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Resumo

A brusone (Magnaporthe oryzae) é considerada a principal doenca da cultura do arroz. Para o
seu controle é utilizado o manejo integrado, porém ultimamente tem se recorrido ao uso
excessivo de agrotoxicos. Isso tem resultado em alguns entraves para a producédo sustentavel.
Os actinomicetos sdo agentes bioldgicos que produzem, aproximadamente, 70% dos compostos
bioativos, podendo ser Uteis no manejo de doencas. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
0 potencial de actinomicetos na supressdo da brusone em folhas de arroz e quantificar as
enzimas relacionadas a patogénese. Isolados de actinomicetos (AC04,AC18.4,AC22 e AC24)
pertencentes a colecdo de microrganismos da Embrapa Arroz e Feijdo que apresentaram
antagonismo in vitro contra M. oryzae e outros patdgenos, foram utilizados para a
microbiolizacdo, por 24 horas, de sementes da cv. BRS Primavera. As sementes foram
semeadas em bandejas, em casa de vegetacdo. Aos 19 dias ap0s o plantio foi pulverizada uma
suspensdo dos actinomicetos e dois dias depois a suspensdo com o isolado BRM 31295 de M.
oryzae (3x10° conidios.mL™). O tratamento controle foi pulverizado com M. oryzae e a
testemunha absoluta com agua. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, para a
avaliacdo da severidade da doenca foram 5 tratamentos com 3 repeticGes e para atividade
enzimatica foram 10 tratamentos com 3 repeti¢cGes. Avaliou-se a severidade da brusone sete
dias apds a inoculagdo, utilizando uma escala de notas em porcentagem e a atividade
enzimatica, coletando-se a 0 horas antes da inoculacédo e as demais 24h, 48h, 72h e 96h apds a
inoculagdo com M. oryzae. Os actinomicetos reduziram a severidade da brusone e a maior
expressao das enzimas, CHI, GLU, POX, PAL e LOX foi observada 72 horas ap6s o desafio
com o patdgeno. Actinomicetos sdo eficientes na supressdo da brusone e no aumento de
atividade enzimatica indicando indugdo de resisténcia na interacdo M. oryzae X arroz x
actinomicetos.

PALAVRAS-CHAVES. Magnaporthe oryzae. Controle Bioldgico. Inducédo de
Resisténcia



LISTA E TABELA

Figura 1. Sintomas das principais doencas da cultura do arroz. Queima da Bainha, Rhizoctonia

solani (A); Brusone, Magnaporthe oryzae (B); Mancha Parda, Bipolaris oryzae (C);
Escaldadura, Monognaphella albescens (D). 15

Figura 2. Sintomas de brusone nas folhas do arroz. 17

Figura 3. Supressdo de brusone foliar em plantas tratadas com isolados de actinomicetos.

Médias das colunas que possuem a mesma letra, ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade 26



Tabelal.

Tabela2.

Tabela3.

Tabela4.

Tabelab.

LISTA DE TABELAS

Atividade enzimatica de QUI (U.mg -1) em diferentes coletas para cada tratamento.
Letras mailsculas definem a analise dos tratamentos dentro de cada coleta (vertical)
e letras minusculas definem andlise das coletas dentro de cada tratamento
(horizontal). 28

Atividade enzimética GLU (U.mg ) em diferentes coletas para cada tratamento.
Letras maiusculas definem a anélise dos tratamentos dentro de cada coleta (vertical)e
letras minusculas definem andlise das coletas dentro de cada tratamento (horizontal).

29

Atividade enziméatica POX (U.mg ) em diferentes coletas para cada tratamento.
Letras mailsculas definem a andlise dos tratamentos dentro de cada coleta (vertical)
e letras minusculas definem analise das coletas dentro de cada tratamento
(horizontal). 30

Atividade enzimatica PAL (U.mg ) em diferentes coletas para cada tratamento.
Letras mailsculas definem a analise dos tratamentos dentro de cada coleta (vertical)
e letras minusculas definem andlise das coletas dentro de cada tratamento
(horizontal). 31

Atividade enziméatica LOX (U.mg ) em diferentes coletas para cada tratamento.
Letras mailsculas definem a andlise dos tratamentos dentro de cada coleta (vertical)
e letras minusculas definem analise das coletas dentro de cada tratamento
(horizontal). 32



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Cultura do Arroz
2.2 Brusone
2.3 Controle Bioldgico

2.4 Actinomicetos

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Localizacdo da area experimental e descricdo do experimento

3.2 Preparo da suspensédo de actinomiceto
3.3 Preparo e Inoculacdo com Magnaporthe oryzae
3.4 Atividade Enzimatica

3.4.1 Coleta das Amostras

3.4.2 Extracdo de proteinas totais

3.4.3 Dosagem de proteinas

3.4.4 Quitinase

3.4.5 B-1,3 glucanase

3.4.6 Peroxidase

3.4.7 Fenilamonoliase

3.4.8 Lipoxigenase

3.5 Analise dos Dados

4 RESULTADOS
4.1 Severidade da doenga

12

14
14
16
18
19

21
21

21
22
22
22
22
22
22
23
23
23
23

25

26
26



4.2 Atividade Enziméatica

5 CONCLUSAO

REFERENCIA

27

34

35



1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa) é um dos principais cereais mais consumido no mundo, € um
alimento béasico constituido principalmente por carboidratos e sua producdo cresce
constantemente devido ao aumento do consumo humano. O Brasil destaca-se por ser 0 nono
maior produtor mundial dessa cultura, sendo o estado de Rio Grande do Sul o maior produtor
nacional de arroz irrigado como uma producgéo de 7.858,9 toneladas na safra 2017/2018 e o
estado de Mato Grosso destaca pela alta producéo de arroz sequeiro com producdo de 451,6
toneladas na safra 2017/2018 (CONAB, 2018).

O aumento do cultivo de arroz, tem recorrido ao uso excessivo de isumos agricolas,
como agrotoxicos e fertilizantes, bem como na intensificacdo das préaticas culturais em todos 0s
sistemas de producdo. Isto tem resultado em alguns entraves para a producdo sustentavel,
destacando-se 0s estresses bioticos, como o aumento da incidéncia das doencas fungicas de
importancia primaria, desatacando se a brusone (Magnaporthe oryzae), mancha parda
(Bipolaris oryzae), escaldadura (Monographella albescens) e queima das bainhas (Rhizoctonia
solani).

