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RESUMO

Santos, C.C.F. dos, Castro, H.A., Bettiol, W., Angeli Junior, A. Sensibilidade in vitro de urediniosporos de Puccinia psidii a Bacillus

subtilis. Summa Phytopathologica, v.24, p.183-185, 1998.

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito de vinte e quatro
isolados de Bacillus subtilis, antagbnicos a Pyricularia oryzae,
sobre Puccinia psidii, agente causal da ferrugem do eucalipto.
Trés desses isolados foram provenientes de folhas de eucalipto,
enquanto os demais foram procedentes de folhas de arroz. Os
isolados bacterianos foram testados in vitro, sob a forma de caldo

fermentado, caldo fermentado autoclavado e sobrenadante, quanto
a capacidade de inibi¢do da germinagdo de urediniosporos do
patégeno. Todos os isolados reduziram a germinag3o dos
urediniosporos nas trés formas empregadas, demonstrando que
os metabdlitos produzidos por B. subtilis sdo termoestaveis e a
inibi¢@o independe da presenga de células vivas.

Palavras-chave adicionais: Ferrugem do eucalipto, controle biolégico.
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subtilis. Summa Phytopathologica, v.24, p.183-185, 1998.

The present work aimed at evaluating the effect of twenty-
four isolates of Bacillus subtilis, antagonistic to Pyricularia oryzae,
on Puccinia psidii, the causal agent of eucalyptus rust. Three of
these isolates were from eucalyptus leaves, while the others were
from rice leaves. The bacterial isolates were tested in vitro, as
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fermented broth, autoclaved fermented broth and supernatant,
checking the effect on the germination of P. psidii urediniospores.
All isolates decreased urediniosporic germination in the three
preparations used, showing that metabolites produced by B. subtilis
are heat-stable and the inhibition independ of living cells.
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A ferrugem do eucalipto, causada pelo fungo Puccinia psidii
Winter, é de ocorréncia comum em eucaliptais suscetiveis a
doenga, com até dois anos de idade, em brotagdes apés o corte ou
até o estadio fenoldgico B, podendo causar severos danos a nivel
de viveiro ou campo (FERREIRA, 1989).

Ha fungicidas eficientes para o controle da ferrugem,
entretanto o uso indiscriminado desses produtos pode trazer
consequéncias indesejédveis ao ambiente. Na busca de
alternativas para o controle de doengas, espécies resistentes
associadas ao controle biolégico podem constituir-se em solugdes
interessantes.

Muitos trabalhos demonstram o potencial do controle
biolégico de doengas foliares por meio do manejo de bactérias
residentes ou n4o no filoplano. Dentre estas, Bacillus spp. sdo
frequentemente encontradas no fileplano de muitas espécies
vegetais. BETTIOL (1988) obteve is6lados desta bactéria a partir
de folhas de arroz e eucalipto. Badlims subtilis Cohn é descrita
como bactéria movel, aerdbia, Gragn-positiva, em forma' de
bastonete, com flagelos peritriquios e que ocorre em diversos
ambientes, podendo, em condig¢des adversas, produzir esporos
que permitem a sua sobrevivéncia (SNEATH, 1986). A
capacidade de produgdo de antibiéticos junto a substancias que
atuam como surfactantes, pode ser uma das maneiras pelas quais
B. subtilis exerce antagonismo a varias espécies de fitopatdgenos
(GOTTLIEB & SHAW, 1970). A agdo principal de B. subtilis
ocorre na germinag@o de esporos (BETTIOL, 1991).

Desta forma, este trabalho objetivou avaliar o efeito de vinte
e quatro isolados de B. subtilis sobre a germinag@o in vitro de
urediniosporos de Puccinia psidii.

