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RESUMO 

Bettiol, w.; Saito , M.L.; Brandão, M.S.B. Controle da ferrugem do cafeeiro com produto •• base de Bacillus sublilis. ~muna Pbytopatbologica, v. 20, 
p.119-122,1994. 

Metabólitos de Bacillus subliJis (isolado AP-3) produzido. em meio de glu­
cose 1 %, peptona 1 %, extrato de levedura 0 ,5%, NaCI 0,3%. KHzP04 
0,1 % e MgS04 0,05% (GPL) ou meio contendo 5% do resíduo da fennenta­
yão glutâmica de melaço (AMI), fennentado por diferente. períodos, foram 
obtidos por meio de precipitação com sulfato de amônio (A) ou ácido clori­
drico (O). A pulverização desses extratos nas concentrações de 1000 e 
10000 ppm, 24 horas antel da inoculação de urediniosporol de Hemileia vo$­
lalrix, em plantai de café da variedade Catuaí reduziu a porcentagem de fo-
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lhas lesionlld8l, o número de lesões por folha e o número de lesões por folha 
lesionada em praticamente 100%. Também o caldo, contendo 5% do resíduo 
da fermentação glutircica do melaço, onde B. subtilis foi multiplicado por 15 
dias, sob agitação constante, quando pulverizado em mudai de café da varie­
dade Catuaf nas concentrações de 10,25, 50 e 100% controlou efetivamente 
a femlgem do cafeeiro, quando ava liados 08 mesmos parâmetros anteriores. 
O extrato GPLA(l3)12 não aprese ntou ação sislêmica nas direçõcs ascenden­
te , descendente e lateral. 
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Metabo/ites from Bacillus subtilis (iso/ale AP-3) were produced in glucose 
J%, peplon 1%, yeast atroeI 0,5%, Nael 0,3% , KH2P04 0,1% and MgS04 
0,05% (GPL) medium or afoliar futillzer ckrivedfrom lhe glutamicfennen­
tation of mo/asses 5% (AMI). under dilferem periods of fennmlarion. 1he 
exrroclS were oblained by precipitarion of melabolires wilh ammonium sulp­
hate (A) or cloridric acid (D) at pH 2.0, Twenry four hours before lhe inocu­
lation of Hemilei.a vastatrix urediniospores in colfu p/anIS, ev. Cawoi. ex­
traclS concenmmons of J ,fXXJ and 1O,fXXJ ppm were sprayed, 1he resuJlS 
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O controle da ferrugem do cafeeiro baseia-se principal­
mente na utililllção de fungicidas e vem apresentando resulta­
dos satisfatórios. Entretanto, devido aos possíveis problemas, 
como o desequilíbrio biológico (9), acúmulo de produtos no 
solo e nas águas, seleção de linhagens resistentes do patógeno 
entre outros, há necessidade de estudar alternativas a esse 
método. Em relação ao controle biológico, Vertieillium kca­
nii (8, 13) e Bacillus subtilis (4, 11) vêm apresentando resul­
tados promissores no controle da doença. 

Baeillus subtilis (Ehrenberg) COM e seus metabólitos vêm 
sendo estudados com alternativas ao controle químico de fun­
gos fitopatogênicos com relativo sucesso (1, 2, 3, 4, 5, 12, 
14, 15, 17). Essa bactéria apresenta grande capacidade em ini­
bir os fitopat6genos causadores de ferrugens tais como: Uromy­
ces phaseoli (1, 2, 5, 6, 14); Puceinia pelargonii-zonalis (19) 
e Hemikia vasta/ri.>: (4, 11). Além de B. subtilis, outras espé­
cies de Bacillus têm ação sobre ferrugens como: B. cereus 
em Puccinia alUi (7); B. pumilus em Puccillia recolldita, 
Puceinia graminis f. sp. tritiei e Puceinia coronata (15). 

