderson8c@gmail.com

Flavio Henrique Reis Moraes

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7765-4278

Universidade CEUMA, Brasil

E-mail: thrmoraes@yahoo.com.br

Flavia Arruda de Sousa

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6726-5984

Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Maranhao, Brasil

E-mail: flaviaarruda@ifma.edu.br

Resumo
As sementes sdo componentes essenciais da economia, nelas estd contida a vida e a

possibilidade de disseminagdo de doencas, sendo a sanidade importante para o0
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desenvolvimento sadio de plantas com altos rendimentos. O trabalho objetivou-se avaliar a
qualidade sanitaria de sementes de arroz da variedade Bonanga e a reducdo de
fitopatdgenos, utilizando a microbiolizacdo de sementes com Bacillus macerans, B.
polymyxa, B. pentothenticus, B. lentus, B. pumilus, B. stearothermophilus e Bacillus sp.. A
sanidade das sementes foi avaliada pelo método Blotter Test. A redugdo da incidéncia dos
fitopatdgenos nas sementes foi analisada por microbiolizacdo para cada isolado e
posteriormente, as sementes foram semeadas em solo esterilizado. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado nos experimentos em laboratorio e em
casa de vegetacdo. Avaliou-se a incidéncia e reducdo dos fitopatdgenos em sementes e
plantas de arroz aos sete e quatorze dias apds a semeadura. As sementes foram avaliadas
em lupa para identificar col6nias de fungos. Quanto as plantas, em cada época retirou-se
100 plantas e realizou-se a assepsia usual. Os resultados do teste in vitro as sementes de
arroz variedade Bonanga, microbiolizadas com os Bacillus spp., reduziram a incidéncia
de Curvularia oryzae e Aspergillus niger. Nas plantas originadas das sementes
microbiolizadas com os Bacillus spp., observou-se a reducdo da incidéncia de Curvularia
oryzae, Aspergillus niger e Scopulariopsis sp. A acao dos isolados foi diferenciada quanto ao
patdgeno e o tempo apds a microbiolizagdo das sementes.

Palavras-chave: Controle biolégico; Fitopatdgenos de semente; Arroz.

Abstract

Seeds are essential components of the economy, they contain life and the possibility of
spreading diseases, and sanity is important for obtaining healthy plants with high yields. This
work aimed to evaluate the sanitary quality of rice seeds of the Bonanca variety and the
reduction of phytopathogens, using seed microbiolization with Bacillus macerans, B.
polymyxa, B. pentothenticus, B. lentus, B. pumilus, B. stearothermophilus e Bacillus sp.. For
the seed health test, the Blotter Test method was used. In order to evaluate the reduction of the
incidence of phytopathogens in the seeds, the microbiolization procedure was performed for
each isolate and later the seeds were sown in sterile soil. The experimental design used was
completely randomized in the laboratory and greenhouse experiments. The incidence and
reduction of phytopathogens in rice seeds and plants was evaluated at seven and fourteen days
after sowing. The seeds were evaluated using a magnifying glass to identify colonies of fungi.
As for plants, 100 plants were removed in each season and the usual asepsis was performed.
The results of the in vitro test of Bonanga rice seeds, microbiolized with Bacillus spp.,

Reduced the incidence of Curvularia oryzae and Aspergillus niger. In plants originated from
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microbiolized seeds with Bacillus spp. a reduction in the incidence of the pathogens
Curvularia oryzae, Aspergillus niger and Scopulariopsis sp. The action of the isolates was
differentiated as to the pathogen and the time after microbiolization of the seeds.

Keywords: Biological control; Seed plant pathogen; Rice.

Resumen

Las semillas son componentes esenciales de la economia, contienen la vida y la posibilidad de
propagar enfermedades, y su salubridad es importante para obtener plantas sanas con altos
rendimientos. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la calidad sanitaria de las semillas de
arroz de la variedad bonanca y la reduccion de fitopatogenos, utilizando microbiolizacion de
semillas con Bacillus macerans, B. polymyxa, B. pentothenticus, B. lentus, B. pumilus, B.
stearothermophilus e Bacillus spp. Para la prueba de salud de semillas, se uso el método de
prueba de transferencia. Para evaluar la reduccion de la incidencia de fitopatdgenos en las
semillas, se realizd el procedimiento de microbiolizacion para cada aislado y luego se
sembraron las semillas en suelo estéril. El disefio experimental utilizado fue completamente al
azar en los experimentos de laboratorio e invernadero. La incidencia y reduccion de
fitopatdgenos en semillas y plantas de arroz se evalu6 a los siete y catorce dias después de la
siembra. Las semillas se evaluaron usando una lupa para identificar colonias de hongos. En
cuanto a las plantas, se eliminaron 100 plantas en cada estacion y se realizd la asepsia
habitual. Los resultados de la prueba in vitro de semillas de arroz bonanga, microbiolizadas
con bacillus spp. Redujeron la incidencia de Curvularia oryzae y Aspergillus niger en plantas
originadas a partir de semillas microbiolizadas con Bacillus spp. Se observo una reduccion en
la incidencia de los patégenos Curvularia oryzae, Aspergillus niger y Scopulariopsis sp. La
accion de los aislamientos fue diferenciada en cuanto al patdgeno y el tiempo después de la
microbiolizacion de las semillas.

