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Varios

Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a compatibilidade entre rizobactérias biocontroladoras pré-
selecionadas e o efeito de suas combinagdes sobre a queima-das-bainhas (Rhizoctonia solani), a meloidoginose
(Meloidogyne graminicola) ¢ a promogao de crescimento de plantas de arroz. A compatibilidade foi determinada
pela antibiose. O efeito das combinagdes de isolados foi avaliado por microbiolizagdo de sementes de arroz, cultivar
El Paso L144, com suspensdes das rizobactérias DFs185 (Pseudomonas synxantha), DFs223 (P. fluorescens),
DFs306 (ainda ndo identificada), DFs416 e DFs418 (Bacillus sp.). Essas rizobactérias foram usadas isoladamente
ou combinadas em arranjos de dois, trés e quatro isolados. O isolado DFs223 néo foi combinado com nenhum outro
por ser incompativel com os demais isolados. Cinco combinagdes de rizobactérias (DFs185/418, DFs306/416,
DFs306/418, DFs416/418, DFs185/306/418) e o isolado DFs306 destacaram-se por reduzir a reproducao de
M. graminicola e promover o crescimento das plantas. A combinacdo DFs185/306 apresentou os melhores
resultados quanto ao controle de R. solani e a promogao de crescimento. A combinagdo DFs306/416 proporcionou
os melhores resultados para o controle das duas doengas.

Termos para indexag@o: Meloidogyne graminicola, Rhizoctonia solani, controle biologico, microbiolizag¢do de
sementes, rizobactérias promotoras de crescimento.

Biocontrol of sheath blight and root-knot nematode and growth
promotion of rice plants by rhizobacteria

Abstract — The objective of this work was to evaluate the compatibility between previously selected biocontroller
rhizobacteria and the effect of their combination upon sheath blight (Rhizoctonia solani), root-knot nematode
(Meloidogyne graminicola) and growth promotion in rice plants. The compatibility between these bacteria was
determined by the overlay antibiosis. The effect of isolate combinations was evaluated by seed microbiolization
of the rice cultivar El Paso L144 with rhizobacteria suspensions of DFs185 (Pseudomonas synxantha), DFs223
(P, fluorescens), DFs306 (unidentified), DFs416 and DFs418 (Bacillus sp.). These rhizobacteria were used alone
or combined in arrangements of two, three and four isolates. The DFs223 isolate was not combined because it is
incompatible with the other bacteria. Five rhizobacteria combinations (DFs185/418, DFs306/416, DFs306/418,
DFs416/418, DFs185/306/418) and the isolate DFs306 stood out for reducing M. graminicola reproduction and
promoting plant growth. Combination DFs185/306 presented the best results for the control of R. solani and for
growth promotion. The DFs306/416 combination provided the best results for the control of the two diseases.

Index terms: Meloidogyne graminicola, Rhizoctonia solani, biological control, seed microbilization,
growth-promoting rhizobacteria.

Introducao A queima-das-bainhas no arroz, causada

microrganismos  podem  associar-se

por

R. solani, ocorre em areas temperadas e tropicais.

patogenicamente as plantas de arroz (Oryza sativa L.)
e causar lesdes na parte aérea e radicular, levando a
reducdo da producdo (Nunes et al., 2004). Entre os
patdgenos habitantes do solo que causam danos a
cultura do arroz, destacam-se o fungo Rhizoctonia
solani Kuhn [teleomorfo: Thanatephorus cucumeris
(Frank) Donk] e o nematoide-das-galhas Meloidogyne
graminicola Golden & Birchfield.

Alguns fatores tém agravado sua incidéncia e
severidade, como a utiliza¢do excessiva de adubagao
nitrogenada, alta densidade de plantas e plantio de
cultivares de ciclo precoce, de baixa estatura, alto
perfilhamento e de maior suscetibilidade. O cultivo
do arroz sucedido por hospedeiros desse fungo leva
a continuidade do ciclo do patdégeno e ao aumento de
inoculo (Nunes et al., 2004).
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A meloidoginose em arroz irrigado, causada por
M. graminicola, ndo ¢ considerada uma doenca de
grande impacto nas lavouras brasileiras; no entanto,
sua incidéncia tem aumentado a cada ano. As perdas
causadas ndo foram ainda quantificadas, no entanto,
o controle dessa espécie pode resultar em aumento
da produgao de até 80% (Soriano & Reversat, 2003).
A agdo parasitica do nematoide leva a reducdo da
absor¢do de nutrientes e, em casos muito graves, a
morte da planta (Steffen, 2007). Este patdogeno pode
sobreviver no solo, em areas umidas, na forma de
juvenil de segundo estadio (J2) e em massas de ovos,
ou ainda, em ampla gama de hospedeiros (Tihohod,
1993).