Considerando esses aspectos, o presente trabalho teve por 01>­
jetivos avaliar o efeito de produtos obtidos de B. subtilis sobre a 
ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix Berk.) e o potencial 
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showed a reducrion on (1) lhe perUnlage of infecled Je(llles; (2) rwmber of 
Jeslons per leaf anil (3) rwmber of lesion.s per infecred leal. 1he alrocl 
GPU(13)12 h(llle no syslemic acrion in lhe ascendam, ckscendanl and late­
ral direcrion.s. 1he direcl appJicarion of fermeruarive material of lhe foliar 
femlizer tkrived from lhe gluJamic fermentarion of molasses (concenrrarions 
of 10,25, 50 and 100%) showed an eJJeclive control ofcoJJu leaf rnst when 
considend lhe above parameters. 

sistêmico dos metabólitos de B. subtilis em cafeeiro. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Obtenção de metab6litos produzidos por B. subtilis. 
Para retirar as células bacterianas, os caldos onde B. subtilis 
foi multiplicado foram previamente centrifugados em centrí­
fuga tipo "Sharpless" a 23 .000 rpm e vazão em torno de 55 
m1 por minuto. Os metabólitos foram obtidos por precipitação 
utilizando-se duas técnicas: adição de sulfato de amônio até 0b­
ter solução a 40 % (A) e diminuição do pH até aproximadamente 
2,0 com solução de HCI (D). Para facilitar a separação dos pre­
cipitados e dos filtrados com funil de vidro sinterizado, o caldo 
com o precipitado foi deixado em repouso para decantação. 

Os precipitados foram codificados utilizando-se as iniciais 
do meio de cultura (três primeiras letras); tipo de extração 
(quarta letra), tempo de fermentação, em dias (número entre 
parênteses) e a seqüência em que foram obtidos. Neste traba­
lho foram testados os extratos GPLA(l3) 12 [meio glucose 
1%, peptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCI 0,3 %, 
KH2PO. 0,1%, MgSO. 0,05%; com 13 dias de fermentação 
e precipitação A (sulfato de amônio)]; GPLA(21) 11, 
GPLD(21) 11 (D = precipitação com HCI); AMIA(13) 13 
[meio com 5% de resíduo da fermentação glutâmica do mela-
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ço, com fermentação por 13 dias e precipitação com sulfato 
de amônio]; AMID(13) 13 (D = precipitação com HCI); 
BDAA(4) [batata, dextrose], BDAA(7), BDAA(8) e BDAA 
(11). 

Efeito de extratos e de células formuladas de B. sub/ilis 
na germinação de urediniosporos de H. vastatrix. Os extra­
tos BDAA(4) , BDAA(7), BDAD(4), BDAA(8); BDAA(ll) e 
GPLA(13) 12 e a formulação pó molhável de código AM-62 
(2,5 x lo' UFC/mI) (5), na concentração de 1000 ppm, foram 
avaliados quanto à capacidade de inibir a germinação de ure­
diniosporos de H. vasrratrix, coletados um dia antes. Gotas 
contendo as concentrações indicadas dos extratos ou das for­
mulações foram colocadas sobre 3 lâminas de vidro, sendo 
duas gotas por lâmina e a seguir foram adicionados os uredi­
niosporos, com auxílio de uma ponta de agulha. Após 6 horas 
de incubação em câmara úmida e escura, com temperatura 
de, aproximadamente, 20·C foi determinada a germinação 
dos urediniosporos em microscópio 6tico (aumento 250x) em 
la campos por gota. Considerou-se como urediniosporos ger­
minados aqueles que apresentaram tubo genninativo . inde­
pendente de seu comprimento. 

Efeito de diferentes concentrações do extra to GPLA(13) 
12 de B. subtilis no controle da ferrug em do cafeeiro. Ato­
mizou-se em plantas de café da variedade Catuaí, com apro­
ximadamente 40 folhas jovens, o extrato GPLA(1 3) 12 nas 
concentrações de O, I, lO, 100, 1000 e 10.000 ppm com au­
xílio de pistola de pintura "Steula" acoplada a um compres­
sor (10 Ib/poI2), na superfície adaxial de todas as folhas 24 
horas antes da inoculação do patógeno. Esta foi realizada por 
meio da pulverização de uma suspensão contendo 120 mg de 
urediniosporos por 300 mI, em solução de Tween 20 a 
0,01 %, com auxílio da pistola descrita anteriormente na su­
perfície adaxial das folhas. O atomizador foi mantido a, apro­
ximadamente, 20 em de distância da folha, por cerca de 4 se­
gundos. 

Após a inoculação, as plantas permaneceram em câmara 
úmida e escura a 21 'C e, após 24 horas foram transferidas 
para as condições ambientes de casa de vegetação. Determi­
nou-se a porcentagem de folhas lesionadas e o número de le­
sões por folha e por folha lesionada 35 dias após a inocula­
ção. 

O delineamento experimental foi o de blocos causualizados 
com quatro repetições (uma planta por repetição). 

