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INTRODUGCAO GERAL

A eucaliptocultura brasileira, ocupando consideravel extens#io de
hectares de terra voltados para produg¢do econémica, é consagrada como uma das
mais importantes atividades que contribuem direta ou indiretamente para o
aumento de divisas liquidas para o pais.

A madeira produzida constitui-se em elemento da maior importincia
para as empresas do parque siderirgico, pois o carvdo vegetal ¢ um dos
componentes indispenséveis a produgdo do ferro-gusa e ago, além de representar
um fator estratégico para a industria de papel e celulose. O desenvolvimento
dessa atividade, coloca o Brasil em quarto lugar no mundo em implantagdo de
macig¢os florestais homogéneos, com uma édrea de 5,5 milhdes de hectares e um
incremento em torno de 400 mil hectares anuais (Afonso Neto, 1986).

Todavia, o rendimento médio nacional da cultura pode ser afetado por
véarios fatores como as doencgas abidticas e/ou biéticas. Dentre estas ultimas, a
ferrugem, causada pelo fungo Puccinia psidii Winter é de ocorréncia comum em

eucaliptais suscetiveis 4 doenga, com até dois anos de idade, em brotagdes apés o



corte ou até o estddio fenolégico B, podendo causar severos danos tanto no
viveiro como no campo (Ferreira, 1989).

O plantio comercial de espécies e procedéncias resistentes; o escape,
explorando-se a caracteristica de precocidade para crescimento em altura ou
evitando-se o corte raso em épocas mais favoraveis a doenca; ¢ o emprego de
fungicidas protetores tém sido as medidas recomendadas para o controle da
ferrugem, juntamente com o controle pela resisténcia genética (Ferreira, 1986).

Ha fungicidas eficientes no controle da ferrugem, entretanto o uso
indiscriminado desses produtos pode trazer consequéncias indesejdveis ao
ambiente. Na busca de alternativas para o controle de doengas, espécies e
procedéncias resistentes associadas ao controle biolégico podem constituir-se em
solugdes interessantes.

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito de isolados de Bacillus
subtilis sobre a germinagdo de urediniosporos de Puccnia psidii in vitro e in vivo

¢ estudar a sua influéncia sobre alguns componentes epidemiolégicos da doenga.



REFERENCIAL TEORICO

A Ferrugem do Eucalipto

Embora existam vagas men¢des de ferrugens atacando plantas de
eucalipto no Brasil em 1912 (Joffily, 1944), a primeira referéncia vélida a
propésito de um representante da ordem Uredinales, parasitando eucalipto, foi
apresentada em 1929 (Gongalves, 1929), onde menciona-se Uredo sp. sobre
Eucalyptus sp., posteriormente reconhecido como E. citriodora.

A primeira descri¢do, no Brasil, da ferrugem do eucalipto foi feita em
1944, por Joffily (1944), no Estado do Rio de Janeiro, em mudas de E.
citriodora. Todavia, a primeira constatagio de que se tem noticia sobre esta
ferrugem causando danos preocupantes, ocorreu em 1973, num viveiro e
plantagdes de E. grandis - procedéncia da Africa do Sul (A. S.), até a idade
aproximada de 1,5 anos, na Costa do Estado do Espirito Santo (Ferreira, 1989 e
Ferreira, 1983). Na ocasido, os danos mais expressivos deram-se num viveiro, no

qual mais de 400.000 mudas foram refugadas para o plantio no campo.



De 1974 a 1979, no Vale do Rio Doce e Zona da Mata de Minas
Gerais, e na Costa do Espirito Santo, varios ataques de ferrugem, esporadicos,
porém severos, sempre afetando plantas com menos de dois anos de idade, foram
registrados em viveiros e principalmente em planta¢gdes comerciais de E. grandis -
A. S. e em parcelas experimentais de E. phaeotricha - 9782 e E. cloeziana - 9785.
Nesse mesmo periodo, incidéncia muito leve foi verificada em outras procedéncias
de E. grandis e de outras espécies, em ensaios de introdug@io de espécies
(Ferreira, 1983).

De 1979 a 1980, nas regides do Vale do Rio Doce ¢ Zona da Mata do
Estado de Minas Gerais, nordeste do Espirito Santo e sudeste da Babhia,
ocorreram mais de uma dezena de ataques severos da ferrugem do eucalipto
afetando E. grandis - A. S. e algumas procedéncias de E. cloeziana de origens
desconhecidas. Desse periodo, destacam-se os extensos ataques ocorridos nas
regides de Guanhdes e Ipatinga - MG. Nesse ltimo municipio, mais de 300
hectares de E. grandis - A. S., com seis meses de idade, foram varridos pela
doengca. Em 1981 e 1982, houve reincidéncia da doenga nessas dreas, todavia,
sem a expressdo dos anos anteriores, visto que a maior parte dos plantios, feitos
com material mais suscetivel a4 doenga, jé se encontrava em idade superior a dois
anos, a partir da qual a doenga néio tem tido importincia nas plantagdes (Ferreira,
1983).

De 1980 até nossos dias, registros de surtos importantes da ferrugem
do eucalipto tém sido feitos no sudeste da Bahia, nordeste do Espirito Santo e

Vale do Rio Doce no Estado de Minas Gerais, afetando planta¢des novas ou



brotagdes novas de tocos de procedéncias altamente suscetiveis (Ferreira, 1989).
Esse histérico de constatagdes mostra que a ferrugem do eucalipto deixou de ser
uma doenga cujos danos sdo consideraveis apenas em raras ocasides (Krugner,
1980).

