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RESUMO

Levantamentos de microrganismos, a mafoyia de solos e de vérias partes do arroz, efetuados através
de isolamento e teste qualitativo de antagonismg i vitro em BDA (batata, dextrose, dgar), evidenciaram
alta freqiiéncia de antagonistag awm oydne: 348 de um total de 472 isolados. A maior fregiiéncia
foi obtida de folhas, seguida de raizes, sementes e sglos. Bin todas as localidades amostradas foram isolados
antagonistas.

Utilizando a técnica de cultura dupla (anmgonistas vs. P. oryzae) e temdo como pardmetros a porcenta-
gem de inibigdo do crescimento micelial do patogeno (PIP) e a relagZo PIP/crescimento do antagonista, dos
348 isolados comparados, foram selecionados os 27 mais eficientes, assim denominados: AP-3, A2,
AP42, AP48, AP49, AP-51, AP-85, AP-91, AP-94, AP-105, AP-114, AP-115, AP-137, AP-150, AP-165,
AP-181, AP-183, AP-203, AR-323, AP-332, AP-339, AP-363, AP-366, AP-401, AP-420, APA429 e AP471.

Esses isoladas foram presesvgidas petos mdtados de repicagens-sucessivas, de Castellani e de solo esteri-
lizado mantendo a viabilidade o@ capacidade antagdnica por, pélo tienos, 6 meses, 2 angs e Um ano, respes-
tivamente.

Para estabelecer a posico sistemdtica dos 27 isolados selecionados, foram determinados a moffologia
celular, as dimensdes celulares, os aspectos das coldnias emt meio de cultura, o crescimento em diferentes
temperaturas, as reagGes aos métodos de coloragio, as reagdes a meios seletivos e as reagOes bioquimicas,
tendo sido verificado que todos pertencem a ordem Eubacteriales, familia Bacillaceae, género Bacillus e
espécie Bacillus subiilis.

ABSTRACT

SELECTION OF ANTAGONISTIC MICROORGANISMS TO PYRICULARIA ORYZAE FOR
CONTROLLING RICE BLASE

A survey of microorganisms, mosi from soil and various ports of the rice plant. was carried out to test
for antagonism against Pyricularia oryzae. TRe techmique used was isolation and an in vitro qualitative test
using potato-dextrose-agar as substrate. A high wos showsi. 348 out of 472 frequency of anitagonists tested.
The majority was obtained from leaves, but roots, secds and soils abso vielded antagonists. All tocalities
surveyed showed occurrence of antagonists.

Twenty-seven isolates of bacteria were selected on the basis of the pathogen mycelial gro wth inhibition
(PIP) and the PIPjantagonist growth ratio, by using the double culture technique. These isolates were AP-. 3,
AP.12, AP-42, AP-48, AP49, AP-51, AP-85, AP-91_ AP-94, AP-105, AP-114, AP-115, AP-137. AP-150,
AP-165, AP-181, AP-183. AP-203, AP.?Z.? AP-332 AP- f39 AP- J65 AP.?M AP401, AP420, AP429

and AP471.
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The selected antagonists were preserved: a) hy successive sub-culturing,; b) in destiled water (Castcellani
technique) and c) in sterilized soil, where they remained viable for at least six months, 2 and | years,

respectively.

All antagonistic isolates belong 1o the species Bacillus subtilis, as determined hy celular morphology,
cell dimensions, cultural characteristics, growth at different temperatures, reaction to stain methods plus

selective media and biochemical tests.

INTRODUCAO

Todos os métodos de selegdo de anta-
gonistas s3o baseados em evidéncias de que
estes afetam de algum modo o desenvolvi-
mento do patégeno ou da doenga. Inter-
feréncia implica em algumas formas de des-
trui¢do ou inibi¢do e pode ser avaliada in
vitro ou invivo (ANDREWS, 1985).

Invitro sio utilizados principalmente
métodos em placa de Petri com meio aga-
rizado, laminas com dgar ou com gotas
de diferentes suspensoes de microrganis-
mos e exames microscépicos de cortes de
folhas (ANDREWS et al., 1983; AN-
DREWS, 1985).

Testes para antagonismo na superfi-
cie foliar de plantas crescendo sob condi-
¢Oes controladas sio chaves para selecio-
nar potenciais agentes de controle biol6-
gico (ANDREWS, 1985). Microrganismos,
que falham em inibir pat6genos in vitro,
podem ser detectados por este método
(FOKKEMA, 1976), sendo particularmente
importante para selecionar leveduras (LUZ,
1985, FOKKEMA & VAN DER MEULEN,
1976).

