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RESUMO

Metabdlitos de Bacillus subiilis (isolado AP-3), produzidos em dif condigbes de meio de cultura ¢
tempo de fermentagio foram obtidos através de precipitacio, com suifato de amoénio ou acidificagdo até pH 2,0.
Também duas formulagdes p6é mothével cc do células de B. subiilis foram obtidas, sendo a AM-62 através da
coprecipitacio em acetona ¢ lactose ¢ a AM-66 utilizando diatomita como carregador. Na concentragio de 1000
ppm, tanto os extratos como as formulacdes, inibiram total a germinacdo dos urediniosporos de Uromyces
appendiculatus var. appendiculatus. Os extratos quando pulverizados, na concentragio de 10.000 ppm, em folhas
primdrias de feijociro da variedade carjoca, 24 horas antes da inoculagio dos urediniosporos de U. appen-
diculatus var. appendiculatus (1,6 x 105/m|), aprescntaram controle da ferrugem superior a 99%, quando
avaliado através do nimero de pistulas por folha. Por outro lado, as formulagdes na concentracio de 10.000
ppm controlaram a ferrugem em 74% (AM-66) ¢ 33% (AM-62).

Estudos para avaliar a melhor concentragio dos extratos, obtidos através de precipitacdo com sulfato de
amdnio, no controle da ferrugem, verificou-se controle de: 49% com 100 ppm; 84% com 1000 ppm ¢ 99,5% com
10.000 ppm.
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ABSTRACT

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

Metabolites from Bacillus subltilis (isolate AP-3) were produced under differens conditions of culture and sime
of fermenation. The extracts were obiained by the precipitation of metabolites with ammonium sulphate or by
acidification at pH 2.0. Two formulanon: of a wentable powder of B. subtilis cells were also obtained. 77|¢ AM-62
formulation was obtained by co-precipitation in acetone and lactose. The AM-66 fc lation was ob d using
diatomite as the carrier. At a concentration of 1000 ppm both ﬂucmacnmdmepowdaed[onnulaumtomhy in-
hibited the germination of urediniospores of Uromyces appendicul var. dicul The exracts when
pulverized at a concentration of 10000 ppm into the "carioca” variety of primary bean leaves, 24 hours before the in-
oculation of urediniospores of U. appendiculatus var. appendmlams (1,6 x 10°/ml), were shown to control rust by
more than 99%. Porcentage of rust was evaluated by coniing the of pustules f d per leaf. On the other
hand, the powdered formulations at a concentration of 10000 ppm were shown to0 consrol by 74% (AM 66) and
33% (AM 62).
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Evaluation of different concenurations of the extracts, obtained by precipitation with NH4S04, for rust control
indicated 49%, 84% and 95,5% conmrol ar extrac concentrasion of 100 ppm, 1000 ppm and 10.000 ppm, respec-

tively.

Key words: Biological control, bean rust, Uromyces appendiculatus var. appendiculatus, antibiotics.

INTRODUCAO

A ferrugem do feijoeiro (Uromyces ap-
pendiculatus var. appendiculatus) ¢ de ocor-
réncia generalizada nas regioes produtoras
(ZAUMEYER & THOMAS, 1957, ZAM-
BOLIM, et al,, 1982) podendo causar consi-
derdveis perdas na produgdo (NASSER et al,,
1977). Nos perfodos de pré florescimento e de
florescimento, as perdas atingem em média,
45% (ZAMBOLIM et al., 1982), mas podem
chegar a 100% (NASSER, 1976).

Rotagdo de culturas, eliminagdo de restos
culturais, redugdo da densidade de semea-
dura, pulverizagio com fungicidas protetores
e ou sistémicos sdo medidas recomendadas
para o controle da ferrugem do feijociro
(ZAMBOLIM & CHAVES, 1978; VAR-
GAS, 1980; ZAMBOLIM et al., 1982
VIEIRA, 1983).

Como a aplicagfio pratica dessas medidas
de controle geralmente apresenta algum tipo
de problema, alternativas através do controle
bioldgico tém sido desenvolvidas. De acordo
com BETTIOL (1991), as chances de sucesso
880 aumentadas para doengas que Ocofrem
em perfodos definidos, como € o caso da fer-
rugem do feijoeiro.

