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SELECAO DE MICRORGANISMOS ANTAGÔNICOS A Py r i c u l a r i a o r y z a e 

CAV. PARA 0 CONTROLE ÛA BRUSONE DO ARROZ (Or y z a s a t i v a L.)

Autor: WAGNER BETTIOL 
Orientador: Prof. Dr. HIROSHI KIMATI

RESUM0

Levantamentos de microrganismos, a maioria de 
solos e de várias partes do arroz, efetuados através de iso

lamento e teste qualitativo de antagonismo in vitro era 
BDA (batata, dextrose, âgar) evidenciaram a alta freqüência de 
antagonistas a P y f i l c u l a f i l a  ofiyzae,: 348 de urn total de 472 

isolados. A maior freqüência foi obtida de folhas, segui
da de raízes, sementes e solo. Em todas as localidades amos 
tradas foram isolados antagonistas.

Utilizando a técnica de cultura dupla (antago 
nista vs. P. oAí/zae) e tendo como parâmetros a porcentagem 

de inibição do crescimento micelial do patógeno (PIP) e a 

relação PIP/crescimento do antagonista, dos 348 isolados com 

parados foram selecionados os 27 mais eficientes, de códi
gos: AP-3, AP-12, AP-42, 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, AP-429 e AP-471.

Esses isolados foram preservados pelos 
métodos de repicagens sucessivas, de Castellani e de solo es 

téril, mantendo a viabilidade e a capacidade antagônica por 
pelo menos, 6 meses, 2 anos e um ano, respectivamente.

Para estabelecer a posição sistemática dos 27 
isolados selecionados, foram determinadas a morfologia
celular, as dimensões celulares, os aspectos das colônias em 

meio de cultura, o crescimento em diferentes temperaturas, 
as reações aos métodos de coloração, as reações a meios sele 
tivos e as reações bioquímicas, tendo sido verificado que to 
dos pertencem a ordem Eubacteriales, família Bacillaceae, gê 
nero B a c l tZ u ò e espécie ò a b t Z l l & .

0 antagonismo apresentado por E a c l t l a i ,  

a P. ofiyzoiz, verificado em todos os ensaios foi do tipo 

antibiose. Os antibióticos liberados por 8 . ^ u b t l l l ò  inibem 

tanto o crescimento micelial como a germinação de conídios 
de P. ofiyzao.', conídios germinados podem apresentar tubo ger

minativo deformado. As substâncias antagônicas liberadas 
por 8 . òubtyiZ^ò são termoestáveis, agem em baixas concentra

ções e não são específicas inibindo também o crescimento de 

outros fungos.

Mesmo não apresentando diferença estatistica

. Xlll .
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mente significativa, o isolado de B. 6ubtl lÁ-6 de cõdigo AP- 

150 apresentou comportamento superior aos tratamentos utili

zados como padrões (kasugamicina e benomyl) no controle da 

Brusone em condições de campo em dois anos agrícolas (8 ^ 8 6  e 
86/87).

0 conjunto dos resultados indica que as pers
pectivas de controle da Brusone do arroz com Bac^lZuii  6ub-  

tZZ-Í6 e/ou seus metabólitos são promissoras.
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SELECTION OF ANTAGONISTIC MICROORGANISMS TO 

Py r i c u l a r i a ORYZAE CAV. FOR CONTROLLING 
RICE (Or y z a s a t i v a L.) BLAST

Author: WAGNER BETTIOL 
Adviser: Prof, Dr. HIROSHI KIMATI

SUMMARY

A survey of microorganisms, most from soil 
and various parts of the rice plant, was carried out by

isolation and an in vitro qualitative test for antagonism 
against P y f i l c u l a f i l a  o n y za z in potato-dextrose-agar. From a 
total of 472 isolates, 348 showed antagonism to the

pathogen. The majority was obtained from leaves, but

roots, seeds and soils also yielded antagonists. All localities 
sampled showed the occurrence of antagonists.

Twenty-seven isolates were selected on the 
basis of the pathogen mycelial growth inhibition (PIP) and 

the PIP/antagonist growth ratio, by using the double culture 

technique. These isolates were AP-3, AP-12, AP-42, 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, AP-429 and 
AP-471.
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The selected antagonists were preserved in water

( Castellani technique) and in soil, where they remained viable 
for at least six months, 2 and 1 years, respectively.

Celular morphology, cell dimensions cultural 
characteristics, growth at different temperatures, reaction 
to stains and selective media and biochemical tests indicated 

that all antagonistic isolates belonged to the species 8a- 
clllu6

Antibiosis was the mechanism of antagonism
showed by 8 . iubtZl-i-i, to P. . Antibiotics secreted
by 8. -iubt-il-ii are inhibitory to mycelial growth as well as
to conidial germination. Germinated conidia can' showed
deformed germ tubes. The antagonistic substances produced

by 8 . are thermo-stable. They act at low conceitrations

and are note specific. He.Zmin-ithopoAium o/iyzaz, NigAo&poAa

Ep-Lc.occ.um, CZado6 poAiam and o t h e r fungi are also inhibited 
by these substances.

Field tests carried out in two consecutive
years (8 5/86 and 86/87) showed a tendency to confirm the 

antagonistic effect of 8 . iabt-iZi-6 against P. ofiyzaz. Isola

te AP-150 gave better control than the standard, . treatments 

(kasugamicin and benomyl). More field trials should be

■performed in order to obtain more conclusive results to
confirm the potential for utilization of 8 . .{>abtlZl6 and/or 
its metabolites in the biological control of rice blast.



1. INTRODUÇÃO

0 arroz é um cereal de grande importância pa

ra o Brasil, sendo que no ano de 1984 a produção brasileira 

foi cerca de 9 milhões de toneladas obtidas em, aproximada — 
mente, 5,3 milhões de hectares, com produtividade média de 
1686 kg/ha. A cultura ê disseminada por todo o território na 
cional, ocupando o terceiro lugar em área colhida e quarto 
em valor de produção (ANUÁRIO ESTATÍSTICO DO BRASIL, 198 5). 

Contudo, no Brasil existem grandes diferenças de produtivida 
de, dependentes do sistema de cultivo e dos fatores biológi
cos e sócio-econômicos de cada região.

Sob todas as condições de cultivo, a Brusone, 
doença causada por V y f i ld a la f i l a  ofiyzao. CAV. , é considerada a 
mais séria da cultura, tanto por sua larga distribuição como 

pelo poder de destruição, não só no Brasil, mas em todo o 

mundo (CARDOSO & KIMATI, 1980; OU, 1985). 0 arroz de sequeiro, 
que é o mais cultivado no Brasil, estã sujeito a maiores da

nos decorrentes da Brusone quando comparado ao sistema de 
arroz irrigado (PRABHU, 1980).

Os dados de perdas na produção de arroz causa
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das por P. ofiyzao., no Brasil, são variáveis, existindo rela

tos de 9 a 100% (FRATINI & SOAVE, 1974; TOLEDO et alii, 1975; 

RIBEIRO, 1976; PRABHU, 1980; PRABHU, 1984), dependentes das 

condições de cultivo, resistência de cultivar e condições 
climáticas.

As medidas de controle da Brusone do arroz 
são baseadas, principalmente, na utilização de variedades re 
sistentes, de fungicidas e de práticas culturais adequadas 

(TOLEDO et alii, 197 5; CARDOSO & KIMATI, 1980; RIBEIRO,
1981; OU, 1985).

O controle biológico vem, nos últimos . anos, 
despontando como uma das alternativas de controle para vá
rios fitopatógenos em culturas de expressão econômica. Para 
Brusone o primeiro relato é de loshii (1949)^, citado por FU 
KUNAGA (1965), que mostra a possibilidade de controle atra

vés de antibióticos produzidos por CephaZothzcZum spp.. Após 
este relato inúmeros estudos, quase a totalidade no Japão, 

buscaram descobrir microrganismos produtores de antibióticos
que controlassem P. oh.yzae., culminando com a seleção de
Sth.e.ptomyc.2.0 gh.iiíoc.kh.e,mogínzò e S. ka6ugae.n6Zó produtores, 
respectivamente, de blasticidina S (primeiro antibiótico usa

do exclusivamente para fins agrícolas) e kasugamicina (FUKU-

 ̂ YOSHII, K. Studies on Ce.phalothecZum as a means of arti
ficial immunization of agricultural crops. Ann. Phyto- 
pathol. Soc., Japan, 31 (3/4): 37-40, 1949.
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NAGA, 196 5; UMEZAWA et alii, 196 5 e Okamoto, 1972^, citado 

por OU, 1985) produtos esses utilizados até hoje. Mais re

centemente, SY et alii (1978ab); LINDBERG (1981); SY et alii 
(1983ab); SY et alii (1984) e RIBEIRO (1987), entre

outros, encontraram microrganismos antagonistas de P. oAy-  

zae.

Face ao exposto e levando em consideração que 
os produtos usados no controle da Brusone no Brasil são to

dos importados, a alternativa de controle biológico, tecnolo 
gia ao nosso alcance, por sua característica de fácil desco

berta e baixo custo, é muito atraente. Visando contribuir pa 
ra viabilização dessa alternativa, o presente trabalho teve 
por objetivos imediatos;

1 . realizar o levantamento de microrganismos antagô
nicos a P. OAyzae. que ocorrem no Brasil;

2 . selecionar os antagonistas mais eficientes em ini 
bir P. OAyzae. in vitro

3. verificar a produção de antibióticos e identifi — 
car os antagonistas a nível de espécie; e

4. avaliar a eficiência desses microrganismos no con 
trole de patõgenos das sementes de arroz e no con 
trole da Brusone, causada por P. o A y z a e . , em condi 
ções de campo.

2 OKAMOTO, H. On the characteristics of kasumin, antibiotic 
fungicide. Japan Pesticide Information, 10: 66 - 99, 
1972
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2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1. Im p o r t â n c i a  d a c u l t u r a d o a r r o z

o arroz e considerado como planta semi-aquâtica 
adaptada tanto a clima tropical, como subtropical. As cul
tivares de arroz das espécies cultivadas {Ofiyza ò a t l v a  e 0.  

glabe/iAlma) podem se desenvolver tanto em solos inundados, 
como em solos bem drenados (FAGERIA, 1984).

Cultivado entre as latitudes 53^n-35Ps, o que 
abrange 111 países de todos os continentes, com exceção da 

Antártida (CHANG, 1976) e em altitudes de até 2400 m (CHAN
DLER JR. , 1979) o arroz é a principal fonte alimentícia para 

cerca de dois terços da população mundial. O arroz ê o prin 

cipal item de alimentação para muitos países da Africa e Amé 
rica Latina, inclusive o Brasil. Fornece algo em torno de 

um terço das calorias diárias consumidas em vários países da 

Âsia, inclusive o Japão, sendo a principal fonte de proteí

nas para a população deste continente. Ocupa o segundo lu
gar no mundo em área plantada e produtividade e o terceiro 

em produção, entre os principais cereais. Em área é infe-
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rior ao trigo, em produtividade ao milho e em produção a am
bos (FAGERIA, 1984). Em 1981 a produção mundial de arroz 

foi de 413 milhões de toneladas contra 4 58 de trigo e 4 51 

de milho (ANNUAIRE FAO, 1981). Contudo, a quase totalidade de arroz 
produzida e consumida diretamente pelo homem, enquanto que 

grande parte do milho e trigo e destinada à alimentação 
animal. Assim, o arroz revela-se como o primeiro cereal do 

mundo em matéria de consumo direto pela humanidade (SY et 
alii, 1983b).

A área de arroz plantada no mundo aumentou de
120,1 milhões de hectares em 1960/61 para 144,9 milhões de
hectares em 1981/82, o que corresponde a um aumento de 21%.

No mesmo período, a produção de arroz cresceu em 74%. A pro

dutividade, que em 1960/61 era de 1950 kg/ha passou em 1981/
82 a 2820 kg/ha, apresentando um aumento de mais ou menos
45% (FOREIGN AGRICULTURE CIRCULAR, 1982). Assim sendo, fica 
claro que o aumento de produtividade contribuiu muito mais

para o aumento da produção mundial do que o aumento da
área.
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Mesmo sendo uma cultura amplamente difundida 

por todo o território brasileiro, a produção nacional está 
concentrada nas regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste. Os Es
tados do Rio Grande do Sul, Maranhão, Goiás, Mato Grosso, Mi 

nas Gerais, Santa Catarina, São Paulo e Mato Grosso do Sul 
contribuiram em 1984 com 86,5% da produção do país (ANUAriO 

ESTATÍSTICO DO BRASIL, 1985). Embora a produção brasileira 
venha aumentando com o tempo, a produtividade tende a dimi
nuir devido ao aumento da área cultivada com arroz de sequei 
ro (EMBRAPA, 1981) ainda que a produtividade do arroz irriga 
do venha aumentando ano a ano.

2.2. Im p o r t â n c i a  d a  Br u s o n e d o a r r o z

Sob todas as condições de cultivo, a Brusone, 

doença causada por V y ^ lc m la u la  onyzad CAV., é considerada a 
mais séria da cultura, não só no Brasil, mas em todo o mundo 
(CARDOSO & KIMATI, 1980). 0 arroz de sequeiro, que

é o mais cultivado, no Brasil, está sujeito a maiores danos 

decorrentes da Brusone que o sistema de arroz irrigado (PRA- 
BHU, 1980).

OU (1985) afirma que a Brusone do arroz é uma 
das doenças de plantas mais largamente distribuídas no mun

do, estando presente praticamente em todos os locais onde
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se cultiva o arroz. Sua adaptabilidade para varias condi

ções arabi entes e extraordinária.

P. oà.yzae. afeta todas as partes da planta, in 

cluindo as folhas, os n5s do colmo, as bainhas, as várias par 

tes das paniculas e os grãos. Nas folhas, os sintomas carac 
terxsticos são manchas elípticas, com extremidades pontiagu

das, centro cinza ou esbranquiçado e bordos marrons ou marrom 
avermelhados, às vezes circundadas por um halo amarelo. As 

manchas usualmente se iniciam com pequenos pontos esbranqui
çados, acinzentados ou'azulados, aumentando rapidamente sob 
condições favoráveis em cultivares susceptíveis, permanecen
do acinzentados por certo tempo. As lesões atingem 1-1,5 cm 
de comprimento por 0,3 - 0,5 cm de largura. Dependendo das 
características da cultivar e das condições ambientes, as 

manchas podem coalescer, provocando a seca total das folhas 
e mesmo da planta toda. A Brusone nodal ocorre geralmente 
no segundo ou terceiro nó ou quase no nível da água em arroz 

irrigado. Quando esses nós são atacados ficam fracos e que
bram-se facilmente. Durante ventos pode ocorrar acamamento. 

Freqüentemente, parte dos nós se quebram, permanecendo conec
tados por uns poucos cordões vasculares. 0 ataque ao nó 

causa necrose total da parte atingida e impede a circulação 

da seiva que faz com que as panículas formadas sejam brancas. 
Em algumas condições brasileiras, o único sintoma observado 
era determinados anos e a Brusone nos nós. A infecção do nó 
da base da panícula, conhecida como "pescoço quebrado" pode.
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se ocorrer, desde a emissão da panlcula até a fase leitosa, 

produzir grãos totalmente chochos. Por outro lado, se a 

infecção ocorrer mais tarde há apenas a redução no peso dos 

grãos. As ramificações das panículas também são atacadas, 
provocando formação de grãos chochos. Os grãos podem ser 

afetados e quando isso ocorre as glumas apresentam lesões se 
melhantes âs das folhas (CARDOSO & KIMATI, 1980; PRABKU & 
BEDENDO, 1982; OU, 1985; SCKNITZLER, s.d . e WALLA, s.d.). Sa 

be-se que é possível a transmissão do patógeno através de 
sementes (MATALLO & LASCA, 1978 e RICHARDSON, 1979).

A Brusone é considerada a principal doença do 
arroz por causa da sua larga distribuição e destruição sob 

condições favoráveis (OU, 1985). No entanto, as quantificações 
das perdas são falhas. GOTO (196 5) afirma que 24,8% das
perdas causadas por doenças, pragas e diversos fatores físi

cos, no Japão em 196 0, foram motivadas pela Brusone, equiva
lendo a aproximadamente 273.300 toneladas de arroz. Katsube 

& Koshimizu (1970)^ citados por OU (1985), estimaram que a 
cada 10% de aumento na incidência da doença no pescoço, hou
ve redução de aproximdamente 6% na produção e aumento de 5% 

em grãos gessados, o que diminuiu a qualidade do arroz em 1 

ou 2 classes.

3 KATSUBE, T. & KOSHIMIZU, Y. Influence of blast disease on 
harvest of rice plants. 1. Effect of panicle infection 
on yield components and quality. Bulletin of the Tono- 
ku Agricultural Experiment Station, 39: 55-96, 1970.
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No Brasil, são escassos os trabalhos que de
terminam as perdas na cultura do arroz motivadas pela Bruso

ne. FRATINI & SOAVE (1974) estimaram as perdas no Estado de 
são Paulo em torno de 9%. RIBEIRO (1976) relatou que em al

gumas lavouras no Rio Grande do Sul, onde se registrou ata
ques epidêmicos, as perdas motivadas pela doença chegaram 

atê a 70 e 80% da produção. TOLEDO et alii (197 5) verifica

ram que um aumento na porcentagem de infecção de 16,6 3 para 
46,42% reduziu a produção de 4.12 5 para 3.187,5 kg/ha, sendo 

que o rendimento de grãos inteiros do bsieflcio passou de 59,9 para 
36,59%. PRABHU (1980) relata que nos experimentos conduzi
dos no CNPAF/EMBRAPA (Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e 
Feijão/Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária) Goiânia- 
GO, os prejuízos causados por Brusone variaram entre 16 e 
6 6%, dependendo da susceptibilidade da cultivar à doença e 
das condições climáticas. SOUZA et alii (1984) afirmaram 

que as perdas na produção causada por Brusone, podem chegar 
atê a 100% em algumas lavouras.

Dois nomes genéricos têm sido usados para o 
fungo causador da Brusone, Vyfi lc.Uila. fLla e V a a t y l a f i - i a , ambos 

estabelecidos por Saccardo em 1880. Os nomes P y f L l c u l a f i Z a  

g f i l ò é e a ,  V a c t y l a f i l a  g f i l ò ò í a , P. of iyzao . e V . o f i y z a z têm sido 

usados por diferentes autores. Cavara, na Itália, em 1881, 

foi o primeiro a descrever F y f i l c a l a f i l a  em arroz, denominando 
P. o f i y z a d (OU, 1972). ASUYAMA (196 5) concluiu que o fungo 

causador da Brusone deve ser incluído no gâiero Pyfu.cu£oAAJi.



literatura que apresenta o nome genérico como P l  A l c a l a  f i l a , no 

entanto, como originalmente o gênero foi descrito como PyAl- 

c a l a K l a , esta deve ser a forma usada (OU, 1972).

P. oALjzao., deuteromiceto da ordem Moniliales, 
família Moniliaceae, caracteriza-se por produzir conidiófo- 

ros longos, delgados, principalmente simples e septados. Os 

conídios são piriformes a grosseiramente elipsoidais, com 1 

ou 2 septos transversais (2 a 3 células) e ligados ao co- 

nidióforo pelo seu lado mais dilatado (BARNETT & HUNTER, 1972) . OU 
(1985) descreve que os conídios são piriformes, com base ar
redondada, ápice estreito, tendo geralmente 2 septos, rara
mente 1 ou 3; algumas vezes uma leve constrição nos septos, 
de hialino a oliva palha; usualmente com 19-33 p. x 7-9 \i cora ura 

pequeno pé basal de 1,6 - 2,4 y. Os conídios germinara pela 
célula apical e basal e menos frequentemente pela célula do 
meio. 0 número de núcleos nas células do micélio, conídio e 
apressõrio é variável. Yamazaki & Niizeki (1965) *♦, citados 

por OU (1985), observaram células uninucleadas e células con 

tendo de 2 a 6 núcleos. 0 modo de ramificação do conidiófo- 

ro é simpodial. 0 segundo conídio é formado no ápice do co- 

nidióforo justamente acima do ponto de inserção do primeiro 

(HENRY & ANDERSON, 1948). Este processo continua até a for
mação de 7 - 9 conídios por conidióforo (ASUYAMA, 196 5).

.10.

*+ YAMAZAKI,-Y & NIIZEKI, H. Studies on variation of the riceblast fungus 
PAAACulaA>ta oAyzaz CAV. I Karyological and genetical studies on 
variation. Bulletin of the National Institute of Agricultural Sciences, 
D - 13, 231 - 274, 1965
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Para o controle duradouro da doaiça o úso de varieda 
des ccm resistência vertical torna-se quase impossível devido à 

plasticidade genética do fungo, sendo que procura-se desen

volver variedades com resistência horizontal, as quais pode

rão ser usadas por períodos de tempo mais longos (CARDOSO & 

KIMATI, 1980). No entanto, devido às dificuldades de obten

ção da resistência horizontal, variedades com resistência 
vertical são lançadas, propiciando bons resultados por um 

curto período. Desta forma, segundo TOLEDO et alii (197 5), o 
uso de fungicidas para, o controle da Brusone vem se tornando 
pratica cada vez mais comum, sendo diversos os produtos espe 
cíficos para tal fim encontrados no mercado. No Japão, subs 
tâncias químicas têm sido extensivamente usadas para contro 
le da Brusone e virtualmente todos os campos de arroz têm si 

do tratados com fungicidas nos anos recentes. Assim a doen

ça tem causado somente pequenos danos á cultura (OU, 198 5). 

Além dessas medidas de controle, práticas culturais adequa
das podem reduzir a incidência da doença. É muito conhecido 

o aumento da incidência e severidade da Brusone com aumento 

da adubação nitrogenada (PRABHU, 1983). Assim, há necessida 

de de se considerar este fator na condução da cultura. No 
Japão, mas não apenas neste país, o plantio precoce tem redu 
zido usualmente a doença (OU, 1985) . RIBEIRO (1981) reali — 

zou estudo sobre a influência da época de semeadura do arroz 
irrigado sobre os danos ocasionados pela Brusone e verificou 
que para as diferentes cultivares estudadas, a semeadura em
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dezembro (tardia) levou a uma maior severidade da doença nas 

folhas e panícuias, com maiores danos, principalmente, para 
as cultivares mais susceptíveis. Hâ necessidade de se consi 

derar a densidade de semeadura, pois quanto maior a densida

de mais favoráveis são as condições para o patógeno.

