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Resumo: Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antagbnico in vitro de rizobactérias
contra Bipolaris sp., importante patdégeno causador de manchas foliares na cultura do milho. O
método adotado foi o de pareamento de col6nias. No centro de placas de Petri contendo BDA e
circundadas préximo a borda com as rizobactérias, foi depositado um disco de micélio do patégeno.
Estas foram incubadas a 28 * 2°C, com fotoperiodo de 12h claro/escuro. O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso, com seis tratamentos e cinco repeticdes. As avaliagdes do
crescimento diamétrico (mm) foram diarias, sendo, posteriormente, calculado o indice de Velocidade
de Crescimento Micelial (IVCM), que foi comparado entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott
(p-valor < 0.05), utilizando-se o programa SISVAR, versdo 5.6. As rizobactérias testadas apresentam
mecanismos que inibiram o crescimento micelial in vitro de Bipolaris sp. O isolado P23 apresentou
maior potencial de inibicdo contra o patdgeno, diferindo estatisticamente de todos os tratamentos,
apresentando potencial de utilizacdo em futuros programas de controle bioldgico da mancha de
Bipolaris do milho.

Palavras-chave: Bacillus, Zea mays, Pseudomonas.

Introdugdo
A cultura do milho (Zea mays L.) tem a sua produtividade ameacada por doencas foliares, que
sdo responsdveis pela redugdo em 40% na produgao (CASA; REIS, 2003). Entre as principais doengas
destacam-se as que possuem fungos como agentes etiolégicos, como helmintosporiose (Bipolaris

sp.), antracnose (Colletotrichum graminicola) e ferrugem (Puccinia spp.). Assim como o0s outros
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agentes fungicos, o Bipolaris sp. provoca danos significativos nas plantas, em decorréncia do mau
funcionamento e da destruicdo dos tecidos fotossintéticos (CASELA et al., 2006).

Diferentes estratégias de manejo vém sendo adotadas para o controle dessas doencas na
cultura, como, por exemplo, o uso de variedades resistentes, rotacdao de culturas, eliminagao de
plantas infestantes e controle quimico, bem como o balanco nutricional e o plantio da cultura em
época adequada, que evitam que os periodos criticos para a produgao coincidam com as condig¢des
ambientais mais favordveis ao desenvolvimento das doengas (CASELA et al., 2006).

O controle biolégico por microrganismos surge como uma alternativa e um componente
auxiliar para o manejo das manchas foliares na cultura do milho e também para a reducgdo, ou
eliminacdo, do uso de agroquimicos no controle de fitopatdégenos. A diversidade de microrganismos,
bem como suas relagdes antagodnicas, é uma ferramenta importante para o controle biolégico
aplicado. Particularmente com as rizobactérias, muitos trabalhos vém sendo realizados para se
conhecer sobre as interagdes antagonista-patégeno-hospedeiro, a fim de entender os mecanismos
gue compdem essas interacoes (RYAN et al., 2008). Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial antagbnico in vitro de rizobactérias contra Bipolaris sp., importante agente causal de

manchas foliares na cultura do Milho.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Amazénia Oriental.
Os isolados de Bipolaris sp. foram obtidos por meio do isolamento indireto de estruturas do
patégeno em folhas com sintomas caracteristicos da doenca, de milho cultivado em sistema de
plantio direto, em Paragominas, PA. As rizobatérias foram obtidas de amostras de solo da Empresa
Sococo Produtos Alimenticios S/A, ambos depositados na colecdo de microorganismos do
Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Amazobnia Oriental. A partir de testes preliminares
selecionou-se dois isolados de rizobactérias do género Bacillus (B23 e B14) e trés do género
Pseudomonas (P22, P23 e P41).

Foi utilizado o método de pareamento de colbnias. O patégeno foi cultivado em meio de
cultura de BDA (Batata-Dextrose-Agar) por sete dias antes da instalacio do experimento. As

rizobactérias foram reativadas em meio de cultura de NA (Nutriente-Agar) por 48 horas.