Limitagdes do controle quimico e a inexisténcia
de cultivares resistentes a queima-das-bainhas e
a meloidoginose levaram ao estudo do controle
biologico dessas doengas. Bactérias saprofitas da
rizosfera, denominadas rizobactérias, tém grande
potencial na redugdo de fitopatogenos do solo. O uso
delas, principalmente das espécies de Bacillus e de
Pseudomonas, é citado para o controle da queima das
bainhas (Nandakumar et al., 2001; Ludwig & Moura,
2007) e do nematoide-das-galhas do arroz (Padgham
& Sikora, 2007; Ludwig, 2009).

Uma das estratégias para aumentar a eficiéncia do
controle biologico de doencas, utilizada atualmente,
¢ a combinacdo de microrganismos. Esse uso pode
ampliar o espectro de agdo sobre diferentes patogenos e
estabilizar o efeito controlador sob diferentes condigdes
de cultivo e de ambiente (Raupach & Kloepper, 1998;
Boer et al., 2003).

Resultados obtidos por Ludwig & Moura (2007)
e por Ludwig (2009) apontaram para o controle
potencial de R. solani e de M. graminicola, quando
foram utilizadas individualmente as rizobactérias
DFsl185  (Pseudomonas  synxantha),  DFs223
(P. fluorescens), DFs306 (ndo identificado), DFs416 ¢
DFs418 (Bacillus sp.). Em geral, os niveis de controle
alcancados foram significativos; porém, a eficiéncia
propiciada pelos diferentes tratamentos variou entre os
ensaios realizados (Ludwig & Moura, 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a
compatibilidade entre rizobactérias biocontroladoras
pré-selecionadas e o efeito de suas combinagdes sobre a
queima-das-bainhas, a meloidoginose e a promocgao de
crescimento de plantas de arroz em casa de vegetacao.
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Material e Métodos

Os ensaios foram realizados em 2009, na
Universidade Federal de Pelotas € na Embrapa Clima
Temperado, no Municipio de Pelotas, RS, Brasil.

As rizobactérias utilizadas foram: DFs185,
Pseudomonas synxantha (Ehrenberg) Hollan; DFs223,
P. fluorescens Migula; DFs416 e DFs418, Bacillus sp.
Cohn; e DFs306 (ndo identificada). As rizobactérias
foram pré-selecionadas por apresentar potencial in vivo
para o controle de Bipolaris oryzae, Gerlachia oryzae
(Ludwig et al., 2009), Rhizoctonia solani (Ludwig &
Moura, 2007) e Meloidogyne graminicola (Ludwig,
2009).

Para determinar a compatibilidade entre rizobactérias,
foi realizado o pareamento delas em meio de cultura 523
(Kado & Heskett, 1970), pelo método de sobrecamada
(Romeiro, 2001). Todas as combinagdes foram
realizadas de forma que cada isolado foi pareado com
todos os demais em placa de Petri, com quatro repeticdes
constituidas de uma placa com quatro isolados.
A avaliacdo foi realizada 24 horas ap6és a adicdo da
sobrecamada com o isolado desafiante. Observou-se a
presenga ou auséncia de halo de inibi¢ao de crescimento
do isolado desafiante.

Foram instalados dois experimentos em casa
de vegetagdo para avaliar a efetividade das
combinacdes compativeis das rizobactérias no
biocontrole da queima-das-bainhas (R. solani) e do
nematoide-das-galhas (M. graminicola). Testaram-se,
individualmente, as rizobactérias DFs185, DFs223,
DFs306, DFs416, DFs418 e as combinagdes
DFs185/306, DFs185/416, DFs185/418, DFs306/416,
DFs306/418, DFs416/418, DFs185/306/416,
DFs185/306/418, DFs185/416/418, DFs306/416/418,
DFs185/306/416/418. Suspensdes das rizobactérias
foram preparadas com solucédo salina (NaCl a 0,85%)
de cada um dos isolados com 24 horas de crescimento,
a 28°C em meio 523 solido (Kado & Heskett, 1970).
A concentra¢do de cada suspensdo foi ajustada para
Asy=0,5. As combinacdes foram obtidas a partir de
suspensdes dos isolados preparadas individualmente, e
asconcentragdes foram ajustadas paraserposteriormente
misturadas em volumes iguais.