SY et alii (1983b) obtiveram dados interessan 
tes com o controle biológico de P. ofiyzoLZ. Reconhecidamente 

os antibióticos blasticidina S e kasugamicina apresentam
grande eficiência no controle da Brusone, sendo de origem mi 
crobiana produzidos por Stnzptom yazi ,  gAZ-i zochA&mog (OU,

1985) e S. kaòagaznòZò (UMEZAWA et alii, 1965), respectiva
mente. 0 uso desses produtos pode ser apontado como um bem 

sucedido exemplo de controle biológico.

2.3. Co n t r o l e b i o l ó g i c o  ̂ c o n s i d e r a ç õ e s g e r a i s

0 aumento do interesse em pesquisar controle 
biológico de doenças de plantas ê evidente em todo o mundo, 

especialmente nesses dias quando a deterioração do ambiente 
por produtos químicos usados na agricultura tem sido um as
sunto de constante interesse,e também devido ao maior conhe

cimento das conseqüências decorrentes do desequilíbrio causa 
do pelo homem.

BAKER & COOK (1974, p.43) definem controle 

biológico como "a redução da densidade de inóculo ou das ati
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vidades determinantes da doença provocada por um patógeno ou 

parasita nos seus estados de atividade ou dormência, por um 

ou mais organismos, realizado naturalmente ou através da ma
nipulação do ambiente, hospedeiro ou antagonista, ou pela 

introdução em massa de um ou mais antagonistas". Esta defi 

nição foi reduzida por COOK & BAKER (1983, p. 6 0) para: "con 
trole biológico é a redução da soma de inóculo ou das ativi

dades determinantes da doença provocada por um patógeno rea

lizada por ou através de um ou mais organismos que não o ho
mem". E os autores explicam: - atividades determinantes de 
doenças - envolvem crescimento, infectividade, virulência, 
agressividade e outras qualidades do patógeno, ou processos 
que determinam infecção, desenvolvimento de sintomas e re
produção. Os organismos incluem: indivíduos ou populações 
avirulentas ou hipovirulentas dentro das espécies patogêni

cas; a planta hospedeira manipulada gaieticamente ou por prãti 
cas culturais ou microrganismos para maior ou mais efeti

va resistência contra o patógeno; e antagonistas dos pató- 

genos definidos como microrganismos que interferem na sobre
vivência ou atividades determinantes de doenças causadas por 

patógenos. Assim, segundo CXX5K & BAKER (1983), controle biológico pode 
ser acompanhado por práticas culturais para criar um ambien

te favorável aos antagonistas e a resistência da planta hos
pedeira ou ambos; através do melhoramento da planta para au

mentar resistência ao patógeno ou adequar o hospedeiro para 
as atividades dos antagonistas, através da introdução em ma£ 

sa de antagonistas, linhagens não patogênicas ou outros orga
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nismos ou agentes benéficos. Essas definições abrangentes 
são aceitas por muitos fitopatologistas (COOK, 1985). Entre 

tanto, controle biológico será usado neste trabalho como con 
trole de um microrganismo através de outro microrganismo
(CULLEN & ANDREWS, 1984).

Os mecanismos das interações antagonísticas 
entre microrganismos patogênicos e antagonistas com a planta 
podem ser divididos em: antibiose, competição, parasitisme , 

predação, hipoviruléncia e indução de defesa do hospedeiro 
(BOOSALIS, 1964; BAKER' & COOK, 1974; SCHROTH & HANCOCK, 1981; 
BLAKEMAN & FOKKEMA, 1982; COOK & BAKER, 1983; MEINHARDT,
1984; COOK, 1985). Antibiose é definida como uma intera

ção entre organismos na qual um agente metabólico produzido 
por um organismo tem um efeito danoso sobre o outro; usual

mente ocorre inibição no crescimento podendo ser letal, mas 

o metabolito pode penetrar na célula e inibir sua atividade 
por toxicidade química. Competição é referente à interação 
de dois organismos empenhados na mesma ação ou coisa. A com 

petição entre microrganismos é principalmente por alimento 

(carboidratos, nitrogénio e fatores de crescimento), por es

paço e oxigénio. Parasitisme é usado em referência ao fenô
meno de um microrganismo parasitar o outro. Os hiperparasi- 
tas atacam hifas e estruturas de esporulação dos patógenos 

da planta, reduzindo a infecção e o inoculo do patógeno. Os 
predadores obtém o alimento dos patógenos e de várias outras 

fontes. A hipoviruléncia é usada introduzindo uma linhagem
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do patógeno menos agressiva ou não patogênica que por anasto 

mose pode transmitir a característica para as patogênicas, a 

qual pode ser conferida por um determinante citoplasmático. 

Um antagonista pode agir através de um ou mais mecanismos de 
interações antagonísticas.

Embora negligenciado no passado, o interesse por 

controle biológico de patógenos da parte aérea de plantas tem 
recentemente sido estimulado (CORKE & RISHBETH,1980) . A maior com 

preensão da natureza física, química e microbiológica da su
perfície foliar ocorreu graças aos trabalhos de PREECE & 
DICKINSON (1971) e DICKINSON & PREECE (1976). Somente nos 
últimos 30 anos, tornou-se largamente reconhecido que gran
des populações de microrganismos epifíticos vivem nas super
fícies foliares e que são capazes de influenciar as espécies 
patogênicas no processo de infecção de folhas e caules (FOK- 
KEMA, 1976).

Segundo BLAKEMAN (198 5) para um programa de 

controle biológico atingir o sucesso, devem ser conhecidas, 
inicialmente, informações fundamentais como a natureza das 

relações entre hospedeiro, patógeno e microflora associada. 

Tais relações são influenciadas por fatores externos como 

microclima da superfície da planta e variações ocasionais as 

quais causam no microhabitat do filoplano uma contínua flu
tuação. 0 ambiente abiótico da parte aérea é muito diferen
te do solo (BAKER & COOK, 1974), sendo que o da superfície
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das folhas varia muito mais rapidamente do que o da superfí 
cie das raízes (BLAKEMAN, 198 5). Temperatura e umidade va

riam mais amplamente e rapidamente e os microrganismos são 

expostos a luz solar e radiação ultravioleta, havendo grande 

exposição ao ar atmosférico e riscos de serem lavados por 

chuva (BAKER & COOK, 1974). A umidade relativa na superfí

cie foliar é provavelmente o fator mais importante que in

fluencia o crescimento e a sobrevivência dos microrganismos 
neste habitat, uma vez que para suportar o crescimento de 

muitos microrganismos na superfície foliar a umidade relati
va deve ser em torno de 9 5% ou mais (BLAKEMAN, 198 5) .

Na abordagem de controle biológico, doença ê 
mais do que uma íntima interação do patõgeno com o hospedei
ro, é o resultado de uma interação entre o hospedeiro, pató- 

geno e uma variedade de não pat5genos que também repousam no 
sítio de infecção e que apresentam potencial para limitar ou 

aumentar a atividade do patógeno ou a resistência do hospe
deiro (COOK & BAKER, 1983; COOK, 1985).

2.4. Se l e ç ã o de m i c r o r g a n i s m o s  a n t a g ô n i c o s

A seleção de microrganismos antagônicos sus

tenta virtualmente todo o programa de controle biológico. Es 
te procedimento parece formidável dado o vasto número de in

divíduos que podem ser selecionados numa comunidade microbia 
na típica. Muitos microrganismos valiosos para a fitopatolo
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gia e medicina animal e humana foram descobertos acidental — 
mente. No entanto, existem caminhos que aumentam as chances 
de resultados positivos (ANDREWS, 1985). STESSEL et alii 

(1953) afirmaram que muitos antibióticos usados na medicina 

resultaram de uma sistemática pesquisa de seleção.

Uma opção é aplicar mistura de populações de 

microrganismos em placas de Petri com ágar semeadascom o pa- 

tõgeno e verificar os microrganismos que possuem atividade 
antagonística, considerada pela zona de inibição (JOHNSON et 
alii, 1967). Esta abordagem combina isolamento com sele
ção.

Segundo ANDREWS (1985), muitos pesquisadores 
preferem selecionar microrganismos com características como: 
presença no local onde o controle será aplicado; bom cresci
mento, estabilidade e esporulação em cultura; membro de espé 

cies ou gêneros conhecidos como antagônicos; características 
morfológicas ou fisiológicas distintas para facilitar o reco 

nhecimento e sobrevivência no local em diferentes condições. 

Essa abordagem deve ser usada se existirem evidências de tra 
balhos preliminares de que a atividade antagônica seja res

trita a um grupo específico de microrganismos. Conhecedor 

destas evidências BASTOS (1979) isolou a partir de basidio- 
carpos de C f L in ip ^ l l l ò  po- f in lc lo^a , o fungo VactyZZum sp.

{Cladobotfi-iam sp.) que apresenta antagonismo a esse patógeno, 
agente causal da Vassoura de Bruxa do cacaueiro.
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Todos os métodos de seleção para antagonismo 
são baseados em evidências de que o organismo candidato in

terfere com o patõgeno ou reduz a doença. Interferência im

plica em algumas formas de dilaceração ou inibição e pode 

ser avaliada em laboratório, in vitro era meio agarizado 

ou por exames microscópicos de cortes de folhas, e em lâmina 
com película de âgar em microscópio, ou in vivo, pela redu

ção da doença,tanto em condições controladas como em campo 
(ANDREWS, 198 5).

In vitro são utilizados principalmente méto 
dos em placas de Petri com meio agarizado, lâminas com âgar 
ou com gotas de diferentes suspaisões de microrganismos (ANDREV® <± alii,

1983; ANDREWS, 1985). o teste on placas de Petri com meio agariza 
do consiste basicamente na transferência do possível antago
nista para o meio antes ou após o patógeno a ser controlado, 
verificando a formação de zona de inibição entre as colônias 
ou parasitismo. Utilizando esta metodologia inúmeros auto
res obtiveram bons antagonistas (DUNLEAVY, 1955; ABO-EL- DA- 

KAB & GOORANI, 196 4; JENKINS, 1968; BASTOS & FIGUEIREDO, 

1976; FRAVEL & SPURR, 1977; THIRUMALACHAR & O'BRIEN, 1977; 

HENIS et alii, 197 9; íüTKHEDE & RAHE, 1980; BELL et alii, 
1982; UTKHEDE & RAHE, 1983; SIVAN et alii, 1984; PUSEY & 

WILSON, 1984; LOPES; 1986; BETTIOL et alii, 1986; NUNES
et alii, 1986ab; HALL et alii, 1986). Utilizando lâminas 

com âgar para avaliar o efeito na germinação dos esporos e 
lise do tubo germinativo, MORGAN (1963) e ANDREWS et alii

(1983) isolaram antagonistas eficientes.
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Usualmente não hã correlação significativa en 
tre antagonismo demonstrável em cultura e efetividade no cam 

po (ANDREWS, 1985; LOPES, 1986). A disparidade aparente en

tre o comportamento in vitro e in vivo pode representar 

nada mais do que diferenças na sobrevivência nos dois ambien 

tes. Comumente, organismos que mostram antagonismo em tes

tes de placas não controlam a doença quando aplicados nas 
plantas. Menos comumente, antagonistas efetivos em contro

lar a doença no campo não mostram propriexíades inibitórias 
ean cultura (ANDREWS, 1985 ; LOPES, 1986) , podendo ser descar 

tados se o ensaio em placas agarizadas for usado como único 
critório. LOPES (1986) verificou, em condições de campo, que 

isolado de B acZ ttu ò  s p . não afeta o desenvolvimento de queima 
foliar e podridão de cartucho no milho causadas por P-ó eudomo- 
naò av ín ae . , controlando bem in vitro e em casa devegetação. 

Por outro lado, mesmo apresentando reduzida inibição in
vitro, ura isolado de P6íudomona.i, {iluoAe.0ce.n-!> controlou a 
doença efetivamente em casa de vegetação e campo.

Testes para antagonismo na superfície foliar 

de plantas crescendo sob condições controladas são chaves

para seleção de agentes para controle biológico 
(ANDREWS, 1985). Microrganismos os quais não inibem patóge- 

nos em meio de ágar podem ser detectados por este método 

(FOKKEMA, 1976). 0 método de folha destacada pode ser usado 

como intermediário entre o in vitro e in vivo,
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LEBEN (1964) isolou 230 bactérias das folhas 
de plântulas de pepino e através de seleção em condições con 

troladas obteve um isolado que diminuiu de fato a Antracnose 

do pepino. No entanto, nenhum dos isolados controlou Oídio.

A seleção de antagonistas na superfície fo
liar de plantas crescendo em condições controladas é particu 

larmente importante para selecionar leveduras. LUZ (198 5) 

isolou SpoAobolomycíi,  A06e.uò, RhodotoAula sp. e Spoh.obolomy- 

ce.4 sp. de folhas de trigo e demonstrou que essas leveduras 

são efetivas para controlar C o c h l io b o la ò  6 a t l v a 6 e L íp t o ó -  

p h a í f i i a  nodoAum do trigo sob condições controladas. FOKKEMA 
& VAN DER MEULEN (1976) verificaram que \afLe.obaò.id^um paZZu- 

t a n ò , S .  Koi>Q.ai, e CA yptococcu i  lau.fi2. n t l i var. {,lon.í.òcznò re
duziram a infecção de SQ.ptoAÍa nodoAum em trigo, mas o efei
to antagônico sobre a germinação de esporos foi baixo.

0 teste mais importante no procedimento para 

seleção é quanto ao possível desempenho do antagonista quan
do introduzido numa comunidade microbiana natural, na qual 
ele estará exposto às condições ambientes prevalentes (AN

DREWS, 1985), sendo considerado o teste definitivo do poten

cial de controle biológico do antagonista. Muitos antagonis 

tas eficientes in vitro e em condições controladas não pas 
sam por este teste final. A variabilidade das condições ambi entes 
é um grande problana a ser considerado nos testes de campo, assim os 
testes devan ser repetidos por vários anos e locais, antes de alguma 

conclusão consisteite sobre eficioicia ser feita (ANDREWS, 1985) . Com
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provando esta necessidade, LUZ (1985) verificou que em condi 

ções de campo S. ^oòQ.uò reduziu significativamente a infec
ção de C. ò a t l v a ò e L. nodoAum no trigo, em 1981, inclusive 

aumentando o rendimento de grão. Por outro lado, em 1982 

esta levedura não produziu efeito sobre as doenças e sobre o 
rendimento do trigo.

0 grau de sobrevivência do antagonista, o
crescimento e disseminação são os pontos mais críticos nos 

testes de campo, sendo prê-requisitos para efetiva sustenta
ção do controle biológico, devendo ser monitorados e avalia
dos independentemente da severidade da doença. Marcadores 
genéticos, meios seletivos, exame em microscópio de varredu

ra ou clareamento e tingimento da folha são métodos utiliza

dos para monitoramento (ANDREWS & KENERLY, 197 8 ; PAPAVIZAS & 

LEVJIS, 1983; CULLEN et alii, 1984). A importância da so
brevivência do antagonista é relatada por LEBEN et alii 
(196 5), os quais verificaram que o isolado de uma bactéria 

antagônica a l^entuA^a Ina&qualZ- i , Colle .to t f i ichum  laQQ.nah.lum 

e kttí>inafi- ia  òoZanÁ,, falhou no controle desses patógenos no 

campo porque 24 horas após aplicação 99% das células tinham 
perdido a viabilidade.

Segundo ANDREWS (1985), antagonistas que fa
lham neste teste final não são necessariamente sem valor e 

não devem ser descartados. Fracasso na performance in vi

vo pode ser devido somente á rápida morte no filoplano. Es

te problema pode ser facilmente corrigido por manipulações
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para proteger o inõculo da dessecação, provendo adesão, etc. 

Se o antagonista não se estabelecer no filoplano, este pode 

ainda ser valioso como suprimento de genes, convertendo um 

organismo residente de alta colonização em antagonista. Po

de ainda o antagonista ser melhorado quanto a característica 
de colonização.

Um progresso lógico do protocolo de seleção 
de antagonista para controle biológico procede através de 

vários estágios, e era teoria é de in vitro para in vivo 

(testes em placa de Petri ou lâmina para in vivo controla
do e deste para in vivo não controlado). ANDREWS (1985) 
sugere, preliminarmente, seleção coordenada por uma das téc

nicas in vitro e uma in vivo sobre condições controladas, 
seguindo posteriormente para o estágio definitivo que são os
ensaios de campo. Esta seqüência de seleção foi utilizada 
por BASTOS (1978) para obter antagonistas a C. pdnnldo&a. Ini
cialmente selecionou antagonistas in vitro ao patógeno atra

vés da formação de halo de inibição em cultura dupla. No 
ano seguinte, BASTOS (1979) isolou V acty l la m sp. (C ladobo-  

tAlum sp.) que se mostrava antagônico a C. pe.AnZcÃ.06CL. Na 

continuação dos trabalhos BASTOS et alii (1981) identifica

ram como CtadobotAyam a m a z o m n iz um novo fungo hiperparasita 
com potencial para controlar fungos patogênicos do cacau. 

BASTOS (1984) verificou que o filtrado da cultura de C. ama- 

zo n zn 6 í inibiu a germinação de esporos de C. p í f i n l c l o i a  e 

revelou capacidade de proteger os frutos do cacaueiro contra 
a infecção deste patógeno, sem apresentar fitotoxicidade. BAS-
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TOS & FIGUEIREDO (1983) demonstraram que o filtrado de C, 

arnazom ni  e. apresentou acentuado efeito tóxico a PhytophthoAa  

p a tm iv o A a , P. capóZcZ e P. cXtAophthoAa inibindo tanto o 

crescimento micelial in vitro como a capacidade de produ

zir lesões in vivo. BASTOS et alii (1986) estudando a 

substância antibiótica produzida por C. amazonen-6 ê, indicaram 
o antibiótico como um polipeptídeo, mas ainda desconhecem a 

estrutura da substância. Estes trabalhos demonstraram a via 
bilidade do esquema de seleção de microrganismos antagonis
tas proposto por ANDREWS (1985).

Se a principal meta da seleção de microrganis 
mos antagonistas for encontrar produtores de antibióticos, os 
testes que demonstram antibiose in vitro são fundamentais. 

STESSEL et alii (1953) sugerem os seguintes passos: 1. sele
ção de microrganismos antagônicos do solo, usando fungos fi- 
topatogênicos como organismos testes; 2 . seleção de antago

nistas com base na inibição de vários fitopatógenos; 3. pro 

dução de antibiótico pelos antagonistas em meio líquido; 4 . 

estudo da estabilidade dos antibióticos produzidos pelos orga 

nismos selecionados. ANDREWS (1985) afirma que o teste mais 

importante no procedimento de seleção é o das condições am

bientes, assim obtendo-se um antagonista efetivo in vitro, 
há necessidade do mesmo ser levado para campo.

Segundo WOOD & TVEIT (1955), organismos sele

cionados como antagonistas não devem ser fitopatogênicos, de 
vem ter propriedades que facilitem a aplicação na superfície
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das plantas ou solos e devem ter capacidade de rápido estabe 

lecimento. Seus esporos ou estruturas de sobrevivência de

vem germinar bem e rapidamente. Os organismos devem apre

sentar alta taxa de crescimoito e capacidade reprodutiva, espe

cialmente de esporos relativamente resistentes. Os antago

nistas devem ser facilmente cultivados em meios disponíveis 
e não devem ser exigentes em seus requerimentos nutricio

nais, de modo que grandes quantidades de inõculo possam ser 

facilmente preparados a baixo custo.

2.5. Controle biológico de Pi/h.^cuiaA^a oAyzae

Yoshii (1949)'7, citado por FUKUNAGA (196 5), 
reportou pela primeira vez a possibilidade de controlar Bru

sone do arroz com antibióticos. Ele verificou que C zphato-  

the,cZum spp. produziam cefalotecina, a qual inibia o cresci

mento de P. ofiyzaz nas folhas de planta do arroz. Segundo 

Fukunaga et alii (1955)®, citados por FUKUNAGA (196 5), pes
quisadores japoneses que trabalhavam com arroz passaram a 

selecionar antibióticos para Brusone a partir de 19 50, moti

vados principalmente pelo desenvolvimento desses produtos pa

 ̂ YOSHII, K. Studies on Co.phatotkzci.vim as a mean of artifi
cial immunization of agricultural crops. Ann. Phytopa- 
thol. Soc. , Japan, ^(3/4); 37-40, 1949.

® FUKUNAGA, K. et alii. Application of antibiotics to agri
cultural chemical. I. Screening of antifungical actino- 
myces against ?i.fii .c.utafila ofiyzao.. Ann. Phytopathol. Soc. 
Japan, 20: 95, 1955.
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ra uso médico. Vários antibióticos promissores foram desco

bertos: antiblastina, antimicina A, blastimicina, blasticidina 
A. No entanto, não foram utilizados na prática por causa ou 

da instabilidade química ou de sua alta toxicidade aos pei
xes .

Em 1955, blasticidina S foi obtida de StAe.pto  

mycíi, QKÁ̂ Q,oc,hn-moQiínu> e experimentos in vitro e casa de 
vegetação mostraram que o antibiotico possuia efeito te
rapêutico. Em 1961, foi colocado no mercado, sendo o primei 

ro antibiótico usado exclusivamente para fins agrícolas no 
mundo (FUKUNAGA, 196 5). P. oKyzaz é altamente sensível a 
blasticidina S e a germinação de esporos é inibida completa
mente cora 1 ppm, indicando que esse antibiótico tem o mesmo 
efeito de acetato feni 1-mercúrio. Enquanto há a necessidade 
de 10 ppm de acetato feni 1-mercúrio para inibir o crescimen
to micelial do agente causai da Brusone, 1 ppm de blasticidi 
na S é suficiente (FUKUNAGA, 196 5).

0 desenvolvimento da blasticidina S estimulou 
vários institutos a pesquisar antibióticos para controle da 

Brusone e outro resultado de grande sucesso foi a kasugamici 
na, produzida por StA2.ptomyc.ii  k a iu g a d n ò l ò (UMEZAWA et alii, 

1965 ; Okamoto, 1972^, citado por OU, 1985). Ainda hoje es 

ses dois antibióticos são mundialmente comercializados.