MATERIAL E METODOS

Avaliaram-se vinte e quatro isolados de B. subtilis antagbnicos
a Pyricularia oryzae Cav. (Magnaporthe grisea) (BETTIOL &
KIMATI, 1989) quanto & capacidade de inibi¢@o in vitro da
germinagdo de urediniosporos de P. psidii. Trés desses isolados
(AP-02, AP-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 tubos de ensaio
de 15 cm de comprimento contendo 5 ml de meio s6lido de KADO
& HESKETT (1970), sob condi¢des normais de laboratério,
durante 48 horas. Adicionou-se 4dgua destilada esterilizada aos
tubos, até a altura do meio de cultura, agitando-os manualmente
para obtengdo de uma suspensdo bacteriana. Transferiu-se uma
aliquota de 1,5 ml da suspensdo para erlenmeyers de 50 ml de
capacidade contendo 20 ml de meio 523 de Kado e Heskett
liquido, os quais foram dispostos em agitador, sob condi¢des de
ambiente de laboratério, durante 7 dias consecutivos. Apds 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 11.180 g durante 10 min. para obteng@o do
sobrenadante (S), e a terceira autoclavada a 120°C/20 min.,
obtendo-se o caldo fermentado autoclavado (CFA).

Uma suspens&o de urediniosporos de P. psidii contendo Tween
80 a 1% foi preparada e sua concentragdo ajustada a 2,0 x 10*
esporos/ml com auxilio de um hemocitometro. .

Amostras de 5 i1 da suspensdo foram depositadas em laminas
escavadas. A seguir, 5 ul das preparagdes, CF, CFA ou S foram
depositados sobre a suspensdo de urediniosporos. As laminas
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foram colocadas em caixas de pléstico incolor transparente tipo
GERBOX, envolvidas em papel aluminio, contendo em seu
interior uma camada de algod&o umedecida em 4gua sob uma
folha de papel de filtro também previamente umedecida em dgua,
Dois tratamentos testemunhas foram empregados: deposicio de
5,0 pl da suspensdo de urediniosporos junto a 5,0 pl de dgua
destilada e deposic¢do de 5,0 pl da suspensdo de urediniosporos
junto a 5,0 ul do meio 523 de Kado e Heskett liquido.

Apos 12 horas de incubagfo sob temperatura de 20 + Ic,
determinou-se a porcentagem de germinagio, com base no
nimero de urediniosporos germinados e no niimero total de
urediniosporos, realizando-se dez leituras (10 campos sob
aumento de 400x). Considerou-se como urediniosporo germinado
aquele que apresentava um tubo germinativo com comprimento

~de, no minimo, duas vezes o maior didmetro do esporo. Todos

os tratamentos foram repetidos quatro vezes, sendo cada repeticio
constituida de uma ldmina escavada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A porcentagem de germinag&o in vitro de urediniosporos de
P. psidii em presenca dos 24 isolados de B. subtilis foi reduzida
significativamente nas trés formas empregadas (Quadro 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 germinagdo de urediniosporos, ainda que insignificante
quando comparada a testemunha. Mesmo assim, neste caso, os
urediniosporos apresentaram germinagfio 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
CFA. Similarmente, hifas de Eutypa lata em contato com B. subtilis
tiveram as extremidades malformadas, espessas € com numero
anormal de vactolos, enquanto os ascosporos do patégeno nio
germinaram quando em presenca de substéncia toxica produzida
pela bactéria (FERREIRA et al., 1991).

Os resultados mostram que os isolados de B. subtilis
antagbnicos a Pyricularia oryzae (saprofita facultativo) reduziram
a germinagdo de urediniosporos de Puccinia psidii, o qual €
parasita biotréfico. Isto sugere que os produtos téxicos produzidos
pela bactéria, provavelmente, devem atuar em rotas metabdlicas
comuns a ambos os patégenos, mas para que tal suposigdo seja
comprovada, seriam necessarios testes especificos. MIZUBUTI
(1992), constatando a ag@o antagdnica de B. subtilis sobre a
germinag@o de urediniosporos de Uromyces appendiculatus,
sugeriu que B. subtilis possua modo de agdo abrangente e/ou
produza diferentes substédncias antibidticas, devido ao efeito
deletério constatado sobre patdgenos de naturezas de parasitismo
completamente distintas.