O teste mais importante no procedi-
mento para selegio é quanto ao possivel
desempenho do antagonista quando intro-
duzido numa comunidade microbiana
natural, na qual ele estard exposto is
condigBes ambientes prevalecentes (AN-
DREWS, 1985), sendo considerado o tes-
te definitivo do potencial de controle
biol6gico do antagonista. Muitos antago-
nistas eficientes in vitro: e em condi¢Ses
controladas nfio passam por este teste
final.

Uma seqiiéncia logica com relagdo
a selegdo de antagonistas para controle
biol6gico deve seguir virios estadios, e
em teoria, € de invitro para invivo.
ANDREWS (1985) sugere, preliminarmen-
te, selecdo coordenada por uma das técni-
cas in vitro e uma in vivo sobre condigGes
controladas, seguindo posteriormente para
o estddio definitivo que sdo nas condigdes
em que os antagonistas serdo utilizados.

Esta seqiiéncia foi utilizada com suces-
so por BASTOS (1978), BASTOS (1979),
BASTOS et al. (1981), BASTOS (1984) e
BASTOS et al. (1986) culminado na sele-
¢do de Cladobotryum amazonense, hiper-
parasita do agente causal da Vassoura de
Bruxa do cacaueiro, Crinipellis perniciosa.

STESSEL et al. (1953) sugerem os
seguintes passos para selegio de micror-
ganismos antagonistas, se a principal meta
for encontrar produtores de antibi6ticos:
1. selec@o de microrganismos antagdnicos.
usando fungos fitopatogénicos como orga-
nismos testes: 2. sele¢cio de antagonistas
com base na inibi¢do de vdrios fitopat6ge-
nos; 3. produgdo de antibidtico pelos anta-
gonistas em meio Irquido; 4. estudo da es-
tabilidade dos antibidticos produzidos pe-
los organismos selecionados.

Para Brusone do arroz, o primeiro rela-
to de controle biologico de Pyricularia ory-
zae, é de loshii (1949), citado por FUKU-
NAGA (1965), que mostra a possibilidade
de controle através de antibidticos produ
zidos por Cephalothecium spp.. Apos este
relato inimeros estudos, quase a totalida-
de no Japdo, buscaram descobrir micror-
ganismos produtores de antibi6ticos que
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controlassem P. oryzae, culminando com
a selegao de Streptomyces griseochremoge-
nes e S. kasugaensis produtores, respecti-
vamente, de blasticidina S (primeiro anti-
bi6tico usado exclusivamente para fins
agricolas) e kasugamicina (FUKUNAGA,
1965; UMEZAWA et al., 1965 e Okamoto,
1972, citado por OU, 1985) produtos es-
ses utilizados até hoje. Mais recentemente,
SY et al. (1978a, b); LINDBERG (1981);
SY et al. (1983a, b); SY et al. (1984) e
RIBEIRO (1987), entre outros, encontra-
ram microrganismos antagonistas de P
oryzae.

Considerando que a selegao de micror-
ganismos antagOnicos sustenta virtualmente
todo o programa de controle biolégico, o
presente trabalho teve por objetivo: reali-
zar levantamento de microrganismos anta-
gonicos a P. oryzae; selecionar e identificar
a nivel de espécie os antagomistas mais efi-
cientes em inibir P. oryzae in vitro.

MATERIAL E METODOS

1. Coleta de material para isolamento de
antagonistas

As coletas de plantas de arroz foram
realizadas nos municipios de Boa Esperan-
¢a do Sul/SP, Jaboticabal/SP, Matao/
/SP, Rio Claro/SP, Piracicaba/SP, Campi-
nas/SP, Goiania/GO e Ribeirdao Preto/SP e
transportadas para laboratério em embala-
gens de papel.

2. Isolamento dos possfveis antagonistas
a Pyricularia oryzae

A primeira etapa consistiu no isola-
mento de microrganismos antagonicos que
apareciam como contaminantes nos traba-
lhos do laboratério de microbiologia do
Departamento de Fitopatologia da ESALQ
{USP. Todos os isolados, assim obtidos, fo-
ram repicados para tubo de cultura com
BDA inclinado. Em seguida foram isolados
microrganismos que apareciam no filoplano

259

¢ rizoplano das plantas de arroz coletadas
nas diversas localidades.

