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1. INTRODUCAO

Entre as principais culturas, a do algodao ocupa
lugar de destaque na economia brasileira, sendo que, em
1969, foram produzidas 2.110.775 toneladas, num valor de
Cc$ 1.048.687.861,00. Dentre os Estados produtores desta-
cou-se o de Sao Paulo, com a producao de 551,493 tonela-

das, ¢orrespondendo a um valor de (t$ 299,.973.990,00 (8):

No entanto, as doencas que afetam essa cultura,
conforme a severidade de sua incidéncia, podem concorrer
para uma diminuigao da produgao, resultando em prejaizo
para os cotonicultores. Entre as doencas mais severas es
td a murcha do algodoeiro, causada pelo fungo Fusarium

oxysporum f. vasinfectum (Atk.) Snyd. & Hans. Esta doenca

foi relatada no Brasil em 1935, no Estado da Paraiba (14)
e, em Sao Paulo, apareceu com cardter epifitico na regiao

da Alta Sorocabana, no ano de 1957 (3).

O plantio seguido de uma culitura acarreta, de
um modo geral, aumento na frequéncia das doencgas, podendo
éste aumento chegar até um ponto em que a produgao deixe
de ser econdmica., Tal prejuizo poderia ser evitado medi-
ante o uso de um sistema de rotagao de culturas, planejan
do as rotagges em fungao dos agentes fitopatogénicos (15,

22,24).

0 efeito benéfico das rotacoes de culturas € de
corrente, em parte, de mudancas na microflora do solo,que
podem ser devidas a alteragses no teor e tipo de nutrien-
tes disponiveis. Estes nutrientes consistem em exsudatos
de ralzes, ralizes em decomposigao, restos de cultura eno
resta dudvida que ésses fatdres variam de cultura para cul

tura (15, 22,23).



A presente pesquisa teve por finalidade:

a. um levantamento da microflora do solo associa
da &s culturas de algodﬁo quando em diferen -
tes sistemas de rotagao, utilizando-se dois
métodos de amostragem e isolamento de micror-

ganismos

b. testar "in vitro" o possivel antagonismo dos

microrganismos isolados para Fusarium 0XysSpo-

rum f. vasinfectum do algodoeiro.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Vdrios métodos de amostragem e isolamento de mi-
crorganismos tém sido propostos. No entanto, todos &les
apresentam limitagoes, nao havendo, até o momento, um con

siderado plenamente satisfatoério.

0 método da diluigéo em série tem sido o mais u-
tilizado nos trabalhos de microbiologia, por ser o unico
bem estudado e padronizado, embora alguns autores facam
restricoes ao seu uso, tais como: obtengao em maior quan-
tidade de isolamentos de fungos de esporulacao abundantee
menor quantidade de basidiomicetos, apesar déstes serein

numerosos no solo (9,10,13,15,18,20,23,24).

MUELLER e DURREL (18) propuseram o uso de um tu-
bo plédstico de centrifuga contendo meio de cultura e com
orificios em espiral cobertos com fita isolante, +técnica
esta que fol uma modificagéo da de Chesters que wutilizou
tubos de vidro, ZEsses autores visaram o isolamento de fun
gos de crescimento mais lento e daqueles que apresentavam

uma produgao pequena de esporos em relagao, por exenplo,



aos do género Penicillium.

Com relacao ao estudo da microflora na regigo da
rizosfera da planta, ANDERSEN e HUBER (1) utilizaram uma
placa plédstica contendo orificios com as aberturas tddas
voltadas para um mesmo lado e preenchidas com meio de cul
tura, colocando-a contra um perfil de solo aberto prdximo
% rizosfera da planta. A placa permanecia no solo por 5-6
dias, sendo depois tfazida ao laboratdrio e o agar dos o~
rificios repicado para tubo de ensaio. Esses autores fize
ram uma comparagao para & porcentagem de isolamentos obti
dos para determinados fungos, comparando o uso das técni-
cas da placa de perfil e da diluigao em série de uma sus
penséo do solo. Os fungos isolados, com suas ‘respectivas
porcentagens para o total de isolamentos feitos, foram pa

ra a placa de perfil: Penicillium e Aspergillus (1-4%)

Fusarium (46-61%), Rhizoctonia (18-25%), enquanto que, p&

ra a diluigao em série, foram isolados: Penicillium e As-—

pergillus (35-60%), Fusarium (4-12%) e Rhizoctonia (0-1%)

No estudo da microflora do solo, muitos meios de
cultura foram sugeridos para o isolamento dos microrganisg
mos. KAUFMAN, WILLIAMS e SUMNER (10), estudando o efeito
do meio de cultura utilizado e da temperatura de 1incuba-
gao das placas sdbre o isolamento dos microrganismos do
solo, observaram que, dos cinco meios estudados, o meio
OAES foi o mais transparente, controlou melhor bactérias
e actinomicetos e retardou o crescimento de fungos decres
cimento muito rdpido, sendo, portanto, o preferido pelos

autores.

SCHMITTHENNER e WILLIAMS (20), estudando métodos
pare o estudo de fungos do solo, testaram alguns meios de

cultura, indicando o uso do meio O4ES em vez do meio de



Warcup ou do meio de Martin,

Por outro lado, CARDOSO (5), pesgulsando o contrd

le bioldgico da muarcha de Fusarium oxysporum f. sp. pha-

seoll em feijoeiro, utilizou os meios de cultura de MNMar-

tin, OAES e Warcup, optando, posteriormente, pela utiliza

gao do meio de Martin.

No tocante ao™uso de substdncias adicionais a0s
meios de cultura convencionais, BUTLEEK e HINE (4) adicio-
naram novobiocin, numamconcentragéo de 100mg/ml. ao meio
de batata-dextrose-agar (BD4), conseguindoy assim, impe-
dir o crescimento de bactérias e actinomicetos. - Esses au
tores concluiram que ésse-meio de cultura para o isolamen
to de fungos do solo foi comperével, porém superior em al
guns aspectos, ao meic de peptona-dextrose-agar suplenen-

tado com rosa bengal--e estreptomicina..

Com relagao ao isolamento de microrgenismos de di
ficil obtencao pela técnica-da—dilnigao. em série,KENDRICK
e JACKSON (12) estudaram diversas combinagges de umidades
temperatura, periodo de incuba@éo e meio de. cultura,  con-
cluindo-gue usando corn meal agar e incubando as placas
por 10-14 dias a 24¢C foi possivel o isolamento das mes-
mas espécies de fungos isolados com isce de semente de mi
lho. ANDERSEN e HUBER (1) também utilizaram o corn meal

agar peara o isolamento de fungos do solo & o estudo de

suas.atividades nas proximidades das raizes.

Com refergéncia aos meios de cultura utilizados pa
ra-o-isolamento de actinomicetos, as preferéncias seo va-
riadas. TSAQ, LEBEN e KEITT (21) isolaram actincmicetos
""do solo usando o meio de soybean meal glucose agar, ajus-

tado a um pH 7,9 =~ 8,1 e utilizando unma diluigao de



1:30.000.000, enguanto que HERR (6) relatou o isolamento

de actinomicetos em meio de agar-dgus o 1%.

JOHNSON, PAPAVIZAS e outros (11) preferiram, para
0 1lsolamento de actinomicetos, o meio de Conn, utilizando
diluicoes da ordem de 10—4, 1077 ¢ 10w6. fsses mesnos au-
tores relataram um novo método, sendo, neste caso, a3 di-
luigges seriadas da suspensto do solo feitas em meio de
agar-dgua a 1% e plaqueadas, em seguida, em caixa de Pe-
tri contendo uma camada basal de meio de agar-dgua a 1,5%

vertida no dia anterior., 4As diluicgoes foram da ord:m de

1:50.000, 1:500.000 e 1:5.,000,000.

Vdrias pesquiscs foram realizadas com o fim de es
tudar os diferentes fatdres que afetam o microflora do Sfe}
lo. WILLIAMS e SCHMITTHENNER (22) estudaram os efeivos de
diferentes cultures e de seus residuos quando incorpora-
dos ao solo, sdbre a populagao fingica do mesmo. Nos expe
rimentos realizados por &stes cutores, ficou evidenciado
que certos grupos de fungos foram afetados diferentemente
ou. pelas culturas ou por seus residuos. MENON e WILLI&MS
(15) também estudaram os efeitos de diferentes culturas e
de seus residuos quando incorporados ao solo, bem como &
influéncia da temperatura e umidade do solo slbre & popu-
lagao fungica do mesmo. Esses autores observaram que a mi
croflora do solo foi meais influenciada pelas culturas,nso
havendo, no entanto, grandes variagges qualitativas ou
guantitetivas gque pudessem ser atribuidas & temperatura e

umidade,

.

Diversos sao os relatos que mostraram hover um e~
feito de sistenas de rotagoes de culturas sdbre os micrnz
ganismos do solo. WILLIAMS e SCHMITTHENNER (23) conciui-

ram que o0s sistemos de rotacao de culturas propicinrar 1.



mnicroflora muito mais rice e variada, quando comparados
com os sistemas de monocultura também estudos. WILLIAMS
e KAUFMAN (24) estudaram a influéncia de monoculturas sd

bre a populagao fungica antagdnice a Fusarium roseum f.

cerealis e mostraram que a populagéo de fungos antagdni-
cos variou mals qualitativa do gue gquantitativamente pa-
ra as diferentes culturas amostrndas., KOMMEDAHL e BROCK
(13) obtiveram maior porcentagem de tombemento de seed-
lings de trigo, quando o mesmo Zoi plantado em solo pro-
veniente de monocultura de trigo em comparagao com a porxr
centagem de tombamento observada nos solos das morocultu
ras de milho, aveia e alfafa. Apds o plantio sucessivo
de duas culturas de trigo em solo procedente da monocul-
tura de alfafa, a porcentagem de incidéncis de tombamen-—
to se elevou de 30 para T78%, respectivamente, para o 19

e 29 plantios de trigo.

Un interésse maior pelo estudo de contrble biold
gico desenvolveu-se, o partir de 1926, gquando SANFORD
(19) sugeriu que o contrdle da sarna da batatinha, pela
incorporagao de adubo verde, erzs devido a um aumento da

populacao de certas bactérias sapréfitas antaglnicas.

WILLIAMS e KAUFMANN (24), estudando a microflora
do solo, fizeram isolamentos de fungos antagdnicos ae

Fusarium roseum f. cerealis, usando a2 técnica de caomaoda

duple de agar e relatarem & existéncia de 11.000 a 22.000
antagdnicos por grama de solo (6-19% do total de cold-
nias isoladas). Os microrganismos antagdnicos mais co~-

muns pertenciam ao género Penicillium.

WOOD e TVEIT (25) fizeram uma revisao bibliogrd-
fica sdbre contrble bioldgico de doencas de plantas,prin

cipalmente as causadas por fungos do solo.
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MEREDITH (16) relatou o antagonismo de uma espé-

cie de Actinomyces ao Fusarium oxysporum cubense, sendo

que a partir do guinto dia foi observado o inicio de lise
na coldonia de Fusarium e depcis de nove dias a collnia de

sapareceu, apresentando o Actinomyces sp um crescimento si

milar ao das placas testemunhas. Este mesmo zutor (17),

relatou o isolamento de 122 colénias de actinomicetos an-

tagenicos ao Fusarium oxysporum cubense, sendo os isola-

mentos feitos pelo método da diluigao com 0,00001 a
0,000001g de solo por pleaca,

HERR (6) referiu-sec & tdécnica da camada tripla de
agar para o isolamento de actinomicetos antagbinicos ao

Fusarium roseum, Rhizoctonia solani, Pythium ultimum e

Verticillium albo-atrum, discutindo a andlise estatistica

e 0s microrganismos antagdbnicos obtidos por placa.

