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RESUMO 

Metabólitos de Bacillus subtilis (isolado AP-3), produzidos em diferentes condições de meio de cultun c 
tempo de fermentação foram obtidos através de prccipitaçlo, com sulfato de amOnio ou acidificaçlo até pH 2,0. 
Também duas formulaçOcs pó molhável contendo células de B. subtilis foram obtidas, sendo a AM-62 através da 
coprecipitação em acetona e lactose c a AM-66 utilizando diatomita como carregador. Na concentrac;Ao de 1000 
ppm, tanto os extratos como as formulações, inibir.tm totalmente a germinação dos urediniosporos de Uromycu 
appendiculatus var. appendiculatus. Os extratos quando pulverizados, na concentraçlo de 10.000 ppm, em folhas 
primárias de fcijociro da variedade carioca, 24 horas antes da inoculaçlo dos urcdiniosporos de U. DPJHII'I· 
diculatus var. appmdiculatus (1,6 x llt/ml), apresentaram controle da ferrugem superior a 99%, quando 
avaliado através do número de pústulas por folha. Por outro lado, as formulaçOcs na concentraçlo de 10.000 
ppm controlaram a ferrugem em 74% (AM-66) e 33% (AM-62). 

Estudos para avaliar a melhor concentração dos extratos, obtidos através de prccipitaçlo com sulfato de 
amOnio, no controle da ferrugem, verificou-se controle de: 49% com 100 ppm; 84% com 1000 ppm c 99.5% com 
10.000 ppm. 

Palavras-chave: Controle biológico, Uromyces appmdiculatus var. appmdiculatus, antibióticos. 

ABSTRACT 

CONTROL OF BEAN RUST WITH EXTRACfS AND WETTABLE POWDER OF 
Bacillus subtilis 

Metabolites from Bacillus subtilis (iso/ate AP-3) were produced under diffemu conditions o{ culture and time 
o{ fermmtation. The atracts wm obtained by lhe precipilation o{ metaboliles with. ammonium sulphate or by 
acidification DI pH 20. Two fonnulations of a wm~~ble [JO'Nfkr o{ B. subtilis cells wm also obtained. The AM-62 
fomaulation was obtained by co-precipitaúon in acetone and lactose. The AM-66 {omtulation was obtained u.sing 
diatomite as lhe clll'rier. At a concentl'tltion of I 000 ppm both lhe atracts and lhe powtknd {omaulations totlll/y in· 
hibited lhe gmnination o{ uretüniospores of Uromyces appcndiculatus Wll'. appcndiculatu& The a:tn~cts whm 
pulverized DI a concentration o f I 0000 ppm into lhe "carioca" variery of prinuuy beanleavu, 24 lwun befon lhe in
oculation ofurediniospora ofU. appendiculatus vat. appendiculatus (1,6x ÚY/mlJ, wee shown to control ru.u by 
more than 99%. POTCelllDge of ru.st was evaluated by conring lhe number o{ pust11lu fonned J# leaf. On lhe olher 
lumd, lhe powdered formulaúons ata concentration o{ 10000 ppm were shown ro control by 74% (AM 66) and 
33%(AM62). 
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Evahuuion of diffemu concemrations of the t:Xll'acts, obtained by precipitation with NH.S04 for rusl control 
indic01ed 49%, 84% and 95,5% control at enract concentration of 100 ppm, 1000 ppm and 10.000 ppm, respec
tivdy. 

Key words: Biological contro~ beon rust, Uromyces appendiculatus var. appendiculatus, antibioucs. 

INTRODUÇÃO 

A ferrugem do feijoeiro (Uromyces ap
peradiculatus var. appendiculatus) ~ de ocor
rencia generalizada nas regiões produtoras 
(ZAUMEYER & TIIOMAS, 1957; ZAM
BOUM, et ai., 1982) podendo causar consi
deráveis perdas na produçao (NASSER et ai., 
1977). Nos perfodos de pré florescimento e de 
florescimento, as perdas atingem em média, 
4S% (ZAMBOLIM et ai., 1982), mas podem 
chegar a 100% (NASSER, 1976). 

Rotaçao de culturas, eliminaçao de restos 
culturais, reduçao da densidade de semea
dura, putverizaçao com fungicidas protetores 
e ou sistemicos sao medidas recomendadas 
para o controle da ferrugem do feijoeiro 
(ZAMBOUM & CHA VESI 1978; v AR
GAS, 1980; ZAMBOLIM et ai., 1982; 
VIEIRA, 1983). 

