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Resumo: A brusone nas folhas (Magnaporthe oryzae) causa perdas indiretas e significativas de produtivi-
dade. As folhas de arroz sdo habitadas por diversos micro-organismos, incluindo fungos nao fitopatogé-
nicos importantes para o controle bioldgico. Objetivando selecionar os fungos do filoplano de plantas de
arroz, foi realizado um experimento de campo com a cultivar Aimoré em sistema organico implantado
sob plantio direto e convencional com quatro coberturas (crotalaria, guandu, sorgo e mucuna) e pousio
em quatro repeticdes. Foram coletadas trés folhas de arroz por parcela, 70 dias apos o plantio, para
quantificar os fungos presentes no filoplano. Do terco médio da folha foram retirados fragmentos de 5 cm
e a superficie adaxial foi pressionada sobre o meio de cultura BDA. Apds 72 h, avaliou-se o nimero de
unidades formadoras de colonia.cm2. A antibiose foi avaliada utilizando o método da cultura pareada.
Foram identificados 15 fungos, dos quais, os mais frequentes no plantio direto foram Sporobolomyces sp.,
Phoma sp. e Fusarium sp., e no convencional, Sporobolomyces sp., Phoma sp., Penicillium sp. e Cephalos-
porium sp. O nimero de unidades formadoras de col6nia.cm-2 foi significativamente maior no sistema
plantio direto do que no convencional (P < 0,037). Dos 15 fungos identificados, Epicoccum sp. e Sporo-
bolomyces sp. foram antagonistas a M. oryzae.

PaLavras-cHAVE: Antagonistas, brusone, controle bioldgico.

ANTIBIOSIS OF RICE PHYLLOPLANE FUNGI TO MAGNAPORTHE ORYZAE

ABsTRACT: Rice leaf blast (Magnaporthe oryzae) causes indirect and significant yield losses. Rice leaves
are colonized by several microorganisms, including important non-pathogenic fungi involved in biolo-
gical control. A field experiment was carried out using variety Aimoré in organic agriculture under no-till
and conventional planting systems with four cover crops (crotalaria, pigeon pea, sorghum, green manure



crop ‘mucuna’), and four replications aiming at selecting phylloplane fungi from rice leaves. Three rice
leaves were collected per plot, 70 days after planting for quantifying phylloplane fungi. From the middle
third of the leaves 5-cm parts were cut and the adaxial surface was pressed on the culture medium
(PDA). After 72 h the number of colony-forming units.cm? was assessed. Antibiosis was tested using the
paired culture method. We identified 15 fungi, among which, the most frequent ones in no-till system
were Sporobolomyces sp., Phoma sp., and Fusarium sp. and under conventional planting system, Spo-
robolomyces sp., Phoma sp., Penicillium sp., and Cephalosporium sp. were predominant. The number
of colony-forming units.cm2 was significantly higher under no-till than conventional planting system (P
< 0.037). Among the 15 phylloplane fungi identified, Epicoccum sp. and Sporobolomyces sp. showed
antagonism to M. oryzae.

Key worbs: Antagonists, rice blast, biological control.

INTRODUCAO

arroz [Oryza sativa (L.)] é conside-

rado um produto de grande im-

portancia socioecondmica, cons-
tituindo o alimento basico de metade da popu-
lacdo mundial. No Brasil, na safra 2008/2009,
as culturas de trigo, soja, feijdo e arroz apre-
sentaram crescimento de drea em comparagao
com a safra 2007/2008. A 4rea total cultivada
com arroz no Brasil foi de 2,9 milhdes ha na
safra 2008/2009 e a produgdo nacional, de
12,63 milhdes t (CONAB, 2009).

O arroz é um dos cereais mais consu-
midos no mundo e uma das principais fontes
de carboidratos, minerais, como zinco e ferro,
e vitaminas, como Bl e B2 para a populacao
mundial (Silva et al., 2002).

O desenvolvimento e a validagdo de um
sistema de producdo de arroz organico pode
contribuir para a conservagdo dos recursos na-
turais e a agregacdo de renda a propriedade,
garantindo a sustentabilidade da produgdo e
a qualidade de vida da populacdo (Mattos et
al., 2002).

Um dos fatores mais relevantes a consi-
derar nesse sistema é o controle da brusone,
causada pelo fungo Magnaporthe oryzae (Barr)
[anamorfo Pyricularia oryzae (Cav.)], que é uma
das doencas mais difundidas e amplamente
disseminadas em todas as regides do mun-
do em que o arroz é cultivado (Malavolta et
al., 2008). A brusone afeta a produtividade
das cultivares de arroz de terras altas, sendo
responsavel por perdas de aproximadamente
50% na produtividade da cultura (Prabhu et
al., 2006).

