'Y ] MINISTERIO DA EDUCAGAO

SECRETARIA DE EDUCAGAO PROFISSIONAL E TECNOLOGICA
1| INSTITUTO FEDERAL GOIANO — CAMPUS URUTAI
(] ] ] PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PROTEGAO DE PLANTAS
L]
INSTITUTO
FEDERAL
Goiano

ASPECTOS BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS EM SOJA INFECTADA
POR Heterodera glycines EM RESPOSTA AO AGENTE DE
BIOCONTROLE Bacillus velezensis GF267

Brena Ficher Augusto dos Santos
Eng. Agrébnoma

URUTAI — GOIAS
2020



BRENA FICHER AUGUSTO DOS SANTOS

ASPECTOS BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS EM SOJA INFECTADA POR
Heterodera glycines EM RESPOSTA AO AGENTE DE BIOCONTROLE Bacillus
velezensis GF267

Orientador: Prof. Dr. Nadson de Carvalho Pontes

Dissertacdo apresentada ao Instituto
Federal Goiano — Campus Urutai,
como parte das exigéncias do Programa
de Pos-Graduacdo em Protegdo de
Plantas para obtencdo do titulo de
MESTRA

URUTAI - GO
2020



Sistema desenvolvido pelo ICMC/USP
Dados Internacionais de Catalogacio na Publicagdo (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas - Instituto Federal Goiano

Santos, Brena Ficher Augusto

SSR237 LREPECTOS BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS EM S0JA

a

INFECTADR POR Heterodera glycines EM RESPOSTA AOD
AGENTE DE BIOCONTROLE Bacillus velezensis GF267 [/
Brena Ficher ARugusto Santos;orientador Nadson de

Carvalho Pontes. —-- Urutai, 2020.

32 p.

Dissertacdc ( em Mastrado Profissional am Protecido
de Plantas) -- Institute Federal Goiano, Campus

Urutai, 2020.

1. Glycine max L. 2. Heterodera glycines. 3.
Bacillus velezensis. 4. Controle bioldgico.. I.
Fontes, Nadson de Carvalho, orient. II. Titulo.

Responsavel. Johnathan Pereira Alves Diniz - Biblictecario-Documentalista CRB-1 n®2376




Repositério Institucional do IF Goiano - RIIF Goiano

Sistema Integrado de Bibliotecas

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZAGAO PARA DISPONIBILIZAR PRODUGOES TECNICO-
CIENTIFICAS NO REPOSITORIO INSTITUCIONAL DO IF GOIANO

Com base no disposto na Lei Federal

e
=I. INSTITUTO FEDERAL

Goiano

n® 9.610/98, AUTORIZO o Instituto Federal de Educagdo,
Ciéncia e Tecnologia Goiano, a disponibilizar gratuitamente o documento no Repositério Institucional
do IF Goiano (RIIF Goiano), sem ressarcimento de direitos autorais, conforme permissdo assinada

abaixo, em formato digital para fins de leitura, download e impressdo, a titulo de divulgagao da
produgdo técnico-cientifica no IF Goiano.

Identificagdo da Producao Técnico-Cientifica

[ ] Tese | ] Artigo Cientifico

[X] Dissertagao [ ] Capitulo de Livro

[ ] Monografia - Especializagdo [ ] Livro

[ ] TCC - Graduagdo [ ] Trabalho Apresentado em Evento |‘
[ ] Produto Técnico e Educacional - Tipo: ‘

Nome Completo do Autor: Brena Ficher Augusto dos Santos

Matricula: 2018101330540040 s
Titulo do Trabalho: ASPECTOS BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS EM SOJA INFECTADA pon}é
Heterodera glycines EM RESPOSTA AO AGENTE DE BIOCONTROLE Bacillus velezensis
GF267

Restrigoes de Acesso ao Documento

Documento confidencial: [ X ] Ndo [ ] Sim, justifique:

forme a data que poderd ser disponibilizado no RI,IFGQ@M:} ;
gdmmmo esta sujeito a registro de patente? [
0 documento pode vir a ser publicado como livro? {

DECLARAGAO DE DISTRIBUICAO




SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCACAO
SECRETARIA DE EDUCAGAO PROFISSIONAL E TECNOLOGICA
INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA GOIANO - CAMPUS URUTAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PROTECAO DE PLANTAS

ATA DE DEFESA

DEFESA PUBLICA N.2 57 - DISSERTACAO DE MESTRADO - PROGRAMA DE POS-
GRADUAGAO EM PROTEGAO DE PLANTAS - MESTRADO PROFISSIONAL.

