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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial llactériaBacillus subtilisno controlein vitro e in vivo do
fitonematoidePratylenchus brachyuruCultura bacteriana foi incubada a temperatur2&€ em caldo triptona de
soja durante 7 dias. O cultivo microbiano, célidasterianas, sobrenadante filtrado, meio de cuttortcentrado 5X e
material eluido por rotoevaporacédo,QH+ compostos volateis) foram utilizados. O in6aléd®. brachyurudoi obtido
pelas técnicas de trituracdo de raizes e centgfigaEm laboratério, a influéncia do bacilo na tdeanatalidade e
mortalidade do nematoide. brachyurusfoi avaliada, bem como na germinacdo das semeietesoja. Em casa de
vegetacdo, foram observados o desenvolvimento alegeta presenca de ovos e de juvenisPdebrachyurus
respectivamente nas raizes e no solo. O controlpapalacdo do nematoide se mostrou efetivovitro. A
microbiolizacdo das sementes de soja com a rizébaceé seus produtos ndo afetou a germinacéo, ethmiu
significativamente o nimero de nematoides nas saézeo solo, ocasionando também consideravel irsrETda
biomassa vegetal. Desse modo, a utiliza¢adB.d®ibtilise de seus metabdlitos no controle biolégico doateitieP.
Brachyuruspode ser uma estratégia promissora na culturajda so

Palavras-chavesControle biol6gico, nematoid&lycine max.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate theeptidl in vitro andin vivo of Bacillus subtilisin controlling plant
parasitic nematodBratylenchus brachyuruBacterial culture was incubated at 28°C in trygt@oy broth for 7 days.
Bacterial culture, bacillus cells, supernatantturel concentrated 5X by rotary evaporation andeelgblution (HO +
volatiles) were used. THe. brachyurusnoculum was obtained by grinding of the roots aedtrifugation techniques.
In the laboratory, the bacterial effects on thengeation of soybean seeds and their influence étinth rate and
mortality of the nematode. brachyuruswvere evaluated. In the greenhouse, we observeplahedevelopment and the
presence of nematode eggs and J2 respectivelyots end soil. Biocontrol of nematode populationvitro was
effective. The microbiolization soybean seed wittizobacteria and its products did not affect geatian, but
significantly reduced the number of hematodes aribots and soil, and causing also considerabledse in plant
biomass. Thus, the use Bf subtilisand its metabolites in biological control of phytmatodeP. brachyurusmay be a
promising strategy in soybean culture.

Key-words: Biological Control, nematodé&slycine Max.
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INTRODUCAO nematoides acarreta efeitos sobre a eclosao,
desenvolvimento, motilidade e mortalidade,
Os fitonematoides podem causar grandes reduzindo a invasdo das raizes das plantas por
perdas na agricultura, apresentando estes parasitas (Siddiqui & Mahmood, 1993;
atualmente, resisténcia a acdo de pesticidasCosta et al., 2002).
convencionais. Em campos cultivados,
inclusive naqueles com auséncia de rotagdo deUm dos microrganismos de maior eficacia
culturas, a taxa populacional aumenta nesta estratégia de controle tem sido a bactéria
significativamente. As espécies do género Bacillus subtilis com acdes significativas ja
PratylenchusFilipjev (nematoides das lesbes confirmadas por diversos autores (Li et, al
radiculares) sao parasitas de dezenas de2005; Cardoso & Araujo, 2011; Mutua et al.,
espécies vegetais e no Brasil, encontram 2011; Aradjo & Marchesi, 2009). Reducéo da
condigcbes  favoraveis para 0 seu eclosdo de ovos imaturos e maduros do

desenvolvimento, disseminacao e nematoide das galhas Mé¢loidogyne
sobrevivéncia, devido aos fatores edafo- graminicold, bem como aumento da
climaticos. Atualmente?. brachyurug-ilipjev mortalidade de juvenis em 24 e 48 horas,

e Schuurmans StekhovenRe zeaeGraham foram observados em ensaiom vitro
causam as maiores perdas, com amplautilizando cepas d8&. subtilispor Ludwig et
distribuicdo geogréfica e grande numero de al. (2013). Reducéo significativa da eclosdo do
plantas hospedeiras, apresentando tambémnematoide dos cistosléterodera glycingsfoi
habilidades de sobrevivéncia em restos observadain vitro, ap6s tratamento com
culturais (Altmann, 2010; Asmus, 2003; Costa, cultura desta bactéria por Aradjo et al. (2002).
2012; Goulart, 2008). As perdas, somente na Esta bactéria tem sido inclusive, isolada do