Preferencialmente, P. psidii infecta as folhas jovens e terminais
suculentos dos ramos ou da haste principal do eucalipto e outras mirtdceas. Este
patégeno depende de aspectos fenol6gicos especificos, tais como érgdos tenros
em eucalipto, jambeiro e goiabeira e frutos nas jabuticabeiras. Assim, quando
esses 6rgdos sdo infectados, morrendo posteriormente, um novo ataque somente
ocorrera quando novas brotagdes surgirem e, além disso, se surgirem
condi¢des ambientais propicias as infecgdes pelo patégeno (Ferreira, 1989).

Em eucalipto, inicialmente, a doenga se expressa na forma de pequenas
hipertrofias verde-claras que se rompem com o progresso da infecgdo,
constituindo as pustulas de urediniosporos, de coloragdo amarela. Sob condigdes
favordveis, o patégeno se desenvolve rapidamente (5 a 7 dias da inoculagdo a
esporulagdo), as piistulas coalescem e todo o 6rgdo infectado recobre-se de
urediniosporos. Nas folhas mais novas, a esporulagdo aparece em ambas as faces,
porém mais profusamente na parte adaxial. Apés a liberagdo dos esporos, restam
lesdes de coloragdo marrom a marrom-escuro e o tecido torna-se ressecado.
Infecgdo severa provoca deformagdo, queda prematura e morte de folhas, além de
deformacgéo e morte de porg¢des apicais de ramos e da haste principal. Se a planta
provém de brotagdes, a infec¢dio provoca até mesmo a sua morte (Alfenas,

Demuner e Barbosa, 1989).



Além dos urediniosporos, os quais sdo unicelulares e mais
frequentemente encontrados em condigdes favordveis, um outro tipo de esporos
(os teliosporos), que apresentam colo}aqao marrom-avermelhada ou castanho-
escura e sdo bicelulares, podem ser esporadicamente encontrados nas épocas mais
quentes do ano (Alfenas, Demuner ¢ Barbosa, 1989).

Os principais agentes de dissemina¢do da doeng¢a de uma planta a
outra, sdo os ventos e os insetos. Dentro de uma mesma planta, uma vez surgidas
as primeiras pustulas, as infecgdes secundérias ocorrem principalmente pela agdo
do orvalho, chuva, insetos e ventos, redistribuindo os urediniosporos pelos érgéos
tenros da planta (Ferreira, 1989).

Os fatores temperatura, dgua livre e luz afetam significativamente o
processo inicial de infecgdo de P. psidii em eucalipto (Castro, 1983; Ferreira,
1983 e Ruiz, 1988) e outras mirtdceas (McLachlan, 1938).

Considerando que condi¢des de temperatura relativamente baixas ou
moderadas, aliadas a tempo de agua livre na superrficie foliar maior que seis
horas e escuro, permitem e favorecem a germinagdo de urediniosporos e o inicio
de penetragdo e de colonizagdo do patégeno; considerando que tais temperaturas,
na presenga de luz e independente de umidade, sdo favordveis a continuidade da
colonizagdo e esporulagdo urediniospérica; e considerando também que
temperaturas relativamente elevadas (préximas ou superiores a 30°C) impedem o
processo de germinagéio de urediniosporos e o inicio de penetra¢ido e colonizagdo
e desfavorecem a continuidade da colonizagdo e a esporulagdio urediniospérica,

pode-se concluir que: abril a agosto é o periodo anual mais favoravel a doenga no



sudeste brasileiro e que as alternédncias entre dia e noite, nesse periodo, sdo muito
importantes no contexto geral da enfermidade para propiciar condigdes de
temperatura, dgua livre e luminosidade especificas para cada uma das etapas vitais
do processo repetitivo da doenga (Ferreira, 1989).

No sudeste da Bahia, a maior frequéncia e severidade da ferrugem nos
meses de margo a julho tem sido relacionada com as condigSes climaticas (Ruiz ,
1988).

Existem produtos quimicos eficientes para o controle da ferrugem do
eucalipto em viveiro, embora esta seja uma pratica dispendiosa. Dentre os
ingredientes ativos j& testados, o Triadimenol (Bayfidan CE) destacou-se pela
eficiéncia, tanto em aplicagdes preventivas, quanto em aplicagdes curativas
(Alfenas, Demuner e Barbosa, 1989). Outros produtos que também exercem
controle satisfatério da doen¢a em viveiros sdo maneb e oxicloreto de cobre nas
dosagens de 160-200 g/100 litros (Ferreira, 1989). Quando testados para
controle desta ferrugem por Ruiz (1988), os fungicidas protetores mancozeb e
oxicloreto de cobre protegeram folhas suscetiveis, quando aplicados até 10 dias
antes da inoculagdo do patégeno. Os fungicidas sistémicos triadimenol e
triforine, além de terem propiciado o mesmo efeito protetor citado, foram
assimilados pelos limbos a partir de 30 minutos pés-pulverizagdo, translocaram,
efetivamente, de um limbo a outro situado do lado oposto da haste ou de um
limbo inferior para outro imediatamente acima e exerceram também efeito

curativo quando aplicados até seis dias apés a inoculagio de P. psidii.



Controle Bioldgico

Controle biolégico pode ser definido como a redugdo da densidade de
indculo ou das atividades determinantes da doeng¢a provocada por um patégeno ou
parasita nos seus estados de atividade ou dorméncia, por um ou mais organismos,
realizado naturalmente ou através da manipulagdo do ambiente, hospedeiro ou
antagonista, ou pela introdu¢do em massa de um ou mais antagonistas (Baker e
Cook, 1974).