Area de Concentragdo: Fitossanidade
Linha de Pesquisa: Manejo de Pragas, Doengas e Plantas Daninhas - -

Aos vinte e sete dias do més de fevereiro do ano de dois mil e vinte, a; '
estiveram presentes no Instituto Federal Goiano - Campus Morrinho
Nadson de Carvalho Pontes (Orientador), Filipe Constantino Borel

Yamada, constituindo a Banca Examinadora da ula
BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS EM SOJA INFECT




SUMARIO

RESUMO ..ottt ettt ettt sttt sttt sttt st an et s et v
ABSTRACT ..ottt ettt sttt a et a et s et s et s st an st enees vi
INTRODUGAO. ...ttt e ettt s sttt es ettt en sttt en ettt sensnsstetesannsneetesans 1
(012711 23 1 L@ J SO 4
MATERIAL E METODOS .....ooviiivieiieeessieeesesisse s ses s s sssssesssses s ssssssssessassssssssssssnssssas 5
CONCLUSOES ..ottt et sttt s ettt es sttt es sttt sttt es s ss ettt ennsnsetesesananes 20

REFERENCIAS ..ottt e e et e e et e e et e e e s e e s e s e e es et e et et e s eseseesetessereseseessaeesseraeenanes 21



RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar aspectos bioquimicos e fisioldgicos da soja
infectada com Heterodera glycines e tratada com o isolado de Bacillus velezensis GF267.
Dois experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo: um para avaliar o efeito de
GF267 sobre a infeccdo e reproducdo do fitonematoide, além dos aspectos fisiologicos
(fotossintese liquida, taxa de transporte de elétrons, eficiéncia do uso da agua, transpiragao,
razao da concentracdo interna e externa de CO, na folha (Ci/Ca) e condutancia estomatica); ¢
outro para avaliar a atividade de enzimas relacionadas a defesa da planta: lipoxigenase
(LIPOX), fenilalanina amonia-liase (FAL), B 1,3-glucanase (GLU), quitinase (QUI), e
catalase (CAT). Os tratamentos consistiram na aplicacdo ou nio de GF267 (1x10° Unidade
Formadora de Coldnia - UFC/mL) via semente de soja cultivar Desafio RR, e com ou sem
inoculagdo de H. glycines (4000 ovos/planta) 10 dias apds o semeio, no total de 4 tratamentos.
Para aspectos fisiologicos, as avaliagdes ocorreram aos 0, 10, 30 e 50 dias ap6s a inoculagao,
com 6 repetigdes. Aos 60 dias apos a semeadura, avaliou-se a ocorréncia de penetragao e
quantificacio do nimero de fémeas/ g de raiz, cistos/ cm’ de solo, ovos/10 fémeas e ovos/10
cistos. Para aspectos bioquimicos, as coletas de tecido foliar para avaliagcdo ocorreram as 0,
48, 96, 144, 192 e 240 horas apos a inoculacdo com H. glycines, com 5 repetigdes para cada
tratamento e¢ tempo de coleta. Em ambos os experimentos, o delinecamento inteiramente
casualizado. O tratamento com GF267 reduziu o niimero de fémeas/ g de raiz, cistos/cm’ de
solo e numero de ovos/10 cistos. Dentre os pardmetros avaliados de aspecto fisiologico, aos
20 dias apds a inoculagdo, plantas tratadas com GF267 tiveram eficiéncia do uso da agua
maior. E aos 50 dias apds a inoculagdo, plantas tratadas com GF267 apresentaram menor
transpiracdo, maior relagdo Ci/Ca e melhor eficiéncia do uso da agua. Em relagdo aos
aspectos bioquimicos, plantas tratadas com GF267 ndo tiveram aumento da atividade de
GLU, QUI e CAT apenas para LIPOX e FAL. Para LIPOX, plantas com GF267 inoculadas e
ndo,tiveram aumento significativo entre 96 ¢ 192 horas apods inoculagdo. E para FAL, plantas
com GF267, inoculadas apresentaram aumento da atividade em 0 e 192 horas, e as nao
inoculadas em 96 horas apds inoculagcdo. O isolado GF267 de B. velezensis foi capaz de
reduzir a populacdo de H. glycines, além de aumentar a atividade das enzimas LIPOX e FAL,
ambas relacionadas a defesa da planta contra fitopatdgenos, em condigdes de casa de
vegetacao.