cultura da soja Glycine max(L.) Merril], rizoplano (rizobactéria), atuando diretamente
causadas pel®. brachyurus sdo estimadas sobre o0s nematoides, além disso, pode
em valores acima de 30% (Goulart, 2008). modificar os exsudatos radiculares, fazendo

com que 0S mesmos nao sejam reconhecidos
No controle, sdo necessarias ao menos, duagpelos nematoides e, consequentemente
estratégias basicas na sustentabilidade dainibindo a eclosdo (Ramamoorthy et &001;
producdo, sendo elas a reducdo de niveisSiddiqui et al 2001).
populacionais e também o estimulo ao
desenvolvimento radicular das culturas, numa Existe também, a possibilidade destes
convivéncia com esses parasitas (Asmus, antagonistas atuarem como agentes
2003; Dias et al., 2010; Costa, 2012; Goulart, promotores do crescimento da parte aérea e
2008; Inomoto & Asmus, 2010). As estratégias raizes das plantas, com efeitos na
incluem produtos quimicos e biolégicos, produtividade. Entre o0s géneros mais
praticas culturais e cultivares resistentes. estudados destacam-&acillus, bem como

Pseudomonas, Azospirillu@ Rhizobium Os
Pesquisas tém sido direcionadas a descobertaefeitos desses microrganismos sobre o
de novos organismos e substancias bioativosdesenvolvimento das plantas sdo amplos,
ambientalmente nulos, ou pouco impactantes incluindo os efeitos benéficos na germinacdo
ao meio ambiente. Fungos e bactérias tém sidode sementes, emergéncia de plantulas e
empregados neste controle, diminuindo a crescimento vegetal (Lazzaretti & Bettiol,
densidade populacional do parasita no campo €1997; Luz, 2001; Ludwig & Moura, 2007;
equilibrando a microbiota do solo, tornando-o Mafia et al., 2007; Aradjo & Marchesi, 2009;
supressivo ao patégeno (Padilha & Samuell, 1zzeddin & Medina, 2011; Ludwig et al., 2013;
2000). Sao empregadas estratégias deSarti & Miyazaki, 2013; Orbera et al., 2014).
predacdo, parasitismo e antibiose entre osAraujo & Hungria (1999) observaram qie
microrganismos e fitopatdégenos. A capacidade subtilis (AP-3) e seus metabdlitos
de produzir metabdlitos secundarios inibitérios proporcionaram incrementos na nodulacéo e
(toxinas) e de causar patologias nos rendimento da soja no campo. Em alguns
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trabalhos, observou-se que a promocdo decrescimento microbiano, células bacterianas
crescimento de plantas por rizobactérias centrifugadas ressuspendidas em solucéo
também tem sido relacionada a producdo de salina esterilizada, sobrenadante filtrado do
horménios como giberelinas (Holl et al., caldo cultivado, meio cultivado 5X
1988), auxinas (Araujo et al., 2005) e &cidos concentrado por rotoevaporacdo e material
latico e succinico (Yoshikawa, 1993). Em eluido em rotoevaporador {8 + compostos
resposta aos exsudatos de raizes de Boja, volateis). As testemunhas se deram com agua
subtilis produziu AIA (acido indol acético) e destilada (testemunha 1) e meio TSB
AIB (acido indolbutirico) (Aradjo et al., 2005). (Testemunha 1)) esterilizados. Para
quantificacdo do in6culo bacteriano se utilizou
O objetivo deste trabalho foi avaliar vitro a a escala McFarland e contagem em placa com
acdo de suspensfes de diferentes preparadogagar triptona de soja (TSA, HIMEDIA).
de Bacillus subtilissobre a mortalidade de.
brachyurus e sobre as populacbes do Producéo de indculo de P. brachyurus
nematoide na cultura de soja em casa deA partir de cultura pura d®. brachyurus
vegetacdo. Também foram avaliados os efeitos caracterizada atraves dos aspectos
destes preparados na germinacao das sementesiorfoldgicos, conforme descrito por Handoo
e na biomassa da parte aérea e raiz. & Golden (1989) e mantida em quiabo na casa
de vegetacdo, obteve-se uma suspensao de
nematoides, utilizando-se a técnica de

MATERIAL E METODOS trituracdo de raizes de Coolen & D’Herde
(1972), juntamente com a técnica de
Microrganismo centrifugacéo de Jenkins (1964).