T340, LEBEN e KEITT (21, testaram o antagonismo de

actinomicetos para Alternaria solani, Fusarium oXxysporum

° -
f. vasinfectum, Glomerella cingulata, Helminthosporium

victoriae e Verticillium albo-atrum, sendo que, de zproxi

mademente 40.000 colbnias de actinomicetos obtidazs dos 6l
solos examinados, 214 foram antagdnicos efetivos a todos
0s cinco fungos, mostrando, assim, que ume mesma e¢spécie
de actinomiceto pode ser antagdnica a diferentes esplcies

de fungos.
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3, MATERIAIS E METODOS

3.1. SISTEMA DE ROTACLAO DE CULTURAS

O sistema de rotagao de culturas utilizado foi 2
projeto n¢ 68 da Segno de Algodfo, do Instituto Agrondri
co de Campinas, iniciado em 1959 e intitulado ”Rotagﬁo

de Culturas no contrdle de Meloidogyne incognita',

O experimento, locaslizado na Estagao Experimen-
tal Theodureto de Camargo, em Campinas, ocupa uma drea
de 694m2 contendo 24 canteiros de 4,20 x 5,0m e 1lm ertre
canteiros, sendo o delineamento do experimento o de tlo-

cos ao acaso, com 4 tratamentos e 3 repetigoes.

O experimento foi conduzido de tal modo que em
18 centeiros houvesse, separadamente, o plantio alterna-
do das culturas de soja, amendoim ¢ mucuna com & do algo

dao e em 6 canteiros o plantio continuo do algodao.

O QUADRO I, do apéndice, mostra a  distribuicgao
das culturas nos canteiros, no ano agricola 67/68 e a a-
plicagﬁo do nematicida W.,40 nas quadras 14, II4i e IIIB ,
plantadas com algodzao. Nas quadras IB, IIB e III4A foram
cultivades as culturas da soja, amendoim, mucuna ¢ 2180

dao,

No ano agricola 68/69, respectivomente, em janei
ro e Jjunho de¢ 1969, foram realizadas duas amostragens pe
lo método de placa de perfil, nas quadras IB, IIB e IIIL
plantadas com algodg,o9 conforme pode ser verificado no
QUADRO II, Go apindice. Foram utilizados os canteiros:

1,10,17 correspondentes ac tratamento algodﬁo continuo

9,12,18 i » rotacao algod%o/soja
2, 3,19 " 4 retagao algodao/omendoirn.

4,11, 20 " % rotacao olgodfo/mucune
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No ano agricola 71/72 foi rcalizada, em marco de
1972, uma amostragem utilizando o métcdo da placa de per-
fil e duas amostragens, em marco e abril do mesmo ano, pa
ra o isolamento de microrganismos pelo método da diluicao

em sérieq

Devido ao fato do experimento de rotagao estar
encerrado nas quadras IB, IIB ¢ TIIA, optamos pelas qua-
dras I4, IIA e IIIB, conforme mostra o QUADRO III, do a-

péndice, sendo utilizados os scgulntes canteiros:

3, 8,16 correspondentes ao tratamento dlgodao continuo

6,15,23 " 4 rotagao algoduo/sogq
5,14,22 " & rotagao algodao/ﬂmend01m
7,21, 24 " % rotacao a2lgodao/mucuna

3.2. CORANTES E MEIOS DE CULTUR/ UTILIZADOS

No preparo das léminas para identificacao dos mi-

crorganismos, utilizou~se como corente o lactofenol.
Os meios de cultura usados foram os seguintes:

corn meal agar, meio de Martin, meio de Czapeck (11),neio
de Jensen (9), meio de batata-dextrose-agar (batata 200g,
glicose 20g, agar 15g e¢ 1000ml de dgua), meio de maliose
~-peptona-agar (maltose 4g, peptona 2g, agar 15g e 1000ml
de dgua), meios de agar-dgua a 2,0 1,5 e 1,0% (respecti
vamente 20, 15 e 10g de agar em 1000ml de dgua).
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3.3, METODOS DE ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS DO SOLO

3.3.1. Isolamento dos micro:ganismos pelo método  da

placa de perfil

Para o isolamento dos nicrorganismos pelo método
da placa de perfil, foram realizadas duas amostragens no
ano agricola 68/69 e uma em marco de 1972, conforme j& ci

tado em 3.1,

A técnica utilizada fo:.. a descrita por ANIERSEN
e HUBER (1), sendo usadas placas de acrilico de 20 z 30cm
e 1,0cm de espessura, contendo cada uma 77 orificios, to-
dos voltados para um mesmo lado, de 0,5cm de difmetro por
O,8cm de profundidade, espacados de 2,5cm de centro o cen
tro, sendo 7 orificios colocacos verticoalmente e 11

zontalmente,

4s placas foram embrulhadas em f6lha de papel a-
luminizado, esterilizadas e guardadas asséticamente, sen-
do, posteriorménte, os orificios enchidos com corn meal
agar esterilizado, com o cuxilio da seringa Pitkin. Em se
guida, os orificios foram recobertos com uma fita adesiva
tipo ‘"autoclave®, da 3M, esterilizada, e as placas, nova
mente enroladas em fOlhas de papel aluminizado, mentidos

asséticamente até a colocagao no solo.

Para o levantamento da populacao de microrganis-

mos foram utilizadas 13 placas de acrilico, sendo coloca-

da umoa placa em cada cantelro correspondente &s rotacoes

de cultura., Sendo um total de .2 tratamentos, a 13? ple

ca ficou como testemunha. As p.acas foram colocacas 10 &

caso nos diferentes tratamentos. desprezando-se ag liakas

dos bordaduras,
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Com o auxilio de uma chaps de ago, de amiores di
mensoes que as da placa, foi feito um perfil de solo, nes

proximidades das raizes das plantas.

No momento da colocacao da placa contra o perfil
do solo, com uma agulha estéril e asstticamente, foram
feitas perfuracoes na fita adesive, nos lugares correspon
dentes aos orificios cheios de¢ meio de cultura, os quails
foram colocados em contato com o perfil exposto, sendo
gue a placa foi colocada de modo tal que aderisse perfei-

tamente ao perfil de solo obtido.

As placas foram deixadas no campo por 6 dias ede
pois trazidas ao laboratdrio, sendo o agar contido nos o-
rificios repicado para tubos de ensaio contendo meio de
batata-dextrose-agar (BDi), que foram mantidos 2 tempera-

tura ambiente.

Tendo cada placa de perfil 77 orificios contendo
o meio de cultura e sendo um total de 12 placas, cada a-
mostragem implicou na repicggem € posterior identificag¢ao
de aproximadamente 924 tubos de ensaio,

As porcentagens dos microrganismos isolados em
cade. canteiro, foram calculadas tomando-se como 100% o nu
mero de orificios colonizados por placa de perfil, nao se
levando em consideragﬁo o numero de tubos de ensaio gue
permaneceram estéreis apds a repicagem, para os mesmos,do
bloguinho de meio de culturas retirado dos orificios da
placa de perfil., 4 porcentagem de tubos nessas condiQGGS

foi computada, nos quadros, como falhas,
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3.3.2. Isolamento de microrganismos pelo método da di
luicao em série

3.3.2.1. Isolamento de fungos

No ano agricola 71/72, foram realizadas duas a-
mostragens, uma em mar¢o e a outra em abril de 1972, con

forme citado em 3.1.

Os centeiros amostrados foram os seguintes:

8,13,16 correspondendo go tratamento algodao continuo

sl

6,15, 23 " 2 rotag%o algodao/so ja
5,14,22 i A rotagao algodao/amendoim
T,21,24 r 3 rotagao algodao/mucuna

De cada canteiro, desprezadas as bordaduras, fo-
ram coletadas, ao acaso, 10 amostras de solo de aproxima
damente 100cc. Estas amostras foram acondicionadas em la

tinhas prdéprias e esterilizadas.

No laboratdério, as 30 esmostres correspondertes a
cada tratamento foram misturadas e postas a secar, & som
bra, por 24-48 horas, conforme o grau de umidade.

Quando séco, o solo foi peneirado, fazendo-se =a
uniformizaceo da amostra agitendo-se em um moinho de bo-
la durante 30 minutos, retirando-se, em seguida, 5-10g

de terra para determinacao da umidade.

Apds o preparo do solo tomou-se ume gliquota de
10,0g que foul suspensa em 90,0ml de dgua destilada e es-
terilizada, contendo 1% de carboximetilcelulose. Promo-

veu-se uma agitag5o do frasco por 10 minutos, sc¢ndo fei-
2, 10"3, 10'4, 1077, Tra

balhou-se apenas com as diluicOes 10—3, 1074 ¢ 10_5, scn

tas em seguida as diluigoes 1C

do que, de cada uma das diluigoes, pivetcu-se uma aliquo

9

ta de 1lml pars ceda caixa de Petri comtendo uma camada
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de ager-dgua de 5ml, vertida com um dia de antecedéncia .
Em seguida, utilizando-se¢ uma scringa estéril, foram ver-
tidos 12ml do m2io de Martin, citado no item 3.2., manti-
do liguido a 489C em banho-mariz, agitendo-se depoisaplg
ca, mediante movimento circular; com a finelidade de dig-

tribuir uniformemente o meio de cultura.

As places forom incubadas a 249C, por 24 horas,
sendo depols utilizadas para o teste de antagonismo que

serd descrito posteriormente.
3.3.,2.,2. Isolamento de actinomicetos

Para o isolamento de cctinomicetos, a amostragem
utilizada foi a mesma feita para fungos, descrita no sub-
{tem 3.3.2.1. O preparo do solo & que diferiu,pois, apds
a mistura das 30 cmostras correspondentes a cada tratamen
to, retirou-se uma aliquota de cérca de 500g, que foi co-

locada em saco pldastico pare conservacao da umidade.

A técnica seguida foi a descrita por JOHNSON,PAPL

VIZAS e outros (10).

No momento da instalaggo do ensaio, para cada um
dos tratamentos, foram pesadas 2504 do solo acondiciona-
do, colocando-as num erlenmeyer contendo 250ml cde dgua
destilada e esterilizada (diluigao lO—l)a 4 seguir, o fras

co foi colocado num shaker e agitado por 30 minutos,

s -1 o
Da diluicao 10 foram preparadas as diluigoes se

guintes, transferindo-se 10ml dessa diluicgeo, com uma pi-

peta esterilizada, para 90ml de dgua estéril (¢iluigao
-2 . : s -3
10 7). 4 partir desta, preparou-se a diluigzo 10 °, da

gqual 10ml foram pipetados para 40ml de dgua estéril, <o



- 14 -

tendo~-se a diluigao de 1:5.000. Agitou-se o frasco e,des
ta suspensao, 10ml foram trensferidos pars 90ml do meio
de culturs agar-dgua a 1%, obtendo-se o diluigfo 1:50.000.
A partir desta, foram preparadas as diluiQGes 1:500.,000
e 1:5.000.000. Durante o processamento des diluigges, 0s
frascos foram mantidos em banho--maria, a uma temperasura

de 46 a 48¢°C,

De cada uma das trés diluicoes finais foram nipe
taedos 5ml para cacda uma das caixas de Petri contendo una
camada basal de 5ml de ngar-dgue a 1,5%, vertida no  dia
anterior & instalacao do experimento. Quando os 5Sml da ai
1uig50 foram pipetados, agitou-se a caixe de Petri, medi-
ante um movimento circular, g fim de obter uma camada bemn

homogénea.

4 mesma Ltécnica foi usada com o meio de Jensen

(1% de agar), citado em 3.2.

Foram feitas 6 repeticgoes para cada uma das di-
luigoes, mantendo~se as placas de Petri dos experimentos
a 24°C por 48 horas, apds o que foi instalado o teste de

antagonismo a secr descrito postcriormentc,

3.4. PRESERVACALO B PURIPICACZO DiS CULTUR&S

Os microrganismes isolacdos pelo método da placa
de perfil e os fungos isolados pelo método da diluiggo en
série foram mantidos em tubos de ensaio contendo meio de
batate-dextrose~agar (BDA), inclinado. Os actinomicetosg

foram repicedos pera o meio de Jensen.

6 purificagao das culturas obtidas, usando o né.

todo do placa de perfil, fei necessdria uma vez que cado
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tubo de ensaio podia contecr mais de um microrganismo. 4
purificecao foi feita repicando o indculo do tubo de ensa
io para caixas cde Petri contendo o meio de batata-dextro-
se-agar ou maltose-peptona-agar descritos no item 3.2.Con
o desenvolvimento das coldnias, nova repicagem foi reali-
zada, desta feita transferindo-se o indculo de cada cols-
nia para nova caixa de Petri. HRepicagens sucessivas fo-
ram efetuadas até a obtengao de coldnias puras a serem u-

tilizadas nos testes de antagonismo.

