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RESUMO

Foram obtidos virios isolados de Bacillus sp. oriundos de folhas de Eucalyptus grandis, antagbnicos a
Cylindrocladium scoparium. Apés selecBo do isolado mais eficiente em inibir C. scoparium, in vitro, este
foi multiplicado em BD (batata-dextrose) e incorporado em meio BDA, verificando-se uma relaclio direta
entre a concentraclio do meio BD, incorporado, e a inibicko do crescimento micelial do patégeno.

Uma cultura liquids (BD) de Bacillus sp. (AP-28) com 10 dias de idade aplicada uniformemente sobre
folhas destacadas de E. grandis e E. urophylla 1, 24 e 48 homas sntes da inoculacio de uma suspensio com
conidios de C. scoparium (10* esporos/mi), apresentou controle semelhante/ao benomyl (0,5 g/1). Por
outro lado, Bacillus sp. nfo apreseatou coatrole do patégeno, quando aplicado 24 e 48 horas apés a inocu-
lagio de C. scoparium. N3o foram verificados efeitos fitopatogénicos do Bacillus sp. e nem efeitos fitotdxi-
cos de seus metabéblitos.

ABSTRACT

CONTROL OF LEAF SPOT INDUCED BY Cylindrocladium ON Eucalyptus grandis AND E.
urophylla WITH Bacillus sp.

Several Bacillus sp. isolates were obtained from leaves of Eucalyptus grandis, and some of them were
antagonistic to Cylindrocladium scoparium. After selecting the most efficient isolate on inhibitin C. scopa-
rium growth, in vitro, that was grown in PD (potato-dextrose) and incorporated in PDA medum. A direct
relationship was verified between the PD concentration and inhibition of the mycelial growth of the patho-
gen, expressed by colony diameter.

A liquid culture (PD) of Bacillus sp. (AP-28) with 10 days of age was sprayed uniformly on detached
leaves of E. grandis and E. urophylla 1, 24 and 48 hours before inoculation with a conidial suspension of
the fungus (10* spores/ml). These treatments showed disease control similar to benomyl (0,5g/l). On the
other hand, Bacillus sp. liquid culture did not show control when applied 24 and 48 hours after C. scoparivm
inoculation. Bacillus sp. (AP-28) and its metabolites did not show visible damage to the leaves.

Virios sfo os agentes causadores de O controle da mancha foliar normal-
manchas foliares em Eucalyptus. No entan- mente nfo ¢ exigido no viveiro quando as
to, os mais comuns pertencem a espécie do mudas sfo mantidas em condi¢bes de bom

género Cylindrocladium (15). srejamento e evitando-se o adensamento.
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Entre outros aspectos, a no necessidade-de
controle dessa doenga pode ser devida 4
ocorréncia de grandes populacbes de mi-
crorganismas  epifiticos que vivem nas
superficies foliares e que sio capazes de
influenciar as espécies patogénicas durante
o processo de infecgdo. Pnlvetizat;bu pre-
ventivas com fungicidas em viveiros Jocali-
zados em 4reas de alto mco,ouctmﬁvas
em caso de ocorréncia ‘
ser efetuadas para controle (15).

O interesse pelas formas biolGgicas de
controle de patdgeno da parte jerea, embora
negligenciado no passado, vém aumentanto
principalmente devido ao maior conheci-
mento das conseqiiéncias advindas do dese-
_quilibrio induzido pelo homem e também
devido ser largamente|aceito que controle
bioi6gico ocorre naturalmente na superficie
das plantas e que atividade antagbnica da
microflora saprofitica contra patdgenos
reduz a incidéncia de doengas no campo
(10).