Cepa deB. subtilis (UFMT-01), previamente

identificada por métodos classicos e A aliquota de 20 g de raizes foi triturada em
moleculares conforme Machado et @010), liquidificador durante 40 segundos e em
proveniente do Laboratério de Microbiologia seguida a suspensao passou por uma peneira
da Faculdade de Medicina da UFMT (Cuiaba, de 20 mesh sobreposta a outra de 400 mesh e o
MT) foi utilizada no estudo. Os ensaios residuo da peneira de 400 mesh foi recolhido
prévios de verificagdo da atividade de para um copo, com o auxilio de jatos de agua
antibiose aos fungos ambientais e de uma pisseta. A suspensédo foi colocada em
fitopatogénicos também foram realizados. A tubos de centrifuga, juntamente com uma
atividade de antibiose contra fitonematoides pitada de caolim e centrifugada por 5 min a
foi realizada no Laboratério de Fitopatologia e 1.450 rpm. Terminada a centrifugagcéo, o
no Campo Experimental do UNIVAG-Centro sobrenadante foi descartado e adicionou-se a
Universitario, em Varzea Grande, MT. O solucdo de sacarose (450 g de acucar para
periodo de conducdo dos ensaios foi de 1.000 mL de agua) ao residuo. Procedeu-se a

outubro de 2013 a marc¢o de 2014. nova centrifugacdo por mais 1 minuto na
mesma rotacdo anterior e os tubos foram
Cultivo e extrato microbiano retirados. O sobrenadante foi retido em uma

Culturas puras dB. subtilisforam incubadas a  peneira de 500 mesh na posicéo inclinada para
temperatura de 28°C em meio liquido triptona que o excesso de sacarose fosse lavado com
de soja (caldo TSB, HIMEDIA) durante 7 agua. O residuo da peneira, depois de lavado,
dias. Parte das culturas foi centrifugada a 5000 foi recolhido para um copo, onde tal suspensao
rom, sendo o pellet lavado duas vezes em foi avaliada quanto a populacdo (ovos, juvenis
solucdo salina isotbnica esterilizada. O e adultos) de nematoides no solo, com o
sobrenadante foi filtrado em membrana auxilio da cAmara de contagem de Peters. Trés
millipore 0,45 um. Outra parte dos cultivos foi aliquotas de 1 ml foram retiradas e colocadas
roto-evaporada a 60°C até atingir a em lamina de contagem e levada ao
concentracdo em 5X. Desse modo, foram microscépio estereoscopio para a contagem de
utilizados no experimento: o caldo com nematoides. Em camara de fluxo laminar, toda
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a suspensao de nematoides foi passada tré¥ara o tratamento biolégico das sementes

vezes em agua destilada e esterilizada, emplantadas foram utilizados os tratamentos:

peneiras esterilizadas de 0,025 mm, sendol. Testemunha | (H2O esterilizada);

guardada em camara fria C8até o momento 2. Testemunha Il (Caldo TSB esterilizado);

do estabelecimento dos ensaios. 3. Cultura pura d®. subtilisem TSB (1x107
células/mL);

Teste de antagonismo microbiano na eclosao e 4. Células d@. subtilis(>1x109 células/mL);

na mortalidade de juvenis de P. brachyurus 5. Sobrenadante filtrado de cultura &

A quantia de 10 mL de culturas bacterianas foi subtilis (TSB)

colocada em placas de Petri estéreis, de 4,5 cmb6. Cultura rotoevaporada d& subtilis [5X]

de diametro. A seguir, foi pipetado 1 mL de (TSB);

suspensao contendo 500 ovos de. 7. Eluido rotoevaporado.

brachyuruse a mistura final foi incubada por 7

dias, a 28C, em sala climatizada. Ap6s a Nestes ensaios foram aplicados 5,0 mL da

incubacdo foi realizada a avaliacdo da suspensédo bacteriana sobre as sementes que

percentagem de J2 eclodidos (formas juvenis foram imediatamente homogeneizadas e

de 2° estgio). Para o teste de mortalidade, efetivada a semeadura (cinco sementes por

foram observados 0s nematoides copo). O delineamento  experimental

aparentemente inativos. Para que o0s empregado foi o de parcelas inteiramente

nematoides fossem considerados inativos, casualizadas com 6 repeticdes, totalizando 60

estes deveriam apresentar um corpo retilineo eparcelas. As sementes foram semeadas em

imével ao microscopio. Cada placa constituiu papel toalha germitest, umedecidos com agua

uma unidade experimental, sendo que no valor de 2,5 vezes o valor do peso do papel

realizadas seis repeticbes, sob um seco e distribuidas sobre duas folhas de papel

delineamento  experimental inteiramente germitest no terco superior, sendo cobertas por

casualizado. outra do mesmo papel e enroladas. Os papéis
foram fixados com ligas de borrachas,

