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INFLUENCIA DE BACILLUS SUBTILIS NA ECLOSAO, ORIENTACAO E
INFECCAO DE HETERODERA GLYCINESEM SOJA

INFLUENCE OF BACILLUS SUBTILIS ON THE HETERODERA GLYCINES
ECLOSION, ORIENTATION AND INFECTION IN SOYBEAN

Fabio Fernando de Araljd Jo&o Flavio Veloso Silva
Ademir Sérgio Ferreira de Araujo®

RESUMO diseases in soybeans, biological control strategies are important
tools mostly because the lack of an efficient chemical control. The

A utilizagdo de microrganismos para fins de controle  effect of Bacillus subtilis on H. glycines was studied on

biolégico de doengcas em plantas tem sido muito estudada no greenhouse and laboratory experiments. The presenc®8. of

mundo. No caso do nematéide de cisto da séjatefodera subtilis reduced the number of appearkld glycineseggs when

glycine9, uma das principais doencas da soja, o controle biolégico  under stimulus of soybean exudes. Also, treatment of soybean

é de grande importancia devido a auséncia de controle quimico roots withB. subtilis inhibited the juvenile larvae df. glycines

eficiente. Para se estudar o efeito Becilllus subtilis sobre H. migration towards the soybean roots. In greenhouse experiments

glycines foram conduzidos alguns experimentos de casa de using soil infested with eggs bf. glycines a reduction in the

vegetagéo e laboratério. Nos trabalhos de laboratério, verificou-se, number of females was observed in the soybean root when both

em camara de eclosédo, que a presencaBdesubtilis reduz a soil and seeds were previously treated with either wettable

eclosdo de ovos del. glycines estimulados com exsudatos de powder or solution containinB. subtilis Considering the results

sementes de soja. Foi observado também que o tratamento de raiz of this research, and thad. glycinesdepends on plant exude for

de soja com a bactéria inibiu a migracéo de larvas juveniside show up and orientation of larvae, it can be assumed Ehat

glycinespara a planta em comparagéo a raiz ndo tratada com a  subtilis might interfere in the nematode life cicle.

bactéria. Nos ensaios de casa de vegetacao, utilizando-se vasos

com solo infestados com ovos ke glycines observou-se uma Key words: Heterodera glycines, Bacillus subtilisoybean.

reducdo de fémeas na raiz de soja quando o solo ou sementes foram

tratadas previamente com formulacdo pé-molhavel ou calda

contendoB. subtilis respectivamente. Com base nesses resultados ~

e sabendo-se qut glycinesapresenta dependéncia de estimulo de  INTRODUCAO

exsudatos vegetais para eclosdo e orientagdo das larvas, pode-se

afirmar que B. subtilis interfere nesse estimulo prejudicando o Os nematoides fitoparasitas sio
desenvolvimento do ciclo do nematoide. L. .
responsaveis por grandes perdas na producdo
Palavras-chave Heterodera glycines, Bacillus subtilisoja. agricola. Inimeros microrganismos do solo sao
conhecidos como parasitas ou predadores de
SUMMARY fitonematdides (SHARMA & VIVALDI, 1999). A

The utilization of microazanisms for biological aga_o de_sses ml_cro_rganlsmos, pode_ser re§UIt.ante de
control of plant diseases has been studied in the world. In €feito direto ou 'nd'_reto atraves, da 'nterfere,n_c'a em
soybean cyst nematodédgterodera glycings an important etapas do ciclo vital do patégeno. Bactérias do
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géneroBacillus, principalmenteB. subtilis, além de
componentes da populagdo microbiana do solo,
rizoplano e filoplano, apresentam caracteristicas
atrativas para os estudos de controle biolégico de
doencas de plantas (NORONH#& al, 1995). O
potencial antagdnico de bactérias foi estudado em
varios trabalhos de controle bioldgico de doencgas em
plantas (BETTIOL & KIMATI, 1990; KREB%t al,
1993; SHARMA & GOMES, 1999).
Microrganismos rizosféricos, principalmente do
géneroBacillus, possuem um grande potencial de
controle biolégico de nematdides fitopatogénicos.
NEIPP & BECKER (1999), avaliando a atividade
biocontroladora de isolados de rizobactérias sobre
Heterodera schachtii encontraram estirpes de
bactérias, incluindoBacillus megaterium que
reduziam a infeccdo de nematodides em beterraba.
Anteriormente, KLOEPPERt al. (1992) isolaram
bactérias da rizosfera de plantas antagonistas a

a caulinita e surfactantes com posterior secagem em
equipamento “spray-drier” para concentracao final de
2,0.16 células/g do produto.