 ̂ OKAMOTO, H. On the characteristics of kasumin antibiotic 
fungicide. Pesticide Information, Japan, 10: 66-9,1972
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Excluindo os inúmeros trabalhos com blastici- 
dina S e kasugamicina, são escassas as publicações que ver

sam sobre o controle biológico de P. o K y z a d , utilizando um 

microrganismo. No entanto, alguns trabalhos demonstram a 

possibilidade de se encontrar outros agentes microbianos com 

potencial antagonista ao fungo. SY ct alii (1978a) demons
traram a inibição do crescimento micelial de P. o A y z a n com 

T A ^ c h o d e A m a  v ^ A i d í ,  C h a í to m - iu m  g l o b o ò u m  e  MyAothe.c-ium v í a a u - 

c a A i a , com respostas diferenciais de acordo com o pH do meio. 
SY et alii (1978b) verificaram que a 2 5°C a germinação de cq 

nídios de P. oA yzae .  e totalmente inibida por filtrados bru
tos autoclavados de uma cultura de C h a ^ t o m l u m  g l o b o ò u m  desen 
volvida era meio líquido com pH 4,1; também a suspensão de 
conídios de M. ve.AAucaA-ia em meio líquido a pH 4,1 ou 6,0 

inibiu a germinação do patógeno. Filtrados estéreis de C. 

g t o b o i u m  e M. ve.AAacaA. ia apresentaram inibição de 98% e 71% 

na germinação de conídios, respectivamente. LINDENBERG (1981) 

verificou que um antibiótico produzido por Pò e.udomonaò sp. e 
identificado como tropolone foi letal para colônias de raui- 

tos fungos, incluindo P y A - i c u t a A Í . a . SY et alii (1983a) veri

ficaram que quatro espécies de T A lck o d e .A m a inibiram fortemen 

te o crescimento de P. o A yzae . a 15, 28 e 3 5°C. SY et alii
(1984) verificaram que em meio de cultura com diferentes pH 
T. h a A z - í a n u m , T. konZ ng- i- í , T u ia A Z a m sp. e duas bactérias ini 
biram o crescimento micelial de P. O A y z a e . sendo a inibição 

por T. p e l u d o  koning- í^ i e A é p e A g Z l l u ò  nÁ,ge.A maior que 60% com 
pH 4,1 e 6,2. SY et alii (1983b), em experimentos realiza-
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dos cm casa de vegetação verificaram que M^cAomo no-i poAa sp. , 
TAZchodQAma sp. (lKP-6 ), T. Aoieum (N39), M^cAomonoipoAa

sp. (PN7-6) e T. haAz-canum (N-72) inibiram a incidência da 

Brusone em 90,8; 76,88; 71,5; 66,65; e 55,0%, respectivamen

te; enquanto hUcAomono^poAa sp. (PS6-2) , T K l c h o  dtfima sp. 
(IKP-6 ), h\lc.fiomonoòpofia sp. (PN7-6), Th.lchüd2.n.ma sp. (CLY-3), 

bactéria (PTZ) , T. hafizlanum (N72) e T, hafizlanum (N6 8) ini

biram a severidade da doença em 97,2; 90,0; 80,85; 79,8; 

78,97; 77,9 e 50,9%, respectivamente. RIBEIRO (1987), estu
dando a ação de microrganismos no controle biológico de doen 

ças do arroz irrigado, verificou que Tn.Ã,chode.n.ma, Th-Íchothí-  

G-íum G UÍQK06p0fia inibiram o crescimento de colônias de 
P. ofiyzaz. e HQ,tm-inthoi>püKÍu.m oAyzae,.



. 28.

3. NATERIAIS E MÉTODOS

5.1. Coleta de material para isolamento dos
ANTAGONISTAS

A primeira coleta foi realizada no município 
de Boa Esperança do Sul-SP, numa cultura de arroz (variesdade 
não identificada), com aproximadamente 60 dias desenvolven
do-se era solo orgânico. As plantas de arroz, de modo geral, 
não apresentavara raanchas foliares, estando completamente sa
dias e aparentemente sem problemas nutricionais. Até a data 
da coleta, não haviam sido realizadas aplicações de defensi
vos na cultura. A partir de uma das extremidades do campo 

foram amostradas plantas na diagonal, retirando-se ao acaso 

touceiras inteiras. Operação semelhante foi realizada na 

outra diagonal. Após a coleta, no próprio campo, foi elimi
nada parte dos perfilhos de cada touceira e os selecionados 

foram transportados para laboratório dentro de saco de pa

pel, tendo permanecido por aproximadamente 3 0 horas nestas 
embalagens antes da realização do isolamento.

A segunda coleta foi realizada nos municípios de Jabo 
ticabal-SP eMatão-SP. Em Jaboticabal-SP, a amostragsn foi rralizada no
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campo experimental da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias de 
Jaboticabal/UNESP, numa cultura de arroz da variedade lAC- 

16 5 com aproximadamente 40 - 50 dias. Por ser um ensaio de 
competição de erva daninha, foram amostradas apenas as borda 

duras dos lotes de capina mecânica e testemunha. Como as 

bordaduras possuiam 3 linhas foram coletadas plantas ao aca
so nas linhas centrais. No município de xMatão-SP, o campo de 
arroz amostrado estava com aproximadamente 6 0 dias. A meto
dologia de amostragem foi semelhante a do município de Boa 
Esperança do Sul-SP. Nas duas localidades as plantas não 
apresentavam problemas fitossanitârios. Tanto o material de 
Jaboticabal-SP, como o de Matão-SP, foram transportados en
volvidos em papel jornal. 0 isolamento foi realizado 60 ho
ras após a coleta.

A terceira amostragem foi realizada no municí 
pio de Rio Claro-SP. A cultura de arroz da variedade lAC- 

16 5, estava na fase de florescimento, sendo que aparentemen

te não apresentava problemas nutricionais nem fitossanitá- 
rios. Não foi realizada adubação nitrogenada em cobertura, 

nem aplicação de defensivos. Como na primeira localidade, 

a amostra foi retirada nas duas diagonais. Plantas intei
ras envolvidas em papel jornal foram transportadas para o 
laboratório. 0 isolamento dos possíveis antagonistas foi 
feito 2 horas após a coleta.

A quarta amostragem foi realizada no Campo 
Experimental do Instituto de Genética da Escola Superior de
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Agricultura "Luiz de Queiroz"/USP, município de Piracicaba- 

SP, nas bordaduras de ensaios de melhoramento de plantas, 

formadas pela variedade IAC-165 no estádio de florescimento. 

As amostras foram retiradas ao acaso. Neste campo não foi 

observada a ocorrência da Brusone. As plantas amostradas, 
aparentemente, não apresentavam probleanas nutricionais e não 
receberam pulverizações com defensivos agrícolas.

A quinta amostragem foi realizada num lote 
de sementes de arroz da variedade Agulha Precoce, fornecido 

pelo Instituto Agronômico de Campinas-IAC, Campinas-SP.

A sexta coleta foi efetuada no município de 
Goiânia-GO, no campo experimental do CNPAF/EMBRAPA, pela 

Engenheira Agrônoma MS Ana Paula Ayres Bordin. Foram coleta 
das folhas de cinco pontos do campo experimental. Durante 
as coletas não foram identificadas as variedades e/ou linha

gens amostradas. As folhas foram transportadas em envelopes 
de papel, tendo permanecido nestas embalagens por quatro 

dias antes de realizar o isolamento de microrganismos. O
histórico dos pontos de amostragem ê desconhecido.

A sétima amostragem foi efetuada no município 
de Ribeirão Preto-SP, pelo Engenheiro Agrônomo Dr. Jaciro 

Soave do Instituto Agronômico de Campinas, Campinas-SP, cole 

tando folhas com sintomas de Brusone. Essas foram transpor
tadas em sacos plásticos, tendo permanecido um dia nas emba
lagens antes dos trabalhos de isolamento.
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5,2. ObTENCAO de isolados de Py^lcula^la. ofiijzaz

Os trabalhos foram realizados com cinco isola 
dos, sendo quatro de códigos 240, 303, 305 e 431, cedidos pe
lo Dr. Yoshitaka Tanaka do CNPAF/EMBRAPA, Go.iânia-GO. O

quinto isolado ê de material proveniente do município de Lon 

drina-PR, cedido pelo Engenheiro Agronômo MS Seiji Igarashi. 

Após obtenção do isolado, este foi testado quanto ã patogeni 
cidade em condições controladas na ESALQ/USP e reisolado 
após surgimento das lesões.

3.3. Is o l a m e n t o de p o s s í v e i s a n t a g o n i s t a s a

Vyn.-iau.lafila ofiyzae.

A primeira etapa consistiu no isolamento de 
microrganismos antagônicos que apareciam como contaminantes 
nos trabalhos do Laboratório de Microbiologia do Departamen

to de Fitopatologia da ESALQ/USP. Todos os microrganismos 
assim isolados foram repicados para tubos de cultura com

EDA inclinado para futuros testes da sua capacidade antagôni 
ca a P. o f iy zd í .

Em seguida foram isolados microrganismos que 
apareciam no filoplano e rizoplano das plantas de arroz cole 
tadas nas diversas localidades, bem como do solo da cultura 
amostrada. Para isolamento de microrganismos do solo, foi



pesado Ig, do transportado pela touceira, e transferido para 

tubos de cultura com 9 in£ de água destilada esterilizada. 
Deste tubo foi retirado 1 ml da suspensão, o qual foi tran£ 

ferido para outro com 9 m£ de água destilada estéril. Este 

procedimento foi realizado até diluição 10 . Com pipeta 
graduada de 1 m£ foi colocado 0,2 m£ da suspensão 10  ̂ em 

placas de Petri com BDA e com auxílio de alça de Drigalski 
este volume foi espalhado uniformemente na superfície do
meio. As placas de Petri assim preparadas foram mantidas 

em condições de luz constante, fornecidas por 3 lâmpadas de 
40 watts, luz do dia, marca Philips, colocadas a uma altura 
de aproximadamente 30 cm e temperatura variando de 26 - 28°C. 
Após 24 horas todas as colônias que surgiram foram transferi 

das para tubos de cultura com BDA inclinado para posterior 
teste de antibiose do isolado a P, ofiyzae,.

Para isolamento dos microrganismos existentes 
nas folhas, hastes e raízes, pequenos fragmentos foram assep 
ticamente retirados com auxílio de escalpelo e transferidos, 

sem prévia desinfestação superficial (a fim de não eliminar 
os microrganismos existentes) para placas de Petri com BDA, 

num total de 10 fragmentos por placa. No caso de sementes 

existentes nas plantas no estádio de florescimento estas foram 
transferidas inteiras, sem prévia desinfestação superficial, 
para placas de Petri com BDA, num total de 10 sementes por 

placa. Após 24 horas todas as colônias que apareceram foram 
transferidas para tubos de cultura com BDA inclinado a fim 
de realizar teste para verificar a antibiose a P. oKijzaz . Es

.32.



. 33 .

tes procedimentos foram semelhantes para os materiais cole 

tados em Boa Esperança do Sul-SP, Jaboticabal-SP e Matão- 
SP.

Nos coletados em Rio Claro-SP, Piracicaba-SP, 

Goiânia-GO e Ribeirão Preto-SP, houve alteração no meio uti
lizado para isolamento. Em vez do BDA padrão (200 g de bata 

ta, 20 g de dextrose, 18 g de agar e 1000 m£ de âgua destila 
da) foi utilizado BDA/2 (100 g de batata, 10 g de dextrose, 

18 g de âgar e 1000 m£ de água destilada). Esta alteração 

foi efetuada porque em testes preliminares, com meio diluido, 
não houve diferença quanto ao número e tipos de microrganis 
mos isolados. Os demais procedimentos permaneceram constan
tes. 0 isolamento de microrganismos existentes nas sementes 
de arroz da variedade Agulha Precoce foi semelhante aos des

critos anteriormente para sementes. Para todos os isolamen
tos, as condições de incubação foram semelhantes às descri
tas anteriormente.

0 material coletado em Piracicaba-SP, além 
do isolamento como descrito anteriormente, foi acrescido ou

tra metodologia, consistindo na elevação do pH do meio de 

cultura para 10, com as demais operações semelhantes. Esta 
alteração foi baseada nos trabalhos de HO & KO (1979), os 

quais verificaram que em ágar-água com pH neste nível, cres
cem, praticamente, apenas actinomicetos, sendo que são esses 

os principais microrganismos produtores de antibióticos.
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3.^. Avaliação da capacidade dos microrganismos isolados 
CAUSAREM antibiose. A Vy^lcuZafila ofiyzaz

Após isolamento de microrganismos das plantas 
de arroz e dos antagônicos isolados nos trabalhos de labora
tório, foram realizados testes para verificar a capacidade 
destes inibirem o crescimento micelial de P. oftyzao , in vi
tro.

Discos de BDA de 0,5 cm de diâmetro contendo 
P, o f i y z a a , em pleno desenvolvimento, foram transferidos para 
o centro de placas de Petri cora BDA, permanecendo incubados 

sob condições de luz constante, fornecidas por 3 lâmpadas 
fluorescentes, luz do dia, marca Philips, 40 watts, numa al
tura de 30 era, aproxiraadamente, e temperatura entre 25- 2Í*C. 
Transcorridas 48 horas, fragmentos do meio com células dos 
possíveis antagonistas foram transferidos para dois pontos 
distanciados 3,5 cm do centro da placa de Petri com P. ofiy-  

zae em pleno crescimento. Era seguida, as placas de Petri fo 

rara novamente colocadas para incubação nas condições anterio 
res. A avaliação foi realizada entre 48 e 72 horas, tomando 

como base a capacidade ou não de inibir o crescimento mice
lial de P, oKyzae . e formação de halo de inibição.
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3.5. Se l e c a o d o s a n t a g o n i s t a s m a i s e f i c i e n t e s na i n i b i c a o 

d o c r e s c i m e n t o m i c e l i a l  de P y ^ l c a l a f i ^ a  o f iy z ae . JN 
v i t r o

Ap5s obtenção de 348 isolados de microrganis
mos que re comportaram como antagônicos a P. o f i y z a e , in vi- 
fcro , foram realizados testes a fim de comparar a eficiência 

dos isolados e selecionar os antagonistas mais eficientes em 
inibir o crescimento micelial de P. o A y z a e . .

Os testes foram realizados em placas de Petri 
contendo BDA em cujos fundos foram previamente marcados dois 
pontos distanciados de 7 cm. Um disco de 7 mm de diâmetro 
de uma cultura ativa de P. o A y z a z foi transferido para um 
dos pontos da placa de Petri a qual foi . mantida sobas condi

ções citadas no item 3.4, com temperatura entre 25 - 27° C. 
Decorridas 72 horas, um disco do isolado do antagonista a 

ser estudado, foi transferido para outra extremidade da pla

ca retornando-a âs condições anteriores de incubação. De
pois de quatro dias foram avaliados o diâmetro da colônia de 

P. oAyzao.  e do antagonista e o halo de inibição, todos na 
reta traçada entre os pontos.

A fim de facilitar a seleção dos antagonis — 

tas mais eficientes, in vitro, foi determinada a porcentagem 
de inibição de P. o A y z a e . . Além da porcentagem de inibição 

foi determinada a relação entre a porcentagem de inibição e
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o crescimento do antagonista. Como a fórmula para determi

nar a porcentagem de inibição exige o conhecimento do cresci 

mento da testemunha, aos testes foi acrescido o tratamento 

testemunha (P. of iyzaz , isoladamente) . Foram feitas três re
petições para cada isolado dos antagonistas.

Por impossibilidade de ensaiar simultaneamen
te todos os antagonistas, os testes foram realizados em gru

po de microrganismos antagônicos. Por este motivo, a sele
ção dos mais eficientes, foi realizada isoladamente para ca
da grupo de antagonista testado, sempre considerando a ix>r- 

centagem de inibição e a relação porcentagem de inibição/ 
crescimento do antagônico.

A metodologia foi estabelecida através de 
adaptações de trabalhos de vários autores: TOLEDO & CARDOSO 

(.1975), THIRUMALACHAR & O'BRIEN (1977), LOCH (1978), UTKHEDE
& RAHE (1980), BELL et alii (1982), BLAKEMAN & FOKKEMA(1982) 
e UTKHEDE & RAHE (1983)

3.6. Preservação dos microrganismos que apresentavam 
ANTIBIOSE A Py^lculafila ofiyzaz

3.6.1. Em água estéril e meio agarizado

Cada um dos 348 isolados de microrganismos se 
lecionados quanto ã antibiose a P, oHyzaz foi repicado para 

dois tubos de cultura com BDA inclinado e incubado por 48 ho
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ras, sob as condições citadas no item 3.4, com temperatura 

entre 25 e 27°C. Apôs este período foram envolvidos por pa
pel alumínio e armazenados em geladeira para preservação. To 

dos os isolados preservados em tubo de cultura com BDA so
friam, de 6 era 6 meses, nova repicagem para tubos com BDA, 
cuja técnica é mais conhecida por repicagem sucessiva.

Antes do envolvimento com papel alumínio e 

armazenamento, de um dos tubos de cada isolado, foi retirado 

\':X[ cubo de meio de cultura contendo células do antagonista 
e mergulhado era vidro de penicilina de 10 m£, com 4 m£ de 

água destilada esterilizada. A seguir os vidros foram tampa 
dos cora rolhas de borracha e laci'ados com tampas herméticas 
de alumínio através do uso de cravadora especial. Os vidros 

forara armazenados era condições ambientes. Todos os antago
nistas forara preparados por este raétodo, que é conhecido co- 
rao de Castellani (FIGUEIREDO, 1967) , durante o més de setem- 
bro/1985. Era 01/09/87 foi avaliada a viabilidade de alguns 

antagonistas transferindo-se fragraentos do cubo (BDA + célu
las dos antagonistas) ou pequenas porções da suspensão forma 
da no vidro de penicilina para placas de Petri com BDA.

3.6.2. Em solo estéril

Os 27 microrganismos selecionados por apresen 
tarem raaior eficiência na inibição de P. o f i i jz a e . , in vitro, 
foram repicados para tubos de cultura com BDA inclinado e
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incubados nas condições citadas no item 3.4. Decorridas 
48 horas, os antagonistas foram suspensos em 5 m£ de água 

destilada esterilizada, sendo que 2,5 m£ da suspensão foram 

transferidos para tubo de ensaio com 10 ml de solo previamen 

te esterilizado e armazenado em condições ambientes. Para 

obter solo estéril houve necessidade de autoclavagem diária, 
durante 5 dias por 1 hora a 120°C.

Decorridos 30 dias, foi realizada a recupera
ção dos antagonistas de cada tubo, transferindo-se alguns 

grânulos para placas com BDA afim de verificar a sobrevivén 
cia dos microrganismos e também se os mesmos mantinham o po
der de inibir o crescimento de P. on.yzaz. Estas avaliações 
foram ainda realizadas ap5s 180 e 36 5 dias.

3.7. Id e n t i f i c a ç ã o d o s m i c r o r g a n i s m o s a n t a g ô n i c o s a

?yfLÃ.cuZafL-ia oftyzae.

Com os isolados antagônistas considerados mais 
eficientes em inibir o crescimento micelial de P. ofiyzdd,  

in vitro, foram realizados testes para determinação de 
suas posições sistemáticas, ou seja, identificá-los e carac

terizá-los. Por serem caracterizados como bactérias, a iden 

tificação desses microrganismos foi baseada em BREED et alii 
(1957), BUCHANAN & GIBBONS (1975) e ROMEIRO (1976) e foram 
realizados os seguintes testes para todos os isolados: determi-
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nação da forma celular; coloração de Gram; formação e r.X)si- 

ção do endosporo; forma, elevação e bordo da colônia em pla
ca de Petri; crescimento em meio inclinado; produção de cata 

lase; hidrólise de gelatina; crescimento na superfície; rela 
ção com oxigênio livre; produção de acetoina a partir da gli 
cose (vermelho de metila e VOGES PROSKAUER) ; produção de áci 

do e gás a partir de glicose; produção de amilase, produção 
de ácido a partir de xilose, de arabinose e de manitol motili
dade celular; crescimento em NaC£ 5 e 7%; crescimento em só

dio azida 0 ,02%; hidrólise de caseina; decomposição de tiro- 
sina; redução de nitrato para nitrito; redução de nitrato pa 
ra amónia; reação em gema de ovo; crescimento a 1 0, 15, 2 0, 
2 5, 4 5, 50, 55 e 60°C; dimensões celulares e presença de fia 
gelos.

As dimensões celulares foram obtidas de 44 cêlu 
las através de microscopLa eletrônica, com aumaito de 29.100 X, sendo 

as microfotografias também utilizadas para determinar a posi 
ção dos flagelos.
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3.8. Efeito do período de incubação do isolado ap-51, 

EM meio líquido (bd)^ NA INIBIÇÃO DE Py^ZcutafLia 
ofiyzae.

Este ensaio foi realizado com a finalidade de 
verificar a influência do período de incubação do isolado 

AP-51, em meio líquido estacionário ou com agitação constan
te, sobre o crescimento de P. OAyzac.

Para dois frascos Erlenmeyer de 2 50 ml com 
100 ml de BD (batata-dextrose) autoclavados por 20 minutos 
a 120°C e 1 atm foi transferido um disco de 0,5 cm de diâme
tro de meio de cultura (BDA) com isolado AP-51 em pleno de

senvolvimento. Um frasco permaneceu estacionário eoutro sob 
agitação constante, ambos em condições ambientes com tempera 
tura variando entre 25 e 28°C. Este procedimento foi repeti 

do durante 15 dias. Findo este período, obteve-se culturas 
líquidas do antagonista com 1 atê 15 dias e intervalos de 1 dia de 

incubação, com ou sam agitação. Neste momeito foi acrescaitado 1,6 g de 
âgar âs culturas, esterilizadas e vertidas para 6 placas de 
Petri, No centro de três placas de Petri, foi transferido 
um disco de 0,5 cm de diâmetro de meio de cultura (BDA) com 
P. ofiyzdí em pleno desenvolvimento. Essas placas foram incu 

badas conforme item 3.4, com temperatura entre 25e27°C. Apôs

5 dias foi realizada a leitura do crescimento micelial do 
fungo, através do diâmetro da colônia.
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A fim de se avaliar a estabilidade das substân 
cias inibidoras de P. ofiijzao. produzidas pelo isolado AP-51, 

as outras três placas de Petri, contendo meios de cultu
ra onde o antagônico foi multiplicado, permaneceu armazenada 
em condições ambientes, durante 30 dias. Decorrido este pe
ríodo, no centro das placas foi transferido um disco de 0,5 

cm de diâmetro de meio de cultura (BDA) com P. ofiyzao., a

leitura do diâmetro da colônia foi realizada após 5 dias de 
incubação nas mesmas condições anteriores.