Efeito de extratos de B. subtilis no controle da ferru­
gem do cafeeiro. Utilizando-se metodologia semelhante à 
descrita no item anterior , com plantas de café da variedade 
Catual, contendo aproximadamente 30 folhas jovens, foram 
testados os seguintes extratos de B. sublilis nas concentrações 
de 1000 e 10000 ppm: GPLA(21) li, GPLD(21) li , 
AMIA(13) 13 e AMID(13)13, em comparação com a teste­
munha (água), no controle da ferrugem do cafeeiro. A inocu­
lação foi realizada com suspensão contendo 74 mg de uredi­
niosporos/3oo mI de água com Tween 20 a 0,01 %, em cinco 
repetições (uma planta por repetição), no delineamento intei­
ramente causalizado. Transcorridos 48 dias da inoculação foi 
determinada a porcentagem de folhas lesionadas e o número 
de lesões por folha e por folha lesionada. 

Potencial do extrato GPLA(13) 12 de B. subtilis para o 
controle sistêmico da ferrugem do cafeeiro. Utilizando-se 
metodologia e concentração de urediniosporos semelhantes à 
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do item que estudou o efeito de diferentes concentrações do 
extrato, avaliou-se num delineamento inteiramente causaliza­
do, com quatro repetições (uma planta por repetição) o poten­
cial sistêmico de extrato concentrado de B. subtilis. Para tanto 
pulverizou-se o extrato GPLA(13)12 em folhas dos ramos infe­
riores, superiores ou folhas de metade dos ramos de cafeeiro da 
variedade Catual, na concentração de 10000 ppm, 24 horas an­
tes da inoculação do pat6geno em toda a planta. Transcorridos 
41 dias da inoculação, determinou-se a porcentagem de folhas 
lesionadas separadamente nas folhas pulverizadas e não. 

Efeito do caldo, onde B. subtilis foi multiplicado, no 
controle da ferrugem. Para meio contendo 5 % de reslduo da 
fermentação glutâmica de melaço mais 95 % de água, foram 
transferidas células de B. subtilis, sendo colocadas para fer­
mentar em condições de 27 °C ± 2 °C com agitação constante 
por 15 dias. 

O caldo fermentado nas concentrações de la, 25, 50 e 
100 % foi comparado com a testemunha (água) no controle da 
ferrugem do cafeeiro . A metodologia foi semelhante à utiliza­
da no item que estudou o efeito de extratos de B. sublilis no 
controle da ferrugem, sendo a inoculação realizada com uma 
suspensão contendo 74 mg de urediniosporos/3oo mI de água 
com Tween 20 a 0,01 %, em quatro repetições (uma planta 
por repet ição) , no delineamento inteiramente casualizado. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Efeito dos extratos e de células formuladas de B. sub/i­
lis na germinação de urediniosporos de H. vasta/rir:. Os 
extratos obtidos de caldo fermentado por B. sublilis através 
da precipitação com sulfato de amônio ou ácido clorídrico, 
bem como a formulação (AM-62), na concentração de 1000 
pprn, inibiram totalmente a germinação dos urediniosporos de 
H. vastalriJ: . Resultados semelhantes foram obtidos em rela­
ção à U. appendiculalus varo appendiculalus, com uso de ex­
tratos concentrados e de células formuladas de B. subtilis e 
com suspensão de células de bactéria (6, 14) . BETTIOL & 
VARZEA (4) verificaram que B. sublilis , além de inibir a 
germinação de urediniosporos de H. vastatrix, não apresentou 
especificidade em relação as diferentes raças do patógeno. 

Efeito de diferentes concentrações do extrato GPLA(13) 
12 de B. subtilis no controle da ferrugem do cafeeiro. Pelas 
equações apresentadas na Figura I pode-se afirmar que para o 
cálculo da porcentagem de controle da doença podem ser utiliza­
das a porcentagem de folhas lesionadas, o número de lesões por 
folha e por folha lesionada, pois suas tenooncias foram seme­
lhantes. Apesar da mesma tendência, a resposta foi quadrática 
para a porcentagem de folhas lesionadas e linear para O número 
de lesões por folha e por folha lesionada (Figura I). 

O controle da ferrugem do cafeeiro foi diretamente propor­
cionai à concentração de extrato pulverizado nas folhas (Figu­
ra I). Na concentração de 10000 ppm, o controle foi total en­
quanto que na de 1000 ppm foi de 97 %, quando considerados 
os dados originais da porcentagem de folhas lesionadas. 