Palabras clave: Control bioldgico; Fitopatogenos de semillas; Arroz.

1. Introducéo

O arroz (Oryza sativa L.) € cultivado em aproximadamente 100 nacdes e nesses
paises quase toda a producdo se destina ao consumo interno. Reservado quase que
exclusivamente para a alimentacdo humana, este cereal constitui metade do regime alimentar
de 2 bilhdes de pessoas e, entre 25 % e 50 %, da dieta de outros 600 milhdes (Alongo et al.,

2005). No Brasil, o arroz assumiu grande importancia social, econémica e politica, desde os
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tempos coloniais, alcangando a condi¢do de maior produtor no hemisfério ocidental (Pereira,
2002).

A introducdo de um patdgeno em uma nova area de cultivo e a disseminacdo dos
mesmos a longas distancias se da principalmente atraves de sementes infectadas ou
infestadas (Machado, 1988). Portanto, o aspecto sanitario das sementes é de grande
importancia para prevencdo de doencas vinculadas potencialmente por seu intermédio. A
transmissdo por semente em um determinado campo pode originar uma quantidade inicial
de indculo suficiente que pode gerar uma epidemia capaz de reduzir o rendimento da cultura
(Shah, 2000).

Dentre os principais microrganismos patogénicos transmitidos pelas sementes, o
grupo dos fungos € o mais numeroso, cerca de 50 espécies ja relatadas (Machado et al.,
2000). Dentre as doencas fungicas se destacam a brusone (Pyricularia grisea (Cooke)
Sacc), mancha parda (Dreschslera oryzae (Breda de Hann) Subr. & Jain ( sin. Bipolaris
oryzae), mancha estreita (Cercospora janseana Miyek), escaldadura (Microdochium oryzae
Hashioka Yokogi), queima das bainhas (Rhizoctonia oryzae Riker e Gooch) e manchas dos
grdos (Phoma sp., Dreschlera oryzae Breda de Hann, Curvularia lunata (Wakker) Boedijn,
Nigroppora oryzae Berk e Broome, Alternaria sp., Fusarium sp.). Na cultura do arroz,
Amaral et al. (1985), aponta Pyricularia grisea e Bipolaris oryzae como 0s principais
patdgenos associados as sementes, seguidos de Gerlachia oryzae, Cercospora janseana,
Phoma spp., dentre outros.

Diversas espécies de Bacillus sdo citadas como produtoras de antibiéticos podendo
secretar metabolitos comercialmente importantes como enzimas amiloliticas e enzimas
proteoliticas (Bettiol & Ghini, 1995). Lazzaretti et al. (1994), estudando o antagonismo de
Bacillus subtilis aos principais patdgenos associados a sementes, observaram a alta
capacidade dos metabolitos produzidos por B. subtilis de inibirem os fungos patogénicos
associados as sementes de feijao e trigo.

No manejo integrado de doencas, o tratamento sanitario das sementes é recomendado
e tém como principal fungdo minimizar a incidéncia de doencas na fase de pré-
plantio, o que reduz o uso de defensivos quimicos e evita sérios
problemas de poluicdo (Machado et al., 2000). Portanto, a busca do manejo de
fitopatdgenos por meio de medidas que ndo afetem o equilibrio do ambiente e nem causem
danos a salde humana e animal, se faz fundamental como mais uma alternativa para o
controle de doenga de plantas na busca de uma agricultura sustentavel e com menor impacto

ambiental.
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O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade sanitaria das sementes de arroz
variedade Bonanga e a incidéncia e reducdo de fitopatdgenos em sementes e plantas, por

meio da microbiolizacdo de sementes com Bacillus spp.

2. Metodologia

A metodologia adotada no presente artigo foi de cunho quantitativo, pois conforme
Pereira et al., (2018), fez-se a coleta de dados quantitativos ou numéricos, por meio do uso de
medicOes de grandezas, e obteve-se através da metrologia, nUmeros com suas respectivas
unidades. Desta forma, gerou-se um conjunto de dados que foram analisados por meio de
programa estatistico, onde se realizou a analise de variancia dos dados e a comparacdo das

médias pelo teste de Tukey ao nivel de 10% de probabilidade.