Os tratamentos referentes ao ensaio | foram osformando um cartucho e levadas a camara de

seguintes: germinacao (B.0.D) a 25°C por um periodo de
1. Testemunha | (H20 esterilizada); sete dias. O fornecimento de agua € condicao
2. Testemunha Il (Caldo TSB esterilizado); essencial para que a semente inicie a
3. Cultura pura d@&. subtilisem TSB (1x107  germinacdo e se desenvolva normalmente. O
células/mL); substrato foi, durante todo o teste,
4. Cultura pura d8. subtilisem TSB (diluicdo suficientemente umedecido ao oferecer as
0,2 X); sementes a quantidade de agua necesséaria para
5. Cultura pura d8. subtilisem TSB (diluicao sua germinacdo. Tomou-se o0 cuidado de o
100 X); substrato, especialmente o de papel, ndo ser
6. Cultura pura d8. subtilisem TSB (diluicao tdo umedecido a ponto de formar uma pelicula
1.000X); de agua em torno das sementes, ja que este
7. Células dé. subtilis(>1x109 células/mL); excesso restringe a aeracdo, prejudicando a
8. Sobrenadante filtrado de cultura de germinacao.

subtilis (TSB);
9. Cultura deB. subtilis rotoevaporada 5X  Para evitar a perda de agua por evaporacéo, a
(TSB); amostra foi mantida em ambiente com alta
10. Eluido rotoevaporado. umidade, visando reduzir a necessidade de
reumidecimento do substrato apdés a
Efeitos de B. subtilis sob a germinagcdo de semeadura. Por fim foi realizada a avaliacéo
sementes de soja in vitro da porcentagem de plantulas normais e
Os testes de germinacdo de sementes de sojanormais. A porcentagem de germinacdo de
foram realizados com 6 subamostras de 50 sementes correspondeu a propor¢ao do numero
sementes da variedade de soja TMG 1174.de sementes que produziu plantulas
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classificadas como normais, em condi¢cdes e caolime o0s resultados expressos em formas
periodos especificados. Além de serem ativas por 150 cfide solo.
classificadas como plantas normais que podem
dar origem a uma plantula sadia, podem ser Os dados obtidos foram submetidos a analise
classificadas como plantulas anormais, de variancia para obteng&do dos valores de F.
sementes nao germinadas que ndo sdo capazelBara comparacdo das médias, foi empregado o
de dar origem a uma plantula sadia. teste Tukey a 5% de probabilidade. Foi
utilizado o programa estatistico SASM-AGRI
Ensaio para acao de B. subtilis sob a (Canterietal., 2001).
populacdo de P. brachyrus em casa de
vegetacao e no desenvolvimento da soja
O estudo foi realizado em condi¢cdes de casa RESULTADOS E DISCUSSAO
de vegetacdo. Foram utilizados copos plasticos
com capacidade para 0,7 kg de substrato. OEfeitos in vitro de B. subtilis na ecloséo e
substrato esterilizado foi composto de areia, mortalidade de P. brachyurus
esterco e solo na proporcéo de 1:1:3. A analise Os dados referentes a imersdo dos nematoides
de solo do substrato apresentou as em suspensdes de preparadosBdesubtilis
caracteristicas descritas a seguir pHQH (Fig. 1) evidenciaram efeitos antagonicos
5,6; pH (CaG)): 5,0; Ca: 3,36 Cmpldm®K: significativos da bactéria sobre a taxa de
0,08 Cmo} dm?; Mg: 3,3 Cmol dm*; Al: 0,0 mortalidade do nematoid®. brachyurus(P <
Cmok dm?; H + Al: 7,0 Cmol dm>; Soma de 0,05). Os tratamentos 3, 4 e 9 demonstraram
bases: 6,74 Cmeoldm® Saturacdo de bases: maior atividade inibitéria do nematoide e,
49,1%:; Zn: 4,8 mg dify Cu: 0,3 mg drii; Fe: estatisticamente, ndo diferiram entre si nas
20 mg dn?; Mn: 112,7 mg dnf; B: 0,18 mg taxas de mortalidade. Com relacdo ao meio
dm? S: 6,8 mg dnf; P; 30,8 mg dii; matéria  TSB esterilizado (testemunha 2), ndo se
organica: 64 g k§ areia: 569 g Kg; silte: 99 verificou efeitos inibitérios, ndo diferindo
g kg®; argila: 332 g kd. estatisticamente da testemunha em &gua