Para isolamento de microrganismos do
solo foi utilizada a técnica de diluig@o su-
cessiva até 10™. Das plantas, fragmentos
de folhas, hastes, raizes e sementes foram
transferidos, sem prévia desinfestagdo
superficial, para placas de Petri com BDA.
Ap6s 24 horas de incubag@o, sob luz
constante, fornecida por trés .ldampadas
de 40 watts, luz do dia, marca Philips,
colocadas a 30cm de altura e temperatura
variando de 26-280C, todas as colonias
que apareceram foram transferidas para
tubos de cultura com BDA.

3. Avaliagio da capacidade dos microrga-
nismos isolados causarem antibiose a
Pyricularia oryzae.

Discos de BDA de 0,5cm de didmetro
contendo P. oryzae, em pleno desenvolvi-
mento, foram transferidos para o centro de
placas de Petri com BDA, permanecendo
incubados sob condig0es jd citadas. Trans-
corridas 48 horas, fragmentos do meio com
células dos possiveis antagonistas foram
transferidos para dois pontos distanciados
3.5cm do centro da placa de Petri com P.
orvzae em pleno crescimento. Em seguida,
foram novamente colocadas para incuba-
¢30. A avaliagdo foi realizada entre 48 e
72 horas, tomando como base a capacidade
ou nao de inibir o crescimento micelial de
P oryzae.

4. Selegao dos antagonistas mais eficientes
na inibigdo do crescimento micelial de
Pyricularia oryzae in vitro

Os testes foram realizados em placas
de Petri contendo BDA em cujos fundos
foram previamente marcados dois pontos
distanciados de 7cm. Um disco de 7mm de
diametro de uma cultura ativa de P. oryzae
foi transterido para um dos pontos. Decor-
ridas 72 horas de incubag@io, um disco doiso-
lado do antagonista a ser estudado. foi trans-
ferido para outra extremidade da placa
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retornando-a as condiges anteriores de in-
cubag@o. Depois de quatro dias foram ava-
liados o didgmetro da colonia de P. oryzae
e do antagonista e o halo de inibigdo, to-
dos na reta tragada entre os pontos. Por
impossibilidade de ensaiar simultanéamente
todos os antagonistas, os testes foram
realizados em grupos de isolados.

5. Identifica¢cdo dos microrganismos anta-
gonicos a Pyricularia oryzae.

Com os isolados antagonistas conside-
rados mais eficientes em inibir o crescimen-
to micelial de P. oryzae in vitro, foram reali-
zados testes para determinagdo de suas posi-
¢Oes sistemndticas, ou seja, identific-lose ca-
racterizddos. Por serem caracterizados como
bactérias, a ilentificag@o desses microrga-
nismos foi baseada em BREED et al.
(1957), BUCHANAN & GIBSONS (1975)
€ NORRIS et al. (1981).

RESULTADOS

1. Avaliagio da capacidade dos microrga-
nismos isolados em causarem antibiose a
Pyricularia oryzae.

De um total de 472 isolados de micror-
ganismos das diferentes localidades, 348
comportaram-s¢ como antagonistas a P.
oryzae, perfazendo 75,9% do total, sendo
que: 31,49, 7,37,33,108, 25,37 e 21
isolados de microrganismos antagdnicos fo-
ram obtidos dos trabalhos do Laborat6rio
de Fitopatologia da ESALQ/USP, de mate-
rial coletado em Boa Esperanga do Sul/SP.
de sementes da variedade Agulha Precoce
origindrias de Campinas/SP, de material co-
letado em Jaboticabal/SP, Matao/SP. Rio
Claro/SP, Piracicaba/SP, Goidnia/GO e
Ribeirio Preto/SP, respectivamente Es-
tes valores perfazem 88,6; 98,0 100:
84.1: 97.1: 59,0, 713; 72,6; 58 4% dos mi-
crorganismos lisolados em cada localidade.

2. Selegcao dos antagonistas mais eficientes
na inibicao do crescimento micelial de Pyri-
cularia oryzae in vitro

Dos 348 isolados que se comportaram
como antagonistas a P. oryzae, a selegdo
dos mais eficientes foi baseada na porcenta-
gem de inibi¢do do crescimento micelial
(PIP) e na relago entre a porcentagem de
inibi¢do e o crescimento do antagonista
(PIP/CA) para cada grupo de antagonistas
testado.

