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SELECAO DE MICRORGANISMOS ANTAGONICOS A Pyricutaria oryzae
CAV. PARA O CONTROLE UA BRUSONE DO ARROZ (Oryza sativa L.)

Autor: WAGNER BETTIOL

Orientador: Prof. Dr. HIROSHI KIMATI

RESUMO

Levantamentos de microrganismos, a maioria de
solos e de varias partes do arroz, efetuados através de iso-
lamento e teste qualitativo de antagonismo in vitro era
BDA (batata, dextrose, agar) evidenciaran a alta frequéncia de
antagonistas a Pyfilculafila ofiyzae,: 348 de um total de 472
isolados. A maior frequéncia foi obtida de folhas, segui-
da de raizes, sementes e solo. Em todas as localidades amos

tradas foram isolados antagonistas.

utilizando a técnica de cultura dupla (antago
nista vs. P. OAi/zae) e tendo como parametros a porcentagem
de iInibicdo do crescimento micelial do patégeno (PIP) e a
relacdo PIP/crescimento do antagonista, dos 348 isolados com
parados foram selecionados os 27 mais eficientes, de codi-
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,
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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 antagbnica por

pelo menos, 6 meses, 2 anos € um ano, respectivamente-

Para estabelecer a posicdo sistematica dos 27
isolados selecionados, foram determinadas a morfologia
celular, as dimensfes celulares, os aspectos das colbénias em
meio de cultura, o crescimento em diferentes temperaturas,
as reacdes aos métodos de coloracao, as reacbOes a meios sele
tivos e as reacbes bioguimicas, tendo sido verificado que to
dos pertencem a ordem Eubacteriales, familia Bacillaceae, ¢gé

nero BacltZuo e espécie oabtZll&.

0 antagonismo apresentado por Eacltlai,

a P. ofiyzoiz, verificado em todos os ensaios foi do tipo
antibiose. Os antibidticos liberados por 8. “ubtlllo inibem
tanto o crescimento micelial como a germinacdo de conidios
de P. ofiyzao.", conidios germinados podem apresentar tubo ger-
minativo deformado. As substéancias antagbnicas liberadas
por 8. oubtyiZ"0 sao termoestaveis, agem em baixas concentra-
cobes e ndo sao especificas inibindo também o crescimento de

outros fungos.

Mesmo ndo apresentando diferenca estatistica-
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mente significativa, o isolado de B. 6ubtllA-6 de cédigo AP-
150 apresentou comportamento superior aos tratamentos utili-
zados como padrdes (kasugamicina e benomyl) no controle da

Brusone em condicdes de campo em dois anos agricolas (g~86 e

86/87).

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

tZZ-16 e/ou seus metabdlitos s&o promissoras.
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SELECTION OF ANTAGONISTIC MICROORGANISMS TO
Pyricularia ORYZAE CAV. FOR CONTROLLING
RICE (Oryza sativa 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 Pyfilculafila onyzaz 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 g8a-

clllu6

Antibiosis was the mechanism of antagonism
showed by 8. iubtZl-i-i, to P. -Antibiotics secreted
by 8. -iuwt-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, CZado6poAiam and other fungi are also inhibited
by these substances.
Field tests carried out in two consecutive

years (85/86 and 86/87) showed a tendency to confirm the

antagonistic effect of 8. 1abt-iZi-6 against P. ofiyzaz. Isola-

te AP-150 gave better control than the standard, . treatments
(kasugamicin and benomyl). More field trials should be
mperformed in order to obtain more conclusive results to

confirm the potential for utilization of 8. .{LabtlZzl6 and/or

its metabolites in the biological control of rice blast.



1. INTRODUGAO

0 arroz ¢é um cereal de grande iImportancia pa-
ra o Brasil, sendo que no ano de 1984 a producdo brasileira
foi cerca de 9 milhBes de toneladas obtidas em, aproximada —
mente, 5,3 milhdes de hectares, com produtividade média de
1686 kg/ha. A cultura é disseminada por todo o territdorio na
cional, ocupando o terceiro lugar em area colhida e quarto
em valor de producdo (ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL, 1985).
Contudo, no Brasil existem grandes diferencas de produtivida
de, dependentes do sistema de cultivo e dos fatores bioldégi-

cos e socio-econbmicos de cada regiéo.

Sob todas as condicdes de cultivo, a Brusone,
doenca causada por Vyfildalafila ofiyzao. CAV. , € considerada a
mais séria da cultura, tanto por sua larga distribuicdo como
pelo poder de destruicdo, ndo sO no Brasil, mas em todo o]
mundo (CARDOSO & KIMATI, 1980; OU, 1985). O arrozde sequeiro,
que € o mails cultivado no Brasil, estd sujeito a maiores da-
nos decorrentes da Brusone gquando comparado ao sistema de

arroz irrigado (PRABHU, 1980).

Os dados de perdas na producdo de arroz causa



das por P. ofiyzao., no Brasil, sao variaveis, existindo rela-
tos de 9 a 100% (FRATINI & SOAVE, 1974; TOLEDO et alii, 1975;
RIBEIRO, 1976; PRABHU, 1980; PRABHU, 1984), dependentes das
condicdes de cultivo, resisténcia de cultivar e condicdes

climaticas.

As medidas de controle da Brusone do arroz
sdo baseadas, principalmente, na utilizacdo de variedades re
sistentes, de fungicidas e de praticas culturais adequadas
(TOLEDO et alii, 1975; CARDOSO & KIMATI, 1980; RIBEIRO,

1981; OU, 1985).

O controle bioldégico vem, nos ultimos . anos,
despontando como uma das alternativas de controle para va-
rios Fitopatdégenos em culturas de expressdo econdmica. Para
Brusone o primeiro relato é de loshii (1949)~, citado por FU
KUNAGA (1965), que mostra a possibilidade de controle atra-
vés de antibioticos produzidos por CephaZothzcZum spp.. Apés
este relato inumeros estudos, quase a totalidade no Japéao,
buscaram descobrir microrganismos produtores de antibidticos

que controlassem P. oh.yzae., culminando com a selecéo de

Sth.e.ptomyc.20 gh.iiioc.kh.e,moginzd0 e S. ka6ugae.n6Z06 produtores,
respectivamente, de blasticidina S (primeiro antibidético usa-

do exclusivamente para fins agricolas) e kasugamicina (FUKU-

N YOSHIN, 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, 1965; UMEZAWA et alii, 1965 e Okamoto, 19727, 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. 0AY-
zae.

Face ao exposto e levando em consideracdao que
0S produtos usados no controle da Brusone no Brasil sédo to-
dos importados, a alternativa de controle bioldégico, tecnolo
gia ao nosso alcance, por sua caracteristica de facil desco-
berta e baixo custo, € muito atraente. Visando contribuir pa
ra viabilizacdo dessa alternativa, o presente trabalho teve

por objetivos imediatos;

1. realizar o levantamento de microrganismos antag6-
nicos a P. OAyzae. que ocorrem no Brasil;

2 . selecionar os antagonistas mais eficientes em ini
bir P. OAyzae. In Vvitro

3. verificar a producdo de antibidoticos e identifi —
car os antagonistas a nivel de espécie; e

4. avaliar a eficiéncia desses microrganismos no con
trole de patdgenos das sementes de arroz e no con
trole da Brusone, causada por P. oAyzae., em condi
cOes de campo.

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



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Inportancia da cultura do arroz

0 arroz e considerado como planta semi-aquatica
adaptada tanto a clima tropical, como subtropical. As cul-
tivares de arroz das espécies cultivadas {Ofiyza oatlva 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, o0 que
abrange 111 paises de todos os continentes, com excecao da
Antartida (CHANG, 1976) e em altitudes de até 2400 m (CHAN-
DLER JR., 1979) o arroz é a principal fonte alimenticia para
cerca de dois tercos da populacdo mundial. O arroz € o prin
cipal item de alimentacdo para muitos paises da Africa e Amé
rica Latina, inclusive o Brasil. Fornece algo em torno de
um terco das calorias diarias consumidas em varios paises da
Asia, inclusive o Japdo, sendo a principal fonte de protei-
nas para a populacdo deste continente. Ocupa o segundo lu-
gar no mundo em area plantada e produtividade e o0 terceiro

em producdo, entre os principais cereais. Em area é infe-



rior ao trigo, em produtividade ao milho e em producdo a am-
bos (FAGERIA, 1984). Em 1981 a producdo mundial de arroz
foi de 413 milhBes de toneladas contra 458 de trigo e 451
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 a alimentacéo
animal. Assim, o0 arroz revela-se como o primeiro cereal do
mundo em matéria de consumo direto pela humanidade (SY et

alii, 1983b).

A area de arroz plantada no mundo aumentou de
120,1 milhdes de hectares em 1960/61 para 144,9 milhdes de
hectares em 1981/82, o que corresponde a um aumento de 21%.
No mesmo periodo, a producdo 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 producdo mundial do que o aumento da

area.



Mesmo sendo uma cultura amplamente difundida
por todo o territoério brasileiro, a producado nacional esta
concentrada nas regifes Sul, Sudeste e Centro-Oeste. O0s Es-
tados do Rio Grande do Sul, Maranhdo, Goias, Mato Grosso, Mi
nas Gerais, Santa Catarina, S&o Paulo e Mato Grosso do Sul
contribuiram em 1984 com 86,5% da producdo do pais (ANUAriO
ESTATISTICO DO BRASIL, 1985). Embora a producdo brasileira
venha aumentando com o tempo, a produtividade tende a dimi-
nuir devido ao aumento da area cultivada com arroz de sequei
ro (EMBRAPA, 1981) ainda que a produtividade do arroz irriga

do venha aumentando ano a ano.

2.2. Importancia da Brusone do arroz

Sob todas as condicdes de cultivo, a Brusone,
doenca causada por Vy~lcmlaula onyzad CAV., é considerada a
mais séria da cultura, ndo s6 no Brasil, mas em todo o mundo
(CARDOSO & KIMATI, 1980). 0 arroz de sequeiro, que
€ o mais cultivado, no Brasil, estd sujeito a maiores danos
decorrentes da Brusone que o sistema de arroz irrigado (PRA-

BHU, 1980).

OU (1985) afirma que a Brusone do arroz € uma
das doencas de plantas mais largamente distribuidas no mun-

do, estando presente praticamente em todos os locais onde



se cultiva o arroz. Sua adaptabilidade para varias condi-

cOes arabi entes e extraordinaria.

P. oa.yzae. afeta todas as partes da planta, in
cluindo as folhas, os n5s do colmo, as bainhas, as varias par
tes das paniculas e os graos. Nas folhas, os sintomas carac
terxsticos sdo manchas elipticas, com extremidades pontiagu-
das, centro cinza ou esbranquicado e bordos marrons ou marrom
avermelhados, as vezes circundadas por um halo amarelo. As
manchas usualmente se iniciam com pequenos pontos esbranqui-
cados, acinzentados ou®azulados, aumentando rapidamente sob
condicdes favoraveis em cultivares susceptivels, permanecen-
do acinzentados por certo tempo. As lesdes atingem 1-1,5 cm
de comprimento por 0,3 - 0,5 cm de largura. Dependendo das
caracteristicas da cultivar e das condicbes 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 ndé ou quase no nivel da agua em arroz
irrigado. Quando esses n0s sao atacados ficam fracos e que-
bram-se facilmente. Durante ventos pode ocorrar acamamento.
Frequentemente, parte dos noés se quebram, permanecendo conec-
tados por uns poucos corddes vasculares. 0 ataque ao noé
causa necrose total da parte atingida e impede a circulacao
da seiva que faz com que as paniculas formadas sejam brancas.
Em algumas condicdes brasileiras, o unico sintoma observado
era determinados anos e a Brusone nos nés. A infeccdo do no

da base da panicula, conhecida como 'pescoco quebrado'™ pode.



se ocorrer, desde a emissao da panlcula até a fase leitosa,
produzir graos totalmente chochos. Por outro lado, se a
infeccdo ocorrer mais tarde ha apenas a reducdo no peso dos
graos. As ramificacbes das paniculas também séo atacadas,
provocando formacdo de graos chochos. Os graos podem ser
afetados e quando isso ocorre as glumas apresentam lesfes se
melhantes as das folhas (CARDOSO & KIMATI, 1980; PRABKU &
BEDENDO, 1982; OU, 1985; SCKNITZLER, s.d. e WALLA, s.d.). Sa
be-se que é possivel a transmissdo do patdégeno através de

sementes (MATALLO & LASCA, 1978 e RICHARDSON, 1979).

A Brusone é considerada a principal doenca do
arroz por causa da sua larga distribuicdo e destruicéo sob
condicbes favoraveis (OU, 1985). No entanto, as quantificacles
das perdas sdo falhas. GOTO (1965) afirma que 24,8% das
perdas causadas por doencas, pragas e diversos fatores fisi-
cos, no Japdo em 1960, 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 incidéncia da doenca no pescoco, hou-
ve reducao de aproximdamente 6% na producdo e aumento de 5%
em graos gessados, o0 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.



No Brasil, sdo 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
sao Paulo em torno de 9Q%. RIBEIRO (1976) relatou que em al-
gumas lavouras no Rio Grande do Sul, onde se registrou ata-
ques epidémicos, as perdas motivadas pela doenca chegaram
até a 70 e 80% da producdo. TOLEDO et alii (1975) verifica-
ram que um aumento na porcentagem de infeccdo de 16,63 para
46,42% reduziu a producdo de 4.125 para 3.187,5 kg/ha, sendo
que o rendimento de graos 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
Feijao/Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) Golania-
GO, os prejuizos causados por Brusone variaram entre 16 e
66%, dependendo da susceptibilidade da cultivar a doenca e
das condicOes climaticas. SOUZA et alii (1984) afirmaram
que as perdas na producdo causada por Brusone, podem chegar

até a 100% em algumas lavouras.

Dois nomes genéricos tém sido usados para o]
fungo causador da Brusone, Vyfilc.Uila.fLla e Vaatylafi-ia, ambos
estabelecidos por Saccardo em 1880. Os nomes PyfLIculafiza
gfiloéea, Vactylafila gfilooia, P. ofiyzao. e V. ofiyzaz tém sido
usados por diferentes autores. Cavara, na ltalia, em 1881,
fol o primeiro a descrever Fyfilcalafila em arroz, denominando
P. ofiyzad (OU, 1972). ASUYAMA (1965) concluiu que o fungo

causador da Brusone deve ser incluido no gaiero Pyfu.cufoAAli.
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literatura que apresenta o nome genérico como Pl Alcalafila,no
entanto, como originalmente o género foi descrito como PyAl-

calaKla, esta deve ser a forma usada (QU, 1972).

P. 0ALjzao., deuteromiceto da ordem Moniliales,
familia Moniliaceae, caracteriza-se por produzir conididofo-
ros longos, delgados, principalmente simples e septados. Os
conidios sao piriformes a grosseiramente elipsoidais, com 1
ou 2 septos transversais (2 a 3 células) e ligados ao co-
nidiéforo pelo seu lado mais dilatado (BARNETT & HUNTER, 1972) . OU
(1985) descreve que os conidios sao piriformes, com base ar-
redondada, &pice estreito, tendo geralmente 2 septos, rara-
mente 1 ou 3; algumas vezes uma leve constricdo nos septos,
de hialino a oliva palha; usualmente com 19-33 p x 7-9\i o©ora ua
pequeno pé basal de 1,6 - 2,4 y. Os conidios germinara pela
célula apical e basal e menos frequentemente pela célula do
meio. 0 numero de nucleos nas células do micélio, conidio e

apressorio ¢€ variavel. Yamazaki &Niizeki (1965) 7, citados

por OU (1985), observaram células uninucleadas e células con
tendo de 2 a 6 nucleos. 0 modo de ramificacdo do conidiéfo-
ro €& simpodial. 0 segundo conidio é formado no &4pice do co-
nidioforo justamente acima do ponto de insercdao do primeiro
(HENRY & ANDERSON, 1948). Este processo continua até a for-
macédo de 7 - 9 conidios por conidioforo (ASUYAMA, 1965).

* YAMAZAKI ,-Y & NINZEKI, H. Studies on variation of the riceblast fungus

PAAACulaA>ta 0Ayzaz CAV. 1 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 doaica o Uso de varieda
des ccm resisténcia vertical torna-se quase impossivel devido a
plasticidade genética do fungo, sendo que procura-se desen-
volver variedades com resisténcia horizontal, as quais pode-
rao ser usadas por periodos de tempo mais longos (CARDOSO &
KIMATI, 1980). No entanto, devido as dificuldades de obten-
cao da resisténcia horizontal, variedades com resisténcia
vertical sdo lancadas, propiciando bons resultados por um
curto periodo. Desta forma, segundo TOLEDO et alii (1975), o
uso de fungicidas para, o controle da Brusone vem se tornando
pratica cada vez mais comum, sendo diversos o0s produtos espe
cificos para tal fim encontrados no mercado. No Japdo, subs
tancias quimicas tém sido extensivamente usadas para contro
le da Brusone e virtualmente todos os campos de arroz tém si
do tratados com fungicidas nos anos recentes. Assim a doen-
ca tem causado somente pequenos danos a cultura (OU, 1985).
Além dessas medidas de controle, praticas culturais adequa-
das podem reduzir a incidéncia da doenca. E muito conhecido
0 aumento da incidéncia e severidade da Brusone com aumento
da adubacdo nitrogenada (PRABHU, 1983). Assim, ha necessida
de de se considerar este fator na conducdo da cultura. No
Japao, mas nao apenas neste pais, o plantio precoce tem redu
zido usualmente a doenca (OU, 1985) . RIBEIRO (1981) reali —
zou estudo sobre a influéncia 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 doenca nas
folhas e panicuias, com maiores danos, principalmente, para
as cultivares mais susceptiveis. Ha necessidade de se consi
derar a densidade de semeadura, pois quanto maior a densida-

de mais favoraveis sdo as condicgcdes para o patdgeno.