Para a microbiolizacdo, sementes de arroz da cultivar
El Paso L144 foram imersas nas suspensdes, durante
30 min sob agita¢do, a 10°C. As testemunhas foram
constituidas de sementes tratadas apenas com solucao
salina (T) ou tratadas com solu¢do salina e o fungicida
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carboxin + thiran (TF), indicado para o tratamento de
sementes, na dosagem final de 3 mL kg de sementes.
Para o ensaio com biocontrole de M. graminicola, nao
foram utilizadas sementes tratadas com TF.

Para estudar o biocontrole de R. solani, apds o
periodo de agitacdo, cinco sementes foram depositadas
em vasos com capacidade de 1 kg, em solo ndo
esterilizado, com suplementacdo mineral realizada de
acordo com as recomendacgdes indicadas para a cultura
(Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo, 1999). Apos a
emergéncia das plantulas, realizou-se o desbaste, tendo-
se deixado duas plantas por vaso. As plantas foram
conduzidas em casa de vegetacao ndo climatizada, em
delineamento experimental inteiramente casualizado,
com quatro repeti¢des por tratamento.

Um isolado virulento de R. solani, obtido a partir
de plantas sintomaticas, foi inoculado nas plantas.
O inoculo foi obtido da seguinte forma: palitos
de madeira (£2 cm de comprimento), previamente
autoclavados em Erlenmeyer, e discos de micélio de
5 mm de diametro, obtidos a partir das bordas da colonia
com crescimento ativo de R. solani, foram transferidos
para placas de Petri com BDA. Em seguida, as placas
foram incubadas a 22+2°C, quando o crescimento
micelial de R. solani recobriu os palitos. Depois de
35 dias da semeadura (perfilhamento), o isolado foi
inoculado nas plantas, pela inser¢do de um palito
colonizado por R. solanina metade da bainha do perfilho
principal, e as plantas foram transferidas para camara
umida, onde permaneceram por 24 horas. A avaliagdo da
queima-das-bainhas foi feita por medigdes, com régua
milimetrada, no sentido longitudinal da extensdo das
lesdes e das bainhas. Foram realizadas sete avaliacdes,
iniciadas a partir do quarto dia apds a inoculagdo,
com intervalos de dois dias entre elas. As medidas de
lesdes e de bainhas em cada planta foram utilizadas
para construir a relacdo lesdo:extensdo. A partir dos
valores obtidos, foi calculada a area abaixo da curva
de progresso da doenga (AACPD), pelo programa
Gwhbasic (Maffia, 1986). Para o calculo da percentagem
de controle da doenca, foi utilizada a AACPD, tendo-
se considerado a testemunha como 0% de controle.

Apos a ultima avaliagdo de biocontrole, foi contado
o numero de perfilhos (NP) e, em seguida, as plantas
tiveram a parte aérea separada do sistema radicular, por
meio de um corte realizado na altura do colo. A area
foliar total (AF) foi medida com o determinador de area
foliar Licor, modelo LI-3100 (LI-COR Biosciences,

Lincoln, EUA). As raizes foram lavadas com agua
corrente sobre peneira. A seguir, a massa de matéria
seca da parte aérea (MSA) e das raizes (MSR) das
plantas de cada parcela foi determinada apds secagem
em estufa a 60°C, por trés dias.

Para estudar o biocontrole de M. graminicola, apos
a microbiolizagdo, cinco sementes foram depositadas
em vasos com capacidade de 700 mL, que continham
solo autoclavado. Apos a emergéncia das plantulas,
foi realizado o desbaste, tendo-se deixado uma planta
por vaso. O experimento foi conduzido em casa
de vegetagdo climatizada (25+2°C). Utilizou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado,
com seis repeticdes.

Uma populacdo pura de M. graminicola (Est. VS1)
(Carneiro & Almeida, 2001) foi multiplicada em
plantas de arroz cultivadas em casa de vegetagdo, em
solo autoclavado. Essa populagdo foi utilizada como
inodculo. Procedeu-se a extragdao dos ovos e de juvenis
de segundo estadio (J2), conforme Hussey & Barker
(1973). Apbs a emissao da quarta folha, 10 mL da
suspensdo com 5.000 ovos + J2 do nematoide foram
inoculados, por meio de depdsito ao redor das plantas,
em cinco orificios de 2 cm de profundidade. O solo foi
mantido imido até a avalia¢do do ensaio.