A brusone do arroz causada pelo fungo Magnaporthe oryzae é considerada a principal
doenca da cultura por ser policiclico, a qual pode ocorre tanto na fase vegetativa quanto na
reprodutiva. A ocorréncia da brusone esta relacionada as condic¢Ges edafoclimaticas da regido,
época de semeadura, ao sistema de cultivo, ao manejo da cultura e a resisténcia das cultivares
(EMBRAPA, 2015). Varios estudos foram realizados visando o controle da doenca e grandes
avancos foram obtidos, reduzindo prejuizos por meio do manejo integrado (EMBRAPA, 2015).
Segundo Silva — Lobo (2004) o manejo integrado da brusone tem por objetivo o aumento da
quantidade e da qualidade do produto por meio da reducéo da populacéo do patdgeno a niveis
toleraveis, mediante um conjunto de medidas preventivas como a resisténcia genética das
cultivares, as praticas culturais, o controle quimico e o controle bioldgico.

O controle biolégico é uma alternativa sustentavel e de baixo custo que possibilita a
reducdo da severidade da brusone, contribuindo para garantir a seguranca alimentar e ambiental.
Diversas pesquisas voltadas ao controle biolégico em doengas na cultura do arroz, com
microrganismos do género Trichoderma, Cladosporium, Epicoccum, Sarocladium,
rizobacterias e actinomicetos, vem sendo desenvolvidas. Estes microrganismos vivem nos solos
ou na parte aérea de plantas, podendo habitar as raizes e/ou no filoplano do arroz, atuando como
antagonistas a patdgenos sem causar danos ao vegetal (EMBRAPA, 2016). Segundo Bressan,

Figueiredo (2003) os isolados de actinomicetos possuem potencial biologico para o controle de
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Colletotrichum graminicola. Estudo feito em condigéo de casa de vegetacdo com Sarocladium
oryzae, mostrou que o fungo foi capaz de reduzir a severidade da brusone foliar (GUIMARAES,
2014).

Dentre a vasta gama de possiveis microrganismo candidatos a agentes de biocontrole,
os actinomicetos tem sido investigados como agente biolégico para controle alternativo de
patdgenos de vérias culturas de importancia econémica por produzirem aproximadamente 70%
dos compostos bioativos, incluindo os antibidticos, além de outros metabolitos secundarios. A
producdo dessas substancias torna os actinomicetos fortes candidatos a agentes no biocontrole
de fitopatdgenos em plantas (SILVA, 2016). Segundo Miyauchi (2012) os isolados de
actinomicetos provenientes de rizosfera de araucaria apresentaram potencial no controle
bioldgico de doencas causadas por fungos fitopatogénicos.

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de isolados de
actinomicetos na supressdo da brusone em folhas de arroz em condic¢des de casa de vegetacao
e a quantificacdo das enzimas relacionadas a patogénese no patossistema Magnaporthe oryzae

—arroz.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Cultura do Arroz

O arroz ocupa atualmente, a terceira posicdo dentre os cereais mais consumidos do
mundo, estando atras apenas das culturas do milho e do trigo. Trata-se de uma planta herbacea,
de cultivo anual, pertencente ao Familia Poaceae (Graminea) e Género Oryza. E considerado
um alimento bésico e essencial para mais da metade da popula¢do mundial (JULIANO, 1993)
por ser fonte de carboidratos, proteinas, lipidios, vitaminas e minerais (CONAB, 2015).
Portanto, é uma fonte nutricional essencial a alimentagdo humana.

Aproximadamente, 90% de todo arroz do mundo é produzido e consumido na Asia.
Neste continente, o cereal é cultivado em mais de 250 milhdes de pequenas propriedades, onde
grande parte da populacdo se alimenta do mesmo, em torno de duas a trés vezes ao dia
(EMBRAPA, 2006a). Segundo a FAO, em 2016, China, India e Indonésia destacaram-se como
0s maiores produtores do cereal em escala mundial, com uma producéo alcancada em 209, 158
e 77 milhdes de toneladas de arroz respectivamente. Ainda neste mesmo ano, o Brasil manteve
0 nono lugar do ranking com uma producado superior a dez milhdes de toneladas.

Nacionalmente, o arroz juntamente com o feijdo desempenham um importante papel
na composicdo da dieta basica brasileira, sendo um dos principais componentes que constituem
a chamada “cesta basica”, como uma forma de auxilio, para a classe mais carente. Porém, tal
alimento ndo é restrito somente as classes mais baixas da sociedade, de modo geral, o arroz é
consumido por todas as classes sociais e faixas etéarias de forma ampla, bem caracteristico a
cultura e a tradicdo brasileira (EMBRAPA, 2015). No que se refere a producdo de arroz no
Brasil, pode se observar que os Estados que se destacaram no ano de 2017 foram Rio Grande
do Sul apresentando uma producdo de 7858,9 mil toneladas, Santa Catarina (1113,0 t),
Tocantins (688,4 t), Mato Grosso (472,8 t) e Maranhdo (295,1t) (CONAB, 2018).

A producdo brasileira de arroz é caracterizada por dois sistemas de cultivo, sendo eles:
0 sistema em varzea ou cultivo irrigado por inundacdo controlada que, por sua vez, €
responsavel pela maior parte da producdo brasileira, e o sistema de plantio em terras altas ou
sequeiro, onde o arroz é cultivado por irrigacdo suplementar ou sem irrigacdo (EMBRAPA,
2006b).

A produtividade em ambos os sistemas pode ser afetada devido a fatores bidticos e/ou
abioticos. Como um dos exemplos de fator biotico, tem-se as doencas, que ocorrem em todas

as fases do desenvolvimento da planta reduzindo a qualidade e a produgéo dos gréos.

14



Dentre estas doencas, pode-se destacar as de maiores incidéncia e danos a cultura como:
Mancha Parda, Escaldadura, Queima da Bainha e a Brusone.

A mancha parda, causada pelo patdgeno Bipolaris oryzae. Essa doenca € a principal
causa das manchas dos gréos, afetando a emergéncia das plantulas, além de afetar folhas e
bainhas, o fungo causa lesGes circulares ou ovais de coloragdo marrom, com centro acinzentado.
A escaldadura, causada pelo fungo Monognaphella albescens, vem se manifestando em todas
as regides brasileiras, os sintomas iniciam-se pelas extremidades apicais, as manchas nédo
apresentam margem bem definidas e séo inicialmente de coloracdo verde-oliva. Mais tarde, as
areas afetadas apresentam sucessdo de faixas concéntricas. As lesbes coalescem, causando
secamento e morte das folhas afetadas. A queima das bainhas causada por Rhizoctonia solani,
geralmente ocorre nas bainhas e nos colmos, é caracterizada por manchas ovaladas, elipticas ou
arredondadas de coloracgéo branco acinzentada e bordas marrons bem definidas. A brusone, que
tem como agente causal o fungo Magnaporthe oryzae € a principal doenga do arroz, provocando
perdas significativas na produtividade das cultivares suscetiveis (EMBRAPA, 2006c).