Diversos autores t¢ém demonstrado a ca-
pacidade de Bacillus subtilis controlar a ferru-
gem do feijoeiro (STAVELY, et al., 1981;
BAKER et al, 1983/1985; CENTURION,
1991; MIZUBUTI, 1992). Esses autores utili-
zaram células da bactéria ou culturas livres de
células, sem desenvolver formulagoes dessas
células ou extrair os metabdlitos produzidos
por B. subiilis que € reconhecidamente pro-
dutor de antibi6ticos (KATZ & DEMAIN,
1974).

Assim, 0 presente trabalho tem por ob-

jetivos avaliar o efeito de células de B. subtilis
na formulagao pd molhdvel e dos extratos ob-
tidos através de precipitagdo de meio lfquido
fermentado com a bactéria no controle da fer-
rugem do feijoeiro.

MATERIAL E METODOS

1. Obtencao de metabélitos produzidos
por B. subtilis

Para eliminar as células, os caldos onde
B. subiilis foi multiplicado foram previamente
centrifugados em centrifuga tipo "Sharpless” a
23.000 rpm e vazio em torno de 55 mi por
minuto. Nessa operagdo perdeu-se, aproxima-
damente, 8% do volume inicial. A preci-
pitagao foi realizada adicionando-se ao caldo,
40% de suifato de amoOnio (A), aos poucos ¢
sob agitagdo, até que se dissolvesse total-
mente. Para facilitar a separa¢io dos preci-
pitados ¢ dos filtrados por funil de vidro
sinterizado, o caldo com o precipitado foi
deixado em decantagdo. Outra técnica uti-
lizada para precipitagio foi a diminuigdo do
pH com adigo de HCI (D) até pH 2,0.

Os precipitados foram codificados utili-
zando-se as iniciais do meio de cultura (trés
primeiras letras), tipo de extragdo (quarta le-
tra), tempo de fermentagdo (nimero entre
parénteses) e sequéncia em que foram ob-
tidos. Nesse trabalho foram testados os extra-
tos: BDAA(11)6 [meio batata dextrose, pre-
cipitagdo A (com sulfato de amdnio) e 11 dias
de fermentagio}; BDAA(14)9; BDAA(12)7;
BDAA(4); BDAD(14)9 [D precipitagio com
HCl; BDAD(4), BDAA(7); GPLA(5)8
[meio glucose 1%, peptona 1%, extrato de
levedura 0,5%, NaCl 0,3%, KH,PO, 0,1%
MgS0O.4 0,05%; com 5 dias de fermentagdo];
GPLD(S)8.
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2. Obtengao de p6 molhavel de células
de B. subiilis através de coprecipi-
tagdo com acetona e lactose

Células de B. subdlis foram obtidas por
fermentagfio em caldo batata-dextrose, sob
agitagdo constante, escuro e temperatura
entre 25°C a 28°C, por § dias. As células fo-
ram separadas em centrifuga de fluxo con-
tmuo modelo "Sharpless" a 18.000 rpm com
vazdo de 58 mi/minuto. As células obtidas
foram ressuspensas em uma solugio aquosa
contendo 5% de lactose e coprecipitadas com
acetona. A coprecipitagdo ocorreu ao longo
de 30 minutos de agitagio. Decorrido esse
tempo, deixou-se a suspensao em repouso por
10 minutos seguindo sua filtragido por sucgio.
O precipitado foi seco durante 12 horas em
estufa com circulagdo de ar a 50°C. Essa
formulaggo recebeu o c6digo AM-62.

3. Obtengiéo de p6 molhavel 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
fermentagfo e 1,5 | de solugdo aquosa de lig-
nosulfonato desagucarado de s6dio (vixilex
§$D-0,96 g/100 ml). Foram transferidos 1,5 1
de solugfio 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 suspensio conten-
do umectante + argila + bactéria, deixando-
se moer por 20 minutos. Posteriormente, a
suspensdo foi passada através de peneira de
200 malhas e submetida ao processo de
secagem em "spray dryer”. Essa formulagio
recebeu o codigo de AM-66.