SY et alii (1983b) obtiveram dados interessan
tes com o controle bioldgico de P. ofiyzoLZ. Reconhecidamente
os antibidticos blasticidina S e kasugamicina apresentam
grande eficiéncia no controle da Brusone, sendo de origem mi
crobiana produzidos por Stnzptomyazi, gAZ-i zochA&mog (u,
1985) e S. kabagaznoZo (UMEZAWA et alii, 1965), respectiva-
mente. 0 uso desses produtos pode ser apontado como um bem

sucedido exemplo de controle bioldgico.

2.3. Controle biolégico”™ consideracdes gerais

0 aumento do interesse em pesquisar controle
bioldégico de doencas de plantas é evidente em todo o mundo,
especialmente nesses dias quando a deterioracdo do ambiente
por produtos quimicos usados na agricultura tem sido um as-
sunto de constante interesse,e também devido ao maior conhe-

cimento das conseqguéncias decorrentes do desequilibrio causa

do pelo homem.

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

bioldégico como "a reducédo da densidade de inéculo ou das ati
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vidades determinantes da doenca provocada por um patdégeno ou
parasita nos seus estados de atividade ou dorméncia, por um
ou mais organismos, realizado naturalmente ou através da ma-
nipulacdo do ambiente, hospedeiro ou antagonista, ou pela
introducdo em massa de um ou mais antagonistas'. Esta defi
nicao foil reduzida por COOK & BAKER (1983, p. 60) para: '‘con
trole bioldgico é a reducdo da soma de inoculo ou das ativi-
dades determinantes da doenca provocada por um patdégeno rea-
lizada por ou através de um ou mais organismos que ndo o ho-
mem”. E os autores explicam: - atividades determinantes de
doencas - envolvem crescimento, infectividade, viruléncia,
agressividade e outras qualidades do patdgeno, Ou processos
que determinam infeccdo, desenvolvimento de sintomas e re-
producdo. Os organismos incluem: individuos ou populacdes
avirulentas ou hipovirulentas dentro das espécies patogéni-
cas; a planta hospedeira manipulada gaieticamente ou por prati
cas culturais ou microrganismos para maior ou mais efeti
va resisténcia contra o patégeno; e antagonistas dos pato-
genos definidos como microrganismos que interferem na sobre-
vivéncia ou atividades determinantes de doencas causadas por
patégenos. Assim, segundo OXK & BAKER (1983), controle biologico pode
ser acompanhado por praticas culturais para criar um ambien-
te favoravel aos antagonistas e a resisténcia da planta hos-
pedeira ou ambos; através do melhoramento da planta para au-
mentar resisténcia ao patogeno ou adequar o hospedeiro para
as atividades dos antagonistas, através da introducdo em maf

sa de antagonistas, linhagens ndo patogénicas ou outros orga
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nismos ou agentes benéficos. Essas definicdes abrangentes
sdo aceitas por muitos fitopatologistas (COOK, 1985). Entre
tanto, controle bioldgico sera usado neste trabalho como con
trole de um microrganismo através de outro microrganismo

(CULLEN & ANDREWS, 1984).

Os mecanismos das interacdes antagonisticas
entre microrganismos patogénicos e antagonistas com a planta
podem ser divididos em: antibiose, competicao, parasitisme ,
predacdo, hipoviruléncia e inducdo 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
cao entre organismos na qual um agente metabdélico produzido
por um organismo temum efeito danoso sobre o outro; usual-
mente ocorre inibicdo no crescimento podendo ser letal, mas
o metabolito pode penetrar na célula e iInibir sua atividade
por toxicidade quimica. Competicédo € referente a interacao
de dois organismos empenhados na mesma acdo ou coisa. A com
peticdo entre microrganismos € principalmente por alimento
(carboidratos, nitrogénio e fatores de crescimento), por es-
paco e oxigénio. Parasitisme é usado em referéncia ao fen6-
meno de um microrganismo parasitar o outro. Os hiperparasi-
tas atacam hifas e estruturas de esporulacdo dos patdégenos
da planta, reduzindo a infecgcédo e o inoculo do patdgeno. Os
predadores obtém o alimento dos patdégenos e de varias outras

fontes. A hipoviruléncia é usada introduzindo uma linhagem
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do patdégeno menos agressiva ou ndo patogénica que por anasto
mose pode transmitir a caracteristica para as patogénicas, a
qual pode ser conferida por um determinante citoplasmatico.
Um antagonista pode agir através de um ou mais mecanismos de

interacdes antagonisticas.

Embora negligenciado no passado, o interesse por
controle bioldégico de patdégenos da parte aérea de plantas tem
recentemente sido estimulado (CORKE & RISHBETH,1980) . A maior com
preensdo da natureza fisica, quimica e microbioldégica da su-
perficie foliar ocorreu gracas aos trabalhos de PREECE &
DICKINSON (1971) e DICKINSON & PREECE (1976). Somente nos
ultimos 30 anos, tornou-se largamente reconhecido que gran-
des populacdes de microrganismos epifiticos vivem nas super-
ficies foliares e que sao capazes de influenciar as espécies
patogénicas no processo de infeccdao de folhas e caules (FOK-

KEMA, 1976).

Segundo BLAKEMAN (1985) para um programa de
controle bioldgico atingir o sucesso, devem ser conhecidas,
inicialmente, iInformacbes fundamentais como a natureza das
relacdes entre hospedeiro, patogeno e microflora associada.
Tais relacdes sao influenciadas por fatores externos como
microclima da superficie da planta e variacfes ocasionails as
quais causam no microhabitat do filoplano uma continua Tflu-
tuacdo. 0 ambiente abidtico da parte aérea é muito diferen-

te do solo (BAKER & COOK, 1974), sendo que o da superficie
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das folhas varia muito mais rapidamente do que o da superfi
cie das raizes (BLAKEMAN, 1985). Temperatura e umidade va-
riam mais amplamente e rapidamente e os microrganismos sao
expostos a luz solar e radiacao ultravioleta, havendo grande
exposicao ao ar atmosférico e riscos de serem lavados por
chuva (BAKER & COOK, 1974). A umidade relativa na superfi-
cie foliar é provavelmente o fator mais importante que in-
fluencia o crescimento e a sobrevivéncia dos microrganismos
neste habitat, uma vez que para suportar o0 crescimento de
muitos microrganismos na superficie foliar a umidade relati-

va deve ser em torno de 956 ou mais (BLAKEMAN, 1985) .

Na abordagem de controle biolégico, doenca &
mais do que uma intima interacdo do patdégeno com o hospedei-
ro, € o resultado de uma interacdo entre o hospedeiro, pato-
geno e uma variedade de ndao patbgenos que também repousam no
sitio de infeccdo e que apresentam potencial para limitar ou
aumentar a atividade do patdégeno ou a resisténcia do hospe-

deiro (COOK & BAKER, 1983; COOK, 1985).

2.4. Selecdao de microrganismos antagdnicos

A selecdo de microrganismos antagbnicos sus-
tenta virtualmente todo o programa de controle bioldgico. Es
te procedimento parece formidavel dado o vasto numero de in-
dividuos que podem ser selecionados numa comunidade microbia

na tipica. 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 antibidoticos usados na medicina

resultaram de umasistematica pesquisa de selecéo.

Uma opcédo €é aplicar mistura de populacbes de
microrganismos em placas de Petri com agar semeadascom o pa-
tdgeno e verificar o0s microrganismos que possuem atividade
antagonistica, considerada pela zona de inibicdo (JOHNSON et
alii, 1967). Esta abordagem combina isolamento com sele-

céo.

Segundo ANDREWS (1985), muitos pesquisadores
preferem selecionar microrganismos com caracteristicas como:
presenca no local onde o controle sera aplicado; bom cresci-
mento, estabilidade e esporulacdo em cultura; membro de espé
cies ou géneros conhecidos como antagbnicos; caracteristicas
morfoldgicas ou Fisiologicas distintas para facilitar o reco
nhecimento e sobrevivéncia no local em diferentes condicoles.
Essa abordagem deve ser usada se existirem evidéncias de tra
balhos preliminares de que a atividade antagbnica seja res-
trita a um grupo especifico de microrganismos. Conhecedor
destas evidéncias BASTOS (1979) isolou a partir de basidio-
carpos de CfLinip”~Illo po-finlcloa, o fungo VactyZZum sp-
{Cladobotfi-iam sp.) que apresenta antagonismo a esse patdogeno,

agente causal da Vassoura de Bruxa do cacaueiro.
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Todos os métodos de selecao para antagonismo
sdo baseados em evidéncias de que o organismo candidato in-
terfere com o patdgeno ou reduz a doenca. Interferéncia iIm-
plica em algumas formas de dilaceracdo ou iInibicédo e pode
ser avaliada em laboratorio, 1in vitro aa melo agarizado
Ou por exames microscopicos de cortes de folhas, e em lamina
com pelicula de a&gar em microscopio, ou in vivo, pela redu-
cao da doenca,tanto em condicdes controladas como em campo

(ANDREWS, 198 5).

In vitro sé&o utilizados principalmente méto
dos em placas de Petri com meio agarizado, laminas com agar
ou com gotas de diferentes suspaisdes de microrganismos (ANDREW® <+ alii,
1983; ANDREWS, 1985). O teste on placas de Petri com meio agariza
do consiste basicamente na transferéncia do possivel antago-
nista para o meio antes ou ap6s o patdégeno a ser controlado,

verificando a formacdo de zona de inibicdo entre as colodnias

ou parasitismo. Utilizando esta metodologia inumeros auto-
res obtiveram bons antagonistas (DUNLEAVY, 1955; ABO-EL- DA-
KAB & GOORANI, 1964; JENKINS, 1968; BASTOS & FIGUEIREDO,
1976; FRAVEL & SPURR, 1977; THIRUMALACHAR & O"BRIEN, 1977,
HENIS et alii, 1979; TUTKHEDE & 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 laminas
com agar para avaliar o efeito na germinacdo dos esporos e
lise do tubo germinativo, MORGAN (1963) e ANDREWS et alii

(1983) isolaram antagonistas eficientes.
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Usualmente ndo ha correlacdo significativa en
tre antagonismo demonstravel em cultura e efetividade no cam
po (ANDREWS, 1985; LOPES, 1986). A disparidade aparente en-
tre o comportamento in vitro e 1in vivo pode representar
nada mais do que diferencas na sobrevivéncia nos dois ambien
tes. Comumente, organismos que mostram antagonismo em tes-
tes de placas nédo controlam a doenca quando aplicados nas
plantas. Menos comumente, antagonistas efetivos em contro-
lar a doenca no campo ndo mostram propriexiades inibitorias
en cultura (ANDREWS, 1985 ; LOPES, 1986) , podendo ser descar
tados se o ensaio em placas agarizadas for usado como unico
critorio. LOPES (1986) verificou, em condicBes de campo, que
isolado de BacZttuo sp. ndo afeta o desenvolvimento de queima
foliar e podriddo de cartucho no milho causadas por Roeudomo-
nado avinae., controlando bem in vitro e em casa devegetacao.
Por outro lado, mesmo apresentando reduzida inibicéo in
vitro, ura isolado de P6iudomona.i, {iluoAe.Oce.n-!> controlou a

doenca efetivamente em casa de vegetacao e campo.

Testes para antagonismo na superficie foliar
de plantas crescendo sob condicdes controladas séo chaves
para selecéo de agentes para controle bioldgico
(ANDREWS, 1985). Microrganismos 0s quals nado inibem patoge-
nos em meio de agar podem ser detectados por este método
(FOKKEMA, 1976). 0 método de folha destacada pode ser usado

como intermediario entre o in vitro e iIn vivo,
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LEBEN (1964) isolou 230 bactérias das folhas
de plantulas de pepino e através de selecdo em condi¢cbes con
troladas obteve um isolado que diminuiu de fato a Antracnose

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

A selecdo de antagonistas na superficie fo-
liar de plantas crescendo em condicdes controladas € particu
larmente importante para selecionar leveduras. LUZ (198 5)
isolou SpoAobolomycii, AO6e.ud, RhodotoAula sp. e Spoh.obolomy-
®.4 sp. de folhas de trigo e demonstrou que essas leveduras
sdo efetivas para controlar Cochliobolad 6atlva6t e Liptoo-
phaifiia nodoAum do trigo sob condicbes controladas. FOKKEMA
& VAN DER MEULEN (1976) verificaram que \afLe.obao.id”um paZZu-
tano, S. Koi>Qai, e CAyptococcui lau.fi2zntli var. {ilon.i.ocznd re-
duziram a infeccdo de SQ.ptoAia nodoAum em trigo, mas o efei-

to antagbnico sobre a germinacdo de esporos foi baixo.

0 teste mais importante no procedimento para
selecdo é quanto ao possivel desempenho do antagonista quan-
do introduzido numa comunidade microbiana natural, na qual
ele estara exposto as condicOes ambientes prevalentes (AN-
DREWS, 1985), sendo considerado o teste definitivo do poten-
cial de controle bioldogico do antagonista. Muitos antagonis
tas eficientes in vitro e em condi¢cdes controladas nado pas
sam por este teste final. A variabilidade das condi¢cbes ambi entes
€ um grande problana a ser considerado nos testes de canpo, assim 0S
testes devan ser repetidos por varios anos e locais, antes de alguma

concluséao consisteite sobre eficioicia ser feita (ANDREANS, 1985) . Com



.21

provando esta necessidade, LUZ (1985) verificou que em condi
cO0es de campo S. ”00Q.ud0 reduziu significativamente a infec-
cao de C. oatlvao e L. nodoAum no trigo, em 1981, 1inclusive
aumentando o rendimento de grado. Por outro lado, em 1982
esta levedura nédo produziu efeito sobre as doencas e sobre o

rendimento do trigo.

0 grau de sobrevivéncia do antagonista, o]
crescimento e disseminagcdao sdo os pontos mais criticos nos
testes de campo, sendo pré-requisitos para efetiva sustenta-
cao do controle bioldgico, devendo ser monitorados e avalia-
dos independentemente da severidade da doenca. Marcadores
genéticos, meios seletivos, exame em microscopio de varredu-
ra ou clareamento e tingimento da folha sao métodos utiliza-
dos para monitoramento (ANDREWS & KENERLY, 1978 ; PAPAVIZAS &
LEVJIS, 1983; CULLEN et alii, 1984). A importancia da so-
brevivéncia do antagonista é relatada por LEBEN et alii
(196 5), os quais verificaram que o isolado de uma bactéria
antagébnica a I”entuA”a Ina&qualZ-i, Colle.totfiichum laQQ.nah.lum
e ktti>inafi-ia 06ozanA,, falhou no controle desses patdgenos ho
campo porque 24 horas apds aplicacdo 99% das células tinham

perdido a viabilidade.

Segundo ANDREWS (1985), antagonistas que fa-
Iham neste teste final n&do sdo necessariamente sem valor e
nado devem ser descartados. Fracasso na performance in vi-
vo pode ser devido somente a rapida morte no Ffiloplano. Es-

te problema pode ser facilmente corrigido por manipulacdes
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para proteger o indculo da dessecacdo, provendo adesdo, etc.
Se o0 antagonista ndo se estabelecer no filoplano, este pode
ainda ser valioso como suprimento de genes, convertendo um
organismo residente de alta colonizacdo em antagonista. Po-
de ainda o antagonista ser melhorado quanto a caracteristica

de colonizacgédo.

Um progresso logico do protocolo de selecédo
de antagonista para controle bioldégico procede através de
Varios estigios, e eaa teoria € de iIn vitro para 1in Vvivo
(testes em placa de Petri ou lamina para in vivo controla-
do e deste para in vivo nao controlado). ANDREWS (1985)
sugere, preliminarmente, selecdo coordenada por uma das téc-
nicas 1In vitro e uma 1in vivo sobre condicdes controladas,
seguindo posteriormente para o estagio definitivo que sdo os

ensaios de campo. Esta sequéncia de selecdo foi utilizada
por BASTOS (1978) para obter antagonistas a C. pdnnldo&a. Ini

cialmente selecionou antagonistas iIn vitro ao patdégeno atra-

vés da formacdo de halo de inibicdo em cultura dupla. No
ano seguinte, BASTOS (1979) isolou Vactyllam sp. (Cladobo-
tAlum sp.) que se mostrava antagdénico a C. pe.AnZcA.06QL Na

continuacdo dos trabalhos BASTOS et alii (1981) 1identifica-
ram como CtadobotAyam amazomniz um novo fungo hiperparasita
com potencial para controlar fungos patogénicos do cacau.
BASTOS (1984) verificou que o filtrado da cultura de C. ama-
zonzn6i Inibiu a germinacdo de esporos de C. pifinlcloia e
revelou capacidade de proteger os frutos do cacaueiro contra

a infeccao deste patdgeno, sem apresentar Fitotoxicidade. BAS-
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TOS & FIGUEIREDO (1983) demonstraram que o filtrado de C,
arnazomni e apresentou acentuado efeito toxico a PhytophthoAa
patmivoAa, P. cap6ZcZ e P. cXtAophthoAa 1inibindo tanto o]
crescimento micelial in vitro como a capacidade de produ-
zir lesbes iIn vivo. BASTOS et alii (1986) estudando a
substancia antibidtica produzida por C. amazonen-s&, indicaram
o antibiotico como um polipeptideo, mas ainda desconhecem a
estrutura da substancia. Estes trabalhos demonstraram a via
bilidade do esquema de selecdo de microrganismos antagonis-

tas proposto por ANDREWS (1985).

Se a principal meta da selecdo de microrganis
mos antagonistas for encontrar produtores de antibiodticos, o0s
testes que demonstram antibiose in vitro sao fundamentais.
STESSEL et alii (1953) sugeremos seguintes passos: 1. sele-
cao de microrganismos antagbnicos do solo, usando fungos fi-
topatogénicos como organismos testes; 2. selecdo de antago-
nistas com base na inibicado de varios fitopatdégenos; 3. pro
ducdo de antibidtico pelos antagonistas em meio liquido; 4.
estudo da estabilidade dos antibidéticos produzidos pelos orga
nismos selecionados. ANDREWS (1985) afirma que o teste mais
importante no procedimento de selecdo € o das condicdes am-
bientes, assim obtendo-se um antagonista efetivo 1In vitro,

ha necessidade do mesmo ser levado para campo.