Cinquenta dias ap6s a inoculagdo, as plantas foram
coletadas e as raizes foram separadas da parte aérea
e lavadas com agua corrente, até a retirada de todo o
solo. A parte aérea foi seca para a mensuracdo da massa
de matéria seca (MSA). Em seguida, as raizes foram
secas com papel toalha e pesadas para a determinagdo
da massa de matéria fresca (MFR).

A contagem do numero de galhas (NG) foi
realizada em todo o sistema radicular, com uso de
microscopio estereoscopico. Em seguida, as raizes
foram processadas para a extragdo de ovos, cortadas
e trituradas em liquidificador por 30 s em solucdo de
hipoclorito de sodio a 0,1%. Esse material foi vertido
em peneiras de 80 e 500 Mesh e lavado com jatos de
agua destilada (Hussey & Barker, 1973). A contagem
do numero de ovos (NO) foi feita em camara de Peters,
em observagdo sob microscopio optico. Para o calculo
do fator de reprodugdo (FR), foi utilizada a formula
FR = P{/Pi, em que: Pf ¢ a populacao final de ovos +
J2, e Pi a populagio inicial de ovos + J2.

Para a analise estatistica, os dados da AACPD,
obtidos no ensaio para o controle de R. solani, o numero
de galhas ¢ o numero de ovos de M. graminicola
foram previamente transformados em (x + 1)%.
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Os resultados dos ensaios do biocontrole de R. solani
e de M. graminicola foram expressos em percentagem
de controle, tendo-se considerado a testemunha como
0%, e submetidos a analise de variancia, com suas
médias comparadas pelo teste Scott-Knott, a 5% de
probabilidade. Todo o procedimento foi realizado pelo
programa SASM-Agri (Canteri et al., 2001).

Resultados e Discussao

Observou-se que a rizobactéria DFs223 apresentou
halo de inibi¢do em desafio a todas as demais e,
portanto, foi incompativel em qualquer combinagio.
As demais rizobactérias ndo foram sensiveis entre si, 0
que tornou possivel sua utilizagdo em 11 combinagdes
de dois, trés e de quatro isolados.

O controle da queima-das-bainhas proporcionado
pelas rizobactérias variou entre 0 e 50%. Entre todos
os tratamentos, apenas a combinagdo DFs185/306/418
nao proporcionou qualquer grau de controle da doenga.
Dez tratamentos apresentaram diferenca em relagdo a
testemunha, e a média de controle foi de 37%, com

variagdo de 26 a 50%. O maximo controle foi alcangado
pelas combinacdes DFs185/416 e DFs185/306/416
(Tabela 1).

De modo geral, o nimero de perfilhos (NP), a massa
de matéria seca da raiz (MSR), a massa de matéria
seca da parte aérea (MAS) e a area foliar total (AF)
tiveram comportamento variado. Houve tratamentos
que proporcionaram incrementos significativos dessas
variaveis, € outros que ndo surtiram efeito sobre o
crescimento das plantas.

Em relacdo ao NP, nenhum dos tratamentos
proporcionou ganhos em relagdo a testemunha. Para
MSR, dez tratamentos diferiram significativamente
da testemunha (T), e proporcionaram um incremento
médio de 44%, com variagdo entre 26 ¢ 72%,
tendo alcancado valores similares aos das plantas
ndo infectadas com o patégeno. Para MSA, as
combina¢des DFs185/306, DFs185/418, DFs185/306/418
e DFs185/416/418 proporcionaram incrementos em
relacdo a testemunha (média de 44%, com variagao
entre 25 ¢ 64%), com média de 70% de aumento da

Tabela 1. Severidade de queima-das-bainhas (AACPD), percentual de controle (PC), massa de matéria seca de raizes (MSR),
numero de perfilhos (NP), massa de matéria seca da parte aérea (MSA) e area foliar de plantas de arroz, originadas de
sementes microbiolizadas com diferentes isolados e combinagdes de rizobactérias, em casa de vegetagdo®.

Tratamento AACPD PC® MSR Variagdo @ NP MSA Variag¢do Area foliar
(%) (g) (%0) (2 (%) (cm?) Variago (%)