Utilizando dados ajustados para a equação do número de 
lesões por folha (Figura I) verifica-se que as doses que con­
trolam a doença em 90 e 95 % são de 4966 e 7943 ppm, res­
pectivamente. Entretanto, o controle da doença foi superior 
quando o cálculo foi realizado através dos dados originais do 
número de lesões por folha. Possivelmente, essa diferença 
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Figura I. Controle da ferrugem do ca feeiro (HemiJeia vastalrn ) com difer­
entes concentrações (Log ppm) do extrato GPLA( 13)12 de Bacil­
[us subrilis calcu lado através da porcentagem de folhas lesionadas 
( ........ % FL), número de lesões por folha (4- NUF) e número de 
lesões por folha lesionada ( ........ N~FL) . 

Dados transfonnados (are. seno x/loo ) , ajustados a equações 
de regressão. 
-4- % FL Y =0,50723 + 6,9991OX + 4,3995 1X' (R' = 0,878) 

NLlFL Y = - 0,80101 + 24,56229X (R' = 0,920). 
~ NLlFL Y =-0,00216 + 23,63734X (R' = 0,927). 

deva-se à alta variabilidade de controle obtida nas concentra­
ções de I , 10 e 100 ppm. Nas concenlrações de I , 10 e 100 
ppm, o exlrato GPLA(l3)12 não foi eficiente no controle da 
doença (Figura I) . Esses dados coincidem com os obtidos por 
BEITIOL et aI. (5) para a ferrugem do feijoeiro. 

Compostos peptidolipidícos, do grupo da iturina, produzi­
dos por B. subtilis apresentam propriedades antifúngicas (10, 
12 16) sendo possivelmente os compostos inibidores presen­
tes no extrato GPLA(13) 12 pertencentes a esse grupo. Essa 
determinação é uma necessidade em trabalhos futuros . 

Efeito de extratos de B. subtilis no controle da ferru­
gem do cafeeiro. Os extratos GPLA(21)1l e AMIA(13)13, 
nas concentrações de 1000 e I()()()() ppm, controlaram total­
mente a ferrugem em folhas de cafeeiro quando pulverizados 
24 horas antes da inoculação do pat6geno. O extrato 
GLPD(21)11 nas concentrações de 1000 e 10000 ppm 
apresentou 0,46 e 0 ,64 % de folhas lesionadas, equivalente 
ao controle de 98 ,3 e 97,6% da ferrugem, respectivamen­
te. O extrato AMID(l3)13 na concentração de 10000 ppm 
inibiu totalmente a ocorrência da ferrugem, enquanto com 
1000 ppm a porcentagem de inibição foi de 85,7% (Quadro 
1). Todos os extratos e concentrações testados diferiram esta­
tisticamente da testemunha nos parâmetros avaliados. Esses 
resultados, obtidos em casa de vegetação, indicam a efetivi­
dade dos extratos oblidos de caldo fermentado por B. subtilis 
em controlar a ferrugem do cafeeiro (Figura I e Quadro I). 

Potencial do extrato GPLA(13)12 de B. subtilis para o 
controle sistêmico da ferrugem do cafeeiro_ Em tomo de 
90% das folhas não tratadas com o extrato apresentaram-se le­
sionadas, sendo o número de lesões por folha maior do que 9. 

Quadro I. Efcito de extratos obtidos de caldo. fermentados por Bacillus sub­

tilis no controle da ferrugem do cafeeiro (HemiJeia vastatrix). 

Folhas CoOlro- N° de N° de I~ 
Tratamento lesionadas I.' (%) lesões! aõeslfolha 

(%) folha leaionada 

Testemunha 26,37 ai 3,88. 7,87. 

GPLA(21)1I ' - IOOOOppm 0,00 b 100,0 0,00 b O,OO b 

GPLA(21)1 1- IOOOppm 0,00 b 100,0 O,OOb 0,00 b 

GPLD(2I)II'- IOOOOppm 0 ,64 b 97,6 0,005 b 0,25 b 

GPLD(21)11 - IOOOppm 0 ,46 b 98,3 0,004 b 0, 25 b 

AMIA(13) 13'-1 OOOOpp m 0,00 b 100,0 0,00 b O,OOb 

AMIA(13)13- IOOOppm 0 ,00 b 100,0 O,OOb 0,00 b 

AMlD(13)13' -1000ppm 0,00 b 100,0 0,00 b 0,00 b 

AMlD( 13) 13-1 OOOppm 3,76 b 85,7 0,06 b 0,67 b 

I Para análisc esta tíst ica os dados foram transformados em arc sco 
..J X + 0,5/100 . Médias segu idas de mesma letra não diferem entre si 

(Tukey 5%). 
2 % de controle baseada na % de folhas lesionadas. 
3 GPLA(2I ) I I-extrato obtido de ca ldo fennentado por B. subtilis em meio 

de glucose 1 %. peptona 1%, ext. de levedura 0,5%, NaCI 0,3%, 
KH2P04 0,1 % e MgS04 0,05 % por 21 dias e precipitação com sulfato 
de amônia. 