Teste de inibicho de desenvolvimento
de Heterodera glycinesna rizosfera - Foram
utilizados vasos plasticos contendo 1,0kg de mistura
areia:solo (1:1v/v). Os vasos foram acondicionados
em casa de vegetacdo na qual foi conduzido o
experimento. Sementes de sofalyCcine may cv.
BR-37 foram tratadas com a formulagdio PM
contendoB. subtilis nas dosagens de 1000g e 5009
para 50kg de semente correspondendo,
respectivamente, & concentracdo de 1°@1%0.10
células/semente, seguindo-se a semeadura nos vasos
(uma semente/vaso). Outro tratamento foi conduzido
com adicdo da calda bacteriana diretamente no solo
30 minutos antes da semeadura. Nesse caso, foi
determinada uma concentra¢do em torno de £0.10
células/g de solo. ApGs onze dias da semeadura

nematdides e encontraram espécies que exibiam umforam introduzidos ovos de nematéidéeferodera

antagonismo #leterodera glycines Meloidogyne
incognita em soja, com predominancia de isolados
do génerdBacillus. Outros estudos evidenciaram o
uso de bactérias como biocontroladoras de
Heterodera glycineem soja, (TIANet al, 2000 ;
TIAN & RIGGS, 2000). SIDDIQUI & MAHMOOD
(1995) concluiram que a aplicagdo de
microrganismos BKacillus subtilis Bradyrhizobium
japonicum e Glomus fasciculatum resultou em
aumento da nodulacdo em feijdo-guan@ajénus
cajan) e reducdo da multiplicacdo de nematoide
(Heteroderacajani).

O objetivo deste trabalho foi estudar a
interferéncia d&acillus subtilisem etapas do ciclo
de vida deHeterodera glycinespbservando o efeito
da bactéria no desenvolvimento do nematdide para
infeccdo de raizes de soja.

trés

MATERIAL E METODOS

Estirpe de B. subtilis - O isolado
utiizado nesse trabalho foi a estirpe AP-3 de
Bacillus subtilis Essa estirpe foi isolada do
filoplano de arroz, sendo caracterizada como de
grande potencial inibitério ao desenvolvimento
micelial de fungos fitopatogénicos (BETTIOL &
KIMATI, 1990). A bactéria foi multiplicada em
meio de cultura Batata-dextrose (BD) durante sete
dias a 28C, sob agitacdo constante de 130rpm. Apds
esse periodo a calda, contendo a bactéria, foi
utiizada diretamente nos experimentos em
concentracao final de 2,0.216¢élulas/mi determinada
pela técnica de niumero mais provavel (NMP) em
placas. Para formulacédo do P6 Molhavel (PM) a calda
foi centrifugada (5000rpm) e o precipitado misturado

glycineg, na concentracdo de 4.000 ovos/vaso. Os
ovos foram adicionados através de um orificio com

1cm de didmetro no solo distante 2cm da haste da
planta de soja.

Cada tratamento foi composto por seis
repeticbes. Além dos vasos com os tratamentos,
foram conduzidos outros vasos para monitoramento
da infeccdo pelo nematdide, sendo considerados
tratamentos controle. Apds 62 dias, foi realizada a
coleta do experimento sendo avaliado o
desenvolvimento das plantas, presenca de cistos de
nematoide na rizosfera e populacaoBieillus na
rizosfera.

O solo aderido as raizes foi coletado e
apos secagem (25), foram retiradas amostras de
10g de solo seco para diluicio em 100e agua
esterilizada. Apés diluicdes sucessivas¥(&010°),

o material foi submetido a choque térmico°@Q0
minutos) visando selecionar as bactérias formadoras
de esporos. Das diluicdes 1@ 10°, foi retirado
0,1n¥ e foi espalhado em placa de Petri contendo
meio de cultivo BDA. As col6nias formadas foram
contadas e caracterizadas como pertencentes ao
género Bacillus, de acordo com a metodologia
descrita por LI & ALEXANDER (1988). A partir
dessa avaliacdo, foi determinada a concentragédo de
Bacillus spp. em cada tratamento.