DFs185/306 1,1b 43 6,40a 41 6,0 2,27a 30 188,24a 52
DFs185/416 1,0b 45 5,12b 13 5,0 1,98b 14 161,54b 31
DFs185/418 1,8a 8 4,68b 3 7,0 2,17a 25 209,02a 69
DFs306/416 1,2b 36 6,44a 42 5,0 1,79 3 134,79b 9
DFs306/418 1,2b 36 3,02b -34 5,0 1,82b 5 134,82b 9
DFs416/418 1,4b 31 4,34b 5 5,0 1,56b -10 116,34b -6
DFs185/306/416 1,0b 50 7,76a 71 5,0 1,67b -4 130,86b 6
DFs185/306/418 2,1a 0 7,84a 72 6,0 2,36a 64 215,28a 74
DFs185/416/418 1,7a 14 7,80a 71 7,0 2,75a 58 228,74a 85
DFs306/416/418 1,7a 13 6,08a 34 5,0 1,96b 13 159,35b 29
DFs185/306/416/418 1,3b 33 5,73a 26 6,0 1,80b 3 160,90b 30
DFs185 1,4b 26 5,16b 13 5,0 1,86b 7 137,34b 11
DFs223 1,5a 21 5,84a 28 5,0 1,60b -8 139,78b 13
DFs306 1,7a 11 4,43b 3 5,0 1,56b -10 148,87b 20
DFs416 1,1b 43 5,84a 28 4,0 1,60b -8 165,39b 34
DFs418 1,4b 29 5,86a 29 5,0 1,92b 10 143,03b 16
T 2,0a 0 4,55b 0 4,0 1,74b 0 123,73b 0
T-1 - - 6,13a 35 4,0 1,80b 3 136,67b 10
TF 2,2a 0 4,28b 6 4,0 1,46b -16 121,87b -2
CV (%)® 10.85 30,24 27,23 24,28 18,34

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. @Area abaixo da curva de progresso da doenga
(AACPD) em comparagdo a AACPD da testemunha. ®Variacdo percentual dos valores da variavel em comparagdo aos apresentados pela testemunha.
@Coeficiente de variagdo dos valores transformados para (x+1)*°. T, testemunha tratada com salina; T - I, testemunha sem inoculag¢do do patogeno; TF,
tratamento com o fungicida carboxin + thiram na concentragdo de 3 mL kg de sementes.
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area foliar (valores entre 52 ¢ 85%), o que resultou
em valores superiores aos que tiveram as plantas nao
infectadas (Tabela 1).

De modo geral, considerando-se todas as varidveis
de crescimento avaliadas, as combina¢des DFs185/306,
DFs185/306/418 e DFs185/416/418 proporcionaram
ganhos significativos para trés das quatro variaveis
avaliadas. No entanto, entre estas, somente a
combinacao DFs185/306 diferiu da testemunha quanto
ao controle da doenca (Tabela 1).

Todos os tratamentos reduziram o ntmero de
galhas (NG) de M. graminicola nas raizes das plantas
originadas de sementes microbiolizadas, com variagdo
de 30 a 73% em relacdo a testemunha e média de
46%. Quatorze tratamentos proporcionaram reducao
significativa de 32 a 62% (média de 52%) no numero
de ovos (NO), e de 31 e 61% (média de 51%) no fator
de reprodugdo (FR) do nematoide (Tabela 2).

A massa de matéria fresca das raizes da testemunha
infectada com o nematoide foi maior do que a das
plantas testemunhas, que ndo receberam inoculagdo
do patdgeno, e ndo diferiu de oito tratamentos.

A massa de matéria seca da parte aérea apresentou
diferencas significativas entre essas duas categorias
de plantas testemunhas. Dez tratamentos diferiram das
testemunhas e proporcionaram incremento médio de
18% (entre 4 e 38%) (Tabela 2).

Houve diferencas significativas entre os tratamentos
para as cinco variaveis avaliadas no ensaio, embora os
niveis de discriminag@o tenham variado para cada uma
delas. Em ordem decrescente de discriminagdo estdo:
a variavel relacionada aos sintomas (NG), com quatro
grupos, dos quais trés resultaram em menor intensidade
de sintomas; as variaveis relacionadas a produgio
de ovos (NO e FR), com trés grupos, dos quais um
similar a testemunha e dois de valores inferiores aos da
testemunha; as variaveis relacionadas ao crescimento
(MSA e MFR), com dois grupos, dos quais um igual
a testemunha e outro com valores superiores aos da
testemunha.