3.5, IDENTIFICA4CA0 DOS MICRORGANISMOS

3.5.1. Observacao de laminas

s ldminas para identificacao dos microrganismos
foram preparadas transferindo-se o indéculo, do tubo de en
. ~ . A L
saio para a lamina contendo uma gota de corante, por neio
de uma alg¢a de platina esterilizada., 4 seguir, foi colo-
cada a laminula e feita a identificagao, utilizando-se =a

chave de classificacao de fungos imperfeitos dec BARNETT

(2).

3.5.2., Laminule suspensa em bloguinho de ager

Para os microrganismos impossiveis de serem iden-
tificados pela observacao das ldminas conforme descrito ea
3.5.1.,; langou-se mao da técnica da laminula suspensa en

bloguinho de agar.

Esta técnica constou do seguinte: asstticamente
1

" 2
aui

foroam colocados nume caixa de Petri um suporte e uma

na devidamente flambados., 4 seguir, transferiu-se para a
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18mina um blogquinho de meio de cultura, inoculando-o com
0 microrganismoc & ser identificado e colocando sGbre<)me§
mo uma laminula flambada. Em cada caixa de Petri foram
pipetados de 8 a 10ml dc #£gua estéril para manter a umida
de. Depois de 5-8 dias a laminule foi retirada c transfe
rida para uma lémina contendo uma g8ta do corantc, fazen-
do~-se, a seguir, a identificagﬁo.

4 lé@mina contendo o bloquinho dc meio foi obser-
vada diretamente ac microscdpio, complementando, assim, a

identificacao.
3.6. TESTE DE 4NTAGONISMO

3.6.1. Obtencao das culturas de Fusarium oxysporum f.

vasinfectum

0 indculo de Fusarium foi obtido a partir de plan
tas exibindo sintomas de murcha, coletadas em campo. Peda
¢os de caule foram desinfetados durante 1 minuto cm umna
soluggo contendo uma partce de hipocloritc de sddio a 5%
de cloro ativo (QBoa) e 3 partes dec dgua, lavando-sc, on
seguida, em 3 porgoes de dgua estéril., Lsseticamentce, pe-~

dacos de caule exibindo os vasos escurecidos foram trans-

feridos para placas de Petri contendo meio de agar-dgia.

Lis placas foram incubadas em condigoes ambicn-
tais de laboratdrio, sendo, depois, fragmentos do micélio
transferidos para tubos de ensaio contendo meio inclinado

de batatz-~dextrose-agar (BD4).
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3.6.,2, Teste com microrganismos isolados pelo método
da placa de perfil

3.6.2.1 Preparo das culturas ce Fusarium de al-
gadoelro

Uma senmanea antes da instalaggo do teste de anta-
gonismo “in vitro", as culturaos de Fusarium, mantides en
tubos de ensaio, foram transferidas para placas de Petri
contendo meio de batata-dextrosc-agar, incubando-as & tem-

peratura ambiente.

3.6.,2.2, Preparo das culturas dos microrganismos
a serenm tcstados como provéveis antagd-
nicos

Secguiu~se o nmcsma técnica descrita para Fusariunm
em 3.6.2.1. para o preparc dos indculos dos microrganismos

a screm testados como provdveis antaginicos.
3,6.2.3. Instalacao co testc de antagonismo

Os microrganismos & screm testados como inibido-
res do Fusarium e¢ o prdéprio Fusarium foram repicados para
posigaes opostas, em uma .caixa de Petri contendo meio BDA
no nmesno dia.

4 replcagem dos fungos para as plecas fol feita
com o auxflio de uma alga ¢e pletina com difmetro constan-
te, scndo as places incubados & temperaturs embiente. Esta
técnice f2i scguida pore coda fungo testado, sends as lei-
turas feites depois do 62 dia de incubagﬁo, tomando-sc, co

nmo evidénecia de um cfeito inibidor, a furmacao do¢ halos.
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3.6,3, Teste com os microrganismos isolados pelo mé-

todo da diluicao em série -

3.6.3.1. Preparo das culturas de Fusarium do al
godoelro

O indculo de Fusarium, conforme descrito no sub-
item 3.6,1, mantido em tubo de ensaio com meio inclinado
de batata-dextrose-agar, foi transferido para erlenmeyers
contendo 100ml do meio de Czapeck ligquido. Os frascos ino
culados foram colocados num shaker, sendo agitados por um

periodo de 7 dias.

3.6.3.2, Técnica de plagueamento dos microrga -
nismos

0 indculo de Fusarium, preparado conforme descri
to no Item anterior, foi batido em liquidificador esteri-
lizado, filtrando-se, a seguir, o liquido em algodao e fu
nil esterilizados, sendo o filtrado mantido a uma tempera

tura de 489C, em banho-maria.

Volumes iguais do indculo filtrado e do meio de
Czapeck com 2% de agar, estéril e mantido liquido a 48¢°C,
foram misturados agitando-se bcm o frasco para perfeite
homogeneizagao. Com o auxilio de uma pipeta estéril, fo-
ram transferidos 5ml da suspensﬁo para cada caixa de Pe-—

tri contendo as diluigoes do solo.

0 plagqueamento desta terceira camade com o ind-
culo de Fusarium foi feito 48 apds a incubagao das placas
com as diluig¢oes para os actinomicetos e 24 horas para os

fungos.
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Conforme jé citado no item 3,3.,2, foram feitas 6
repeticoes para cada uma das diluigaes, incubando-se as
placas, a seguir, a 24°C, sendo a leitura efetuada depois
de 5-6 dias, mediante a contagem do ndmero de coldnias que

apresentavam halos de inibigao.

4. RESULTADOS

4,1, LEVANTAMENTO DE MICRORGANISMOS DO SOLO PELO METODO
D4 PLACA DE PERFIL

4,1.1. Microrganismos isolados no ano agricola 68/69

No ano agricola 68/69, foram realizados dois le~
vantamentos de microrganismos do solo, pelo método da pla
ca de perfil, utilizando o sistema de rotagao de culturas
citado em 3.1 e fazendo-~se as amostragens nos canteiros

correspondentes aos tratamentos-

algodao/algodao - canteiros 1,10,17
algodao/ so ja - " 9,12,18
algodao/amendoim - " 2, 3,19
algodao/mucuna - " 4,11, 20

Os resultados obtidos dos dois levantamentos reg
lizados em Jjaneiro e Jjunho de 1969, sa0 apresentados nos
quadros 1 e 2, respectivamente. Os resultados obtidos pa
ra cada tratamento sao a média da porcentagem obtida para
trés repeticoes, estando os detalhes sdbre cada tratamen-

to nos QUADROS de IV a XI, do apénilice,.

Os quadros 1 e 2 mostram que a maior porcentagem
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Quadro 1 - Microrganismos isolados pelo método da placa
de perfil, no ano agricola 68/69,

amo stragem

primeira

Microrganismos

% de microrganismos nos

%
tratamentos

isolados

A B C D
Fusarium spp 79,71%% 79,56 86,07 84,48
Trichoderma spp 22,73 8,62 10,76 18,13
Gliocladium spp 1,13 1,87 1,37 5,32
Verticillium spp 0,46 2,27 3,62 5,80
Penicillium spp 11,07 7,68 9,96 10,24
Aspergillus spp 4,21 6,03 4,02 1,81
Rhizoctonia spp 0,46 8,22 7,75 6,59
Macrophomina spp - - 0,91 1,33
Cephalosporium spp - 0,49 - -
Chaetophoma spp 0,46 1,47 - -
Bactérias 1,69 2,79 0,43 3,14
Actinomicetos - - 0,46 0,46
Noo identificados 2,56 2,30 1,34 2,66
Falhas 9, 96 4,76 3,03 3,46

# b= ALGODLO/ALGODAO

B= ALGODAO/ SOJ4

C= ALGODAO/ AMENDOIM
D= ALGODAO/MUCUNA

#+ média de 3 repeticgoes
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Quadro 2 - Microrganismos isolados pelo método da placa
de perfil, no ano agricola 68/69,

amostragem

segunda

Microrganismos

: de microrganismos nos
tratamentos °

isolados

A B C D
Fusarium spp 58, 40 49,66 48,73 45, 90
Trichoderma spp 12,70 3,66 9,50 14,64
Gliocladium spp 18, 36 26, 30 13,48 11,24
Verticillium spp 13,98 24, 60 13,48 22,67
Penicillium spp 7,61 9, 26 8,18 22,54
Lspergillus spp 4,60 6,59 8,62 6,70
Rhizoctonia spp 4,11 - - 0, 48
Macrophomina spp 1,37 0,90 0,94 2,63
Chaetophoma spp 0,48 - - -
Diplodia spp 0,92 - 0,47 0, 45
Alternaria spp 0,48 0,46 - -
Memnoniells spp - 2,31 - 0,45
Bactérias 6,10 2,78 7,18 3,28
Actinomicetos 0,94 0,50 0,47 -
Nao identificados 1,83 2,75 2,35 2,30
Falhas 5,63 6,49 9,53 12,56

+ A= ALGODLO/ALGODAO
B= ALGODAO/S0JA

C= ALGODLO/ AMENDOTM

D= ALGODLO/MUCUNA

+¢ média de 3 repetigoes
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de isolamento obtida foi para o género Fusarium para to-
dos os tratamentos nas duas amostragens, sendo que, na
pririeira, as porcentegens obtidas foram bem superiovres s
da segunda.

Comparandu-se a frequincia para os microrganis-
mos isolados nas duas amostragens realizadas, foi obsecrva

do que os géneros Verticillium e Gliocladium foram isola-

. A
dos maois frequentemente na segunda amostragem e o genero

Penicilliuwa teve uma porcentagen de isolamento bem maior

no tratamento algodao/mucuna (D), na scgunda amostroguien
relacan & primeira,

~ . . . . .
0 genero Rhizoctonia foi isolado com maior fre-

" 3 . . - -
quencia na primeire amostragem, aparecenio em todos 08
tratamentos, ao passo quc¢, na segunda, apareceu em apenas
dois. Os demais g€neros isolados aparecceram com uma fre-

quéncia muito boixa nas cduas amostragens realizcdas.

Os microrganismns nco identificados foram qué-~
les que, ou sdmente aprescntaram crescimento micelial ou
que nao formaram uma estrutura tipica que permitisse sua
classifica@goy mesmno lencando mao de téenicas como 0 uS©
de laminula suspensa em bloguinho de agar, descrita em

305020

4,1,2. Microrgenismos isolados no ano agricola 71/72

No ano agricola 71/72, foi feito um leventamento
realizando~sc as amostragens, conforme citedo em 3.,1. nos

conteiros corresponcentes 2os trotanmentos:
algndeo/algodao (canteiros 8,13,16)

algoceo/so ja ( " 6,15,23)
algodao/amencoin ( " 5,14,22)
algrdao/mucuna ( L 7,21, 24)
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Os resultados dos isolamentos obtidos sao apresen
tados no quadro 3, estondo os detalhes sibre as porcenta-
gens obtidas para cada tratamento nos QUADROS XII, XIIT,

XIV e XV, do apéndice.