Segundo WOOD & TVEIT (1955), organismos sele-
cionados como antagonistas nao devem ser fitopatogénicos, de

vem ter propriedades que facilitem a aplicacdo na superficie
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das plantas ou solos e devem ter capacidade de rapido estabe
lecimento. Seus esporos ou estruturas de sobrevivéncia de-
vem germinar bem e rapidamente. Os organismos devem apre-
sentar alta taxa de crescimoito e capacidade reprodutiva, espe-
cialmente de esporos relativamente resistentes. 0s antago-
nistas devem ser facilmente cultivados em meios disponiveis
e ndo devem ser exigentes em seus requerimentos nutricio-
nais, de modo que grandes quantidades de indculo possam ser

facilmente preparados a baixo custo.

2.5. Controle bioldgico de Pi/h.~cuiaA™a oOAyzae

Yoshii (1949)"7, citado por FUKUNAGA (196 5),
reportou pela primeira vez a possibilidade de controlar Bru-
sone do arroz com antibidticos. Ele verificou que Czphato-
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 (1965), pes-
quisadores japoneses que trabalhavam com arroz passaram a
selecionar antibiodoticos para Brusone a partir de 1950, moti-

vados principalmente pelo desenvolvimento desses produtos pa

N YOSHII, K. Studies on Co.phatotkzci.vim as a mean of artifi-
cial immunization of agricultural crops. Ann. Phytopa-
thol. Soc., Japan, ~(3/74); 37-40, 1949.

® FUKUNAGA, K. et alii. Application of antibiotics to agri-
cultural chemical. 1. 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. Varios antibioticos promissores foram desco-
bertos: antiblastina, antimicina A, blastimicina, blasticidina
A. No entanto, nao foram utilizados na pratica por causa ou
da instabilidade quimica ou de sua alta toxicidade aos pei-

Xes .

Em 1955, blasticidina S foi obtida de StAe.pto
mycii, QKAQoc,hn-noQiinu> e experimentos in vitro e casa de
vegetacdo mostraram que o antibiotico possuia efeito te-
rapéutico. Em 1961, foi colocado no mercado, sendo o primei
ro antibidtico usado exclusivamente para fins agricolas no
mundo (FUKUNAGA, 1965). P. oKyzaz é altamente sensivel a
blasticidina S e a germinacdo de esporos € inibida completa-
mente cora 1 ppm, Indicando que esse antibidético tem o mesmo
efeito de acetato feni l-mercurio. Enquanto ha a necessidade
de 10 ppm de acetato fenil-mercurio para inibir o crescimen-
to micelial do agente causai da Brusone, 1 ppm de blasticidi

na S é& suficiente (FUKUNAGA, 1965).

0 desenvolvimento da blasticidina S estimulou
varios institutos a pesquisar antibidticos para controle da
Brusone e outro resultado de grande sucesso foi a kasugamici
na, produzida por StA2.ptomyc.ii kaiugadnolo (UMEZAWA et alii,
1965 ; Okamoto, 1972~, citado por OU, 1985). Ainda hoje es

ses dois antibidticos sdo mundialmente comercializados.

N OKAMOTO, H. On the characteristics of kasumin antibiotic
fungicide. Pesticide Information, Japan, 10: 66-9,1972
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Excluindo os inumeros trabalhos com blastici-
dina S e kasugamicina, sdo escassas as publicacdes que ver-
sam sobre o controle bioldgico de P. oKyzad, 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 inibicdo do crescimento micelial de P. oAyzan com
TA~chodeAma v~Aidi, Chaitom-ium globodoum e MyAothe.c-ium viaau-
caAia, com respostas diferenciais de acordo com o pH do meio.
SY et alii (1978b) verificaram que a 25°C a germinacdo de cq
nidios de P. oAyzae. e totalmente inibida por filtrados bru-
tos autoclavados de uma cultura de Cha“tomlum globooum desen
volvida ea meio liquido com pH 4,1; também a suspenséo de
conidios de M. ve.AAucaA-ia em meio liquido a pH 4,1 ou 6,0
inibiu a germinacdo do patogeno. Filtrados estéreis de C.
gtoboium e M. ve.AAacaA.ia apresentaram inibicdo de 98% e 71%
na germinacdo de conidios, respectivamente. LINDENBERG (1981)
verificou que um antibidtico produzido por POe.udomonad Sp. e
identificado como tropolone foi letal para coldnias de raui-
tos fungos, incluindo PyA-icutaAi.a. SY et alii (1983a) veri-
ficaram que quatro espécies de TAlckode.Ama inibiram fortemen
te o0 crescimento de P. oAyzae. a 15, 28 e 35°C. SY et alii
(1984) verificaram que em meio de cultura com diferentes pH
T. haAz-ianum, T. konZng-i-i, TuiaAZam sp. e duas bactérias ini
biram o crescimento micelial de P. OAyzae. sendo a inibicéao
por T. peludo koning-i*i e AépeAgZlludo nAgeA 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 vegetacdo verificaram que M*cAomo no-i poAa sp. ,
TAZchodQAma sp. (IKP-6), T. Aoieum (N39), M~cAomonoipoAa
sp. (PN7-6) e T. haAz-canum (N-72) inibiram a incidéncia da
Brusone em 90,8; 76,88; 71,5; 66,65; e 55,0%, respectivamen-
te; enquanto hUcAomono”poAa sp. (PS6-2) , TKlcho dtfima sp.-
(IKP-6), h\lc.fiomonoopofia sp. (PN7-6), Th.lchid2n.ma sp. (CLY-3),
bactéria (PTZ2) , T. hafizlanum ((N72) e T, hafizlanum (@Ne8) Ini-
biram a severidade da doenca em 97,2; 90,0; 80,85; 79,8;
78,97; 77,9 e 50,9%, respectivamente. RIBEIRO (1987), estu-
dando a acdo de microrganismos no controle bioldgico de doen
cas do arroz irrigado, verificou que Tn.Achode.n.ma, Th-ichothi-
G-ium G UIQKO06p0Ofia inibiram o crescimento de colénias de

P. ofiyzaz. e HQ,tm-inthoi>piKiu.m oAyzae,.
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3. NATERIAIS E METODOS

5.1. Coleta de material para isolamento dos

ANTAGONISTAS

A primeira coleta foil realizada no municipio
de Boa Esperanca do Sul-SP, numa cultura de arroz (variesdade
nao identificada), com aproximadamente 60 dias desenvolven-
do-se eaa solo organico. As plantas de arroz, de modo geral,
ndo apresentavara raanchas foliares, estando completamente sa-
dias e aparentemente sem problemas nutricionais. Até a data
da coleta, n&o haviam sido realizadas aplicacbes de defensi-
vos na cultura. A partir de uma das extremidades do campo
foram amostradas plantas na diagonal, retirando-se ao acaso
touceiras inteiras. Operacao semelhante foi realizada na
outra diagonal. Apds a coleta, no proéprio campo, foi elimi-
nada parte dos perfilhos de cada touceira e os selecionados
foram transportados para laboratério dentro de saco de pa-
pel, tendo permanecido por aproximadamente 30 horas nestas

embalagens antes da realizacdo do isolamento.

A segunda coleta foi realizada nos municipios de Jabo

ticabal-SP eMatdo-SP. Em Jaboticabal-SP, a amostragsn foi rralizada no
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campo experimental da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de

Jaboticabal/UNESP, numa cultura de arroz da variedade 1AC-
16 5 com aproximadamente 40 - 50 dias. Por ser um ensaio de
competicao de erva daninha, foram amostradas apenas as borda
duras dos lotes de capina mecanica e testemunha. Como as
bordaduras possuiam 3 linhas foram coletadas plantas ao aca-
so nas linhas centrais. No municipio de xMatdo-SP, o campo de
arroz amostrado estava com aproximadamente 60 dias. A meto-
dologia de amostragem foi semelhante a do municipio de Boa
Esperanca do Sul-SP. Nas duas localidades as plantas nao
apresentavam problemas fitossanitarios. Tanto o material de
Jaboticabal-SP, como o de Matdo-SP, foram transportados en-
volvidos em papel jornal. o0 isolamento foi realizado 60 ho-

ras apos a coleta.

A terceira amostragem foi realizada no munici
pio de Rio Claro-SP. A cultura de arroz da variedade IAC-
165, estava na fase de florescimento, sendo que aparentemen-
te ndo apresentava problemas nutricionais nem fitossanita-
rios. Nao foi realizada adubacdo nitrogenada em cobertura,
nem aplicacdo de defensivos. Como na primeira localidade,
a amostra foi retirada nas duas diagonais. Plantas intei-
ras envolvidas em papel jornal foram transportadas para o]
laboratério. o0 isolamento dos possiveis antagonistas foi

feito 2 horas apds a coleta.

A gquarta amostragem foi realizada no Campo

Experimental do Instituto de Genética da Escola Superior de
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Agricultura "Luiz de Queiroz"/USP, municipio de Piracicaba-
SP, nas bordaduras de ensaios de melhoramento de plantas,
formadas pela variedade IAC-165 no estadio de florescimento.
As amostras foram retiradas ao acaso. Neste campo nao foi
observada a ocorréncia da Brusone. As plantas amostradas,
aparentemente, nao apresentavam probleanas nutricionais e nao

receberam pulverizacdes com defensivos agricolas.

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

pelo Instituto Agronbmico de Campinas-l1AC, Campinas-SP.

A sexta coleta foi efetuada no municipio de
Goiania-GO, no campo experimental do CNPAF/EMBRAPA, pela
Engenheira Agrénoma MS Ana Paula Ayres Bordin. Foram coleta
das folhas de cinco pontos do campo experimental. Durante
as coletas nado 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. 0

historico dos pontos de amostragem é desconhecido.

A sétima amostragem foi efetuada no municipio
de Ribeirédo Preto-SP, pelo Engenheiro Agrénomo Dr. Jaciro
Soave do Instituto Agronbmico de Campinas, Campinas-SP, cole
tando folhas com sintomas de Brusone. Essas foram transpor-
tadas em sacos plasticos, 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 codigos 240, 303, 305 e 431, cedidos pe
lo Dr. Yoshitaka Tanaka do CNPAF/EMBRAPA, Go.iania-GO. 0]
quinto isolado é de material proveniente do municipio de Lon
drina-PR, cedido pelo Engenheiro Agronémo MS Seiji Ilgarashi.
ApO6s obtencdo do isolado, este foil testado quanto & patogeni
cidade em condicOes controladas na ESALQ/USP e reisolado

apo6s surgimento das lesdes.

3.3. Isolamento de possiveis antagonistas a

Vyn.-iau.lafila ofiyzae.

A primeira etapa consistiu no isolamento de
microrganismos antagdnicos que apareciam como contaminantes
nos trabalhos do Laboratério 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 antagoni

ca a P. ofiyzdi.

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
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pesado lg, do transportado pela touceira, e transferido para
tubos de cultura com 9 WE de agua destilada esterilizada.

Deste tubo foi retirado 1 ml da suspensdo, o qual foi tranf

ferido para outro com 9 mf£ de agua destilada estéril. Este
procedimento foi realizado até diluicdo 10 . Com pipeta
graduada de 1 mf foi colocado 0,2 mf da suspensdo 10 " em

placas de Petri com BDA e com auxilio de alca de Drigalski

este volume foi espalhado uniformemente na superficie do
meio. As placas de Petri assim preparadas foram mantidas
em condicdes de luz constante, fornecidas por 3 lampadas de
40 watts, luz do dia, marca Philips, colocadas a uma altura
de aproximadamente 30 cm e temperatura variando de 26 - 28°C.
ApO6s 24 horas todas as coldénias 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 raizes, pequenos fragmentos foram assep
ticamente retirados com auxilio de escalpelo e transferidos,
sem prévia desinfestacao superficial @ fim de ndo eliminar
0s microrganismos existentes) para placas de Petri com BDA,
num total de 10 fragmentos por placa. No caso de sementes
existentes nas plantas no estadio de florescimento estas foram
transferidas inteiras, sem prévia desinfestacdo superficial,
para placas de Petri com BDA, num total de 10 sementes por
placa. Ap6s 24 horas todas as colbdnias que apareceram foram
transferidas para tubos de cultura com BDA inclinado a fim

de realizar teste para verificar a antibiose a P. oKijzaz. Es
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tes procedimentos foram semelhantes para os materiais cole
tados em Boa Esperanca do Sul-SP, Jaboticabal-SP e Matéo-

SP.

Nos coletados em Rio Claro-SP, Piracicaba-SP,
Goiania-GO e Ribeirdo Preto-SP, houve alteracdo no meio uti-
lizado para isolamento. Em vez do BDA padrdao (200 g de bata
ta, 20 g de dextrose, 18 g de agar e 1000 mE£ de agua destila
da) foi utilizado BDA/2 (100 g de batata, 10 g de dextrose,
18 g de agar e 1000 mf£ de agua destilada). Esta alteracao
foi efetuada porque em testes preliminares, com meio diluido,
nao houve diferenca quanto ao numero e tipos de microrganis
mos isolados. Os demails procedimentos permaneceram constan-
tes. O 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 condicdes de incubacdo foram semelhantes as descri-

tas anteriormente.

0 material coletado em Piracicaba-SP, além

do isolamento como descrito anteriormente, TfToi acrescido ou-

tra metodologia, consistindo na elevacdo do pH do meio de
cultura para 10, com as demais operacdes semelhantes. Esta
alteracao fol baseada nos trabalhos de HO & KO (1979), 0s

quais verificaram que em agar-agua com pH neste nivel, cres-
cem, praticamente, apenas actinomicetos, sendo que sdo esses

0S principais microrganismos produtores de antibidticos.



3.~. Avaliacao da capacidade dos microrganismos isolados

CAUSAREM antibiose. A Vy*lcuzafila ofiyzaz

Ap6s isolamento de microrganismos das plantas
de arroz e dos antagonicos isolados nos trabalhos de labora-
tério, fToram 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 diametro contendo
P, ofiyzaa, em pleno desenvolvimento, foram transferidos para
o centro de placas de Petri oora BDA, permanecendo incubados
sob condi¢cbes de luz constante, fornecidas por 3 lampadas
fluorescentes, luz do dia, marca Philips, 40 watts, numa al-
tura de 30 era, aproxiraadamente, e temperatura entre 25- 2I*C.
Transcorridas 48 horas, fragmentos do meio com células dos
possivels antagonistas foram transferidos para dois pontos
distanciados 3,5 cm do centro da placa de Petri com P. ofiy-
zae em pleno crescimento. Ba seguida, as placas de Petri fo
rara novamente colocadas para iIncubacdo nas condicbes anterio
res. A avaliacado foi realizada entre 48 e 72 horas, tomando
como base a capacidade ou ndao de iInibir o crescimento mice-

lial de P, oKyzae. e formacdo de halo de inibicao.
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3.5. Selecao dos antagonistas mais eficientes na inibicao
do crescimento micelial de Py~lcalafifa ofiyzae. JIN
vitro

Ap5s obtencdo de 348 isolados de microrganis-
mos que re comportaram como antagbnicos a P. ofiyzae, 1In Vvi-
fcro , foram realizados testes a fim de comparar a eficiéncia
dos isolados e selecionar os antagonistas mais eficientes em

inibir o crescimento micelial de P. oAyzae..

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 diametro
de uma cultura ativa de P. oAyzaz foi transferido para um
dos pontos da placa de Petri a qual foi .mantida sobas condi-
cbes 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 as condicbes anteriores de incubacéo. De-
pois de quatro dias foram avaliados o diametro da coldénia de
P. oAyzao. e do antagonista e o halo de inibicdo, todos na

reta tracada entre os pontos.

A fim de facilitar a selecdo dos antagonis -
tas mais eficientes, in vitro, foi determinada a porcentagem
de inibicdo de P. oAyzae.. Além da porcentagem de inibicao

foi determinada a relacdo entre a porcentagem de inibicdo e
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0 crescimento do antagonista. Como a férmula para determi-
nar a porcentagem de inibicdo exige o conhecimento do cresci
mento da testemunha, aos testes foi acrescido o tratamento
testemunha (P. ofiyzaz, isoladamente) . Foram feitas trés re-

peticdes para cada isolado dos antagonistas.

Por impossibilidade de ensaiar simultaneamen-
te todos os antagonistas, o0s testes foram realizados em gru-
po de microrganismos antagbnicos. Por este motivo, a sele-
cao dos mais eficientes, foi realizada isoladamente para ca-
da grupo de antagonista testado, sempre considerando a Der-
centagem de inibicdo e a relacdo porcentagem de inibicao/

crescimento do antagodnico.

A metodologia foi estabelecida através de
adaptacOes de trabalhos de varios 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. Preservacao dos microrganismos que apresentavam

ANTIBIOSE A Py~lculafila ofiyzaz

3.6.1. Em &gua estéril e meio agarizado

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

dois tubos de cultura com BDA inclinado e incubado por 48 ho
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ras, sob as condicfes citadas no item 3.4, com temperatura
entre 25 e 27°C. Apbs este periodo foram envolvidos por pa-
pel aluminio e armazenados em geladeira para preservacao. To
dos os isolados preservados em tubo de cultura com BDA so-
friam, de 6 ea 6 meses, nova repicagem para tubos com BDA,

cuja técnica € mais conhecida por repicagem sucessiva.

Antes do envolvimento com papel aluminio e
armazenamento, de um dos tubos de cada isolado, foi retirado
\'"{ cubo de meio de cultura contendo células do antagonista
e mergulhado ea vidro de penicilina de 10 m£, com 4 mE de
agua destilada esterilizada. A seguir os vidros foram tampa
dos oora rolhas de borracha e laci“ados com tampas herméticas
de aluminio através do uso de cravadora especial. Os vidros
forara armazenados ea condicfes ambientes. Todos os antago-
nistas forara preparados por este raétodo, que € conhecido co-
reo de Castellani (FIGUEIREDO, 1967) , durante o més de setem-
bro/1985. Ba 01/09/87 foi avaliada a viabilidade de alguns
antagonistas transferindo-se fragraentos do cubo (BDA + célu-

las dos antagonistas) ou pequenas porcdes da suspensao 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 eficiéncia na inibicado de P. ofiijzae., in vitro,

foram repicados para tubos de cultura com BDA inclinado e



incubados nas condicdes citadas no item 3.4. Decorridas
48 horas, o0s antagonistas foram suspensos em 5 mf£ de agua
destilada esterilizada, sendo que 2,5 mf£ da suspensado foram
transferidos para tubo de ensaio com 10 ml de solo previamen
te esterilizado e armazenado em condicbes ambientes. Para
obter solo estéril houve necessidade de autoclavagem diéaria,

durante 5 dias por 1 hora a 120°C.