Os tratamentos DFs185/306, DFs185, DFs416 ¢
DFs418 formaram o grupo com maior reducao de danos
em relagdo aos sintomas (3,4 vezes menos galhas) ¢
também figuraram no grupo de maior redugdo do

Tabela 2. Numero de galhas, nimero de ovos, fator de reproducgdo (FR), percentual de controle (PC), massa de matéria
fresca radicular (MFR), massa de matéria seca da parte aérea (MSA) de plantas originadas de sementes microbiolizadas com
diferentes isolados ¢ combinagdes de rizobactérias, cultivadas em solo infestado com Meloidogyne graminicola, em casa de

vegetagaoV.
Tratamento Numero de  Variagdao®  Numero de Variagao FR PC MFR Varia¢ao MAS Variagao
galhas (%) ovos (%) (8 (%) (8 (%)
DFs185/306 65d 69 58.750¢ 61 11,8¢ 61 6,0b -31 2,2b -8
DFs185/416 94c 55 67.777¢ 56 13,6¢ 56 8,0b -8 2,7a 13
DFs185/418 100¢ 52 72.639¢ 52 15,3¢ 50 10,0a 15 2,8a 17
DFs306/416 89¢ 57 65.416¢ 57 13,0c 57 9,3a 7 2,7a 13
DFs306/418 95¢ 55 72.638¢ 52 14,5¢ 52 8,4a -3 2,8a 17
DFs416/418 106¢ 49 76.111c 50 15,2¢ 50 10,4a 20 2.8a 17
DFs185/306/416 80c 62 66.389¢ 56 13,3¢ 56 3,4b -61 1,8b -25
DFs185/306/418 98¢ 53 64.861c¢ 57 12,9¢ 57 11,9a 37 3,3a 38
DFs185/416/418 146b 30 74.444¢ 51 14,9¢ 51 6,8b -22 2,3b -4
DFs306/416/418 133b 36 145.277a 5 29,0a 5 10,1a 16 3,0a 25
DFs185/306/416/418 8lc 61 129.444a 15 25,9a 15 10,1a 16 2,7a 13
DFs185 57d 73 78.611c 48 15,7¢ 48 6,5b -25 1,9b 221
DFs223 98¢ 53 92.222¢ 39 18,4¢ 40 7,6b -13 2,5a 4
DFs306 89¢ 57 104.861b 31 20,9b 31 9,3a 7 3,la 29
DFs416 65d 69 62.638¢ 59 12,5¢ 59 7,1b -18 2,3b -4
DFs418 60d 71 60.000¢ 61 12,0¢ 61 5,6b -36 1,8b -25
T 209a 0 152.361a 0 30,4a 0 8,7a 0 2,4b 0
T-1 - - - - - 7,8b -10 2,3b -4,
CV (%)® 13,87 16,06 15,15 32,6 23,95

(WMédias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. ®Varia¢do percentual dos valores da variavel
em comparagdo aos apresentados pela testemunha. ®Coeficiente de variagdo dos valores transformados para (x + 1)°°. T, testemunha tratada com salina;

T - 1, testemunha sem inoculagdo do patdgeno.
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numero de ovos (2,2 vezes menos) e de reproducao do
nematoide (2,14 vezes). Os tratamentos: DFs185/418,
DFs306/416, DFs306/418, DFs416/418, DFs185/306/418,
DFs306/416/418, DFs185/306/416/418 e DFs306 estdao
entre os tratamentos do grupo superior, para as duas
variaveis de crescimento.

Observando-se o comportamento biocontrolador
e promotor de crescimento em conjunto, ndo houve
coincidéncia entre os melhores tratamentos. Contudo,
se forem consideradas as performances intermediarias
e significativamente diferentes da testemunha com
inoculagdo, para todas as varidveis, percebe-se a
existéncia de seis tratamentos superiores, dos quais
cinco sdo combinagdes de rizobactérias (DFs185/418,
DFs306/416, DFs306/418, DFs416/418 ¢ DFs184/306/418).
Entre todos esses, o unico tratamento constituido de
uma rizobactéria (DFs306) foi aquele que resultou em
menor impacto no fator de reproducao.

Entre as cinco rizobactérias utilizadas no presente
trabalho, apenas DFs223 (P, fluorescens) foi
incompativel com as demais. A incompatibilidade
observada esta em acordo com a conhecida capacidade
de espécies de Pseudomonas de sintetizar ampla gama
de compostos antimicrobianos (Dowling & O’Gara,
1994). A compatibilidade in vitro foi utilizada por
outros autores como forma de selecionar combinagdes
de microrganismos para serem avaliadas in vivo (Mafia
et al., 2007; Corréa et al., 2008), o que se comprovou
como estratégia eficiente, ja que, para a grande maioria
das combinagdes aqui testadas, ndo houve perda da
eficiéncia biocontroladora.