2.1 Localizagédo do experimento

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Fitopatologia e em casa de
vegetacdo da Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA. As sementes utilizadas s&o
da variedade Bonanca e os isolados B6 (Bacillus sp.), B16 (B. macerans), B22
(B.polymyxa), B22’ (B. pentothenticus), B25 (B. pumilus), B31 (B. cereus), B32 (B.
stearothermophilus), B33 (B. polymyxa), B35 (B. pumilus) e B41 (B. cereus) extraidos de

folhas de arroz.

2.2 Sanidade de sementes

O teste de sanidade de sementes foi realizado pelo método do papel de filtro (Blotter
Test) com a utilizacdo de 400 sementes, de acordo com as regras de analise de sementes
(Brasil, 1992). Antes da realizacdo deste teste, desinfestou-se as sementes com uma solucao
de hipoclorito de s6dio (NaOCI) a 1,5 % de cloro ativo por cinco minutos e, apos, efetuou-
se dupla lavagem com agua esterilizada. Em seguida, as sementes foram colocadas em placas
de petri, sendo 20 sementes por recipiente, previamente esterilizadas por autoclavagem a 1
atm por 20 minutos e por exposicao a luz ultravioleta (UV), durante 20 minutos, contendo
trés camadas de papel de filtro esterilizado e umedecido com agua destilada e esterilizada.
As sementes foram incubadas em condigdes de fotoperiodo de 12 horas, a temperatura de

aproximadamente 26+5°C, durante sete dias.
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O levantamento da populagdo fingica das sementes ndo germinadas e plantulas
foi realizado com auxilio de microscopio estereoscopico (Zeiss com aumento de 50x),
apos sete dias do plaqueamento. As coldnias desenvolvidas sobre as sementes e plantulas
foram transferidas para meio de cultivo BDA (batata-dextrose-agar), para viabilizar sua

identificacéo.

2.3 Microbiolizacao de sementes de arroz variedade bonanca com Bacillus spp. para

instalacdo de experimento in vitro

Para avaliar a reducdo da incidéncia de fitopatégenos nas sementes de arroz foi
utilizada a metodologia de Ludwig et al. (2004) com modificagfes, a qual consiste em
microbiolizar as sementes com os isolados de Bacillus na forma de suspensdo, com adi¢éo
solucdo salina (NaCl 0,85%) a cada um dos Bacillus e concentracdo ajustada para
OD540=0,5. Desse modo, as sementes foram imersas nesta suspensdo, agitadas durante
30 minutos a 25 °C, usando-se em cada recipiente 100 sementes. Em seguida, as
sementes foram colocadas em placas de petri, usando-se 100 sementes/Bacillus pelo método
do papel de filtro em placas de Petri (Brasil, 1992), incubadas a 26,5° C, sob regime de
fotoperiodo de 12 h. Apds esse periodo, a avaliacdo da incidéncia fungica foi realizada apds
sete dias, examinando individualmente as sementes em um microscopio estereoscopico no
aumento de 40 x.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com dez isolados e
cinco repeticdes, onde cada placa de Petri continha 20 sementes e era uma unidade

experimental. A testemunha constou somente das sementes imersas na solugéo salina.

2.4 Microbiolizacdo de sementes de arroz variedade bonanca com Bacillus spp. Para

instalacdo de experimento em casa de vegetacgéo

No tratamento das sementes foi utilizada a metodologia de Ludwig et al. (2004).
Apo6s o tratamento com dez espécies de Bacillus spp., as sementes foram semeadas em
22 bandejas contendo solo autoclavado. Em cada recipiente semeou-se 200 sementes,
distribuidas em quatro repeticGes, no delineamento inteiramente casualizado. As avaliacdes
foram realizadas em duas épocas, aos 7 e 14 dias ap6s a semeadura, coletando-se 100
plantas ao acaso, cuidadosamente, de modo a causar 0 minimo de danos em seus 6rgdos. As

plantas foram lavadas em agua corrente para retirada do excesso de solo aderido ao sistema
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radicular e levadas ao laboratério. De cada planta, destacaram-se as glumas, raizes, colo,
caule e folhas, em seguida fez-se assepsia do material em hipoclorito de sodio (1 %) por 3
min, seguido de lavagem com agua esterilizada, e o plagueamento das partes da planta em
meio de cultura de Batata-Dextrose-Agar (BDA), acrescido de antibiGtico. O material foi
incubado durante sete dias em condi¢Ges ambiente do laboratério e fotoperiodo de 12 h.
Foi considerado infectado o 6rgdo que possibilitava identificar coldnia e/ou estruturas do
fungo sob microscopio estereoscopico no aumento de 40x.