4. Efeito de extratos e de células for-
muladas de B. sublilis na germinagio
de urediniosporos de U. appen-
diculatus var. appendiculatus

Foram avaliados os exiratos BDAA(4),
BDAA(7), BDAD(4), BDAA(1l) e
BDAA(8) na concentragéo de 1000 ppm ¢ as
formulagbes pé molhdvel de c6digo AM-62

(1000 ppm) e AM-66 (10.000 ppm) quanto a
capacidade de inibir a germinagio de uredi-
niosporos de U. appendiculatus var. appen-
diculatus coletados um dia antes.

Gotas contendo as concentragdes indica-
das dos extratos ou das formulagoes foram
colocadas sobre laminas de vidro, sendo a se-
guir adicionados os urediniosporos. Apos 10
horas de incubagfio em cAmara (imida e escu-
ra, com temperatura de, aproximadamente,
16°C foi determinada a germinagéo dos uredi-
niosporos.

5. Efeito de diferentes concentragdes do
extrato GPLA(5)8: de B. subtilis no
controle da ferrugem do feijoeiro

Em vasos de aluminio com capacidade de
2 litros, contendo solo obtido sob mata, foram
semeadas 10 sementes de feijao carioca 80.
Trés dias ap6s a emergéncia, procedeu-se O
desbaste, deixando entre 2-4 plantas por vaso.
Plantas com 9 dias de idade, contados a partir
da emergeéncia, foram utilizadas no experi-
mento. O extrato GPLA(5)8 foi obtido da
fermentaggo de B. subtilis em meio GPL, por
5 dias sob agitagho constante € temperatura
entre 25°C-27°C. A precipitagio dos meta-
bdlitos foi feita com sulfato de amonio.

Foram testadas as concentrages de 0, 1,
10, 100, 1000 ¢ 10.000 ppm do extrato
GPLA(5)8 no controle da ferrugem. Para
tanto, as solugdes obtidas foram pulverizadas,
com auxflio de pistola de pintura "Steulla"
acoplada a um compressor (10 lb/pol ), na
superficie adaxial das folhas primdrias de
feijoeiro, 24 horas antes da inoculagdo do
patégeno. A inoculagdo foi realizada através
da pulverizagio de uma suspensdo de 1,3 x
10° urediniosporos por ml, em solugdo de
Tween 20 a 0,01%, com auxflio de pistola de
pintura "Slculla" acoplada a um compressor a
10 lb/pol na superficie adaxial. O atomizador
foi mantido a, aproximadamente, 20 cm da
folha por, aproximadamente, 4 segundos.

ApGs a inoculagio, as plantas permane-
ceram em cimara (imida e escura a 21°C por
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24 horas, quando foram transferidas para as
condig0es ambientes. A determinagio do
ndmero de pastulas por folha foi feita 10 dias
ap6s a inoculagdo. Cada tratamento foi
repetido 4 vezes (vaso) contendo entre 2-4
plantas com duas folhas primdrias cada.

6. Efeito de extratos e de células for-
muladas de B. subiilis no controle da
ferrugem do feijoeiro

Utilizando-se metodologia semelhante 3
descrita no item S foram realizados dois en-
saios. No primeiro foram testados os seguintes
extratos e formulagdes p6 molhével de B. sub-
alis na concentragdo de 10.000 ppm:

GPLA(5)8, GPLD(5)8, BDAA(11)6, AM-66

¢ AM-62 em comparagdo com a testemunha

(dgua) no controle da ferrugem do feijoeiro.

A inoculagdo foi com suspensdo de 1,7 x 10°

urediniosporos/ml em 5 repetigdes.

No segundo ensaio foram testados na
concentragio de 10.000 ppm os extratos
BDAA(14)9, BDAD(14)9, BDAA(12)7,
BDAA(4) e BDAD(4) em comparagio com a
testemunha (4gua). A inoculagio com
suspenssio de 1,2 x 10° urediniosporos/ml, com
5 repetigOes.