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

foram ainda realizadas ap5s 180 e 365 dias.

3.7. ldentificacdo dos microrganismos antagénicos a

?yfLA.cuZaflL-ia oftyzae.

Com os isolados antagbnistas considerados mais
eficientes em inibir o crescimento micelial de P. ofiyzdd,
in vitro, foram realizados testes para determinacao de
suas posiclOes sistematicas, ou seja, i1dentifica-los e carac-
teriza-los. Por serem caracterizados como bactérias, a iden
tificacdo desses microrganismos foi baseada em BREED et alii
(1957), BUCHANAN & GIBBONS (1975) e ROMEIRO (1976) e  foram

realizados o0s seguintes testes para todos os isolados: determi-
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nacdo da forma celular; coloracdo de Gram; formacao e r.X)si-
cao do endosporo; forma, elevacdao e bordo da colbénia em pla-
ca de Petri; crescimento em meio inclinado; producdo de cata
lase; hidrdélise de gelatina; crescimento na superficie; rela
cao com oxigénio livre; producdao de acetoina a partir da gli
cose (vermelho de metila e VOGES PROSKAUER) ; producao de aci
do e gas a partir de glicose; producdo de amilase, producéao
de acido a partir de xilose, de arabinose e de manitol motili-
dade celular; crescimento em NaCE£ 5 e 7%; crescimento em sO-
dio azida 0,02%; hidrolise de caseina; decomposicdo de tiro-
sina; reducdo de nitrato para nitrito; reducdo de nitrato pa
ra amonia; reacdo em gema de ovo; crescimento a 10, 15, 20,
25, 45, 50, 55 e 60°C; dimensbes celulares e presenca de fia

gelos.

As dimensbes celulares foram obtidas de 44 célu
las através de microscopLa eletronica, com aumaito de 29.100 X, sendo
as microfotografias também utilizadas para determinar a posi

cado dos flagelos.
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3.8. Efeito do periodo de incubacdo do isolado ap-51,
EM meio Iiquido (bd)® NA INIBICAO DE Py”~ZcutafLia

ofiyzae.

Este ensaio foi realizado com a finalidade de
verificar a influéncia do periodo de incubacdo do isolado
AP-51, em meio liquido estacionario ou com agitacdo constan-

te, sobre o crescimento de P. OAyzac.

Para dois frascos Erlenmeyer de 250 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 diame-
tro de meio de cultura (BDA) com isolado AP-51 em pleno de-
senvolvimento. Um frasco permaneceu estacionario eoutro sob
agitacao constante, ambos em condicdes ambientes com tempera
tura variando entre 25 e 28°C. Este procedimento foil repeti
do durante 15 dias. Findo este periodo, obteve-se culturas
Iiquidas do antagonista com 1 até 15 dias e intervalos de 1 dia de
incubacdo, com ou sam agitacdo. Neste momeito foi acrescaitado 1,6g de
agar as culturas, esterilizadas e vertidas para 6 placas de
Petri, No centro de trés placas de Petri, foi transferido
um disco de 0,5 cm de diametro de meio de cultura (BDA) com
P. ofiyzdi em pleno desenvolvimento. Essas placas foram incu
badas conforme item 3.4, com temperatura entre 25e27°C. Apbs
5 dias foi realizada a leitura do crescimento micelial do

fungo, através do diametro da coldnia.
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A fim de se avaliar a estabilidade das substan
cias inibidoras de P. ofiijzao. produzidas pelo isolado AP-51,
as outras trés placas de Petri, contendo meios de cultu-
ra onde o antagdénico foi multiplicado, permaneceu armazenada
em condi¢cbes ambientes, durante 30 dias. Decorrido este pe-
riodo, no centro das placas foi transferido um disco de 0,5
cm de diametro de meio de cultura (BDA) com P. ofiyzao., a
leitura do diametro da colénia foi realizada ap6s 5 dias de

incubacdo nas mesmas condig¢fes anteriores.

3.9. Avaliacdo da concentracdo de caldo,onde isolados dos

ANTAGONISTAS FORAM MULTIPLICADOS,NA INIBICAO DO CRES
CIMENTO MICELIAL DE Vijfilculafila. onyzaz

Para avaliar o efeito da concentracdo do cal-
do (BD) onde os antagonistas foram multiplicados, na iInibi-

cado 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-
plicacdo em 100 ml de meio liquido (BD), contidos em frasco
Erlenmeyer de 250 ml, por 10 dias, sob agitacéao constante,
em condicBes ambientes. ApoOs este periodo, a cultura foi

esterilizada em autoclave a 120°C e 1 atm por 20 minutos.
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Posteriormente, este caldo foi iIncorporado em BDA nas con-
centracbes de 0,1; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 e 20,0% (V/V) no
vamente autoclavados a 120°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 diametro de meio de cultura
(BDA) com P. onyzai em pleno desenvolvimento e mantidas em
condicOes ambientes com temperatura variando entre 25 - 27°C
por 5 dias. Decorrido este periodo, foi realizada leitura
do crescimento micelial de P, ofiyzaz através do diametro da

coldénia e determinada a porcentagem de inibicao,

Para excluir o efeito da diluicdo dos nutrien
tes do meio de cultura foi realizado ensaio semelhante ao
descrito anteriormente usando as mesmas diluicdes com agua

destilada.

A partir da porcentagem de inibicdo foi calcu
lado o ED~q, EDgQ e ED™, para cada antagonista, transfor
mando a porcentagem de inibicdo em probitos e a concentracao

da dosagem em Log™¥ (FINNEY, 1971; SAS, 1985).

3.10. Influéncia do caldo onde o isolado AP-471 foi multi

PLICADO SOBRE A GERMINAGCAO DE CONiDIOS DE Py”lcala-

fila ofiyzaz

0 isolado AP-471, foi colocado para multipli-

cacao em 100 ml de meio liquido (BD), contidos aa frasco



Erlenmeyer de 250 ml, por 10 dias, sob agitacdo constante em
condicbes ambientes com temperatura entre 25 - 28°C. Apos
este periodo, a cultura foi Incorporada em agar-agua nas con
centracbes de 0,1; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 e 20,0% (VW/V), es
terilizada em autoclave a 120°C e 1 atm por 20 minutos e ver
tida em placas de Petri Pyrex. Com auxilio de pipeta de 1
mE£ esterilizada, 0,1 mE de uma suspensdo de conidios (concen
tracdo 3,1 x 10™ conidios/m£), Tfoi transferido para as
placas de Petri. Com auxilio de alca de Drigalski, a suspen
sao foi uniformizada sobre o meio de cultura. Apds 24 horas
de incubacdo, sob condicdes ambientes com temperatura entre
25 - 27°C, foi realizada leitura determinando-se o numero de
esporos germinados e nao germinados por campo de microscopio
optico comum. Foram avaliados 10 campos por placa, sendo 5
em duas direcdes perpendiculares entre si. Foram considera-
dos como conidios germinados todos aqueles que apresentavam

tubo germinativo normal ou néo.

3.11. Influéncia das condicbdes de luminosidade na incuba-
¢cdo dos antagonistas multiplicados em meio liquido

na inibigdo do crescimento micelial de Py”~iculafiia

OAyzae.

Os isolados AP-12, AP-S5, AP-114, AP-420, AP-
429 e AP-471 foram colocados sob trés condicdes de luminosi-

dade (escuro, luz fluorescente e proximo do ultravioleta) pa
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ra multiplicacdo em 100 mf£ de meio liquido (BD), contidos em
frasco Erlenmeyer de 250 mf£, por um periodo de 7 dias. Os
frascos que foram mantidos no escuro e luz fluorescente per
maneceram sob agitacdo constante em condi¢cOes ambientes (tem
peratura entre 22,5 e 24,5°C), enquanto os incubados em ul-
travioleta-proximo forara agitados por um minuto quatro vezes
ao dia e mantidos numa temperatura entre 20 -e 22°C. Ap5s es
te periodo, 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 concentracdes de 1,0; 2,5; 5,0;
10,0; 20,0% QZA)E autoclavadas a 120°C e 1 atm por 20
minutos e vertidas ea 5 placas dePetri. No centro dessas pia
cas de Petri foi transferido ura disco de 0,5 era de diametro
de BDA contendo micélio de P. oAtjzazem pleno desenvolvimento,
a seguir, as placas foram mantidas em condicdes ambientes
com temperatura entre 23 e 26°C, por 4 dias. Decorrido este
periodo foram determinados os diametros das colbdnias de P.
0Aijzaz e a porcentagem de inibicdo. Apds calculo da porcen-
tagem de inibicdo foram obtidos os ED™, ED™”e EDg”, confor

me apresentado no item 3.10.



3.12. Efeito do tratamento de sementes com antagonistas a
Vyfiicalafila on.yzac. ma RECUPERACAO DE MICRORGANISMOS
associados a SEMENTES DE ARROZ {OAyza oOatlva 1.) VAR.
iac-165

Antagonistas a P. ofiyzae. de cdédigos AP-12,
AP-351 e AP-471, isolados de sementes de feijdo, de sementes
de arroz e de folha de arroz, respectivamente, foram coloca-
dos isoladamente para multiplicacdo an 100 m£ de meio liquido () con
tidos an frascos Erlenmeyer de 250 ml, sob agitacdo constante,
em condicBes ambientes com temperatura entre 25-27°C. Trans
corridos 10 dias foi realizado o tratamento de sementes com
os APS 12, 351 e 471 mergulhando as sementes por 10 minutos
no caldo onde foram multiplicados e na mistura do caldo dos
trés antagonistas; em hipoclorito de sodio 2% por 10 minutos;
em hipoclorito de sédio 2% por 10 minutos, para assepsia su
perficial e posteriormoite com os antagbnicos e con benanyl (80 o/
100 kg de sementes) através da técnica de molhagem rapida.
Os microrganismos a elas associados foram avaliados através
do método de papel de filtro (NEERGAARD, 1977) . Este método
consiste na transferéncia de 25 sementes de arroz para placa
de Petri de plastico transparaite contoido 2 discos de papelde filtro
previamente umedecidos e incubacdo a 20 - 2°C, durante 7
dias, sob ciclos alternados de luz fluorescente e escuro de
12 horas. Depois desse periodo, as sementes sao examinadas
sob microscopio estereoscopico paradeteccdo dos microrganis

mos presentes e quando necessario em microscopio composto.
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As sementes utilizadas foram da variedade
IAC-16 5, provenientes da Companhia de Melhoramento CIANORTE
do Estado do Parana, cedidas pelo Engenheiro Agrénomo MS.
Seiji lgarashi do IAPAR. Cada tratamento constou de 4 repe-

ticdes com 25 sementes cada.

A fira de obter dados consistentes sobre o efei
to do tratamento de sementes com antagonistas a P. ofiyzaz. na
recuperacao de microrganismos associados as sementes de

arroz, o ensaio foi repetido duas vezes.

3.13. Controle da Brusone do arroz com antagonistas a

Fyfilcalafi-ia onyzaz eM CONDICOES DE CAMPO. I AnO

agricola 85/86

0 presente ensaio foi realizado com a finali-
dade de testar a capacidade dos antagonistas selecionados
in vitro, em controlar a incidéncia da Brusone do arroz

causada por P. ofiyzat, em condicdes 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 espacamento de 40 cm entre linhas. O delineamento ex-
perimental foi blocos casualizados, sendo que cada tratamen-
to constou de 5 repeticbes, com parcelas compostas por 4 li-

nhas com 2 metros de comprimento. Antes do plantio foi fei-
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ta adubacdo na base de 40 kg/ha de nitrogénio, 50 kg/ha de
NPNG N kg/ha de K20. Em 05/03/86 foi feita adubacdo ni-
trogenada em cobertura na base de 20 kg/ha de N. Quando ne-

cessario o campo foi irrigado, pelo sistema de aspersao.

Discos de BDA contendo os isolados dos antago
nistas de codigos 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 250 ml contendo 100 mf£ de BD, 10 dias an-
tes da pulverizacao no campo, sendo mantidos sob condicdes
ambientes com temperatura entre 25e28°C e agitacdo constan-
te. Antes da pulverizacdao o caldo foi diluido para 1 litro,
recebendo 1 gota de Tween 20. Desta suspensdo foram aplica-
dos 200 m£/parcela. Como tratamento padrédo foi utilizado ka
sugamicina 2% (produto comercial Kasumin na dosagem de 2 1/

ha) nas mesmas condicdes que o0s antagonistas.

As pulverizacdes dos produtos foram realiza-
das em 01/04/86, 08/04/86 e 18/04/86, durante o periodo com-
preendido entre as 07:00 e 18:00 horas com auxilio de pulve-

rizador "spray brudden', com capacidade para 1 litro.

A avaliacdo do experimento foi realizada em
01/05/86 através da leitura visual dos sintomas na folha ban
deira, na insercao das folhas bandeira e no n6, Para ava-
liacdo da Brusone na folha bandeira foi utilizada a escala
de 0-9 do sistema padrao para avaliacdo de arroz do IRRI

(PFIABHU et alii, 1982), sendo: O - auséncia de sintomas; 1 -



pontuacdes pequenas de cor marrom, do tamanho da ponta de um
alfinete; 2 - pontuacbes maiores do que a cabeca de
um alfinete e de coloracdo marrom; 3 - lesbes pequenas, cin-
zentas, arredondadas ou ligeiramente alongadas e necroticas;
4 - lesbes tipicas da Brusone, elipticas, com 1 a 2 cm de
comprimento e geralmente restritas entre duas nervuras prin-
cipais, nao atingindo mais do que 2% da area foliar; 5-area
foliar infectada inferior a 10%; 6 - area foliar infectada
em torno de 25%; 7 - area foliar infectada em torno de 50%;
8 - area foliar iInfectada em torno de 75% e 9 - area foliar
infectada em torno de 100%. Para avaliacdo da Brusone na
insercao da folha bandeira a escala utilizada foi: 1 - sem
sintomas; 2 - apenas pontuactes; 3 - lesbes até 1 cm de com-
primento e 4 - lesbes com mais de 1 cm de comprimento. Para

avaliacdao da Brusone do n5 a escala foi: 1 - sem sintomas;

2 - inicio de anelamento do nd; 3 - n5 anelado e 4 - n6 que
brado, tombamento. As avaliacbOes foram realizadas em 10
plantas das linhas centrais, as quais foram tomadas ao

acaso, antes do inicio das pulverizacdes e marcadas com fita

branca.

Nao foi determinada a producdo das parcelas,

principalmente, devido ao intenso ataque de passaros.
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5.1". Controle da Brusone do arroz com antagonistas a

Fijfilculafila ofiyzaz® em CONDICOES DE CAMPO. II.

AnO AGRICOLA 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 espacamento de 40 cm entre linhas. O delineamento expe-
rimental foi blocos casualizados, sendo que cada tratamento
constou de 5 repeticOes, com parcelas compostas de 4 [linhas
com 2 metros de comprimento. Antes do plantio foi feita adu
bacdo ocora 625 kg/ha da férmula 4-14-8. Em 04/11/86 e 20/11/
86, foram feitas adubacbes nitrogenadas em cobertura na base
de 20 kg/ha de N. Quando necessario o campo Tfoi irrigado

por aspersao.

A multiplicacdo e preparacao das suspensodes
dos antagonistas para pulverizacdo foram semelhantes a 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 suspensdes aplicadas ocora e sem adicéao de acucar
(dextrose 10 g/i). Também foi avaliado o efeito do caldo de
batata com e sem acucar (dextrose 10 q/l) . Como tratamentos
padrbées foram utilizados kasugamicina 2% (produto comercial

Kasumin na dosagem 2 £/ha) e benomyl (produto comercial Ben-
late 50 PM, na dosagem 500 g¢g/ha).



As pulverizacOes dos produtos foram realiza-
das em 13/12/86, 29/12/86 e 11/01/87, durante o periodo com-
preendido entre 14:00 e 18:00 horas, com auxilio de pulveri-
zador "spray brudden'™, com capacidade para 1 litro. As pul-
verizacdes foram mais esparsas que 85/86 por causa das chu-

vas .

A avaliacdo do experimento foi realizada em
26/01/87 atravées da leitura visual dos sintomas na folha ban
deira e no nd, seguindo as mesmas escalas de notas apresenta
das no item 3.13. As avaliacbes foram realizadas em 10 plan
tas das linhas centrais tomadas ao acaso. Além dessas
duas avaliacbes, em 01/03/87 foi determinada a porcentagem
de panicuias com Brusone por parcela. Para fazer esta deter
minacdo todas as paniculas foram colhidas e separadas em lo-
tes de sadias e doentes. Dessas paniculas foram separadas
as sementes para realizacdo de teste de patologia de semen-
tes afim de verificar a influéncia dos tratamentos sobre a
qualidade fitossanitaria das sementes. A metodologia de ava
liacdo foi a mesma apresentada no item 3.12, alterando-se a
incubacdo para 12 horas de luz fluorescente mais luz proxima
do ultravioleta e 12 horas escuro. Fol considerado para ava
liacdo a presenca de P. o0Ayzae,, He.lmintkoopoAium oAyzaz e

Phoma spp-
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RESULTADOS

4,1. Avaliacdo da capacidade dos microrganismos isolados

CAUSAREM ANTIBIOSE A Vy~lcalafLla ofiijzaz

De um toétal de 472 isolados de microrganismos
das diferentes localidades 348 comportaram-se como antagonis
tas a P. (fiijzaz, perfazendo 75,9% do total, sendo que: 31, 49,
7, 37, 33, 108, 25, 37 e 21 isolados de microrganismos anta-
gbnicos foram obtidos dos trabalhos do Laboratéorio de Fitopa
tologia da ESALQ/USP, de material coletado em Boa Esperanca
do Sul-SP, de sementes da variedade Agulha Precoce origina-
rias de Campinas-SP, de material coletado em Jaboticabal-SP,
Matdo-SP, Rio Claro-SP, Piracicaba-SP, Goiania-GO e Ribeiréao
Preto-SP, respectivamente. Estes valores perfazem 88,6 ;
98,0; 100; 84,1; 97,1; 59,0; 71,3; 72,6 e 58,4% dos micror-

ganismos isolados em cada localidade.