Os dados foram expressos em percentagem de controle do fungo em funcdo da

incidéncia na planta, quando comparado a testemunha.

3. Resultados e Discussao

3.1 Germinacéo e sanidade

As sementes de arroz, cultivar Bonanca, obtiveram um percentual de germinacdo de
88 % e 32,75 % de sementes sadias (Figura 1).

Figura 1. Percentagem de germinacdo de sementes de arroz Bonanga (a) e incidéncia de
patdgenos nas sementes infestadas naturalmente e sem tratamento no blotter test (b), além da

incidéncia fingica das espécies presentes (c).
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Germinadas ndo germinadas
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80
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Fonte: Autores (2020).
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No teste de sanidade foi detectado maior incidéncia de Curvularia oryzae (70,20 %),
sequida de Aspergillus flavus (8,87 %), Rhyzoctonia spp. (8,25 %), Aspergillus fumigatus
(7,76 %), Aspergillus niger (3,33 %), e menor ocorréncia de Fusarium spp. (1,60 %) (Figura
1). Esses dados confirmam a potencialidade das sementes como transportadoras e
transmissoras de um grande numero de agentes fitopatogénicos. Em teste de sanidade com
essa mesma variedade, Silva (2008) observou resultados semelhantes aos encontrados neste
trabalho para a incidéncia de Aspergillus spp. e maior ocorréncia de Fusarium spp.
(29,25 %). A grande incidéncia de fitopatdogenos em sementes de arroz também foi
encontrada por Marassi et al., (2008) que observaram em trezentos e sessenta e cinco
amostras representativas de diferentes variedades de arroz, oriundas de diversos municipios
maranhenses, a contaminacdo de 100 % das amostras, sendo o género Aspergillus e
teleomorfos, o mais frequente na microbiota isolada (68 %). Os mesmos autores citam que a
grande incidéncia de fitopatdgenos em sementes esta relacionada as condi¢des do clima
tropical que apresenta altas temperaturas e niveis de umidade relativa do ar o que acelera a
colonizacdo dos grdos por fungos. Aliada a essa condi¢do, ha também o armazenamento
inadequado dos gréos que sdo utilizados para o consumo humano ou para plantios da
préxima safra.

Segundo Reddy (2008), um dos grandes problemas da cultura do arroz é a presenca de
fungos produtores em potencial de micotoxinas, como espécies dos géneros Aspergillus e
Penicillium. Em consequéncia do nimero e das espécies de patdgenos encontradas nas
sementes de arroz, nesta cultura podem ser encontradas uma série de micotoxinas, como as
alatoxinas, aflatoxinas, &cido fusérico, ocratoxinas, citrinina e fumonisinas (Diniz, 2002;
Park et al., 2005; Hinojo et al., 2006; Nguyen et al., 2007), que podem representar um risco
em potencial para o consumo dos graos tanto para animais quanto para humanos. O fungo
Penicillium citreonigrum produz a Citreoviridina, considerada uma micotoxina neurotoxica
(Stubblefield et al., 1988), que interfere no metabolismo do tecido nervoso e muscular,
competindo com a absorcdo de tiamina (vitamina B1) pelas células destes tecidos
provocando deficiéncia desta vitamina, doenca denominada beribéri (Brasil, 2007).

As micotoxinas apresentam, entre outras, propriedades carcinogénicas, mutagénicas
e teratogénicas (Santos et al., 2001). As porcentagens de contaminacdo ou infeccdo de
sementes podem ocorrer a niveis de 1 até 100 %, com ou sem consequéncias drasticas para
a cultura (Anselme, 1985). Contudo, 0s riscos estdo sempre presentes, pois a probabilidade
de transmissdo, a partir de uma baixa porcentagem, pode ser compensada pela taxa de

reproducdo do patogeno (Faiad et al., 1994). Outros problemas apontados por Bergamin
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Filho (2005) em relacdo a contaminacdo das sementes por patdgenos sdo perdas na colheita e
aumento dos custos de producdo das lavouras em razdo do controle das doencas, que, por
sua vez, vao contribuir para a contaminacdo do solo e da agua, tendo em vista a necessidade

de aplicacao de agroquimicos para controlar as doencas surgidas.