O principal objetivo do controle biolégico é o de manter, através do
emprego de determinadas prdticas e da introdugio de uma biomassa de
antagonistas, todos os componentes do agroecossistema em equilibrio, constituido
pelo hospedeiro cultivado juntamente com os patégenos e os organismos tteis.
Tais niveis de equilibrio poderdo ser alcangados através da elaboragdo de um
sistema integrado de produg¢dio, com destaque no controle biolégico, sem perdas
significativas na produtividade agricola, com as vantagens de se obterem maior
economicidade e menores riscos ou impactos ao ambiente (Robbs, 1991).

Patégenos podem ser controlados por microorganismos que ocorrem
naturalmente no filoplano (Blakeman e Fokkema, 1982) e/ou por antagonistas
estranhos, ndo residentes na superficie das folhas (Bettiol, 1991).

Se os organismos origndrios do filoplano, adaptados para sobreviver e
crescer neste habitat, possuirem efetiva ag#io antagbnica contra o patégeno,

deverdo ser preferidos em relagio aos de outros habitats, que podem ser



igualmente antagdnicos ao patégeno. Possivelmente, os microorganismos de
outros habitats sdo menos adaptados a viverem por um longo periodo no
filoplano, e consequentemente, hd necessidade de serem reaplicados mais
frequentemente na superficie foliar (Blakeman e Fokkema, 1982). Entretanto, a
utilizagdo de microorganismos estranhos é técnica comum em biocontrole de
doengas do filoplano, alcangando, em muitos casos, grande sucesso (Baker et al.,
1983 e Baker, Stavely e Mock, 1985). Uma das vantagens é abreviar o periodo de
selegdo de antagonistas nas fases iniciais do trabalho.

Os microorganismos antagdnicos do filoplano consistem basicamente
de bactérias e fungos (filamentosos e leveduriformes). Neste ambiente sdo
intensas a competigéio, principalmente por nutrientes, a antibiose, o parasitismo e
a inducdo de resisténcia, resultando num controle natural de doengas foliares
(Bettiol, 1991).

Segundo Baker e Cook (1974), folhas apresentando sintomas de
ferrugem, oidios, colonizadas por &caros e outros organismos, podem apresentar
maior populagdo de epifitas residentes do que folhas sadias. Por sua vez,
Blakeman e Fokkema (1982) sugerem que, na busca de microorganismos
antagdnicos a determinado patégeno, causador de doenga em parte aérea, deve-se
coletar folhas sadias existentes em campos onde se tenham plantas doentes.

A sele¢do de microorganismos antagdnicos sustenta virtualmente todo
o programa de controle biolégico (Bettiol, 1988). Segundo Wood e Tveit
(1955), organismos selecionados como antagonistas ndo devem ser

fitopatogénicos, devem ter propriedades que facilitem a aplicagdo na superficie
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das plantas ou solos e devem ter capacidade de rapido estabelecimento. Seus
esporos ou estruturas de sobrevivéncia devem germinar bem e rapidamente. Os
organismos devem apresentar alta taxa de crescimento e capacidade reprodutiva,
especialmente de esporos relativamente resistentes. Os antagonistas devem ser
facilmente cultivados em meios disponiveis ¢ nio devem ser exigentes em seus
requerimentos nutricionais, de modo que grandes quantidades de inéculo possam

ser facilmente preparadas a baixo custo.
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SENSIBILIDADE IN VITRO DE UREDINIOSPOROS DE Puccinia psidii A

Bacillus subtilis.*

Claudia C. Ferreira dos Santos', Hildrio A. de Castro', Wagner Bettiol’ e Américo
Angeli Janior'

! UFLA, Departamento de Fitossanidade, Caixa Postal 37, 37200-000, Lavras,
MG, Brasil.

2 CNPMA / EMBRAPA, Caixa Postal 69, 13820-000, Jaguariina, SP, Brasil.

* Parte da dissertagiio de mestrado do primeiro autor.

RESUMO

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito de vinte e quatro
isolados de Bacillus subtilis, antagénicos & Pyricularia oryzae, sobre a ferrugem
do eucalipto. Trés desses isolados foram provenientes de folhas de eucalipto,
enquanto os demais foram procedentes de folhas de arroz. Os isolados foram

testados in vitro, sob a forma de caldo fermentado, caldo fermentado autoclavado
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¢ sobrenadante, quanto a capacidade de inibigio da germina¢@o de urediniosporos
de Puccinia psidii. Todos os isolados reduziram a germinag¢do urediniospérica
nas trés formas empregadas, demonstrando que os metabdlitos produzidos por B.
subtilis sdo termoestdveis e independem de células vivas.

Palavras-chave: Bacillus subtilis, Puccinia psidii, ferrugem do eucalipto.

ABSTRACT
SANTOS, C.C.F. dos; CASTRO, H.A. de; BETTIOL, W. ¢ ANGELI JUNIOR, A.
In vitro sensibility of Puccinia psidii to Bacillus subtilis.