Nesta amostragem, de mancira semelhante ao gque o
correu no ano agricola 68/69, os microrganismos mais isola

dos pertenceram aos géneros Fusarium, Trichoderma, Gliocla

dium, Verticilliumn e Pecnicillium, Em menor porcentagem fo

ram isolados os géneros Aspergillus e Rhizoctonia,

Na amostragem do ano agricola 71/72, um maior nu-
mero de géneros foi isolado, comparando-se com as amostra-

gens realizadas no ano agricola 68/69,

4,2, LEVANTAMENTO DE MICRORGANISMOS DO SOLO, ANTAGONICOS
40 FUSARIUM DO ALGODOEIRO, ISOL4DOS PELO METODO Di
PL4&C4 DE PERTIL

4,2,1, Teste de antagonismo com microrganismos isola-
dos no ano agricola 68/69, na primeira amostra-
gem

Dos microrganismos isolados ng primeira amostro-
gem pelo método da placa de perfil, no ano agricola 68/69,

foram testados como possiveis antagdnicos:

Fusarium spp 17 isolados Trichoderma spp 25 isolados
Gliocladium spp 5 " Verticillium spp 13 i
Penicillium spp 12 " Aspergillus spp 10 "
Chactophoma spp 2 i llacrophomina spp 1 isoleado
Botriodiplodia spp 1 isolado Actinomiceto 1 i

Os resultedos déste teate sac apresentados no qua
dro 4, sendo quec, dos 87 isolacos testados, apenas 2 reve-

laram ser antag®nicos ao Fusarium do algodoeiro, scndo um
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Quadro 3 - Microrganismos isolados pelo método da place
de perfil, no ano ngricola 71/72

% de microrgonismos nos
R

Microrganismos 2
o ' tratamentos

isolados

A B C D
Fusarium spp 83906%% 81,34 82,06 78,93
Trichoderma spp 13,87 9,65 9,15 11,77
Gliocladium spp 11,30 10,17 8,15 10,64
Verticillium spp 14,78 14,20 10,56 14,71
Penicillium spp 15,67 14,25 13,98 19,51
Aspergillus spp 0,87 3,32 4,22 1,61
Rhizoctonia spp 1,31 1,06 0,45 14,57
Macrophomina spp 3,48 0,45 1,80 1,52
Cephalosporium spp 0,87 - - -
Chaetophoma spp 0,43 0,89 - -
Diplodia spp 3,04 1,95 0,89 1,18
Alternaria spp - 0,61 0,45 -
Piricularia spp - 0,61 - -
Fusidium spp - - 0,45 -
Sclerotium spp - - 0,44 -
Bactérias 2,16 2,55 3,23 1,18
AGctinomicetos - - 1,26 -
oo identificados 0,87 1,78 2,15 1,51
Falhas 0,43 11,69 12,56 17,75

# A= ALGODAO/ALGODAO
B= ALGODLO/SO0J4
C= ALGODLAO/ AMENDOIM
D= ALGODL0/MUCUNA

=4+ média de 3 repetigges



Quadro 4 - Microrganismos antagdnicos ao Fusarium do algodoeiro
isolados pelo método da placa de perfil, no ano agri
cola 68/69, primeira amostragem

Microrganismos Tratamentos

testados A B G D

L

No¥F ANTFTY mo  ANT  No  ANT  No  ANT

Fusarium spp 4 - 4 - 3 - 6 -
Trichoderma spp 9 - 9 1 4 - 3 -
Gliocladium spp 1 - 1 - 1 - 2 -
Verticillium spp - - - 4 - 3 - 6 -
Penicillium spp 3 - 2 - 4 - 3 -
fAspergillus spp 4 ~ 3 - 1 - 2 -
Mccrophomina spp - - - - - - 1
Chaetophoma spp - - 2 - - - - -
Botriodiplodia spp - - 1 - - - - -
fictinomicetos - - - - 1 1 - -
Total 21 0 26 1 17 1 23 O
+ A= ALGOD%O/ALGOD%O (canteiros 1,10,17)

B= ALGODQO/SOJA ( i 9,12,18)

C= 4LGODA0/sMENDOIM ( " 2, 3,19)

D= ALGODLO/MUCUNA b 4,11, 20)

+¢+ numero de isolcdos testados

+¢# numero de isolados antagbnicos
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déles um isolado de Trichoderma spp isolado do canteiro 12,

correspondente ao tratamento ALGODAO/SOJiA, e o outro um
provéavel actinomiceto isolado do canteiro 19, correspon -

dente ao tratamento ALGODZO/AMENDOIM.f

Detalhes sdbre o nimero de isolados testados dos
canteiros correspondentes aos tratamentos sao aprcsenta-

dos no QUADRO XVI, do apéndice.

4.2.2, Teste de antagonismo com microrganismos isola-
dos no ano agricola 68/69, na segunda amostra-

gemn

Dos microrganismos isolados pelo método da placa
de perfil, na segunda amostragem, foram testados para an-

tagonismo ao Fusarium do algodoeiro, os seguintess

Fusarium spp 78 isolados Trichoderma spp 70 isolados
Gliocladium spp 083 " Verticillium spp 77 "
Penicillium spp 56 " Aspergillus spp 37 "
Macrophomina spp 8 i Rhizoctonia spp 3 f
Diplodia spp 3 " Mecmnoniella spp 2 "
slternaria spp 1 isolado Stemphillium spp 1 isolado
Bactérias 24 isolados Actinomicetos 3 isalados

Os resultados déste teste sao apresentados no
quadro 5. O meoior mimero de antagbnicos pertenceu aos gé

neros Penicillium, Aspergillus e Trichoderma, sendo, tam-

bém, obtidos bactdérias ¢ actinomicetos antagbnicos.

Os maiores numeros de antaanicos foram obtidos
pars os tratamentos ALGODAO/LLGODAO e ALGODAO/SOJi, Tres-
pectivamente, nos canteiros 10 ¢ 9, sendo, nos demals can

teiros para os mesmos tratamentos, obtido um ndmero menor

de antagdnicos.
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Cuadro 5 - Microrganismos antagdénicos 2o Fusarium do algodoeiro
isolados pelo método da placa de perfil, no ano agri
cola 68/69, segunda amostragen

Lo
m L v °
Microrganismos T'ratamentos

testados A B C D
NeF¥ 4N me  ANT  Ne  ANT  Ne  4NT
Fusarium spp 21 - 19 - 14 - 2L~
Trichodermo spp 24 2 6 - 18 - 22 1
Gliocladium spp 25 - 32 - 15 - 11 -
Verticillium spp 19 - 28 - 15 - 25 -
Penicillium spp 9 10 5 11 - 26 3
Lispergillus spp 7 7 2 12 3 11 -
llocrophomina spp 2 - 2 - 1 - 3 -
Rhizoctonia spp 3 - - - - - - -
Diplodia spp 1 - - - -~ - 2 . -
slternaria spp 1 - - - - - - -
Memnoniella spp - - 1 - - - 1 -
Stemphillium spp - - - - 1 - - -
Bactérias 6 - 5 - 9 3 4 1
Actinomicetos 1 1 1 1 1 - - -
Total 119 8 111 8 97 6 129 5
¢ A= ALGODAO/ALGODAO  (canteiros 1,10,17)
B= ALGODLO/SOJA ( i 9,12,18)
C= ALGODAO/AMENDOIM ( " 2, 3,19)
D= LLGODAO/MUCUN:  ( " 4,11, 20)

+¢ numero de isolados testados

#+¢ numero de isolados antagdnicos
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A . . .
Detalhes sdbre o numers de microrganisimos isola -
dos dos conteiros ¢ testados pars antagonismo ao Fusarium

do algoedoeiro sau encontrados no QUADRO XVII, do apéndice,

4.2.,3. Teste de antagonismo com microrganismos isola-
dos no =no agricolas 71/72

Dos microrgonismos isolados pelo método da placa
de perfil em 1972, foren testados pars antagonismo ao Fu-

sariun do algodoeliro, os seguintess

Fusarium spp 116 isolacdos Trichoderma spp 83 isolados
Gliocladium spp 24 t Verticillium spp 37 "
Penicillium spp 100 i sspergillus spp 15 "
Macrophomina spp 15 " Rhizoctonia spp 18 i
Diplodia spp 9 " Chaetophoma spp 2 fi
Fusidium spp 1 isolado Sclerotium spp 1 isolado
Bactdérias 12 isolados sctinomicetos 1 "

Os resultados cdo tcste de antagonismo sao apre
sentados no gquadro 6. Seielhantemente ao que ocorreu na

scgunds amostragem do ano agriccle 68/69, o0 maior numcro

de antoglinicos obtidos pertenceu zos génercos Penicillium,

sspergillus, Trichoderma e bactérias ¢ actinomicetos.

Detalhes sébre o numerc de microrganismos testa
dos para antagonismo, isolacdos dos difercentes canteiros
correspondentes aos tratamentos, podem scr observados no

QUADRO XVIII, do apéndice,



(uedrob - Microrganismos antngdnicos 2o Pusarium do algodoeiro
isolados pelo método da placa de perfil, no ano agri
cola 71/72

Tr»r>2tamentos’
Microrgonismos
testados A B C D

Ne®¥ AnptTT we  AND  We  ANT  Ke  ANT

Fusarium spp 19 - 32 - 31 - 24 -
Trichoderma spp 27 - 20 - 10 - 10 1
Gliocladium spp 6 - 7 - 2 - 9 -
Verticillium spp 11 - g - 6 - 11 -
Penicillium sSpp 24 3 29 4 22 3 25 -
Aspergillus spp 1 1 5 - 6 2 3 1
Macrophomnina spp 5 - 2 - 3 - 5 -
Rhigzoctonia spp 2 - 2 - 1 - 13 o
Diplodia spp 5 - 1 o 2 - - -
Chaetophoma spp 1 - 1 - - - - -
Pusidium spp - - - - 1 - - -
Sclerotiwa spp - - - - 1 - - -
Bactérics 2 1 4 1 3 - 3 -
Actinomicetos - - - - 1 - - -
Total 103 5 112 5 97 5 121 2
+ 4= ALGODLO/ALGODAO (canteiros 8,13,16)

B= 4LGOD40/S0J4 ( L 6,15, 23)

C= ALGODAO/AMENDOIM ( g £,14,22)

D= 4LGODAO/MUCUNA ( 4 T,21,24)

¢ numero de isolados testados

+¢+ nimero de isclados antagbnicos
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4.3. LEVANTMENTO DE MICRORGANISMOS DO SOLO, ISOLADOS Ph-
L0 METODO D4 DILUICLO EM SERIE, 5LNUAGONICOS 40 FUS4-
RIUM DO 4LGODCEIRO, NO .NO aGRICOL. 71/72

4.3.1. Isclamcento utilizando como meio de cultura o
rncio de Martin

4.3.1.1, Microrganismus antegdnicos obtidos na pri
meire smostragen

Para isolemento dos microrganismos antaginicus @o
Fusariun do algodoeiro utilizou-se o técnica dcescrita cm
3.6.3. No entanto, devido ao foate da neccessidade de uma
posterior confirmagga do ontagonismo de certos microrgonis
mos, os mesmos foram repicados pare tubo de ensaiv ¢ o teg

te repetido seguindo a técnico descrita em 3.6.2.3.
i (=]

Os resultodos obtidos parc &ste teste cstao conti
dos no quadrn 7. Dos micrargonismos testados para antago -
nismo, o género hLspergillus foi o que apresentou o maior

-4

nimcro de antagdinicos tanto pera & diluigoo 10 como para

~5 . .
a 10 7, quando comparacdo con os cemais fungos.

4.3.1.2 Microrgenismons obtidos na scgunda  amos—
tragen

0 téste de antagonismo para o Fusarium do &lgody
¢iro, dos fungos isolados pela técnica da diluicac cm  sé-
rie, na scgundé amostragem, foi realizado da mesma manelra

citada em 4.3.1.1.