Teste de eclosée Exsudatos de sementes
de soja foram obtidos conforme metodologia
descrita por NISHI (1995): 10g de sementes de soja
cv. ( BR-37 ) foram desinfectados superficialmente
com hipoclorito de sbédio e adicionados em

recipiente com 100mde agua deionizada estéril.
Em seguida o material foi incubado a°@5 sob
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agitacdo constante e auséncia de luz. As sementesforam plantadas em caixa acrilica (9,0x2,0x1,5cm )
foram removidas apds 24 horas, e a solugdo contendo areia fina. O nematdide foi adicionado na
contendo os exsudatos foi esterilizada por filtragsdo forma de juvenis ou ovos no lado oposto a planta,
através de filtro Millipore 0,48m. A solucdo que distante 6,0cm através de orificio na areia. Os blocos
continha os exsudatos foi diluida 100x em agua de areia foram umedecidos com 4/Ome agua

estéril, sendo utilizada posteriormente para estimular déstilada e deixados em laboratorio, sob temperatura
a eclosdo de larvas jovens e glycines Camaras de 28C, durante dez dias. Os blocos de areia foram

P . separados em secdes de 1,0cm com auxilio de um

lasticas medindo 10x10x3cm foram montadas para b : . ~ .
plas ~ - < 1S para escalpelo. O numero de juvenis por secdo foi
avaliar a eclosdo de nematoides através da insercao

. determinado separando-se os nematodides da areia
de peneira (10 mesh), coberta com papel absorvente,por flutuacdo e decantagdo. A avaliacdo do

dentro da camara. No fundo da camara foi experimento, no qual se utilizaram juvenis ide
adicionada a solugdo que continha os exsudatos deglycines foi realizada com sete dias, enquanto no
soja até cobrir totalmente o papel absorvente sobre a experimento em que se utilizaram ovos, a avaliagdo
peneira. Sobre o papel foi adicionado uma suspenséofoi realizada com doze dias de incubacéo.
com 8000 ovos déd. glycines Apés sete dias, o O delineamento experimental utilizado foi
numero de juvenis eclodidos na solugéo contendo os inteiramente casualizado com quatro repeticbes e
exsudatos foi avaliado, sendo os mesmos em seguidautilizou-se o teste de Tukey para comparacdo de
descartados. Os ovos restantes foram novamente Medias dos tratamentos.
incubados na cémara, sendo realizada a mesma
avaliacdo apos oito dias.

Influéncia deB. subtilis sobre a ecloséo

g\}aﬁgcgn?ei;oﬁén Cot:]tql.u Z;%%?et;ezcﬁ;%agoje Para - adiculares tem sido estudada na espermosfera
) (0. subtiis . ’ (FUKUI et al, 1994); na rizosfera esta atracdo pode
glycines No primeiro ensaio adicionaram-se X0m  ggtar relacionada com producdo de hormonios por

de calda contenc!B. sgbtilis na solucéo final com estirpes deBacillus (ARAUJO, 1995). Bacillus
exsudatos de soja (diluidos 100X conforme citado g pyilis é um agente eficiente de controle bioldgico

anteriormente) estabelecendo-se uma concentra¢éosendo utilizado freqiientemente no controle de
de 1,0.10 células/m. Em seguida, esta solucdio fitopatégenos de solo, sendo esse efeito devido,
contendo a bactéria foi colocada na camara de principalmente, a producdo de antibiéticos
eclosdo descrita acima; a metodologia também foi (MATSUNO et al, 1992). Esse 8tanismo
igual & do experimento anterior. desenvolvido na rizosfera influencia outros
No segundo ensaio, a calda coB) habitantes de solo de forma positiva ou negativa.
subtilis foi centrifugada (4500rpm/20min.), para ARAUJO (1995) concluiu que o tratamento de
separar as células do sobrenadante visando aosemente de soja conBacillus Spp. junto ao
tratamento da solugdo contendo os exsudatos e Bradyrhizobium japonicum teve efeitos benéficos
estabelecendo-se o mesmo procedimento anterior.  para a nodulagdo e desenvolvimento da planta; esse
No dltimo ensaio, 90mda

RESULTADOS E DISCUSSAO

A atracéo deBacillus por exsudatos

solugdo de exsudatos foi mistura
com 10nt de calda contendo em torng o .
de 10 células deB. subtiliyme. Apés | o o veni Controle  [IB. subtilis
24 horas a bactéria foi removida pq e lavenis
centrifugagcdo (4500rpm/20min.) e ¢ 40 - a
sobrenadante contendo os exsudaf 35 1 a !
foi utiizado na camara de eclosdq 3] a
Todos os ensaios foram conduzidq 5 J b
com quatro repeticdes. 15 -

Teste de atracdo- Sementqg 10 -
de soja foram desinfectadas S 7 _b‘|
colocadas para germinar em camal 0 T T '
gerbox. Apo6s 72h as raizes dd Calda Células Pre-
plantulas foram imersas em suspens tratamento(24h)
contendo 5,0. f0 células de B.