The present work aimed at evaluating the effect of twenty-four isolates of
Bacillus subtilis, antagonistic to Pyricularia oryzae, upon eucalyptus rust. Three
out of these isolates were originating from eucalyptus leaves, while the others
were coming from rice leaves. The isolates were tested in vitro, under the form
of fermented broth, autoclaved fermented broth and supernatant, as to the
urediniosporic germination-inhibiting ability of Puccinia psidii. All the isolates
lowered urediniosporic germination in the three forms used, showing that the
metabolites produced by B. subtilis are heat-stable and independent of living

cells.
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INTRODUCAO

Muitos trabalhos demonstram o potencial do controle bioldgico de
doencas foliares por meio do manejo de bactérias residentes ou néo no filoplano.
Dentre estas bactérias, Bacillus spp. sdo frequentemente encontradas no filoplano
de muitas espécies vegetais. Bettiol (1988) obteve isolados desta bactéria a partir
de folhas de arroz e eucalipto. B. subtilis é descrita como bactéria movel,
aerobia, Gram-positiva, forma de bastonete, com flagelos peritriquios e que
ocorre em diversos ambientes, podendo, em condi¢Ses adversas, produzir esporos
que permitam a sua sobrevivéncia (Sneath, 1986). A capacidade de produg#o de
antibi6éticos junto a substdncias que atuam como surfactantes, pode ser uma das
maneiras pelas quais B. subtilis exerce antagonismo a virias espécies de
fitopatégenos (Gottlieb ¢ Shaw, 1970).

Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito de vinte e
quatro isolados de B. subtilis sobre a germina¢do de urediniosporos de Puccnia

psidii, in vitro.

MATERIAL E METODOS

Avaliaram-se vinte e quatro isolados de B. subtilis antagdnicos a
Pyricularia oryzae (Bettiol e Kimati, 1989), cedidos pelo dr. Wagner Bettiol,
CNPMA/EMBRAPA - Jaguariina-SP, quanto a capacidade de inibig¢do, in vitro,

da germinagdo de urediniosporos de P. psidii. Trés desses isolados (AP-02, AP-
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11 e AP-14) foram provenientes de folhas de eucalipto, enquanto os demais foram
procedentes de folhas de arroz. Cultivaram-se os isolados de B. subtilis em meio
sélido 523 de Kado e Heskett (1970), sob condigdes normais de laboratério
durante 48 horas. Adicionou-se dgua destilada esterilizada aos tubos, até a altura
do meio de cultura, agitando-os manualmente para obten¢do de uma suspensd@o
bacteriana. Transferiu-se uma aliquota de 1,5 ml da suspensdo preparada para
erlenmeyers de 50 ml de capacidade contendo 20 ml de meio 523 de Kado e
Heskett liquido, os quais foram a seguir dispostos em agitador, sob condigdes de
ambiente de laboratério, durante 7 dias consecutivos. Apdés o periodo de
incubagdo, o caldo obtido foi separado em trés partes iguais, permanecendo a
primeira parte sem alteragdo, a qual foi denominada caldo fermentado (CF). A
segunda parte foi centrifugada a 10.000 rpm/10 min. para obtengdo do
sobrenadante (S), e a terceira autoclavada a 120°C/20 min., obtendo-se o caldo
fermentado autoclavado (CFA).

Suspensdo de urediniosporos de P. psidii na concentragéo de 2,0 x 10*
esporos/ml, contendo Tween 80 a 1%, foi preparada e sua concentragéo ajustada
com auxilio de hemocitometro. Dessa suspensdo, 5,0 ul foram depositados em
laminas escavadas.

Avaliou-se o efeito do CF, CFA e S de B. subtilis sobre a germinagéo
de urediniosporos de P. psidii. Cerca de 5,0 ul de CF, CFA ou S foram
depositados sobre igual volume da suspensdo de urediniosporos, nas lidminas

escavadas.
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As liminas preparadas foram colocadas em “gerboxs” envolvidos com
papel aluminio, contendo em seu interior uma camada de algodio umedecida em
agua sob uma folha de papel de filtro também previamente umedecida em 4gua.
Dois tratamentos testemunhas foram empregados: deposi¢do de 5,0 pl da
suspensdo de urediniosporos junto a 5,0 ul de 4gua destilada e deposigdo de 5,0
nl da suspenséio de urediniosporos junto a 5,0 pl de meio 523 de Kado ¢ Heskett
liquido.

Apés 12 horas de incubagéo sob temperatura de £ 20°C, determinou-se
o nimero de urediniosporos germinados e o numero total de urediniosporos,
realizando-se dez leituras (10 campos sob aumento de 400X). Considerou-se
como urediniosporo germinado aquele que apresentava o comprimento do tubo
germinativo com, no minimo, duas vezes o seu maior didmetro.

Todos os tratamentos foram repetidos quatro vezes, sendo cada

repetigdo constituida de uma ldmina escavada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A percentagem de germinagdo in vitro de urediniosporos de P. psidii
em presenca dos 24 isolados de B. subtilis foi reduzida significativamente nas
trés formas empregadas (tabela 1). Apenas nos tratamentos em que se aplicou o
CFA dos isolados AP-11, AP-12, AP-14, AP-105, AP-114, AP-339 e AP-420

detectou-se germinag#io de urediniosporos, ainda que insignificante quando
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comparada com a testemunha. Mesmo assim, neste caso, os urediniosporos
apresentaram germinag¢@o rudimentar, exibindo tubos germinativos com
comprimento reduzido e extremidades de formato alterado, além de estarem
localizados as margens das goticulas, o que provavelmente dificultou um maior
contato com o CF, CFA ou S. Similarmente, hifas

de Eutypa lata, em contato com B. subtilis tiveram as extremidades
malformadas, espessas e com nimero anormal de vaciolos, enquanto os
ascosporos do patégeno ndo germinaram quando em presenga da substincia téxica
produzida pela bactéria (Ferreira, Matthee e Thomas, 1991).