Como a aplicaçao prática dessas medidas 
de controle geralmente apresenta algum tipo 
de problema, alternativas através do controle 
biológico tem sido desenvolvidas. De acordo 
com BETilOL (1991), as chances de sucesso 
sao aumentadas para doenças que ocorrem 
em períodos definidos, como é o caso da fer
rugem do feijoeiro. 

Diversos autores tem demonstrado a ca
pacidade de Bacillus subtilis controlar a ferru
gem do feijoeiro (STA VEL Y, et ai., 1981; 
BAKER et ai., 1983/1985; CEN11JRION, 
1991; MIZUBUTI, 1992). Esses autores utili
zaram células da bactéria ou culturas livres de 
células, sem desenvolver formulaçôes dessas 
células ou extrair os metabólitos produzidos 
por B. mbtilis que é reconhecidamente pro
dutor de antibióticos (KA TZ & DEMAIN, 
1974). 

Assim, o presente trabalho tem por ob-

jetivos avaliar o efeito de células de B. subtilis 
na formulaçao p6 molhável e dos extratos ob
tidos através de precipitaçao de meio lfquido 
fermentado com a bactéria no controle da fer
rugem do feijoeiro. 

MATERIAL E MtTODOS 

1. Obtenção de metabólitos produzidos 
por B. subtilis 

Para eliminar as células, os caldos onde 
B. subtilis foi multiplicado foram prevíamente 
centrifugados em centrífuga tipo "Sharpless" a 
23.000 rpm e vazao em torno de 55 m! por 
minuto. Nessa operaçao perdeu-se, aproxima
damente, 8% do volume inicial. A preci
pitaçao foi realizada adicionandO« ao caldo, 
40% de sulfato de amónio (A), aos poucos e 
sob agitaçao, até que se dissolvesse total
mente. Para facilitar a separaçao dos preci
pitados e dos filtrados por funil de vidro 
sinterizado, o caldo com o precipitado foi 
deixado em decantaçao. Outra técnica uti
lizada para precipitaçao foi a diminuiçao do 
pH com adiçao de HCI (D) até pH 2,0. 

Os precipitados foram codificados utili· 
zando-se as iniciais do meio de cultura (tr!s 
primeiras letras), tipo de extraçao (quana le
tra), tempo de fermentaçao (número entre 
parênteses) e sequencia em que foram ob
tidos. Nesse trabalho foram testados os extra
tos: BDAA(11 )6 (meio batata dextrose, pre
cipitaçao A (com sulfato de amOnio) e 11 dias 
de fermentaçao); BDAA(14)9; BDAA(12)7; 
BDAA(4); BDAD(14)9 [D precipitaçao com 
HCI); BDAD(4); BDAA(7); GPLA(S)B 
(meio glucose 1%, peptona 1%, extrato de 
levedura 0,5%, NaCI 0,3%, KH2PO.c 0,1% 
MgSO.c 0,05%; com 5 dias de fermentaçao]; 
GPLD(S)8. 
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2. Obtenção de pó molhável de células 
de B. subtilis através de coprecipi
tação com acetona e lactose 

Células de B. subtilis foram obtidas por 
fermentaçao em caldo batata-dextrose, sob 
agitaçao constante, escuro e temperatura 
entre 25°C a UOC, por 5 dias. As células fo
r:am separadas em centrífuga de fluxo con
tínuo modelo "Sharpless" a 18.000 rpm com 
vazao de 58 mVminuto. As células obtidas 
foram ressuspensas em uma soluçao aquosa 
contendo 5% de lactose e coprecipitadas com 
acetona. A coprecipitaçao ocorreu ao longo 
de 30 minutos de agitaçao. Decorrido esse 
tempo, deixou-se a suspensao em repouso por 
10 minutos seguindo sua filtraçao por sucçao. 
O precipitado foi seco durante 12 horas em 
estufa com circulaçao de ar a 500C. Essa 
formutaçao recebeu o código AM-62. 

3. Obtenção de pó molhável de B. subtilis 
utilizando diatomita como carregador 

Foram misturados 450 g de diatomita e 
450 ml de caldo de B. subtilis no quinto dia de 
fermentaçao e 1,5 I de soluçao aquosa de lig
nosulfonato desaçucarado de sódio (vixilex 
SD-0,96 g/100 ml). Foram transferidos 1,5 I 
de soluçao aquosa de copolimeros oxialqui
lados e sulfossucinatos absorvidos em inerte 
(surfax 345 0,6 g/100 ml) para o interior de 
moinho coloidal e vertida a suspensao conten
do umectante + argila + bactéria, deixando
se moer por 20 minutos. Posteriormente, a 
suspendo foi passada através de peneira de 
200 malhas e submetida ao processo de 
secagem em "spray dryer". Essa formutaçao 
recebeu o código de AM-66. 