(testemunha 1). O valor percentual da taxa de
As plantas foram cultivadas durante 60 dias mortalidade da testemunha 2 (caldo TSB) foi
em casa de vegetacao com reposicao periddicautilizado como referéncia para base de calculo
da umidade do solo para proximo da do grau de eficacia, subtraindo-o de dados
capacidade de campo. ApOs este periodo, aspercentuais dos tratamentos, o0 que
plantas foram coletadas cuidadosamente correspondeu a seguinte ordem: 49,99%
separando-se as partes aérea e radicular dtratamento 3), 44,52% (T4), 36,78% (T5),
amostras de solo foram coletadas em cada um27,30% (T6), 27,37% (T7), 38,35% (T8),
dos vasos. A parte aérea foi secada em estufab6,91% (T9), 41,12% (T10). Estes resultados
(60°C) até a obtencdo de massa constante. Asndicam o cultivo bacteriano d8. subtilis
raizes, imediatamente apoOs coletadas, foramcomo uma alternativa potencial para o controle
lavadas em &gua corrente, deixadas secar sobrele P. brachyurus A diluicho da calda
papel absorvente durante quatro horas, pesadasermentada € um fator importante a ser
e submetidas aos procedimentos de trituragéo econsiderado antes da aplicacdo, pois o grau de
extracdo de ovos e formas ativas de eficacia diminui conforme menor concentracao
nematoides (Coolen & D’Herde, 1972), dos constituintes do cultivo. A diluicdo de 100
juntamente com a técnica de centrifugacdo dea 1.000X do cultivo deB. subtilis reduziu
Jenkins (1964). Ap6s a contagem dos ovos e consideravelmente a eficdcia de mortalidade
formas ativas de cada espécie de nematoidesdo nematoide. Quando se utilizou somente
os resultados foram expressos em ovos ecélulas deB. subtilis (pellet), houve pouca
juvenis por grama de raiz. Para extracdo de inibicdoin vitro do nematoide, indicando que
nematoides nas amostras de solo foi utilizada ametabdlitos presentes no cultivo sado
mesma metodologia, apenas excluindo-se oimportantes na reducdo da natalidade e
aumento da mortalidade.
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Bactérias nematéfogas constitt grupo
natural de microrganismos que podem atue
diferentes maneirasantagonicas sobre 0s
nematoides em especial, por parasitisn
producdo de toxinas, antibioticos, enzin
competicao por nutrientesmclusiveinduzindo
a resisténcia vegetal sistémica e cc
promotores do crescimento (T et al., 2007).

Numerosas cepas de espécieBacillus vém
sendo empregadas para prevengao e cor

600

de fitopatégenos (fungos, bactérias
nematoides) e insetoReducao da eclosao
ovos imaturos e maduros cMeloidogyne
graminicola bem como aumento
mortalidade de J2 em 24 e 48 horas, fo
observados em ensaicin vitro utilizando
rizobactérias, incluindo cepas dBacillus
(Ludwig et al., 2013)Reducéo significativa ¢
eclosdo do nematoidgeterodera glycine foi
observadan vitro apos tratamento cocultura
deB. subtilis(Araujo et al., 2002

O Populagio inicial (ovos,

500 4[] [ _ — _ ] B ] — ] juvenis e adultos)
:f T ONematoides vivos
Z 400
E i
5 W Nematoides mort
2 300 - ematoides mortos
= | ab ab b
3 200 - el 1a cd d cd
E - b gll h
i c
100 ; e e I .
4 o
g h
0 : : : : : : : : :
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tratamentos

Figura 1 - Médias da populacdo dP. brachyurus compreendendo vivos e mortos
supostamente mortos), imersos em susdesin vitro. 1 e 2 representam os dados das testemt
(em &gua e meio TSBIEnquanto que, de 3 a 10 t-seos dados referentes aos tratamentos
diferentes preparados a partir do cultivoB. subtilis Médias seguidas de mesma letra, para
grupo de colunas, ndo diferem entre si, pelo tdstdukey (P<0,05).N.S.— nao significativo.
Nematoides vivos CV 17,4%, nematoides mortos CVA%le total final (mortos + vivos) C
13,9%.