3.9. Avaliação da concentracão de caldo,onde isolados dos 

ANTAGONISTAS FORAM MULTIPLICADOS,NA INIBIÇÃO DO CRES 

CIMENTO MICELIAL DE Vijfilculafila. onyzaz

Para avaliar o efeito da concentração do cal

do (BD) onde os antagonistas foram multiplicados, na inibi

ção do crescimento micelial de P. ofiyzae., os isolados AP-3, 
AP-12, AP-42, 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, AP-429 e AP-471, foram colocados para multi

plicação em 100 ml de meio líquido (BD), contidos em frasco 
Erlenmeyer de 250 ml, por 10 dias, sob agitação constante, 
em condições ambientes. Após este período, a cultura foi 

esterilizada em autoclave a 120°C e 1 atm por 20 minutos.



Posteriormente, este caldo foi incorporado em BDA nas con
centrações de 0,1; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 e 20,0% (V/V) no 

vãmente autoclavados a 12 0°C e 1 atm por 20 minutos e vertidos 
em placas de Petri. No centro de 5 placas de Petri foi trans 
ferido um disco de 0,5 cm de diâmetro de meio de cultura 

(BDA) com P. o n y z a í em pleno desenvolvimento e mantidas em 

condições ambientes com temperatura variando entre 25 - 27°C 

por 5 dias. Decorrido este período, foi realizada leitura 
do crescimento micelial de P, ofiyzaz através do diâmetro da 
colônia e determinada a porcentagem de inibição,

Para excluir o efeito da diluição dos nutrien 
tes do meio de cultura foi realizado ensaio semelhante ao 
descrito anteriormente usando as mesmas diluições com água 
destilada.

A partir da porcentagem de inibição foi calcu 
lado o ED^q , EDgQ e ED^^, para cada antagonista, transfor 

mando a porcentagem de inibição em probitos e a concentração 
da dosagem em Loĝ ^̂  (FINNEY, 1971; SAS, 1985).
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3.10. Influência do caldo onde o isolado AP-471 foi multi 

PLICADO SOBRE A GERMINAÇÃO DE CONÍDIOS DE Py^lcala- 
f i l a  ofiyzaz

0 isolado AP-471, foi colocado para multipli
cação em 100 ml de meio líquido (BD), contidos era frasco
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Erlenmeyer de 2 50 ml, por 10 dias, sob agitação constante em 

condições ambientes com temperatura entre 25 - 28°C. Após 

este período, a cultura foi incorporada em ágar-água nas con 

centrações de 0,1; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 e 20,0% (V/V), es 

terilizada em autoclave a 120°C e 1 atm por 20 minutos e ver 
tida em placas de Petri Pyrex. Com auxílio de pipeta de 1 

m£ esterilizada, 0,1 m£ de uma suspensão de conídios (concen 

tração 3,1 x 10^ conídios/m£), foi transferido para as 
placas de Petri. Com auxílio de alça de Drigalski, a suspen 
são foi uniformizada sobre o meio de cultura. Após 24 horas 
de incubação, sob condições ambientes com temperatura entre 
25 - 27°C, foi realizada leitura determinando-se o número de 
esporos germinados e não germinados por campo de microscópio 
óptico comum. Foram avaliados 10 campos por placa, sendo 5 
em duas direções perpendiculares entre si. Foram considera
dos como conídios germinados todos aqueles que apresentavam 
tubo germinativo normal ou não.

3.11. In f l u ê n c i a d a s c o n d i ç õ e s d e l u m i n o s i d a d e na i n c u b a

ç ão d o s a n t a g o n i s t a s m u l t i p l i c a d o s em m e i o l íq ui do 

n a i n i b i ç ã o d o c r e s c i m e n t o m i c e l i a l d e Py^iculafiia

OAyzae.

Os isolados AP-12, AP-S5, AP-114, AP-420, AP- 

429 e AP-471 foram colocados sob três condições de luminosi
dade (escuro, luz fluorescente e próximo do ultravioleta) pa
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ra multiplicação em 100 m£ de meio líquido (BD), contidos em 

frasco Erlenmeyer de 250 m£, por um período de 7 dias. Os 

frascos que foram mantidos no escuro e luz fluorescente per 
maneceram sob agitação constante em condições ambientes (tem 

peratura entre 22,5 e 24,5°C), enquanto os incubados em ul- 

travioleta-próximo forara agitados por um minuto quatro vezes 
ao dia e mantidos numa temperatura entre 20 -e 22°C. Ap5s es 

te período, as culturas foram esterilizadas em autoclave a 
120°C e 1 atra por 20 minutos.

Posteriormente, as culturas esterilizadas fo

rara incorporadas em BDA nas concentrações de 1,0; 2,5; 5,0; 
10,0; 20,0% (V/V), autoclavadas a 120°C e 1 atm por 20 

minutos e vertidas era 5 placas de Petri. No centro dessas pia 

cas de Petri foi transferido ura disco de 0,5 era de diâmetro 
de BDA contendo micélio de P. oAtjzazem pleno desenvolvimento, 
a seguir, as placas foram mantidas em condições ambientes 

com temperatura entre 23 e 26°C, por 4 dias. Decorrido este 
período foram determinados os diâmetros das colônias de P. 

oAijzaz e a porcentagem de inibição. Após cálculo da porcen

tagem de inibição foram obtidos os ED^^, ED^^^e EDg^, confor 
me apresentado no item 3.10.
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3.12. Efeito do tratamento de sementes com antagonistas a 

V y f i i c a l a f i l a  on.yzaç. ma RECUPERAÇÃO DE MICRORGANISMOS 

associados a SEMENTES DE ARROZ {OAyza òatlva l.) VAR.

i a c-165

Antagonistas a P. ofiyzae. de códigos AP-12, 

AP-351 e AP-471, isolados de sementes de feijão, de sementes 
de arroz e de folha de arroz, respectivamente, foram coloca
dos isoladamente para multiplicação an 100 m£ de meio líquido (BD) con 

tidos an frascos Erlenmeyer de 250 ml, sob agitação constante, 
em condições ambientes com temperatura entre 25- 27°C. Trans 
corridos 10 dias foi realizado o tratamento de sementes com 
os APS 12, 3 51 e 471 mergulhando as sementes por 10 minutos 

no caldo onde foram multiplicados e na mistura do caldo dos 
três antagonistas; em hipoclorito de sódio 2% por 10 minutos; 
em hipoclorito de sódio 2% por 10 minutos, para assepsia su 
perficial e posteriormoite com os antagônicos e con benanyl (80 g/ 

100 kg de sementes) através da técnica de molhagem rápida. 
Os microrganismos a elas associados foram avaliados através 
do método de papel de filtro (NEERGAARD, 1977) . Este método 
consiste na transferência de 25 sementes de arroz para placa 
de Petri de plástico transparaite contoido 2 discos de papel de filtro 

previamente umedecidos e incubação a 20 - 2°C, durante 7
dias, sob ciclos alternados de luz fluorescente e escuro de 
12 horas. Depois desse período, as sementes são examinadas 

sob microscópio estereoscópico para detecção dos microrganis 

mos presentes e quando necessário em microscópio composto.
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As sementes utilizadas foram da variedade 

IAC-16 5, provenientes da Companhia de Melhoramento CIANORTE 
do Estado do Paraná, cedidas pelo Engenheiro Agrônomo MS. 

Seiji Igarashi do lAPAR. Cada tratamento constou de 4 repe
tições com 2 5 sementes cada.

A fira de obter dados consistentes sobre o efei 
to do tratamento de sementes com antagonistas a P. ofiyzaz. na 
recuperação de microrganismos associados ás sementes de
arroz, o ensaio foi repetido duas vezes.

3.13. Co n t r o l e d a Br u s o n e d o a r r o z  c o m a n t a g o n i s t a s a

Fyfi lca la f i - ia  o n y za z eM CONDIÇÕES DE CAMPO. I AnO

a g r í c o l a 85/86

0 presente ensaio foi realizado com a finali
dade de testar a capacidade dos antagonistas selecionados 

in vitro, em controlar a incidência da Brusone do arroz 
causada por P. o f iy z a t , em condições de campo.

No campo experimental do Departamento de Fito 
patologia da ESALQ/USP, forara semeadas em 20/01/86, 90 se

mentes de arroz da variedade Agulha Precoce por metro, 

num espaçamento de 40 cm entre linhas. 0 delineamento ex
perimental foi blocos casualizados, sendo que cada tratamen
to constou de 5 repetições, com parcelas compostas por 4 li
nhas com 2 metros de comprimento. Antes do plantio foi fei
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ta adubação na base de 40 kg/ha de nitrogênio, 50 kg/ha de 

2̂*̂ 5  ̂ kg/ha de K2O. Em 05/03/86 foi feita adubação ni- 
trogenada em cobertura na base de 20 kg/ha de N. Quando ne

cessário o campo foi irrigado, pelo sistema de aspersão.

Discos de BDA contendo os isolados dos antago 

nistas de códigos AP-3, AP-42, AP-85, AP-94, AP-137, AP-150, 

AP-203, AP-366, AP-420 e AP-471 foram transferidos para fras 
COS Erlenmeyer de 2 50 ml contendo 100 m£ de BD, 10 dias an
tes da pulverização no campo, sendo mantidos sob condições 
ambientes com temperatura entre 25e28°C e agitação constan

te. Antes da pulverização o caldo foi diluido para 1 litro, 
recebendo 1 gota de Tween 20. Desta suspensão foram aplica

dos 200 m£/parcela. Como tratamento padrão foi utilizado ka 
sugamicina 2% (produto comercial Kasumin na dosagem de 2 1 /  

ha) nas mesmas condições que os antagonistas.

As pulverizações dos produtos foram realiza
das em 01/04/86, 08/04/86 e 18/04/86, durante o período com
preendido entre as 07:00 e 18:00 horas com auxílio de pulve
rizador "spray brudden", com capacidade para 1 litro.

A avaliação do experimento foi realizada em 
01/05/86 através da leitura visual dos sintomas na folha ban 

deira, na inserção das folhas bandeira e no nó, Para ava
liação da Brusone na folha bandeira foi utilizada a escala 
de 0 - 9  do sistema padrão para avaliação de arroz do IRRI 
(PflABHU et alii, 1982), sendo: 0 - ausência de sintomas; 1 -



. 48.

pontuações pequenas de cor marrom, do tamanho da ponta de um 

alfinete; 2 - pontuações maiores do que a cabeça de 

um alfinete e de coloração marrom; 3 - lesões pequenas, cin
zentas, arredondadas ou ligeiramente alongadas e necróticas; 
4 - lesões típicas da Brusone, elípticas, com 1 a 2 cm de 

comprimento e geralmente restritas entre duas nervuras prin

cipais, não atingindo mais do que 2% da área foliar; 5 -área 

foliar infectada inferior a 10%; 6 - área foliar infectada 
em torno de 2 5%; 7 - área foliar infectada em torno de 50%; 

8 - área foliar infectada em torno de 7 5% e 9 - área foliar 
infectada em torno de 100%. Para avaliação da Brusone na 
inserção da folha bandeira a escala utilizada foi: 1 - sem 
sintomas; 2 - apenas pontuações; 3 - lesões até 1 cm de com

primento e 4 - lesões com mais de 1 cm de comprimento. Para 
avaliação da Brusone do n5 a escala foi: 1 - sem sintomas; 
2 - início de anelamento do nó; 3 - n5 anelado e 4 - nó que 

brado, tombamento. As avaliações foram realizadas em 10
plantas das linhas centrais, as quais foram tomadas ao 
acaso, antes do início das pulverizações e marcadas com fita 
branca.

Não foi determinada a produção das parcelas, 
principalmente, devido ao intenso ataque de pássaros.
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5.1^. Co n t r o l e da Br u s o n e do a r r o z c o m  a n t a g o n i s t a s  a

F i j f i l c u la f i l a  ofiyzaz^ em CONDIÇÕES DE CAMPO. II.

AnO AGRÍCOLA 86/87

No campo experimeiital do Departamento de Fito 
patologia da ESALQ/USP, foram semeadas em 26/09/86, 90 semen 

tes de arroz da variedade Agulha Precoce por metro,

num espaçamento de 40 cm entre linhas. O delineamento expe
rimental foi blocos casualizados, sendo que cada tratamento 
constou de 5 repetições, com parcelas compostas de 4 linhas 
com 2 metros de comprimento. Antes do plantio foi feita adu 
bação cora 625 kg/ha da fórmula 4-14-8. Em 04/11/86 e 20/11/ 
8 6 , foram feitas adubações nitrogenadas em cobertura na base 

de 20 kg/ha de N. Quando necessário o campo foi irrigado 
por aspersão.

A multiplicação e preparação das suspensões 
dos antagonistas para pulverização foram semelhantes ã meto

dologia descrita para o ensaio anterior (item 3.13). Foram 
testados os isolados AP-3, AP-85, AP-150, AP-203, AP-420 e 

AP-471 (esses isolados foram utilizados devido aos resulta
dos obtidos nos ensaios dos itens 3.9 e 3.12), sendo as res
pectivas suspensões aplicadas cora e sem adição de açúcar 

(dextrose 10 q / i ) .  Também foi avaliado o efeito do caldo de 
batata com e sem açúcar (dextrose 10 q / l )  . Como tratamentos 
padrões foram utilizados kasugamicina 2% (produto comercial
Kasumin na dosagem 2 £/ha) e benomyl (produto comercial Ben- 
late 50 PM, na dosagem 500 g/ha).
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As pulverizações dos produtos foram realiza

das em 13/12/86, 29/12/86 e 11/01/87, durante o período com
preendido entre 14:00 e 18:00 horas, com auxílio de pulveri

zador "spray brudden", com capacidade para 1 litro. As pul

verizações foram mais esparsas que 8 5/86 por causa das chu
vas .

A avaliação do experimento foi realizada em 
26/01/87 através da leitura visual dos sintomas na folha ban 

deira e no nó, seguindo as mesmas escalas de notas apresenta 
das no item 3.13. As avaliações foram realizadas em 10 plan 
tas das linhas centrais tomadas ao acaso. Além dessas
duas avaliações, em 01/03/87 foi determinada a porcentagem 
de panícuias com Brusone por parcela. Para fazer esta deter 
minação todas as panículas foram colhidas e separadas em lo
tes de sadias e doentes. Dessas panículas foram separadas 
as sementes para realização de teste de patologia de semen
tes afim de verificar a influência dos tratamentos sobre a 

qualidade fitossanitária das sementes. A metodologia de ava 
liação foi a mesma apresentada no item 3.12, alterando-se a 

incubação para 12 horas de luz fluorescente mais luz próxima 

do ultravioleta e 12 horas escuro. Foi considerado para ava 

liação a presença de P. oAyzae,,  He.lmintkoòpoAÍum oAyzaz e 
Phoma spp.
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RESULTADOS

4,1. Av a l i a ç ã o da c a p a c i d a d e d o s m i c r o r g a n i s m o s  i s o l a d o s

CAUSAREM ANTIBIOSE A V y ^ l c a l a f L l a  ofi i jzaz

De um tótal de 472 isolados de microrganismos 
das diferentes localidades 348 comportaram-se como antagonis 
tas a P. üfii jzaz, perfazendo 75,9% do total, sendo que: 31, 49,

7, 37, 33, 108, 25, 37 e 21 isolados de microrganismos anta
gônicos foram obtidos dos trabalhos do Laboratório de Fitopa 
tologia da ESALQ/USP, de material coletado em Boa Esperança 
do Sul-SP, de sementes da variedade Agulha Precoce originá

rias de Campinas-SP, de material coletado em Jaboticabal-SP, 
Matão-SP, Rio Claro-SP, Piracicaba-SP, Goiânia-GO e Ribeirão 
Preto-SP, respectivamente. Estes valores perfazem 8 8 ,6 ;

98,0; 100; 84,1; 97,1; 59,0; 71,3; 72,6 e 58,4% dos micror
ganismos isolados em cada localidade.

Nos Apêndices de 1 a 8 são apresentados, de 

forma qualitativa, os resultados referentes a antibiose obti 
da para cada isolado de microrganismos antagônicos que apare 
ceram como contaminantes dos trabalhos do Laboratório do De
partamento de Fitopatologia da ESALQ/USP e dos isolados das
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plantas de arroz coletadas nos municípios de Boa Esperança 

do Sul-SP, Campinas-SP, Jaboticabal-SP, Matão-SP, Rio Cla
ro-SP, Piracicaba-SP, Goiânia-GO e Ribeirão Preto-SP, respec 
tivamente.

^.2. Se l e ç ã o d os a n t a g o n i s t a s  m a i s e f i c i e n t e s  n a i n i b i ç ã o 

DO c r e s c i m e n t o m i c e l i a l  d e VyfildaloiKla. ofiyzao., IN 

VITRO

De acordo com os resultados apresentados nos 
Apêndices de 9 a 21, foram selecionados para trabalhos poste 
riores os isolados: AP-3, AP-12, AP-42, 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-36 5, AP-366, AP-401, AP-420, AP-429 e AP-471. A seleção foi ba
seada na porcentagem de inibição do crescimento micelial de 
P. ofiyzat  e na relação entre a porcentagem de inibição e o 

crescimento do antagonista para cada grupo de antagonistas 
testado. Não são apresentados os dados relativos às áreas 
dos crescimentos em meio de cultura devido à similaridade 
com os dos diâmetros.

A faixa da porcentagem de inibição do cresci
mento micelial de P. ofiyzao. por microrganismos antagônicos 

ficou entre 7,53 e 33,73% para o AP-24 e AP-471, respectiva
mente. Há necessidade de lembrar que sempre P. oAyzae. de

senvolveu-se durante 72 horas na ausência do antagonista, vis
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to que, transferido o antagônico antes ou junto com P. oAy- 

zao. no meio de cultura, o agente causal da Brusone pratica
mente não cresce.

4.3. Pr e s e r v a ç ã o d o s m i c r o r g a n i s m o s q u e a p r e s e n t a r a m 

antibiose a Vyn-idulaAla ofiyza^

Os resultados obtidos evidenciam que a preser 
vação dos microrganismos selecionados quanto ã maior eficiên 
cia em inibir P. oh.yza<L em solo estéril, mostrou-se efetiva 
até pelo menos 365 dias. Pois em 20/01/86, 20/06/86 e 20/ 
12/8 6 , os microrganismos cujas suspensões de células transfe 
ridas para solo estéril era 20/12/85, foram avaliados em rela 
ção à sobrevivência e à manutenção da capacidade antagônica, 
apresentaram respostas positivas.

A preservação dos antagonistas em água esté
ril (método de Castellani) mostrou-se efetiva até pelo menos 

2 anos, pois quando recuperados os antagonistas de código 

AP-366, AP-374, AP-393, AP-413 e AP-422 em 01/09/87, que ti
nham sido preparados em 09/85, mantiveram a viabilidade.

Tanto para a preservação era solo estéril co

mo através do método de Castellani serão realizados testes 

anuais para verificar se os antagonistas a P, oAyzaz mantém 

a viabilidade.
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Id e n t i f i c a ç ã o d o s m i c r o r g a n i s m o s a n t a g ô n i c o s a
TtffiZaulaH.-ia o A y z a í

Após determinação da morfologia celular, das 

dimensões das células, dos aspectos das colônias em meios de 

cultura, do crescimento em diferentes temperaturas, das rea
ções aos métodos de coloração, das reações a meios seletivos 

e das reações bioquímicas, foi verificado que todos os mi

crorganismos antagônicos selecionados por apresentarem maior 
eficiência em inibir P. oh.tjzaz, in vitro, comportaram-se

de forma semelhante nos testes. Assim, são apresentados, de 
forma global, os resultados obtidos (Tabela 1). Com auxílio 
do "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology" 7. e 8 . 
edição, respectivamente editadas por BREED et alii (19 57) e 

BUCHANAN & GIBBONS (1975) e de NORRIS et alii (1981), as bac 
térias com capacidade de inibir P. ofiyzao., codificadas em: 
AP-3, AP-12, AP-42, 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, AP-429 e AP-471 foram identificadas como;

Classe : Schizomycetes

Ordem : Eubacteriales

Família: Bacillaceae

Gênero : B a c - i l l a i ,

Espécie: B a d t t u . 6  ò u b t Z l i ò
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TABELA 1. Resultados dos testes paraidentificaçad dos microrganismos anta
gônicos a ?yAÃ.CuI.aAÃ.a O Kyzat, selecionados por apresentarem 
maior eficiência na inibição do patógeno in vitro 1 .

Bastonete
Positiva
Central
Positivo
Positiva
Peritríquea
Aeróbica

I. FORMA DA CÉLULA
II. FORMAÇÃO DE ENDOSPORO
III. POSIÇÃO DO ENDOSPORO
I V . COLORAÇÃO GRAM
V. MOTILIDADE
VI. POSIÇÃO DOS FLAGELOS
VII. RELAÇÃO COM OXIGÊNIO LIVRE
VIII. PROVAS BIOQUÍMICAS

1. Produção de catalase
2. Produção de acido a partir da glicose
3. Produção de gás a partir da glicose
4. Produção de âcetoina a partir de glicose
5. Hidrólise de gelatina
6 . Produção de ãcido a partir de xilose
7. Produção de ácido a partir da arabinose
8 . Produção de ãcido a partir de manitol
9. Produção de amilase
10. Reaçao era gema de ovo
11. Hidrólise de caseina
12. Decomposição de tirosina
13. Redução de nitrato para nitrito
14. Redução de nitrato para amonia
15. Fermentação de sacarose

POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO

50°CIX. TEMPERATURA DE CRESCIMENTO: Cresce a 15, 20, 25, 45 e
X. CRESCIMENTO EM  NaC£ 5 e 7%: POSITIVO
XI. C R E S C I ^ N T O  EM  SÕDIO AZIDA 0.02%: NEGATIVO
XII. DIMENSÕES CELULARES2: Compr imento: 2,1 ym; largura : 0,78 ym 
XIIL FORMA, ELEVAÇÃO E BORDO DA COLÔNIA E M  PLACA DE PETRI:

Forma: FILAMENTOSA - RIZÕIDE
Elevaçao: ACHATADA
Bordo: EROSADO - F I M M E N T O S O

XIV. CRESCIMENTO E M  MEIO INCLINADO: ARBORESCENTE
XV. CRESCIMENTO NA SUPERFÍCIE: PELÍCULA MEMBRANOSO

Os resultados são validos para AP-3, AP-12, AP-42, 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, A P - 4 2 9 e A P - 4 7 1 , pois apresentaram respostas semelhantes em rela 
çao aos testes. ~
As dimensões celulares foram obtidas em microscopia eletrônica.



. 56 .