Os dados obtidos acham-se no quadro 8 ¢ sao ro-
sultado de 6 repetignes para cada diluigao e para cada tra

tamncnto,



- 31 -

Quadro 7 - Microrganismos antagbnicos ao Fusarium do algodoeiro
obtidos pelo método dg diluicao em série, no meio de
Martin, no ano agricola 71/72, primeira amostragen

e
3 : s 5 '1 An _t o S (3
Dilui- Microrganismos Tratamen

coes obtidos no A B C D
meio de Martin — po## np¥¥¥ye  4NT  Ne ANT O 4NT

10-4 Aspergillus spp 8 2 2 - 3 - 5 1
Penicilliunm spp 1 - - - 1 - - -
Bactéria 1 - - - - - - -

1077 hbspergillus spp 3001 1 - - - - -
Trichoderma spp - - - - 1 - - -

Total 13 3 3 0 5 0 5 1
&+ L= ALGODLZO/ALGODAO (conteiros 8,13,16)

B= ALGODS0/S0JA ( " 6,15,23)

C= ALGODAO/AMENDOIM ( " 5,14,22)

D= 4LGOD40/MUCUNA ( " 7,21,24)

2+ numero de isolados testados

#+¢ numero de isolados antagdnicos
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I8 . . . n ~ . . 3 .
Quadro 8 - Microrganismos antagdnicos ao Fusarium do algodoeiro
obtidos pelo método da diluiceo em série, no meio de
Martin, no ano agricola 71/72, segunda cmostragem

Tratamentos

Dilui-~ Microrganismos
goes obtidos no B C D
meio de Martin
Ne*FANT ¥ Ne  ANT  Ne ANT  NC  ANT
lO“3 Aspergillus spp 3 - 1 6 2 2 -~
Trichoderma spp 6 - 6 3 - 4 -
Chaetophoma spp 1 - - 1 - 3 -
Penicillium spp - - - - - 2 -
10‘4 Aspergillus spp 3 - 4 2 2 -
Trichoderma spp 1 - 2 - 3 -
Chaetophoma spp - - 1 - - - -
Penicillium spp - - - 1 - 1 -
Diplodia spp 2 - - - - - -
1072 Aspergillus spp 4 - 1 - - 3 -
Trichoderma spp - - - 1 - - -
Chaetophoma spp 1 - - - - - -
Penicillium spp - - - 3 - - -
Bactéria - - 1 - = - -
Total 21 0 16 25 4 20 .0
+ b= ALGODLO/ALGODLO (canteiros 8,13,16)
B= 4LGOD40/S0J4 ( " 6,15, 23)
+ C= ALGODAO/AMENDOIM ( W 5,14, 22)
D= ALGODLO/MUCUNL i 7,21,24)

+«+ numecro de isolados testados

+#35 numero de isolados antagbnicos
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Embora pequenc, o maior numero d¢ microrganismos
foi obtido no tratamcnto ALGODAO/AMENDOIM, pertencen-

~ " .
¢o eles ao gencro aspergillus

4,3.2. Isolamento utilizando meios de cultura indicg
dos para actinomicetos

4,3.2.,1.Microrgenisnos antagdinicos obtidos na
primeira amnstragem

. . ~ N . .
Os microrganismos antaginicos, na priicira amos-—
tragem, no anc agricola 71/72, forem cbtidos pele técnica

descrite em 3.6,3.

Os resultados obtidos nos meios de agar-dgua € no
de Jensen, pare as difercntes diluigoes, sao aprescentados

no gquadro 9,

Uma tendCncis para wil meior nimero de microrga -
nismos antag®nicoes, considerancdo a diluigao 1:50.000 no
meio de dJenscen, foi obsecrvade nos tratancntos envolvendo
rotacao em comparacau com o tratamcnto ALGOD:0/4LGODLO. O

s L ~- S A . 3  ra e o~ &4 ~ a5
mesmo J& nao foi obscrvado para o mclo de agar-dgua na di
luicao 1:50.000 ¢ demois diluigoes pare us dols meios,

9

Detalhes s®bre o ndmero de repetigoes rcalizadas
¢ 0 ndmero de microrgonizmos snteglinicos obtidos por repe

ticao podem sor observados no QUsDRO XIX, do aplndice,

4.3.2.2.Microrgenismos antaginicos obtidos no se
gunda omostragen

0O teste de antagonismo dos microrgonismos isola~

dos em meios de cultura indicados para o isolamcento de
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Quadro 9 - Microrganismos antagdnicos ao Fusarium do algodoeiro
obtidos pelo método da diluigao em série, nos meios
de agar-dgua e Jensen, no ano agricola 71/72, primei
ra amnostragem

e

Diluigao Meio de Tratamentos
culturea i B C D
1:50,000 sgar-4gua 265 % 15 21 11
Jensen 24 67 83 79
1:500.000 agar-4gua 3 9 9 17
Jensen 19 25 26 26
1:5.000.060 agar-dgua 0 0 0 0
Jensen 2 4 0 4
Total T4 120 139 137
+ A= ALLGOD;0/ALGODAO (canteiros 8,13,16)
B= ALGODAO/ S04 ( L 6,15,23)
C= ALGODALO/ AMENDOIM ( " 5,14,22)
D= ALGODAO/MUCUNA  ( L 7,21, 24)

+& numero total de isolados antagdnicos em 6 repeticoes



- 35 =

actinomicetos foi realizado conforme técnice descrita com
3.6.3. 0Os dedos obtidos neste teste constam do quedro 10
0 maior nimero de antagdnicus foi obtido no tra
tanento ALGODAO/5LGODAO.
Detalhes sdbre o nimero de antagdnicos obtidos
para cada repetigao sno apresentados no QUaDRO Xi, do a-’

péndice.
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Quadro 10 -~ Microrganismos antagdnicos ao Fusarium do algodoci
ro, obtidos pelo método da Adiluicao em sdérie, nos
meios de agar-dgua e Jensen, no ano agricola 71/72
segunda anostragen

Diluicao Meio de Tratamentos?”
cultura A B C D
4t
1:50.000 agar-dgua 152 85 79 84
Jensen 105 60 54 97
1:500.000 agar-dgua 50 22 28
Jensen 7 17 4
1:5,000.000 agar-dgua 4 9 17 4
densen 35 2 2 6
Total 353 195 184 199

& b= ALGODLO/LHLGODAO  (canteircs 8,13,16)
B= 4LGODA0/S0JA ( h 6,15,23)
C= ALGODLO/SMENDOIM ( " 5,14,22)
D= ALGOD4A0/MUCUNA ( n 7,21, 24)

++ Nimero total de isolados antagdnicos en 6 repetigges



- 37 -

5. DISCUSSLO

Nos levantamentos da microflora associade aos di
ferentes tratamentos do sistema de rotacao de¢ culturas,
realizados através do método da placa de¢ perfil, nao fo-
ram notadas diferencas marcantcs quanto nos géneros dos

microrganismos isolados,

Altas porcentagens de Fusarium spp foram uma
constante para todos os tratamentos nos tris anostragens
realizadas, resultados &stcs em concordinecio com os  obti
dos por ANDERSEN e HUBER (1) wutilizendo a2 mesma tdécnica
de amostragem. Efsses autorcs, no entanto, obtiveram uma

frequéncia maior de isolamento de Rhigoctonia spp em re-

lageo & obtida no presente trabalho,

Os dados obtides utilizando o método da placa de
perfil n@o permitiram obscrvar diferencas nas microfloras
dos diferentes tratamentos como seria o csperacdo, levan-
do-se em consideracfno os trabalhos de WILLIAMS e
SCHMITTHENNER (23,24) ¢ os dec MENON ¢ WILLIAMS (15), oque
obtiveram microfloras caractcecristicas associadas a dife -

rentes culturas ¢ & sistemas dec rotacgao,

. . ~ ~
Una das possiveis explicogoes para éste fato se=-
ria a utilizacfo de um método de isolnmento difcrente,
pois aquéles autores utilizaram a técnica dao diluigao en

série, ao invés do método da placa de perfil.

Uma outra cxplicegan scria o fato da amostragenm
ter sido realizada quando do plantio do algodeo em  todos
0s canteiros dos difcrentes trasamcntos de rotagac, puden

do ter havido uma forte influénecia da rizosfera desta plan
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ta na microflora isolada, uma vez que as placas de perfil
foram colocadas préximaé ao sistecma radiculer do algodoei-
ro. TFato semelhante foi notado no trabalho de HUBELDl e AN~
DERSEN (7) em relacan s porcentagens de isolamento de -
sarium spp quando fouili feita a amostragem em solc plantado
comm a cultura cdo feijoeciro susedendo &s de milho, trigo,ce

vada, beterraba e trevo (sweet clover).

A1én dessas explicacoves, ainda poderianvs levar

et comta uma possivel seletividede do meio de cultura ubti-
. . ~

lizado (corn neal agar) para o isolamento de certos géne~

ros de microrganismos,.

Em relacac acs testes de antagonisme ao  Fuscriun

do algondoeiro, realizados com microrganismos obtidos pelo
nétodo da placa de perfil, um numero baixo de antagdnicos
foi obtido em relagao ao mdmerc dc isolamentos testados pa
ra os diferentes gfnercs. 4s maiores frequéncias pertence-

ram ans géneros Penicillium, Aspergillus e Trichoderma, g&

neros éstes bastante citados ¢m literatura pelas suas pro-

priedades antagonisticas a uma série de patdgenos.

Nos lecvantamentos da microflora antagdnica o Py~
sarium do algodoeiro, utilizando o método da diluican enm
série e o meic de Martin, os antagdnicos pertenceram exclu
sivamente 2o géncro Aspergillus, quec foi isolado de todos
os tratamentos do sistema de rotacgao, nao havendo, no en—
tanto, difcrencas marcantes quantc ao ndmero obtide dos di
ferentes tratamentos, parecends, assim, nav ter havido in-

1

fluéncia das culturas da soja, amendoim ¢ mucuna plantadas

as
anteriormentc & cultura do algodao.

Scnmelhantemente 20 que ocorrcu para o meio 42 Mar
tin, nao houve diferencas marcantes para os difercntes tra
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tonmentos do sistena de rotacao quando foran utilizados os
neios de Jensen e de agor-dgue, meiuvs éstes indicados pa-
ra o isovlamento de actinonicetos

58 leituras, para o teste de antagoniswo &o Fusa

[

-

riun feito pela técnica da camacda tripla de sgar, foranm
efcetuadas com naior facilidade nos meios de Jensen e &gar
dgua 4o que no aeio de Martin, ume vez que nagqueles melos
aparccecram hnlos de inibiggo bon nitidos, ao passo que,no
de Martin, o crescimento de Rhizopus em nultas placas di-
ficultou a leitura, fazendo coin que o teste tivesse quc
ser repetido.

Dos testes de antagonismo realizados, © que se
nostrou mais promissor foi aquele utilizando a técnica de
campla tripla, usando meios de cultura indicados para o 1
solomento de octinomicetos cujas propriedadcs antagonisti

rie Je¢ fungos, inclusive & Fusarium oxysporull

(G

céis & una s

f. vasinfectun, tém sido citadas en litcratura(6,7,16,21).

Dog estudos feitos, ficou evidenciada a necessi-
dade de ser utilizads mais de ume técnice de isolemento
tanto para leventancnto de microfloras como para o levan—
tonento de microrgonisnos antaginicos, unge vez que o0s i~
crorganismos, devido As suas caracteristicas, sao  isole-
dos en frequéncios varidveis dependendo do método de iso-

lanento ¢ dos melos de cultura utilizedoes.

No tocante aos possiveis cfcitos benéficos & cul
tura do algodoelro, que os difcrentes sistemas de rotacgao
eprescntan em dreas onde ocorrce a rurcha causada pelo coum

plexo Fusariw. oxysporwi f. vasinfectum e nematoides do

género Meloidogyne, os resultados cbtidos no presente tra

balho sugcrem que o principal cfeito slbre a  diminuicac

da murcha scja devido a outrss fatdres © noo A microflora



antagbnica que sc¢ Jdesenvelve no solo per ocasiao do  plan

o

tic do algodoeiro. EBste fatoe ficou evidenciado pele  au-
~ N
sencia du dlferengas narcentes tanto pera os componentes
. populagar de microrganismus antagdnicos, cumo para o nd
nmero de cada um deles obtidos nos diferentes tratamentos

do sistema de rotacoo de cultureas.,

6. CONCLUSOES

Do presente trabalho pode-se concluirs

1. Utilizande o método da placa de perfil foi  ob-
servado, nas Ciferentes amstroagens feitas, que as cultu
ras da soja, amendoln e mucuna, plontadas e rota guu COIl
o algodoeiro,nas influiram {e¢ naneira marconte na micro~
flora gue se desenvolveu no solo por ocasifo du  plantio

ado algwdao,
A .
2. Os goneros dc fungos mois frequentenente isola~

dos pele nétsido da placa {e perfil, nas tris amostrogens

realizedes, forams Fusarium, Trichoderme, Verticillium,

Gliocladiun, Penicillium, Rhizoctonia, ispergillus.