S3o imimeros os exemplos de controle
biolégico de manchas foliares, com micror-
ganismos antagdnicos. LEBEN (16) selecio-
nou 230 isolados de bactérias das fothas de
plantulas de pepino e verificou que nenhu-
ma cultura 1fquida das bactérias pulveriza-
das sobre plantulas aumentou a incidéncia
de Antracnose (Colletotrichum lagenarium).
Verificou ainda que o isolado A 180 dimi-
nuiu consistemente a doenga, sob condigtes
experimentais, possivelmente como resul-
tado da produgio de um antibi6tico pela
bactéria, pois um antibi6tico ativo contra o
patégeno foi produzido in vitro. Com o
mesmo isolado, LEBEN & DAFT (18)
verificaram que a aplicagdo da suspensfio de
células desta bactéria reduziu a Antracnose
do pepino, a mancha de Alternaria em
tomateiro e Helminthosporium do milho,
em testes realizados com plantulas em casa-
de-vegetagdo. Em condi¢bes de campo,
LEBEN et al. (19) observaram que o isolado
A 180 falhou no controle da Antracnose do
pepino, mancha de Alternaria e Sarna da
macieira. A falha possivelmente resultou da

morte répida das células bacterianas, aplica-
das sobre as folhas determinada pelo resse-

‘camento.

LUZ. (21) relatou, a partir de experi-
mentos realizados sob condigdes controla-
das, que os organismos neutros do filoplano
do trigo, Sporobolomyces roseus, Rhodoto-
rula sp. e Sporobolomyces;sp. reduziram as
infecgbes foliares causadas por Cochlio-.
bolus sativus ¢ Leptosphaeria nodorum.
Em experimentos conduzidos em 1981,
sob condicdes de campo, S. roseus reduziu
significativamente a infec¢io dos patégenos
necrotroficos foliares, aumentando o rendi-
mento, em grios. Entretanto, em 1.982,
esta levedura ndo apresentou efeito sobre
as doencas ¢ no rendimento do trigo.

LOPES (20) verificou que dois isolados
de Pseudomonas fluorescens ¢ um de
Bacillus sp. controlou consistentemente
Pseudomonas avenae, agente causal da

‘leaf blight and stalk rot” do milho, em
casa-de-vegetagio. Em campo, venﬁcou
que P. fluorescens foi tio efetiva quanto
100 ppm de estreptomicina quando os tra-
tamentos foram realizados imediatamente
antes da inoculagio de P. avenae. Este
autor, verificou ainda que estreptomicina
aplicada 12 ou 24 horas antes da inoculagio
do patégeno, nfio apresentou controle,
enquanto P. fluorescens reduziu em 50% a
intensidade da doenga.

Muitos resultados promissores vém sendo
obtidos com o controle bioldgico de doen-

_¢as do filoplano utilizando bactérias do

género Bacillus como antagonista. GAYED
(13) verificou que lesdes causadas por
Helminthosporium sativum foram menos
severasem trigo e cevada quando B. pumilus
fol aplicado como protetor. Este efeito
pode ser devido & capacidade dos metab6li-
tos produzidos por B. pumilus degradar o
tubo germinativo como relatados por
MORGAN (22) em Puccinia recondita.
FRAVEL & SPURR (12) registraram um
isolado de B. cereus subsp. mycoides con-
trolando efetivamente as lesbes causadas
por Alternaria alternata em fumo, sob
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ambiente controlado. Este efeito pode
ser devido 4 ag%o do antagonista, na germi-
nac@io dos esporos e no desenvolvimento do
tubo germinativo. BAKER et al. (3) verifi-
caram que B. subtilis, B. cereus subsp.
mycoides, B. thuringiensis e Erwinia ananas
subsp. uredovora foram eficientes no con-
trole da ferrugem do feijoeiro, em certas
condi¢bes. Os mesmos autores observaram
que um isolado de B. subtilis reduziu em
95%, o nimero de pustulas de ferrugem
quando aplicado em cultura liquida, nas
plantas em casa-de-vegetagdo, 2 a 120 horas
antes da inoculagio com Uromyces phaseolli.
Respostas similares foram encontradas para
todas as variedades de feijdo e isolados do
patégeno testados. Em condiges de campo,
BAKER et al (4) confirmaram a redugdo da
incidéncia da doenga, no minimo em 75%,
com trés aplicagbes por semana. Alguns
tratamentos com B. subtlis foram mais
efetivos do que aplicagbes semanais do
fungicida mancozeb. Resultados interessan-
tes, com a utilizagio de Bacillus como anta-
gonico, também foram obtidos por DUN-
LEAVY (11), ABO-EL-DAHAB & GO-
ORANI (1), THIRUMALACHAR &
O’BRIEN (27), STAVELY et al. (26),
NUNES et al. (23, 24).