4.5. Efeito do período de incubação de BacUiuò òabtiiit 

(isolado AP-51), EM MEIO LÍQUIDO (BD), SOBRE A 
inibição de f y f i l c u l a f L l a  o/iyzcLí

A multiplicação de 8 . -òabtiZÃ,ò (isolado AP-51) 

em meio líquido (BD) com ou sem agitação constante liberou me 
tabólitos, em concentração suficiente para inibir completamen 
te o crescimento micelial de P. ofiyzao, após um dia de incuba 

ção. Os meios de cultura onde o isolado AP-51 foi multipli
cado por 1, 2, 3, 4, 5, 6 , 7, 8 , 9, 10, 11, 12, 13, 14 e 15 

dias, com ou sem agitação, inibiram completamente o cresci
mento de P. oAyzaz .

As substâncias que inibem o fungo apresentam, 
no mínimo, estabilidade por 30 dias, visto que, nos meios 

armazenados, em condições ambientes, por este período o cre£ 
cimento do agente causai da Brusone foi nulo. Fato interes

sante foi que mesmo armazenando os meios em condições ambien 
tes (sobre o balcão) não houve contaminação em nenhuma das 
4 5 placas.

Não foi possível verificar o efeito do perío
do de incubação de B. ò ü . b t i . l l h , pois a avaliação foi qualita 

tiva. Na testemunha (zero hora de incubação) houve cresci

mento de P, OAyzae., o diâmetro médio das colônias foi de 
4,3 5 cm, enauanto nos demais tratamentos não houve crescimen 

to. Também não foi possível diferenciar o efeito da agita

ção do meio de cultura na produção de substâncias inibidoras
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de P. ofi i jzaa , visto que, o crescimento foi nulo tanto para 

as culturas estacionárias quanto para as culturas agitadas, 
quando a incubação foi superior ou igual a 1 dia.

Os metabõlitos liberados por B. ò a b t l l i ò  , os 
quais inibem P, o f iy z a t , são termoestávei s, pois as culturas 

foram autoclavadas a 120°C e 1 atm por 30 minutos e ainda 
permaneceram ativas contra o patógeno.

4.6. Av a l i a ç ã o  d a c o n c e n t r a ç ã o d o c al do o n d e i s o l a d o s de 

E a c M u ò  Á u b t l U ò f o r a m MULTIPLICADOS^ NA INIBIÇÃO 

DO CRESCIMENTO MICELIAL DE ViJulcaLafi la  omjzae.

Com o aumento da concentração de caldo onde 
os isolados de B. ^ u b t l l l ò  foram multiplicados, no meio de 
cultura, há um aumento na porcentagem de inibição do cresci
mento micelial de P. ofiijzae. (Tabela 2).

Nas concentrações de 5; 7,5 e 10,0% de caldo 
ocorreu inibição média de 81, 89 e 92%, respectivamente, no 

crescimento micelial de P. of iy zaz . Por outro lado, se forem 
considerados os antagonistas mais eficientes, a média sobe 

para 92, 94 e 96%, respectivamente. 0 AP-12 inibiu 90% o 

crescimento micelial de P, ofiijzcLt na concentração de 2,5%.

0 efeito da diluição dos nutrientes do meio 
de cultura foi excluido, visto que, não houve redução no
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crescimento do fungo em diluições de até 50% com água des

tilada (Tabela 3 ) .

TABELA 2. Influência da concentraçao de caldo (BD) onde os isolados de 
BacxXtoi òubtÁÃyOÍ foram multiplicados na inibição do crescimen 
to micelial de ?lJhÃ.CüZaAÃ.a üfiyzao,.

1
INIBIÇÃO

(%)

C O N C E N T R A Ç A O  (%)

AP-3
A P - 12
AP-42
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-323
AP-332
AP-339
AP-365
AP-366
AP-420
AP-429
AP-471

0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0 , 1 1 , 0 2,5 5,0 7,5 1 0 , 0 2 0 , 0

5,0 54,0 84,0 82,0 92,0 92,0 98,0
- - 90,0 93,0 94,0 96,0 98,0

1 2 , 0 39,0 78,0 84,0 92,0 96,0 1 0 0 , 0

1 2 , 0  . 24,0 40,0 77,0 84,0 8 8 , 0 -
5,0 59,0 71,0 89,0 92,0 98,0 -

14,0 82,0 8 8 , 0 90,0 93,0 95,0 -
9,0 32,0 6 6 , 0 91,0 92,0 93,0 97,0
9,0 48,0 83,0 8 8 , 0 90,0 94,0 1 0 0 , 0

2 1 , 0 73,0 79,0 76,0 76,0 80,0 94,0
- - 74,0 82,0 8 6 , 0 84,0 87,0
- - 80,0 85,0 90,0 91,0 1 0 0 , 0

3,0 29,0 71,0 8 6 , 0 89,0 93,0 98,0
0 , 0 13,0 43,0 8 6 , 0 92,0 96,0 1 0 0 , 0

4,0 40,0 79,0 84,0 85,0 87,0 1 0 0 , 0

6 , 0 48,0 85,0 90,0 91,0 93,0 -
6 , 0 30,0 76,0 81,0 85,0 94,0 1 0 0 , 0

3,0 50,0 82,0 8 6 , 0 92,0 94,0 1 0 0 , 0

3,0 37,0 74,0 84,0 93,0 96,0 99,0
7,0 72,0 80,0 89,0 93,0 94,0 1 0 0 , 0

6 , 0 8 , 0 26,0 71,0 54,0 59,0 -
8 , 0 23,0 38,0 65,0 94,0 95,0 -
- - 85,0 83,0 8 8 , 0 96,0 98,0

13,0 33,0 76,0 93,0 97,0 99,0 -
9,0 48,0 53,0 93,0 97,0 1 0 0 , 0 -

1 2 , 0 27,0 60,0 94,0 95,0 98,0 --

Porcentagem de inibição = crescimento da testemunha 
tratamento/crescimento da testemunha x 1 0 0 .

- crescimento do

Os dados sao médias de 5 repetições.
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TABELA 3. Influencia da diluição do 
de PijhlcuZcuiAjx oAyzae..

caldo (BD), no crescimento micelial

Diluiçao Diâmetro da Colônia Inibição
(%) (cm) (%)

0 , 0 5,53^ 0 , 0

1 , 0 5,55 0 , 0

2,5 5,53 0 , 0

5,0 5,43 1 . 0

7,5 5,57 0 , 0

1 0 , 0 5,40 2 , 0

25,0 5,20 5,0
50,0 5,35 3,0

Para diluição foi utilizada ãgua destilada
2  - . . ~ Media de 3 repetições.

Os dados de ED^q, ED^q e EDg^ facilitam a 
observação dos isolados de 8 . ò a b t Z l Z i que se comportam como 
mais eficientes em inibir o crescimento de P. oAyzae. Ve
rifica-se que os isolados AP-12, AP-51, AP-332 são os que 

inibem em 90 e 95% o crescimento com as menores doses do pro 
duto, média de 3,69 e 8,24, respectivamente, portanto, os 
mais eficientes. Enquanto, os isolados AP-94, AP-339 e AP- 
105 são os menos eficientes, pois as dosagens sobem em média 

para 41,69 e 142,62, respectivamente, para obtenção da mesma 
porcentagem de inibição (Tabela 4).
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TABEIA 4. Doses estimadas do caldo (BD) onde isolados de BacJjLÍLU i a b t i -  

LUi foram multiplicados que inibem o crescimento micelial de 
PiJfU calaA .ia OAyzae. em 50, 90 e 95Z (ED^q, e

Isolado "^50 "°90 ED 9 5

AP-3 0,91 6,35 1 1 , 0 1

AP-12 0,07 2,74 7,73
AP-A2 0,93 6,45 11,18
AP-48 1,89 18,43 35,15
AP-49 0,90 5,40 8,98
AP-51 0,42 3,74 6,96
AP-85 ■1,19 . 7,69 13,06
AP-91 0,85 5,78 9,96
AP-94 0,51 18,38 50,84
AP-105 0,06 38,70 242,26
AP-114 0,73 6,65 12,46
AP-115 1,53 7,50 11,76
AP-137 2,53 6,63 8,71
AP-150 1,24 8,09 13,77
AP-165 0,89 5,66 9,53
AP-181 1,34 7,93 13,12
AP-183 1 , 0 1 5,48 8,85
AP-323 1,29 6,23 9,73
AP-332 0,65 4,61 8 , 0 2

AP-339 5,34 6 6 , 0 0 134,75
AP-365 2,06 13,17 22,29
AP-366 0,39 6 , 2 0 13,58
AP-420 0,89 5,16 8,50
AP-429 1 , 0 1 5,84 9,58
AP-471 1,14 6,77 1 1 , 2 1

Os valores de ED foram calculados de acordo com FINNEY (1971) e
SAS (1985).
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^.7, In f l u ê n c i a do c a l d o o n d e B a c U i u i  ò a b t i u &  poi 

m u l t i p l i c a d o  s o b r e a g e r m i n a ç ã o d e c o n í d i o s de 

?ijn.-ic.aZafiZa ofiyzoLQ.

Com o aumento na concentração do caldo, onde 
B. 6 ubtÁ^Ziò (isolado AP-471) foi multiplicado, no meio de 

cultura, houve redução na porcentagem de germinação dos coní

dios de P. o^í/zae presentes no meio (Tabela 5) . Foram consi 
derados conídios germinados todos os que apresentavam tubo 

germinativo normal ou não. No entanto, foi verificado que 
com o aumento da concentração do caldo presente no meio hou
ve aumento no número de conídios considerados germinados cu

jo tubo germinativo apresentava-se deformado. Verifica-se 
desta forma, que os metabólitos liberados por B. ò a b t l l l ò  

causam inibição na germinação e alteração na estrutura do 
tubo germinativo dos conídios de P. ofiyzao,.

TABELA 5. Influencia da concentração do caldo onde BacÃIZuó iubtÁJÃJ) 

(AP-471) foi multiplicado sobre a germinaçao de conídios de 
Pyfu.cuZaÂÃxi ofiyzaz.

Concentraçao
(%)

Conídios germinados 
(%)

0 , 0 81,75^a
0 , 1 69,50 ab
1 , 0 60,45 b
2,5 60,30 b
5,0 54,45 b
7,5 52,15 bc

1 0 , 0 54,30 b
2 0 , 0 34,00 c

Media de 20 leituras. Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre 
si (Tukey 5%).
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4.8. In f l u ê n c i a d a s c o n d i ç õ e s de l u m i n o s i d a d e na 

INCUBAÇÃO d e B a c l l l a ò  ò u b t U U  MULTIPLICADO 

EM MEIO LÍQUIDO NA INIBIÇÃO DO CRESCIMENTO 

MICELIAL DE Py^ - icu la f i l a  oftyzae,

A multiplicação de 8 . ò a b t l t - i ò em meio líqui

do (BD), sob diferentes condições de luminosidade durante a 

incubação (escuro, luz fluorescente e luz próxima do ultra
violeta) , possibilitou a produção de metabólitos antagônicos 
a P. of iyzaz . No entanto, a produção foi diferenciada de

acordo com a incubação. Para todos os isolados de 8 . òabtÁ^- 

tZò testados foi verificado que quando incubados em condições 
de luz fluorescente apresentaram maior porcentagem de inibi
ção do crescimento micelial de P. ofiyzao. do que aqueles incu 
bados no escuro ou em luz próximo do ultravioleta (Tabela 6 ). 

Os isolados incubados no escuro apresentaram menor capacida

de de inibição de P. ofiyzao, que aqueles em luz fluorescen
te, no entanto, as diferenças foram pequenas. A incubação 
de 8 . ò a b t - i í i .0 numa fonte luminosa próxima do ultravioleta 
foi altamente prejudicial para a produção de metabólitos an
tagônicos a P. üfiyzae. (Tabela 6 ).

Os resultados apresentados em valores de

ED^q , ED^q e EDg^, confirmam as afirmações anteriores, haja 

visto, que os valores em média dos EDs quando o caldo foi 
incubado em luz próxima do ultravioleta são muito superio
res àqueles apresentados para a incubação no escuro e luz 
fluorescente (Tabela 7) .



lABElA 6 . Influência das condiçoes de luminosidade na incubação de ’Ba.cJJLiiíÀ òubiÃlÃyb, multiplicado em 
meio liquido na inibição do crescimento micelial de PLffLÍCLliaAJxL Ofiyzaí .

Cor.centra-
çao

(%)

PORCENTAGEM DE INIBIÇÃO
AP-12 AP-85 AP -114 AP-420 AP-429 AP -471

ES LF NUV ES IF NUV ES LF NUV ES IF N W ES W NUV ES Lf NUV

0 , 0 0 ,0^ 0 , 0 0 , 0 0 , 0 0 , 0 0 , 0 0 , 0 0 , 0 0 , 0 0 , 0 0 , 0 0 , 0 0 , 0 0 , 0 0 , 0 0 , 0 0 , 0 0 , 0

1 , 0 1 1 , 0 14,0 1 1 , 0 7,0 13,0 1 1 , 0 8 , 0 1 0 , 0 0 , 0 0 , 0 2 , 0 2 , 0 0 , 0 8 , 0 0,5 0 , 1 13,0 0 , 0

2,5 16,0 33,0 31,0 8,5 16,0 13,0 2 1 , 0 61,0 6 , 0 3,0 7,0 4,0 0 , 1  18,0 4,0 14,0 63,0 1 0 , 0

5,0 41,0 58,0 40,0 28,0 46,0 44,0 14,0 5,0 2 2 , 0 4,4 7,5 71,0 4,5 2 1 , 0 87,0 15,0
1 0 , 0 8 8 , 0 89,0 74,0 93,0 95,0 25,0 89,0 94,0 24,0 1 0 , 0 64,0 1 0 , 0 22,0 95,0 3,0 38,0 89,0 45,0
2 0 , 0 91,0 93,0 77,0 96,0 100,0 28,0 93,0 94,0 52,0 90,0 91,0 1 1 , 0 83,0100,0 9,0 S7,0 96,0 69,0

^ Média de 5 repetições
ES “ Escuro; LF “ luz fluorescente; NUV =■ luz próximo, do ultravioleta 
AP " antagonista a P. o ^ y z a z



TABELA 7. Doses estimadas do caldo (BD) onde isolados de 5ac-c££oó òubtÃyLÜí foram multiplicados, sobre 
diferentes condições de luminosidade que inibem o crescimento micelial de PynÁCuZoAÃM. Ofiyzaz 

em 50, 90 e 95% (ED^q, ED^q e ED^^).

Isolado
Escuro Luz ' Fluorescente Próximo Ultravioleta

EDso^ EDgo ED 9 5 ^°50 ^°90 ED 9 5 E°50 E°9o ED 9 5

AP-12 4,93 17,37 ■24,82 3,60 14,27 21,08 5,67 36,46 61,80

AP-85 5,44 14,16 18, 58 4,04 11,27 15,06 217,61 50231,32 . 234929,03

AP-114 4,67 15,14 21,13 2,53 9,24 13,34 2 0 , 0 2 9 5 , 2 0 148,13

AP-420 13,23 26,78 32,69 7,78 21,04 27,90 1231,75 105360,54 371891,52

AP-429 13,00 26,15 31,87 3,57 8,56 10,98 3622,28 412276,ff6 ■ 1577956,-5 9 ’

AP-471 9,66 32,07 45,07 2,23 8,28 1 2 , 0 0 11,97 44,60 64,76

Os valores de ED foram calculados de acordo com FINNEY (1971) e SAS (1985)
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Pelos resultados obtidos rão e possível deter 
minar se o efeito foi em induzir menor produção desses meta

bólitos ou em inibir a multiplicação da bactéria ou inativar 
os metabólitos produzidos.

Ê interessante observar que os isolados AP-12, 
AP-114 e AP-471 apresentaram os valores de ED^q , e

muito inferiores aos isolados AP-85, AP-420 e AP-429, indi
cando diferença de comportamento em relação ã luz (Tabela 7).

Ef e i t o do t r a t a m e n t o de s e m e n t e s c o m B a c i i i a é

òu-btlllò NA FREQÜÊNCIA DE MICRORGANISMOS 

associados A SEMENTES DE ARROZ {Ofiyza cativa 

L. VARIEDADE IAC-165)

Nas amostras de sanastes estudadas nos dois ensaios 

foram recuperados os seguintes microrganismos nas sementes 
de arroz variedade IAC-16 5; P. oAyzae., HílmlntkoépoAlum oh.y- 

z d z ,  HílminthoòpofiZam sp. , Phoma s p p . , RhynchoòpoA-iam oAyzae., 

Rhlzopaò sp., EpZcoccum sp. , Nlg/LOòpoAa sp. , k ltun nau la .  

t í n u t i , A. íongaZòò-ima, CuLfivatcLfiia sp. , A ò p ^ A g m u ó sp., 

?  e.nÁ.c.lllZum sp., sp., CZadoi podiam sp. , NtaAoòpo

Aa sp . , um fungo não identificado e bactérias (Tabelas 8 e
9) .



TABELA 8. Efeito do tratamento de sementes de arroz (Ofiyza é d t iv a L. var. IAC-165) com BacuIZíU, òabtÃÃÁ^
sobre a frequência (%) de microrganismos a elas associados.

Trataraentc

>li crorgani smos 
dectados

Testenunha Baionyl^ '̂ AP-12 AP-351 AP-471 HS+AP-12 KS+fJ>-351 HS+AP-471

?q.-J.c.aÍaAÁa ofiyzaz  29
HeÃJtJ^UhoipoAÃuiri o'Lç/zaz 7
Uhijnchoipo’u jm  onazae. 0
Plioma spp. 2
h ligw ip o /ia  sp. 4
C uA vulj.i.ia sp. 8
Wearc-ipo-iti sp. 0
Ep-ícoccum s p .  42
Cia.doipofUum  s d . 14
Kí>p ía q U J m .í> sp. 18
PírUcJ-LiLum sp. 25
AZteAnoAÁ.a tz n o L i 1

R k ízop ai sp. 5
fXingo não identificado 0
toctéria 0

Itotal 161

15
0

1
6
0

0

0

3
1
5

20

0

0

0

1

1

0

1
0

0

0

2
5
1
2
0

0

0

0

6
2

0

1

0

3
nK/
4
3
4 
8 
0

16
0

0

10
0

0

0

0

1
*i
2
3
2
2
1
3
0

0

22 52 20 47 28 18

12
2
0
0

0

3
0

5
0
0

1

2
0

1
0

23

AP-12 + 
AP-351 + 
AP-471

10
2
1
4 
0 

2 

0
5 
7 
7

16
1

1

1

0

57

1 fĉ exxiiyl (80 g/lCO kg de sanoite) -  trataraerito rrolhagaíi rápida
2 A desinfestação ccan Hipoclorito de sódio 2% foi realizada mergulhando-se as senentes na solução p3r 10 minutos.
3 A£ senentes tratadas cam os antagonistas (AP) foram mergulhadas por 10 minutos no caldo de batata, no qual os 

isolados de 6. i u b t l t v i  foram maltiplicados por 10 dias.

cn<n



TABELA 9. Efeito do tratamento de sementes de arroz (O A yzd  ò c v t ív a L. var. IAC-165) com B a cÁ J ÍÍa ò  ò u b t iJ U j)
sobre a freqüência (%) de microrganismos a elas associados.

Tratamento
Testanunha ■Baionvl RS PP-17 (3) ;íP-351 AP-47] HS+AP-3 2 HS+AP-3 51 KS+AP-471

Microrganismos 
. detectados

AP-12 + 
AP-3 51 
AP-471

Pij-u.calitu.(X vA.yzcLí 33 0
H iiònintkcipoftÓ M  cA.yzct.z 2 0
HzínUnthoipofuM!» sp. 0 1
Plioma spp. 7 0
RkunchoipcAxum omjzae. 1 0
RfUzopLUi sp. 9 15
Epicoccum  s p .  1 0
HigADipo-ia sp, 10 2
K ít í^ n o Ju a  íemiXó 7 0
AttzAnaA.01 longuÃ.S6íma 0 0
CuWuicLU.a. sp, 11 0
i^í,piZAgíttíii sp. - 5  0
P ítU cxItiu n i sp. 2 0
faioA -ám  sp, 9 0
CladoipoAÁMjn sp, 2 0
Fongo não identificado 0 3
Bactéria 3 0

14
1

0
2
0

3
0

3 
0 

0

4 
9 
0 

3 
0 

2 

0

10 
0 
0 

1 
0 

0 
' 0 
2 
0 
0

3 
7 
0 

0 

1

4 
2

6

1
0

0
0

0

0
r\yj

1
c
1
0

0

2
0

2
2

4
2

0

0

0

0

0

1
0

0
1
0

0

0
0

1
4

Total 102 21 13 41 19 30 15 13 14 20
1 benanyl (80g/100 kg de sanaite) - tratamento irolhaga::! rápida.
2 A desinfestação com HipDclorito de sódio 2% foi r^lizada mergulharôo-se as sanaites na solução por 10 minutos
3 As senaites tratadas oora os antagonistas (AP) foram mergu]JTadas no caldo de batata f»r 10 minutos, no qual os 

isolados de B. òub-tcLci foram multiplicados por 10 dias.
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Verifica-se através das Tabelas 8 e 9 que os 

tratamentos de sementes com benomyl, hipoclorito de sódio 2% 

e 8, ò u b t i l l ò  (AP-12, AP-351 e AP-471), antagonistas a P. 
oKyzao,, reduziram significativamente a frequência total de 

microrganismos recuperados das sementes quando comparados 

com o tratamento testemunha, demonstrando assim suas efici- 
ências. Os tratamentos com 8 . iabtÃ.tÃ.6 reduziram a incidên

cia de P. ofiyzae., H. ofiyzae,, Phoma spp. e R. o f iyzaz , que 
são os mais importantes patógenos da cultura. No entanto, 

as reduções foram similares ou inferiores aos tratamentos 
com hipoclorito de sódio 2% e benomyl. Todos os tratamentos 
reduziram a freqüência dos fungos de armazenamento e de sa- 

prófitas.

^.10. Controle da Brusone do arroz causada por 
Vyfilcalafila. oAyzae. cOM ISOLADOS DE V acilla i  

ó u b t Z l U  em CONDIÇÕES DE CAMPO. I. ANO AGRÍ 

COLA 85/86

Na Tabela 10 são apresentadas as notas médias 

da incidência da Brusone nas folhas bandeira, nas inserções 

das folhas bandeira e nos nós das plantas de arroz pulveriza 

das com 8 , iub t- iZ iò e seus metabõlitos e kasugamicina 2%, 

(Kasumin 2 £/ha) , produzida por S tA íp tom yczò  kaòuga ínè  i-i . ■
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TABELA 10. Efeito de pulverizações com Eac.-ÜLÍUÒ .iubtÁLiò sobre a incidên
cia da Brusone causada por V y fú -C -U Z x V U J X  O K y zO iQ . na folha bandei 
ra, na inserção da folha bandeira e no no de plantas de arroz. 
Ano Agrícola 85/86.