4. Efeito de extratos e de células for· 
muladas de B. subtilis na germinação 
de urediniosporos de U. oppen
diculotus var. oppendiculotus 

Foram avaliados os extratos BDAA(4), 
BDAA(7), BDAD(4), BDAA(ll) e 
BDAA(S) na concentraçao de 1000 ppm e as 
formulaçOes p6 molhável de código AM-62 
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(1000 ppm) e AM-66 (10.000 ppm) quanto a 
capacidade de inibir a germinaçao de uredi
niosporos de U. appendiculotus var. appen
diculotus coletados um dia antes. 

Gotas contendo as concentraçOes indica
das dos extratos ou das formulaçoes foram 
colocadas sobre 1aminas de vidro, sendo a se
guir adicionados os urediniosporos. Após 10 
horas de incubaçao em camara llmida e escu
ra, com temperatura de, aproximadamente, 
l6°C foi determinada a germinaçao doS uredi
niosporos. 

S. Efeito de diferentes concentrações do 
extrato GPLA(5)8 , de B. subtilis no 
controle da ferrugem do feijoeiro 

Em vasos de alumfnio com capacidade de 
2 litros, contendo solo obtido sob mata, foram 
semeadas 10 sementes de feijao carioca 80. 
Trts dias após a emergtncia, procedeu-se o 
desbaste, deixando entre 2-4 plantas por vaso. 
Plantas com 9 dias de idade, contados a partir 
da emergencia, foram utilizadas no experi
mento. O extrato GPLA(S)S foi obtido da 
fermentaçao de B. sllbtilis em meio GPL, por 
5 dias sob agitaçAo constante e temperatura 
entre 25°C-27°C. A precipitaçao dos meta
bólitos foi feita com sulfato de amOnio. 

Foram testadas as concentraçOes de O, 1, 
10, 100, 1000 e 10.000 ppm do extrato 
GPLA(5)8 no controle da ferrugem. Para 
tanto, as soJuçOes obtidas foram pulverizadas, 
com auxmo de pistola de pintura "Steulla" 
acoplada a um compressor ( 1 O lb/p012

), na 
superffcie adaxial das folhas primdrias de 
feijoeiro, 24 horas antes da inoculaçao do 
patógeno. A inoculaçao foi realizada através 
da pulverizaçao de uma suspensao de 1,3 x 
tOS urediniosporos por ml, em soluçao de 
Tween 20 a 0,01 %, com auxflio de pistOla de 
pintura "Steu lia" acoplada a um compressor a 
10 lb/pol2

, na superfície adaxial. O atomizador 
foi mantido a, aproximadamente, 20 em da 
folha por, aproximadamente, 4 segundos. 

Após a inocula~o, as plantas permane
ceram em camara úmida e escura a 21•c por 
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24 boras, quando foram transferidas para as 
coodiçOes ambientes. A determinaçao do 
uómero de póstulas por folha foi feita 10 dias 
após a iDoculaçao. Cada tratamento foi 
repetido 4 vezes (vaso) contendo entre 2-4 
plaDtal com duas folhas primárias cada. 

6. Efeito de extratos e de dlulas for
auladas de B. subtüis Do coDtrole da 
rerruaem do feljoeiro 

UtilizaDdoc metodologia semelhante à 
descrita DO item S foram realizados dois en. 
saias. No primeiro foram testados os seguintes 
extratos e fonnulaçOes pó molhável de B. sub· 
tili.r na c:oncentraçao de tO.OOO ppm: 
GPLA(S)8, GPID(S)8, BDAA(tt)6, AM-66 
e AM-62 em comparaçao com a testemunha 
(água) DO controle da ferrugem do feijoeiro. 
A inoculaçao foi com suspensao de t,7 x tOS 
urediniosporOS/ml em S repetiçOes. 

No segundo ensaio foram testados na 
concentraçAo de t 0.000 ppm os extratos 
BDAA(t4)9, BDAD(t4)9, BDAA(t2)7, 
BDAA(4) e BDAJ}(4) em comparação com a 
testemunha (água). A inocuJaçao com 
suspensao de 1,2 x tOS urediniosporos/ml, com 
SrepetiçOes. 