B menor ndmero foram isoladoss Macrophomineg,

Chaetophome, .sltcrnoric, Memnoniclla, Piriculeria, Pusi-

Giuwi, Sclerstium, Cepholosporiun, Diplodia, aldém Cc bac

térias ¢ sctinznicetos

3. Os micrirgonismos antaginicos ao Puseriun o
aloodneirs isolalos pelo 2étodo da placa de perfil, nas

diferentes anostragens feitas, pertenceran aos glneros
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4. Aspergillus spp foi ¢ dnico microrgenismo antagé

nico ao Fusarium do algodoeiro isolado pelo método da di

luicao em série, utilizando o neio de Martin.

5. Os meios de agar-dguc e¢ o de Jensen,indicados pa
ra o isolamento de actinomicetos, revelarem a presencga de
actinomicetos antagdinicos ao Fusarium do algodoelro em
todos os tratamentos do sistema de rotagao de cultura e
épocas estudedas, sendo que, de¢ modsc geral, nao foi ob-
servada nenhuma tendé&ncia para o isolamento de um mnaior

nimero de antagdnicos em um determinado tratamente.

6. Os microrganismos antagbénicos ao Fusarium do al-
godoeiro, obtidos através da diluicac em série nos meios
de agar-dgua e Jensen, foram mais abundantes na diluigaO

1:50.000, nos dois testes reaslizados,

7. De modo gerzl, nao fol observada wuma diferenca
marcante quanto ao mimero de¢ microrganismos antagdnicos,
nos diferentes sistemas de rotacao, que pudesse ser atri

buido & cultura que antccedeu o do algodao.
7. RESUMO
No presente trabalho foi realizado um levanta-

mento da microflora do solo associada & cultura do algo-

dao (Gossypium hirsutum L.) quando em plantio cont {nuo

no mesmo solo ¢ quaondc plantacda alternadamente com cultu

ras de soja (Glycine max (L.) Merril), amendoim (4rachis

hipogaea L.) ou mucuna (Stilozobium sp). 0 métods de iso

lamento utilizado foi o da placa de perfil, sendo feitas

trés amostragens em épocas diferentes. Foi obtida unma nor
o -
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. 1 . A .
centagem de isolamento dos seguintes generos: Fusarium,

Trichoderma, Verticillium, Penicillium, Gliocladium, Rhi-

zoctonia e 4spergillus. Através désse método de isolamen-

to, nao fecram observadas diferengas marcantes nas micro -
flores associadas &s diferentes combinagoes do algodoeiro

e das leguminosas.,

Com microrgenismos isolados, nas amostragens fei
tas pelo método da placa de perfil, foram realizados tes-

tes d¢ antagonismo ao Fusarium oxysporum f. vasinfectum

(Atk.) Snyd. & Hans., sendo que os mpiores nimeros de an-

taginicos pertenceram aos géneros Penicillium, Aspergillus

¢ Trichoderma e, bactérias ¢ actinomicetos, em menor mime

ro.

Por outro lado, foram feitos levantementos de mi
crorganismos antaginicos ao Fusarium do algodeoeiro utili-
zando-se o método da diluicao em série ¢ os meios de Mar-

. ~ . .
tin, agar-dgua e Jensen. Fungos co género Aspergillus fo

ram os Unicos antagdnicos isolados pelo meio de Martin e
guanto aos neios de agnr-dgua e Jensen, o maior numero de
. . Al . . .
microrganismos antagdnicos (provhvelmente actinomicetos )
foi cbtido na diluicao 1:50.000, para os dois testes rea-

lizados,

Nos levantamentos de microrganismos antagdnicos
ao Fusarium do algodoeiro, feitocs pelo método da diluigﬁo
em série, quer usando o meio de Martin ou meios indicados
para o isolamento de actinomicetos,; semelhantemente aoque
ocorreu com o método de placa cde perfil, nao foram obti -
das diferencas marcantes que pucdessem ser atribuidas & cul

tura que precedeu a do algodao,



8. SUMMARY

In this work, a survey was carried out on the soil
microflora associated with the culture of cotton(Goussypium
hirsutum L.) cultivated in alternate rotaticn with soybean
(Glycine max (L.) Merriel), peanuts (srachis hipogaeo L.)
or mucuna (Stilozobium sp). Sampling was made also in
soils cultivated continuously with cotton only. The method
of isolation of soil microcrganisns was the plate-profile
technique, with three samples taken at differcent pericds,
4 major percentage of isvlation was observed in the following

genera: Fusarium, Trichoderma, Verticillium, Penicilliui,

Gliocladium, Rhizoctonia and Aspergillus. No narked

difference in soil microflora was observed associated with

different combinations of cotton and these leguiminous crops.

Tests to analyse the antagonistic effect of isolated
microorganisms using the plate-profile technique to Fusa-

rium oxysporum f. vasinfectum (4itk) Snyd & Hans indicated

that the major groups of antagonists belonged to the genera

Penicillium, 4spergillus and Trichoderna, as well asbacteria

and actinomycetes.,

On the other hand, s»il fungi antagonistic to Fu-~

sarium was also studied by the soil-dilution plate technmique

in Mertin, water-agor cr Jensen media. 4Lspergillus was
the only genera antagonist to Fusorium, isclatcd by the

Martin medium. The largest number or microcrgonisiis(robebly
aoctinomycetes) antagonist to Fusarium wos obtained at the
dilution of 1:50,000 using woter-cgor on Jensen medic,

The surveys of antagonist microorganisms to Fust-

rium carried out by the soil-dilution plate ncthad using



either the Martin nedium or the media suiteble for the
isoletion of wsctinomycetes, no marked difference Wa s
notieced which could be attributable to thc crop preceding
cotton, in agreement with the results obtained by the

plate-profile techniquec.
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QUADRO I : PROJETO W= 68

- 49

ROTAGRO DE CULTURAS NO GONTROLE DE MELOIDOGYNE INGOGNITA
ANo aarfcoLa . 67/68

LOCAL : B.E.Central

DELINBAMENTO : Blocos a0 acaso 4 xS

) O ¥° do canteiro
trat. Tratamento no oampo :
1 algodio 1 lo 17
2 gsoje 9 12 18
3 anendoim 2 8 19
4 mLne 4 11 20

DISTRIBUIGAO NO CAMPO

(nos demais centeiros sers plentads algodso)

1 1T 1994

t
PL Ll e s |
1, 1J 1” 1| 5 |1
I ¢ 'U RN AR I A T

24 23 ! 22 21 : 19

Al ] )
LINNERET TOET TRENT i {11 to| !
i £ cl! Il.l rtlol rl,,q 1 o 2 '
!r}v RERTs }:! i !L,}__l;l B S

13 “ 16 16 ' 17 18.
"1""”""'“"“T"""""""“"
I | |:' : ) 'y I I
[ [ 1 [ (- 1
Llﬂdjilf;!’ﬂl[i’““! ..u'{fs”}”:{” H‘
{
s 12 1 , 10 9 i 8
Ll LB 8 gl
. v i i
i li' 'l;!. l%' I L '!n * )
} i

DIMENSOBS : 30,20m x 23,0 m » 684 m?

: caminho de 1 metro entre canteiros

$0,20m

» | N2 £ [N° planta
trat | CULTURA | PLARTIO ESPACAMERTO

1 |algodao | 22 quine.| 0,70 x 0,20 7 26

2 |soja outubro 0,60 x 0 10(2’/con) 8 100

8 amendoim | outubro 0,70 x 0,10 7 50

4 |muowma outubro 0,60 x 0,10 8 60

As repetigoes IA, IIA e IIIB ensaio com nematicida
1B, IIB e IIIA emsaic noml

o m COR mro;o do nematicida

s z som cnprogo ‘de nematicida

20 ml /m®

2%




QUADRO II : FROJETO K= 68

- B0

ROTACRO DE CULTURAS NO CONTROLE DE MELOLDOGYNE INCOGNITA

LOGAL; 3

E.BiCartral

ANO AGRI COLA

DELINBAMBITC : Blooccs ao aseaso € x &

“Tratamentos

N ne canteiro
trat. no campo

1 algod:o 13 16 8

2 80 ja 23 16 6

3 smendoim 14 22 b

4 frucine 24 21 T

T

(nos demals oanteiros sera plantad algodao

DISTRIBUIGAO NO CAMPO

)

: 68/69

I . 1I 111
, ,
i |
' bt vyl Pl py |t 0
i p H } P} } i I '
4 ! 2 [ h 5 ' 4 i f 1 ) 1 '
LL_III RN LT S Rl AR TR
24 23 ; 22 21 ; 20 1
| b 1 | b -
1t } t
I T s 1t} 2 S S U AR ] A I |
ILH Poulalds i:i HATE B AN B NN P tu«;‘
13 14 16 16 b 17 .18
.................. *,--_.......-_._.__.-_.-___..,l-.._.,.,-..._..................--
¢ {
! |
] Pt g, ! ' TR i 4 t
i P ' ' o P '
NI NI IR RN
tltnnl}i L] !5! Al TR ARl mE
! : A and| : '
12 11 : 10 $ i 8
:I . (he - ;: | '
NIRRT RN IR TNE
S A SR I B ]lil; B el
1 2 | 3 ; s 6
' 30,20 *
DIMENSOBS : 30,20m x 23,0m = 694 m°
Nota : caminho de 1 metro entre canteiros
)1 N° £1l.] B2 planta
trat.| CULTURA | FLANTIO EPAGAMERTO cant. | p/linha
1 | algodio 2= guins. 0,70 x 0,20 7 26
2 soja oububro {0,60 x O 1o(zp/oou) 8 100
8 amandoim joutubro 0,70 x 0,10 7 50
4 mucunsa outubro 0,60 x 0,10 8 50

As ropotiqoos IA,

IIA o IIIB eusai® oom nemstioclida, aplicaqao gusndo
alpdno o plantado,

23m
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QUADRO III : PROJETO K* 68

(0 DE WLTURAS NO CONTROLE DE MELOIDOGYNE INCOGNITA .

LOCAL : E.E.Catral Ao Acrfcora : 71/72
DELINEAMENTO : Blocos 8o scas0 4 x S

DISTRIBUICAO NO CAMPO

I , II ' III
! 1
IR AN
1 B! vlfal S R R O 1
pEEEEb s L et e {' _L.l Bl ! ! |
24 28 | 22 21! 20
A i i
- g 18 t f i
NIRRT R R RN RA
.gl,:!‘,lr_l;._,l__i! bl ot by
13 14 , 15 16 17 18
- o e i b e i e e s . -
B .
Qo e L s
' 1t ¥ : ]
v el bl bbby v bbb b i
12 un ! 10 9 ! 8 7
B | !
o dila ] f::ol 1!§‘11{'
i { L
N lh odaaa] L il bt
1 e ! 3 4 ! 5 6
' 30,20m

DIMENSOES : 30,20m x 23,0m z 694 m 2
Fota: caminhc de 1 mstro entre canteiros

As ropoti.qon IA, IIA o IIIB ensaio oon nematioci da

o = com mprogo de nematicida 20 nl/ m®

‘4 = sem @ e;o de nematioids

o ano agricola 71/72 todos os canteiros sor&o plantados com al godao.
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QUADRO IV - Microrganismos isolados pelo método de placa de

+ numero total de isolados

perfil nos ganteirog correspondentes ao trata-

mento ALGODL0/ALGODAO, no ano agricola  68/69,

primeira amostragem.
Microrgenismos Canteilros

isolados
10 17

Pusarium spp 46  77,97°% 59 81,94 61 79,22
Trichoderme spp 10 16,95 21 29,17 17 22,08
Gliocladium spp 2 3,39 - - - -
Verticillium spp - - 1 1,39 - -
Penicillium spp 4 6,78 5 6,94 15 19,48
Aspergillus spp 1 1,69 6 8,33 2 2,60
Rhizoctonia spp - - 1 1,39 - -
Chaetophoma spp - - 1 1,39 - -
Bactérias 3 5,08 - - - -
Nao identificesdos 3 5,08 - - 2 2,60
Tubos examinados 59 72 7
Falhas 18 5

#+ porcentagem em relacao ao total de isolamentos por

placa de perfil
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QUADRO V - Microrganismos isolados pelo método da placa de
perfil nos canteiros correspondentes ao
mento ALGODAO/S0JA, no ano agricola 68/69, pri-

meira amostragem.