Tratamento Folha bandeira^ Inserção da folha 
bandeira ^

n5^

1 . Testemunha 3,34 3,26 2,24
2 . kasugamicina 2 % 

(Kasumin 2 -£/ha)
2,64 2,44 1,78

3. AP-3 3,12 3,32 2,44
4. AP-42 3,54 3,05 2,16
5. AP-85 3,15 3,19 2,39
6 . AP-94 4,70 3,31 2,79
7. AP-137 3,77 3,51 2,93
8 . AP-150 2,61 2,94 2,26
9. AP-203 2,95 3,42 2,53

1 0 . AP-366 3,73 3,20 2,40
1 1 . AP-420 3,02 3,33 2,65
1 2 . AP-471 3,63 3,06 2,04

1 Nota variando de 0 a 
Arroz" do IRRI; item

9, conforme 
3.13.

"Sistema Padrao para Avaliaçao de

2 Nota variando de 1 a 
item 3.13.

4, conforme apresentado nos Materiais e M é t o d o s ,

3 Nota variando de 1 a 4, conforme apresentado nos Materiais e M é t o d o s ,
item 3.13.
A análise estatística mostrou nao existir diferenças significativas 
entre os tratamentos. Os dados sao médias de 4 repetições.

AP = Antagonista a P. O f i i j z a e .
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Os tratamentos com o antagonista AP-150 e ka

sugamicina 2% foram os que apresentaram menor incidência da 

Brusone na folha bandeira e na inserção da folha bandeira, 

enquanto que no nõ, kasugamicina 2% destacou-se dos demais 

tratamentos. Entretanto, o que se verifica na Tabela 10, é 

que a ocorrência da Brusone, avaliada através de notas na fo 
lha bandeira, na inserção da folha bandeira e no nó, foi mu^ 
to próxima para todos os tratamentos nas condições do en

saio, não existindo diferenças estatisticamente significati
vas entre os tratamentos.

4.11. Co n t r o l e da Br u s o n e d o a r r o z c a u s a d a por 

Pyfi iculafL ia  ofiyzae. cOM ISOLADOS DE Ba- 

c l l l u ò  i u b t l l l ò  em condi COES DE CAMPO. 

II. ANO AGRÍCOLA 85/87

A ocorrência da Brusone,avaliada através de 
notas na folha bandeira e no nó,foi semelhante para todos os 

tratamentos não existindo diferenças significativas entre si 

(Tabela 11). No entanto, os tratamentos com o antagonista 
AP-150, com e sem dextrose, apresentaram menor incidência 

da Brusone na folha bandeira, com comportamento superior a 
kasugamicina 2% e benomyl. Não foi verificado efeito da

aplicação de açúcar junto com o caldo onde B. ò a b t l l i ò  foi 
multiplicado.
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TABELA 11. Efeito de pulverizaçao com BaC/ÒW-OÒ iu b tÃ Á Ú í sobre incidência
da Brusone causada por PyAicuZoAÃxi ofiyzao. nas folhas bandeira
e nos nos de plantas de arroz. Ano Agrícola 86/87.

Tratamento Folha bandeira^

1. Testemunha 1,14 0,06
2. Kasugamicina 2% 

(Kasumin l£/ha) 1,08 0,00
3. Benomyl (Benlate 

50 P M  500 g/ha) 1,12 0,02
4. AP-150 0,84 0,00
5. AP-203 1,24 0,06
6. AP-420 1,10 0,00
7. AP-3 0,98 0,02
8. AP-85 1,52 0,18
9. AP-471 1,20 0,04
10. BD 0,92 0,00
11. AP-150 + Dextrose a o g / i ) 0,82 0,06
12. AP-203 + Dextrose (10g/£) 1,20 0,02
13. AP-420 + Dextrose a o g / i ) 0,94 0,00
14. AP-3 + Dextrose (10g/£) 1,00 0,00
15. AP-85 + Dextrose i l O g / l ) 1,22 0,00
16. AP-471 + Dextrose a o g / i ) 1,24 0,04
17. BD + Dextrose (10g/£) 1,32 0,00
18. Dextrose ( l O g / t ) 1,28 0,08

AP

Nota variando de 0 a 9, conforme Sistema Padrão para Avaliação de Ar
roz, do IRRI, item 3.13.
Nota variando de 1 a 4,. conforme apresentado nos Matérias e Métodos, 
item 3.13.
= antagonista a ?yHÁ.C.uZcjUiia OAyzaí ; BD = meio líquido batata-dextrose
A análise estatística mostrou não existir diferenças significativas 
entre os tratamentos. Os dados são médias de 5 repetições.
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Como não foram verificadas diferenças marcan

tes na ocorrência d^ Brusone na folha bandeira e no n5, foi 

decidido realizar testes de patologia com as sementes colhi
das no campo, separando as originárias de panículas sadias 

das doentes. Dessas sementes foram determinadas a porcenta
gem de sementes com P. ofiyzao,, H. oAyzae. e Phoma spp. , (Tabe 

la 12). Esse parâmetro também não apresentou diferenças que 

marcassem os efeitos dos tratamentos.



TABELA 12. Efeito da pulverização de BacJJMlò éubtttü , na cultura do arroz sobre a incidência de 
PyAlcuZaAÁa oAyzae., HzLnin^hoópofUum spp. e PhomíX spp., nas sementes oriundas de paní 
cuias com e sem Brusone, produzidas no Ano Agrícola 86/87, ”

Paniculas doentes Paniculas sadias
Tratamento ? .o n .ijz az  H íò iu v th o i-  Phoma spp. 

pofu-wii spp.
(%)

P. o f iy z a z Hzànínthoò- 
pon-im spp. 

(%)

Phoma spp.

1. Testemunha 23.0 1,0 86,5 33,5 2.5 73.5 •
2. Kasugamicina 2% 

(Kasumin l£/ha) 27,0 0,0 83,0 36,5 1,5 69.0
3. Benomyl (Benla-

te 50 PM 500g/ha) 21,0 1,5 73.5 26,0 2,0 59.0
A. AP-150 23,0 A.O 76,0 26,5 3,0 - 72,5
5. AP-203 33,0 0,5 72.0 40,5 3,5 72,5
6. AP-420 32,5 . 0,0 81,0 33.0 2,5 81,0
7. AP-3 31,0 2.5 71.0. 34.5 4,5 61,5
8. AP-85 34,0 3,0 74.5 39,5 3,5 64,0
9. AP-A71 28,0 2,5 69.0 36.5 0,0 66,5
10. BD 32,0 1.5 78.0 26.0 6,0 63,5
11. AP-150+Dextrose

(10g/£)
27,0 1.5 82,0 36.0 5,0 55,0

12. AP-203+Dextrose
( lOgW

30,0 0,5 91,5 . 27,0 1.5 69,5

13. AP-420+Dextrose
(lOg/^)

28,5 2,0 76,0 34.5 2.5 65,0

lA. AP-3+Dextrose
(10g/£)

24,5 0.5 68,5 30.0- 4,0 72,0

15. AP-85+Dextrose
aog/i)

27,5 . 1.5 77,5 37.5 2.5 55,5

16. AP-A71+Dextrose
(10g/£)

33,5 1,0 81.5 . 31,0 1.5 67,5

17. BD + Dextrose 28,5 1,0 76,0 32.5 2.5 70,5
18. Dextrose 40,0 0,5 81,0 38,5 1.5 64,0

1 Panículas atacadas por P. OKyza.2.
2 P a n í c u l a s  nao a t a c a d a s  por P. Ohyzcid

AP = antagonista a P. OKyza.2.; BD = meio líquido de batata-dextrose
LO
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5. DISCUSSÃO DOS RESULTADOS

Esse estudo básico para o controle biológi
co do patossistema ? y f i ic .u la f i la  ofiyzao. x Onyza ò a t l v a  é devi 

do aos relatos do controle de diversas doenças com extratos 

de microrganismos e principalmente das descobertas de bons 
antibióticos para controle da Brusone como blasticidina S e 
kasugamicina (FUKUNAGA, 196 5; UMEZAVJA et alii, 196 5) basea
dos na seleção de antagonistas que ocorriam naturalmente. 
Assim, como a natureza é repleta de antagonistas, devem 

existir outros microrganismos que produzam substâncias ini- 
bidoras deste patógeno, que é o mais importante da cultura, 

havendo necessidade de estabelecer um esquema de seleção.

Um grande número de microrganismos antagôni
cos a P. ofiyzdí foi isolado de todas as partes de plantas 

de arroz (raízes, folhas e sementes) e dos solos onde essas 

plantas de desenvolviam (Apêndices 1 a 8 ) , demonstrando que 
existe na natureza um enorme potencial antagônico. O im

portante ê que em todos os locais de coletas de arroz foram 
obtidos inúmeros isolados de antagonistas a P. o K y z a d . Este 

fato indica a possibilidade de se obter antagonistas efi-
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cientes para explorar o controle biológico desse patógeno, 

pela introdução massal de antagonistas ou pelo uso das subs 
tâncias produzidas por esses microrganismos. Esta observa

ção indica ainda que deve ocorrer naturalmente controle bio 

lógico da Brusone na cultura do arroz.

Inicialmente, havia sido programado utilizar 
para seleção de microrganismos antagónicos a técnica descri 

ta por JOHNSON et alii (1967), porém devido às dificuldades 
na sua elaboração optou-se pela apresentada nos itens 3.3 

e 3.4. Considerando o número e freqüência de isolados
de antagonistas obtidos (Apêndices 1 a 8 ), pode-se inferir 
que o método de seleção utilizado foi bastante satisfatório, 
principalmente, devido ao baixo custo dos meios de cultura 
e a facilidade de execução dos trabalhos. 0 método utiliza 
do contraria, praticamente, todos os testes de seleção de 

antagonistas, pois nesses sempre os antagonistas são coloca 
dos para desenvolver em meio de cultura antes do patógeno, 
enquanto nesta metodologia o patógeno foi transferido para 

meio de cultura dois dias antes que o antagonista. Essa al 

teração foi necessária porque, como apresentado no item 4.5, 

onde 8 . se desenvolveu por 24 horas o crescimento
micelial de P. ofiyzao, foi nulo.

Tanto durante a fase de seleção dos micror

ganismos antagónicos a P. ofiyzao. como durante a realização 
dos testes para selecionar os mais eficientes em inibir o
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crescimento micelial do patógeno, in vitro (Apêndices 9 a 
■?! ) , ^oi. demonstrado que todos antagonistas a .P. oA^yzat 

ag-5 através do mecanismo de antibiose, isto é, pela produ 
ção ^~ antibióticos, pois sempre ocorria formação de inten

so halo de inibição (COOK & BAKER, 1983) . Os dados dos tes 

tes para verificar o efeito do período de incubação de 8 . 
òubt^Z - iò , em meio líquido, sobre o crescimento micelial de 

P. ofiyzOiQ. também confirmam este mecanismo de ação nos 

meios em que o antagônico foi multiplicado por 1 a 15 dias 

o crescimento do agente causal da Brusone foi nulo. Outros 
ensaios realizados no transcorrer dos trabalhos dão susten
tação ã afirmação.

Todos os antagonistas selecionados quanto a 

maior eficiência era inibir o cresciraento micelial de P.o f iy-  

zaa, in vitro , pertencem à mesma espécie: Bac-iZZuò ^ubt^c-  

(Tabela 1). A identificação foi baseada nas caracterÍ£ 

ticas usadas para tipos de espécie de Bac.Á,ttuò apresentadas 

por BERDY (1974), BUCHANAN & GIBBOHS (1975) e NORRIS ' ' et 
alii (1981) . Isto pode ser decido a metodologia de isolamento e selê 
ção ou ser característica própria planta hospedeira, em
apresentar esses microrganisraos como residentes. Para de

monstrar qual hipótese é verdadeira hâ necessidade de rea
lizar nova seleção baseada em outros princípios, outros 

meios, etc. Como não forara encontrados relatos de levanta
mentos de microrganismos residentes em arroz não é possível 
comparar os dados. No entanto, diferem dos trabalhos mais
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recentes com controle biológico de P. oKijzolq, desenvolvidos 
por SY et alii (1978ab), SY et alii (1983ab) e SY et alii 

(1984) que são baseados sobre os antagonistas TàlchodeAtna  

spp., T. fioioam, Chaztomium gZoboium, Mç/Aothzclum vzAAuca-  

AÁa, Mich.omonoÁpoh.a spp., nigz f i  e duas bacté

rias não identificadas. Os desenvolvidos por RIBEIRO (1987 ) 
são baseados em Tfi-íchode.h.ma, Th.Ã.c.hote.c.X.um e NÁ,gh0'Sp0h.a. Tal 

diferença pode ser devida ao fato de que muitos . trabalhos 
de controle biológico não têm como base a seleção ampla

dos possíveis antagonistas que ocorrem na cultura, mas sim 
a utilização de espécies reconhecidamente com potencial an
tagônico geral (ANDREWS, 198 5) .

O fato de todos os antagonistas selecionados 

pertencerem à espécie B. òu.btit-iò não é surpreendente por
que essa espécie é reconhecidamente produtora de inúmeros 

antibióticos como demonstrado por BERDY (1974), BUCHANAN & 
GIBBONS (197 5), KATZ & DEMAINS (1977) e NORRIS et alii (1981). 

Além de produzir inúmeros antibióticos, há vários relatos 
do potencial inibidor desta espécie para diversos patóge- 
nos: Rhlzoctonla i>oldni, R. batdt-icola, kltzfincmla òolavil, 

EotKytlò cln2.fiQ.0i, Faiahium adam e ColZ2totn.lchum {^aZcatum 

(VASUDEVA & CHAKRAVARTH, 1954); R. ioZanl (DUNLEAVY, 1955); 
EAwZn-ía amyZovoha (ABO-EL-DAHAB & GOORANI, 1964); fu-òaAlum

A.OÒ2um f. sp. C2A2aZÃ.6 (KOMMENDAHL & NEW, 1974); CoZZztotfil 

chum gZ0 2 0òp0Al0ld2ò (BASTOS & FIGUEIREDO, 1976); Uíctfila 
gaZZigtna (SWINBURNE et alii, 1975); MacAophomZna pha^zoZÃ.-
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na e Bot f iyod-ip lodla  ò o l a n l - t a b t f i o ò i (THIRUMALACHAR & 0' BRIEN, 

1977); C. p 2.f1n l c . l 00a (BASTOS, 1978); Vhytophthofia p a lm lvo f ia  

(OIDIGIE & IKOTUN, 1981); UfiomycQ.Ò p k a ò í o l l (STAVELY et

alii, 1981; BAKER et alii, 1983; BAKER et alii , 1985); Fu-40, 

nliim oxyipofiam f. sp. d l a n t h i (YVEI-JETALII, 1985) ; Phomopí,Ã.i 

sp. (CUBETA et alii, 1985); d a h t l a í (HALL et

alii, 1986); M o n l l l n l a  { ,h .u c t la o la (PUSEY & WILSON, 1984 e 
MACKEEN et alii, 1986); kltzH.nan.la. sp. , fu6aA^um nion^lZ^oA 

n a e ,  ? 2.6talotÁ..a sp. , Fhomop^lò sp. , Votklon.Q.lZa QfiZQafila, 

R. ò o l a n l ,  Sa l í fLo t lum e SoAda/i ia sp. (MEDINA, 1986) ;

H. ofiyzae. (NUNES et alii, 1986 ab) e Cyl.índfiocladÁ,um sp. 
(BETTIOL, 1986), confirmando a amplitude de ação de B. òub-  

. Nos testes de patologia de sementes foi verificado 
inibição de P. ofiyzaz,  H. oA.yza&, EpÁ.aoccwi} s p . ,. CladoòpoAA.im 

sp. , NigfLÓinofia sp., CuAvuZaAÁa sp. .e KòpzKQÁZtLüi sp. , entre ou

tras (Tabelas 8 e 9) . Essas observações sugerem que os 
antibióticos produzidos por B. òu.btÁ.tii> podem ser explora

dos, ccarno os produzidos por StAíptomyae^, para controle da Bru- 
sone. No entanto, hâ necessidade de mais estudos para tor
nar prática a utilização deste antagonista.

As características dos antagonistas selecio

nados são boas para agentes de controle biológico, pois 
além de rápido desenvolvimento tanto em meio de cultura 

quanto na natureza, produzem endosporo e antibióticos, cre£ 
cem em larga faixa de temperatura e adaptam-se a várias 

condições ambientes (BüChm?^ & GIBBONS, 1975; KATZ & DEMAINy
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1977 e ANDREWS, 1985). A característica de produção

de endosporo, altamente resistente ãs condições adversas, 

(NORRIS et alii, 1981) é excelente para a preservação des

ses organismos. B. manteve a viabilidade quando 
preservado era solo estéril e água destilada, peio menos, 

por 1 e 2 anos, respectivamente. Deve, no entanto, permane 

cer viável por tempo superior. Essa observação será feita 

no transcorrer dos anos durante realização dos futuros tra
balhos com controle biológico da Brusone do arroz. Além 

desses dois métodos o da repicagem sucessiva também se mos
trou altamente interessante, pois mesmo com a secagem do 
meio de cultura a viabilidade das células foi grande.

B. apresenta grande antagonismo a
P. oAi jzaz , pois quando multiplicado em meio líquido por 1 

dia, produz antibióticos suficientes para impedir completa
mente o crescimento do patógeno. ABO-EL-DAHAB & GOORANI 
(1964) demonstraram que com o aumento no período de incuba

ção de B. ocorreu aumento na inibição de EAM^n-ia 

amyZovoAa. Contudo, nesse trabalho não foi possível essa 
detecção porque o crescimento de P. 0A.yzae. foi completamen

te inibido quando a incubação de B. -òubtllXó foi superior 
a 1 dia. Foi verificado ainda, que quando o antagonista é transfe
rido fara o meio de cultura sólido antes que P, on.yzae., o crescimoito 
deste é nulo. Os antibióticos produzidos por B. ò a b t l l l i ,  

inibem o crescimento micelial (Apêndices 9 a 21) e a germi
nação dos conídios de P. ofigzad (Tabela 5) , sendo que mui

tos dos conídios germinados exibem o tubo germinativo mal
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formado. Resultados semelhantes foram obtidos por VASUDEVA

& CHAKRAVARTHI (19 54) com Alt2 .^naAla  i o l a n l ;  SVJINBURNE et 
alii (197 5) com Uic.tn.la QalliQUna-, THIRUMALACHAR & O'BRIEN 

(1977) com MacAopkomÃ.na phas  &ol-ina; FRAVEL & SPURR (1977) 

com AttzKnafLZa a Z t í n n a t a ; BAKER et alii (1983) com U/iomyce-6 
phaò í o l - i ; PUSEY & WILSON (1984) com MonZZ-inia {^AucticoZa.

Foi demonstrada a termoestabilidade dos meta 

bólitos produzidos por B. ^abt- i lZò que controlam P. o f tyza í  

(Tabelas 2, 4, 5 e 6 ). Esta característica coincide com a 
verificada por LANDY et alii (1948), DUNLEAVY (1955), BAKER 
et alii (1983), PUSEY & WILSON (1984), BAKER et alii (1985) 
e MEDINA (1986). A termoestabilidade juntamente com a esta 
bilidade das substâncias antagônicas na forma seca e no ar
mazenamento observadas por LANDY et alii (1948) e SWINBURNE 

et alii (197 5) são importantes para sua industrialização. 

Nos estudos para verificar o efeito da luz sobre 'B. òabtÁ.Z.Zò 

foi verificado que quando incubado em meio líquido ilumina

do com luz próxima do ultravioleta (NUV), os caldos onde 
os antagonistas foram multiplicados inibiram o crescimento 
micelial de P. onyzae. em menor grau que quando incubado com 

luz fluorescente ou escuro (Tabelas 6 e 7). Mesmo os incu

bados em NUV sendo pouco aerados e permanecendo sob tempera

ra inferior aos outros, esses efeitos são minimizados quan

do observado os obtidos no item 4.5.
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No estudo, não foi possível determinar se NUV inibe a mult^ 

plicação de B, i ,ubtÃ.ll6 ou se inibe a produção de antibiót^ 

cos ou se destrói as substâncias produzidas. Esta possível 

sensibilidade â luz ultravioleta poderá ser vencida através 

de seleção dos isolados mais adaptados, pois o comportamen

to em relação ao NUV foi diferencial (Tabelas 6 e 7) ou do 
melhoramento dos microrganismos em relação a essa caracte — 

rística ou ainda através de uma adequada formulação do pro
duto .

A inibição de P. ofiLjzaí cora os metabõlitos 
produzidos por B. ocorre em baixas concentrações,
haja visto que 1,0% do caldo onde os AP-3, AP-49, AP-51, 
AP-94, AP-332 foram multiplicados por 10 dias inibiu 54, 

59, 82, 73 e 72%, do crescimento micelial do fungo, respec
tivamente. Faz-se necessário salientar que foi 1,0% do ca]̂  

do onde B. i a b t l Z l ò  foi multiplicado, sendo que a quantida

de de metabõlito no caldo é desconhecida, mas devendo ser 

baixa, mostrando que produzem substâncias altamente efeti

vas em inibir P. o^ijzae.. Assim, há necessidade de estudar 
meios de culturas mais apropriados para multiplicação dos 

antagonistas e produção de substâncias inibidoras, condi

ções de incubação e purificação da toxina e sua efetividade. 
Na Tabela 4 é interessante observar que os valores do ED^q,

e apresentados pelos caldos onde B. iubt-c lZ6 foiED(
multiplicado são diferenciais. Assim, cálculos desta natu
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reza podem ser utilizados para seleção dos antagonistas

mais eficientes.

A não constatação de diferenças entre os tra 
tamentos nos ensaios de campo nos anos agrícolas 8 5/86 e 

86/87, provavelmente, deve-se â utilização de uma variedade 

extremamente suscetível como e o caso da Agulha Precoce e 
às condições oferecidas durante o transcorrer dos ensaios, 

como: alta densidade populacional, adubação nitrogenada, se 
meadura tardia, condições de sequeiro, que de acordo com 
CARDOSO & KIMATI (1980); RIBEIRO' (1981), PRABHU (1983), OU (1985) e 

SCHINITLER (s.d.) são apropriadas para ocorrência da doen
ça. Outros fatores precisam ser considerados como a aplica

ção tardia dos produtos (antagonistas e fungicidas) e o ho
rário das pulverizações que foi das 07:00 às 18:00 horas. 