Principais doencas na cultura do arroz (Figura 1).
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Figura 1: Sintomas das principais doencas da cultura do arroz. Mancha Parda (Bipolaris

oryzae) (A); Escaldadura, Monognaphella albescens (B);

Fonte: ARAUJO.

Queima das bainhas (Rhizoctonia solani (C); Busone (Magnaporthe oryzae) (D).
Fonte: SILVA-LOBO

2.2 Brusone

A brusone ocorre desde o estadio de plantula até a fase de maturacdo. O ciclo dessa
doenca inicia-se com a disseminacdo do indculo, pelo vento, agua ou sementes infectadas. Os
conidios aderem-se na superficie da folha, germinam, formam o apressorio, estrutura
especializada que perfura a superficie foliar, permitindo a colonizacdo que resulta no sintoma
tipico da doenca (FILLIPI; SILVA-LOBO; PRABHU). Nas folhas, os sintomas iniciam-se com
a formacdo de pequenas lesdes necrdticas, de coloracdo marrom, que ao evoluirem aumentam
de tamanho, apresentam formatos irregulares e com coloragdo marrom nas margens e o0 centro
das lesdes ficam esbranquicados. Em condicbes favoraveis as lesdes coalescem, causando

morte das folhas ou da planta inteira, como mostra a figura 2 (EMBRAPA, 2006).
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Figura 2: Sintomas de brusone em folhas do arroz.
Fontes: SEBASTIAO ARAUJO

Para a doenca se desenvolver sdo necessarias altas temperaturas de 25 a 28 °C, e
umidade acima de 90%. As principais fontes de indculo primario sdo sementes infectadas,
restos culturais e inoculo trazido pelo vento. J& a infeccdo secundaria tem como fonte as lesdes
esporulativas das folhas infectadas. E importante ressaltar que todas as fases do ciclo da doenca
séo altamente influenciadas pelos fatores climaticos, como por exemplo, a deposicao de orvalho
ou gotas de chuva nas folhas que, por sua vez, é essencial para a germinacdo dos conidios e
para o inicio da infeccdo (SILVA-LOBO et al., 2007).

Os principais danos causados pela brusone sdo a diminuicdo da area fotossintética e
da falta de uniformidade na emissdo de panicula, 0 aumento do nimero de espiguetas chochas,
baixo rendimento e até mesmo a perda da lavoura. Desse modo, é fundamental reduzir os danos
causados pela doenca por meio do uso de cultivares resistentes, de préaticas culturais e pelo uso
de fungicidas, utilizados sempre de forma integrada como um bom preparo do solo, adubacéo
equilibrada, evitar crescimento vegetativo exagerado da cultura, uso de sementes de boa
qualidade, controle de plantas daninhas, destrui¢do de plantas voluntarias e doentes e troca de
cultivares semeadas a cada trés ou quatro anos (SILVA-LOBO et al., 2007) para obter
desempenhos satisfatérios na producédo da cultura do arroz.

No Brasil, a aplicagdo de fungicidas é intensiva, visando reduzir as perdas de
rendimento. A utilizacdo de indutores de resisténcia bidticos esta sendo investigada como mais
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uma estratégia para aumentar a durabilidade da resisténcia a doencas e reduzir os residuos
toxicos resultantes do uso indiscriminado de produtos quimicos (FILIPPI et al., 2011). Segundo
Souza (2014), o manejo sustentavel € importante para o controle da brusone, por possibilitar a

diminuicdo da utilizacdo de agrotoxicos.
2.3 Controle Bioldgico

O uso intensivo de agrotoxicos para o controle de doengas de plantas na agricultura
tem provocado diversos problemas de ordem ambiental, como a contaminagéo dos alimentos,
do solo, da agua, dos animais, intoxicacdo de agricultores e resisténcia de patdgenos.
Consequentemente, ocasiona desequilibrio bioldgico do sistema, alterando a ciclagem de
nutrientes da matéria organica, eliminacdo de organismos benéficos e reducdo da
biodiversidade (EMBRAPA, 2009). Deste modo € necessario a adocao de praticas sustentaveis
na agricultura para melhorar a seguranca ambiental e alimentar. A utilizagdo de métodos
alternativos para o controle de doencas de plantas é algo fundamental, j& que os produtos
quimicos podem ocasionar o desiquilibrio da fauna e flora, por muitas vezes estarem sendo
aplicado de forma incorreta. Estima-se que cerca de 90% dos agrotoxicos aplicados ndo atingem
o alvo, sendo dissipados para o ambiente e tendo como ponto final reservatérios de agua e,
principalmente, o solo (MICHEREFF, 2001).

A busca pelo equilibrio bioldgico e a recuperacdo em areas degradadas pelo manejo
incorreto das culturas € indispensavel para a melhor sustentagdo do sistema agricola. Assim, 0s
agentes de controle microbiano de doencas tém um papel importante no meio ambiente
(BETTIOL, 2009a). Segundo a Embrapa, trata-se de um método de controle racional e sadio,
gue tem como objetivo final utilizar esses inimigos naturais que ndo deixam residuos nos
alimentos e sdo inofensivos ao meio ambiente e a salde da populacdo. Diante desse contexto,
o controle biolégico é uma alternativa para minimizar o uso dos produtos quimicos na
agricultura podendo ser definido como o uso de microrganismos benéficos para controlar
patdgenos. Segundo Cook & Baker (1983) o controle bioldgico de doencas de plantas é a
reducdo da soma do in6culo ou das atividades determinantes da doenca, provocada por um
patogeno, realizada por um ou mais organismos que ndo seja 0 homem.

No Brasil, diversas pesquisas estdo sendo desenvolvidas para que os produtos
bioldgicos estejam cada vez mais disponiveis para o produtor. Com isso, alguns
microrganismos veem sendo estudados mais fortemente para o controle de doencas de plantas,
tais como as bactérias e os fungos, destacando-se principalmente as espécies: Bacillus sp,

Pseudomonas sp, Trichoderma spp. e Cladosporium cladosporioides. Alguns microrganismos
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estéo citados na literatura com agentes que controla a brusone foliar em arroz, segundo Chaibub,
(2014) C. cladosporioides ¢ um agente bioldgico capaz de suprimir a brusone foliar enquanto
Filippi. etal, (2011) afirma que as rizobacterias também reduzem a severidade da brusone foliar
em arroz. Deste modo o controle bioldgico é uma alternativa para minimizar uso excessivo dos
fungicidas que causam a resisténcia de patdgenos e consequentemente prejuizos ao produtor.
Assim, ha um vasto estudo desses microrganismos para serem conciliados com o uso de

agrotoxicos visando uma agricultura mais sustentavel.
2.4 Actinomicetos

Os actinomicetos séo caracterizados pela existéncia de diversidade morfologica e de
producdo de metabdlitos, como os antibioticos, produzidos como metabodlito secundario. Os
actinomicetos também sdo notérios na producdo de pigmentos, enzimas e compostos
terpenoides que déo o odor caracteristicos do solo (OLIVEIRA, 2003). Eles destacam-se das
outras bactérias, por crescerem lentamente em meio de cultura, e por serem 0s principais
produtores de compostos bioativos de alto valor comercial e medicinal, bem como por seu
importante papel na ciclagem de nutrientes do solo (ARAUJO, 1998 apud OLIVEIRA, 2004).