Neste trabalho utilizamos isolados de B. subtilis antagbnicos a
Pyricularia oryzae, o qual ¢ sapréfita facultativo, enquanto Puccnia psidii é
parasita estritamente obrigatério. Se B. subtilis reduziu a germinag@o de esporos
de dois fungos distintos, os produtos téxicos produzidos pela bactéria devem
atuar em rotas metabdlicas comuns a ambos os patégenos, mas para que tal
suposi¢do seja comprovada, seriam necessarios testes especificos. Entretanto, a
constatacdo desse efeito deletério sugere que B. subtilis possa possuir modo de
atuacdo abrangente e/ou produzir diferentes substdncias antibiéticas. Bettiol e
Kimati (1989) postularam que B. subtilis inibiu P. oryzae por antibiose.
Normalmente, produtos téxicos de amplo espectro de agfio atuam em virios sitios
bioquimicos dentro das células. Possivelmente, B. subtilis atue alterando vérios
processos fisiolégicos ou rotas metabdlicas comuns a virios organismos. Em

decorréncia do provdvel amplo espectro de ag#io, o surgimento de isolados do
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TABELA 1. Percentagem de germinag¢do, em limina, de urediniosporos de P.

psidii em presen¢a do caldo fermentado, sobrenadante ou caldo

fermentado autoclavado de B. subtilis.

Tratamentos % de germ. Tratamentos % de germ.
*k e
AP-02CF 0 AP - 137CF 0
AP-02S 0 AP-1378S 0
AP - 02 CFA 0 AP - 137 CFA 0
AP -03 CF 0 AP - 165 CF 0
AP-03S 0 AP-165S 0
AP - 03 CFA 0 AP - 165 CFA 0
AP-11CF 0 AP - 181 CF 0
AP-118 0 AP- 1818 0
AP-11 CFA 2,00* AP - 181 CFA 0
AP-12CF 0 AP - 183 CF 0
AP-128 0 AP-1838 0
AP - 12 CFA 2,78* AP - 183 CFA 0
AP - 14CF 0 AP -203 CF 0
AP-148 0 AP-203S 0
AP - 14 CFA 3,18* AP - 203 CFA 0
AP -42CF 0 AP -336 CF 0
AP-42S 0 AP-3368 0
AP - 42 CFA 0 AP - 336 CFA 0
AP - 51 CF 0 AP -339CF 0
AP-518 0 AP-3398 0
AP - 51 CFA 0 AP - 339 CFA 1,59*
AP-91CF 0 AP - 365 CF 0
AP-918 0 AP-365S 0
AP - 91 CFA 0 AP - 365 CFA 0
AP -94 CF 0 AP - 401 CF 0
AP-94S 0 AP-4018 0
AP - 94 CFA 0 AP - 401 CFA 0
AP - 105 CF 0 AP -420CF 0
AP-1058S 0 AP-4208 0
AP - 105 CFA 3,98* AP - 420 CFA 2,39*
AP-114CF 0 AP - 429 CF 0
AP-1148 0 AP-4298S 0
AP - 114 CFA 1,19+ AP - 429 CFA 0
AP-115CF 0 AP -471 CF 0
AP-1158 0 AP-4718 0
AP - 115 CFA 0 AP - 471 CFA 0
Test. dgua 33,30 Test. Kado e Heskett 35,00

* Germinagdo rudimentar de urediniosporos s margens da goticula.
** Média de 4 ldminas x 10 campos / limina
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patégeno resistentes aos antibidticos produzidos por B. subtilis pode ser menos
frequente. Dessa forma, além da redugdo no uso de fungicidas, o controle
bilégico de P. psidii com B. subtilis pode reduzir a possibilidade de surgimento
de isolados resistentes aos seus antibidticos.

O sobrenadante de B. subtilis reduziu a germina¢do de urediniosporos
de P. psidii. O(s) principio(s) ou substincia(s) ativa(s) causador(es) da inibi¢#o
estava(m) difundido(s) no meio de cultura e seu efeito é independente da presenga
de células bacterianas. Algum composto produzido por B. subtilis e liberado no
meio de cultura € o responsavel pela redugdo da germinagiio dos urediniosporos.
Conforme indicagdo de Baker et al. (1983), essa substincia seria uma
glicoproteina (95% de proteina e 5% de carboidratos) com peso molecular de 5-
10 Kdaltons.

Os resultados obtidos com o caldo fermentado autoclavado de B.
subtilis demonstram que os metabélitos produzidos pela bactéria sdo

termoestdveis.
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RESUMO

Em ensaio conduzido em cdmara de crescimento, estudou-se o efeito
da aplicagdo do caldo fermentado de vinte e quatro isolados de Bacillus subtilis
sobre a redugdo no nimero de pustulas de ferrugem por cm® de folhas jovens de
eucalipto. Apesar de n#io se ter constatado diferenga significativa entre os
tratamentos empregados, verificou-se maior nimero de pustulas nas plantas

testemunhas e naquelas tratadas com o isolado AP-137. Ressalta-se que foi baixa
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a frequéncia de pistulas/cm’ , provavelmente em consequéncia do nivel de
resisténcia do material empregado. Em teste para se determinar a viabilidade de
urediniosporos presentes em folhas de plantas tratadas com o caldo fermentado,
excetuando-se o tratamento constituido pelo isolado AP-03. Tal comportamento
pode ser justificado pela baixa adaptabilidade do isolado em habitat diferente de
seu local de origem. Em vista dos resultados obtidos, constata-se o potencial de
B. subtilis para o controle da ferrugem do eucalipto. Entretanto, mais estudos
sdo necessarios para se adotar tal pratica em escala comercial, visando o sistema

de manejo integrado de doengas.