trata-

Falhas 0 9

.~ Microrganismos Canteilros
isolados 9 12 18

Fusarium spp 67*  87,01%% 56 82,35 52 69,33
Trichoderma spp 4 5519 5 7435 10 13,33
Gliocladium spp - - 2 2,94 2 2,67
Verticillium spp - - 1 1,47 4 5,33
Penicillium spp 1 1,30 3 4,41 13 17,33
Aspergillus spp 2 2,60 6 8,82 5 6,67
Rhigoctonia spp 19 24,67 - - - -
Chaetophoma spp - - 3 4,41 - -
Cephalosporium spp - - 1 1,47 - -
Bactérias 1 1,30 3 4,41 2 2,67
Nao identificados 1 1,30 2 2,94 2 2,67
;Zz;se;amlnados;’?m e M68 75

2

= nimero total de isolados

+¢ porcentagem em relagao ao total de isolamentos por

placa de perfil
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QUADRO VI - Microrganismos isolados pelo método da placa de
perfil nos cgnteiros correspondentes ao trata-
mento ALGODAO/AMENDOIM, no ano agricola 63/69,
primeira amostragem

e s 5 T i b kb it i

Microrganismos Canteiros

isolados o 3 19
Fusarium spp 70%  90,91%% 65 87,84 58 79,45
Trichoderma spp 8 10,39 2 2,70 14 19,18
Gliocladium spp - - - - 3 4,11
Verticillium spp - - 5 6,76 3 4,11
Penicillium spp 3 3,90 2 2,70 17 233 29
Aspergillus spp 3 3,90 3 4,05 3 4,11
Macrophomina spp - - 1 1,35 1 1,37
Rhi?octonia sSpp - - 2 2,70 15 20,55
Bactérias 1 1,30 - - - -
Actinomicetos - - - - 1 1,37
Ngo identificados 1 1,30 1 1,35 1 1,37
Tubos eiaminados 77 T4 o 73

Falhas 0 3 4

+ numero total de isolados

+4+ porcentagem.em rela@&o ao total de isolamentos por
placa de perfil
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QUADRO VII - Microrganismos isolados pelo método da placa de
" perfil nos canteiros correspondentes ao trata-
mento ALGODAQ/MUCUNA, no ano agricola 68/69,

primeira amostragem

Canteiros

Microrganismos

Fusarium spp 64  88,89°% 67 90,54 57 74,02
Trichoderma spp 7 9,72 10 13,51 24 31,17
Gliocladium spp 3 4,17 ) 2,70 7 9,10
Verticillium spp 4 5,56 3 4,05 6 7,79
Pgnicillium sSpp 6 8,33 6 8,11 11 14,28
éspergillus sSPP 2 2,78 ‘1 1,35 1 1,3C
Macrophomina sSpp - - 2 2,70 1 1,30
Rhizoctonia spp - - 5 6,76 10 12,99
Bactérias 3 4,17 1 1,35 3 3,90
Actinomicetos 1 1,39 - - - -
Nao identificados 1 1,39 2 2,70 3 3590
;Zggg“;;é;;;gggs - , _ 74 e .,M;;bWMN,MWWMM

Falhas 5 3 0

+ nuimero total de isolados

«$ porcentagem em relagéo ao total de isolementos por
placa de perfil
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QUADRO VIII - Microrganismos isolados pelo método da placa
de perfil nos canteiros correspondentes a0

tratemento ALGODAQ/ALGODAO, no ano agricola
68/69, segunda amostragem
Microrganismos Canteilros
isolados 10 17

Fusarium spp 51% 69,86 % 36 47,37 40 57,97
Trichoderma spp 11 15,07 12 15,79 5 525
Gliocladium spp 6 8,22 18 23,68 16 23,19
Verticillium spp 9 12,33 17 22,37 5 7425
Penicillium spp 6 8,22 10 13,16 1 1,45
Aspergillus spp 2 2,74 4 5,26 4 5,80
Macrophomina spp 3 4,11 - - - -
Rhizoctonia spp 9 12,33 - -~ - -
Chaetophoma spp - - - - 1 1,45
Diplodia spp - - 1 1,32 1 1,45
Alternaria spp - - - - 1 1,45
Bactérias 6,85 1 1,32 10,14
Actinomicetos 1 1,37 - - 1 1,45
Nao identificados 4 5,48 - - - -
Tubos examinados 73 76 69
Falhas 4 8

%+ numero total de isolados

++ porcentagem em relacao ao totel de isolamentos por

placa de perfil
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QUADRO IX - Microrgenismos isolacdos pelo método de placa de
perfil nos canteiros correspondentes ao
mento ALGODAO/SOJA, no ano sgricola 68/69, se-
gunda amostragem

NS

i e A S e e i 9

trata-

0

Microrganismos Canteiros
isolados 10 18

Fusarium spp 35 45,457 34 50,75 38 52,78
Trichoderma spp 5 6,49 3 4,48 - -
Gliocladium spp 32 41,56 12 17,91 14 19,44
Verticillium spp 21 27, 27 20 29,85 12 16,67
Penicillium spp 7 9,10 6 8,95 7 9,72
Aspergillus spp 2 2,60 5 7,46 7 9,72
Macrophomina spp 1 1,30 - - 1 1,39
Alternaria spp - - - - 1 1,39
Memnoniella spp - - ~ - 5 6,94
Bactérias 2 2,60 2 2,98 2 2,17
Actinomicetos - - 1 1,49 - - ‘
NSo identificados 2 2,60 1 1,49 3 4,17
Tubos examinados 77 67 72

Falhas 10 5

o, ey

+ niimero totael de isolados

++ porcentagem em relac¢ao ao numero total de isolamentos

por placa de perfil
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QUADRO X - Microrganismos isolados pelo método ds placa de

perfil nos ganteiros correspondentes ao trata-
mento ALGODAO/AMENDOIM, no ano agricola 68/69,
segunda amostragem
Microrganismos Canteiros
isolados 3 19
Fusarium spp 48%  67,60%F 30 44,78 24 33,80
Trichoderma spp 3 4,22 4 5,98 13 18,31
Gliocladium spp 9 12,68 12 17,91 7 9,86
Verticillium spp 2 2,82 12 17,91 14 19,72
Penicillium spp - - 7 10,45 10 14,08
Aspergillus spp - - 6 8,95 12 16,90
Macrophomina sSpp 2 2,82 - - - -
Diplodia spp 1 1,41 - - - -
Bactérias 1 1,41 5 7,46 9 12,68
Actinomicetos 1 1,41 - - - -
N2o identificados 2 2,82 - - 3 4,22
Tubos examingdos 71 67 71
Falhes 6 10 6

R

&« numero totael de isolados

#4 porcentagem em relacao ao numero total de isolamentos

por placa de perfil
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QUADRO XI -~ Microrganismos isolados pelo método da placa de
perfil nos canteiros correspondentes ao trata-
mento ALGODAO/MUCUNA, no ano agricola 68/69, se
gunda amostragem

Microrganismos Canteiros

isolados 4 11 20
Pusarium Spp 28%  40,58%% 31 52,54 33 44,59
Trichoderma Spp 6 8,70 16 27,12 6 8,11
Gliocladium spp 6 8,70 6 10,17 11 14,86
Verticillium spp 14 20, 29 17 28,81 14 18,92
Penicillium spp 17 24,64 15 25,42 13 17,57
Aspergillus spp 5 Ty 25 2 3,39 7 9,46
Macrophomina spp 1 1,45 3 5, 08 1 1,35
Rhizoctonia spp 1 1,45 - - - -
Diplodia spp - - - - 1 1,35
Memnoniella sp - - - - 1 1,35
Bactérias 4 5,80 - - 3 4,05
Ngo identificsdos 3 4,35 - - 3 4,05
Tubos examinados 69 59 74

Falhas 8 18 3

+ numero total de isolados

«+ porcentagem em relacao ao niumero total de isolamentos
por placa de perfil
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QUADRO XII - Microrganismos isolacos pelo método da placa de

perfil nos canteiros correspondentes ao trate-

mento ALGODAO/ALGODAO, no gno agricola  T71/7Z.
Microrganismos Canteiros

isolados 13 16
Tusarium spp 60"  77,92°% 35 84,41 66 36,84
Trichoderma spp 14 18,18 15 19,48 3 3,95
Gliocladium spp 5 6,49 12 15,58 9 11,84
Verticillium spp 7 9,10 17 22,08 10 13,16
Penicillium spp 12 15,58 8 10;39 16 21,05
Aspergillus spp 2 2,60 - - - -
Macrophomina spp 2 2,60 3 3,90 3,95
Rhizoctonia spp 2 2,60 - - 1,32
Chaetophoma spp 1 1,30 - - - -
Diplodia spp 1 1,30 4 5,19 2 2,63
Cephalosporium spp - - 2,60 - -
Bactérias 1 1,30 4 5,19 - -
Nao identificados 1 1,30 - ~ 1 1,32
Tubos examinados 77 77 76
0

Falhas 0

+ numero total de isolados

#¢ porcentagem em relac¢ao ao numero total ce

por place de perfil

isolamentos
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QUADRO XIII - Microrganismos isolados pelo método da placa de
perfil nos canteiros correspondentes 2o trati-
mento ALGODAO/S0JA, no ano agricols 71/72

st oo i [SENE

Microrganismos Canteilros

isolados 6 15 23
Pusarium Spp 42 76,367 56 75,67 69 92,00
Trichoderma spp 4 7,27 13 17,57 3 4,00
Gliocladium spp 2 3,64 11 14,86 9 12,00
Verticillium spp 2 3,64 16 21,62 13 17,33
Penicillium spp 2 3,64 24 32,43 5 6,67
Aspergillus spp 4 Ty 27 1 1,35 1 1,33
Mecrophomina spp =~ - - 1 1,35 - -
Rhizoctonia spp 1 1,82 1 1,35 - -
Chaetophoma spp - - - - 2 2,67
Diplodia spp 1 1,82 1 1,35 2 2,67
Alternsria spp - 1,82 - - - -
Piricularia spp 1 1,82 - - - -
Bactérias 2 3,64 - - 3 4,00
Nao identificados - - 1 1,35 3 4,00
Tubos examinados 55 T4 75
Ffalhas 22 3 2

¢« numero totsl de isolados

++ porcentagem em relac¢zo ao numero total de isolomentos
por pleca de perfil
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QUADRO XIV - Microrganismos isolados pelo método da placa de
perfil nos canteiros correspondentes ao trata-
mento ALGODAO/AMENDOIM, no ano agricola 71/72

Microrganismos Canteiliros

isolados 5 14 50
Fusarium spp 63" 85,14%% 67 89,33 38 71,70
Trichoderma spp 7 9,46 5 6,67 6 11,32
Gliocladium spp 6 8,11 8 10,67 3 5,66
Verticillium spp 8 10,81 10 13,33 4 7555
Penicillium spp 9 12,16 11 14,67 8 15,10
Aspergillus spp 1 1,35 - - 6 11,32
Macrophomina spp 4 5,40 - - - -
Rhizoctonia spp 1 1,35 - - - -
Diplodiz spp - - 2 2,67 - -
Alternaria spp 1 1,35 - - - -
fusidium spp 1 1,35 - - - -
Sclerotium spp - - 1 1,33 - -
Bactérias 2 2,70 1 1,33 3 5,606
Actinomicetos - - - - 2 35777
Nao identificados 1 1,35 1 1,33 2 3,77
Tubos examinados 74 75 53
Talhas ' 3 2 24

¢ numero totel de isolamentos

#¢+ porcentegem em relacao ao numero total de isolamentos
por placa de perfil
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QUADRO XV - Microrganismos isolados pelo método da placa de
perfil nos canteiros correspondentes ao trata-
mento ALGODAO/MUCUNA, no @no agricols 71/72

Microrganismos
isolados

[RR

Fusarium spp 57

Trichoderma spp 11

Gliocladium spp 2

Verticillium spp 2

Penicillium spp 13

Aspergillus spp 1

Macrophoming spp 2

Rhizoctonia spp 32
Diplodia spp -
Bactérias -

Nao identificados 1

Bt AT LB R O RS R b R AL e S 6

Tubos examinsdos 76

Falhas 1

. 1 ST, R 8 S b, LR ek o A NG L R

« nuimero total de isolamentos

7 21
75,00" " 38
14,47 10

2,63 6
2,63
17,10 14
1,31
2,63 1
42,10 -
- 1
- 1
1,31 -

24

73,08 55 88,71
19,23 1 1,61
11,54 11 17,74
17,31 15 24,19
26,92 9 14,52
1,92 1 1,61
1,92 - -