Esses microrganismos sdo importantes constituintes da microfauna da rizosfera, seja
pela capacidade de sintese de antibioticos, permitindo o uso de sua capacidade antagonista no
biocontrole de fitopatdgenos e/ou pela influéncia que promove no estabelecimento de
microrganismos benéficos, como diazotréficos e as micorrizas e ainda pela formacdo de
actinorrizas, onde sdo capazes de fixar nitrogénio atmosférico (PEREIRA, 2000) podendo
ativar 0 mecanismo de resisténcia da planta a doencas. Segundo Oliveira, (2017) os
actinomicetos produzem o antibi6tico neomicina em meio liquido que deve estar associado ao
mecanismo de inibicdo do crescimento in vitro de Pantoea ananatis, agente causador da
mancha branca do milho. Esse alto potencial na producdo de moléculas de interesse
biotecnolodgico reflete na escolha desse microrganismo para o controle de fitopatdgenos. No
caso de fungos aflatoxigénicos o uso de actinomicetos é amplamente estudado tanto para
producdo de enzimas liticas como metabdlitos secundarios que apresentam algum grau de
controle (BETTIOL, 2009b).

Esse grupo de bactéria tem potencial para controle bioldgico e até mesmo
farmacoldgico, (TEIXEIRA, 2013). Logo é estudado em diferentes areas. Na agricultura os
actinomicetos sdo promissores como agentes no biocontrole de doencas de plantas e tém sido
investigados no Brasil como agentes bioldgicos para controle de patogenos de vérias culturas

de importancia econdmica, incluindo plantas da familia Poaceae (EMBRAPA, 2013), sendo
19



considerado mais uma alternativa de controle de doengas para agricultura sustentavel. Deste
modo, pesquisas relacionadas a esse microrganismo estdo sendo desenvolvidas nos Gltimos
anos. Carrer Filho, (2002) observou que os isolados de actinomicetos apresentam potencial
como agentes de biocontrole dos patdgenos foliares na cultura do tomate. Também foi
observado que os actinomicetos reduzem significativamente o numero de galhas de
Meloidogyne javanica no sistema radicular do tomateiro (COIMBRA; CAMPQS, 2010)
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Localizacéo da area experimental e descricdo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, na Embrapa Arroz e Feijdo,
localizada no municipio de Santo Antdnio de Goias-GO (16°29°S, 49°17°W ¢ 795 m de
altitude). Sementes de arroz da cultivar BRS Primavera, foram desinfestadas em alcool 70% e
hipoclorito de sodio 0,5% e semeadas em bandejas plasticas (15 x 30 x 10 cm) contendo 3kg
de solo néo autoclavado. Antes do semeio em bandejas, foi feito adubagdo de plantio com 5 g
de NPK (5-30-15) mais micronutrientes (3g de sulfato de zinco por bandeja (ZnSOa) e 3g de
sulfato de ferro (FeSO4)). As sementes foram distribuidas em oito sulcos, aproximadamente 15
sementes por sulco. Apos o plantio as bandejas foram regadas com agua e mantidas em casa de
vegetacdo. Foram realizadas duas adubac6es de cobertura, com sulfato de amonia (1g sulfato
de aménio/bandeja), aos 14 e aos 19 dias ap6s a semeadura.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, sendo que, para a avaliacdo da
severidade da brusone foram utilizados cinco tratamentos com trés repeticGes e para a
quantificacéo da atividade enziméticas foram utilizados dez tratamentos com trés repetigdes. O
tratamento controle foi pulverizado com M. oryzae e a testemunha absoluta com &gua. Os
tratamentos consistiram na microbiolizacdo de sementes e na pulverizacdo da parte aérea das
plantas de arroz com os isolados de actinomicetos AC04, AC18.4, AC22 e AC24 pertencentes
a Colecdo de Fungo e Microrganismo Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijao
(CEFMMCNPAF), que apresentaram antagonismo in vitro contra Magnaporthe oryzae e/ou a
outros patdgenos do arroz em estudos anteriores.

Aos dezenove dias apds a semeadura foi realizada a pulverizacdo dos isolados de
actinomicetos, com uma bomba de pressdo e uma pistola de aspersdo, com pressao de 0,001
kg/cm?, com um volume de 40 mL.bandeja® e quarenta oito horas depois foi realizada a

inoculagdo com o fungo Magnaporthe oryzae, na concentragdo de 3 x10° conidios.mL™.
3.2 Preparo da suspenséo de actinomiceto

Os isolados de actinomicetos foram submetidos a dois tipos de aplicagdes, sendo a
primeira por microbiolizacdo das sementes e a segunda via pulverizagdo foliar 48 horas antes
da aplicacdo do patogeno M. oryzae. Para a microbiolizacdo das sementes, quatro isolados de
actinomicetos foram cultivados em meio de cultura BDA (Batata, Dextrose, Agar) por sete dias.
Apos esse periodo, algumas colbnias foram transferidas com o auxilio de uma alga microbiana
para Erlemeyers de 200 mL, contendo 100 mL de meio de cultivo (caldo nutriente- meio
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liquido), os quais foram mantidos sob agitacdo constante a 140 rpm a 28°C por sete dias. Apds
esse periodo, as sementes de arroz foram microbiolizadas e mantidas na suspensdo de
actinomicetos por 24 horas sob agitacdo de 140 rpm, a 28°C graus. Para o tratamento controle,
a sementes foram mantidas em agua autoclavada. Depois deste periodo as sementes foram
colocadas para secar em temperatura ambiente, para realizagéo do plantio.