Palavras-chave: Glycine max L.; Heterodera glycines; Bacillus velezensis; Controle
biologico.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate biochemical and physiological aspects of soybeans
infected with Heterodera glycines and treated with Bacillus velezensis isolate GF267. Two
experiments were conducted in the greenhouse: one to evaluate the effect of GF267 on
infection and proper reproduction, in addition to the physiological aspects (liquid
photosynthesis, electron transport rate, water use, transpiration, internal concentration ratio)
and external Leaf CO2 (Ci / Ca) and stomatal conductance); and another to evaluate the
activity of enzymes related to plant defense: lipoxygenase (LIPOX), phenylalanine ammonia
lyase (FAL), B 1,3-glucanase (GLU), chitinase (QUI) and catalase (CAT). The treatments
consisted of the application or not of GF267 (1x109 Colony Forming Unit - UFC / mL) via
soybean seed cultivar Desafio RR, and with or without inoculation of H. glycines (4000 eggs /
plant) 10 days after sowing, at total of 4 treatments. For physiological aspects, the evaluations
occurred at 0, 10, 30 and 50 days after inoculation, with 6 replications. At 60 days after
sowing, the occurrence of penetration and quantification of the number of females/g of root,
cysts/cm’ of soil, eggs/10 females and eggs/10 cysts was evaluated. For biochemical aspects,
leaf tissue collections for evaluation occurred at 0, 48, 96, 144, 192 and 240 hours after
inoculation with H. glycines, with 5 replicates for each treatment and collection time. In both
experiments, the design was completely randomized. Treatment with GF267 reduced the
number of females/g of root, cysts/cm’ of soil and the number of eggs/10 cysts. Among the
evaluated parameters of physiological aspect, at 20 days after inoculation, plants treated with
GF267 had greater efficiency in the use of water. And at 50 days after inoculation, plants
treated with GF267 showed less transpiration, higher Ci/Ca ratio and better water use
efficiency. Regarding the biochemical aspects, plants treated with GF267 did not increase
GLU, QUI and CAT activity only for LIPOX and FAL. For LIPOX, plants with GF267
inoculated and not, had a significant increase between 96 and 192 hours after inoculation. And
for FAL, plants with GF267, inoculated showed increased activity in 0 and 192 hours, and
those not inoculated in 96 hours after inoculation. The isolate GF267 from B. velezensis was
able to reduce the population of H. glycines, in addition to increasing the activity of the
enzymes LIPOX and FAL, both related to the defense of the plant against phytopathogens,
under greenhouse conditions.

Key words: Glycine max L., Heterodera glycines; Bacillus velezensis; Biological control.



INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L) Merrill) ¢ a cultura mais cultivada no territorio brasileiro,
com aproximadamente 36 milhdes de hectares e produgdo de 114,3 milhdes de toneladas, na
qual a regido centro-oeste ¢ responsavel por quase 80% da produ¢do (CONAB, 2019). O grao
¢ utilizado para a producdo de diversos subprodutos, como oléo, ragdo animal,
biocombustivel, sabdo, cosméticos, resinas, solventes, tintas e anticoncepcionais
(DOMINGUES et al., 2014).

Diversos fatores contribuem para reducao da produtividade da soja, os patogenos sdo
um dos principais. Os nematoides, por exemplo, podem acarretar perdas de até 100% nas
piores areas, dependendo da espécie. Varias espécies de fitonematoides atacam a cultura da
soja. No Brasil, as espécies que causam os maiores danos sdo Meloidogyne javanica, M.
incognita, Heterodera glycines, Pratylenchus brachyurus e Rotylenchulus reniformis
(JUHASZ et al., 2013).

O nematoide do cisto da soja (NCS), H. glycines, foi detectado pela primeira vez no
Brasil na safra de 91/92, uma espécie de grande interesse econdmico e importancia na cultura
da soja (SILVA et al., 2018). O ciclo de vida de H. glycines nas condi¢des climaticas
brasileiras ¢ de 29 dias apos a infestagdo do solo. Desta forma, ao longo do ciclo de cultivo da
soja 0 NCS pode ter de duas a quatro geragdes (ARAUJO et al., 2019). O corpo da fémea de
H. glycines ap6s a morte se torna o cisto, uma estrutura de coloragdo marrom escura, leve,
extremamente resistente a deterioragcdo e a dessecagdo, tornando-se a mais importante forma
de dispersdao do nematoide, onde os ovos protegidos podem se manter viaveis por até 8 anos,
mesmo na auséncia de plantas hospedeiras (MATSUO et al., 2012).