Nos Apéndices de 1 a 8 sdo apresentados, de
forma qualitativa, os resultados referentes a antibiose obti
da para cada isolado de microrganismos antagbnicos que apare
ceram como contaminantes dos trabalhos do Laboratéorio do De-

partamento de Fitopatologia da ESALQ/USP e dos isolados das
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plantas de arroz coletadas nos municipios de Boa Esperanca
do Sul-SP, Campinas-SP, Jaboticabal-SP, Matdo-SP, Rio Cla-
ro-SP, Piracicaba-SP, Goiania-GO e Ribeirdo Preto-SP, respec

tivamente.

N.2. Selecdo dos antagonistas mais eficientes na inibicgéo

DO crescimento micelial de VyfildaloiKla. ofiyzao., IN
VITRO

De acordo com os resultados apresentados nos
Apéndices 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 selecédo foi ba-
seada na porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de
P. ofiyzat e na relacdo entre a porcentagem de inibicdo e o]
crescimento do antagonista para cada grupo de antagonistas
testado. Nao sdo apresentados os dados relativos as areas
dos crescimentos em meio de cultura devido a similaridade

com os dos diametros.

A faixa da porcentagem de inibicdo do cresci-
mento micelial de P. ofiyzao. por microrganismos antagdnicos
ficou entre 7,53 e 33,73% para o AP-24 e AP-471, respectiva-
mente. Ha necessidade de lembrar que sempre P. 0Ayzae. de-

senvolveu-se durante 72 horas na auséncia do antagonista, Vis



to que, transferido o antagbnico antes ou junto com P. 0Ay-
zao. no meio de cultura, o agente causal da Brusone pratica-

mente nao cresce.

4_.3. Preservacdo dos microrganismos que apresentaram

antibiose a Vyn-idulaAla ofiyza®

Os resultados obtidos evidenciam que a preser
vacado dos microrganismos selecionados quanto a maior eficién
cia em inibir P. ohyza<L em solo estéril, mostrou-se efetiva
até pelo menos 365 dias. Pois em 20/01/86, 20/06/86 e 20/
12/86 , 0S microrganismos cujas suspensdes de células transfe
ridas para solo estéril eaa 20/12/85, foram avaliados em rela
cao a sobrevivéncia e a manutencdo da capacidade antagébnica,

apresentaram respostas positivas.

A preservacao dos antagonistas em agua esté-
ril (método de Castellani) mostrou-se efetiva até pelo menos
2 anos, pois quando recuperados o0s antagonistas de codigo
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 preservacao ea solo estéril co-
mo através do método de Castellani ser&o realizados testes
anuais para verificar se os antagonistas a P, 0Ayzaz mantém

a viabilidade.



ldentificacdo dos microrganismos antagdénicos a

TtffiZaulaH.-ia oAyzai

ApOs determinacdo da morfologia celular, das
dimensdes das células, dos aspectos das coldnias em meios de
cultura, do crescimento em diferentes temperaturas, das rea-
cOes aos meétodos de coloracdo, das reacbes a meios seletivos
e das reacbes bioquimicas, foi verificado que todos os mi-

crorganismos antagonicos selecionados por apresentarem maior

eficiéncia em inibir P. oh.tjzaz, 1in vitro, comportaram-se
de forma semelhante nos testes. Assim, sdo apresentados, de
forma global, os resultados obtidos (Tabela 1). Com auxilio
do "Bergey®"s Manual of Determinative Bacteriology™ 7. e 8.
edicdo, respectivamente editadas por BREED et alii (1957) 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
Familia: Bacillaceae
Género :Bac-illai,

Espécie: Badttu.6 oubtZlio



TABELA 1. Resultados dos testes paraidentificacad dos microrganismos anta-
gonicos a ?YAA.Cul.aAAa OKyzat, selecionados por apresentarem
maior eficiéncia na inibicdo do patégeno in vitro : .

1. FORMA DA  CELULA Bastonete
1. FORMAGCAO DE ENDOSPORO Positiva
111. POSICAO DO ENDOSPORO Central

V. COLORAGAO GRAM Positivo

V. MOTILIDADE Positiva
VI. POSICAO DOS FLAGELOS Peritriquea

VII. RELAGCAO COM OXIGENIO LIVRE Aerdbica
VIII. PROVAS BIOQUIMICAS

1. Producdo de catalase POSITIVO
2. Producdo de acido a partir da glicose POSITIVO
3. Producdo de gas a partir da glicose NEGATIVO
4. Producdo de acetoina a partir de glicose POSITIVO
5. Hidrélise de gelatina POSITIVO
s . Producdo de &cido a partir de xilose POSITIVO
7. Producédo de &acido a partir da arabinose POSITIVO
s . Producdo de &cido a partir de manitol POSITIVO
9. Producédo de amilase POSITIVO
10. Reacao era gema de ovo NEGATIVO
11. Hidro6lise de caseina POSITIVO
12. Decomposicdo de tirosina NEGATIVO
13. Reducdo de nitrato para nitrito POSITIVO
14. Reducédo de nitrato para amonia POSITIVO
15. Fermentacdo de sacarose POSITIVO

1X. TEMPERATURA DE CRESCIMENTO: Cresce a 15, 20, 25, 45 e 50°C

X. CRESCIMENTO EM NaC£ 5 e 7%: POSITIVO
X1. CRESCIANTO EM SODIO AZIDA 0.02%: NEGATIVO
X1l. DIMENSOES CELULARES2: Comprimento: 2,1 ym; largura : 0,78 ym

X11L FORMA, ELEVAGAO E BORDO DA COLONIA EM PLACA DE PETRI:

Forma: FILAMENTOSA - RIZOIDE
Elevacao: ACHATADA
Bordo: EROSADO - FIMMENTOSO

X1V. CRESCIMENTO EM MEIO INCLINADO: ARBORESCENTE
XV. CRESCIMENTO NA SUPERFICIE: PELICULA MEMBRANOSO

Os resultados sao 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, AP-429eAP-471, pois apresentaram respostas semelhantes em rela
cao aos testes. ~

As dimensbes celulares foram obtidas em microscopia eletrdnica.



4.5. Efeito do periodo de incubacdo de BacUiuo oabtiiit

(isolado AP-51), em wmero ciquioo (BD), soBre A

inibicdo de fyfilculafLla o/iyzcLi

A multiplicacdo de 8. -0abtizA,0 (isolado AP-51)
em meio liquido (BD) com ou sem agitacdo constante liberou me
tabolitos, em concentracédo suficiente para inibir completamen
te o crescimento micelial de P. ofiyzao, ap6s um dia de incuba
cdo. 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 agitacdo, iInibiram completamente o cresci-

mento de P. o0Ayzaz.

As substéancias que inibem o fungo apresentam,
no minimo, estabilidade por 30 dias, visto que, nos meios
armazenados, em condi¢cOes ambientes, por este periodo o cref
cimento do agente causai da Brusone foi nulo. Fato interes-
sante foi que mesmo armazenando os meios em condic¢cbes ambien

tes (sobre o balcdo) nado houve contaminacdo em nenhuma das

45 placas.

Nado foi possivel verificar o efeito do perio-
do de incubacao de B. ou.bti.llh, pois a avaliacdo foi qualita
tiva. Na testemunha (zero hora de incubacdo) houve cresci-
mento de P, OAyzae., o diametro médio das coldnias foi de
4,35 cm, enauanto nos demais tratamentos nao houve crescimen
to. Também n&o foi possivel diferenciar o efeito da agita-

cado do meio de cultura na producdo de substancias inibidoras



.57.

de P. ofiijzaa, visto que, o crescimento foi nulo tanto para
as culturas estacionarias gquanto para as culturas agitadas,

quando a incubacdo foi superior ou igual a 1 dia.

Os metabdlitos liberados por B. oabtllio , os
quais inibem P, ofiyzat, s&o termoestavei s, pois as culturas
foram autoclavadas a 120°C e 1 atm por 30 minutos e ainda

permaneceram ativas contra o patégeno.

4.6. Avaliacdo da concentracdo do caldo onde isolados de
EacMuo AubtlUd foram MULTIPLICADOS™ NA INIBICAO
DO CRESCIMENTO MICELIAL DE ViJulcaLafila omjzae.

Com o aumento da concentracdo de caldo onde
os isolados de B. “ubtlllo Fforam multiplicados, no meio de
cultura, ha um aumento na porcentagem de inibicdo do cresci-

mento micelial de P. ofiijzae. (Tabela 2).

Nas concentracbes de 5; 7,5 e 10,0% de caldo
ocorreu inibicdo média de 81, 89 e 92%, respectivamente, no
crescimento micelial de P. ofiyzaz. 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 concentracdo de 2,5%.

0 efeito da diluicdo dos nutrientes do

de cultura foi excluido, visto que, n&o houve reducgéo no



crescimento do fungo em diluicdes de até 50% com agua des-

tilada (Tabela 3).

TABELA 2. Influéncia da concentracao de caldo (BD) onde os isolados de
BacxXtoi OUBtAAyOl foram multiplicados na inibicdo do crescimen
to micelial de ?WhA.CiZaAAa ufiyzao,.

1
INIBICAO CONCENTRAGCADO %)

(D) 0,0 0.1 1.0 2,5 5,0 7,5 10.0
AP-3 0,0 5,0 54,0 84,0 82,0 92,0 92,0 98,0
AP-12 0,0 - - 90,0 93,0 94,0 96,0 98,0
AP-42 0,0 12,0 39,0 78,0 84,0 92,0 96,0 100. 0
AP-48 0,0 12,0 24,0 40,0 77,0 84,0 88.0 -
AP-49 0,0 5,0 59,0 71,0 89,0 92,0 98,0 -
AP-51 0,0 14,0 82,0 88,0 90,0 93,0 95,0 -
AP-85 0,0 9,0 32,0 66.0 91,0 92,0 93,0 97,0
AP-91 0,0 9,0 48,0 83,0 88 .0 90,0 94,0 100,0
AP-94 0,0 21,0 73,0 79,0 76,0 76,0 80,0 94,0
AP-105 0,0 - - 74,0 82,0 86.0 84,0 87,0
AP-114 0,0 - - 80,0 85,0 90,0 91,0 100, 0
AP-115 0,0 3,0 29,0 71,0 86,0 89,0 93,0 98,0
AP-137 0,0 0.0 13,0 43,0 86,0 92,0 96,0 100, 0
AP-150 0,0 4,0 40,0 79,0 84,0 85,0 87,0 100 .0
AP-165 0,0 6.0 48,0 85,0 90,0 91,0 93,0 -
AP-181 0,0 6.0 30,0 76,0 81,0 85,0 94,0 100, 0
AP-183 0,0 3,0 50,0 82,0 86,0 92,0 94,0 100, 0
AP-323 0,0 3,0 37,0 74,0 84,0 93,0 96,0 99,0
AP-332 0,0 7,0 72,0 80,0 89,0 93,0 94,0 100, 0
AP-339 0,0 6.0 8.0 26,0 71,0 54,0 59,0 -
AP-365 0,0 8.0 23,0 38,0 65,0 94,0 95,0 -
AP-366 0,0 - - 85,0 83,0 88 .0 96,0 98,0
AP-420 0,0 13,0 33,0 76,0 93,0 97,0 99,0 -
AP-429 0,0 9,0 48,0 53,0 93,0 97,0 100.0 -
AP-471 0,0 12.0 27,0 60,0 94,0 95,0 98,0 -

Porcentagem de inibicdo = crescimento da testemunha - crescimento do
tratamento/crescimento da testemunha X 100 -

Os dados sao médias de 5 repeticgdes.
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TABELA 3. Influencia da diluigcdo do caldo (BD), no crescimento micelial

de PijhlcuZcuiAlx oAyzae..

Diluicao Diametro da Coldnia Inibicéo

) (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
10,0 5,40 2.0
25,0 5,20 5,0
50,0 5,35 3,0
Para diluicao foi utilizada agua destilada

2 —~

Media de 3 repeticdes.

Os dados de ED™q, ED™q e EDg™ facilitam a
observacao dos isolados de 8. 0abtZlZi que se comportam como
mais eficientes em Inibir o crescimento de P. 0Ayzae. Ve-
rifica-se que os isolados AP-12, AP-51, AP-332 séo 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, 0s
mais eficientes. Enquanto, os isolados AP-94, AP-339 e AP-
105 sdo os menos eficientes, pois as dosagens sobem em média
para 41,69 e 142,62, respectivamente, para obtencdo da mesma

porcentagem de inibicdo (Tabela 4).



TABEIA 4. Doses estimadas do caldo

LUi

PiJfUcalaA.ia OAyzae. em 50,

Isolado

AP-3

AP-12

AP-A2

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

foram multiplicados que

.60.

(BD) onde isolados de BacljLILU iabti-

90 e 95Z (ED”q,

e

inibem o crescimento micelial

Os valores de ED foram calculados de acordo com FINNEY (1971) e

SAS (1985).

de
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N.7, Influéncia do caldo onde BacUiui oabtiu& pol

multiplicado sobre a germinacdo de conidios de

?ijn.-ic.aZafiZa ofiyzoLQ.

Com o aumento na concentracao do caldo, onde
B. 6ubtA~zZido (isolado AP-471) foi multiplicado, no meio de
cultura, houve reducdo na porcentagem de germinacdo dos coni-
dios de P. o™i/zae presentes no meio (Tabela 5) . Foram consi
derados conidios germinados todos 0s que apresentavam tubo
germinativo normal ou ndo. No entanto, foi verificado que
com o aumento da concentracdo do caldo presente no meio hou-
ve aumento no numero de conidios considerados germinados cu-
Jo tubo germinativo apresentava-se deformado. Verifica-se
desta forma, que os metabdélitos liberados por B. oabtlllo
causam inibicdo na germinacao e alteracdo na estrutura do

tubo germinativo dos conidios de P. ofiyzao,.

TABELA 5. Influencia da concentragdo do caldo onde BacAlZué iubtAJA))

(AP-471) foi multiplicado sobre a germinacao de conidios de

Pyfu.cuZaAAxi ofiyzaz.

Concentracao Conidios 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
7.5 52,15 bc
10.0 54,30
20.0 34,00
Media de 20 leituras. Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre

si (Tukey 5%).
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4.8. Influéncia das condicdes de luminosidade na

INCUBACAO de Baclllad dubtUU MULTIPLICADO

EM MEIO LIQUIDO NA INIBICAO DO CRESCIMENTO
MICELIAL DE Py~-iculafila oftyzae,

A multiplicacdo de 8. oabtlt-i0o em meio liqui-
do (BD), sob diferentes condicbdes de luminosidade durante a
incubacdo (escuro, luz fluorescente e luz proéoxima do ultra-
violeta) , possibilitou a producdao de metabolitos antagbnicos
a P. ofiyzaz. No entanto, a producdo foi diferenciada de
acordo com a incubacdo. Para todos os isolados de 8. oabtAr-
tZo0 testados foi verificado que quando iIncubados em condicdes
de luz fluorescente apresentaram maior porcentagem de iInibi-
cado do crescimento micelial de P. ofiyzao. do que aqueles incu
bados no escuro ou em luz proéximo do ultravioleta (Tabela 6).
Os isolados incubados no escuro apresentaram menor capacida-
de de inibicdo de P. ofiyzao, que aqueles em luz fluorescen-
te, no entanto, as diferencas foram pequenas. A incubacao
de 8. 0abt-iii.0 numa fonte luminosa proéxima do ultravioleta
foi altamente prejudicial para a producdo de metabdélitos an-

tagonicos a P. (fiyzae. (Tabela 6).

Os resultados apresentados em valores de
ED™q, ED™q e EDg”™, confirmam as afirmacdes anteriores, haja
visto, que os valores em média dos EDs quando o caldo foi
incubado em luz proxima do ultravioleta sdo muito superio-
res aqueles apresentados para a incubacdo no escuro e luz

fluorescente (Tabela 7) .



1ABEIA & .

meio

liquido na 1inibi

gg;.centra— AP-12
(D) ES LF

0,0 0,0 0,0
1,0 11,0 14,0
2,5 16,0 33,0
5,0 41,0 58,0
10,0 ss,0 89,0
20,0 91,0 93,0

N Média de 5 repeticdes

ES “ Escuro; LF “

AP antagonista a P.

Influéncia das condigcoes de

cao

NUV

11,0
31,0
40,0
74,0

77,0

luz fluorescente;

oyzaz

do

7,0 13,0
8,5 16,0
28,0 46,0
93,0 95,0

96,0 100,0

NUV

25,0

28,0

PORCENTAGEM
AP-114
ES LF  Nuv
0,0 0,0 0,0

21,0 61,0 6,0
44,0 14,0
89,0 94,0 24,0
93,0 94,0 52,0

DE INIBIGAO

AP —420

ES IF N W
0,0 0,0 0,0
0,0 2,0 2,0
3,0 7,0 4,0
5,0 22,0 4,4

10,0 64,0 10,0

90,0 91,0 11,0

NUV == luz proéximo, do ultravioleta

crescimento micelial de PLffLICLliaAlxL Ofiyzai.

o,1 18,0
7,5 71,0
22,0 95,0

83,0100,0

luminosidade na incubacdo de Ba.clILiifA oubiAlAyb, multiplicado

AP-471

ES Lf NUV

13,0 0,0
63,0 10,0
87,0 15,0
38,0 89,0 45,0

S7,0 96,0 69,0

em



TABELA 7. Doses estimadas do caldo (BD) onde isolados de 5ac-c££00 MKHAyLUi foram multiplicados, sobre

diferentes condigées de luminosidade que inibem o crescimento micelial de PynACuZoAAM. Ofiyzaz

em 50, 90 e 95% (ED"g, ED~q e ED"N).