Dezenove dias apos a semeadura foi feito a pulverizagdo foliar 40 mL.gaiola™ com a
suspensdo de actinomicetos. O preparo da suspensdo foi o mesmo utilizado para a

microbiolizacdo das sementes.
3.3 Preparo da suspensao e inoculacdo de Magnaporthe oryzae

A inoculacdo das plantas de arroz foi realiza utilizando o isolado de M. oryzae, BRM
31295 armazenado na CFMMCNPAF. O fungo foi multiplicado em placas de Petri contendo
meio de cultura aveia e, posteriormente, incubado em cdmara de crescimento em temperatura
de 25°C e umidade do ar de 80% por sete dias. Em seguida, ocorreu a remocao do micelio com
0 auxilio de um bast&o de vidro esterilizado, com o objetivo de induzir a producao de conidios.
Para o preparo do in6culo, as placas foram lavadas com o auxilio de um pincel e 4gua destilada
autoclavada e a suspenséo filtrada em tecido de malha fina. Logo apds foi realizada a contagem
dos conidios e a concentragao final ajustada para 3 x 10° conidios.mL™.

Vinte e um dias ap0s a semeadura, 48 horas ap06s o desafio com o0s actinomicetos, as
plantas foram inoculadas com a suspensdo de M. oryzae e o tratamento controle com &gua
destilada autoclavada. O ambiente foi mantido em temperatura entre de 27°C a 28 °C e umidade
em torno de 90%. Logo apo6s a inoculacdo, as plantas foram mantidas em camera imida, por 24
horas e temperatura em 25°C, a partir do segundo dia a temperatura foi mantida em
aproximadamente 30°C durante o dia e a noite mantidas em camera Umida. A avaliacdo da
severidade da brusone foi realizada no sétimo dia apds a inoculagdo, com o auxilio de uma
escala de notas (NOTTEGHEM, 1981).

3.4 Atividade Enzimatica
3.4.1 Coleta das Amostras

Foram coletadas amostras de cada tratamento (cinco a dez folhas) durante cinco dias,
sendo que a primeira coleta foi feita antes da inoculacdo de M. oryzae e as demais foram

coletadas apds 24h, 48h, 72h e 96 h apds a inoculagdo com M. oryzae, incluindo o tratamento
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controle. As amostras coletadas foram imediatamente conservadas em gelo e posteriormente

armazenadas em freezer para realizacdo da quantificacdo da atividade enzimética.
3.4.2 Extracdo de proteinas totais

As folhas, armazenadas em freezer, foram maceradas com nitrogénio liquido com o
auxilio de pistilo até formar um pé fino. O po foi transferido para um microtubo (2,0mL) e foi
adicionado a solucdo de tampdo de extracdo de proteinas (Tris-HCL 10mM; Nacl 150 mM;
EDTA 2 mM, pH 7,0). Em seguida a suspenséo foi agitada por cinco minutos e centrifugada
sob refrigeracdo (4°C - 8°C) por trinta minutos a 13000 x g. O sobrenadante (proteina) foi

transferido para microtubos limpos para dosagem de proteinas e ensaios enzimaticos.
3.4.3 Dosagem de proteinas

Para realizacdo da dosagem de proteinas totais foram adicionadas 50uL de cada
amostra e colocadas em microtubos e adicionadas 1 mL do reagente de Badford (solubilizou-
se 100mg de Comassie Brilliant Blue G- 250 solubilizado em 50 mL de etanol 95% e em
seguida, adicionado100 mL de &cido fosforico 85%. A solucdo foi filtrada em papel filtro
guantitativo Whatman n°1 e avolumada a para 1 L de agua deionizada). A solucdo foi
homogeneizada e incubada por 20 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, foi
transferido 100puL de cada amostra para placa de Elisa e realizando a leitura em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 595 nm com o auxilio do software Gen5 Data
Analyses (Blotek) (BRADFORD, 1976).

3.4.4 Quitinase - QUI

Para a quantificagdo de quitinase foram adicionados 100pL de extrato bruto em
microtubos, 300uL de uma solucdo quitina 0,1% de tampé&o acetato de sédio 1,0 M e pH 4,5(0,1
g de quitina para 100 mL de tampdo de acetato). Em seguida a solucdo foi incubada em
temperatura ambiente por duas horas. Apds esse periodo, a reacdo foi paralisada com 1 mL da
solucdo de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) 1% e levada ao banho maria por 5 minutos em
uma temperatura de 100°C para quantificar as enzimas. Apds o resfriamento 100uL foi
transferido para placas de Elisa e foi realizada a leitura em espectrofotdmetro em comprimento
de ondas 540 nm utilizando o software Gen5 Data Analysees (Biotek) (BABU et al., 2003).

3.4.5 B-1,3 glucanase - GLU
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Foram adicionados 100puL de extrato em microtubos e solubilizadas em 300pL de uma
solucédo de laminarina 0,1% em tamp&o acetato 100Mm, pH4,5 (0,1g de laminaria para 100 ml
de tampa@o acetato). Logo apds homogeneizar e incubar a solucdo em temperatura ambiente por
2 horas. Posteriormente a reacdo foi paralisada com 1mL de solucdo de DNS (&cido 3,5-
dinitrosalicilico) 1% e levada ao banho maria por 5 minutos a 100°C para quantificar as
enzimas. Apos o resfriamento, transferiu-se 100uL para placas de Elisa foi realizada a leitura
em espectrofotdmetro em comprimento de onda e 540nm utilizando o software Gen5 Data
Analyses (Biotek) (PAN et al., 1991).

3.4.6 Peroxidase — POX

Foram adicionados diretamente na cubeta de leitura: 1,0ml de tampdo acetato de
potéssio 0,1 M pH 5,0 com ABTS — 8mg para cada 100mL de tampao (acido 2,2’ — azino- bis
3- thybenzthiazoline-6-sulphonic) + 50uL do extrato bruto na cubeta e homogeneizado
suavemente por 3 vezes com o auxilio de um parafilme. A cubeta foi posicionada dentro do
espectrofotdbmetro e adicionado 200uL de peroxido de hidrogénio H2O,. Posteriormente, foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro Spectrum SP- 2000 no comprimento de onda de 405
nm por meio de um software Win Spec 2.3 (CORTES et al. 2008).

3.4.7 Fenilamonoliase — PAL

Para a realizagdo desse ensaio foram adicionados 50pL de extrato bruto em microtubos
de 2,0 mL. Logo ap6s adicionar 1,5 mL de tampdo borato de s6dio 0,1 M pH: 8,0 acrescidos de
10mM de L- fenilanina, incubando em temperatura ambiente por 24 horas. E realizada a leitura
em espectrofotdmetro Spectrum SP — 2000, no comprimento de onda de 290 nm (HOYODO;
KURODA,; YANG, 1978)

3.4.8 Lipoxigenase — LOX

Para analise da atividade lipoxigenase foram adicionados 50uL de extrato bruto em
microtubos de 2,0mL, em seguida 1,2uL de uma solucdo contendo tampéo fosfato de potassio
50mM pH: 6,0 e acido linoleico. Posteriormente, foi incubado em temperatura ambiente por 24
horas e apds esse periodo foi realizado a leitura em espectrofotdmetro Spectrum SP — 2000, no
comprimento de ondas de 234 nm (SCHEWE et al., 1981).