As estratégias de manejo e controle do patdgeno H. glycines se baseiam no uso de
cultivares resistentes, rotagdo de culturas, manejo do solo, controle quimico e uso de agentes
de biocontrole (ALMEIDA et al., 2016). A pratica de rotacdo de culturas deve ser aliada a
outros métodos de controle devido a este nematoide formar estrutura de resisténcia, os cistos
(CAMPOS et al., 2011). Nenhum método isolado se mostrou até entdo capaz de promover o
controle efetivo do nematoide do cisto, tornando-se necessario o correto manejo da cultura
aliado a outras boas praticas, condicionando as plantas com nutricdo balanceada, alto teor de
matéria organica no solo, saturacdo de bases adequada, dentre outras condigdes favoraveis

para o desenvolvimento pleno da planta (SHI et al., 2015). Nao hé evidéncias cientificas de



que nematicidas quimicos possam reduzir significativamente a populagdo de nematoides em
areas infestadas, mas se aplicados via tratamento de sementes podem apresentar efeito
supressor no inicio do desenvolvimento da cultura (GRIGOLLI; ASMUS, 2014).

O controle biologico visa a redugcdo do nimero de espécies e individuos utilizando
inimigos naturais e constitui uma alternativa viavel, recomendavel utilizagdo via tratamento
de sementes e/ou aplicado no sulco de plantio (ABREU et al., 2015). Os inimigos naturais dos
nematoides fitoparasitas sao variados, a exemplo espécies de fungos, bactérias e at¢ mesmo
outros nematoides (MARINO; SILVA, 2013). As bactérias assumem papel de destaque como
possiveis antagonistas de fitonematoides devido a sua abundancia no solo (BRAGA JUNIOR
etal., 2018).

O género Bacillus corresponde a um grupo de bactérias saprofitas, gram-positivas,
aerobicas, formadoras de enddsporos, que podem produzir proteases, enzimas as quais
destroem a cuticula dos nematoides, denotando assim efeito nematicida. O combate se da por
diversos modos: parasitismo, producdo de toxinas, antibidticos ou enzimas, competi¢do por
nutrientes, indu¢do de resisténcia, interferindo no reconhecimento do nematoide-planta-
hospedeiro e também por meio da promogdo da saude das plantas, manifestando assim um
grande potencial MACHADO et al., 2012; PAGE et al., 2019).

Em trabalho desenvolvido por Machado e Costa (2017) na cultura da soja ¢ in vitro,
observou-se que a utilizagdo de diferentes concentragdes de culturas de B. subtilis
proporcionou ag¢do nematicida contra Pratylenchus brachyurus in vitro e em casa de
vegetacao, reduzindo significativamente o nimero de nematoides nas raizes e no solo. Araujo
et al. (2012) relataram que o uso de B. subtilis, via tratamento de sementes foi eficaz na
redu¢do do desenvolvimento do nematoide das galhas, Meloidogyne javanica e Meloidogyne
incognita, na cultura da soja.

Estudo conduzido por Kath et al. (2017) obteve resultados onde isolados de
Trichoderma spp. mostraram-se eficientes no controle do Pratylenchus brachyurus, na cultura
da soja, uma vez que, foram capazes de reduzir a penetragdo do nematoide nas plantas e
promoveram a mortalidade in vitro. Em estudo realizado por Zhou et al. (2016), o uso de B.
velezensis (sin=Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum, B. methylotrophicus) foi efetivo
na reducdo do nematoide das galhas (M. incognita) na cultura do tomate em ensaios
conduzidos em casa de vegetagao e in vitro.

No Brasil, existem produtos bioldgicos registrados para o controle de nematoides. Um



exemplo ¢ um produto a base de B. velezensis strain GF267 (Registro no MAPA N° 15216),
uma rizobactéria com ocorréncia natural em solos e eficaz no controle de alguns
fitonematoides em soja, M. javanica (nematoide das galhas) e P. brachyurus (nematoide das
lesdes).