ABSTRACT
SANTOS, C.C.F. dos; CASTRO, H.A. de; BETTIOL, W. ¢ ANGELI JUNIOR, A.
In vivo sensibility of Puccinia psidii to Bacillus subtilis.

In trial conducted in growth chamber, the effect of applying fermented
broth of twenty-four isolates of Bacillus subtilis on the decrease of number of
rust pustules per cm? of eucalyptus young leaves. In spite of not having found
significant difference among the treatment employed, an increased number of
pustules on the check plants and those treated with the isolate AP-137 was
verified. It is denoted that the frequency of pustules per cm? was low, probably

due to the level of resistance of the material utilized. In test to find the viability
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of urediniospores present on leaves of plants treated with the fermented broth,
inhibitory effect of B. subtilis on the spore germination was noticed, excepting
the treatment made up of the isolate AP-03. Such behavior can be accounted for
by the poor adaptability of the isolate in a habitat different from its native site.
Owing to the results obtained, the potential of B. subtilis is found for the control
of eucalyptus rust. However, further investigation is needed to adopt such

practice on a commercial scale, aiming at the integrated sickness system.

INTRODUCAO

A execugdo de testes in vivo, sob condi¢gdes controladas, constitui-se
em importante etapa na sele¢do de antagonistas em um programa de controle
biolégico (Andrews, 1985).

A bactéria B. subtilis vem sendo avaliada para o controle de diferentes
doencas, dentre estas as ferrugens de culturas de grande importdncia econdmica.
Bettiol et al. (1989) verificaram intensa inibigdo da germinagdo de urediniosporos
de Hemileia vastatrix por B. subtilis, resultando num menor niimero de lesdes em
discos de folhas de cafeeiro. A agdio principal de B. subtilis é na germinagdo dos
esporos (Bettiol, 1991).

Baker et al. (1983) verificaram que um isolado de B. subtilis,
origindrio de solo, reduziu em 95% o numero de pustulas de ferrugem do

feijoeiro, quando aplicado em cultura liquida nas plantas em casa-de-vegetagdo, 2
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a 120 horas antes da inoculagdo de urediniosporos de U. phaseoli. Em condigdes
de campo, durante os anos de 1982 e 1983, Baker, Stavely e Mock (1985)
observaram redu¢do de no minimo 75% na ocorréncia de ferrugem com trés
aplicages semanais. Mizubuti (1992) trabalhando com isolados de B. subtilis,
provenientes de folhas de feijoeiro em campos de produgdo, verificou que a
aplicagdo do caldo fermentado e o sobrenadante desta bactéria inibiram o
desenvolvimento da ferrugem (U. appendiculatus var. appendiculatus), sugerindo
o envolvimento de antibiose. Também Bettiol, Branddo e Saito (1992), utilizando
as formulagcdes pé molhdvel e extratos a partir de B. subtilis, na concentragdo de
1.000 ppm, obtiveram inibigdo total na germinagio dos urediniosporos de
Uromyces appendiculatus var. appendiculatus.

Marsiglio ¢ Moraes (1990), objetivando verificar a agdo inibitéria de
dez isolados bacterianos na germinagdo de urediniosporos da ferrugem do cafeeiro
(Hemileia vastatrix) e da ferrugem do gerdnio (Puccinia pelargonii-zonalis),
100% para urediniosporos de ambas as ferrugens; dois isolados inibiram em cerca
de 50% e os cinco isolados restantes ndo apresentaram agdio inibitéria.

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito de vinte e quatro
isolados de B. subtilis sobre a germinagdo de urediniosporos de P. psidii in vivo,
bem como determinar a viabilidade de urediniosporos presentes em plantas

tratadas com o caldo fermentado de B. subtilis.
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MATERIAL E METODOS

Em sacos plésticos pretos com capacidade de 1,0 Kg contendo mistura
solo-esterco na proporg¢do 3:1, semearam-se sementes de Eucalyptus cloeziana
cedidas pelo IPEF (Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais) e identificadas
como Anhembi SP T16A73 AN 311. Quinze dias ap6s a emergéncia das plantulas,
procedeu-se ao desbaste, deixando-se trés as por vaso. Quando estavam com 45
dias de idade, contados a partir da emergéncia, foram utilizadas no ensaio.

Testaram-se os caldos fermentados (CF) de vinte e quatro isolados de
B. subtilis antagbnicos a Pyricularia oryzae (Bettiol ¢ Kimati, 1989), cedidos
pelo dr. Wagner Bettiol, CNPMA/EMBRAPA - Jaguariina-SP. Para tal,
cultivaram-se os isolados em meio sélido 523 de Kado e Heskett (1970), sob
condi¢des ambientais durante 48 horas. Adicionou-se idgua destilada esterilizada
aos tubos, até a altura do meio de cultura, agitando-os manualmente para
obtengdo da suspensdo bacteriana. Transferiu-se uma aliquota de 1,5 ml da
suspensdo preparada para erlenmeyers contendo 50 ml de meio 523 de Kado e
Heskett liquido, os quai§ foram mantidos em condi¢des normais de laboratério
durante 24 horas. Os CF obtidos foram ajustados para 50% de transmitdncia a
625 nm (Centurion, 1991).