3.5 Analise dos Dados
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As analises estatisticas dos dados da severidade da doencga foram realizadas com o
auxilio do programa SASM-Agri. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5%. Em relacdo a quantificacdo das enzimas foram realizadas com auxilio do programa
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versdo 19.0. As meédias dos tratamentos

foram comparadas pelo teste de Duncan a 5% de significancia.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Severidade da Brusone nas folhas

Observou-se diferenga entre os tratamentos e efeito positivo dos actinomicetos na
supressdo da brusone foliar, em condic6es de casa de vegetacao. Os tratamentos AC04, AC18.4,
AC22 e AC24, proporcionaram a supressdo da brusone foliar na ordem de 67,64%, 62,67%,

49,86% e 69,04%, respectivamente, em relacdo ao tratamento controle (Figura 3).
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Figura 3. Supressdo de brusone foliar em plantas de arroz tratadas com isolados de
actinomicetos (AC04, AC18.4, AC22, AC24).
*Media das colunas que possuem a mesma letra, ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Assim como neste estudo, onde se verificou o efeito de isolados de actinomicetos na
supressao da brusone foliar em arroz, outras pesquisas também mostraram o potencial deste
microrganismo no controle ou reducdo de outras doengas em outros patossistemas, como por
exemplo, Moura; Romeiro; Neves (1998) que afirmaram que os isolados de actinomicetos
possuem alto potencial para o controle de R. solanacearum em tomateiro, principalmente
guando veiculados as sementes. Carrer Filho; Romeiro; Garcia, (2008) também observaram que
actinomicetos reduziram a severidade de lesdes em folhas de tomateiro, cultivada tanto de
patdgenos fungicos (C. cassiicola, A. solani, S. solani) como bacterianos (P. syrinage pv.
tomato e X. campestris pv. vesicatoria) em relacdo a testemunha, em condi¢fes de casa de
vegetacdo. A severidade do crestamento bacteriano comum do feijoeiro, causado por

Xanthomonas axonopodis pv. plaseoli var. fuscans foi reduzida significativamente quando as
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plantas foram tratadas com actinomicetos (SBALCHEIRO, 2006). Em ensaio in vitro, Oliveira,
2017 observou que os isolados de actinomicetos sdo capazes de inibir o crescimento da bactéria
Pantoea ananatis, apresentando potencial para utilizacdo no controle bioldgico da mancha-
branca do milho.

Os actinomicetos adaptam-se a diferentes condi¢des ambientais e se destacam como
0s principais produtores de compostos bioativos de alto valor comercial e medicinal, devido a
grande quantidade de metabolitos secundarios e substancias antimicrobianas produzidas
(KORN-WENDISCH; KUTZNER,1992). Esta caracteristica faz dos actinomicetos fortes
agentes no biocontrole de fitopatdgenos em plantas (SILVA, 2016), tornando-se uma
alternativa para a obtencdo de produtos biol6gicos agricolas (OLIVEIRA, 2004).

4.2 Atividade Enzimatica

Para todas as enzimas analisadas, observou se variagdo na expressdo das mesmas
conforme o tratamento e 0 momento da coleta. Como descrito a seguir: Em relacdo a atividade
da enzima quitinase (QUI), na auséncia de M. oryzae, os tratamentos que se destacaram
estatisticamente no aumento da atividade enzimética foram: AC18.4, e AC 22 as 0 horas. Sendo
que AC18.4 apresentou 2 vezes mais atividade de QUI em relacgdo ao tratamento controle (H20)
(Tabela 1). Na presenca de M. oryzae, o tratamento que se destacou em relacdo ao tratamento
controle (H20) foi: Mo+ACO04 as 72 horas, apresentando 3 vezes mais atividade de QUI. Em
relacdo ao efeito somente das coletas, destacaram se as coletas realizadas as 72 horas, com
6,237 U.mgL. Entre o efeito somente dos isolados, destacaram-se AC22 e AC18.4, com 1,931
e 2,364 U.mg?, respectivamente.

Tabela 1.Atividade enziméatica Quitinase (U.mg 1) em diferentes coletas e tratamentos.
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Tratamento Coletas

0 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
AC4 0637Bb 086 DEb 1389Ab 1001 Bb 8032 Aa
AC18.4 2,364 Aa 1426 ABCa 1192Aa 2,695 Ba 2,933 Aa
AC22 1931 Ab 1,173BCDb 1,047Ab 1,602 Bb 4476 Aa
AC24 0,778Bc 0574 Ec 0911Ac 2407 Bb 3,651 Aa
H20 1,142Bb 1538ABCb 0,815Ab 6,237 Ba 2,829 Aab
M.o 0,696 DEb 146 Ab 4,048 Ba 4901 Aa
M.o+AC04 1606 ABb 1036Ab 18808 Aa 3,059 Ab
M.o+AC18.4 1,748 Ab 1079Ab 198 Bb 12211Aa
M.o+AC22 1,047 CDEa 1,134Aa 4953 Ba 13075Aa
M.o+AC24 1551 ABCb 1,46 Ab 10,782ABa 2818 Aab

Letras maiusculas definem a analise dos tratamentos dentro de cada coleta (vertical) e letras
minusculas definem anélise das coletas dentro de cada tratamento (horizontal).

Em relagdo a atividade da enzima [-1,3 Glucanase (GLU), na auséncia de M. oryzae,
os tratamentos que diferiram no aumento da atividade enzimética foram: AC04 e AC18.4 as 0
horas, apresentando 1,4 e 1,9 vezes mais atividade de GLU, respectivamente em relacdo ao
tratamento controle (H20) e AC22 as 24 e 48 horas. Na presencga de M. oryzae, os tratamentos
que se destacaram em relag&o ao tratamento controle (H-O) foram: M.o+AC04 e M.o +AC18,4,
as 24 horas, apresentando aproximadamente 2 vezes mais atividade de GLU relacdo ao
tratamento controle. As 48 horas os tratamentos M.o+AC18.4 e M.o+AC22 apresentaram maior
expressao da atividade GLU. Em relacdo ao efeito somente das coletas, a coleta que se
desacatou foi a de 72 horas com 17,81 U.mg*. Entre o efeito somente dos isolados, destacaram-
se AC4, AC18.4 e AC22 com 1,099, 1,464 e 0,952 U.mg, respectivamente (Tabela 2).