Mates et al. (2019) observaram maior atividade de enzimas relacionadas a defesa,
como peroxidase e polifenoloxidase, em plantas de tomateiro inoculadas com Xanthomonas
perforans e previamente tratadas com B. velezensis strain GF 267 (=GF267), o que sugere um
efeito de indugdo de resisténcia por parte do antagonista. Entretanto, ndo se conhece seu efeito
sobre o nematoide do cisto da soja. Diante do exposto, o presente estudo buscou avaliar
altera¢des bioquimicas e fisiologicas na interagdo soja x H. glycines em resposta a aplicagdo

de GF267 via sementes e o efeito do antagonista na redugdo da colonizagdo pelo patogeno.



OBJETIVO

Avaliar o controle de nematoide do cisto da soja (Heterodera glycines) por Bacillus
velezensis GF 267 e seu efeito sobre as trocas gasosas e atividade de enzimas relacionada a

defesa de plantas contra fitopatogenos.



MATERIAL E METODOS

Controle do nematoide do cisto da soja por Bacillus velezensis strain GF267 e seu efeito
sobre trocas gasosas

O ensaio foi conduzido em casa de vegetacao com sistema de controle de temperatura
e umidade. Vasos de ceramica com capacidade de 0,5L foram preenchidos com uma mistura
de areia e solo (1:1) previamente autoclavada a 120°C por 30 minutos e deixada em repouso
por 15 dias para devida aeragdao. Os vasos foram mantidos em uma caixa de areia, de modo
que a lateral estivesse coberta com areia para evitar oscilagdes de temperatura e umidade.

Sementes de soja da cultivar Desafio RR, suscetivel a Heterodera glycines foram
utilizadas no experimento. Uma parte das sementes foi tratada com o formulado biologico do
isolado de Bacillus velezensis GF267 (GF267), multiplicada em fermentador industrial, na
concentragio de ImL de suspensdo (1x10° UFC/mL) por quilo de semente. Outra parte, o
tratamento controle, foi imersa em dgua destilada estéril antes da semeadura.

Apo6s o tratamento, foram semeadas 2 sementes por vaso. Apos 10 dias, as plantas
foram inoculadas com suspensdo de ovos de H. glycines raca 3, na dose de 2 mL, com
concentragdo de 4.000 ovos/planta. Os ovos foram colocados num orificio distante de 1 cm da
haste das plantas. O experimento consistiu de quatro tratamentos em esquema fatorial 2x2:
plantas tratadas e nao tratadas com GF267, inoculadas e ndo inoculadas com H. glycines.
Cada tratamento foi composto por 6 repeti¢des. Aos 20 e 40 dias da semeadura, realizou-se a
aplicagdo de 10 mL de solu¢do nutritiva (Ouro verde®, NPK + micronutrientes, 5 g.L'l) por
planta.

Foi avaliada as trocas gasosas das folhas com o analisador de gases no infravermelho
(IRGA) de sistema aberto (LI-6800, LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA) aos 0, 20, 40 e 50 dias
apos a inoculagao.

As varidveis analisadas foram: E = Taxa transpiratoria (mmol m? s); 4 = Taxa
fotossintética (umol m? s) e gs = Condutancia estomatica (mol m™ s™). Ao final, calculou-se
arelagdo Ci/Ca (umol mol™), em que Ci € a concentragdo interna de CO; e Ca a concentragdo
externa de CO,. As medigdes foram realizadas no segundo par de folhas totalmente
expandidas a partir do &pice da planta, em dias ensolarados e sem nebulosidade, no periodo de
8 as 11 horas da manha. Para essas medicoes foi utilizado uma densidade constante de fluxo

de fotons de 1500 umol m™ s™, umidade relativa de 50 % e concentracdo de CO; de 400 pmol



mol™. A temperatura na camara foi mantida em 25 °C. Foram obtidos os dados de transpiragao
(E, mmol m™ s-"), fotossintese (4, pmol m™ s™), condutancia estomatica (gs, mol H,O m™ s
1, relagdo entre concentragio interna e externa de CO, (Ci/Ca) e eficiéncia do uso da agua
(WUE, pumol CO,/mmol H,0). Durante as medig¢des de trocas gasosas foram obtidos também

os dados da taxa de transporte de elétrons (ETR, pmol m™s™).

Figura 1. Avaliagdo com equipamento com sistema aberto de fotossintese com analisador de

CO; e vapor d’agua por radiagdo infravermelha (“Infra Red Gas Analyser — IRGA”).