Nove tratamentos foram capazes de controlar
ambas as doengas, dos quais seis sdo combinagdes de
rizobactérias, embora de modo geral, o uso destas para o
controlede R. solanindo tenhamelhorado o desempenho
dos isolados utilizados individualmente. O mesmo fato
ocorreu para o controle de M. graminicola, em relagdo
as variaveis relacionadas a reprodugdo (Tabela 2).
Todavia, a redu¢do de danos causados pelo nematoide
nas raizes (galhas) foi maior quando as rizobactérias
foram usadas isoladamente.

Ao se considerar o crescimento das plantas de arroz,
observou-se que a presenca dos dois patégenos afetou
algumas variaveis. A infec¢do por R. solani reduziu o
sistema radicular, ao passo que as galhas aumentaram
a massa de raizes nas plantas infectadas. Nenhuma
das doencas afetou a massa de matéria da parte aérea.
No entanto, houve a tendéncia de maior eficiéncia na
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promocdo de crescimento pelo uso das combinagdes.
Essa tendéncia ocorreu quando se consideraram
os diferentes ensaios, em que se destacaram as
combinacdes DFs185/418 ¢ DFs185/306/418, que
proporcionaram incremento de todas as variaveis de
crescimento para os dois ensaios realizados.

Na analise conjunta do controle dos patdgenos e
da promog¢do de crescimento, pode-se afirmar que
houve vantagem no uso de algumas combinagdes,
pois ainda que tenham mantido o mesmo nivel de
controle apresentado pelos isolados, individualmente
elas proporcionaram ganhos no crescimento das
plantas: DFs185/306, DFs185/416, DFs306/416 ¢
DFs185/306/416/418, quanto a queima-das-bainhas, e
DFs185/418, DFs306/416, DFs416/418 € DFs185/306/418,
quanto a meloidoginose. Nesse aspecto, a combinagio
DFs306/416 reduziu as variaveis relacionadas aos
sintomas da queima-das-bainhas e a reproducdo
do nematoide, além de ndo diferir das plantas sem
inoculagdo ou de ser superior a elas quanto as variaveis
de crescimento.

Este trabalho permite afirmar que as rizobactérias
utilizadas podem atuar por diferentes mecanismos
de acdo, o que poderia ampliar as possibilidades
de sobrevivéncia, de controle de patdgenos e de
promocdo de crescimento (Raupach & Kloepper,
1998; Boer et al., 1999). Isto ¢ importante quando se
sabe que os isolados de rizobactérias aqui utilizados
tém as seguintes caracteristicas: sdo capazes de
colonizar o sistema radicular de arroz e estabelecer
nivel populacional necessario para que o biocontrole
aconteca; podem atuar por antibiose, pela producdo
de compostos toxicos capazes de inibir o crescimento
micelial in vitro de pelo menos trés dos fungos
Alternaria alternata, Bipolaris oryzae, Curvularia
lunata, Gerlachia oryzae, Pyricularia oryzae, R. solani
e Sclerotium rolfsii; podem inibir a eclosdo e aumentar
a mortalidade de J2 de M. graminicola; podem
competir por ferro, ao produzir sider6foros (DFs185,
DFs223 e DFs418) (Ludwig & Moura, 2009); e, pelo
menos o isolado DFs306, pode induzir resisténcia das
plantas de arroz, pois foi capaz de aumentar a produgao
de enzimas relacionadas a patogénese, em resposta a
microbiolizacdo com essa rizobactéria e infecgdo por
B. oryzae e G. oryzae (Ludwig, 2009).

A diversidade de mecanismos de biocontrole,
apresentada pelas diferentes combinacdes, também
pode ter proporcionado controle em diferentes fases
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do ciclo de vida do nematoide (Freitas, 2009), uma
vez que reduziu tanto o numero de ovos e o fator de
reprodu¢do do nematoide, quanto o nimero de galhas
nas raizes.

A combinagdo entre diferentes microrganismos
e mecanismos de a¢do tem resultado em niveis de
controle superiores aos obtidos pelo emprego individual
deles. Raupach & Kloepper (1998) demonstraram
que a combinagdo de duas ou trés das rizobactérias
B. pumilus, B. subtilis e Curtobacterium flaccumfaciens
aumentou o espectro de agao, bem como a eficiéncia do
controle de trés patdogenos em pepino (Colletotrichum
orbiculare, Pseudomonas syringae pv. lachrymans
e Erwinia tracheiphila), por induzirem resisténcia e
produzirem antibidticos. A combinagao entre bactéria
(B. subtilis) e fungo (Trichoderma harzianum) permitiu
melhor controle da murcha bacteriana (Ralstonia
solanacearum), do tombamento de plantulas (Pythium
aphanidermatum) ¢ da cercosporiose (Cercospora
nicotiana) em fumo (Maketon et al., 2008). Resultados
semelhantes foram encontrados por Anastasiadis
et al. (2008), que observaram que o uso combinado
de B. firmus e Paecilomyces lilacinus proporcionou
a maior redu¢do no numero de ovos nas raizes de
tomate infestadas com Meloidogyne spp. Também
foi observado que a utilizagdo da combinagdo do
fungo micorrizico Glomus sp. € da bactéria Pasteuria
penetrans conferiu maiores beneficios do que quando
se utilizou um Unico organismo, 0 que proporcionou
redug¢do na densidade dos juvenis de M. incognita
em 57 e 61%, nas duas cultivares de tomate, além de
maiores incrementos no crescimento das plantas e na
produgdo de frutos (Talavera et al., 2002).