Suspensdo de urediniosporos de P. psidii contendo 2,0 x 10*
esporos/ml foi atomizada sobre a superficie adaxial de folhas jovens de eucalipto,
utilizando-se atomizador De Vilbiss. Apés secagem das goticulas da suspenséo,

os CF foram igualmente atomizados sobre a superficie adaxial das folhas. O
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atomizador foi mantido a aproximadamente 10 ¢m da folha, atomizando-se por
aproximadamente dez segundos em cada folha. Como tratamento testemunha,
atomizou-se d4gua destilada esterilizada. Nesse experimento empregaram-se
quatro repeti¢cdes. Cada repeticdo foi constituida por um saco plastico contendo
trés plantas com duas folhas jovens cada.

Apéds a inoculagdo, as plantas foram envolvidas, durante 12 horas, em
sacos plasticos pretos borrifados internamente com 4gua, permanecendo em
cimara de crescimento 2 temperatura de 20°C. Vinte e um dias apés a
inoculagdo, determinou-se o niimero de pustulas por cm’ de folha, colocando-se
um quadrado de 1 cm?, confeccionado em cartolina, em trés regides escolhidas
aleatoriamente na superficie adaxial das folhas. Calculou-se, em seguida, a média
aritmética das trés leituras efetuadas.

Para se determinar a viabilidade de urediniosporos presentes em
plantas tratadas com o caldo fermentado de B. subtilis, plantas de Eucalyptus
cloeziana Anhembi SP T16A73 AN 311 foram cultivadas e inoculadas com P.
psidii conforme descrito anteriormente.

Vinte e um dias ap6s a inoculagdo, pulverizou-se CF dos isolados AP-
02, AP-03, AP-11 e AP-14 de B. subtilis sobre os urediniosporos de P. psidii
produzidos na superficie adaxial das folhas inoculadas. Utilizaram-se quatro
vasos contendo trés plantas cada, por tratamento. Nesse ensaio, os CF dos
isolados foram obtidos como descrito anteriormente. Como tratamento

testemunha foi atomizada dgua destilada sobre os esporos de P. psidii.
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Cinco dias apés a aplicagdo do CF, coletaram-se os esporos de P.
psidii com auxilio de um estilete, depositando-os em ldminas escavadas contendo
5,0 pl de 4agua destilada esterilizada. As liminas preparadas foram colocadas em
“gerboxs” envolvidos com papel aluminio, contendo em seu interior uma camada
de algoddo umedecida em é4gua sob uma folha de papel de filtro também
previamente umedecida em agua.

Apos 12 horas de incubagdo sob temperatura aproximada de 20°C,
determinou-se o nimero de urediniosporos germinados ¢ o nimero total de
urediniosporos, realizando-se dez leituras (10 campos sob aumento de 400X).
Considerou-se como urediniosporo germinado aquele que apresentava o
comprimento do tubo germinativo com, no minimo, duas vezes o seu maior
didmetro.

Para cada vaso foram preparadas quatro laminas escavadas,

constituindo cada conjunto de quatro laminas, uma repetigdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar de ndo se ter constatado diferenga estatisticamente significativa
entre os tratamentos empregados, observou-se que as plantas testemunhas e
aquelas tratadas com o isolado AP-137 apresentaram um maior nimero de

pustulas quando comparadas as demais (figura 1). Possivelmente, a baixa
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frequéncia de piistulas/cm® de folhas seja uma consequéncia do nivel de resisténcia

do material empregado.
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FIGURA 1. Niimero de pustulas de ferrugem por cm? de folhas jovens de
eucalipto tratadas com o caldo fermentado de Bacillus subtilis.

D.M.S. 5%=0,07829

No ensaio de determinagio da viabilidade de urediniosporos presentes
em folhas de plantas tratadas com o caldo fermentado, verificou-se efeito
inibitério de B. subtilis sobre a germinagdo dos esporos, excetuando-se o
tratamento no qual utilizou-se o isolado AP-03. Neste caso, observou-se uma
percentagem de germinagdo de urediniosporos semelhante aquela observada no

tratamento testemunha. E interessante observar que nos demais tratamentos,
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constituidos pelos isolados provenientes de folhas de eucalipto, constatou-se
diferenca significativa em termos de germinagdo de urediniosporos com relagdo
aos tratamentos AP-03 e testemunha (figura 2). Provavelmente, os isolados AP-
02, AP-11 e AP-14, por serem provenientes do filoplano de eucalipto, adaptaram-
se melhor em seu habitat de origem, apesar do AP-02 ter possibilitado maior

percentagem de germinagcdo quando comparado aos demais isolados.
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FIGURA 2. Percentagem de germinagdo, em lamina, de urediniosporos de
Puccinia psidii provenientes de folhas jovens de eucalipto tratadas
com o caldo fermentado de Bacillus subtilis.

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de
significdncia indicado.

D.M.S. 5% = 45,49069
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Segundo Blakeman e Fokkema (1982), no controle biolégico de
fitopatégenos da parte aérea, o uso de microorganismos antagdnicos, isolados do
filoplano, deve ser preferido, mesmo que se tenham outros, também eficazes,
porém provenientes de habitat distinto. A adapta¢do do antagonista no local de
atuagcdo deve ser considerada quando se procura controle a nivel satisfatério.
InteragSes mais complexas estdo envolvidas quando determinado agente de
controle € introduzido em locais diferentes do seu habitat natural. Um dos
fatores que dificultam a sua sobrevivéncia é a prépria resisténcia exercida pelos
microorganismos pré-existentes. Por essas razdes, procurou-se encontrar
organismos antagonistas capazes de sobreviverem no filoplano de eucalipto.