BETTIOL & KIMATI (1989) postularam que B. subtilis inibiu
P. oryzae por antibiose. Provavelmente, B. subtilis atue alterando
vérios processos fisiolégicos ou rotas metabdlicas que sejam
comuns a varios organismos. Em decorréncia do provavel amplo
espectro de agdo, o surgimento de isolados do patégeno resistentes
aos antibidticos produzidos por B. subtilis pode ser menos
frequente. Dessa forma, além da redugéio no uso de fungicidas,
que s3o normalmente empregados para o controle da ferrugem
do eucalipto, com a utilizagdo de B. subtilis deve ser bastante
reduzida a possibilidade de surgimento de isolados resistentes as
substéncias antibidticas produzidas.
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.Quadro 1 - Porcentagem de germinac@o de urediniosporos de
Puccinia psidii, sobre laminas de vidro, em presenca
de caldo fermentado (CF), sobrenadante (S) ou caldo
fermentado autoclavado (CFA) de diferentes isolados

de Bacillus subtilis.

Tratamentos % de Tratamentos % de
germinagdo* germinagdo*
AP -02CF 0 AP-137CF 0
AP-028S 0 AP-137S 0
AP - 02 CFA 0 AP - 137 CFA 0
AP -03 CF 0 AP - 165 CF 0
AP-03S 0 AP-1658S 0
AP - 03 CFA 0 AP - 165 CFA 0
AP- 11 CF 0 AP - 181 CF 0
AP-11S 0 AP-181-S 0
AP - 11 CFA 2,00%* AP - 181 CFA 0
AP-12CF 0 AP -183-CF 0
AP-12S 0 AP-183-8S 0
AP - 12 CFA 2,78** AP - 183 - CFA 0
AP - 14 CF 0 AP -203 -CF 0
AP-14S 0 = AP-203-8S 0
AP - 14 CFA 3,18%* AP -203-CFA 0
AP - 42 CF 0 AP -336 CF 0
AP-42S 0 AP-3368S 0
AP - 42 CFA 0 AP - 336 CFA 0
AP -51CF 0 AP -339CF 0
AP-518S 0 AP -339S 0
AP -51 CFA 0 AP -339 CFA 1,59%#*
AP -91 CF 0 AP - 365 CF 0
AP-918 0 AP-365S 0
AP -91 CFA 0 AP - 365 CFA 0
AP - 94 CF 0 AP -401CF 0
AP-948S 0 AP-401S 0
AP - 94 CFA 0 AP - 401 CFA 0
AP - 105 CF 0 AP -420CF 0
AP-105S 0 AP-4208S 0
AP - 105 CFA 3,98** AP - 420 CFA 2,39%*
AP - 114 CF 0 AP - 429 CF 0
AP-114 S 0 AP-4298S 0
AP - 114 CFA 1,19%* AP - 429 CFA 0
AP-115CF 0 AP -471 CF 0
AP-1158S 0 AP-4718 0
AP - 115 CFA 0 AP - 471 CFA 0
Test. 4gua 33,30 Test. Meio Kado 35,00

Heskett

* Média de 4 laminas x 10 campos/ldmina (aumento 400x). * * Germinago
rudimentar de urediniosporos as margens da goticula.

O sobrenadante de B. subtilis reduziu a germinagdo de
urediniosporos de P. psidii, demonstrando que o efeito inibitério
independe da presenga de células vivas. De acordo com
MIZUBUTI (1992), o(s) principio(s) ou substincia(s) ativa(s)
causador(es) da inibi¢o difundem-se no meio de cultura e seu
efeito mostra-se independente da presenga de células bacterianas.
Algum composto produzido por B. subtilis € liberado no meio de

cultura € o responsavel pela redugfio da germinagdo dos
urediniosporos. Segundo 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 demonstraram que os metabdlitos produzidos pela
bactéria sdo termoestéaveis.

Em vista dos resultados obtidos, constata-se o potencial de B.
subtilis para o controle da ferrugem do eucalipto. Entretanto,
pesquisas mais aplicadas, como ensaios in vivo, a busca de
isolados mais eficientes e o estudo da compatibilidade da bactéria
com fungicidas devem ser realizados, visando reduzir os danos
decorrentes da doenga.
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