Figure 1 - Averages oP. brachyurudorms (live and dead population, or apparently Jedikr immersiorin vitro on
differentB. subtilissusgnsions. Eggs, juveniles and adult forms compdsechématode population. Treatments 1
2 represent the negative controls (distilled wated TSB medium), while 3 to 10 have the data medato different
preparations from purB. subtilisculture. Averages were followed by the same letter for eaohmof columns, whicl
did not differ amongst themselves, according toTthkey test (F<0.05). Live nematodes CV 17.4%, dead nemat
CV11.4% and the overall total (dead + live) CV 28.

Supres8o da populacdo de nematoides
culturade soja em casa de vegeta
Diferencas significativas entre os tratamel
para controlar a populagdo do nematacP.
brachyurusem soja foram observac na raiz e
solo (Fig. 2 e 3) A microbiolizagdo da
sementes de soja com cultivo B. subtilis
inibiu a presenca de nematoides e ovos no
e nas raizes.

A menor quantidade de ovos e juvenis
fitonematoide nas raizes e no solo

observada no tratamento 6 (conrado 5X),
tendo eficacia acima de 70%, quanc
comparada as testemunhas. A inoculacac
sementes ou no solo reduz consideravelr
a presenca do nematoidH. glycines na
rizosfera de soja, em plantas com 62
(Araujo et al, 2002). Estudo com linhagens
soja susceptivel (BRS 184) e resistente (I

Revista Biociéncia- Universidade de Taubaté - v.23- n.1- 2017



.revy i sta
lociencias

89

282) demonstrou que o tratamento de sems
com carbofurano owB. subtilis € eficaz no
controle da meloidoginose em casa

vegetacdo (Araujo et al.2012). Reduca
significativa de nematoides (54%) em rai
de feijao comum Rhaseolusvulgaris) foi

verificada apds o uso d8. subtilis com
estrume de vaca (Wepuhkhuéi al., 2011).
Migracdo de nematoide em diregcdo opost
raizes de soja foi verificada apos tratam
com rizobactérias (Aravjoet al, 2002),
indicando a probabilidade de um efe
repelente.A utilizagdo de rizobactérias €
sementes reduziu o numero de galhas e

de M. graminicola em plantas de arrc
(Ludwig et al., 2013).

2000 q — a

ab

=3

1500 -+

o

1000 H c cd
ab b f

Média de nematoides

Outro aspecto interessante € a prca de
substancias volateis no material eluido
cultura bacteriana por rotoevaporacéo, as ¢
provavelmente estiveram ligadas
inviabilidade dos ovos e morte do nematoit
bem como aumento biomassa veg Ryu et
al. (2004) demonstraram que compo
organicos volateis (VOCs) B. subtilise B.
amyloliquefaciengpodem induzir a resisténc
sistémica contra patdgenos. Esses compi
também podem atuar no crescimentc
desenvolvimento vegetal (Fa et al., 2013).
Hofmann(2013) indica que VOCs corbuem
com a fixacao vegetal de enxofre
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Figura 2 - Média deP. brachyuru em5 g de raizes na cultura da soja cultivada em da:
vegetacdo. 1 e 2 representam os dados das testsni@nm agua e meio TSB). Enquanto que,
a 7 témse os dados referentes aos tratamentos com dderpregparados a partir do cultivo B.
subtilis. Médias seguidas de mesma letra, para cada grupoldeas, ndao diferem entre si, p
teste de Tukey (K 0,05). Populagéo total nas raizes (ovos + nis + adultos) CV 12,7%

nematoidebg de raizes CV 14,5% e ovos/5 g de raizes !