- 1 1,61
1,92 1 1,61
1,92 1 1,61

- 2 3,22

62
15

e R R Y S O AR N, S R

++ porcentagem em relagao ao mimero totsl de isolamentos

por placa de perfil
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QUADRO XVI - Microrgesnismos antagdnicos a0 Fusarium do algodo
eiroy, isolados na primeira amostragem, no ano
agricola 68/69, nos_tratamentos ALGODAO/ALGODAO,
ALGODEO/S0JA, ALGODAQ/AMENDOIM, ALGODAO/MUCUNA

ALGODZ0/ALGODAO Canteiros
Microrgaonismos 1 ,;."m»mlo 17
testados No¥  anm®¥T Ne ANT N¢ ANT
Fusarium spp 2 - 1 - 1 -
Trichoderma spp 1 - 5 - 3 -
Gliocladium spp 1 - - - - -
Penicillium spp 1 - - - 2 -
Aspergillus spp - - 3 - 1 -
Total 5 0 9 0 7 0
ALGODAO/SOJA Canteiros R
Microrgaenismos 9 218
vestados Ne  ANT Ne  ANT N¢  ANT
Fusarium spp - - 3 - 1 -
Trichoderme spp 1 - 4 1 4 -
Gliocladium spp - - 1 - - -
Verticillium spp - - 1 - 3 -
Penicillium spp - - 1 - 1 -
Aspergillus spp 1 - 1 - 1 -
Chaetophoma spp - - 2 - - -
Botriodiplodia spp 1 - - - - -
Total 3 0 13 1 10 0

Cont,
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QUADRO XVI - continuacao

ALGODAO/ AMENDOTH . Canteiros

o e A O

liicrorganismos 2 3 19 .
testados Ne*  ant*¥  Ne  ANT N¢  ANT

B R—

e - SR stk Lo R S i, S e R S L St A LN e RS ke

Fusarium spp - -

Trichoderma spp 1 -

Gliocladium spp - -

Verticillium spp - -

= N NN W
i
i
H

Penicillium spp 1 -

Aspergillus spp - - - -

-
H
i
{

Macrophomina spp - -

Rhizoctonia spp - - 1 - - -

Actinomicetos - - - - 1 1

Total 2 0 11 0 6. .1

ALGODAO/MUCUNA R Canteiros

Microrganismos 14 11 20
testados No* ANt o AT Ne AN

T

o — s - T IO TT IR

- p) -

Fusarium spp 3 1 -
Trichoderme spp 1 - 1 - 1 -
Gliocladium spp 1 - - - 1 -
Verticillium spp 3 - 2 - 1 -
Penicillium spp - - 1 - 2 -

Aspergillus spp 2 - - - - -

I
!
f—
H
i
H

Macrophomina spp

Total 10 0 7 0 6 0

0 N SN A T8RS L 100 R e B R i e P A kL O 2 S A0 b e RS

nimero de isolamentos testados

i =
#¢ = numero de isolamentos antagbnicos
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®UADRO XVII - Microrgenismos antagdnicos ao Fusarium do algo

doeiro, isolados na segunds amostragem, no ano
ngricola 68/69, nos tratamentos ALGODAO/ALGO-
DAO, ALGODEO/SOJA, ALGODAO/AMENDOIM, ALGODAO/
MUCUNA
ALGODAQ/ALGODAG . Genteiros
Microrgenismos o 10 7
tostados NNt we aND Ne AND
Fusarium spp 6 - 6 - 9 -
Trichoderma spp 8 1 13 - 3 1
Gliocladium spp 2 - 11 - 12 -
Verticillium spp 7 - 10 - 2 -
Penicillium spp 2 - 6 4 1 -
Aspergillus spp- 4 1 2 - 1 -
Macrophomina spp 2 - - - - -
Rhizoctonia spp 3 - - - - -
Diplodia spp ~ - - - 1 -
Alternarie spp - - - - 1 -
Bactérias 2 - - - 4 -
Sctinomicetos - - - - 1 1
Total 36 2 48 4 35 2
ALGODAO/ S0JA Canteiros —
Microrgaenismos 9 12 | 18
testados . e T '

Chel ANT~ _NNe ANT Ne L ANE
Fusarium spp 7 - 4 - 8 -
Trichoderma spp 3 - 3 - - -
Gliocladium spw 13 - 8 - 11 -
Verticillium spp 12 ~ 12 - 4 -
Penicillium spp 4 4 4 - 2 1
Aspergillus spp 2 - 1 1 4 1
Macrophomina spp - - - - 2 -
Memnoniella gpp - - - - 1 -
Bactérias 2 - 1 - 2 -
Actinomicetos - - 1 1 - -
Total 43 4 34 2 34 2




QUADRO XVII - continuacao
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ALGODAQ/ AMENDOIM Canteiros
Microrganismos 2 3 19
testados " e -

Ne _ ANTTT O Ne ___ ANT Ne _AND
Fusarium spp 7 - 3 - 4 -
Trichoderma spp 3 - 4 - 11 -
Gliocladium spp 8 - 7 - - -
Verticillium spp - - 9 - 6 -
Penicillium spp - - 6 - 5 -
Aspergillus spp - - 6 1 6 2
Macrophomina spp 1 - - - - -
Stemphillium spp 1 - - - - -
Bactérias - - 3 2 6
Actinomicetos 1 - - s - -
Total 21 o 33 3 38 3
ALGODAO/MUCUNA Centeiros
Microrganismos A 11 20

testados - - “‘

Ne©  ANT® L ANT N¢ ANT
Fusarium spp 5 - 10 - 9 -
Trichoderma spp 6 - 10 1 6 .
Gliocladium spp 5 - 1 - 5 -
Verticillium spp 10 - 5 - 10 -
Penicillium spp 14 1 7 2 5 -
Aspergillus spp 4 - - - 7 -
Macrophomina spp - - 3 - - -
Diplodia spp - - 1 - 1 -
Memnoniella spp - - - - 1 -
Bactérias 2 1 - - 2 -
Total 46 2 37 3 46 C
+ = numero de isolamentos testados

e =

nimero de isolamentos antagdnicos
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QUADRO XVIII - Microrganismos antoagdnicos ao Fusarium do algo

doeliro, o
71/72, nos tratamentos ALGODAO/ALGODAO,

isolados na amostragem do ano agricola

ALGO-

DAO/S0JA, ALGODAG/AMENDOIM, ALGODAO/MUCUNA

ALGODAC/ALGODAO

Canteilros

Microrganismos
testados

13

16

- Fusarium spp
Trichoderma spp
Gliocladium spp
Verticillium spp
Penicillium spp
Aspergillus spp
Macrophomina spp
Rhizoctonia spp
Chaetophoma spp
Diplodia spp
Bactéries

| i S |

!

H 1l wodbdrhod>

i

i

n >

Total

ALGODAO/ S0J &

Microrgaenismos
testados

23

Fusarium spp

Trichoderma spp
Gliocladium spp
Verticillium spp
Penicillium spp
_Aspergillus spp

Macrophomina spp
Rhizoctonia spp
Chaetophoma spp
Diplodia spp
Bactérias

H
NP RPRERSDT DS

i
i P2 ~J3 v oW

i
i

§
N

Total

28

Cont.



QUADRO XVIII - continuacao

ATGODAO/ AMENDOIN
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nteilrros

Iflicrorganismos
testados

22

ANT Ne.

ANT

Fusarium spp
Trichoderma spp
Gliocladium spp
Verticillium spp
Penicillium spp
Aspergillus Spp
Macrophomina spp
Rhizoctonia spp
Fusidium spp
Diplodia spp
Sclerotium gpp
Bactérias
Actinomicetos

I PR WHE T 0O

}

—

}
XDw NP>

oy
[ N T B B

H
H

N i
o3Il oV

i
i

Total

32

ALGODAQ/MUCUNA

Microrgenismos
testados

24

e
=]
=

)

ANT

Fusarium spp
Trichoderma spp
Gliocladium spp
Verticillium spp
Penicillium spp
Aspergillus spp
Macrophomina spp
Rhizoctonia spp
Bactérias

i W o™i

}
N

i
H it ovDHOODI WU

Total

41

1 38

(@}
~
no

niriero de

It

nuriero de icsolamentos

icolamentos testacos

antagénicos
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QUADRO XIX -~ MNimero de microrganismos antagdnicos ao Fusarium
do algodoeiro, isolados pela diluigéo seriada no
ano agricola 71/72, na primeira amostragem, uti.
lizando os meios de agar-dgua (AA) e o de Jen-
sen (J)

ALGODAO/ ALGODAO

Diluicgoes

Repeti@ges )
1:50.000 1:500.000 1:5.000.000

AL J AA J AL J
1 1 7 1 3 0 0
2 2 3 0 5 0 G
3 5 2 0 3 0 0
4 3 2 0 3 0 1
5 4 6 0 2 0 0
6 11 4 0 3 0 1
Total 26 24 319 0 2
ALGODAO/SOJA
Benetiod Diluicgoes
epetigoes 1:50.000 1:500., 000 1:5.000. 000
AL J AA J AA J
1 5 8 2 6 0 1
2 3 13 2 2 0 2
3 0 3 3 10 0 0
4 0 11 2 0 1
5 3 16 0 0 0
6 4 16 0 2 0 0
Total 15 67 g 25 0 4
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QUADRO XIX - continuacao

ALGODAO/ AMENDOIM
Repeticoes Diluigoes
1:50.000 1:500.000 1:5.000.000
AA J AA J AA" J
1 0 25 0 4 0 0
2 5 1 2 4 0 0
3 0 23 2 4 0 0
4 6 8 3 2 0 0
5 7 15 1 7 0 0
6 3 11 1 5 0 0
Total 21 83 9 26 0 0
ALGODAO/MUCUNA
Repetigges Diluicoes
1:50.000 1:500.000 1:5.000.000
LA J LA J AL J
1 5 14 0 0 0 0
2 0 8 6 5 0 1
3 3 31 5 4 0 0
4 2 7 1 6 0 1
5 1 19 0 9 0 2
6 0 0 5 2 0 0

Total 11 79 17 26 0 4
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QUADRO XX - Numero de microrganismos antagénicog ao Fusarium
do algodoeiro, isolados pela diluic¢ao seriada,no
ano agricola 71/72, segunda amostragem, utilizan
do os meios de agar-dgua (AA) e o de Jensen (J)

ALGODA0/ALGODAO
Repetigges Diluigoes
1:50.000 1:500,000 1:5.000.000
AA J AA J AA Jd
1 2l 22 13 0 0 2
2 29 17 10 4 o) 4
3 22 15 10 0 1 9
4 26 16 Q 1 8
5 33 13 0 2 9
6 2l 22 8 3 0 3
Total 152 105 50 7 4 35
ALGODAO/S0JA
Repeticoes Diluicg 0 e s
1:50.000 1:500.000 1:5.000.,000
Al I A J V)
1 9 8 2 4 0 0
2 24 7 6 1 2 1
3 12 4 4 0 3 0
4 8 10 5 2 2 1
5 15 15 3 2 1 0
6 17 16 2 8 1 0
Total 85 60 22 17 9 2

Cont .



QUADRO XX - continuacao

ALGODAO/ AMENDOIN
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Diluic¢oes

Repeticoes
1:50,000 1:500.000 1:5.000.000
AA J AA J A4 J
1 10 5 0 4 0
2 8 15 4 1 5 0
3 20 4 7 0 2 0
4 13 15 5 0 2 1
5 16 5 5 1 3 0
6 17 5 2 2 1 1
Total 79 54 28 4 17 2
ALGODAO/MUCUNA S
Repetiggeé piluigoes
1:50.000 1:500.000 155.000.000
AN J AL J AA J
1 17 16 0 1 0 1
2 17 21 0 0 2 0
3 14 18 0 2 1 1
4 8 8 0 2 1 4
5 16 23 1 0 0 0
6 12 11 0 2 0 0
Total 84 97 1 7 4 6