Foram selecionados para trabalhos
posteriores os isolados: AP.3, AP-12,
AP42 APA48 APA49 AP-51, AP-85, AP-
91, AP-94 AP-105, AP-114, AP-115, AP-
-137, AP-150, AP-165, AP-181, AP-183,
AP-203, AP-323  AP-332, AP-339, AP-365,
AP-366, AP401, AP420, AP-429 AP471.
Dados da PIP e da PIP/CA e origem dos iso-
tados sdo apresentados no Quadro 1.

A faixa de porcentagem de inibi¢do do
crescimento micelial de P. oryzae por
microrganismos antagdnicos ficou entre
753 e 33,73% para AP-24 ¢ AP471,
respectivamente. H4 necessidade de lem-
brar que sempre P. oryzae desenvolveu-se
durante 72 horas na auséncia do antagonis-
ta, visto que, transferindo 0 antagdnico an-
tes ou junto com P. oryzae no meio de
cultura, o agente causal da Brusone prati-
camente ndo cresce.

3. Preserva¢io dos microrganismos que
apresentaram antibiose a Pyricularia oryzae

Os resultados obtidos evidenciam que
a preservagdo dos microrganismos selecio-
nados quanto & maior eficiéncia
em inibir P. oryzae em solo estéril, mos-
trou-se efetiva até pelo menos 365 dias.
Pois em 20/01/86, 20/06/86 e 20/12/86,
0s microrganismos cujas suspensGes de cé-
lulas transferidas para solo estéril em
20/12/85, foram avaliados em relagdo
a sobrevivéncia e 4 manutengdo da capaci-
dade antagbnica, apresentaram respostas
positivas.
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A preservagdo dos antagonistas em
dgua esterilizada (método de Castellani)
mostrou-se efetiva até pelo menos 2 anos,
pois quando recuperados os antagonistas de
c6digo AP-335, AP-374, AP-393, AP413 e
AP-422 em 01/09/87, que tinham sido pre-

servados em 09/85, mantiveram a via-

bilidade.
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4. Identificagdo dos microrganismos anta-
gonicos a Pyricularia oryzae

Ap6s determinagdo da morfologia ce-
lular, das dimensGes das células, dos aspec-
tos das colonias em meios de cultura, do
crescimento em diferentes temperaturas,
das reagBes aos métodos de coloragdo,

Quadro 1. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de Pyricularia oryzae, in vitro, avaliado atra-
vés da porcentagem de inibicao e da relagdo entre a porcentagem de inibi¢io e 0 crescimento do antago-

nista.
Isolado Inibicdo e Porcentagem de inibigio/
Cadigo Origem : (%, [crescimento do antagonista
AP-3 Folha de Eucalipto com 29,08 » 0,79
Cylindrocladium .
AP-12 Semente de feijao 27,28 0,99
AP42 Folha de arroz 23,52 0,57
AP48 Folha de arroz 20,89 0,67
AP49 Folha de arroz 2544 0,84
AP-51 Folha de arroz 26,32 0,84
AP-85 Folha de arroz 18,93 0,65
AP91 Folha de arroz 19,70 0,91
AP-94 Folha de arroz 23,77 0,79
AP-105 Folha de arroz 23,45 0,61
AP-114 Folha de arroz 26,01 0,74
AP-115 Folha de arroz 23,44 0,65
AP-137 Folha de arroz 23,32 0,88
AP-150 Folha de arroz 24 88 0,90
AP-165 Raiz de arroz 20,03 0,61
AP-181 Folha de arroz 19,19 0,64
AP-183 Folha de arroz 26,72 0,83
AP-203 Folha de arroz 14,51 0,99
AP-323 Raiz de arroz 25,00 0,83
AP-332 Folha de arroz 2647 0,74
AP-339 Folha de arroz 26,47 0,82
AP-365 Semente de arroz 28,61 0,89
AP-366 Folha de arroz 27,14 0,90
AP401 Folha de arroz 25,08 1,85
AP420 Folha de arroz 30,39 1,28
AP429 Folha dc arroz 24 31 1,59
AP471 Folha de arroz 33,73 1,34