Escuro Luz "Fluorescente Proximo Ultravioleta
Isolado
EDso” EDgo EDos Aeg5Q AegQ EDos E°50 E°90 EDos
AP-12 4,93 17,37 u24,82 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 20,02 95,20 148,13
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 m 1577956,-59"
AP-471 9,66 32,07 45,07 2,23 8,28 12,00 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 rédo e possivel deter
minar se o efeito foi em iInduzir menor producdo desses meta-
bélitos ou em inibir a multiplicacdo da bactéria ou inativar

os metabdlitos produzidos.

E 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 diferenca de comportamento em relacdo a luz (Tabela 7).

Efeito do tratamento de sementes com Baciiiaé
ou-btllld NA FREQUENCIA DE MICRORGANISMOS
associados A SEMENTES DE ARROZ {Ofiyza cativa
L. VARIEDADE IAC-165)

Nas amostras de sanastes estudadas nos dois ensailos
foram recuperados o0os seguintes microrganismos nas sementes
de arroz variedade I1AC-165; P. oAyzae., HilmiIntkoépoAlum oh.y-

zdz, HilminthoopofiZam sp. , Phoma spp., RhynchoopoA-iam oAyzae.,

Rhlzopad sp., EpZcoccum sp. , NIlg/LOopoAa sp. , kltunnaula.
tinuti, A. iongaZoo-ima, CuLfivatcLfila sp. , AOp~Agmud sp-,
?e.nA.c.lllZum sp., sp., CZadoipodiam sp., NtaAoopo
Aa sp., um fungo ndo identificado e bactérias (Tabelas 8 e

9 .



TABELA 8. Efeito do tratamento de sementes de arroz (Ofiyza édtiva L. var. IAC-165) com BaculZiU, oabtAAA

sobre a frequéncia (@) de microrganismos a elas associados.

Trataraentc )

) . Testenunha ~ Baionyl™ AP-12 AP-351 AP-471 HStAP-12 KSHI>-351  HSHAPA7L
>licrorganisns

dectagos

2q.-J.c.alaAAa ofiyzaz 2 15 6 10 12
HeAJt)*UhoipoAAuiri 0'Lg/zaz 7 0 1 2 0 2
Uhijnchoipo’ujm onazae. 0 1 0 0 0 0
Plioma SPp. 2 6 1 1 0 0
hligwipo/ia SP. 4 0 0 0 0 0
CuAvulj.iia Sp. 8 0 0 3 1 3
Wearc-ipo-iti sp. 0 0 0 R 4 0
Ep-icoccum sp. 42 3 2 4 2 5
Cia.doipofUum sd . 14 1 5 3 3 0
KepiagU Im.> SP. 18 5 1 4 2 0
PirUcl-LiLum SP. 25 20 2 8 2 1
AZteAnoAAa tznoli 1 0 0 0 1 2
Rkizopai SP. 5 0 0 16 3 0
fXingo ndo identificado 0 0 0 0 0 1
toctéria 0 1 0 0 0 0
[total 161 22 2 20 a7 2 18 3

1 fiexdid (80 gfICO kg de sanoite) - trataraerito rrolhagaii rapida
2 A desinfestacdo aan Hipoclorito de sédio 26foi realizada mergulhando-se as senentes na solucdo p3r 10 minutos.

3 A£ senentes tratadas camos antaglo_nis_tas (AP) foram mergulhadas por 10 minutos no caldo de batata, no qual os
isolados de 6. iubtitvi foram maltiplicados por 10 dias.

AP-12 +
AP-35]1 +
AP-4T71

= =
DN g O NO NP N O

g o r p =

AS



TABELA 9. Efeito do tratamento de sementes de arroz (OAyzd ocvtiva L. var. 1AC-165) com BacAlJiiao oubtiJUj)

sobre a freguéncia (@) de microrganismos a elas associados.

Tratamento

_ _ Testanunha  wBaiovl RS pp-17 @) P-351 AP47]  HSHAP32 HSHAP35L  KSHAP-ATL
Microrganismos
.detectados
Pij-u.calitu.(X VvAyzcLi 33 0 14 10 6 4
HiionintkcipoftOM cAyzctz 2 0 1 0 1 2
HzinUnthoipofuM!» SP. 0 1 0 0 0 0
Plioma SPP. 7 0 2 1 0 0
RkunchoipcAxum omjzae. 1 0 0 0 0 0
RfUzopLUi SP. 9 15 3 0 0 0
Epicoccum sp. 1 0 0 "0 0 0
HigADipo-ia SP, 10 2 3 2 {} 1
Kiti*nolua femiXo 7 0 0 0 1 0
AttzAnaA.01 longuA.S6ima 0 0 0 0 C 0
CuWuicLU.a. SP, 11 0 4 3 1 1
in,pizAgittiii SP. -5 0 9 7 0 0
PitUcxItiuni SP. 2 0 0 0 0 0
faioA-am S, 9 0 3 0 2 0
CladoipoAAMjn SP, 2 0 0 1 0 0
Fongo néo identificado 0 3 2 4 2 1
Bactéria 3 0 0 2 2 4
Total 102 21 13 41 19 K1) 15 13 14

1 benanyl (80g/100 kg de sanaite) - tratamento irolhaga::! rapida.

2 A desinfestacdo com HipDclorito de sodio 26foi r*lizada mergulharbo-se as sanaites na solugdo por 10 minutos

3 As senaites tratadas cora os antagonistas (AP) foram mergulJTades no caldo de batata f»r 10 minutos, no qual os
isolados de B oub-tcLci foram multiplicados por 10 dias.

AP-12 +
AP35
AP-4T1
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Verifica-se através das Tabelas 8 e 9 que os
tratamentos de sementes com benomyl, hipoclorito de sédio 2%
e 8, oubtillo (AP-12, AP-351 e AP-471), antagonistas a P.
oKyzao,, reduziram significativamente a frequéncia total de
microrganismos recuperados das sementes quando comparados
com o tratamento testemunha, demonstrando assim suas efici-
éncias. Os tratamentos com 8. iabtA.tA.6 reduziram a incidén-
cia de P. ofiyzae., H ofiyzae,, Phoma spp. e R. ofiyzaz, que
sdo os mais Importantes patégenos da cultura. No entanto,
as reducbOes foram similares ou inferiores aos tratamentos
com hipoclorito de sédio 2% e benomyl. Todos os tratamentos
reduziram a frequéncia dos fungos de armazenamento e de sa-

profitas.

~.10. Controle da Brusone do arroz causada por
Vyfilcalafila. 0Ayzae. com 1SOLADOS DE Vacillai
6ubtZlU em CONDICOES DE CAMPO. 1. ANO AGRI

COLA 85/86

Na Tabela 10 sdo apresentadas as notas médias
da incidéncia da Brusone nas folhas bandeira, nas iInsercdes
das folhas bandeira e nos nos das plantas de arroz pulveriza
das com 8, iubt-iZio e seus metabdlitos e kasugamicina 2%,

(Kasumin 2 £/ha) , produzida por StAiptomyczo kaougainei-i.m
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TABELA 10. Efeito de pulverizagdes com Eac-ULIUO .iubtALi0 sobre a incidén
cia da Brusone causada por Vyfu-C-UZxVUJX OKyzOiQ. na Ffolha bandei
ra, na insercdo da folha bandeira e no no de plantas de arroz.

Ano Agricola 85/86.

Insercdo da folha

Tratamento Folha bandeira” n5"
bandeira ~
1 . Testemunha 3,34 3,26 2,24
: . kasugamicina % 2,64 2,44 1,78
(Kasumin 2 -£/ha)
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
s . AP-94 4,70 3,31 2,79
7. AP-137 3,77 3,51 2,93
s . AP-150 2,61 2,94 2,26
9. AP-203 2,95 3,42 2,53
o . AP-366 3,73 3,20 2,40
1 . AP-420 3,02 3,33 2,65
2 . AP-471 3,63 3,06 2,04

1 Nota variando de 0 a 9, conforme "Sistema Padrao para Avaliacao de
Arroz"™ do IRRI; 1item 3.13.

2 Nota variando de 1 a 4, conforme apresentado nos Materiais e Métodos,
item 3.13.

3 Nota variando de 1 a 4, conforme apresentado nos Materiais e Métodos,
item 3.13.

A analise estatistica mostrou nao existir diferencas significativas
entre os tratamentos. Os dados sao médias de 4 repeticgdes.

AP = Antagonista a P. Ofiijzae.
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Os tratamentos com o antagonista AP-150 e ka-
sugamicina 2% foram os que apresentaram menor incidéncia da
Brusone na folha bandeira e na insercédo da folha bandeira,
enquanto que no nd, kasugamicina 2% destacou-se dos demais
tratamentos. Entretanto, o que se verifica na Tabela 10, ¢é
que a ocorréncia da Brusone, avaliada através de notas na fo
lha bandeira, na insercdao da folha bandeira e no n6, foi mu”
to proxima para todos os tratamentos nas condicdes do en-

salo, nado existindo diferencas estatisticamente significati-

vas entre os tratamentos.

4.11. Controle da Brusone do arroz causada por

PyfiiculafLia ofiyzae. cOM [ISOLADOS DE Ba-
cllluo iubtlllo em condi COES DE CAMPO.

Il. ANO AGRICOLA 85/87

A ocorréncia da Brusone,avaliada atraveés de
notas na folha bandeira e no n6,foi semelhante para todos os
tratamentos ndo existindo diferencas significativas entre si
(Tabela 11). No entanto, o0s tratamentos com o antagonista
AP-150, com e sem dextrose, apresentaram menor incidéncia
da Brusone na folha bandeira, com comportamento superior a
kasugamicina 2% e benomyl. Nao foi verificado efeito da
aplicacdao de acucar junto com o caldo onde B. odabtllio foi

multiplicado.
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TABELA 11. Efeito de pulverizacao com BaC/ON-00 iubtAAUi sobre incidéncia
da Brusone causada por PYAICUZOAAXi ofiyza0. nas folhas bandeira

e nos nos de plantas de arroz. Ano Agricola 86/87.
Tratamento Folha bandeira”
1. Testemunha 1,14 0,06
1 i 0,

asunin 16/hay 0,00
3. Benomyl (Benlate 1,12 0.02

50 PM 500 g/ha) 7
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 aog/i) 0,82 0,06
12. AP-203 + Dextrose (10g/£) 1,20 0,02
13. AP-420 + Dextrose ao0(/i) 0,94 0,00
14. AP-3 + Dextrose (10g/£) 1,00 0,00
15. AP-85 + Dextrose ilOg/l) 1,22 0,00
16. AP-471 + Dextrose ao0g/i) 1,24 0,04
17. BD + Dextrose (10g9/£) 1,32 0,00
18. Dextrose (1O0g/t) 1,28 0,08

Nota variando de 0 a 9, conforme Sistema Padrdo para Avaliacédo de Ar-
roz, do IRRI, item 3.13.

Nota variando de 1 a 4,. conforme apresentado nos Matérias e Métodos,
item 3.13.

AP = antagonista a ?yHAC.uZcUiia OAyzai; BD = meio Ifquido batata-dextrose

A analise estatistica mostrou ndo existir diferengas significativas
entre os tratamentos. Os dados sao médias de 5 repeticdes.
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Como nado foram verificadas diferencas marcan-
tes na ocorréncia d* Brusone na folha bandeira e no n5, foi
decidido realizar testes de patologia com as sementes colhi-
das no campo, separando as originarias de paniculas sadias
das doentes. Dessas sementes foram determinadas a porcenta-
gem de sementes com P. ofiyzao,, H 0Ayzae. e Phoma spp. , (Tabe
la 12). Esse parametro também ndo apresentou diferencas que

marcassem os efeitos dos tratamentos.



TABELA 12. Efeito da pulverizacdo de BacJJMIO éubtttli, na cultura do arroz sobre a incidéncia de
PyAlcuZaAAa oAyzae., HzLnin™hodpofUum spp. e PhomX spp., nas sementes oriundas de panf
cuias com e sem Brusone, produzidas no Ano Agricola 86/87, ”

Paniculas doentes Paniculas sadias
Tratamento 2.0n.ijzaz Hidiuvthoi-  Phoma spp. P. ofiyzaz Hzaninthoo- Phoma spp.
pofu-wii spp- pon-im spp.
D o)
1. Testemunha 23.0 1,0 86,5 33,5 2.5 73.5 =
2. Kasugamicina 2%
(Kasumin 1£/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 27,0 1.5 82,0 36.0 5,0 55,0
(10g/£)
12. AP-203+Dextrose 30,0 0,5 91,5 . 27,0 1.5 69,5
(logw
13. AP-420+Dextrose 28,5 2,0 76,0 34.5 2.5 65,0
(10g/™)
IA. AP-3+Dextrose 24,5 0.5 68,5 30.0- 4,0 72,0
(10g/£)
15. AP—85+)Dextrose 27,5 . 1.5 77,5 37.5 2.5 55,5
alyl
16. AP-A71+Dextrose 33,5 1,0 81.5 . 31,0 1.5 67,5
(10g/£)
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 Paniculas atacadas por P. (Kza2.
2 Paniculas nao atacadas por P. Ohyzcid

AP = antagonista a P. G(yza-2.; BD = meio liquido de batata-dextrose
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Esse estudo béasico para o controle biologi-
co do patossistema ?yfiic.ulafila ofiyzao. x Onyza oatlva é devi
do aos relatos do controle de diversas doencas com extratos
de microrganismos e principalmente das descobertas de bons
antibioticos para controle da Brusone como blasticidina S e
kasugamicina (FUKUNAGA, 1965; UMEZAVJA et alii, 1965) basea-
dos na selecdo de antagonistas que ocorriam naturalmente.
Assim, como a natureza ¢é repleta de antagonistas, devem
existir outros microrganismos que produzam substancias ini-
bidoras deste patégeno, que é o mais importante da cultura,

havendo necessidade de estabelecer um esquema de selecéo.

Umn grande numero de microrganismos antagoéni-
cos a P. ofiyzdi foi isolado de todas as partes de plantas
de arroz (raizes, folhas e sementes) e dos solos onde essas
plantas de desenvolviam (Apéndices 1a 8), demonstrando que
existe na natureza um enorme potencial antagbnico. O im-
portante é que em todos os locais de coletas de arroz foram
obtidos i1numeros isolados de antagonistas a P. oKyzad. Este

fato indica a possibilidade de se obter antagonistas efi-
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cientes para explorar o controle bioldégico desse patdgeno,
pela introducdo massal de antagonistas ou pelo uso das subs
tancias produzidas por esses microrganismos. Esta observa-
cao indica ainda que deve ocorrer naturalmente controle bio

I6gico da Brusone na cultura do arroz.

Inicialmente, havia sido programado utilizar
para selecdo de microrganismos antagénicos a técnica descri
ta por JOHNSON et alii (1967), porém devido as dificuldades
na sua elaboracdo optou-se pela apresentada nos itens 3.3
e 3.4. Considerando o numero e frequéncia de isolados
de antagonistas obtidos (Apéndices 1 a 8), pode-se inferir
que o método de selecao utilizado foi bastante satisfatorio,
principalmente, devido ao baixo custo dos meios de cultura
e a facilidade de execucdo dos trabalhos. 0 método utiliza
do contraria, praticamente, todos os testes de selecéao de
antagonistas, pois nesses sempre o0s antagonistas sdo coloca
dos para desenvolver em meio de cultura antes do patodgeno,
enquanto nesta metodologia o patdogeno foi transferido para
meio de cultura dois dias antes que o antagonista. Essa al
teracdo foil necessaria 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 selecdo dos micror-
ganismos antagénicos a P. ofiyzao. como durante a realizacéo

dos testes para selecionar os mais eficientes em inibir o
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crescimento micelial do patdogeno, 1in vitro (Apéndices 9 a
1), ~oi. demonstrado que todos antagonistas a .P. 0A"yzat
ab através do mecanismo de antibiose, isto é, pela produ
cao "~ antibiodticos, pois sempre ocorria formacdo de inten-
so halo de inibicdo (COOK & BAKER, 1983) . Os dados dos tes
tes para verificar o efeito do periodo de incubacao de 8 .
oubt”"Z-i6o, em meio liquido, sobre o crescimento micelial de
P. ofiyzOiQ também confirmam este mecanismo de acao nos
meios em que o antagdonico foi multiplicado por 1 a 15 dias
0 crescimento do agente causal da Brusone foi nulo. Outros
ensaios realizados no transcorrer dos trabalhos dao susten-

tacdo a afirmacéao.

Todos os antagonistas selecionados quanto a
maior eficiéncia ea Inibir o cresciraento micelial de P.ofiy-
zaa, 1in vitro , pertencem a mesma espécie: Bac-iZZuo “ubt”c-

(Tabela 1). A identificacdo foi baseada nas caracterlf

ticas usadas para tipos de espécie de Bac.Attud apresentadas

por BERDY (1974), BUCHANAN &GIBBOHS (1975) e NORRIS "" et
alit (1981) . Isto pode ser decido a metodologia de isolamento e selé
cao ou ser caracteristica préopria planta hospedeira, em
apresentar esses microrganisraos como residentes. Para de-
monstrar qual hipdtese é verdadeira hd necessidade de rea-
lizar nova selecdo baseada em outros principios, outros
meios, etc. Como ndo forara encontrados relatos de levanta-
mentos de microrganismos residentes em arroz nao € possivel

comparar os dados. No entanto, diferem dos trabalhos mais
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recentes com controle bioldgico de P. oKijzolg desenvolvidos
por SY et alii (1978ab), SY et alii (1983ab) e SY et alii
(1984) que sédo baseados sobre os antagonistas TalchodeAtna
spp-, T. fioioam, Chaztomium gZoboium, Mc¢/Aothzclum vzAAuca-
AAa, Mich.omonoApoh.a spp., nigzfi e duas  bacté-
rias nao identificadas. Os desenvolvidos por RIBEIRO (1987 )
sdo baseados em Tfi-ichode.h.ma, Th.Ac.hote.c.Xum e NAghO'SpOh.a. Tal
diferenca pode ser devida ao fato de que muitos . trabalhos
de controle bioldégico ndo tém como base a selecéao ampla
dos possiveis antagonistas que ocorrem na cultura, mas sim

a utilizacdo de espécies reconhecidamente com potencial an-

tagébnico geral (ANDREWS, 1985) .