")e& L o L . .
Q - %—Q 202 Seminario de Iniciagao Cientifica e 42 Semindrio de Pés-graduacgao
Z' )/0 da Embrapa Amazonia Oriental
g 21 a 23 de setembro de 2016, Belém, PA.

Posteriormente, em placas de Petri contendo BDA, com um auxilio de um bastdo de vidro estéril,
tracou-se um circulo continuo de crescimento bacteriano acompanhando a borda das placas,
depositando-se os discos de micélio do patégeno (¢ = 9 mm) no centro de cada placa. Como
testemunha utilizou-se placas de BDA contendo no seu centro apenas o disco de micélio do fungo,
sem as rizobactérias. As placas foram incubadas a temperatura igual a 28 + 29C, com fotoperiodo de
12h claro/escuro em BOD.

A avaliagao do experimento foi realizada diariamente, a partir de 24 horas da sua instalagao
sendo realizada a medicdo do crescimento diamétrico das col6nias (mm) até o momento em que a
primeira placa da testemunha completou seu crescimento. O delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso, com seis tratamentos constituidos de trés rizobactérias do género
Pseudomonas (P22, P23 e P41) e duas do género Bacillus (B23 e B14), mais a testemunha, em cinco
repeticdes. Os dados obtidos com essa avaliagdo foram empregados no célculo do indice de
Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM). Devido a ndo normalidade dos dados, estes foram
transformados utilizando-se fungdo logaritmica, e submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA), feita
pelo teste F (p-valor < 0.05). As médias de crescimento micelial foram comparadas pelo teste de

Scott-Knott (p-valor < 0.05), utilizando-se o programa SISVAR, versao 5.6.

Resultados e Discussao
Constatou-se que as rizobactérias testadas demonstraram efeito inibitério significativo no

crescimento micelial do patégeno, quando comparado com o tratamento testemunha (Figura 1).

Figura 1- Inibicdo in vitro do crescimento micelial de Bipolaris sp. por rizobactérias. (Fonte: I. A L. de Souza).
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O crescimento micelial médio de Bipolaris sp. foi de 1,69 cm, 2,12 cm, 2,47 cm, 2,68 cm, 2,91
cm, na presenca dos isolados P23, P22, B23, P41 e B14, respectivamente, enquanto que na
testemunha, o crescimento do patégeno foi de 4,27 cm, sendo superior, portanto, aquele na
presenca dos antagonistas, indicando a inibicdo do crescimento micelial na presenca dos mesmos. O
isolado P23 apresentou diferencga estatistica significativa em relagdo aos demais tratamentos, com
maior inibicao do crescimento micelial do patégeno (Figura 2).

O crescimento micelial de C. gloeosporioides foi inibido em estudo feito por Fuga et al. (2011),
no qual foi avaliada a inibicdo do crescimento micelial desse patégeno por diversos isolados
bacterianos. Entre as possiveis explicacdes para esse resultado encontra-se a competicdo por
nutrientes entre as rizobactérias e o fungo, e a producdo de substancias prejudicais ao patégeno
(TROTEL-AZIZ et al., 2008), pois ha uma enorme variagao na sintese de substancias antifungicas
produzidas in vitro contra o patégeno (FUGA et al., 2011). Destacando-se a produgdo dessas
substancias no biocontrole, estudo feito por Shiomi et al. (2008) testou 95 isolados de rizobactérias
do milho com ac¢do antagbnica a patdgenos de plantas e resultou em seis isolados promissores para o
controle de fitopatdgenos, devido a producdao de compostos téxicos, de sideréforos e de enzimas

extracelulares responsaveis pelo antagonismo.
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Figura 2 — indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de Bipolaris sp. pareado com cinco isolados de
rizobactérias.
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Conclusao
O isolado P23 atuou significativamente na inibigao do crescimento micelial de Bipolaris sp.,
apresentando potencial de utilizacdo em futuros programas de controle bioldgico da mancha de

Bipolaris sp. na cultura do milho.
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