Ap6s 50 dias da inoculagdo, as plantas foram destinadas a andlise de quantificacdo e
penetragdo de nematoides. Nesse ensaio, foram contabilizados o nimero de fémeas por grama
de raiz (FGR), numero de cistos por centimetro ctibico de solo (CCS), numero de ovos por 10
fémeas (OPF) e niimero de ovos por 10 cistos (OPC). Para a extracdo de H. glycines das
raizes foi utilizada a metodologia descrita por TTHOHOD (2000). A parte area das plantas foi
descartada e as raizes lavadas sob forte jato de dgua, sobre o conjunto de peneiras de 20 e 60
Mesh (Figura 2). Em seguida, o material retido na peneira de 20 Mesh foi descartado e
recolhido o material da peneira de 60 Mesh em um béquer (com auxilio de uma pisseta).
Depois foi filtrado com papel filtro, e avaliado sobre uma calha telada para contagem do
nimero de fémeas (ANDRADE et al., 1995). Apos esse processo, as raizes foram lavadas
mais uma vez e em seguida foi aferida a massa fresca para quantificagdo de H. glycines por
grama de raiz.

Para extracao dos cistos no solo, utilizou a metodologia de SHERPHERD (1970),



onde foram colocados 100 cm?® de solo num becker de 2L. Adicionou-se agua até completar V4
de seu volume e a mistura foi agitada para suspender o solo, e depois esperou 60 segundos
para decantacdo de particulas grossas. O sobrenadante foi colocado cuidadosamente sob
peneiras de 60 e 100 mesh, sem ressuspender o solo do fundo. O processo foi repetido por 3
vezes. Os nematoides retidos na peneira de 100 mesh foram recolhidos e filtrados. A
contagem dos cistos e fémeas foi realizada com auxilio de lupa, e a contagem de ovos com
auxilio de microscopio fotonico no aumento de 40x.

Para contagem de ovos em fémeas e em cistos utilizou-se a metodologia de HUSSEY
E BARKER (1973). Separou-se 10 fémeas e 10 cistos ao acaso durante a contagem na lupa.
Em seguida, as fémeas e cistos foram estourados com auxilio de bastdo de vidro sob peneiras
de 100 e 500 mesh. Os ovos foram recolhidos da peneira de 500 mesh, e contados com auxilio
da placa de Peters, no microscopio fotonico no aumento de 40X (Figura 2). Cada amostra foi
contada por 4 vezes e posteriormente realizada a média do nimero de ovos encontrados.

Para a avaliacdo de infeccao radicular utilizou a técnica de coloragdo das raizes com
fucsina acida, descrita por BYRD et al. (1983). Foram avaliados 2 vasos do tratamento com
GF267 e inoculados com H. glycines, e 2 vasos do tratamento sem GF267 e inoculados com
H. glycines. As raizes foram lavadas em agua corrente e mantidas no hipoclorito de sdédio
2,5% por 4 minutos. Apds esse periodo lavou-se as raizes em agua corrente, e deixou em
repouso por 15 minutos em 4agua para retirada do excesso de hipoclorito de sddio.
Posteriormente, as raizes foram acondicionadas em solu¢do de fucsina acida e expostas a
aquecimento por 45 segundos para coloracdo dos nematoides no interior da raiz. As raizes
foram resfriadas em temperatura ambiente, seguido de enxague em agua corrente. Apds essa
etapa, foi adicionado 20 mL de glicerina e 2 gotas de acido cloridrico (HCl). Em seguida, as
raizes foram cortadas em lcm para visualizagdo no microscopio fotdnico e obtencdo das

imagens.



Figura 2. Lavagem das raizes e contagem de cistos de Heterodera glycines.

Aspectos bioquimicos da interacio soja x Heterodera glycines em resposta
microbiolizacao de sementes com Bacillus velezensis GF 267

Realizou-se o semeio de soja (cv. Desafio RR) em copo de plastico com capacidade de
200 mL com mistura de solo e areia 1:1 preparado da mesma forma do ensaio anterior. Os
procedimentos de tratamento das sementes com o antagonista e de inoculagdo do patdégeno
foram os mesmos descrito anteriormente. O experimento foi delineado sob fatorial 2x2
(plantas tratadas e ndo tratadas com GF267, inoculadas e ndo inoculadas). A unidade
experimental correspondeu a seis vasos, com cinco repeti¢cdes para cada tratamento.