Figure 2 - AverageP. brachyurugpopulation in 5 g of roots from soya plants cultadhin greenhouse. Treatment
and 2 represent the negative control data (stéislilled water and TSB medium), while 3 to 7 have dia¢a relating tc
treatments with different preparations frB. subtilisculture Averages followed by the same letter, for eaaugrof
columns that did not differ amongst themselvespating to the Tukey test (< 0.05). Nematod: 5g of roots, CV
14.5%; eggsbg, CV 9.4%; and the overall forms, CV 12.7

Efeitos de B. subtilis sobre a germinacgao
sementes, massa seca da parte aérea e

De acordo com os experimentos, nao fo
verificados efeitos significativos sobre
germinacdo das sementes de soja com a
de B. subtilisutilizada (Fig. 4. No entanto,
utilizacdo de rizobactérias pode influenc
positivamente na emergéncia, enraizame
crescimento e desenvolvimento dos vege

bem como no controle de pragas e
produtividade (Aradja& Hungria, 1999; Luz,
2001; Mafiaet al., 200; Aradjo & Menezes,
2009; Jungs et al., 2013). A inoculagéo B.
subtilisem sementes de soja, milho e algo
causou aumento de emergéncias (Are
2008). Luz (2001) observou diminuicao
fitopatégenodungicos nas semers de milho
tratadas conB. subtilis
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Figura 3 - Média deP. brachyuru em 150 cmde solo na cultura da soja cultivada em cas
vegetacéa. 1 e 2 representam os dados das testemunhag(ene éneio TSB). Enquanto que, d
a 7 témse os dados referentes aos tratamentos com dédsrprgparados a partir do cull de B.
subtilis. Médias seguidas de mesma letra, para cada grupoldeas,ndo diferem entre si, pe
teste de Tukey (R 0,05). Populacao total no solo (ovos + juvenis tHtad) CV 8,9%, nematoide
150 cnf de solo CV 8,5%, ovos/150 ¢ de solo CV 11,6%.

Figure 3 - AverageP. brachyuruspopulation in 150 c® soil from soya culture in greenhouse. Treatmenénd 2
represent the negative control data (sterile thstilvater and TSB medium), while 3 to 7 have th& dalating tc
treatments with different preparations frB. subtilisculture. Averages followk by the same letter, for each groug
columns that did not differ amongst themselvespating to the Tukey test (< 0.05). Nemtodes/150cc, CV 8.5%;

eggs/ 150 cr% CV 11.6%; and overall nematode forms (eggs, jiesmnd adults 150 crr13, CV 8.9%

Na avaliacdo de massa seca das raizes
parte aérea, a média nos tratamentos
superior a das testemunhdbig. 4). Em
relagdo a parte aérea, o tragno 6 mostrol
33,5% a mais de crescimento do que
testemunha, sendo estatisticame
significante. O tratamento 3 tamb
apresentou resultados promissores. Alg
estudos tém comparado o tratamento da
com extratos bacterianos e agentes quin
fungcidas para verificar o efeito protetor

vegetal ou reducdo de sintomas, em espe
foliares causados por patdogenos (Mante
2008; Araujo &Marchesi, 2009). Pulverizagci
com altas doses de extrato Be subtilic em
plantacbes de soja nos estdgios e R5,
respectivamente estagio vegetal cwvagens
de soja em fase de formacdo e graos
enchimentomostrou reducéo da incidéncie
controle de Septoria glicines tendo aca
similar a dos antifingicos quimicosmerciais
(Mantecon, 2008). Tratamentosir B. subtilis
ou carbofurano de pléas de tomateirforam

efetivos no controle dos ovos de neoides e
de juvenis do géneriMeloidogyne o que
também esteve relacionado aoremento da
parte aérea (Araujo& Marchesi, 2009).
Aumento significativo de massseca e dos
teores de fosforo e nitrogénio em milho
observado apos inoculacéo B. subtilis nas
sementes (Araujo, 200

Cepas deB. subtilis podem colonizar tant
monocotiledénias como dicotileddnias, 1
como arroz, trigo, fei@d e soja (Lazzare &
Bettiol, 1997). Apés a inoculacdo deB.
subtilis, a colonizagcdo pode ocorrer em to
as partes vegetais, tais como folhas, caul
raizes (Ji et al., 2008). Incremento de p
rendimento por planta, longevidade dos frt
e firmea em tomateiros foram verificad
apos aplicacédo de cultivo Bacillus subtilis
(MenaViolante et al.,, 2009). Melhoi
acentuada na emergéncia das plantule
aumento da biomassa ocorreram em ton
espinafre e quiabo apds aplicacédo
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Pseudomonas aeruginosaou B. subtilis

(Adesemoye et al., 2008).

Outro fator importante tem sido o sinergismo
simbibético entre 0s microrganismos na
promocdo do desenvolvimento vegetal. A
inoculacdo deB. subtilis e Bradyrhizobium

japonicum em sementes de soja propiciou

folhas e 88% de nddulos radiculares (Sarti &
Miyazaki, 2013).