4 GPLD(2 I) 11 idem ao 3, sendo a precipitação com HCI. 
5 A1vfIA( 13) 13 extrato obtido de caldo fermentado por B. sublilis em meio 

contendo 5 % de resíduo da fermentação glutimica do melaço, por 13 
dias e precipitação com sulfato de amônio. 

6 AMID(13}13 idem ao 5. sendo a prec ipitação com HCI. 

Por outro lado , não ocorreu ferrugem nas folhas tratadas 
(Quadro 2). Quando o extrato GPLA(13)12 foi pulverizado 
nos ramos superiores, 89,33 % das folhas do ramos inferio­
res dessas plantas apresentaram lesões de ferrugem. Quando 
o extrato foi pulverizado nos ramos inferiores, 91,43 % das 
folhas dos ramos superiores estavam lesionadas e quando s0-

mente a metade dos ramos foi pulverizada, 81,94% das fo­
lhas do lado oposto apresentavam lesões (Quadro 2). Entre­
tanto, todas as folhas tratadas, independentemente de ter sido 
as da planta toda, as dos ramos superiores, inferiores ou me­
tade dos ramos, não apresentavam a doença. 

Os dados apresentados no Quadro 2 demonstram que o ex­
trato concentrado dos metabólitos de B. subtilis 
[GPLA( 13) 12], não apresenta ação sistêmica nas direções as­
cendente, descendente e lateral. 

Quadro 2 . Potencial sistêmico de extratos de Bacillus sublilis em cafeeiro 
para o controle da ferruge m. 

Folhas le sionadas (%) 
Tratamento 

Tratadas l Não tratadas2 

Testemunha 96,54 

GPLA(13)12-planta loda 0,00 

GPLA(I3) 12· mctade dos ramos 0,00 81,94 

GPLA(13)12-ramos inferiores 0,00 91,43 

GPLA( 13)12· ramos superiore s 0,00 89,33 

I Folhas que foram pulverizadas com o extrato GPLA(13)12 na concen­

tração de 10000 ppm . 
2 Folhas não pulverizadas . 
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Efeito do caldo onde B. subtilis foi multiplicado no con­
trole da ferrugem do cafeeiro. A pulverização do caldo con­
tendo 5 % do resíduo da fermentação glutâmica do melaço. 
onde B. subrilis foi multiplicado por 15 dias em mudas da va­
riedade Catual, na concentração de 10%, controlou a ferru­
gem acima de 95 % quando avaliada a porcentagem de folhas 
lesionadas e o número de lesões por folha (Quadro 3). E. 
com o aumento da concentração ocorreu maior controle da 
doença. Mesmo na maior concentração não foi verificada fi­
totoxicidade aparente. Essas informações são importantes 
porque podem viabilizar a aplicação do meio fermentado por 
B. subrilis para controlar a doença e dependendo do meio ser­
vir como adubo foliar para a cultura. 

Quadro 3. Efeito do caldo l fermentado por Baci/lus subrilis (isolado AP-3) 
no controle da ferrugem do cafeeiro. 

Cone. do 
caldo (%) 

° 
10 

25 

50 

100 

Folhas 
lesionadas 

(%) 

50,72 .2 

2.91 b 

0,46 b 

0,56 b 

0,00 b 

Controle3 

(%) 

94,3 

99, I 

98,9 

100,0 

N° de N° de 
lesões! lesões/folha 
folha lesionada 

3,22 a 5,69 a 

0,13 b 2,08 ab 

0,004 b 0.25 b 

0,005 b 0,25 b 

0.00 b 0.00 b 

Caldo - meio contendo 5 % do resíduo da fermentação glutâmica do 
melaço fermentado por B. subtilis por 15 dias. 

2 Para aná lise estat ística os dados foram transformadosc em are sen 
..J x + O,5f lOO . Médias seguidas de mesma letrs _não diferem entre si 
(Tukey 5%). 

% de controle baseada na % de folhas lesionadas. 
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