O fato de todos os antagonistas selecionados

~

pertencerem a espécie B. ou.btit-i0 ndo é surpreendente por-
que essa espécie € reconhecidamente produtora de inumeros
antibioticos como demonstrado por BERDY (1974), BUCHANAN &
GIBBONS (197 5), KATZ & DEMAINS (1977) e NORRIS etalii (1981).
Além de produzir inumeros antibidticos, ha varios relatos
do potencial inibidor desta espécie para diversos patoge-
nos: Rhlzoctonla i1>oldni, R. batdt-icola, kltzfincmla oolavil,
Eotkytlo cln2fQoi, Faiahium adam e ColZ2totn.Ichum {~aZcatum
(VASUDEVA & CHAKRAVARTH, 1954); R. i1oZanl (DUNLEAVY, 1955);
EAWZn-ia amyZovoha (ABO-EL-DAHAB & GOORANI, 1964); fu-ocaAlum
AOQ2um F. sp. C2A2azA6 (KOMMENDAHL & NEW, 1974); CozzZztotfil
chum gzZo200poAlold2o (BASTOS & FIGUEIREDO, 1976); Uictfila

gaZZigtna (SWINBURNE et alii, 1975); MacAophomZna pha’zoZA.-
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na e Botfiyod-iplodla oolanl-tabtfiooi (THIRUMALACHAR & O" BRIEN,
1977); C. p2flnilc.100a (BASTOS, 1978); Vhytophthofia palmlvofia
(OIDIGIE & IKOTUN, 1981); UfiomycQO pkaodioll (STAVELY et
alii, 1981; BAKER et alii, 1983; BAKER et alii , 1985); RHO,
nliim oxyipofiam f. sp. dlanthi (YVEI-JETALII, 1985) ; Phomopi,A.i
sp- (CUBETA et alii, 1985); dahtlai (HALL et
alii, 1986); Monllinla {,h.uctlaola (PUSEY & WILSON, 1984 e
MACKEEN et alii, 1986); KkltzH.nan.la. sp. , fu6aA”um nion™lZ"0A
nae, ?26talotA..a sp. , Fhomop”ld sp. , Votklon.Q.1Za QfizQafila,
R. oolanl, SalifLotlum e SoAdal/iia sp. (MEDINA, 1986) ;
H. ofiyzae. (NUNES et alii, 1986 ab) e Cyl.indfiocladA,um sp.
(BETTIOL, 1986), confirmando a amplitude de acdo de B. oub-
Nos testes de patologia de sementes foi verificado
inibicdo de P. ofiyzaz, H. 0A.yza& EpAaoccwi}sp .,. CladoopoAA.im
sp. , NigfLOinofia sp., CuAvuZaAAa sp. .e KopzKQAZtLii sp. ,entre ou-
tras (Tabelas 8 e 9) . Essas observacgfes sugerem que (o]
antibioticos produzidos por B. oOu.btA.tii> podem ser explora-
dos,aaroos produzidos por StAiptomyae”, para controle da Bru-
sone. No entanto, ha necessidade de mais estudos para tor-

nar pratica a utilizacdo deste antagonista.

As caracteristicas dos antagonistas selecio-
nados sdo boas para agentes de controle bioldégico, pois
além de rapido desenvolvimento tanto em meio de cultura
quanto na natureza, produzem endosporo e antibidticos, cref

cem em larga faixa de temperatura e adaptam-se a varias

condicdes ambientes (BUChm?™ & GIBBONS, 1975; KATZ & DEMAINy
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1977 e ANDREWS, 1985). A caracteristica de producéao
de endosporo, altamente resistente as condicdes adversas,
(NORRIS et alii, 1981) é excelente para a preservacao des-
ses organismos. B. manteve a viabilidade quando
preservado era solo estéril e agua destilada, peio menos,
por 1 e 2 anos, respectivamente. Deve, no entanto, permane
cer viavel por tempo superior. Essa observacdo sera feita
no transcorrer dos anos durante realizacdo dos futuros tra-
balhos com controle bioldgico da Brusone do arroz. Além
desses dois métodos o0 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. oAijzaz, pois quando multiplicado em meio liquido por 1
dia, produz antibidticos suficientes para impedir completa-
mente o crescimento do patégeno. ABO-EL-DAHAB & GOORANI
(1964) demonstraram que com o0 aumento no periodo de incuba-
cao de B. ocorreu aumento na inibicao de EAM™n-ia
amyZovoAa. Contudo, nesse trabalho n&o foi possivel essa
deteccdo porque o crescimento de P. 0OAyzae. foi completamen-

te inibido quando a incubacdo de B. -oubtlIX6 foi superior

a 1 dia. Foi verificado ainda, que quando o antagonista € transfe-
rido fara o meio de cultura sélido antes que P, onyzae., 0 crescimoito
deste é nulo. Os antibidticos produzidos por B. oabtllli,
inibem o crescimento micelial (Apéndices 9 a 21) e a germi-
nacdo dos conidios de P. ofigzad (Tabela 5), sendo que mui-

tos dos conidios germinados exibem o tubo germinativo mal
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formado. Resultados semelhantes foram obtidos por VASUDEVA
& CHAKRAVARTHI (195%4) com Alt2.~naAla iolanl; SVJINBURNE et
alii (1975 com Uic.tn.la QalliQUna-, THIRUMALACHAR & OF"BRIEN
(1977) com MacAopkomA.na phas &ol-ina; FRAVEL & SPURR Qor7)
com AttzKnafLZa aZtinnata; BAKER et alii (1983) com U/iomyce6

phao iol-i; PUSEY & WILSON (1984) com MonZZ-inia {“AucticoZa.

Foi demonstrada a termoestabilidade dos meta
bélitos produzidos por B. ”“abt-ilZzo que controlam P. oftyzai
(Tabelas 2, 4, 5 e 6). Esta caracteristica 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 substancias antagbnicas na forma seca e no ar-
mazenamento observadas por LANDY et alii (1948) e SWINBURNE
et alii (1975 sao importantes para sua iIndustrializacao.
Nos estudos para verificar o efeito da luz sobre 'B 0abtA.Z.Zo
foi verificado que quando incubado em meio liquido ilumina-
do com luz proxima 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 0s incu-
bados em NUV sendo pouco aerados e permanecendo sob tempera-
ra inferior aos outros, esses efeitos sdo minimizados quan-

do observado os obtidos no item 4.5.
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No estudo, nao foi possivel determinar se NUV inibe a mult®
plicacdo de B, i,ubtA.ll6 ou se inibe a producdo de antibiot”
cos ou se destroi as substancias produzidas. Esta possivel
sensibilidade & luz ultravioleta podera ser vencida através
de selecdo dos isolados mais adaptados, pois 0 comportamen-
to em relacdo ao NUV foi diferencial (Tabelas 6 e 7) ou do
melhoramento dos microrganismos em relacdo a essa caracte —
ristica ou ainda através de uma adequada formulacdo do pro-

duto .

A inibicdo de P. ofiLjzai ocora os metabdlitos
produzidos por B. ocorre em baixas concentracoes,
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 A,
59, 82, 73 e 72%, do crescimento micelial do fungo, respec-
tivamente. Faz-se necessario salientar que foi 1,0% do ca]®
do onde B. iabtlZzlo foi multiplicado, sendo que a quantida-
de de metabdlito no caldo é desconhecida, mas devendo ser
baixa, mostrando que produzem substancias altamente efeti-
vas em inibir P. o”ijzae.. Assim, h& necessidade de estudar
meios de culturas mais apropriados para multiplicacéo dos
antagonistas e producdo de substancias inibidoras, condi-
cOes de incubacdo e purificacdo da toxina e sua efetividade.
Na Tabela 4 é interessante observar que os valores do ED"q,
EDC e apresentados pelos caldos onde B. iubt-clz6 foi

multiplicado s&o diferenciais. Assim, calculos desta natu-
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reza podem ser utilizados para selecao dos antagonistas

mais eficientes.

A nado constatacdo de diferencas entre os tra
tamentos nos ensaios de campo nos anos agricolas 85/86 e
86/87, provavelmente, deve-se a utilizacdo de uma variedade
extremamente suscetivel como e o caso da Agulha Precoce e
as condicOes oferecidas durante o transcorrer dos ensaios,
como: alta densidade populacional, adubacdo nitrogenada, se
meadura tardia, condicbOes de sequeiro, que de acordo com
CARDOSO & KIMATI (1980); RIBEIRO"(1981), PRABHU (1983), OU (1985) e
SCHINITLER (s.d.) séao apropriadas para ocorréncia da doen-
ca. Outros fatores precisam ser considerados como a aplica-
cdo tardia dos produtos (antagonistas e fungicidas) e o ho-
rario das pulverizacbes que foi das 07:00 as 18:00 horas.
Além desses fatores, os problemas com delineamento experi —
mental também colaboraram para a nado constatacdo de diferen
cas entre os tratamentos como: a iInterferéncia entre parce-
las, pois as mesmas foram pequenas devido a problemas com
disponibilidade de area e a amostragem, aparentemente peque
na. Entretanto, mesmo com esses problemas e ndao apresentan
do diferenca estatisticamente significativa, o AP-150" com
e sem aclUcar apresentou comportamento superior aos trata-
mentos padrdes (kasugamicina e benomyl) no controle da
Brusone nos dois anos agricolas (Tabelas 10 e 11). Este fa
to indica que had possibilidade de controlar P. ofiyzao. em

condicbes de campo, cora B. AubtZt-ii , necessitando: encon-
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trar meios de cultura onde a producdo de antibidticos seja
maior, adequar a sua aplicacdo e formular adequadamente o]

produto,entre outros.

Nos ensaios de campo, nao foi possivel veri-
ficar se ocorreu degradacdo dos metabdlitos e ou a morte
das células de B. oubtll-ii> pulverizadas nas plantas. Contu
do, considerando o efeito da luz NUV sobre a incubacéo do

antagonista, ha necessidade de avaliar esses parametros,

A purificacdao e a i1dentificacdo das substan-
cias inibidoras de P. o”yzac. produzidas por B. iubt-itA%i séo
necessarias para entendimento do completo mecanismo de con-
trole expresso no patossistema. Uma vez realizado este
trabalho, modificacdo da sua estrutura poderia levar a um
produto mais eficiente e conduzir o controle para um método

mais seguro e eficaz.

Além do controle bioldgico, um dos objetivos
da obtencdo de microrganismos antagénicos a diveross patdge
nos € a implementacdo do controle integrado e B. oubtlt-io
apresenta mais uma caracteristica importante que é a compa-
tibilidade com fungicidas, como demonstrado por PUSEY et

alii (1986).



.34

CONCLUSOES

Na superficie das plantas de arroz (folhas, sementes e
raizes) e no solo onde essas plantas se desenvolvem
existe uma grande quantidade de microrganismos antagon”
cos a ?yfilc.u.tah.ia ofiyzaz;

Dos microrganismos isolados das plantas de arroz 0s
mais eficientes em inibir P, ofiijzaz sdo todas da espé-
cie Bac-iZZud otxbt-it-i0 , sendo que atuam através da anti-
biose, isto é, producdo de antibidticos;

Os i1solados de 8. oubt"LZZ0 selecionados mantiverama via
bilidade por, pelo menos, 1 e 2 anos, quando preservados
em solo e agua estéril, respectivamente;

Os antibidticos produzidos por B. oabtlllo inibem in
vitro tanto o crescimento micelial como a germinacao
dos conidios de P. ofiyzaz, sendo que muitos tubos germi
nativos sao deformados;

A multiplicacdo de B. oubtllli, em meio Iiquido (BD) com
e sem agitacdo constante, libera metabdélitos em concen-
tracdo suficiente para inibir completamente o0 crescimen
to micelial de P. ofitjzao., ap6és um dia de iIncubacéo;
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A capacidade de B. em inibir o crescimento mi-

celial de P. o”yzai e influenciada pelas condicdes de
luminosidade, sendo a luz fluorescente e o escuro mais
apropriadas e a proximo do ultravioleta prejudicial;

As substancias antagbnicas liberadas por B. éubtiizZi,
apresentam termoestabilidade e alta eficiéncia em 1ini-
bir P. QAi/zag, in vitro;

0 conjunto dos resultados permite concluir que as pers-
pectivas de controle bioldégico da Brusone do arroz coora

8 . e/ou seus metabdlitos antagdbnicos sdo 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”cuicuvia ofiyzao,.

Isolado2
Antibiose”

Codigo Origem
AP-1 Junto a P. oOhyza2. em testes de esporulacdo +
AP-2 Folha de eucalipto com CyIA,ndAocZa.ciitm +
AP-3 Folha de eucalipto com CyZAndh.O(IZ(IdAMm +
AP-4 Semente de feijdo com MacAophom-tna phci6io£A.na +
AP-5 Semente de feijdo com M. phci&olina +
AP Junto a P. 07yzao. em testes de esporulacéo +
AP-7 Junto a RhA-zoctoyiia dolanl +
AP_s Junto a P. Ofiyza0. em testes de esporulacdo +
AP-9 Folha de eucalipto com CyLindA.ocl.adlum
AP-10 Folha de eucalipto com Cyt*ndAocZadim
AP-11 Folha de eucalipto com CyLindAocliafiiim +
AP-12 Semente de feijdo com M. phcU>2.0lA.na +
AP-13 Semente de feijdo com M. phcU>e,oLina +
AP-14 Folha de eucalipto com CyZA.ndAocZadyium +
AP-15 Junto a P. OKyzaz em testes de esporulacéo +
AP-16 Junto a P. OfiyzdZ em testes de esporulacdo +
AP-17 Junto a P. Oh.yza.O. em testes de esporulacéo +
AP-18 Semente de feijdo com M. phcU>e.olLina +
AP-19 Junto a TnlchodoAma +
AP-20 Folha de milho com HelmZntho6poAA.um +
AP-21 Junto a P. Ofiyzaz em testes de esporulacgéo +
AP-22 Junto a P. Ohyza2. em testes de esporulacgio
AP-23 Folha de milho com Helm”nthoopohxnm +
AP-24 Junto a P. ChyzOQ em testes de esporulacéo +
AP-25 Junto a P. ofiyzao, em testes de esporulacgio +
AP-26 Folha de eucalipto com CylA.ndAocl.adAum
AP-27 Junto a P. ohyzao. em testes de esporulacio +

continua. ..
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APENDICE 1. Continuacéo

Isolado

5 Antibiose”
(ocligo Origem
AP-28 Folha de eucalipto com CyZInd/LOcZadium +
AP-29 Junto a P. OAyzai em testes de esporulagao +
AP-30 Junto a P. OH.yzaz em testes de esporulacao +
AP-31 Junto a P. OA.yzai em testes de esporulagao +
AP-32 Folha de eucalipto cora CylA-ndAocAadlim +
AP-33 Folha de eucalipto com CytA.nd/LoaZadAAm +
AP-3A Folha de eucalipto com CyLincUiocZadLium +
AP-35 Junto a P. OfiyzOQ em testes de esporulacgao +

~A(+) presenca de antibiose a P. ofiyzao.

(-) auséncia de antibiose a P. OAyde

Microrganismos isolados e testados quanto a antibiose a P. OfiyzdQ.
entre 06/08/84 e 20/11/84

~ AP - Antagonista a P- QAyzee.



APENDICE

AP-36
AT-37
AP-38
AP-39
AP-40
AP-41
AP-42
AP-43
AP-44
AP-45
AP-46
AP-47
AP-48
AP-49
AP-50
AP-51
AP-52
AP-53
AP-54
AP-55
AP-56
AP-57
AP-58
AP-59
AP-60

AP-61

cédigo, origem e capacidade dos microrganismos

- 10A .

isolados

plantas de arroz coletadas no municipio de Boa Esperanca

Sul-SP e de sementes da variedade Agulha Precoce
do municipio de Campinas-SP,

ofiyzao..

Isolado”

Origem

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

Raiz de arroz

Raiz de arroz

Raiz de arroz

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

de

de

de

de

de

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

Continua...

de
do
originarias
em causar antibiose a Pyfvic.uliaAA/X

Antibiose



APENDICE 2. Continuacio

Isolado

Codigo”

AP-62
AP-63
AP-64
AP-65
AP_ s
AP-67
AP- s
AP-69
AP-70
AP-71
AP-72
AP-73
AP-74
AP-75
AP-76
AP-77
AP-78
AP-79
AP-80
AP-81
AP-82
AP-83
AP-84
AP-85
AP o5
AP-87

AP-ss

Origem

Raiz de

Raiz de

Raiz de

Raiz de

Raiz de

Folha de

Folha de

Folha de

Folha de

Folha de

Raiz de

Semente

Raiz de

Semente

Semente

Semente

Semente

Semente

Semente

Folha de

Folha de

Folha de

Folha de

Folha de

Folha de

Folha de

Folha de

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

de

arroz

arroz

de

de

de

de

de

de

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

da

da

da

da

da

da

da

variedade

variedade

variedade

variedade

variedade

variedade

variedade

Agulha

Agulha
Agulha
Agulha
Agulha
Agulha

Agulha

Antib

Precoce +

Precoce +
Precoce +
Precoce +
Precoce +
Precoce +

Precoce +

Continua...
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APENDICE 2. Continuacao.

2

Isolado
3 /intiDiubc
Codigo Origem
AP-89 Folha de arroz +
AP-90 Folha de arroz +
AP-91 Folha de arroz +

~(+) presenca de antibiose a P. O%EBE-
(-) auséncia de antibiose a P. Ofiyzdt

2 - -
Microrganismos isolados e testados quanto a antibiose a P. OAyzaz

entre 20/11/84 e 29/12/84.

3
AP - Antagonista a P. onyzaz
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APENDICE 3. cddigo, origem e capacidade dos microrganismos isolados de
plantas de arroz coletadas no municipio de Jaboticabal-SP, em
causar antibiose a PyfLiCuZoAla oftyzaz.

Isolado - -
Ly T — ——Antibiose

Codigo "Origem

AP-92 Folha de arroz +
ap-93 Folha de arroz +
AP-94 Folha de arroz +
AP-95 Folha de arroz +
AP-96 Folha de arroz +
AP-97 Folha de arroz +
AP-9s Folha de arroz

AP-99 Folha de arroz +
AP-100 Folha de arroz +
AP-101 Folha de arroz +
AP-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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APENDICE 3. Continuagao.