* P. oryzae colocado pura desenvolver no mejo de cultura dois dias antes que o antagonista.
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das reagdes a meios seletivos e das reagdes
bioquimicas, foi verificado que todos os
microrganismos antagdnicos selecionados
por apresentarem maior eficiéncia em inibir
P. oryzae, invitro, comportaram-se de for-
ma semelhante nos testes. Assim, sdo apre-

sentados de forma global, os resultados
obtidos (Quadro 2). Com auxilio do “‘Ber-
gey’s Manual of Determinative Bacteriol-
ogy” 72 e 82 edigdo, respectivamente edi-
tadas por BREED et al. (1957) e BUCHA-

NAN & GIBBONS (1975) e de NORRIS et

Quadro 2. Resultados dos testes para identificacdao dos microrganismos
antagOnicos a Pyricularia oryzae, selecionados por apresenarem maior
eficiéncia na inibicio do patogeno in vitro(1)

L Forma da célula, : Bastonete
L. Formagio de endosporo : Positiva
1. Posi¢do do endosporo : Central

"+ 1IV.  Coloragdo gram : Positivo
V. Motilidade : Positiva
V1.  Posi¢io dos flagelos : Peritr{quea

VII. Relagio com oxigénio livre : Aerébica
VIII. Provas bioquimicas

1. Produgido de catalase : Positivo
2. Produgdo de 4cido a partir da glicose : Positivo
3. Producio de gds a partir da glicose : Negativo
4. Producio de acetoina a partir de glicose : Positivo
5. Hidr6lise de gelatina : Positivo
6. Producio de 4cido a partir de xilose : Positivo
7. Produgdo de 4cido a partir da arabinose : Positivo
8. Produg@o de 4cido a partir de manitol : Positivo
9. Produciio de amilase : Positivo
10. Reagdo em gema de ovo : Negativo
11. Hidrdlise de caseina : Positivo
12. Decomposig¢do de tirosina : Negativo
13. Reducgido de nitrato para nitrito : Positivo
14. Redugcio de nitrato para amonia : Positivo
15. Fermentagio de sacarose : Positivo

IX. Temperatura de crescimento: Cresce a 15, 20, 25,45 e 50°C
X. Crescimento em NaCl 5 e 7%:Positivo
XI. Crescimento em sodio azida 0,02% : Negativo
XII. Dimensdes celulares(?): Comprimento: 2,1m; largura: 0,78m
XIII. Forma, elevagiio e bordo da colonia em placa de Petri:
Forma: Filamentosa-rizbide
Elevagdo: achatada
Bordo: Erosado - filamentoso

XIV. Crescimento em meio inclinado: arborescente
XV. Crescimento na superficie: pelfcula membranoso

1 Os resultados sio vdlidos para AP-3, AP-12, AP42, AP-48, AP-49,
AP-51, AP-85, AP-91, AP-94, AP-105, AP-114, AP-115, AP-137,
AP-150, AP-165, AP-181, AP-183, AP-203, AP-323, AP-332, AP-339,
AP-365, AP-366, AP-401, AP-420, AP429 ¢ AP-471, pois apresenta-
ram respostas semelhantes em relagdo aos testes.

2 As dimensBes celulares foram obtidas em microscopia eletronica
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al. (1981), as bactérias com capacidade de
inibir P. oryzae, codificadas em: AP-3,
AP-12, AP42, AP48, AP49, AP-51,
AP-85, AP.91, AP-94, AP-105, AP-114,
AP-115, AP-137, AP-150, AP-165, AP-181,
AP-183, AP-203, AP-323, AP-332, AP-339,
AP365, AP-366, AP-401, AP-420, AP429
e AP471 foram identificadas como:

Classe: Schizomycetes
Ordem: Eubacteriales
Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus
Espécie: Bacillus subtilis

DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Esse estudo bdsico para o controle
biol6gico do patossistema Pyricularia ory-
zae x Oryza sativa é devido aos relatos do
controle de diversas doengas com extratos
de microrganismos e principalmente das
descobertas de bons antibi6ticos para con-
trole da Brusone como blasticidina S e
kasugamicina (FUKUNAGA, 1965, UME-
ZAWA et al., 1965) baseados na selegao
de antagonistas que ocorriam naturalmen-
te. Assim como a natureza é repleta de
antagonistas, devem existir outros mi-
crorganismos que produzam substancias
inibidoras deste pat6geno, que é o mais
importante da cultura, havendo necessi-
dade de estabelecer um esquema de sele-
¢do.