Na 4rea de protego florestal, SCHEFFER
(25) trabalhando com “Dutch Elm Disease”
causada por Ophiostoma wlmi, verificou
que o tratamento preventivo com Pseudo-
monas sp. suprimiu consideravelmente os
sintomas desenvolvidos, nfio se obtendo
controle efetivo com o tratamento curativo.

O presente trabalho teve por objetivos:
isolar e selecionar microrganismos antagd-
nicos a Cylindrocladium scoparium de
fothas de Eucalyptus grandis; avaliar a
influéncia dos antagonistas no crescimento
micelial de C. scoparium e verificar a possi-
bilidade de controle de mancha foliar
causada pelo patégeno em Eucalyptus, com
os antagdnicos selecionados.

Resultados parciais foram apresentados
por BETTIOL et al. (6, 7. 8).

MATERIAIS E METODOS

1. Isolamento, selecio e identificaclio de
antagonistas de Cylindrocladium scopa-
rium.

Foram retirados pequenos fragmentos
de folhas de mudas de Eucalyptus grandis e
transferidos sem desinfestagdo superficial
para placas de Petri contendo BDA (batata-
dextrose-dgar). As placas foram incubadas
em luz fluorescentes constante fornecida
por 3 lampadas, luz do dia, marca Philips,
temperatura de 28°C. Ap6s 24 horas, todos
o8 organismos que apareceram foram repi-
cados para tubos de cultura com BDA.

Para o centro de placas com BDA foi
transferido um disco de 0,5 cm de didgmetro
de coldnia de C. scoparium em pleno desen-
volvimento em BDA e colocados para
incubagdo sob as condigdes descritas ante-
riormente, por 48 horas. Ap6s este periodo
foram transferidos para cada extremidade
das placas distanciadas 3,5 cm do centro,
fragmentos do meio com os microrganismos
isolados anteriormente. As placas assim
preparadas foram incubadas por mais 72
horas quando foi avaliada a formag3o de
halo de inibi¢do. Os isolados com capaci-
dade antagonica foram preservados.

Apés obtengdio dos isolados de micror-
ganismos que se comportaram como anta-
gonistas a C. scoparium, foram realizados
testes com finalidade de comparar a efi-
ciéncia dos isolados e selecionar o antago-
nista mais eficiente.

Em placas de Petri contendo BDA,
foram previamente marcados: dois pontos
distanciados 7 cm, sendo que em um deles
foi transferido um disco de 0,5cm de
didmetro com micélio de C. scoparium e no
outro, ap6s 48 horas, um disco de meio
contendo os microrganismos antagbnicos.
Apos 5 dias de incubag@o nas mesmas con-
diges descritas anteriormente, foi determi-
nado o didgmetro da colonia de C scopa-
rium e do antagdnico, além do halo de ini-
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bi¢io. Cada tratamento constou de quatro
repeti¢bes, num delineamento experimen-
tal inteiramente casualizado.

A sele¢iio dos antagonistas mais eficien-
tes, in vitro, foi baseada na porcentagem de
inibigdo do patégeno. O isolado AP-28 con-
siderado mais eficiente foi identificado
segundo BUCHANAN & GIBBONS (9)
como pertencente ao género Bacillus.

2. Efeito da concentracio de caldo de cul-
tivo de Bacillus sp. (isolado AP-28) na
miblqio do crescimento micelial de C.
scoparium.

O isolado de Bacillus sp. denominado
AP-28, foi colocado para multiplicagio em
meio liquido. BD (batata-dextrose) por 10
dias, sob agitag@io constante, em condi¢Bes
ambientes. Depois, a cultura liquida foi
esterelizada em autoclave a 120°C e 1 atm
por 20 minutos e incorporada em BDA nas
concentra¢des de 0,0; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0;
15,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100% (v/v).

Para o centro das placas preparadas com
BDA incorporado, foi transferido um disco
de 0,5 cm de didmetro com micélio de C
scoparium, permanecendo incubadas por 7
dias, em condigdes ambientes com tempe-
ratura variando entre 25 e 27°C. Decorrido
este periodo, foi determinado o didmetro
da colonia do fungo e a porcentagem de
inibigo do seu crescimento.