3.2 Avaliacéo da incidéncia e controle de fitopatégenos em teste in vitro

Conforme os resultados obtidos, nas sementes microbiolizadas com Bacillus spp.
houve diferenca significativa na incidéncia de Curvularia oryza, Fusarium sp e Rhizoctonia
sp. quando comparada com a testemunha. Em relacdo aos fungos Aspergillus niger e
Rhizopus stolonifer ndo ocorreu diferenga significativa na incidéncia entre a testemunha e 0s
tratamentos com os Bacillus (Tabela 1), porém observou-se que as médias do nimero de
colbnias de A. niger em todos os tratamentos foram menores que na testemunha.

Os resultados indicaram que a microbiolizacdo das sementes com os isolados de
Bacillus spp. controlou a incidéncia de C. oryzae, com destaque para as espécies B.
pentothenticus (B22’), B. stearothermophilus (B32) e B. pumilus (B35) com 69,00 %,
61,57 % e 61,57 % de controle, respectivamente. Os patégenos Fusarium sp., Rhizoctonia
sp. e R. stolonifer ndo foram controlados pela maioria dos Bacillus spp. Em relagdo ao A.
niger, todos os tratamentos controlaram o0 patdgeno, mesmo ndo apresentando
estatisticamente diferenca significativa na incidéncia (Tabela 1 e 2). A partir desses
resultados, foi possivel inferir que, apenas uma parcela das bactérias do filoplano teve
papel no controle de fitopatégenos em sementes de arroz. Corroborando com os resultados
apresentados os autores Romeiro et al. (2000); Halfeld-Vieira et al. (2004); Macagnan (2001),
demonstraram que a maioria dos Bacillus obtidos de filoplano ndo apresenta efeito contra os
patdgenos desafiantes e, em alguns casos podem até acentuar a severidade da doenca.

Os resultados positivos de controle de fitopatdgenos observados neste trabalho
foram similares aos encontrados por Lazzaretti & Bettiol (1997) em que observaram
reducdo significativa nas populacbes de D. oryza, P. oryza e Rhinchosporium sativum em
sementes de arroz, tratadas com um produto formulado a base de células e de metabolitos de

Bacillus subtilis. sete dias ap6s a semeadura.
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Tabela 1. Incidéncia de fungos patogénicos em sementes de arroz microbiolizadas com
Bacillus com periodo de 7 dias ap6s a semeadura, observagdo dos efeitos do Bacillus sobre

incidéncias dos fungos.

Incidéncia (média n° Colénia)
Tratamentos C. oryzae Fusariumsp | A. niger Rhizoctonia sp | Rhizopus Média
stolonifer

T 2,29 aA 1,17 abB 1,43 aAB 1,11 bcdB 0,88 aB 6,88
B6 1,60 abA 0,71 bA 0,71 aA 1,35 bedA 0,92 aA 5,29
B16 1,23 abAB 0,88 bAB 0,71aB 1,93 bcdA 0,71aB 5,46
B22 1,16 abAB 0,71 bB 0,71 aB 2,26 abA 0,71 aB 5,55
B22’ 0,71 bA 0,71 bA 0,71 aA 0,94 cdA 0,71 aA 3,78
B25 2,21 aA 2,37 aA 0,71 aB 1,33 bcdAB 0,71 aB 7,33
B31 1,66 abAB 1,52 abAB 0,71 aB 2,21 abcA 1,03aB 7,13
B32 0,88 bA 1,32 abA 0,71 aA 0,71dA 1,61 aA 4,62
B33 1,15 abA 0,71 bA 0,81 aA 0,71 dA 1,03 aA 5,02
B35 0,88 bB 0,88 bB 0,90 aB 3,33aA 0,71aB 6,70
B41 1,55 abA 1,25 abA 0,71 aA 1,15 bedA 0,71 aA 5,37
Média 1,39 1,11 0,80 1,55 0,88 5,74

Incidéncia (%) 24,22 19,34 13,94 27,00 15,33

*T= testemunha; B6= Bacillus sp.; B16= B. Macerans; B22, B33= B. Polymyxa; B22’=
B.pentothenticus; B25, B31, B35= B. Pumilus; B32= B. Stearothermophilus; B41= B.cereus.
Valores seguidos da mesma letra minudscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 1% valores transformados para VX-+0,5. CV = 55,23. Fonte: Autores (2020).

Destaca-se na Tabela 1 acima no controle da C. oryza os tratamento B22’, B32 e B35
que obtiveram diferenca significativa, ademais no patégeno Rhizoctonia sp. o tratamento com
B35, foi diferente estatisticamente e outros tratamentos se diferenciarem entre eles sem o
controle, sendo que o B35 teve incidéncia elevado, além disso, observado que o na coluna o
B35 obteve resultado elevado apenas em Rhizoctonia sp. sendo diferente estatisticamente dos
demais.
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Tabela 2. Observacdo da percentagem do controle de patdgenos em semente de arroz
variedade Bonanga microbiolizadas com Bacillus, com sete dias ap6s o plaqueamento.