RESULTADOS

1. Efeito dos extratos e de células for-
muladas de B. subtilis na germinagao
de urediniosporos de U. appen-
diculatus var. appendiculatus

Com excegio do extrato BDAA(11) que
apresentou porcentagem de inibigio de
99,29%, os demais extratos ((BDAA(4),
BDAA(7), BDAD(4), BDAA(8)] ¢ as formu-
lagOes (AM-62 ¢ AM-66) inibiram totaimente
a germinagao dos urediniosporos de U. appen-
diculatus var. appendiculatus.

2. Efeito de diferentes concentragdes do
extrato GPLA(S)8 de B. subtilis no
controle da ferrugem do feijoeiro

O controle da ferrugem do feijoeiro foi

diretamente proporcional 3 concentra¢io de
extrato pulverizado nas folhas (Quadro 1). Na
concentragdo de 10.000 ppm o controle foi,
praticamente, total e ndo apresentou proble-
mas aparentes de fitotoxicidade. Observa-se
ainda que as concentragdes de 1 ¢ 10 ppm ndo
diferem no mimero de piistulas por folha da
testemunha e que as concentragbes de 100,
1000 e 10.000 ppm diferem dos demais tra-
tamentos € também entre si (Quadro 1).

Quadro 1. Nimero de pistulas de ferrugem em
folhas primdrias de feijociro trata-
das com diicrenlef concentragdes do

‘extrato GPLA(S)8"  de Bacillus sub-
tilis,
Concentraciio Nimero de
B} % de
do extrato pustulas/
controle
GPLA(S5)8(ppm) ffolha
0 225,76 a .-
1 230,07a -191
10 225,14 0,27
100 11550b 48,84
1.000 35,87¢ 84,11
10.000 1234 99,46

GLPA(S)8 - Extrato obtido de caldo fermentado
de B. subalis em meio de glucose 1%, peptona
1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,3%,
KH2PO4 0,1%, MgSO4 0,05% por S5 dias ¢
precipitacio com sulfato de ambnio.

Médias scguidas de mesma letra nfo diferem
entre si (Tukey 5%). Para andlisc_estatistica os
dados foram transformados em Vx + 0,5.

3. Efeito de extratos e de células for-
muladas de B. subtilis no controle da
ferrugem do feijoeiro

Os extratos GPLA(S)8, GPLD(5)8 e

BDAA(11)6 na concentragéio de 10.000 ppm

controlaram totalmente a ferrugem do fei-

joeiro quando pulverizados em suas folhas 24

horas antes da inoculagdo do patdgeno
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(Quadro 2). Por outro lado, a formulagao p6
molhével de células de B. subtilis AM-66 na
concentragdo de 10.000 ppm apresentou con-
trole da doenga de 74%, enquanto a AM-62
de apenas 33% (Quadro 2).

Quadro 2. Efeito de extratos e¢ de cflulas for-
muladas de Bacillus subtilis no controle

da ferrugem do feijoeiro (Uromyces ap-
pendiculatus var. appendiculatus).

Tratamento N:un::l‘;sd‘ % de

/folha controle
Extrato GPLA(S)8! 0004 100,00
Extrato GPLD(5)8’ 0114 99.87
Extrato BDAA(11)6° 0024 99.97
Formulagio AM-66* 2085¢ 74,01
Formulagio AM-62* 53610 13,17
Testemunha 80,22 a -

! GPLA(5)8 - Extrato obtido de caldo fermentado

de B. subtilis em meio glucose 1%, peptona 1%,
extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,3%, KH2PO4
0,1%, MgSO4 0,05% por 5 dias e precipitagdo
com sulfato de amobnio.

GPLD(S5)8 -~ Extragio através de acidificaco
com HCL.

BDAA(11)6 Extrato obtido de caldo fermentado
de B. subtilis em meio batata-dextrose por 11
dias e precipitacio com sulfato de amdnio.

Formulagio AM-62 ¢ AM-66 si0 céiulas de B.
subtilis na formulagsio p6 molhdvel.

Médias seguidas de mesma letra ndo di-
ferem entre si (Tukey 5%). Para andlisc es-
tatistica 0s _dados foram transformados em
arc sen V' x/100 + 0,5 . Todos os extratos foram
testados na concentragiio de 10.000 ppm.

