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Resumo

A brusone (Magnaporthe oryzae) é a principal doenca da cultura do
arroz. Algumas estratégias para o biocontrole vém sendo estudadas
como integrantes do manejo integrado da doenca. Com o objetivo de
caracterizar parcialmente o filtrado da cultura de Sarocladium oryzae
responsavel por antagonismo a M. oryzae, o isolado CNPAF So 20G de
S. oryzae foi inoculado em meio de cultura liquido e incubado a 30 C.
Apés filtracao do meio, sua fracao apolar foi extraida e concentrada. Os
cristais obtidos foram solubilizados em etanol. A solucédo foi diluida e
adicionada em diferentes proporcdes em placas de Petri contendo meio
BDA, gerando cinco tratamentos: 0,08, 0,15, 0,35, 0,75, 1,0 (uL de
solucao/mL de meio) que foram inoculados com discos de M. oryzae
de cinco mm de didmetro e incubadas a 25 °C por 10 dias. Foram
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feitas as medicoes dos diametros das col6nias e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5%. Foi observada relacao linear inversa entre

a proporcao de metabdlito extracelular apolar produzido por S. oryzae
e o crescimento micelial de M. oryzae. Os dados mostraram que a
utilizacdo de S. oryzae no controle biolégico da brusone pode ser uma
estratégia promissora.

Termos para indexacdo: brusone, manejo integrado, Sarocladium oryzae.



Inhibition of Magnaporthe
oryzae mycelia growth by
extracellular metabolites of
Sarocladium oryzae

Rice blast (Magnaporthe oryzae) is the most destructive disease worl-
dwide. Some biocontrol strategies have been investigated for integrated
disease management. The aim of this study was to characterize the
extracellular metabolites of a rice pathogen Sarocladium. oryzae. The
isolate of S. oryzae CNPAF So 20G was cultivated in a liquid medium
and incubated at 30° C. After 48 hours it was filtered and the non
polar fraction was extracted and concentrated in ethanol. The S. oryzae
filtrate solution was tested for antagonistic effect to M. oryzae in a
bioassay using six treatments and three replications. The treatments
consisted of the following concentration of O, 0.08, 0,15, 0.35, 0,75
and 1.0 uL of extracellular metabolite per mL of BDA. Five millime-

ter discs containing M. oryzae were transfered to the BDA plates and
incubated at 25 °C for 10 days. The colony growth was measured,

the results were statistically analyzed and the treatments compared by
Tukey test at 5% probability. There was a negative correlation betwe-
en extracellular metabolite concentration and M. oryzae colony growth
indicating that S. oryzae is one of the potential biological control agents
for rice blast control.

Key words: Blast, Integrated management, Sarocladium oryzae
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Introducao

Magnaporthe oryzae B. Couch (anamorfa Pyricularia oryzae Cavara)
é o agente causal da brusone, a principal doenca relacionada a
cultura do arroz. Atualmente a doenca é controlada pelo uso de
fungicidas, que apesar de serem agressivos ao meio ambiente
constituem uma estratégia eficiente. O uso de cultivares
resistentes também é considerado estratégia eficiente, mas possui
a desvantagem da resisténcia nao ser durdvel devido a grande
diversidade genética dessa espécie de fitopatégeno (FILIPPI et al.,
2011).

Visando alternativas que possibilitem um melhor manejo da brusone em
lavouras de arroz, diversas estratégias para o biocontrole da doenca
vém sendo estudadas. Silva et al. (2007) observaram, in vivo e in
vitro, o antagonismo entre M. oryzae e Sarocladium oryzae, porém

nao identificaram a causa da inibicdo do desenvolvimento micelial do
primeiro fungo pelo segundo. Uma das possibilidades de atuacao do
controle biolégico é a producao de metabdlitos pelo antagonista, que
afetam o crescimento do patégeno.

A caracterizacdao desse antagonismo pode levar a um potencial
biocontrolador da brusone e dessa forma o presente trabalho teve
como objetivo a caracterizacao parcial do agente responsavel pelo
efeito antagbnico entre isolados de S. oryzae e de M. oryzae,
avaliando a acao do metabdlito extracelular produzido pelo primeiro
sobre o desenvolvimento micelial do segundo.