Além desses fatores, os problemas com delineamento experi — 

mental também colaboraram para a não constatação de diferen 
ças entre os tratamentos como: a interferência entre parce

las, pois as mesmas foram pequenas devido a problemas com 

disponibilidade de área e a amostragem, aparentemente peque 
na. Entretanto, mesmo com esses problemas e não apresentan 

do diferença estatisticamente significativa, o AP-150' com 

e sem açúcar apresentou comportamento superior aos trata
mentos padrões (kasugamicina e benomyl) no controle da 

Brusone nos dois anos agrícolas (Tabelas 10 e 11). Este fa 
to indica que hã possibilidade de controlar P. ofiyzao. em 

condições de campo, cora B'. ÁubtZt-i i  , necessitando: encon
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trar meios de cultura onde a produção de antibióticos seja 

maior, adequar a sua aplicação e formular adequadamente o 

produto,entre outros.

Nos ensaios de campo, não foi possível veri

ficar se ocorreu degradação dos metabõlitos e ou a morte 

das células de B. òubtl l- íi> pulverizadas nas plantas. Contu 
do, considerando o efeito da luz NUV sobre a incubação do 

antagonista, há necessidade de avaliar esses parâmetros,

A purificação e a identificação das substân
cias inibidoras de P. o^yzac. produzidas por B. iubt-ítÃ^i s ã o  

necessárias para entendimento do completo mecanismo de con
trole expresso no patossistema. Uma vez realizado este 

trabalho, modificação da sua estrutura poderia levar a um 

produto mais eficiente e conduzir o controle para um método 

mais seguro e eficaz.

Além do controle biológico, um dos objetivos 

da obtenção de microrganismos antagônicos a diveross patôge 

nos é a implementação do controle integrado e B. ò u b t l t - iò  

apresenta mais uma característica importante que ê a compa

tibilidade com fungicidas, como demonstrado por PUSEY et 

alii (1986).
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6. CONCLUSÕES

- Na superfície das plantas de arroz (folhas, sementes e 
raízes) e no solo onde essas plantas se desenvolvem 
existe uma grande quantidade de microrganismos antagõn^ 
cos a ?yfilc.u.tah.ia o f iy zaz ;

- Dos microrganismos isolados das plantas de arroz os 
mais eficientes em inibir P, ofiijzaz são todas da espé
cie Bac-ÍZZuò òtxbt-ít-iò , sendo que atuam através da anti- 
biose, isto é, produção de antibióticos;

- Os isolados de 8 . òubt^LZZò selecionados mantiveram a via 
bilidade por, pelo menos, 1 e 2 anos, quando preservados 
em solo e água estéril, respectivamente;

- Os antibióticos produzidos por B. ò a b t l l l ò  inibem in 
vitro tanto o crescimento micelial como a germinação 
dos conídios de P. o f iy za z , sendo que muitos tubos germi 
nativos são deformados;

- A multiplicação de B. ò u b t l l l i , em meio líquido (BD) com 
e sem agitação constante, libera metabólitos em concen
tração suficiente para inibir completamente o crescimen 
to micelial de P. ofitjzao., após um dia de incubação;
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A capacidade de B. em inibir o crescimento mi-
celial de P. o ^ y z a í  e influenciada pelas condições de 
luminosidade, sendo a luz fluorescente e o escuro mais 
apropriadas e a próximo do ultravioleta prejudicial;

As substâncias antagônicas liberadas por B. é u b t i í Z i ,  
apresentam termoestabilidade e alta eficiência em ini
bir P. oAí/zag, in vitro;

0 conjunto dos resultados permite concluir que as pers
pectivas de controle biológico da Brusone do arroz cora
8 . e/ou seus metabõlitos antagônicos são pro
missoras .
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APENDICE 1. Codigo, origem e capacidade dos microrganismos antagonicos que 
apareceram ao acaso nos diversos trabalhos de Laboratorio do 
Departamento de Fitopatologia da ESALQ/USP, em causar antibio- 
se a Py^cuícuvia ofiyzao,.

2Isolado

Codigo Origem
Antibiose^

AP-1 Junto a P. oh.yza.2. em testes de esporulação +
AP-2 Folha de eucalipto com CylÁ,ndAocZa.ciitm +

AP-3 Folha de eucalipto com CyZÃ.ndh.O(lZ(ldÁMm +
AP-4 Semente de feijão com MacAophom-tna phci6ío£Á.na +

AP-5 Semente de feijão com M. phcü&oLína +
A P - 6  Junto a P. o^yzao. em testes de esporulação +
AP-7 Junto a RhÁ-zoctoyiia ò o la n l  +

A P - 8  Junto a P. Ofiyza.0. em testes de esporulação +
AP-9 Folha de eucalipto com CyLindA.ocI.adlum

AP-10 Folha de eucalipto com Cyt^ndAocZadúm

AP-11 Folha de eucalipto com CyLindAocJiaíiiim  +

AP-12 Semente de feijão com M. phcU>2.olÃ.na +

AP-13 Semente de feijão com M. phcU>e,oLina +

AP-14 Folha de eucalipto com CyZÃ.ndAocZadyium +

AP-15 Junto a P. OKyzaz em testes de esporulação +
AP-16 Junto a P. OfiyzdZ em testes de esporulação +
AP-17 Junto a P. Oh.yza.0. em testes de esporulação +
AP-18 Semente de feijão com M. phcU>e.oLína +
AP-19 Junto a TnlchodoAma +

AP-20 Folha de milho com HeImZntho6poAÁ.um +
AP-21 Junto a P. Ofiyzaz em testes de esporulação +
AP-22 Junto a P. Oh.yza.2. em testes de esporulação
AP-23 Folha de milho com Helm^nthoòpohxnm +

AP-24 Junto a P. Oh.yzCLQ. em testes de esporulação +
AP-25 Junto a P. ofiyzao, em testes de esporulação +
AP-26 Folha de eucalipto com CylÁ.ndAocl.adÃum

AP-27 Junto a P. ohyzao. em testes de esporulação +

continua...
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APÊNDICE 1. Continuação

2Isolado
•j

(ocligo Origem
Antibiose^

AP-28 Folha de eucalipto com CyZlnd/LOcZadium +

AP-29 Junto a P. OAyzaí em testes de esporulaçao +
AP-30 Junto a P. OH.yzaz em testes de esporulaçao +
AP-31 Junto a P. OA.yzaí em testes de esporulaçao +
AP-32 Folha de eucalipto cora CylÁ-ndAocÂadlim +

AP-33 Folha de eucalipto com CytÃ.nd/LoaZadÃÁm +
AP-3A Folha de eucalipto com CyLincUiocZadLium +
AP-35 Junto a P. OfiyzCLQ. em testes de esporulaçao +

^(+) presença de antibiose a P. ofiyzao.

(-) ausência de antibiose a P. OAyzdZ
2 . . . -  . .Microrganismos isolados e testados quanto a antibiose a P. OfiyzdQ.

entre 06/08/84 e 20/11/84 

^ AP - Antagonista a P. OAyzae.
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APÊNDICE 2. código, origem e capacidade dos m i c r o r g a n i s m o s  isolados de 
plantas de arroz coletadas no m u n i c í p i o  de Boa E s p erança do 
Sul-SP e de sementes da variedade Agu l h a  Precoce originarias 
do município de Campinas-SP, e m  causar a n tibiose a P y fv ic .u J ía Á Ã / X  

ofiyzao..

Isolado^ . . 1  -----------------------------------------------------------------  Antibiose- . 3 Codigo Origem

AP-36 Folha de arroz +
AT-37 Folha de arroz +
AP-38 Folha de arroz +
AP-39 Folha de arroz +
AP-40 Folha de arroz +
AP-41 Folha de arroz +
AP-42 Folha de arroz +
AP-43 Folha de arroz +
AP-44 Folha de arroz +

AP-45 Folha de arroz +
AP-46 Folha de arroz +
AP-47 Folha de arroz +
AP-48 Folha de arroz +
AP-49 Folha de arroz +
A P - 50 Folha de arroz +
AP-51 Folha de arroz +
AP-52 Folha de arroz +
AP-53 Folha de arroz +
AP-54 Raiz de arroz +
AP-55 Raiz de arroz +
AP-56 Raiz de arroz +
AP-57 Folha de arroz +
AP-58 Folha de arroz +
AP-59 Folha de arroz +
AP-60 Folha de arroz +
AP-61 Folha de arroz +

Continua...
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APÊNDICE 2. Continuação

2Isolado ^
Antibiose

Codigo^ Origem

AP-62 Raiz de arroz -

AP-63 Raiz de arroz +

AP-64 Raiz de arroz +

AP-65 Raiz de arroz +

A P - 6  6 Raiz de arroz +

AP-67 Folha de arroz +

A P - 6  8 Folha de arroz +

AP-69 Folha de arroz +

AP-70 Folha de arroz +
A P - 71 Folha de arroz +
AP-72 Raiz de arroz +
AP-73 Semente de arroz da variedade Agulha Precoce +
AP-74 Raiz de arroz +
AP-75 Semente de arroz da variedade Agulha Precoce +
AP-76 Semente de arroz da variedade Agulha Precoce +
AP-77 Semente de arroz da variedade Agulha Precoce +
AP-78 Semente de arroz da variedade Agulha Precoce +
AP-79 Semente de arroz da variedade Agulha Precoce +
AP-80 Semente de arroz da variedade Agulha Precoce +
AP-81 Folha de arroz +
AP-82 Folha de arroz +
AP-83 Folha de arroz +
AP-84 Folha de arroz +
AP-85 Folha de arroz +
A P - 8 6 Folha de arroz +
AP-87 Folha de arroz +
A P - 8 8 Folha de arroz +

Continua...
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APÊNDICE 2. Continuaçao.

2Isolado
- . 3 Codigo Origem

/intiDiubc

AP-89 Folha de arroz +

AP-90 Folha de arroz +

AP-91 Folha de arroz +

^( + ) presença de antibiose a P. OAyzae.
(-) ausência de antibiose a P. Ofiyzdt

2 . .Microrganismos isolados e testados quanto a antibiose a P. OAyzaz
entre 20/11/84 e 29/12/84.

AP - Antagonista a P. onyzaz
3
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APÊNDICE 3. código, origem e capacidade dos microrganismos isolados de
plantas de arroz coletadas no município de Jaboticabal-SP, em
causar antibiose a PyfLÍCuZoAla o f ty z a z .

2Isolado . . 1 ------------------------------------------------------------ — ---Antibiose- . 3Codigo 'Origem

AP-92 Folha de arroz +
'a p -93 Folha de arroz +
AP-94 Folha de arroz +

AP-95 Folha de arroz +
AP-96 Folha de arroz +

AP-97 Folha de arroz +
A P - 9 8 Folha de arroz -

AP-99 Folha de arroz +
AP-lOO Folha de arroz +
AP-101 Folha de arroz +
A P - 102 Folha de arroz -

AP-103 Folha de arroz -
AP-104 Folha de arroz +

AP-105 Folha de arroz +
AP-106 Folha de arroz +

AP-107 Folha de arroz +

AP-108 Folha de arroz +
AP-109 Folha de arroz +
AP-110 Folha de arroz +
AP-111 Folha de arroz +
AP-112 Folha de arroz +

AP-113 Folha de arroz +
AP-114 Folha de arroz +

AP-115 Folha de arroz +
AP-116 Folha de arroz +
AP-117 Folha de arroz +
AP-118 Folha de arroz +

Continua.
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APÊNDICE 3. Continuaçao.

Isolado^ . . I 
-------------------------------------------------------------------  Antibiose

Codigo Origem

AP-119 Folha de arroz +
A P - 120 Folha de arroz +
AP-121 Folha de arroz +
AP-122 Folha de arroz -
AP-123 Folha de arroz +
AP-124 Folha de arroz +
AP-125 Folha de arroz -
AP-126 Raiz de arroz +
AP-127 Folha de arroz -
AP-128 Folha de arroz +
AP-129 Raiz de arroz -
AP-130 Raiz de arroz +
AP-131 Folha de arroz +
AP-132 Folha de arroz +
AP-133 Folha de arroz +
AP-134 Folha de arroz +
AP-135 Folha de arroz +

^(+) presença de antibiose a P. ofigzat
(-) ausência de antibiose a P. oHyzaQ.
Microrganismos isolados e testados quanto ã antibiose a P. Ofiyzaz entre 
08/01/85 a 21/01/85.

AP = Antagonista a P. oryzae.3
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APÊNDICE 4. CSdigo, origem e capacidade dos microrganismos isolados de
plantas de arroz coletadas no município de Matao-SP, em causar
antibiose a P y fU c ü ía Â Ã jx  o A y z a t .

Isolado Antibiose
Codigo' Origem

AP-136
AP-137
AP-138
AP-139
AP-140
AP-141
AP-142
AP-143
AP-144
AP-145
AP-146
AP-147
AP-148
AP-149
AP-150
AP-151
AP-152
AP-153
AP-154
AP-155
AP-156
AP-157
AP-158
AP-159
AP-160
AP-161
AP-162

Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Raiz de arroz 
Raiz de arroz 
Raiz de arroz 
Raiz de arroz 
Raiz de arroz 
Raiz de arroz 
Raiz de arroz 
Raiz de arroz 
Raiz de arroz 
Raiz de arroz 
Raiz de arroz

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+
+

Continua . . .
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APÊNDICE 4. Continuação.

Isolado

código" Origem
-Antibiose

AP-163 Raiz de arroz +
AP-164 Raiz de arroz +
AP-165 Raiz de arroz +

AP-166 Raiz de arroz +

AP-167 Raiz de arroz +
AP-168 Raiz de arroz +
AP-169 Raiz de arroz -

AP-170 Raiz de arroz +

(+) presença de antibiose a P. OfiyzdQ,

(-) ausência de antibiose a P. üfiyzdd
Microrganismos isolados e testados quanto a antibiose a P. OfltjzaQ, 

entre 08/01/85 e 21/01/85.

AP = Antagonista a P. ofiyzao.
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APÊNDICE 5. código, origem e capacidade dos microrganismos isolados de
plantas de arroz coletadas no município de Rio Claro-SP, em
causar antibiose a VyKÂ.C.llt0Juj0i ofiyzae..

Codigo Origem
Antibiose

AP-171 Folha de arroz
AP-172 Folha de arroz
AP-173 Folha de arroz +
AP-174 Raiz de arroz
AP-175 Folha de arroz +
AP-176 Folha de arroz
AP-177 Folha de árroz
AP-178 Folha de arroz +
AP-179 Folha de arroz -
AP-180 Folha de arroz
AP-181 Folha de arroz +
AP-182 Folha de arroz +
AP-183 Folha de arroz +
AP-184 Folha de arroz +
AP-185 Folha de arroz
AP-186 Folha de arroz
AP-187 Folha de arroz +
AP-188 Raiz de arroz +
AP-189 Raiz de arroz +
AP-190 Raiz de arroz +
AP-191 Raiz de arroz +
AP-192 Raiz de arroz +
AP-193 Raiz de arroz +
AP-194 Raiz de arroz
AP-195 Raiz de arroz +
AP-196 Raiz de arroz +
AP-197 Folha de arroz

Continua ,..
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APÊNDICE 5. Continuaçao

2
Isolado

________________  o Q PL  X  U  J. ^  C-- 3 Codigo Origem

AP-198 Raiz de arroz +

AP-199 Folha de arroz +

AP-200 Folha de arroz +

AP-201 Raiz de arroz -

AP-202 Folha de arroz +

AP-203 Folha de arroz +

AP-204 Folha de arroz +

AP-205 Folha de arroz +

AP-206 Folha de arroz +

AP-207 Folha de arroz +
AP-208 Folha de arroz -

AP-209 Folha de arroz +

AP-210 Folha de arroz +

AP-211 Folha de arroz -

AP-212 Folha de arroz +

AP-213 Raiz de arroz +

AP-214 Folha de arroz +

AP-215 Folha de arroz +

AP-216 Folha de arroz +

AP-217 Folha de arroz -

AP-218 Folha de arroz -

AP-219 Folha de arroz +

AP-220 Folha de arroz +

AP-221 Folha de arroz -

AP-222 Solo de arroz -

AP-223 Solo de arroz -

AP-224 Solo de arroz -
AP-225 Solo de arroz -
AP-226 Solo de arroz -

Continua...



APÊNDICE 5. Continuaçao.
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Isolado
Codigo' Origem

Antibiose

AP-227 Solo de arroz +

a t- a í B) Solo de arroz -

AP-??9 Solo de arroz +

AP-230 Solo de arroz +

AP-231 Solo de arroz -

AP-232 Semente de arroz -

AP-233 Semente de arroz +

AP-234 Semente de arroz -

AP-235 Semente de arroz -

AP-236 Semente de arroz -
AP-237 Semente de arroz -

AP-238 Semente de arroz -

AP-239 Semente de arroz -

AP-240 Semente de arroz -

AP-241 Semente de arroz -

AP-242 Semente de arroz -

AP-243 Semente de arroz -

AP-244 Semente de arroz +

AP-245 Semente de arroz -

AP-246 Semente de arroz +

AP-247 Semente de arroz -

AP-248 Raiz de arroz +

AP-249 Raiz de arroz +

AP-250 Raiz de arroz +

AP-251 Raiz de arroz +

AP-252 Raiz de arroz +

AP-253 Raiz de arroz -
AP-254 Raiz de arroz +

AP-255 Raiz de arroz +
Continua..
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Isolado Antibiose
Codigo' Origem

AP-256 Folha de arroz -

AP-257 Raiz de arroz +

AP-258 Folha de arroz -

AP-259 Raiz de arroz -

AP-260 Raiz de arroz -

AP-261 Folha de arroz +

AP-262 Raiz de arroz +

AP-263 Folha de arroz -

AP-264 Raiz de arroz +
AP-265 Folha de arroz +
AP-266 Folha de arroz +

AP-267 Folha de arroz -

AP-268 Raiz de arroz +

AP-269 Raiz de arroz -
AP-270 Folha de arroz +

AP-271 Raiz de arroz +
AP-272 Raiz de arroz -

AP-273 Raiz de arroz +

AP-274 Raiz de arroz -

AP-275 Raiz de arroz +

AP-276 Raiz de arroz +

AP-277 Raiz de arroz +
AP-278 Raiz de arroz +

AP-279 Raiz de arroz +
AP-280 Folha de arroz -

AP-281 Folha de arroz +
AP-282 Folha de arroz -
AP-283 Folha de arroz -
AP-284 Folha de arroz +

Continua...
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APÊNDICE 5. Continuaçao.

3Codigo Origem

AP-285 Folha de arroz -
AP-286 Folha de arroz +
AP-287 Folha de arroz +
AP-288 Folha de arroz -
AP-289 Folha de arroz -
AP-290 Folha de arroz +
AP-291 Folha de arroz -
AP-292 Folha de arroz +
AP-293 Semente de arroz +
AP-294 Folha de arroz +
AP-295 Folha de arroz +
AP-296 Folha de arroz +
AP-297 Folha de arroz +
AP-298 Folha de arroz +
AP-299 Folha de arroz +
AP-300 Folha de arroz +
AP-301 Folha de arroz +
AP-302 Folha de arroz +
AP-303 Folha de arroz -
AP-304 Folha de arroz -
AP-305 Folha de arroz -
AP-306 Folha de arroz +
AP-307 Folha de arroz -
AP-308 Raiz de arroz -
AP-309 Raiz de arroz -
AP-310 Raiz de arroz -
AP-311 Raiz de arroz -
AP-312 Raiz de arroz +
AP-313 Raiz de arroz +

Continua...
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Isolado^
Codigo^ Origem

Z-VliLXUlUoc

AP-314 Raiz de arroz -

AP-315 Raiz de arroz -
AP-316 Raiz de arroz -

A P - 3 17 Raiz de arroz +

AP-318 Raiz de arroz -

A P - 3 19 Raiz de arroz +
A P - 3 20 Raiz de arroz -
AP-321 Raiz de arroz +
AP-322 Raiz de arroz +
AP-323 Raiz de arroz +
AP-324 Folha de arroz +

AP-325 Folha de arroz +

AP-326 Folha de arroz +
AP-327 Raiz de arroz -
AP-328 Folha de arroz +

AP-329 Folha de arroz +
AP-330 Folha de arroz -

AP-331 Folha de arroz +

AP-332 Folha de arroz +
AP-333 Folha de arroz +

AP-334 Folha de arroz +
AP-335 Raiz de arroz +
AP-336 Raiz de arroz +
AP-337 Folha de arroz -
AP-338 Folha de arroz +

AP-339 Folha de arroz +
AP-3A0 Folha de arroz +
AP-341 Folha de arroz -

Continua ...
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ATÊNDICE 5. Continuaçao.

2
Isolado A ^ -------------------------------------------------------------------  Antibiose

â P - j 42 Folha de arroz +

AT-3A3 Folha de arroz +

AP-34 •> Folha de arroz +

AP-345 Folha de arroz +
AP-346 Folha de arroz +
AP-347 Folha de arroz -
AP-348 Folha de arroz +

AP-349 Folha de arroz +

^ (+) presença de antibiose a P. OfLlJZCiQ,

(-) ausência de antibiose P. OAt/zae.
2  ̂ .Microrganismos isolados e testados quanto a antibiose a P. ofiyzao.

entre 14/01/85 a 31/01/85

AP = Antagonista a P. ofiyzao.
3
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APÊNDICE 6. código, origem e capacidade dos microrganismos isolados de
plantas de arroz coletadas no município de Piracicaba-SP, em
causar antibiose a ?yK.{C.ixíaMjjX ofitjzao,.

Isolado
Antibiose

Codigo' Origem

AP-350
AP-351
AP-352
AP-353
AP-354
AP-355
AP-356
AP-357
AP-358
AP-359
AP-360
AP-361
AP-362
AP-363
AP-364
AP-365
AP-366
AP-367
AP-368
AP-369:
AP-370
AP-371
AP-372
AP-373
AP-374
AP-375
AP-376

Semente de arroz 
Semente de arroz 
Semente de arroz 
Semente de arroz 
Semente de arroz 
Semente de arroz 
Semente de arroz 
Semente de arroz 
Semente de arroz 
Semente de arroz 
Semente de arroz 
Semente de arroz 
Semente de arroz 
Semente de arroz 
Semente de arroz 
Semente de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz 
Folha de arroz

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+

+
+
+

Continua ...
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APÊNDICE 6. Continuaçao.