Controle (%)
Tratamentos
C. oryzae Fusarium sp A. niger Rhizoctonia sp | Rhizopus stolonifer

T 0 0 0 0 0
B6 30,13 39,32 50,35 NC NC
B16 46,29 24,79 50,35 NC 19,32
B22 49,34 39,39 50,35 NC 19,32
B22’ 69,00 39,39 50,35 15,32 19,32
B25 3,49 NC 50,35 NC 19,32
B31 27,51 NC 50,35 NC NC
B32 61,57 NC 50,35 36,04 NC
B33 49,78 NC 43,36 36,04 NC
B35 61,57 24,79 37,06 NC 19,32
B41 32,31 NC 50,35 36,04 19,32

*T= testemunha; B6= Bacillus sp.; B16= B. macerans; B22, B33= B. polymyxa;, B22’= B.
pentothenticus; B25, B31, B35= B. pumilus; B32= B. stearothermophilus; B41= B.cereus. NC =ndo
controlou. Fonte: Autores (2020).

No C. oryzae destacaram 0s tratamentos B22’, B32 e B35 com 69,00 %, 61,57 % e
61,57 % de controle, respectivamente, e no Fusarium sp. os com destaque foram B6, B22 e
B22’, em A. niger do B6 a B32 e B41 tiveram resultado iguais, ja no Rhizoctonia sp. o0 B32,
B33 e B41 com mesmo valor foram os que obtiveram melhor destaque, e no Rhizopus

stolonifer ndo contolaram e os demais tiveram resultado iguais.

3.3 Avaliacdo da incidéncia e controle de fitopatégenos em plantas de arroz

Nas plantas, provenientes de sementes tratadas com Bacillus aos sete dias houve
diferenca significativa entre a testemunha e os tratamentos na incidéncia de Curvularia oryzae,
A. niger e Scopulariopsis sp., sendo a média de incidéncia menor nos tratamentos com 0s
Bacillus quando comparado com a testemunha, com exce¢do dos tratamentos com 0s
isolados B6 para C. oryzae, B31 para A. niger e Scopulariopsis sp. e B33 para A. niger.
N&o ocorreu diferenca significativa entre a testemunha e os tratamentos na incidéncia de A.
flavus e Penicillium sp. Os isolados que proporcionaram menor incidéncia de fitopatégenos
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foram B31 para C. oryzae, B35 para Scopulariopsis sp., ambos da espécie B. pumilus e B22’
(B. pentothenticus), B41 (B. cereus) para A. niger (Tabela 3). Nas plantas, aos 14 dias ap0s a
semeadura, a incidéncia de C. oryzae, A. niger, A. flavus e Penicillium ndo foi diferente
entre a testemunha e os tratamentos com os Bacillus, com excecdo dos tratamentos B22’
e B35 para C. oryzae. Nesse periodo o fungo Scopulariopsis sp., apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos e a testemunha, os Bacillus que promoveram menor
incidéncia desses fitopatogeno foram B. macerans (B16) e B. polymyxa (B33) (Tabela 04).
O fungo Scopulariopsis sp. de maior ocorréncia nas plantas ndo ocorreu nas sementes
em condi¢Bes de laboratério, o que leva a crer que o cultivo no solo proporcionou
condicBes favoraveis para a manifestacdo desse fungo, pois de acordo com Dhingra (2005)
a umidade do solo, individualmente ou em combinacdo com a temperatura, € um fator
igualmente importante que determina a transmissdo dos patdgenos de sementes para a
planta. A umidade do solo influencia a germinacdo dos esporos, que € muito importante

no caso de esporos veiculados externamente.
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de sete dias apds a semeadura, em sementes microbiolizadas com Bacillus.

Incidéncia (média n° Colbnia)
Tratamentos
C. oryzae A. niger A. flavus Penicillum sp. | Scopulariopsis sp.