Um grande nimero de microrganis-
mos antagonicos a P. oryzae foi isolado
de todas as partes de plantas de arroz e
dos solos onde essas plantas se desenvol-
viam, demonstrando que existe na natu-
reza um enorme potencial antagdnico.
O importante é que em todos os locais
de coleta de arroz foram obtidos inimeros
isolados de antagonistas a P. oryzae. Este
fato indica a possibilidude de se obter anta:
gonistas eficientes pare explorar o controle
biologico desse patGgeno, pela introdugio
massal de antagonistas ou pelo uso das

substancias produzidas por esses microf-
ganismos. Esta observagdo indica ainda
que deve ocorrer naturalmente controle
bioldgico da Brusone na cultura do arroz.

Tanto durante a fase de sele¢do dos
microrganismos antagdnicos a P. oryzae
como durante a realizagdo dos testes para
selecionar os mais eficientes em inibir o
crescimento micelial do patdgeno, in vitro,
foi demonstrado que todos antagonistas
a P. oryzae agiam através do mecanismo de
antibiose, isto é, pela produgdo de antibi6-
ticos, pois sempre ocorria formagdo de in-
tenso halo de inibigdo (COOK &BAKER,
1983).

Todos os antagonistas selecionados
quanto a maior eficiéncia em inibir o cres-
cimento micelial de P. oryzae, in vitro, per-
tencem a mesma espécie: Bacillus subtilis
(Quadro 2). Isto pode ser devido a'meto-
dologia de isolamento e selegd@o ou ser ca-
racteristica da propria planta hospedeira,
em apresentar esses microrganismos, como
residentes. Para demonstrar qual hip6tese
¢é verdadeira h4 necessidade de realizar nova
selegdo baseada em outros principios, ou-
tros meios de cultura, etc. Como ndo fo-
ram encontrados relatos de levantamentos
de microrganismos residentes em arroz nao
¢ possivel comparar os dados. No entanto,
diferem dos trabalhos mais recentes com
controle biolégico de P. oryzae desenvolvi-
dos por SY et al. (1978a, b), SY et al.
(1983a, b) e SY et al. (1984) que sdo ba-
seados sobre os antagonistas Trichoderma
spp., Trichotecium roseum, Chaetomium
globosum, Myrothecium verrucaria, Micro-
nospora spp., Aspergillus niger e duas baté-
rias nfo identificadas. Os desenvolvidos
por RIBEIRO (1987) sdo baseados em Tvi-
choderma, Trichotecium e Nigrospora. Tal
diferenga pode ser devida ao fato de que
muitos trabalhos de controle biolégico nfio
tém como base a seleclo ampla dos possi.
veis antagonistas que ocorrem na cultura,
mas sim a utilizacfo de espécies reconhe-



264 Summa Phytopathologica

cidamente com potencial antagonico geral
(ANDREWS, 1985).

O fato de todos os antagonistas sele-
cionados pertencerem a espécie. B. subtilis
ndo é surpreendente pois essa espécie é re-
conhecidamente produtora de indmeros
antibiéticos como demonstrado por BER-
DY (1974), BUCHANAN & GIBBONS
(1975), KATZ & DEMAINS (1977) e
NORRIS et al. (1981). Diversos autores
demonstraram que B. subtilis é antagbnico
a diversos patSgenos (PUSEY & WILSON,
1984, DUNLEAVY, 1955; THIRUMALA-
CHAR & O’BRIEN, 1977).

‘As caracteristicas dos antagonistas
selecionados s@o boas para agentes de con-
trole biolégico, pois além de ripido desen-
volvimento tanto em meio de cultura quan-
to na natureza, produzem endosporo e an-
tibidticos, crescem em larga faixa de tempe-
ratura e adaptam-se a vérias condigdes ambi-
entes (BUCHANAN & GIBBONS, 1975;
KATZ & DEMAIN, 1977 e ANDREWS,
1985). A caracterfstica de produgdo de en-
dosporo, altamente resistente as condigtes
adversas (NORRIS et al., 1981) ¢ excelente
para a preservagdo desses organismos. B. sub-
tilis manteve a viabilidade quando preserva-
do em solo estéril e 4gua destilada, pelo me-
nos, por 1 e 2 anos, respectivamente.
Deve, no entanto, permanecer vidvel por
tempo superior. Essa observagdo serd feita
no transcorrer dos anos durante realiza¢do
dos futuros trabalhos com controle biol6-
gico da Brusone do arroz. Além desses
dois métodos, o da repicagem sucessiva
também se mostrou altamente interessan-
te, pois mesmo com a secagem do meio de
cultura a viabilidade das células foi grande.
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