A microbiolizacdo com B. subtilis e
Bradyrhizobium japonicumde sementes de
soja causou incremento significativo quanto ao
namero de nddulos (59 a 60%) e produtividade
de grdos (22 a 24%) (Araujo & Hungria,

crescimento do vegetal em 125%, além de 1999).
100% da parte aérea, 235% da raiz, 20% de

Figura 4 - Germinacdo de sementes de soja (%) em laboratdriassa seca da parte aérea e das
raizes de soja tratadas com diferentes preparad®ssiibtilise inoculadas corR. brachyurusem
casa de vegetacdo. Médias nao foram diferentes girielo teste de Tukey £0,05).

Figure 4 - Soybean seed germinatiam vitro and dry mass of shoots and roots of soybean treati different

preparations oB. subtilisand inoculated with thB. brachyurusnematode in a greenhouse. Means were not different
by Turkey test (& 0,05).

Germinacao de Massa seca

Tratamentos soja (%) Parte aérea Raiz
1.Testemunha | 773 154,8 e 6,8°
2. Testemunha Il 76,8 156,1 de 6,7
3.Cultura pura 77,1 202,2 bc 7,9
4.Células deB. subtilis 75,5 139,2 fg 7,6
5.Sobrenadante filtrado 76,3 138,4 g 6,8
6.Cultivo [5X] 75,8 232,7a 7,8
7.Eluido rotaevaporado 77,3 1934 c 7,3
C.V. (%) 4,7 8,3 5,4

O emprego de diferentes isoladosBdesubtilis aeruginosa e B. subtilis sobre juvenis de
com Rhizobium leguminosaruminibiu a segundo estadio dbl. javanicae zonas de
populacdo de nematoides de 28 a 42% eminibicdo do crescimento ddélacrophomina
plantacdo de feijdo “Coco Rosa’, tendo phaseolina Fusarium solanie Rhizoctonia
aumento também a nodulacdo das raizessolani Os autores observaram, ainda, em casa
(Mutua et al., 2011). Em feijdo-caupi, a massa de vegetacdo e campo, diferentes niveis de
radicular e a nodulacdo aumentaram apos supressao da infeccado causada por tais fungos
coinoculagdo com rizobios B. subtilis além e pelos nematoides eviigna radiata
da influéncia positiva no crescimento vegetal e
na fixacdo de N (Aradjo et al., 2010).

CONCLUSOES
A mistura de diferentes bactérias pode também
contribuir no controle de nematoides. Freitas Diferentes preparados da cultura bacteriana da
(2008) obtiveram reducdo de 53% no nimero cepa de B. subtilis proporcionaram acao
de galhas formadas pbft. incognitaem raizes  nematicida contr®. brachyurus in vitree em
de tomateiro, utilizando uma mistura de casa de vegetacdo, exceto o uso de células
Pseudomonas spp  fluorescentes, trés puras, demonstrando resultados potenciais
Pseudomonaspp néao fluorescentesBacillus para sua utilizagdo no controle do
sp. Siddiqui et al. (2001) verificaram por meio fitonematoide em condicfes experimentais de
de testesin vitro um efeito nematicida de campo. Culturas puras (1X1Gélulas/mL),
diferentes  isolados  de Pseudomonas cultivo concentrado, calda com metabdlitos e
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eluidos rotoevaporados mostraram-se eficazesARAUJO, F. F.; MENEZES, D. Indugéo de resisténcia
na inibicdo dos nematoides, sem interferir na a doencas foliares em tomateiro por indutores dméti

. ~ ' . (Bacillus subtili$ e abidtico (Acibenzolar-S-Metil).
germlnqgao das, sementes, tgndo ainda SummaPhytopathologica v. 3, p. 169-172, 2009.
proporcionado o incremento de biomassa das

partes area e radicular. ARAUJO, F. F.; SILVA, J. F. V.; ARAUJO, A. S. F.
Influéncia deBacillus subtilisna eclosdo, orientacdo e
infeccdo deHeterodera glycinesem soja. Ciéncia

AGRADECIMENTOS Rural, v. 32, p. 197-203, 2002.

Os autores agradecem ao CNPq e a FINEPasmus, G. L. Distribuicdo quali-quantitativa de

pelo apoio financeiro. nematoides fitoparasitos em &reas de producdo de
algoddo em Mato Grosso do Sul. In: Congresso
Brasileiro do Algodao, 2003, GoianiAnais. Goiania:
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