T 3,2aB 1,5abC 1,3aC 1,1aC 59 aA
B6 3,4aBC 2,4aCD 0,7 aE 0,9 aE 4,7 abcA
B16 2,5 abC 1,1abD 0,7aD 0,7aD 4,1 bcdAB
B22 2,1abcC 1,2 abCD 0,7aD 0,7aD 35deBc
B22’ 1,6 bcC 0,7bC 15aC 0,7aC 3,4 cdeB
B25 2,1ahcBC 1,5abCD 1,5aCD 0,7abD 3,1deAB
B31 0,9cC 1,9abC 15aC 0,7aC 6,2 aA
B32 2,5abBC 1,3abCD 0,7ab 0,9abD 2,7¢eB
B33 1,1 beB 1,3abB 1,0aB 0,9aB 5,5 abA
B35 2,1 abcB 0,9bBC 1,0aBC 0,7aC 0,7 fC
B41 2,1 abcC 0,7bD 0,7 Ad 0,9aCD 4,1 cdeB
Média 2,15 1,32 0,96 0,81 3,99

Incidéncia (%) 23,37 14,37 10,43 8,80 43,37

*T= testemunha; B6= Bacillus sp.; B16= B. macerans; B22, B33= B. polymyxa; B22’= B.
pentothenticus; B25, B31, B35= B. pumilus; B32= B. stearothermophilus; B41= B. cereus. Valores
seguidos da mesma letra, minuscula na coluna e mailscula na linha,ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 1% de probabilidade (< 0,01). Valores transformados para Vx+0,5. CV (%) = 20,80.

Fonte: Autores, (2020).

Os melhores resultados indicados na Tabela 3 da incidéncia de fitopatdgenos nos 7
dias foram B31 para C. oryzae, B35 para Scopulariopsis sp., ambos da espécie B. pumilus e

B22’ (B. pentothenticus), B41 (B. cereus) para A. niger, e 0s demais resultados néo

diferenciaram estatisticamente do tratamento controle.
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Tabela 4. Incidéncia de patdgenos fungicos em plantas de arroz ‘bonanga’, aos quatorze
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dias ap06s a semeadura, a partir de sementes microbiolizadas com Bacillus.

Incidéncia (média n° Colbnia)
Tratamentos
C. oryzae A. niger A. flavus Penicillum sp. | Scopulariopsis sp.
T 3,9abCD 2,1aDE 1,7 aE 1,8 aDE 8,0 aA
B6 3,7abCD 1,9aDE 0,8 aE 2,3aDE 8,0 aA
B16 3,2abBC 1,6aC 1,7aBC 1,3aC 5,5 bA
B22 3,8abB 1,6aC 1,3aC 1,3aC 8,9 aA
B22’ 2,2bCD 1,5aD 1,1aD 1,6 aD 9,1aA
B25 3,3abB 1,4aBC 0,7aC 1,5aBC 8,0 aA
B31 4,3abBC 1,4aD 0,7 aD 2,0aD 7,2 abA
B32 3,5abB 1,7aBC 1,1aC 1,1aC 7,5 abA
B33 4,1 abA 1,3aB 1,1aB 1,4aB 5,5 bA
B35 4,6 aB 2,6 aBC 0,9aC 2,7aBC 7,9 aA
B41 3,8abB 14aC 1,2aC 1,7aBC 7,7 abA
Média 3,67 1,68 1,12 1,70 7,65
Incidéncia (%) 23,20 10,62 7,08 10,75 48,36
*T= testemunha; B6= Bacillus sp.; B16= B. macerans; B22, B33= B. polymyxa;, B22’=

B.pentothenticus; B25, B31, B35= B.pumilus; B32= B. stearothermophilus; B41= B.cereus. Valores
seguidos da mesma letra, minuscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 1% de probabilidade (< 0,01). Valores transformados para Vx+0,5. CV (%) = 25,53.
Fonte: Autores (2020).

Nas incidéncias fungicas da tabela 4 acima desta no controle do Scopulariopsis sp. 0s
tratamentos B16 e B33 com diferenca estatistica do controle.

Em relacdo ao controle da incidéncia de patdgenos em plantas de arroz, os Bacillus
spp. proporcionaram melhor efeito aos sete dias ap6s o tratamento das sementes, para 0S
patdgenos C. oryza, Penicillium sp. e Scopulariopsis, para os fungos A. niger e A. flavus o

tratamento foi mais eficaz aos quatorze dias (Tabela 5).
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Tabela 5. Observagdo da Percentagem do controle de patdgenos fungicos em plantas de

arroz ‘bonanga’, aos 7 e 14 dias apds a semeadura, a partir de sementes microbiolizadas com

Bacillus.
Controle (%)
Tratamentos Periodo
C. oryzae | A. niger A. flavus | Penicilium sp. | Scopulariopsis sp.