Material e métodos

Um isolado de S. oryzae pertencente a colecao de fungos e
microrganismos da Embrapa Arroz e Feijdo (CNPAF So 20G) foi
inoculado em 100 mL de meio de cultura liquido (3% de glicerol, 1% de
glicose, 0,5% de peptona e 0,2% de NaCl) e incubado por quatro dias
sob agitacao orbital a 30 °C.
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O material foi filtrado e teve seu metabdlito extracelular apolar extraido
por técnica de fracionamento com cloroférmio (MASUMA et al., 1982).
O extrato foi concentrado até originar cristais de coloracao amarelada,
que foram adicionados em quantidade minima de etanol 99% para

a completa solubilizacao (volume final de 1,5 mL). A solucao obtida
sofreu diluicdo 1:10 (v/v) em &gua esterilizada e foi adicionada a 20
mL do meio agar batata dextrose em diferentes proporcdes, gerando os
cinco tratamentos: 0,08, 0,15, 0,35, 0,75, 1,0 (uL de solugcdo / mL de
meio BDA), mais a testemunha.

O ensaio foi realizado em triplicata. As placas contendo os tratamentos
foram inoculadas com discos M. oryzae (CNPAF Py 435) de 5 mm

de didametro e incubadas a 25 °C por 10 dias (Figura 1). Ao fim desse
periodo os didametros das col6nias foram medidos com auxilio de
paquimetro digital e os resultados foram analisados por regressao
simples. O teste de significancia do coeficiente de regressao foi
efetuado através do teste Fa 1%.

Resultados e discussao

Foi observada a inibicdo do desenvolvimento micelial de M. oryzae pelo
metabdlito produzido por S. oryzae, comprovando que o antagonismo
entre essas espécies, previamente mostrado por Silva et al. (2007),
decorre da atividade antifingica do(s) metabdlito(s) produzidos pelo ultimo.

Os dados desse trabalho apresentaram uma relacao linear inversa entre

a proporcao de metabdlito extracelular apolar produzido por S. oryzae e

o desenvolvimento micelial de M. oryzae (Figura 2). O tratamento de 1
uL.mL" foi o que apresentou maior acao inibitéria sobre o desenvolvimento
micelial de M. oryzae, tendo esse tratamento inibido em aproximadamente
80% o desenvolvimento da col6nia em relacédo a testemunha.

E vélido ressaltar que o controle biolédgico vem sendo estudado para o
controle de doencas do arroz, inclusive da brusone (LUDWIG; MOURA,
2009). O tratamento de sementes de arroz com a espécie bacteriana
Pseudomonas fluorescens mostrou ser mais eficiente em comparacéao
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ao fungicida Tricyclazole e Carbendazim, em condi¢cdes de casa de
vegetacado e de campo (CHATTERJEE et al., 1996; VIDHYASEKARAN et
al., 1997). Seu efeito parece estar relacionado ao antagonismo e também
a inducao de resisténcia de plantas de arroz pelo microrganismo (FILIPPI
et al.,, 2011). A abordagem apresentada no presente trabalho aponta um
possivel novo caminho para o controle biolégico no manejo da brusone,
utilizando como meio o antagonismo entre as espécies estudadas.

0,15 v/v

1,0v/v

Diametro das Colénias (mm)

0,08 v/v Testemunha

0,75 v/v 0,35 v/v

y=-9,7388x + 70,08
R?=0,9735

Testemunha

0,35 0,75 1,00

Tratamentos v/v (uL/mL)

Figura 1. Placas
de Petri con-
tendo os cinco
tratamentos e a
testemunha. Ao
centro das placas
as colonias de

M. oryzae com
diferentes tama-
nhos de didametro,
relacionados aos
respectivos trata-

mentos.

Figura 2. Efeito dos
diferentes tratamentos
sobre o desenvolvi-
mento micelial de M.
oryzae. *O coeficien-
te de regressao foi
significativo pelo teste
Fa1%.
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Conclusoes

1) O agente responséavel pelo efeito antagdnico entre os isolados de M.
oryzae e S. oryzae é o metabdlito extracelular com caracteristica apolar
produzido por este ultimo.

2) Os dados mostram que a utilizacdo de S. oryzae no controle
biolégico da brusone pode ser uma estratégia promissora, necessitando
de maiores estudos.
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