RESULTADOS 

1. Efeito dos extratos e de células for
muladas de B. subtilis aa germiDação 
de ured.iaiosporos de U. appen
diculatus var. appendiculatus 

Com exceçao do ~rato BDAA( 11) que 
apresentou porcentagem de inibiçAo de 
99,29%, os demais extratos ((BDAA( 4), 
BDAA(7), BDAD(4), BDAA(8)] e as fonnu. 
laçOea (AM-62 e AM-66) inibiram totalmente 
a serminaçao dos urediniosporos de u. appen· 
tücultuus var. appendiculatus. 

1. Efeito de dlfereDtes concentrações do 
extnto GPLA(5)8 de B. subtilis Do 
controle da ferrugem do feijoeiro 

O controle da ferrugem do feijoeiro foi 

diretamente proporcional à concentraçao de 
extrato pulverizado nas folhas (Quadro 1 ). Na 
c:oncentraçao de tO.OOO ppm o controle foi, 
praticamente, total e nao apresentou proble· 
mas aparentes de fitotoxicidade. Observa--se 
ainda que as concentraçOes detetO ppm nao 
diferem no mlmero de pústulas por folha da 
testemunha e que as concentraçOes de tOO, 
1000 e tO.OOO ppm diferem dos demais tra· 
tamentos e também entre si (Quadro 1 ). 

Quadro 1. Número de pústulas de ferrugem em 
folhas primárias de feijociro trata· 
elas com difercnt~ conccntraçOes do 
extrato GPLA(5)8 de BaciUus sub· 
lilis. 

Concentraçlo 

do extrato 

GPLA(5)8(ppm) 

o 

10 

100 

1.000 

10.000 

Número de 

pústulas/ 

/folha 

225,76 a 

230,07a 

225,14a 

U5,50b 

35,87c 

1,23d 

%de 

controle 

-1,91 

0,27 

48,84 

84,11 

99,46 

1 GLPA(5)8- Extrato obtido de caldo fermentado 
de B. sublilis em meio de gluto5e 1%, peptona 
1%, extrato de levedura 0,5%, NaO 0,3%, 
KH2P04 0,1%, M,S04 0,05% por 5 dias e 
precipitaçlo com sulfato de amOnio. 
M~dias seguidas de mesma letra nto diferem 
entre si (Tukey 5% ). Para análise estatística os 
dados foram transformados em V x + 0,5. 

3. Efeito de extratos e de dlulas for
muladas de B. subtilis Do controle da 
ferrugem do feijoeiro 

Os extratos GPLA(S)8, GPLD(5)8 e 
BDAA(11)6 na concentraçao de 10.000 ppm 
controlaram totalmente a ferrugem do fei· 
joeiro quando pulverizados em suas folhas 24 
horas antes da inoculaçlo do patógeno 
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(Quadro 2). Por outro lado, a formulaçlo pó 
molbável de ~lulas de B. subtilis AM-66 na 
concentraçao de 10.000 ppm apresentou con
trole da doença de 74%, enquanto a AM-62 
de apenas 33% (Quadro 2). 

Quadro 2. Efeito de extratos e de células for· 
muladas de .Bocilbu &ubtilis no controle 
da ferrugem do feijoeiro (Uromyces ap
pendicuJtnus var. appendiallalus). 

Número de 
Tratamento pústulas %de 

/folha controle 

Extrato GPLA(S)81 O,OOd 100,00 

Extrato GPLD(S)82 0,11 d 99.87 

Extrato BDAA(ll)63 0,02d 99,97 

Formulaçlo AM-664 20,85 c 74,01 

Formulaçlo AM-624 53,61 b 33,17 

Testemunha 80,22a 

1 GPLA(S)8- Extrato obtido de caldo fermentado 
de B. &ubtilis em meio glucose 1%, peptona 1%, 
extrato de levedura 0,5%, Naa 0,3%, KJ·bPO. 
0,1%, MgSO .. O,OS% por 5 dias e precipitaçlo 
com sulfato de amôoio. 

2 
GPLD(S)8 - Extraçlo através de acidificaçlo 
comHa. 

3 BDAA(11)6 Extrato obtido de caldo fermentado 
de B. IUblili.f em meio batata-dextrose por 11 
diu e precipitaçlo com sulfato de amônio. 

4 
Formulaçlo AM-62 e AM-66 do células de B. 
SllbliJi.r na formulaçlo pó molhável. 
Médias sepidas de mesma letn nlo di
ferem entre si (Tukey S% ). Para anilise es
tatística 05 dados foram transformaclos em 
are sen " x/100 + O.S . Todos 01 extratos foram 
testados na coneentraçlo de 10.000 ppm. 