A aplicagdo de B. subtilis no controle da ferrugem do eucalipto
poderia resultar em efeitos direto e indireto. O efeito direto seria a redugio da
intensidade da doenca, devido ao menor numero de pustulas formadas, com
consequente menor produgdo de esporos em um ciclo da doenga. O efeito
indireto envolveria o efeito direto pela redugdo do inéculo inicial para os ciclos
secundérios, associado & redugdo da germinagdio de urediniosporos.
Considerando-se que a ferrugem do eucalipto é doenga tipicamente policiclica, a
reducdo da germinagdo dos urediniosporos, presentes em plantas tratadas com B.
subtilis, exerceria efeito marcante nos ciclos secundédrios da doenga. Esse efeito
subsequente obtido seria muito importante ao se considerar o manejo da epidemia
como um todo.

Espera-se que o controle exercido por Bacillus subtilis seja refletido

pela redugdo da taxa de progresso da ferrugem. Havendo redugdo do inéculo
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inicial e do secundério, pela diminui¢do do nimero de pustulas e da viabilidade de
urediniosporos, a redugdio na taxa de progresso da doenga seria prevista de
ocorrer.

O sucesso de muitos agentes de controle depende de sua viabilidade
comercial (Scher e Castagno, 1986). Esses agentes s#o organismos vivos,
requerendo manuseio cuidadoso, podendo perder suas caracteristicas devido a
mutagdes e podem ndo ser compativeis com produtos quimicos. B. subtilis tem
potencial para o controle biolégico da ferrugem do eucalipto, assim como
verificado por Mizubuti (1992) para a ferrugem do feijoeiro, por satisfazer
importantes requisitos. Algumas caracteristicas desejdveis sdo: capacidade de
sobrevivéncia em condi¢Ses adversas conferida pela produgdo de endosporos
(Sneath, 1986), produgdio de substincias téxicas ou mesmo de antibidticos,
importantes para a sobrevivéncia no meio onde se encontram (Fravel, 1988), além
do efeito sobre o patégeno que se deseja controlar, rapida multiplicagdo,
adaptabilidade a diferentes habitats e a possibilidade de desenvolvimento de
formulagdes.

Para viabilizar o emprego de B. subtilis como agente de controle da
ferrugem do eucalipto, hd necessidade de obter isolados mais eficientes, assim
como desenvolver formulagdes para facilitar a aplicagdo. Seu papel seria
importante no manejo integrado de doenga. Atualmente, a associagdo de controle
biolégico/quimico seria objetivo mais facilmente alcan¢dvel. Alguns trabalhos
mostram a compatibilidade de Bacillus spp. com determinados fungicidas e

inseticidas (Mercier e¢ Reeleder, 1986, Ferreira, Matthee ¢ Thomas, 1991). Baker
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e Scher (1987) sugerem que no manejo integrado, fungicidas especificos e ndo
téxicos aos antagonistas podem oferecer maiores possibilidades de sucesso. Para
o controle da ferrugem do eucalipto, espera-se que a associagdo B. subtilis -
fungicidas, seja possivel, o que poderia contribuir para reduzir a quantidade
desses produtos quimicos.

Para se estabelecer o espectro de agdo de B. subtilis sobre diferentes
doengas do eucalipto seriam necessarios testes in vitro envolvendo maior nimero
de fitopatégenos, e, se possivel ensaios posteriores a nivel de campo. Algum
isolado de B. subtilis que porventura exerga efeito antagénico a maior nimero de
patégenos, muito provavelmente poderia ser aproveitado para o desenvolvimento
de produto biolégico a nivel comercial. Com os testes aqui realizados, espera-se
que essa possibilidade exista, em vista de se ter trabalhado com isolados
antagdnicos & Pyricularia oryzae, o qual é patégeno de natureza de parasitismo
completamente distinta de P. psidii.

Mais estudos devem ser realizados para que o controle da ferrugem do
eucalipto com B. subtilis seja técnica economicamente vidvel. Pesquisas mais
aplicadas, com a busca por isolados mais eficientes devem continuar, assim como
o desenvolvimento de formulagSes do agente de controle biolégico, para que se

possa reduzir o uso de fungicidas e as perdas decorrentes da doenca.
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CONSIDERACOES FINAIS

1-Todos os isolados de B. subtilis, nas trés formas empregadas, reduziram a

germinagdo urediniospdrica de P. psidii, em lamina.

2- Os metabélitos antagdnicos produzidos por Bacillus subtilis sio termoestaveis

¢ independem de células vivas.

3- O caldo fermentado dos isolados provenientes do filoplano de eucalipto foram
eficientes na inviabilizagdo de urediniosporos presentes em folhas jovens,
provavelmente devido & sua maior capacidade de adaptagdo em seu habitat de

origem.

4- Apesar de ndo se ter constatado diferenga significativa entre os tratamentos
empregados no ensaio in vivo, observou-se que plantas testemunhas e aquelas
tratadas com o isolado AP-137 apresentaram maior nimero de pustulas quando
comparadas as demais. Provavelmente, a baixa frequéncia de pustulas/cm® de

folhas seja consequéncia do nivel de resisténcia do material empregado.
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5-Em vista dos resultados obtidos, constata-se o potencial de Bacillus subtilis
para o controle da ferrugem do eucalipto. Entretanto, mais estudos sdo
necessdrios para se adotar tal pratica a nivel comercial, visando o sistema de

manejo integrado de doengas.