Para se excluir o efeito da dilui¢io do
meio de cultura foi realizado um experi-
mento semelhante ao anterior, usando as
mesmas dilui¢bes com dgua.

Nos dois ensaios o delineamento experi-
mental foi inteiramente casualizado com 5
repeticOes.

3. Controle da mancha foliar de £, grandis
e E. urophyla causada por C. scoparium
com Bacillus sp. (isolado AP-28).

Folhas destacadas de plantas sadias de
E. grandis e E. urophylla, com 90 dias de

idade, cujos peciolos foram envolvidos com
algoddo e acondicionados em placas de
Petri de pldstico contendo um disco de
papel de filtro, previamente umedecido
com dgua destilada, foram utilizadas para o
estudo.

Uma cultura liquida (BD) de Bacillus sp.,
isolado denominado AP-28, incubada por
10 dias sob agitagio constante em condi-
¢0es ambientes, foi uniformemente aplicada
com auxflio de pulverizador ‘“‘De Vilbiss”
(5 pulverizagoes/folha) sobre as folhas 1,
24 e 48 horas antes e ap6s inoculaglio da
suspens3o de C. scoparium (10* esporos/ml),
com o “De Vilbiss’ (4 pulveriza¢des/folha)
e com pipetador automdtico calibrado para
0,01 ml/gota (4 gotas/fotha). Além desses
tratamentos, o ensaio foi composto de um
tratamento com benomyl (0,5 g/l) e trés
controles (um com 4gua, um com Bacillus
sp. e outro com C, scoparium). Todas as
inoculagdes foram realizadas na superficie
superior das folhas. Os tratamentos foram
repetidos 6 vezes, num delineamento intei-
ramenté casualizado. As folhas foram incu-
badas por 7 dias, em condigdes ambientes
com temperatura entre 25-289C e poste-
riormente foi determinada a porcentagem
de drea foliar lesionada com auxilio da
tdbua de grdficos do computador Apple 2E.

RESULTADOS

1. Isolamento e seleciio de antagonistas mais
eficientes em inibir o crescimento mice-
lial de C. scoparium, in vitro.

A partir de folhas de E. grandis foram
obtidos 11 isolados de bactérias, que apre-
sentaram antagonismo a C. scoparium. Ap6s
isolamento, os antagénicos foram preserva-
dos pela técnica de repicagem sucessiva e
receberam denominagio de AP-2, AP-3
AP-9, AP-10, AP-11, AP-14, AP-26, AP-28,
AP-32, AP-33 e AP-34.

Como nos trabalhos iniciais de isolamen-
to foi observado uma menor efetividade
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dos isolados AP-3, AP-9, AP-10, AP-26,
AP-32 e AP-34 em inibir 0 patégeno, esses
antagonicos nio foram testados.

Dentre os isolados estudados o AP-28
foi 0 que apresentou maior capacidade em
inibir o crescimento micelial de C. scopa-
rium (Quadro 1).

2. Efeito da concentraglio do caldo de cul-
tivo de Bacillus sp. (isolado AP-28) na
inibicdo do crescimento micelial de C.
scoparium.

Da andlise do crescimento micelial (cm)
e da porcentagem de inibi¢io do patégeno,
verificou-se relaglio direta entre a concen-
tragio de caldo no meio BDA e inibiglio do
crescimento de C. scopariwm (Quadro 2).

O efeito da diluigio do meio de cultura
foi exclufdo, visto n#io haver reducdo esta-
tisticamente significativa no crescimento
micelial de C. scoparium em dilui¢des com
4gua, de até 50% (Quadro 3). Assim a inibi-
¢do observada com o aumento da concen-
tragdo do caldo de AP-28 se deve aos efeitos
dos metabo6litos liberados pelo Bacillus.