Tabela2.Atividade enzimatica GLU (U.mg™) em diferentes coletas e tratamentos.
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Tratamento  Coletas

0 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
AC4 1,099Bb 1012DEb  1265ABChb 0,955Cbh 8,99 AB a
AC18.4 1,464 Aa 0,795E a 0,766 BCDa 3,081Ca 1,958 B a
AC22 0,952BCd 1816BCb 1,588 Abc 1,275Ccd 2,82ABa
AC24 0,625Chb 0,859 DEb  0,605CDb 1,222Chb 8,866 AB a
H20 0,746 Cb 1,148DEb  0,714BCDb 17,81ABa 2,231ABb
M.o 1,388CDEc 0,639CDd 2216 Chb 3,305 AB a
M.o+AC04 2,459 A b 0,494Db 26,698 Aa 134Bb
M.o+AC18.4 2,188ABa 1564Aa 1,853Ca 13,895 AB a
M.0o+AC22 1137DEa 1482Aa 4277BCa 16,517 Aa
M.o+AC24 1508CDb 1,339ABD 853BCa 0,000Bb

Letra maiusculas definem a andlise dos tratamentos dentro de cada coleta (vertical). Letras
minusculas definem andlise das coletas dentro de cada tratamento (horizontal).

Em relacdo a atividade da enzima peroxidase (POX), na auséncia de M. oryzae, o
tratamento que se destacou no aumento da atividade da enzima POX, em 30 vezes, em relacéo
ao tratamento controle (H20) foi AC4 as 96 horas. Na presenca de M. oryzae, o tratamento que
se destacou em relagdo ao tratamento controle (H20) foi M.o+ACO04 as 72 horas apresentando
3 vezes mais atividade de POX. Em relacdo ao efeito das coletas, foi a de 72 horas com 0,386
U.mg? (Tabela 3).

Tabela 3.Atividade enzimatica POX (U.mg™) em diferentes coletas e tratamentos.
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Coletas

Tratamento

0 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
AC4 0,006 Aa 0,000Aa 0,000Ba 0,014Ba 0,678Aa
AC18.4 0,007 Ab 0,000Ab 0,006Bb 0,213Ba 0,043Ba
AC22 0,113Ab 0,000Ab 0,106Aa 0,09Ba 0,021 B ab
AC24 0,000Aa 0,000Aa 0273ABa 0,082Ba 0,081lBa
H20 0,000Ab 0543Ab 0,081ABb 038Ba 0022Bb
M.o 0,003Aa 0,051ABa 0,106Ba 0,106Ba
M.o+AC04 0,027 Aa 0059ABa 1161Aa 0,027Ba
M.o+AC18.4 0,004 Ab 0,063ABa 0,018Bb 0,000Bb
M.o+AC22 0,006 Aa 0,033ABa 0,018Ba 0,026Ba
M.o+AC24 0,000Aa 0,07ABa 0,179Ba 0,000Ba

Letras mailsculas definem a anélise dos tratamentos dentro de cada coleta (vertical) e letras
minusculas definem andlise das coletas dentro de cada tratamento (horizontal).

Em relacdo a atividade da enzima Fenilamonoliase (PAL), na auséncia de M. oryzae,
0s tratamentos que apresentou maior aumento na expressdo da atividade enzimatica foram:
ACO04 e AC 18.4 as 24 horas, apresentando 2 vezes mais atividade de PAL em relacdo ao
tratamento controle (H20). Na presenca de M. oryzae, os melhores tratamentos foram:
M.0o+AC04, M.0+AC18.4 e M.o+AC24 as 24 horas e Mo+AC04 as 72 horas, neste ultimo
apresentando 2 vezes mais atividade de PAL em relagdo ao tratamento controle. Em relagédo ao
efeito somente das coletas, a coleta que se destacou foi as de 72 com 15,257 U.mg™ (Tabela 4).

Tabela 4.Atividade enzimatica PAL (U.mg 1) em diferentes coletas e tratamentos.
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Tratameto Coletas
0 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

AC 4 0,829Chb 2636 Ab 1688BCh 1504Bb 7,727 A a
AC 18.4 2,04 Aa 2645Aa 1,206Ca 2921Ba 2,728 A a
AC 22 1551Bbc 1281Cc 1915ABb 1,436Bc 8,103 A a
AC 24 1906 Ab 1,26 Chb 1,233Ch 2,921Bb 9,018 Aa
H20 2,011ADb 1,165Cb  2401Ab 15,257 B a 5126 Ab
M.o 1,166 Cc  2,123ABc  4,699Bb 6,345 A a
M.o+AC04 1,833Bb 1607BCb  30973Aa 7,399Ab
M.o+AC18.4 1,82Ba 2,102ABa 424Ba 9,849 Aa
M.0o+AC22 0942Ca 2,498Aa 401Ba 7,175 A a
M.o+AC24 2,328Ab 1653BCb 11,893Ba 3216 Ab

Letras mailsculas definem a anélise dos tratamentos dentro de cada coleta (vertical) e letras
minusculas definem andlise das coletas dentro de cada tratamento (horizontal).

Em relacdo a atividade da enzima Lipoxigenase (LOX), na auséncia de M. oryzae, 0s
destaques foram os tratamentos AC04, AC18.4 e AC24 as 0 horas. As 48 horas todos 0s
tratamentos apresentando 2, 3 e 5 vezes mais atividade de LOX em relagdo ao tratamento
controle (H20). Na presengca de M. oryzae, os tratamentosM.0+AC04 e M.o +AC18.4,
M.0o+AC22 e M.0o+AC24 as 48 horas apresentaram 2 vezes mais atividade de LOX em relacéo
ao tratamento controle e as 72 horas M.o+AC04 apresentou um aumento de quase 7 vezes. Em
relacdo ao efeito das coletas, se destacaram as coletas de 72 e 96 horas com 23,855 e 24,815
U.mg. Entre o efeito somente dos isolados, destacaram-se AC4, AC18.4 e AC24 com 1,45,
1,372 e 1,93 U.mg?, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5.Atividade enzimatica LOX (U.mgt) em diferentes coletas e tratamentos.
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Coletas

Tratamento

O horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
AC4 145Bb 2113CDb 5116 Ab 5,076Bb 15,976 AB a
AC18.4 1372Bb 2879Bab 3486Bab 9,843Ba 8,733 B ab
AC22 1,135Cc 1,699DEc 2,767BCb 3,261Bb  4,172Ba
AC24 193Ab 2277BCDb 2,888BChb 6,213Bb 22,513 Aa
H20 1,046Chb 4918AD 092Db 23855 Ba 24,815Aa
M.o 1,263 Ec 0,897Dc 22,33Ba 11,672 AB b
M.o+AC04 463AD 2,34Chb 165,313 Aa 7,138Bb
M.o+AC18.4 2,249BCDa 2,644BCa 10,15Ba 12,931 AB a
M.0o+AC22 2595BCDb 2,891BCb 2527Ba 13,546 AB ab
M.o+AC24 4,888 Ab 2252Ch 32902Ba 641Bb

Letras mailsculas definem a andlise dos tratamentos dentro de cada coleta (vertical) e letras
minusculas definem andlise das coletas dentro de cada tratamento (horizontal).