O ganho no controle de doencas, pelo uso de
combinagdes, ja foi relatado quanto a patéogenos
do arroz. No patossistema R. solani-arroz, o uso de
isolados de Streptomyces spp. e B. cereus, conhecidos
produtores de quitinase, em combinag@o com isolados
de P, fluorescens e Burkholderia cepacia, produtores de
antibidticos, resultou em maior controle do patdogeno
(Mafia et al., 2007). Os beneficios da estratégia da
utilizagdo de combinagdes de isolados biocontroladores
também foram mostrados por Commare et al. (2002),
que trabalharam com uma formulacdo a base de
dois isolados de P. fluorescens, suplementada com
quitina, e relataram reducgdo de 63% na severidade da
queima-das-bainhas em arroz.

Alguns tratamentos proporcionaram controle dos
patégenos, porém houve pequeno ou nenhum aumento
de algumas variaveis de crescimento, ou ainda, valores
inferiores aos proporcionados pela testemunha. Isso
pode ser explicado pelo possivel deslocamento de
energia para a protecdo da planta contra o patdégeno
(Stadnik & Buchenauer, 1999) ou, ainda, por
competigdo por espago ¢ nutrientes (Paulitz, 1990).

Amaiormassaderaizes infectadas por M. graminicola,
observada em alguns tratamentos, pode ser creditada
as mudangas neoplasticas no sistema radicular, que
aumentaram sua massa em relacdo a raizes sadias,
conforme Tihohod (1993). Segundo este autor, em muitos
casos, um numero anormal de raizes laterais prolifera
das galhas, o que ocasiona maior volume radicular.
Isto esta de acordo com Steffen (2007), que tratou da
possibilidade de a maior massa de matéria fresca da raiz,
observada em plantas de arroz da cultivar IRGA-420,
suscetivel ao nematoide-das-galhas, ter ocorrido em
razao do maior ntimero de galhas presentes.

Emboraasrizobactérias utilizadas no presente trabalho
tenham sido efetivas para o controle de diferentes
patégenos, em diferentes anos de experimentagao,
quando usadas isoladamente, elas mostraram
irregularidade de eficiéncia (Ludwig & Moura, 2007,
Ludwig, 2009; Ludwig et al., 2009). A inconsisténcia
de biocontrole, sob diferentes condi¢des de ambiente ¢
de cultivo, e a diversidade da populagdo do patdogeno
sao amplamente relatadas (Oliveira et al., 2006; Corréa
et al., 2008). Esse comportamento irregular justifica o
uso de combinagdes de biocontroladores compativeis,
pois, assim, podera ser alcancado melhor desempenho
no campo. A regularidade de desempenho esta calcada
na diversidade genética, o que resulta em tratamentos
persistentes na rizosfera, aumenta a estabilidade ¢ a
efetividade do biocontrole sobre varios isolados do
mesmo patogeno ou, ainda, outros patogenos, e reduz as
limitagdes de uso de um tnico biocontrolador no campo
(Raupach & Kloepper, 1998; Boer et al., 1999).

De modo geral, os resultados apresentados neste
trabalho mostram que varios tratamentos com
rizobacterias possuem potencial para o controle de
R. solani, M. graminicola e para a promocao de
crescimento de arroz. O maior controle e a promogao de
crescimento do arroz, proporcionado pelas combinagdes
de rizobactérias, justifica considera-las para uso
na orizicultura; no entanto, ha que se avaliar seu
comportamento na lavoura.
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Conclusao

Combinagdes de rizobactérias, quando usadas para
microbiolizar sementes de arroz, aumentam o espectro
de ac¢do no controle dos patogenos Rhizoctonia solani
e Meloidogyne graminicola ¢ permitem o biocontrole
associado a promoc¢ao de crescimento.
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