3. Controle da mancha foliar de E. grandis
e E. urophylla causada por C. scoparium
com Bacillus sp. (isolado AP-28).

Para as duas espécies de Eucalyptus e
para os dois métodos de inoculagio com C

scoparium, a suspensio contendo Bacillus
sp. pulverizada 1, 24 e 48 horas antes da
inoculagdo do patégeno apresentou controle
semelthante a0 benomyl (0,5 g/1). Entretan-
to, quando o antagdnico foi pulverizado
24 e 48 horas ap6s a inoculagio da suspen-
sfo de esporos de C. scoparium houve um
aumento na 4rea foliar lesionada quando
comparada com a do tratamento que rece-
beu apenas o patogeno. Este aumento nio
foi estatisticamente significativo (Quadro 4).

Por ser um organismo vivo, foi avaliada
a possibilidade do Bacillus ser patogénico
¢/ou produzir metabé6litos fitotéxicos. Estas
observacGes foram possfveis com o trata-
mento onde o caldo de Bacillus sp. e seus
metaboélitos foram aplicados sobre as folhas
destacadas resultando na auséncia de pato-
genicidade bem como de fitotoxicidez
(Quadro 4).

E. wrophylla foi mais suscetivel a C
scoparium do que E. grandis quando o
patégeno foi inoculado com auxilio de
pipetador e observagio contrdria foi verifi-
cada quando o C. scoparium foi inoculado
com pulverizador “De Vilbiss” (Quadro 4).

DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A reconhecida existéncia de uma micro-
flora antagdnica a patégenos existentes no

Quadro 1. Efeito antagénico de diferentes isolados de microrganismos a Cylindrocladium scoparium avalia-

do em meio sélido BDA /.

Diimetro da Difimetro da Halo de .
Isolados colonia de colonia do inibicdo Inibigio

C. scoparium antagonists (cm) (%)

(cm) (cm)

AP-3 5,23 2,03 1,53 27,5
AP- 11 5,37 1,78 1,45 25,3
AP- 14 5,80 1,90 1,00 18,7
AP - 28 4,42 1,78 2,50 39,9
AP- 33 5,50 1,68 1,45 23,3
Testemunha 7,02 ‘ -

!/ Médias obtidas de 4 repeti¢des (placas de Petri).
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Quadro 2. influéncia da concentraglio do caldo
de cultivo de Bacillus sp. (isolado
AP-28) no crescimento micelial de
Cylindrocladium scoparium, em medo

sblido BDA.
Concentragio  Difmetro ds colénia InibicSo
de caldo de C. scoparmm %
(%) ¢cm)!/
0,0 5,96 0,0
1,0 4,51 32,7
2,5 4,16 38,6
50 3,34 52,3
10,0 2,56 65,4
15,0 2,29 69,9
25,0 1,69 80,0
50,0 1,09 90,1
75,0 0,00 100,0
100,0 0,00 100,0

/ Os valores sio médias de 5 repetigBes (placa
de Petri).

Quadro 4. Efeito de Bacillus

Quadro 3.Influéncia da diluigio do meio liquido
BD (batata-dextrose) no crescimento
micelial de Cylindrocladium scoparium

Diametro da colonia Inibi

% de C(sco)p’anum %
0 5,437 -
1,0 53 0,02
2,5 5.5 0
5,0 5,5 0
7,5 5,2 0,04
10,0 5,6 0
25,0 54 0
50,0 6,4 0

1/ D:lunqﬂo realizada com dgua destilada.
/ Os valores sdo médias de 5 repeticBes (placas
de Petri).

3/ As médias dos difmetros das coldnias de C.
scoparium n3o diferem entre si (Tukey 5%).

sp. (isolado AP-28) sobre a porcentagem de drea foliar lesionada por Cylindro-

cladium scoparium inoculsdo em folhas destacadas de Eucalyptus grandis e E. urophylla.