subtiligm¢. Aproximadz_':lmente 0,1 Figura 1- Influéncia do tratamento de exsudatos de soja Bawillus subtilis na
da suspenséo aderiu ao sistema eclosdo deH. glycinesapds quinze dias. Colunas com letras diferentes sao

radicular da plantula. As mesmas significativas pelo teste de Tukey .
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mesmo tratamento reduziu 4

(juvenis/secéao)

incidéncia de fungos nag “12¢ - EICONTROLE
sementes. a a

A calda contendd. 100 ] — OBACILLUS
subtilis reduziu
significativamente a ecloséo dg 80 1 a
juvenis deH. glycinesin vitro B
comparando-se com exsudatd 60 1 a b
ndo tratados com a bactéri 40 a b

(Figura 1). O tratamento em qu a

b a
se utilizou separadamente 4 20 A a a
células deB. subtilis reduziu a ”_l a5
eclosdo deH. glycines,embora 0 +id B
4cm

num patamar inferior a 2em -lem 0 1em 2em 3em
utilizacéo da calda bruta. O pré Distancia de migra ¢éo
tratamento dos exsudatos por 2

horas comB. subtilis ndo foi Figura 2 - Influéncia do tratamento de raiz de soja Bawillus subtilisna orientagdo de juvenis
suficiente para reduzir, de Heterodera glycinepara as raizes. Avaliagao realizada apés sete dias. Diferencas
significativamente a eclosio de significativas do controle de acordo com o teste de Tukey . Médias de quatro

: . » repeticoes.
juvenis em comparagdo ao
controle.

A interferéncia no (Juvenis/se ¢&o)

processo estimulatério para| 250 7

eclosdo de juvenis de — COCONTROLE
Heterodera glycine$oi o efeito

mais consideravel encontrado 200 J OBACILLUS
com a bactéria testada ness p—
trabalho. Esse mesmo efeito
associado a reducdo de
penetracdo deH. schachtii 150 4
foi encontrado tratando-se
beterraba com rizobactérias
(OOSTENDORP & SIKORA, —]
1990). O necanismo que | 100 - —
interfere no estimulo a eclosao
deve estar relacionado a

metabolitos  produzidos no
desenvolvimento da bactéria,| 50
pois a utilizacdo de células
Ll i D—| i | R

separadamente ndo proporcionol
a mesma reducdo encontrads 0
quando do uso da calda com & ) ' ' '
bactéria. Bergmann & Van -2¢m  -lcm 0 lem  2cm  3cm  4cm
Duuren (1959) citados por Distancia de migra ¢&o

OOSTENDORP & SIKORA
(1990) observaram uma Figura 3 - Influéncia do tratamento de raiz de soja &amillus na orientacio de juvenis de

completa inibicdo da eclosédo de Heterodera glycinespara as raizes. Avaliagdo realizada apds 12 dias do plantio.
H. schachtii por filtrados de Valores ndo diferiram significativamente através do teste de Tukey . Médias de
culturas bacterianas. Por outro guatro repeticoes.

lado, o contato direto da calda inicial até a planta. A maioria de i o
contendoB. subtilis com juvenis deH. glycines inicial até a planta. A maioria de juvenis migrou em
recém-eclodidos, nio  ocasionou reducdo Media 2cm, sendo que parte desses juvenis também

significativa da populacdo de nematéide ap6s sete migraram no sentido oposto a planta. A presenca de
dias de incubacgéo. B. subtilis afetou a orientagdo do nematdide

A migracdo deH. glycinespara as raizes reduzindo a migracéo em direc¢éo a raiz de soja tanto
de soja foi influenciada pela presencaBdesubtilis no experimento que utilizou juvenis quanto no que
Os juvenis migraram até 4cm de distancia do ponto utilizou ovos deH. glycines(Figuras 2 e 3).
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O efeito deB. subtilisna migracao déi. direta deB. subtilisno solo (conc. inicial de 1,0.10
glycinesrevelou que a interferéncia na orientacdo cels./g de solo), a reducdo da presenca de cistos foi
provocou dispersao dos  juvenis mais maior em cerca de 80% de controle (Figura 4).
desordenadamente do que nos tratamentos que ndo A colonizagao e distribuicdo uniforme das
receberam a bactéria. Este resultado pode ser bactérias na rizosfera é importante para eficiéncia no
interpretado como uma degradacdo bacteriana doscontrole das infeccdes por nematéides. A
co_mporjendtes _dos exsqdatosl dq;e estln;uIaNm da concentracdo inicial do biocontrolador a ser
migracao dos juvenis recem eclodidos. A reducao da introduzido tem de garantir populacdo suficiente