Embora o cultivo organico favoreca a
satide humana e o ambiente, a severidade de

doengas é maior neste sistema quando compa-
rado ao sistema convencional (Haddad et al.,
2009). Por isso, o controle biolégico da bruso-
ne no sistema organico € uma opgao vidvel.

O interesse pelo controle biolégico tem
aumentado recentemente com o intuito de
encontrar outras opg¢des além do controle qui-
mico de doengas. Os componentes do controle
biolégico sdo o patégeno, o hospedeiro e os
antagonistas, sob a influéncia do ambiente,
todos interagindo em um sistema biolégico
(Mello, 1998).

Os agentes de biocontrole podem atuar
diretamente, indiretamente e também pela in-
ducdo de mecanismos de defesa das plantas
no controle de doengas fingicas de plantas
(Doohan, 2005).

No controle biolégico de doengas, diver-
s0s micro-organismos, como fungos (El-Katatny
et al., 2000), bactérias (Haddad et al., 2009;
Halfeld-Vieira et al., 2004, Mizubuti et al.,
1995; Romeiro et al., 2000) e leveduras (Elad et
al., 1994) tém sido estudados para o controle
de patégenos nas mais diferentes culturas.

Fungos antagonistas de fitopatégenos
foram obtidos em vérios patossistemas de
sistemas radiculares, como Thichoderma har-
zianum para Rhizoctonia solani, Fusarium sp.,
Armillaria sp., e também de parte aérea, como
para Venturia sp. e Botrytis sp. Outro fungo an-
tagonista é o Verticillium lecanii, um parasita
das ferrugens (Grigoletti Janior et al., 2000).

Para o biocontrole da brusone, faz-se ne-
cessario selecionar fungos antagonistas a M.
oryzae, os quais poderdo ser utilizados no sis-
tema organico de producdo, no qual se permi-
te somente o controle de doengas com base em
métodos naturais. Os conhecimentos sobre os



organismos do filoplano de arroz no sistema
de cultivo organico sdo escassos, pois este tipo
de cultivo é praticado, na maioria das vezes,
em assentamentos e pequenas propriedades
familiares, que sdo ambientalmente equilibra-
dos e férteis, contribuindo para a conservagao
dos recursos naturais e da qualidade de vida
(Bettiol, 1997).

Os objetivos deste trabalho foram sele-
cionar e identificar antagonistas flngicos efi-
cazes para o controle do fungo M. oryzae em
arroz de terras altas cultivado em sistema or-
ganico de produgcao.

MATERIAL E METODOS

EXPERIMENTO DE CAMPO E COLETA DO
MATERIAL VEGETAL

Em outubro de 2006, foi realizado um
experimento de campo utilizando a cultivar
de arroz Aimoré em uma &rea experimental
da Embrapa Arroz e Feijao, em Santo Antdnio
de Goias, Goids. Os tratamentos consistiram
de pousio (vegetacdo espontanea) e quatro co-
berturas: crotaldria (Crotalaria juncea L.), guan-
du [Cajanus cajan (L.) Millsp.], sorgo (Sorghum
bicolor L.) e mucuna-preta [Mucuna aterrima
(Piper & Tracy) Merr.]. O arroz organico foi
cultivado em sistema plantio direto e em sis-
tema convencional.

Utilizou-se delineamento experimental
de blocos ao acaso, em esquema de parcelas
subdivididas com quatro repetigdes. Os trata-
mentos aplicados nas parcelas foram os siste-
mas plantio direto e convencional, enquanto
nas subparcelas foram as quatro coberturas e
o pousio. As parcelas foram constituidas de
12 linhas com 10 m de comprimento cada, es-
pagadas de 40 cm. Foram coletadas trés folhas
de arroz por parcela, 70 dias apds o plantio,
para a selecdo, a identificacdo e a quantifica-
¢do dos fungos.

ISOLAMENTO DOS FUNGOS

Para o isolamento dos fungos do filopla-
no de arroz, utilizou-se o método imprinting.
Do terco médio das trés folhas bandeiras fo-
ram retirados fragmentos de 5 cm e a super-
ficie adaxial foi pressionada sobre o meio de

cultura batata-dextrose-dgar (BDA) acidificado.
As placas foram mantidas em camara climatiza-
da a 22°C em presenga de luz para promover o
crescimento dos fungos presentes no filoplano.
Apé6s 72 h avaliou-se o nimero de unidades
formadoras de colonia (UFC).cm™? por placa de
Petri e os resultados foram analisados pelo
programa Statistical Package for the Social Scien-
ces (SPSS). Ap6s quatro dias da realizagao do
imprinting, as colonias que se formaram indi-
vidualizadas e contrastantes em sua morfolo-
gia foram transferidas para tubos de ensaio
contendo BDA.