Isolado” .. |
——————————————————————————————————————————————————————————————————— Antibiose

Codigo Origem

AP-119 Folha de arroz

AP-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 +

~(+) presenca de antibiose a P. ofigzat
(-) auséncia de antibiose a P. diyzQ).

Microrganismos isolados e testados quanto & antibiose a P. th&EZ entre

08/701/85 a 21/01/85.

AP = Antagonista a P. oryzae.
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APENDICE 4. CSdigo, origem e capacidade dos microrganismos isolados de
plantas de arroz coletadas no municipio de Matao-SP, em causar

Codigo”

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

antibiose a PyfUciiiaAAjx oAyzat.

Isolado

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

ori

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

gem

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

Raiz de arroz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

Antibiose

+ + + + + + + + + + + + + + + + o+ 4+

+ + 4+ + + + + o+

Continua .-.



APENDICE 4. Continuacao.

Isolado

codigo™

AP-163 Raiz
AP-164 Raiz
AP-165 Raiz
AP-166 Raiz
AP-167 Raiz
AP-168 Raiz
AP-169 Raiz
AP-170 Raiz

Origem

de

de

de

de

de

de

de

de

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

(+) presenca de antibiose a P. OfiyzdQ,

(-) auséncia de antibiose a P. Ufiyzcbl

Micro

-110

-Antibiose

rganismos isolados e testados quanto a antibiose a P. OfltjzaQ,

entre 08/01/85 e 21/01/85.

Antagonista a P. Offyzo.

AP =



APENDICE 5. cddigo, origem e capacidade dos microrganismos isolados
plantas de arroz coletadas no municipio de Rio Claro-SP,

Codigo

AP-171
AP-172
AP-173
AP-174
AP-175
AP-176
AP-177
AP-178
AP-179
AP-180
AP-181
AP-182
AP-183
AP-184
AP-185
AP-186
AP-187
AP-188
AP-189
AP-190
AP-191
AP-192
AP-193
AP-194
AP-195
AP-196

AP-197

causar antibiose a WKAC.IItOljoi ofiyzae..

Origem

Folha de arroz

Folha de arroz

Folha de arroz

Raiz de arroz

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

Raiz de arroz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

de

de

de

de

de

de

de

de

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

Folha de arroz

Antib

Continua ,-.-
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APENDICE 5.

Codigo

AP-198
AP-199
AP-200
AP-201
AP-202
AP-203
AP-204
AP-205
AP-206
AP-207
AP-208
AP-209
AP-210
AP-211
AP-212
AP-213
AP-214
AP-215
AP-216
AP-217
AP-218
AP-219
AP-220
AP-221
AP-222
AP-223
AP-224
AP-225

AP-226

2
Isolado

Continuacao

ori

gem

Raiz de arroz

Folha de arroz

Folha de arroz

Raiz de arroz

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

Raiz de arroz

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Solo

Solo

Solo

Solo

Solo

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

2112

LXUJoQR

Continua. ..
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APENDICE 5. Continuacao.

Isolado
Antibiose
Codigo*” Origem

AP-227 Solo de arroz +
at-aiB Solo de arroz -
AP-?79 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. -



APENDICE 5. Continuagao.

Codigo™"

AP-256
AP-257
AP-258
AP-259
AP-260
AP-261
AP-262
AP-263
AP-264
AP-265
AP-266
AP-267
AP-268
AP-269
AP-270
AP-271
AP-272
AP-273
AP-274
AP-275
AP-276
AP-277
AP-278
AP-279
AP-280
AP-281
AP-282
AP-283

AP-284

Isolado

Origem

Folha de arroz
Raiz de arroz
Folha de arroz
Raiz de arroz
Raiz de arroz
Folha de arroz
Raiz de arroz
Folha de arroz
Raiz de arroz
Folha de arroz
Folha de arroz
Folha de arroz
Raiz de arroz
Raiz 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
Folha de arroz
Folha de arroz
Folha de arroz
Folha de arroz

Folha de arroz

.114

Antibiose

Continua. ..



APENDICE 5. Continuacao.

Codigo 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.-..

+

+ 4+ + + + + + 4+ o+ o+ o+

-115



APENDICE 5. Continuagio.

Codigo”

AP-314
AP-315
AP-316
AP-317
AP-318
AP-319
AP-320
AP-321
AP-322
AP-323
AP-324
AP-325
AP-326
AP-327
AP-328
AP-329
AP-330
AP-331
AP-332
AP-333
AP-334
AP-335
AP-336
AP-337
AP-338
AP-339
AP-3A0

AP-341

Isolado”

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Origem

de
de
de
de
de
de
de
de
de

de

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

Folha de arroz

Folha de arroz

Folha de arroz

Raiz de arroz

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

de

de

de

de

de

de

de

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

Raiz de arroz

Raiz de arroz

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

de

de

de

de

de

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

Continua
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ATENDICE 5. Continuacao.

Isolado

aP-ja2
AT-3A3
AP-34 »
AP-345
AP-346
AP-347
AP-348

AP-349

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

de

de

de

de

de

de

de

de

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

N (+) presenca de antibiose a P.

(-) auséncia de antibiose

Microrganismos

entre 14/01/85 a 31/01/85

3

AP = Antagonista a P.

P.

ofiyzao.

OFLIJZCiQ,

OAt/zae.

isolados e testados quanto a antibiose a P.

117

ofiyzao.



APENDICE 6. codigo, origem e capacidade dos microrganismos isolados
plantas de arroz coletadas no municipio de Piracicaba-SP,
causar antibiose a ?yK{C.ixiaMjjX ofitjzao,.

Codigo*®

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

Isolado

Semen

Semen

Semen

Semen

Semen

Semen

ori

te

te

te

te

te

te

Semente

Semen

te

Semente

Semente

Semen

Semen

Semen

Semen

te

te

te

te

Semente

Semente

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

gem

de arroz

de arroz

de arroz

de arroz

de arroz

de arroz

de arroz

de arroz

de arroz

de arroz

de arroz

de arroz

de arroz

de arroz

de arroz

de arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

Continua

em

Antibiose
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APENDICE 6. Continuacao.

Codigo*®

AP-377
AP-378
AP-379
AP-380
AP-381
AP-382
AP-383
AP-384
AP-385

AP-386

(+) presenca de antibiose a P.

(-) auséncia de antibiose a P.

Isolado

Folha de arroz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

de

de

de

de

de

de

de

de

de

Origem

arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz

arroz

U9

Antibiose

Microrgasnismos isolados e testados quanto & antibiose a P. Oh.yzaz

entre 06/02/85 e 14/03/85

AP = Anatagonista a P. ofiyzciQ,



-120.

APENDICE 7. codigo, origem e capacidade dos microrganismos isolados de
plantas de arroz coletadas no municipio de Goidnia-GO, em cau-
sar antibiose a PynA-CUMAAM oAyzae..

Isolado
Antibiose
codigo” Origem
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 --.



APENDICE 7. Continuacao.

Isolado

Codigo-

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

N C+) presenca de antibiose

(-) auséncia de antibiose

Microrganismos

entre 07/03/85 e 23/03/85

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Origem

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz

arroz

a P.
a P.

AP = Antagonista a P. QAyzee.

oftyzo,
ohyzao.

2121

Antibiose

isolados e testados quanto a antibiose a P. QAyzee,



APENDICE 8. Codigo, origem e capacidade dos microrganismos isolados
plantas de arroz coletadas no municipio de Ribeirdo Preto- P,

codigon
AP-437
AP-438
AP-439
AP-440
AP-441
AP-442
AP-443
AP-444
AP-445
AP-446
AP-447
AP-448
AP-449
AP-450
AP-451
AP-452
AP-453
AP-454
AP-455
AP-456
AP-457
AP-458
AP-459
AP-460
AP-461
AP-462
AP-463

em causar antibiose a ?yhA.cuza/uXL ofiyzoiZ.

2
Isolado

Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha

Origem

de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arro

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz

arroz
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APENDICE 8. Continuacao.

Isolado
Codigo*
AP-464
AP-465
AP-466
AP-467
AP-468
AP-469
AP-470

AP-471

AP-472

(+) presenca de antibiose

(-) auséncia de antibiose

Microrgasnismos

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

isolados

Origem

de

de

de

de

de

de

de

de

de

arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz
arroz

arroz

a P.
a P.

ONjze.
QAyzee.

-123

Antibiose

e testados quanto a antibiose a P. ofiyzao,

entre 09/03/85 a 28/03/85

AP = Antagonista a P. O'yzae.
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APENDICE 9. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de PyHACU-
laAAJX OfiyzaZ, in vitro > avaliado através da porcentagem de
inibicdo e da relacao entre a porcentagem de 1inibicdo e o cre”
cimento do antagonista

Inibicdo de Porcentagem de inibicao/
Isolado P- Oﬁyzaz crescimento do antagonista
€D}
AP-1 24,59 0,71
AP-2 14,71 1,36
AP-3 29,08 0,79
AP-5 20,10 0,61
AP-7 15,61 0,62
AP s 18,30 0.66
AP-11 25,49 0.86
AP-12 21,27 0,99
AP-13 24,59 0,91
AP-15 22,79 0,75
AP-16 19,20 0.66
AP-24 7,53 0,27
AP-25 25,49 0,85
AP-27 21,89 0,91
AP-28 24,59 0.68
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, AP-¢ , 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 néo
apresentaram paralisacao no crescimento de P. Ofiijzaz. Ensaio realizado

entre 01/04/785 e 17/04/85.
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APENDICE 10. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de PyAACU
ZoAajx OAyza.0.,, 1in vitro » avaliado através da porcentagem de
inibicdo e da relacao entre a porcentagem de 1inibicédo e _ 0
crescimento do antagonista

Inibicao de Porcentagem de inibicao/

Isolado P. ofiyzae.
crescimento do <antagonista

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 20.01 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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APENDICE 11. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de %HA<IU
toJIAJX OAyzai, in vitro , avaliado através da porcentagem de
inibicdo e da relacdo entre a porcentagem de inibicao e o]
crescimento do antagonista”.

Inibicédo de Porcentagem de 1inibicao/
Isolado p. oh,yzan } )
o crescimento do antagonista
AP-49 25,44 0,84
AP-50 22,81 0,70
AP-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
AP_-s56 13,82 0,36
AP-67 18,70 0,50
AP-69 18,70 0,49
AP-70 12,20 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 5 20,32 0,65
AP-77 17,89 0,54

~ 0 isolado AP-52 foi incluido no teste nao apresentando paralizagao no

crescimento de P. 0fiyzao.. Ensaio realizado entre 17/04/85 e 25/04/85.
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APENDICE 12. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de VWW&-
caZcOvia OKyzai, In vitro , avaliado através da porcentagem de
inibicdo e da relacao entre a porcentagem de inibicédo e o]
crescimento do antagonista”.

Inibicao de Porcentagem de inibicgé&o/
I'solado P oﬁyzaz crescimento do antagonista
)
AP_56s 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
AP.ss 16,61 0,64
AP-87 16,61 0,56
AP_ss 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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APENDICE 13. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de Pyn)*CU
taAAOQ. GﬂWﬁCL in vitro , avaliado através da porcentagem de
inibicdo e da relacao entre porcentagem de inibicdo e 0
crescimento do antagonista . .

Inibicdo de Porcentagem de 1inibicao/
Isolado P. 0Ayzae.
) 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
AP-105 23,45 0,61
AP-106 17,98 0,54
AP-108 17,98 0,52
AP-109 21,88 0,66
AP-110 23,44 0,64
AP-115 23,44 0,65

~ 0 isolado AP-101 foi incluido no teste, ndo apresentando paralizacao no

crescimento de P. OAyzae. Ensaio realizado entre 25/04/85 e 04/05/85.
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APENDICE 14. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de Pi/AACU
tcOvia OAyzai, in vitro > avaliado através da porcentagem de
inibicdo e da relacao entre a porcentagem de inibicdo e 0
crescimento do antagonista

Inibicao de Porcentagem de inibicao/
Isolado p. ofiyzae.
D) 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
AP-120 20,97 0.68
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 0.88
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



APENDICE 14. Continuacao.

Isolado

AP-149

AP-150

.130,

eIlnibicdo de Porcentagem de inibicdo/
P. ofiyzat
) crescimento do antagonista
20,19 0,86
24,88 0,90

Os isolados AP-127, AP-143 e AP-151 foram incluidos no teste, nao apre

sentando paralizacao no crescimento de P. Oﬁyzaz Ensaio realizado

entre 29/04/85 e 08/05/85.
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AENDICE 15. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de Pyfl.CU
talJvia. OAyzai, in vitro , avaliado através da porcentagem de
inibicdo e da relacao entre a porcentagem de inibicdo e o]
crescimento do antagonista

Xnibicao de Porcentagem de inibicédo/
Isolado pP. ofiyzae.
) 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 paralizacao no

crescimento de P. CfiyZOQ. Ensaio realizado entre 02/05/85 e 12/05/85.
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APENDICE 16. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de ?yﬂiCU
l0A4j® OfLyzaO., in vitro > avaliado através da porcentagem de
inibicdo e da relacao entre a porcentagem de inibicédo e 0
crescimento do antagonista

Inibicdo de Porcentagem de inibicao/
Isolado P. oKyzaz
@@ crescimento do antagonista

AP-183 26,72 0,83
AP-187 21,38 0,65
AP-190 21,38 0.66
AP-192 24,43 0,85
AP-195 20,61 0,59
AP-198 19,85 1,02
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 1,00
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 0.66
AP-219 12,22 0,91
AP-223 26,17 0,67
AP-238 12,98 0,77
AP-239 21,38 0.66
AP-249 19,85 0.66
AP-250 19,09 1,38
AP-252 16,80 0,54
AP-255 21,38 0,70

Continua
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APENDICE 16. Continuacao.

inibicdo de Porcentagem de 1inibicao/
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, nédo apre-
sentando paralizagao no crescimento de P. OAyzat. Ensaio realizado

entre 12/05/85 e 21/05/85.
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APENDICE 17. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de PWV&CU
ZOhMLd ofiyzdQ,, in vitro > avaliado através da porcentagem de
inibicdo e da relacao entre a porcentagem de inibicado e o
crescimento do antagonista

Inibicdo de Porcentagem de inibicgédo/
Isolado P. ongzaz
) crescimento do antagonista

AP-275 22,05 0,71
AP . 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 21,20 0,87
AP-289 21,32 0,71
AP-290 18,38 0.68
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 0.86
AP-325 25,73 0,67
AP-326 24,26 1,11
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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APENDICE 17. Continuacao.

Inibicdo de Porcentagem de inibicao/
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 paralizagcao no crescimento de P. OfMZdZ. Ensaio

realizado entre 15/05/85 e 25/05/85.
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APENDICE 18. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de Pﬁﬁﬂaj
toAAX oﬁyzaa, in vitro , avaliado através da porcentagem de
inibicdo e da relacdo entre a porcentagem de inibicédo e 0
crescimento do antagonista

Inibicdo de Porcentagem de inibicédo/
Isolado p. ofiyzae,
%) 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 0.86
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 0.68
AP-358 23,46 0,74
AP-359 23,46 0.86
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
AP-372 22,72 0,67
AP-373 24,19 0,77
AP-374 21,25 2,12
AP-378 21,98 0,90
AP-381 21,98 0,66

Os 1isolados AP- 346 e AP-380 foram incluidos no teste, nao apresentando
paralizacao no crescimento de P. Ofiyz0.2. Ensaio realizado entre 23/05/

85 e 02/06/85.
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APENDICE 19. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de PyAiau
iaAAM. Ofiyzat, in vitro , avaliado através da porcentagem de
inibicdo e da relacao entire a porcentagem de inibicdo e o
crescimento do antagonista .

Inibicdo de Porcentagem de inibicao/
Isolado P. O0AyzailL
) crescimento do antagonista

AP-361 15,90 0,60
AP-386 18,19 1,07
AP-387 15,90 0.68
AP-389 22,02 0,83
AP-390 21,25 1,23
AP-391 22,02 0,82
AP-392 21,25 1,03
AP-393 23,55 1,21
AP-394 15,90 1,01
AP-395 14,37 1,18
AP-397 22.02 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
AP-407 19,72 0,99
AP-409 14,37 1,40
AP-411 22,02 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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APENDICE 19. Continuacao

Inibicao de Porcentagem de inibicédo/

Isolado p. ofiyzaz
) 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 22,02 0,91
AP-439 24,31 1,06
AP-442 18,10 1.1
AP-444 23,55 1,25
AP-448 23,55 0.84
AP-451 20,49 1,14
AP-459 23,55 0.88
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 paralizacao no crescimento de

Zaa. Ensaio realizado entre 30/05/85 e 09/06/86.



APENDICE 20.

Isolado

AP-420
AP-427
AP-461
AP-462
AP-463
AP-464
AP-466
AP-467
AP-469
AP-470
AP-471

AP-472

.139,

Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de
CuZahAM. oAijzai, in vitro , avaliado através da porcentagem
de 1inibicdo e da relacao entre porcentagem de inibicdo e 0
crescimento do antagonista

inibicao de Porcentagem de inibicédo/
P. oh.yzaz
(D) crescimento do antagonista
30,39 1,28
27,71 1.00
27,71 1,04
29,05 1,04
29,72 1,21
28,38 2,00
26,37 0,90
29,72 1,98
27,04 0.8%6
26,37 0,94
33,73 1,34
29,72 0,81

N 0 isolado AP-468 foi incluido no teste, nao apresentando paralizacgao no

crescimento de P. Cﬁyﬂ]Z Ensaio realizado entre 02/06/85 e 15/06/85.
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APEND'CE 21. Efeito de antagonistas sobre o crescimento micelial de Vyfvi-
CiitaAAJX oh.ijzoit, in vitro , avaliado através da porcentagem
de inibicdo e da relacao entre a porcentagem de inibicdo e o
crescimento do antagonista.

Inibicdo de Porcentagem de inibicao/
Isolado P. UAyzaz
@@ 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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