Area foliar lesionada (%)'/

Eucalyptus grandis

Eucalyptus urophylla
: Total

Tratamento

Inocutagio com auxilio de  Inoculagio com auxilio de

Pulverizador Pipetador  Pulverizador Pipetador

1. Testemunha absoluta - 0,00c?
2. Bacillus 0,00c
3. C. scoparium (Testemunha relativa) 19,20ab
4. Benomyl (0,5 g/1), 1 hora antes de

C. scoparium 0,00c
S. Bacillus 24 hs. antes de C. scopa-

rium 3,42bc
6. Bacillus 48 hs. antes de C. scopa-

rium 7,08bc
7. Bacillus 24 hs. apés C. scoparium 11,93ab
8. Bacillus 48 hs. apds C. scoparium 28,97a
9. Bacillus 1 hora antes de C. scopa-

rium 8,87ab

0,006 0,008 0,00b
0,00b 0,00a 0,00b
11,75 527 33,34a
142b 0,083 4,700
1,39 0,50a 1,60b
0,60b 0,72a 1,980
14,372 2,71a 4747
16,18a 6,35a 47,63a
0,00b 1,07a 112

1 A porcentagem de drea foliar lesionada foi determinada com auxi{lio da Tabela de Graficos de Apple 2 E.
’ Médias em cada coluna seguidas da mesma letra nio %erem estatisticamente entre si (TUKEY 5%). Para

andlise os dados foram transformados em arc sen

00 + 0,5. Valores sio médias de 6 repetigdes.
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filoplano foi confirmada através do isola-
mento de Bacillus da superficie foliar de E.
grandis. Os resultados obtidos também per-
mitem concluir que Bacillus sp. produz
antibi6ticos que controlam o crescimento
de C. scoparium (Quadros 1 e 2). S#o inG-
meros os relatos de produgdo de antibi6tico
por Bacillus (2, 5, 14). ‘

A pulverizag3o de Bacillus sp. 1,24 ¢ 48
horas antes da inoculagio do C. scoparium
apresentou controle semelhante ao beno-
myl, demonstrando ser possfvel a utilizag3o
desta bactéria e de seus metabélitos no
controle do fungo. Resultados promissores
usando Bacillus também foram obtidos por
BAKER et al. (3), LOPES (20), THIRU-
MALACHAR & O’BRIEN (27).

LEBEN (17) relata que sob condi¢Bes
controladas os sucessos com controle biol6-
gico s3o muitos, mas que ocorrem frustra-
¢0es em campo. Desta forma é necessdria a
continuagdo deste trabalho a nfvel de
casa-de-vegetag#o e viveiro comercial.

No trabalho foi verificado que a aplica-
¢fo do antagonista 24 e 48 horas ap6s a
inoculagdo do patégeno, além de nio con-
trolar a doenga, apresentou um pequeno
estimulo 3 sua evolugio (Quadro 4). Uma
das possiveis explica¢bes ao fato é que o
efeito da bactéria e/ou seus metabdlitos

- pode ser, conforme relatado por FRAVEL
& SPURR (12), sobre a germinagdo do
esporo efou no desenvolvimento do tubo
germinativo. Assim, se o tempo decorrido
entre a inoculagio do patégeno e a aplica-
¢do do antagonista for suficiente para a ger-
minag#o e penetragio do patdgeno, Bacillus
sp. nd0 opera ou age com menor intensi-
dade. Podendo ainda o caldo de batata-
-dextrose ter beneficiado o processo. de
colonizagio do patégeno. Insucesso no
tratamento curativo também foi alcangado
por SCHEFFER (25) na tentativa de con-
trolar Ophiostoma ulmi com Pseudomonas
sp. No entanto, este autor também verificou
que o tratamento preventivo foi bem
sucedido.

Um resultado interessante observado no
Quadro 4 ¢ a interaglio entre as espécies de
Eycalyptus e o tipo de inoculagio do pato-
geno, em relagdo A suscetibilidade. Observa-
-se que E. wrophylla foi mais suscetivel
quando o fungo foi inoculado localizada-
mente com aux{lio do pipetador, enquanto
que o E. grandis mostrou-se mais suscetivel
quando a inoculag@o foi por pulverizagio.
Considerando o total da drea foliar lesio-
nada, o E. urophylla comportou-se como
mais suscetivel ao C. scoparium que o E.
grandis (Quadro 4).

Os resultados obtidos com a inibigdo do
crescimento do fungo e controle da doenga
em folhas destacadas demonstram o poten-
cial de controle do fitopat6geno com o uso
de antagonistas isolados da propria micro-
flora do hospedeiro.
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