Para a identificacdo dos fungos, foram
preparadas laminas com parte do micélio e
agua. Para os fungos que ndo esporularam no
tubo, também foram utilizados dois métodos
de esporulagdo, o de microcultura de micélio
(Sutton, 1980) e o da folha de arroz autocla-
vada.

Com a utilizagdo do primeiro método,
obteve-se bloco de BDA fino, que foi colocado
sobre uma lamina esterilizada; a seguir, colo-
cou-se parte do micélio em cada lado do bloco
e uma laminula esterilizada sobre o bloco. As
microculturas foram incubadas para cresci-
mento em camara climatizada a 22°C em pre-
senga de luz. Apés 5 a 8 dias da realiza¢do da
microcultura, o bloco de BDA foi descartado e
a laminula da microcultura foi utilizada para
o preparo de uma ldmina em agua. A lamina
da microcultura foi usada para preparar outra
lamina em 10 pL de lactofenol (20 mL de &cido
latico, 20 mL de fenol e 40 mL de glicerina).

Para a execucdo do segundo método, fo-
ram utilizados pedacos de 5 cm de folha de
arroz autoclavada em meio dgar-dgua (AS) e,
em seguida, foi colocado um pedago da co-
l6nia na parte superior destes fragmentos de
folha de arroz. Ap6s 10 a 13 dias da indugao
da esporula¢do em folha de arroz autoclava-
da, foram feitas laminas com dgua a partir das
colonias. A identificagdo, em nivel de género,
foi feita com o uso de microscépio 6tico de
acordo com Barnett & Hunter (2003).

ANTIBIOSE

Como desafiante no teste da antibiose
foi utilizado o isolado Py-307 de M. oryzae,
obtido da colecdo de micologia do laboratério



de Fitopatologia da Embrapa Arroz e Feijao.
Este isolado, assim como os 15 outros isolados
obtidos do filoplano de arroz foram repicados
para placas de Petri contendo meio de cultu-
ra BDA acidificado, as quais foram mantidas
em camara climatizada a 22°C por 4 dias em
presenga de luz para obtengdo dos discos de
micélio para a antibiose.

O experimento foi realizado utilizando-
se 0 método da cultura pareada (Romeiro,
2007). Discos de micélio de 5 mm do pat6-
geno e dos provaveis antagonistas flingicos
foram colocados no centro de placas de Petri
contendo BDA acidificado, em lados opos-
tos, distanciados aproximadamente de 3 cm,
em delineamento experimental inteiramente
casualizado, com trés repeti¢des para cada
fungo. Foram utilizadas também trés placas
do isolado de M. oryzae para crescimento em
auséncia do provavel antagonista, como teste-
munha. Apds 7 dias em camara climatizada a
22°C, foi avaliada a antibiose sobre os fungos
identificados do filoplano de arroz observan-
do-se a presenca ou ndo de halo em compara-
¢do com a testemunha.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados 15 fungos no filo-
plano (Figura 1), dos quais, os mais frequen-
tes no plantio direto foram Sporobolomyces sp.,
Phoma sp. e Fusarium sp., e no convencional,
Sporobolomyces sp., Phoma sp., Penicillium sp. e
Cephalosporium sp. A anélise de variancia para
as UFC.cm? dos fungos isolados do filoplano
foi significativa para tipo de sistema, tendo
sido maior no sistema plantio direto do que
no convencional (F =2,21; P < 0,037).

Dos 15 fungos identificados, Epicoccum
sp. (Figura 2) e Sporobolomyces sp. mostraram
antagonismo in vitro para M. oryzae apresen-
tando halo de inibigao. Em trabalho de Gon-
calves (2006) com arroz, o Epicoccum sp. tam-
bém ja havia mostrado antagonismo para M.
oryzae em sistema de plantio convencional.

Larena et al. (2005) também demons-
traram a eficiéncia de Epicoccum nigrum no
controle da podriddao parda do pessegueiro
ocasionada por Monilinia spp. Em trigo, que
também é infectado por M. oryzae, foi cons-
tatada a eficiéncia in vitro do fungo Sporobo-
lomyces sp. (Luz, 1990; Santos, 1993).
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Figura 1 - Frequéncia de fungos do filoplano de plantas de arroz, em plantio direto e convencional, em sistema orga-

nico de produgdo.



Figura 2. Antibiose de Epicoccum sp. (esquerda), obtido do filoplano da cultivar de arroz Aimoré, a Magnaporthe

oryzae (direita).

Os isolados de Epicocum sp. e Sporobo-
lomyces sp. identificados no presente trabalho
devem ser testados in vivo em de casa de vege-
tagdo, no campo e também deve ser verificado
se podem ser indutores de resisténcia.
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