Em outro ensaio, os extratos 
BDAA(14)9, BDAD(14)9, BDAA(12)7 e 
BDAA(4) controlaram a ferrugem em tomo 
de 99% (Quadro 3). O extrato BDAD(4) 
apresentou controle em torno de 91%, 
diferindo estatisticamente dos demais extratos 
(Quadro3). 

1S7 

Quadro 3. Efeito de extratos de Btlcilllu albtilis no 
controle da ferrugem do feijoeiro . 
(Uromyces GppmlliculJJius var. appeta· 
tliallolul). 

Número de %de 
Tratamento pústulas/ 

controle /folha 

Extrato BDAA(14)91 2,28c 99,63 

Extrato BDAD(14)~ 13,55 c 97,84 

Extrato 8DAA(12)'f 0,7Sc 99,88 

Extrato BDAA(4)4 3,19c 99,49 

Extrato BDAD(4t 53,18b 91,54 

Testemunha 628,948 

1 BDAA(14)9 extrato obtido de caldo fermentado 
de B. IUblili.f em meio batata-dextro&C por 14 
dias e precipi~o através de sulfato de amOnio. 

2 BDAD(14)9 precipitaçlo através de acidifiCIÇio 
comHa. 

3 
BDAA(12)7 fermentaçlo por 12 dias. 

4 BDAA(4) e BDAD(4) fermentaçlo por4 dias. 
Médias seguidas de mesma letra nlo di
ferem entre si (fukey S%). Para an,lise 
estatística 01 daclol foram tnnsfonnado5 em 
an: sen V x/100 + O.S. Todos 01 extratOI foram 
testado~ na c:oncentnçlo de 10.000 ppm. 

DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 

A reconhecida capacidade dos meta
t)61itos produzidOs por B. subtilis em inibir 
diversos fitopatógenos (McKEEN et ai., 1986; 
PUSEY, 1989) foi comprovada nesse traba
lho. A putverizaçlo de extratos obtidos pela 
precipitaçao dos metabólitos produzidos por 
B. IUbtilU fermentado em caldo GPL e BDA 
reduziu acentuadamente o número de 
póstulas de terruaem por folha de feijoeiro 
(Quadros 1, 2 e 3) demonstrando a capaci
dade desses antibiólic:os controlarem a doen
ça. Um dm ~is modos de açao dos 
antibióticos ~ a inibiçao da germinaçAo dos 
urediniosporos, baja visto que em testes para 
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verificar o efeito dos extratos na sua 
gcnninaçAo a inibiçlo foi total. 

As caractcrfsticas de estabilidade na 
forma ICC8 c tcrmocstabilidade dos meta
bólitos de B. subtilis, observadas por LANDY 
ct ai. (1948), DUNLEAVY (1955), SWIN
BURNE ct ai. (1975), BAKER ct ai. (1985) 
permitem sua industrializaçao. 

Um dos aspectos apresentados por BET
TIOL (1991) ~a necessidade de estimulares
tudos com formulaÇOes de agentes de con
trole biológico para facilitar sua aplicaçao, 
colaborar para o estabelecimento do organis
mo, minimizar os problemas relacionados com 
umidade c radiaçao ultra violeta e permitir 
aumento no período de armazenamento do 
produto. Uma das características de B. subtilis 
~ a produçao de cndosporo altamente resis
tentes em condiÇOCS adversas (NORRIS et ai., 
1981), 8&1im foram obtidas formulaçOes pó 
molhável de células de B. aubtilis e verificou
se que mesmo tendo um efeito inferior aos ex
tratos da bactéria, a formulaçao obtida 
utilizando diatomita como carregador (AM-
66) na conccntraçao de 10.000 ppm apresen
tou controle de 74% da ferrugem do feijoeiro 
(Quadro 2). A formulaçlo AM-62 obtida 
atravts da coprccipitaçao com acetona e lac
tose pauivelmente tenha apresentado menor 
controle (33%) devido às características do 
produto, talvez mais sensível à luz ultra 
violeta. 

Tendo sido demonstrada a eficiencia dos 
extratos c das ~lulas formuladas de B. subtilis 
no controle da ferrugem do feijoeiro em fo
lhas primárias (Quadro 1, 2, e 3 ), faz-se 
necessário estabelecer qual a frcqoencia c a 
dosagem de aplicaçao em condiçoes de campo 
c comparaçao com os fungicidas disponfvcis 
no mercado. 
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