~

w

»

Em outro ensaio, o0s extratos
BDAA(14)9, BDAD(14)9, BDAA(12)7 ¢
BDAA(4) controlaram a ferrugem em torno
de 99% (Quadro 3). O extrato BDAD(4)
apresentou controle em tormo de 91%,
diferindo estatisticamente dos demais extratos
(Quadro 3).

Quadro 3. Efeito de extratos de Bacillus subtilis no
controle da ferrugem do feijoeiro .
(Uromyces appendiculatus var. appen-
diculasus).

Numero de % de

Tratamento pﬁ;t;;s/ controle
Extrato BDAA(14)9" 228¢ 99,63
Extrato BDAD(14)9*  13,55¢ 97,84
Extrato BDAA(12)7 075¢ 99,88
Extrato BDAA(4)" 319¢ 99,49
Extrato BDAD(4)" 53,186 91,54
Testemunha 62894 a -

BDAA(14)9 extrato obtido de caldo fermentado
de B. subtilis em meio batata-dextrosc por 14
dias ¢ precipitacio através de sulfato de amoOnio.

2 BDAD(14)9 precipitagio através de acidificagio
com HCL.

BDAA(12)7 fermentacio por 12 dias.

BDAA(4) ¢ BDAD(4) fermentagio por 4 dias.
Médias seguidas de mesma letra ndo di-
ferem entre si (Tukey 5%). Para andlisc
estatistica__os _dados foram transformados em
arc sen V /100 + 0,5 . Todos os extratos foram
testados na concentracho de 10.000 ppm.

w

-

DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A reconhecida capacidade dos mecla-
blitos produzidos por B. subtilis em inibir
diversos fitopatégenos (McKEEN et al., 1986;
PUSEY, 1989) foi comprovada pesse traba-
tho. A pulverizagio de extratos oblidos pela
precipitagio dos metab6litos produzidos por
B. subiilis fermentado em caldo GPL e BDA
reduziv acentvadamente © nimero de
pdstulas de ferrugem por folha de feijoeiro
(Quadros 1, 2 ¢ 3) demonstrando a capaci-
dade desses antibidticos controlarem a doen-
¢a. Um dos possiveis modos de acdo dos
antibi6ticos € a inibigio da germinagdo dos
urediniosporos, haja visto que em testes para
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verificar o efeito dos extratos na sua
germinagdo a inibigao foi total.

As caracterfsticas de estabilidade na
forma seca ¢ termoestabilidade dos meta-
bolitos de B. subiilis, observadas por LANDY
et al. (1948), DUNLEAVY (1955), SWIN-
BURNE et al. (1975), BAKER et al. (1985)
permitem sua industrializagéo.

Um dos aspectos apresentados por BET-
TIOL (1991) € a necessidade de estimular es-
tudos com formulagbes de agentes de con-
trole bioldgico para facilitar sua aplicagdo,
colaborar para o estabelecimento do organis-
mo, minimizar 0s problemas relacionados com
umidade e radiagdo ultra violeta e permitir
aumento no periodo de armazenamento do
produto. Uma das caracterfsticas de B. subtilis
€ a produgfio de endosporo altamente resis-
tentes em condigoes adversas (NORRIS et al.,
1981), assim foram obtidas formulagdes pd
molhével de células de B. subrilis e verificou-
e que mesmo tendo um efeito inferior aos ex-
tratos da bactéria, a formulagio obtida
utilizando dijatomita como carregador (AM-
66) na concentragio de 10.000 ppm apresen-
tou controle de 74% da ferrugem do feijociro
(Quadro 2). A formulagio AM-62 obtida
através da coprecipitagio com acetona e lac-
tose possivelmente tenha apresentado menor
controle (33%) devido as caracteristicas do
produto, talvez mais sensfvel 4 luz ultra
violeta.

Tendo sido demonstrada a eficiéncia dos
extratos e das células formuladas de B. subtilis
no controle da ferrugem do feijoeiro em fo-
Ihas primdrias (Quadro 1, 2, e 3), faz-se
necessdrio estabelecer qual a freqiiéncia ¢ a
dosagem de aplicagio em condigOes de campo
¢ comparagio com os fungicidas disponfveis
no mercado.
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