Isolado

Codigo' Origem
Antibiose

AP-377 Folha de arroz -
AP-378 Raiz de arroz +

AP-379 Raiz de arroz +

AP-380 Raiz de arroz +

AP-381 Raiz de arroz +

AP-382 Raiz de arroz -
AP-383 Raiz de arroz -
AP-384 Raiz de arroz -
AP-385 Raiz de arroz +
AP-386 Raiz de arroz +

(+) presença de antibiose a P. OfitjzdZ.

(-) ausência de antibiose a P. OfiyzdQ.

Microrgasnismos isolados e testados quanto ã antibiose a P. Oh.yzaz 

entre 06/02/85 e 14/03/85

AP = Anatagonista a P. ofiyzciQ,
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APÊNDICE 7. código, origem e capacidade dos microrganismos isolados de
plantas de arroz coletadas no município de Goiânia-GO, em cau
sar antibiose a PynÁ-CulMAÂM. oAyzae..

Isolado

código' Origem
Antibiose

AP-387 Folha de arroz +
AP-388 Folha de arroz +

AP-389 Folha de arroz +

AP-390 Folha de arroz +

AP-391 Folha de arroz +
AP-392 Folha de arroz +
AP-393 Folha de arroz +

AP-394 Folha de arroz +
AP-395 Folha de arroz +
AP-396 Folha de arroz +

AP-397 Folha de arroz +
AP-398 Folha de arroz +

AP-399 Folha de arroz -
AP-400 Folha de arroz +

AP-401 Folha de arroz +
AP-402 Folha de arroz +
AP-403 Folha de arroz -

AP-404 Folha de arroz +
AP-405 Folha de arroz +
AP-406 Folha de arroz +
AP-407 Folha de arroz +
AP-408 Folha de arroz -
AP-409 Folha de arroz +
AP-410 Folha de arroz -

AP-411 Folha de arroz +
AP-412 Folha de arroz -
AP-413 Folha de arroz +

AP-414 Folha de arroz +
Continua ...
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APÊNDICE 7. Continuaçao.

Isolado

Codigo' Origem
Antibiose

AP-415
AP-416
AP-417
AP-418
AP-419
AP-420
AP-421
AP-422
AP-423
AP-424
AP-425
AP-426
AP-427
AP-428
AP-429
AP-430
AP-431
AP-432
AP-433
AP-434
AP-435
AP-436

Folha de arroz +

Folha de arroz -

Folha de arroz +

Folha de arroz +
Folha de arroz +
Folha de arroz +
Folha de arroz -
Folha de arroz +
Folha de arroz -
Folha de arroz +
Folha de arroz +
Folha de arroz +
Folha de arroz +
Folha de arroz -
Folha de arroz +
Folha de arroz -
Folha de arroz +
Folha de arroz -
Folha de arroz +
Folha de arroz -
Folha de arroz -
Folha de arroz +

^ C+) presença de antibiose a P. ofiyzao,
( - ) ausência de antibiose a P. ohyzao.
Microrganismos isolados e testados quanto à antibiose a P. oAyzae, 
entre 07/03/85 e 23/03/85

AP = Antagonista a P. oAyzae.
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APÊNDICE 8. Codigo, origem e capacidade dos microrganismos isolados de
plantas de arroz coletadas no município de Ribeirão Preto- SP,
em causar antibiose a ?yhÂ.cuZa/uXL o fiy z o iZ .

2Isolado
código^ Origem

AnuiDiose

AP-437 Folha de arroz -
AP-438 Folha de arroz +
AP-439 Folha de arroz +
AP-440 Folha de arroz -
AP-441 Folha de arroz -
AP-442 Folha de arroz +
AP-443 Folha de arroz -
AP-444 Folha de arroz +
AP-445 Folha de arro -
AP-446 Folha de arroz -
AP-447 Folha de arroz -
AP-448 Folha de arroz +
AP-449 Folha de arroz -
AP-450 Folha de arroz -
AP-451 Folha de arroz +
AP-452 Folha de arroz -
AP-453 Folha de arroz -
AP-454 Folha de arroz -
AP-455 Folha de arroz -
AP-456 Folha de arroz -
AP-457 Folha de arroz +
AP-458 Folha de arroz -
AP-459 Folha de arroz +
AP-460 Folha de arroz +
AP-461 Folha de arroz +
AP-462 Folha de arroz +
AP-463 Folha de arroz +

Continua . . .
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APÊNDICE 8. Continuaçao.

Isolado

Codigo' Origem
Antibiose

AP-464 Folha de arroz +

AP-465 Folha de arroz +

AP-466 Folha de arroz +

AP-467 Folha de arroz +
AP-468 Folha de arroz +

AP-469 Folha de arroz +
AP-470 Folha de arroz +
AP-471 Folha de arroz +
AP-472 Folha de arroz +

(+) presença de antibiose a P. Ô ijzae.
(-) ausência de antibiose a P. OA.yzae.
Microrgasnismos isolados e testados quanto a antibiose a P. ofiyzao, 

entre 09/03/85 a 28/03/85

AP = Antagonista a P. Ô yzae.
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APÊNDICE 9. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de PyHÃ.CU- 
laA Ã JX  O f iy z a Z , in vítro > avaliado através da porcentagem de 
inibição e da relaçao entre a porcentagem de inibição e o cre^  
cimento do antagonista

Isolado
Inibição de 
P. ofiyzaz  

(%)

Porcentagem de inibição/ 
crescimento do antagonista

AP-1 24,59 0,71
A P - 2 14,71 1,36
AP-3 29,08 0,79
AP-5 2 0 , 1 0 0,61
AP-7 15,61 0,62
A P - 8 18,30 0 , 6 6

A P - 11 25,49 0 , 8 6

A P - 12 2 1 ,2 ^ 0,99
AP-13 24,59 0,91
A P - 15 22,79 0,75
A P - 16 19,20 0 , 6 6

A P - 2 4 7,53 0,27
AP-25 25,49 0,85
AP-27 21,89 :0,91
AP-28 24,59 0 , 6 8

AP-31 21,89 0,78
AP-33 28,18 0,85
AP-36 22,80 0,63
AP-37 21,90 0,58
AP-38 21,90 0,74

Os isolados AP-4, A P - 6 , AP-14, AP-17, AP-18, AP-19, AP-20, AP-21, AP-22, 
AP-23, AP-29, AP-32 e AP-35, tambem foram incluidos nos testes, mas não 
apresentaram paralisaçao no crescimento de P. Ofiijzaz. Ensaio realizado 
entre 01/04/85 e 17/04/85.



. 125 .

APÊNDICE 10. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de PyAÃ.CU 
ZoAajx OAyza.0., ín vitro » avaliado através da porcentagem de 
inibição e da relaçao entre a porcentagem de inibição e _ o 
crescimento do antagonista

Inibição de Porcentagem de inibição/
Isolado P. ofiyzae. crescimento do <antâgonista

AP-39 17,37 0,71
AP-40 20,89 0,63
AP-41 14,73 0,50
AP-42 23,52 0,57
AP-43 17,37 0,57
AP-44 17,37 0,45
AP-45 17,37 0,46
AP-46 2 0 , 0 1 0,55
AP-47 21,77 0,62
AP-48 20,89 0,67

^ Ensaio realizado entre 12/04/85 e 19/04/85.
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APÊNDICE 11. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de ?yHÃ.<lU 
toJiÀJX OAyzaí, in vitro , avaliado através da porcentagem de 
inibição e da relação entre a porcentagem de inibição e o 
crescimento do a n t a g o n i s t a ^ .

Isolado
Inibição de 
P. oh,yzan 

(%)

Porcentagem de inibição/ 
crescimento do antagonista

AP-49 25,44 0,84
AP-50 22,81 0,70
A P - 51 26,32 0,84
AP-53 14,63 0,55
AP-54 21,38 0,59
AP-55 18,42 0,57
AP-56 9,65 0,32

AP-57 24,39 0,53
AP-58 18,70 0,52

AP-59 19,51 0,55
AP-60 23,58 0,56
AP-61 17,07 0,41
AP-63 15,44 0,39
AP-64 21,14 0,54
AP-65 15,44 0,42
A P - 6 6 13,82 0,36
AP-67 18,70 0,50
AP-69 18,70 0,49
A P - 70 1 2 , 2 0 0,41

AP-71 12,19 0,37
AP-72 13,01 0,55
AP-73 17,07 0,50
AP-74 20,32 0,53
AP-75 17,07 0,51
AP-7 6 20,32 0,65
A P - 7 7 17,89 0,54

^ 0 isolado AP-52 foi inclu ido no teste nao apresentando paralizaçao no
crescimento de P. ofiyzao.. Ensaio realizado entre 17/04/85 e 25/04/85.
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A P ÊNDICE 12. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de VyhÁ.- 
caZcOvia O K yzaí, In vitro , avaliado através da porcentagem de 
inibição e da relaçao entre a porcentagem de inibição e o 
crescimento do a n t a gonista^.

Isolado
Inibição de 
P. ofiyzaz  

(%)

Porcentagem de inibição/ 
crescimento do antagonista

A P - 6 8 13,52 0,49
AP-78 15,06 0,69
AP-79 18,15 0,52
AP-80 16,61 0,54
AP-81 12,75 0,37
AP-82 15,84 0,47
AP-83 18,93 0,61
AP-84 18,15 0,59
AP-85 18,93 0,65
A P - 8 6 16,61 0,64
AP-87 16,61 0,56
A P - 8 8 18,15 0,55
AP-89 14,29 0,44
AP-90 18,93 0,60
AP-91 19,70 0,91
AP-92 17,38 0,65
AP-93 16,61 0,59

Ensaio realizado entre 19/04/85 e 28/04/85.
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APÊNDICE 13. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de PynJ^CU 
taAÃ.0. 0H.yza.Q-, in vitro , avaliado através da porcentagem de 
inibição e da relaçao entre porcentagem de inibição e o
crescimento do antagonista 1 .

Isolado
Inibição de Porcentagem de inibição/
P. oAyzae.

(%) crescimento do antagonista

AP-95 13,29 0,48
AP-97 14,85 0,42
AP-99 20,32 0,64
AP-100 19,54 0,61
A P - 105 23,45 0,61
AP-106 17,98 0,54
AP-108 17,98 0,52
AP-109 2 1 , 8 8 0 , 6 6

AP-110 23,44 0,64
AP-115 23,44 0,65

^ 0 isolado AP-101 foi incluido no teste, não apresentando paralizaçao no
crescimento de P. OAyzae.. Ensaio realizado entre 25/04/85 e 04/05/85.
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APÊNDICE 14. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de Pí/ÂÃ.CU 
tcOvia OAyzaí, in vitro > avaliado através da porcentagem de 
inibição e da relaçao entre a porcentagem de inibição e o
crescimento do antagonista

Isolado
Inibição de 
P. ofiyzae. 

(%)

Porcentagem de inibição/ 

crescimento do antagonista

AP-111 19,41 0,76
AP-112 17,84 0,74
AP-117 19,41 0,65
AP-118 15,49 0,62
AP-119 20,97 0,81
A P - 120 20,97 0 , 6 8

AP-121 20,19 0,93
AP-123 20,97 0,78
AP-124 16,27 0,81
AP-126 19,40 0,87
AP-128 21,76 0,76
AP-129 16,28 0,62
AP-130 16,27 0,62
AP-131 18,62 0,94
AP-133 17,06 0,79
AP-134 18,62 0,91
AP-135 19,41 0,87
AP-136 17,85 0,74
AP-137 23,32 0 , 8 8

AP-138 20,19 0,75
AP-139 20,19 0,74
AP-140 19,41 0,69
AP-141 19,41 0,73
AP-144 20,19 0,76
AP-145 17,06 0,67
AP-146 17,06 0,64
AP-147 19,41 0,80
AP-148 20,19 0,99

Continua



APÊNDICE 14. Continuaçao.

. 1 3 0 ,

•Inibição de Porcentagem de inibição/
Isolado P. ofiy zat

(%) crescimento do antagonista

AP-149 20,19 0 , 8 6

AP-150 24,88 0,90

Os isolados AP-127, AP-143 e AP-151 foram incluidos no teste, nao apre 
sentando paralizaçao no crescimento de P. Ofiyzaz. Ensaio realizado 
entre 29/04/85 e 08/05/85.
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^ Ê N D I C E  15. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de Pyfú.C.U 
taJvia. O A yzaí, in vitro , avaliado através da porcentagem de 
inibição e da relaçao entre a porcentagem de inibição e o 
crescimento do antagonista

Isolado
Xnibiçao de 
P. ofiyzae. 
(%)

Porcentagem de inibição/ 
crescimento do antagonista

AP-152 17,67 0,54
AP-156 11,62 0,61
AP-157 19,19 0,64
AP-158 16,67 0,73
AP-159 17,51 0,61
AP-160 12,46 0,59
AP-161 13,30 0,47
AP-162 16,67 0,51
AP-164 19,19 0,55
AP-165 20,03 0,61
AP-166 14,14 0,43
AP-167 13,30 0,49
AP-168 17,51 0,65
AP-170 9,09 0,38
AP-173 16,67 0,50
AP-175 13,30 0,64
AP-176 10,77 0,45
AP-178 18,35 0,59
AP-181 19,19 0,64
AP-182 11,62 0,39

^ 0 isolado AP-153 foi incluido no teste, nao apresentando paralizaçao no
crescimento de P. OfiyzOiQ,. Ensaio realizado entre 02/05/85 e 12/05/85.
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APÊNDICE 16. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de ?yfU.CU 
I oAájOí OfLyzaO., ín vitro > avaliado através da porcentagem de 
inibição e da relaçao entre a porcentagem de inibição e o 
crescimento do antagonista

Isolado
Inibição de 
P. oKyzaz 
(%)

Porcentagem de inibição/ 

crescimento do antagonista

AP-183 26,72 0,83
AP-187 21,38 0,65
AP-190 21,38 0 , 6 6

AP-192 24,43 0,85
AP-195 20,61 0,59
AP-198 19,85 1 , 0 2

AP-199 23,67 0,77
AP-200 19,85 0,74
AP-202 23,67 0,73
AP-203 14,51 0,99
AP-204 18,32 1,49
AP-205 14,51 1,05
AP-206 23,67 0,75
AP-209 19,85 0,83
AP-210 22,90 1 , 0 0

AP-212 17,56 1,03
AP-213 18,32 0,97
AP-214 21,38 0,76
AP-215 20,61 0,60
AP-216 19,85 0 , 6 6

AP-219 1 2 , 2 2 0,91
AP-223 26,17 0,67
AP-238 12,98 0,77
AP-239 21,38 0 , 6 6

AP-249 19,85 0 , 6 6

AP-250 19,09 1,38
AP-252 16,80 0,54
AP-255 21,38 0,70

Continua



APÊNDICE 16. Continuaçao.
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inibição de Porcentagem de inibição/
Isolado P. ofLyzae,

(%) crescimento do antagonista

AP-257 16,03 0,55
AP-262 23,67 1,53

Os isolados AP-184, AP-188, AP-189, AP-193, AP-196, AP-220, AP-229, 
AP-230, AP-244, AP-246 e AP-264, foram incluidos no teste, não apre
sentando paralizaçao no crescimento de P. OAyzat. Ensaio realizado 
entre 12/05/85 e 21/05/85.
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APÊNDICE 17. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de PyhÁ,CU 
Z-OJvLol ofiyzdQ,, ín vitro > avaliado através da porcentagem de 
inibição e da relaçao entre a porcentagem de inibição e o
crescimento do antagonista

Isolado
Inibição de 
P. on gzaz  
(%)

Porcentagem de inibição/ 

crescimento do antagonista

AP-275 22,05 0,71
A P . 276 23,52 0,80
AP-277 22,79 0,75
AP-281 22,79 0,81
AP-284 19,11 0,73
AP-286 24,99 0,77
AP-287 2 1 ,2 0 0,87
AP-289 21,32 0,71
AP-290 18,38 0 , 6 8

AP-292 19,85 0,65
AP-293 17,64 0,94
AP-294 13,23 0,51
AP-296 11,76 0,82
AP-297 20,58 0,56
AP-302 21,32 0,52
AP-321 24,26 0,79
AP-322 22,79 0,84
AP-323 25,00 0,83
AP-324 22,79 0 , 8 6

AP-325 25,73 0,67
AP-326 24,26 1 , 1 1

AP-328 24,99 0,84
AP-329 19,85 0,72
AP-331 22,05 2,14
AP-332 26,47 0,74
AP-338 18,37 0,62

Continua
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Inibição de Porcentagem de inibição/
Isolado P. oAyzae.

(%) crescimento do antagonista

AP-339 26,47 0,82
AP-340 24,99 0,83

Os isolados AP-278, AP-279, AP-299, SP-300, AP-301, AP-306, AP-313,
AP-317, AP-319, AP-334, AP-335 e AP-336, foram incluidos no teste,
nao apresentando paralizaçao no crescimento de P. OfujzdZ. Ensaio 
realizado entre 15/05/85 e 25/05/85.
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APÊNDICE 18. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de PijfviaUi 
toÂÁXl ofiyzae,, ín vitro , avaliado através da porcentagem de 
inibição e da relação entre a porcentagem de inibição e o 
crescimento do antagonista

Isolado
Inibição de 
P. ofiyzae, 

(%)

Porcentagem de inibição/ 

crescimento do antagonista

AP-343 19,78 0,65
AP-344 23,46 0,89
AP-345 21,98 0,62
AP-348 23,46 0,91
AP-349 25,66 0 , 8 6

AP-350 23,46 0,72
AP-351 24,93 0,67
AP-352 25,66 0,83
AP-353 21,98 0,80
AP-354 24,19 0,70
AP-355 16,83 0,59
AP-356 24,93 0,77
AP-357 23,46 0 , 6 8

AP-358 23,46 0,74
AP-359 23,46 0 , 8 6

AP-363 20,51 0,65
AP-364 21,25 0,92
AP-365 28,61 0,89
AP-366 27,14 0,90
AP-370 23,46 0,72
A P - 3 72 22,72 0,67
AP-373 24,19 0,77
AP-374 21,25 2 , 1 2

AP-378 21,98 0,90
AP-381 21,98 0 , 6 6

Os isolados AP- 
paralizaçao no 
85 e 02/06/85.

346 e AP-380 foram incluidos no teste, nao apresentando 
crescimento de P. ofiyzo.2.. Ensaio realizado entre 23/05/
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APÊNDICE 19. Efeito de antagonistas sobre o crescimento 
íaAÀM. O fiyzat, in vitro , avaliado através 
inibição e da relaçao entire a porcentagem 
crescimento do antagonista .

micelial de PyAÍau 
da porcentagem de 
de inibição e o

Inibição de Porcentagem de inibição/
Isolado P. oAyzaiL

(%) crescimento do antagonista

AP-361 15,90 0,60
AP-386 18,19 1,07
AP-387 15,90 0 , 6 8

AP-389 2 2 , 0 2 0,83
AP-390 21,25 1,23
AP-391 2 2 , 0 2 0,82
AP-392 21,25 1,03
AP-393 23,55 1 , 2 1

AP-394 15,90 1 , 0 1

AP-395 14,37 1,18
AP-397 2 2 , 0 2 0,73
AP-398 14,37 0,67
AP-400 24,31 1,03
AP-402 21,25 1,34
AP-404 19,72 1,35
AP-405 18,96 1,70
AP-406 24,31 0 , 8 6

AP-407 19,72 0,99
AP-409 14,37 1,40
AP-411 2 2 , 0 2 0,71
AP-413 22,78 1,36
AP-415 15,90 1,50
AP-417 18,19 1,60
AP-418 18,96 0,61
AP-419 23,55 0,83
AP-422 19,72 0,78
AP-425 20,49 0,76

Continua
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Isolado
Inibição de 
P. ofiyzaz 

(%)

Porcentagem de inibição/ 
crescimento do antagonista

AP-426 21,25 0,85
AP-427 21,25 1,18
AP-429 24,31 1,59
AP-431 23,55 1,77
AP-433 25,84 0,94
AP-436 2 2 , 0 2 0,91
AP-439 24,31 1,06
AP-442 1 8 , 1 9 1 , 1 1

AP-444 23,55 1,25
AP-448 23,55 0,84
AP-451 20,49 1,14
AP-459 23,55 0 , 8 8

AP-401 25,08 1,85

Os isolados AP-375, AP-388, AP-396, AP-414, AP-438 e AP-457, foram in
cluidos no teste, nao apresentando paralizaçao no crescimento de 
zaa. Ensaio realizado entre 30/05/85 e 09/06/86.
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APÊNDICE 20. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de 
CuZahAM. o A ijza í, in vitro , avaliado através da porcentagem 
de inibição e da relaçao entre porcentagem de inibição e o 
crescimento do antagonista

Isolado
inibição de 
P. oh.yzaz 
(%)

Porcentagem de inibição/ 

crescimento do antagonista

AP-420 30,39 1,28
AP-427 27,71 1 , 0 0

AP-461 27,71 1,04
AP-462 29,05 1,04
AP-463 29,72 1 , 2 1

AP-464 28,38 2 , 0 0

AP-466 26,37 0,90
AP-467 29,72 1,98
AP-469 27,04 0 , 8 6

AP-470 26,37 0,94
AP-471 33,73 1,34
AP-472 29,72 0,81

^ 0 isolado AP-468 foi incluido no teste, nao apresentando paralizaçao no
crescimento de P. QfiyzOiZ. Ensaio realizado entre 02/06/85 e 15/06/85.
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APÊNDICE 21. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de Vyfvi- 
CiitaAÁJX oh.ijzoit, in vitro , avaliado através da p o r c entagem 
de inibição e da relaçao entre a p o r c e n t a g e m  de inibição e o 
crescimento do antagonista.

Isolado
Inibição de 
P. üAyzaz 
(%)

P o r c e n t a g e m  de inibição/ 

crescimento do antagonista

AP-94 23,77 0,79
AP-96 20,03 0,67
AP-104 21,52 0,66
AP-107 20,78 0,86
AP-114 26,01 0,74
AP-116 22,27 0,64
AP-142 22,27 0,58
AP-207 21,52 0,64
AP-333 21,42 0,70
AP-379 9,42 0,50
AP-385 17,04 0,57
AP-460 20,77 0,63
AP-113 23,77 0,73

Ensaio realizado entre 20/06/85 e 02/07/85.
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