As enzimas podem ser utilizadas para impedir a colonizacdo dos tecidos das plantas
podendo agir como agentes de biocontrole a parede celular dos fitopatogenos, além de
disponibilizar nutrientes para a planta (OLIVEIRA, 2009).

GLU e a QUI sdo proteinas relacionadas a patogénese pertencente a familia PR-2 e
PR-3, as quais possuem funcdo hidrolitica, quebrando polimeros estruturais presentes nas
paredes dos patdgenos (LABANCA, 2002). A POX é uma enzima responsavel por proteger a
parede celular de plantas hospedeiras através da oxidacdo de fendis, suberizacéo e lignificacdo
durante as reacOes de defesa ao ataque de patdgenos (SYROS et al., 2004). A peroxidase pode
atuar tanto diretamente na defesa de plantas a patdgenos, quanto nas vias de sinalizacao
relacionadas a diversos processos fisioldgicos em plantas, inclusive resposta a defesa (PINTO,
RIBEIRO DE OLIVEIRA, 2010). A enzima Fenilamonoliase (PAL) tem como substrato o
aminoéacido fenilalanina. Esta é uma enzima chave para todas as vias de sintese de compostos
fendlicos, os quais estdo envolvidos com resisténcia a patdgenos (PINTO, RIBEIRO DE
OLIVEIRA, 2010). A enzima LOX atua no impedimento do crescimento de patdgenos
induzindo a producgdo de fitoalexinas, aldeidos e &cido jasmoénico, participando também da
transducéo de sinais (NAMAI et al., 1990).

A resisténcia induzida é o fenbmeno em que uma planta, uma vez adequadamente
estimulada, apresenta uma resisténcia aumentada apos inoculagdo 'desafio’ com um agente

patogénico (VAN LOON, 1997). Deste modo, a indugdo de resisténcia exposta a agentes
32



indutores podem ser confirmados por meio de analise da atividade de algumas enzimas chaves,
envolvidas na resisténcia de plantas contra patogenos (MACAGNAN,. et al 2008).

Quitinase, -1,3 glucanase, lisozimas, peroxidase dentre outras, estdo relacionadas aos
processos de defesa durante a patogénese (PEREIRA,2008). Os actinomicetos sdo produtores
de substéncias antimicrobianas (LOCCI, 1984; MILLER et al., 1989), que diante dos resultados
verificados neste estudo, parecem ativar a expressdo destas enzimas. Moura (2000), observou
gue o0s actinomicetos podem apresentar alguns mecanismos, como 0 aumento da
disponibilidade de nutrientes, a producdo de substancias promotoras de crescimento vegetal e
a inducdo de resisténcia.

Em estudo feito por Oliveira (2009), foi encontrado resultados em que o0s
actinomicetos produzem amilase, proteinase, celulase e pectinase o controle de murcha
bacteriana ocasionada pela Ralstonia solanacearum em plantas de tomate. Damasceno, (2011)
afirmaram que os isolados de actinomicetos demostraram ser produtores de quitinase, em
mudas de tomates no controle de Meloidogyne javaica. Em estudos feitos por Macagnan et al
(2008), em mudas de cacaueiros tratadas com actinomicetos apresentou atividade de peroxidase
elevada até 12 dias.

Os resultados apresentados no presente trabalho indicam que os actinomicetos podem
atuar como indutores de resisténcia em plantas, e que foi capaz de aumentar a expressdo das
enzimas QUI, GLU, POX, LOX, PAL, as quais podem ter atuado ativamente na supressao da

brusone foliar.

5. CONCLUSAO
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A partir dos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que:
a) Os Isolados AC04, AC18.4, AC22 e AC24 apresentam potencial para controle
da brusone em folhas de arroz.
b) A atividade enzimatica tem sua expressdo aumentada na presenca dos isolados
ACO04, AC18.4, AC22 e AC24 podendo atuar na inducdo da resisténcia a

brusone nas plantas de arroz.
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ACTINOMICETO NA SUPRESSAO DA BRUSONE FOLIAR EM ARROZ

FERREIRA, Danielle Alves'; CARRER, Renato Filho!; FILIPPI, Marta C.C?;
CORTES, Marcio V.C.B.2; SOUZA, Alan Carlos Alves? SILVA-LOBO,
VALACIA L.?
1 Centro Universitario de Goias Uni-Anhanguera.
2 Embrapa Arroz e Feijdo. E-mail:daniellealves003@gmail.com

A brusone (Magnaporthe oryzae) é a principal doenca da cultura do arroz, podendo causar até
100% de perdas. No controle, o uso de agrotoxicos é intensivo, sendo urgente a adocdo de
praticas mais sustentaveis. Os actinomicetos produzem 70% dos compostos bioativos, como
antibidticos e outros metabolitos secundarios, podendo ser Uteis no manejo de doengas. Com o
objetivo de avaliar o potencial de actinomiceto na supressao da brusone foliar em arroz, os
isolados AC04, AC18.4, AC22 e AC24, antagonistas in vitro contra M. oryzae e outros
patégenos, foram utilizados para a microbiolizacdo, por 24 horas, de sementes da cv. BRS
Primavera. As sementes foram plantadas em casa de vegetacdo, em bandejas. Aos 19 dias ap6s
o0 plantio foi pulverizada uma suspenséo dos actinomicetos e dois dias depois a inoculagdo com
0 isolado BRM 31295 de M. oryzae (3x10° conidios.mL?). O tratamento controle foi
pulverizado com M. oryzae e a testemunha absoluta com agua. O delineamento experimental
foi em blocos ao acaso com seis tratamentos e trés repeticdes. Avaliou-se a severidade da
brusone sete dias apds a inoculagdo, utilizando escala de notas (1-9) e a atividade enzimatica,
coletando-se amostras diarias, a primeira antes da inoculagdo, as demais 24h, 48h, e 72h ap6s
a inoculagdo com M. oryzae. Os actinomicetos reduziram a severidade da brusone e a maior
expressdo das enzimas, B-1,3-glucanase, peroxidase, lipoxigenase, fenilalanina-aménia liase e
quitinase foi observada 72 horas ap06s o desafio com o patégeno. Actinomicetos sdo eficientes
na supressao da brusone e a atividade enzimatica indica inducédo de resisténcia na interacdo M.
oryzae x arroz x actinomicetos.

PALAVRAS-CHAVES. Magnaporthe oryzae. Controle Bioldgico. Inducédo de
Resisténcia
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