presenca de cistos na rizosfera de soja tratada com . .
B. subtilis em casa de vegetacdo, pode ter sido Parao nivel de controle esperado durante o ciclo da

devido a interferéncias nos processos de eclosdo ecultura. O nimero de unidades formadoras de
orientacé@o de juvenis d¢. glycines A hipdtese de coldnias no inéculo que atualmente é aplicado via
reducdo na penetracdo do nematdide nas raizes podesemente tem sido demonstrado como de extrema
ser esclarecida como habilidade da bactéria importancia para se determinar o nivel de atividade
envolver-se ou ligar-se as lectinas de superficie, que antagénica (RACKE & SIKORA, 1992).

neste caso pode ser minima devido & bactéria ser Na analise da populacdo Becillus spp.

gram-positiva. Em solo pausterizado, rizobactérias . . . .
. . N b ; na rizosfera, apés a coleta do experimento, foi
reduziram a infeccéo por nematdide, variando de 45 pos a he
a 68% em varias culturas (SIKORA, 1988). Esse encontrado colonizacdo dessas bactérias na ordem
mesmo autor cita que o efeito das rizobactérias esta de 7,0.10 cels./g no tratamento que recebBu
relacionado com a eclosdo de juvenis ou eficacia de subtilis no solo. Colonizagbes inferiores foram

feromdnios para atracdo dos machos. encontradas no tratamento que recebeu a dosagem
Os resultados encontrados com o0 5009 da formulagdo/50kg de sementes e no
tratamento das sementes de soja cBaillus tratamento controle, esses dois tratamentos

subtilis demonstraram ter havido uma reducdo, o nressando colonizagdo da ordem deckls/g de
significativa, em cerca de 70%, da presenca de cistos . ~ -~
solo (Figura 5). Como nao foram utilizados

de nematdides viaveis nas raizes das plantas, quando - ; R .

se trataram as sementes com a formulagdo PM na marcadores genéticos para identificacdo da (_estlrpe

dosagem 1000g/50kg de semente. No caso da adigdode B. subtilis usada no solo, ndo se pode confirmar
se as colénias detectadas na avaliagdo eram dessa

estirpe, contudo a morfologia em agar e visualizagao

% de cistos , . L. . . ip
na raiz das células em microscopio permite identificar a
estirpe deB. subtilis utilizada.
120 - Hcontrole
b OCalda-solo
100 OPM 500-semente
OPM 1000-semente
80 -
60 ah
40 - a
a
20
0 )
TRATAMENTOS

Figura 4 4nfluéncia deB. subtilisaplicado em tratamento de solo
ou de semente na incidéncia de cistosidglycinesna
rizosfera de soja, em plantas com 62 dias de idade.
Colunas com mesma letra ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey.
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Neste trabalho, ndo foi determinada
populagdo final da estirpe testada Be O Controle
subtilis, log de células/g solo [ Calda-solo
especificamente, devido ao ndo emprego . O PM 500-semente
marcadores. Entretanto, pela semelhanca DPM 1000-semente
colonias detectadas na populagdo com a| g |
referida estirpe, além da populacéo reduzi
de Bacillus spp. no tratamento controle| 5 4
pode-se afirmar que a maioria das coloni
detectadas foi deB. subtilis utilizada no | 44
indculo inicial. Esta afirmac@o é reforcad
pelo fato de que existiu reducao significativy 3 4
da infeccdo porH. glycines nas plantas
tratadas conB. subtilis 21
Os resultados encontrados nes
trabalho reforcam a tese de que o contrg
biolégico de nematdides em plantas atrav
de rizobactérias ndo seja devido a um efelt@

: : ~.y Figura 5 - Colonizacdo da rizosfera de soja @eacillus spp, em plantas
dlr,eto do Ablo,contrOIador SObI’,e _0 nem,atOId& inoculadas com ovos dd. glycines Avaliacdo ap6s 62 dias de
A interferéncia em algum estadio (.jo ciclo de_ plantio. Experimento conduzido em casa de vegetagéo.
vida do nematdide pode ser a explicagdo mais
099“9”“? para o .Comro'? . encomrado_ nos . producing bacteria to increase colonization and nodulation by
bioensaios com rizobactérias. Essa interferéncia rhizobia. Plant and Soil, v.108, p.211-219, 1988.
pode estar relacionada com fatores quimicos ou
metabdlicos envolvidos na interacdo de diversos

microrganismos de solos.
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