T 0 0 0 0 0
B6 NC NC 46,15 18,18 20,34
B16 21,88 26,67 46,15 46,15 30,51
B22 34,38 20,00 46,15 46,15 40,68
B22’ 50,00 53,33 NC 46,15 42,37
B25 7 dias 34,38 NC NC 46,15 47,46
B31 71,88 NC NC 46,15 NC
B2 21,88 13,33 46,15 18,18 54,24
B33 65,63 13,33 23,08 18,18 6,78
B35 34,38 40,00 23,08 46,15 88,14
B41 34,38 53,33 46,15 18,18 30,51
T 14 dias 0 0 0 0 0
B6 513 9,52 52,94 NC NC
B16 17,95 23,81 NC 27,78 31,25
B22 2,56 23,81 23,53 27,78 NC
B22’ 43,59 28,57 35,29 11,11 NC
B25 15,38 33,33 58,82 16,67 NC
B31 NC 33,33 58,82 NC 10,00
B2 10,26 19,05 35,29 38,89 6,25
B33 NC 38,10 35,29 22,22 31,25
B35 NC NC 47,06 NC 1,25
B41 2,56 33,3 29,41 5,56 3,75

*T= testemunha; B6= Bacillus sp.; B16= B. macerans; B22, B33= B. polymyxa; B22’=
B.pentothenticus; B25, B31, B35= B. pumilus; B32= B. stearothermophilus; B41= B.cereus.
Fonte: Autores (2020).

Observado na Tabela 5 que houve uma mudanca nos tratamentos em relacdo ao

controle dos

patogenos, sendo que nos 7 dias os com melhores desempenho foram nos C.

oryza, Penicillium sp. e Scopulariopsis, e com 14 dias melhoram os resultados do controle dos

A. niger e A. flavus.
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Os Bacillus testados neste trabalho apresentam potencial para o controle da incidéncia
de fitopatdgenos nas sementes e plantas, merecendo mais estudos em relacdo ao tempo, pois
foram testados aos sete e quatorze dias, ndo se observando sintomas nas plantas, que segundo
Chung & Lee (1983), mesmo em elevada incidéncia na semente, 0 aparecimento de sintoma
de doencas na plantula é muito baixa. Quanto a diminuicdo do efeito de bactérias
biocontroladores, em trabalho realizado por Assis et al., (1997), testando isolados de
Bacillus spp. contra Xanthomonas campestris pv. campestris, 0s pesquisadores observaram
que no controle da podriddo-negra das cruciferas, em diferentes periodos de aplicacdo em
relacdo a inoculagdo com o patdgeno, os melhores resultados foram obtidos com B.
subtilis aplicado 4 dias antes + simultaneamente + 4 dias depois da inoculagdo. Portanto a
eficacia dos Bacillus spp. estd relacionada ao periodo de aplicacdo, segundo Kohl &
Fokkema (1998) o periodo de tempo que o antagonista dispde para interagir com o
patégeno é um fator importante para o sucesso do biocontrole. Outro fator que pode ter
interferido na acdo das bactérias do filoplano é o mecanismo de interagdo entre patdgeno e
antagonista, de acordo com Rollemberg (2008) bactérias nativas do filoplano séo capazes
de interagir em fases especificas do desenvolvimento de patdgenos foliares, podendo
alterar sua fisiologia.

De acordo com os resultados alcancados pode-se afirmar que os Bacillus spp.
apresentam efeito diferenciado de acordo com o patdgeno e o tempo apos a aplicacdo. E
todas as espécies testadas Bacillus sp., B. macerans, B. polymyxa, B.pentothenticus, B.
lentus, B.pumilus, B. stearothermophilus e B. cereus, de forma geral, apresentam potencial
de uso como biocontroladores dos patégenos Curvularia oryzae, Aspergillus niger e

Scopulariopsis sp.

4. Considerac0es Finais

Nas condic¢des em que foi desenvolvido o presente trabalho pode-se concluir que:

- Em sementes de arroz variedade Bonanca, tratadas e ndo tratadas, o patdgeno de
maior ocorréncia € o fungo Curvularia oryzae, sendo a taxa menor nas sementes
microbiolizadas com Bacillus spp.

- Nas plantas originadas de sementes microbiolizadas com as bactérias ocorre
reducdo da incidéncia de C. oryzae, A. niger e Scopulariopsis sp.

- A microbiolizagdo das sementes de arroz, variedade Bonanga, com B. macerans, B.

polymyxa, B. pentothenticus, B. lentus, B. pumilus, B. stearothermophilus, B. cereus e
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Bacillus sp., proporciona controle de C. oryzae e A. niger em ensaios in vitro. Em testes in
vivo o controle de C. oryzae, Penicilium sp. e Scopulariopsis nas plantas é eficaz aos sete
dias apoOs o tratamento das sementes. Para os fungos A. niger e A. flavus o tratamento é
eficiente aos quatorze dias.

As espécies de Bacillus estudadas apresentam potencial de uso para o biocontrole de
patégenos do arroz e podem ser recomendadas para a aplicagdo em futuras pesquisas de

campo para que possam fundamentar o uso na agricultura.
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