No dia da inoculagdo, realizou-se a primeira coleta de folhas para andlise enzimatica
ao final da tarde, as 17h. Apds esta coleta, as plantas foram inoculadas com suspensdo de ovos
de H. glycines raca 3 na concentra¢dao de 4.000 ovos/planta, utilizando-se 2mL de suspensao
por planta. Os ovos foram adicionados por meio de um orificio distante 1 cm da haste das
plantas. O procedimento de coleta de folhas para analise enzimatica foi repetido aos 48, 96,
144, 192 e 240 horas apds a inoculagdo. O material coletado foi acondicionado em nitrogénio
liquido para conservacdo até o momento do processamento das amostras. Para cada coleta,
utilizou-se uma unica planta por parcela.

Para obtencao dos extratos utilizados na determinacdo da atividade das enzimas B1,3-
glucanase (GLU), Quitinase (QUI), Fenilalanina amonialiase (FAL), Lipoxigenase (LIPOX),

e catalase (CAT), amostras de tecido radicular foram maceradas em cadinho contendo N



liquido com auxilio de pistilo até obtencao de um p6 fino. O pd obtido foi homogeneizado em
2 mL de tampao Tris HCI 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, (pH 7,0). O homogeneizado
foi centrifugado a 13.000 x g por 30 min, a 4°C, e os sobrenadantes usados para as
determinagdes enzimaticas por meio de leitura em espectrofotometro.

Para dosagem de proteinas totais foi utilizado a metodologia de Bradford (1976). A
reacdo foi iniciada com 50 pL. da amostra enzimatica, acrescida de 1 mL de reagente de
Bradford, estando a amostra homogeneizada e incubada por vinte minutos em temperatura
ambiente. A absorbancia foi medida a 595nm. Uma curva padrdo de proteina com albumina
de soro bovino (BSA) foi preparada e as leituras das amostras correspondentes aos extratos
enzimaéticos foram convertidas em concentracdo de proteina sollvel, por comparacdo com as
leituras de solugdes padrdes de BSA.

A atividade de LIPOX foi determinada ao adicionar 50 pL de extrato enzimico a 1,2
mL de tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 6,0) acrescido de acido linoleico, conforme
descrito por Schewe et. al. (1986). O processo de incubagdo durou 24 horas. Apos esse
periodo a leitura foi realizada em espectrofotometro com absorbancia de 234 nm e expressa
em pmol de hidroperdxido do acido linoléico oxidado por minuto, por pg de proteina.

A atividade de FAL foi determinada conforme descrito por Hyodo, Kuroda e Yang
(1978), com adi¢dao 50 pL de extrato enzimico a 1,5 mL de tampao borato de sodio 0,1 M,
(pH 8,0) acrescido de 10 mM de L-fenilalanina, mantida incubada por um periodo de 24
horas, e a leitura realizada em espectrofotometro com absorbancia de 290 nm.

A atividade da GLU foi determinada conforme descrito por Pan et al., (1991), em
aliquotas de 100 pL do sobrenadante a uma mistura composta de 300 pL de tampao acetato de
sodio 1 M (pH 4.,5) e 250 pL do substrato laminarina, na concentragdo de 4 mg.mL™". A
mistura da reacgdo foi incubada por duas horas em temperatura ambiente. Apds esse periodo a
reacdo foi interrompida com 1 mL da solugdo DNS 1% (2 M NaOH, 4cido dinitrosalicilico)
em banho-maria a 100°C, por cinco minutos. A interrup¢do da reagdao ocorreu através do
resfriamento das amostras em temperatura ambiente. A absorbancia do produto liberado pela
GLU foi medida a 540 nm e a atividade expressa em unidades de absorbancia como a
producdo de 1 umol de agucar redutor por hora, por miligrama de proteina.

A atividade QUI foi determinada conforme Babu et al. (2003) com modificagdes.
Adicionando 100 pL de extrato enzimico a 300 puL de solucdo de quitina (composta por 0,1g

para cada 100 mL tampao acetato de potéassio), foi mantida incubada a temperatura ambiente
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por duas horas e ap6s esse periodo, a reagdo foi paralisada com 1 mL de solugdo DNS 1% em
banho-maria por cinco minutos. O resfriamento ocorreu de forma natural, em temperatura
ambiente, ¢ posteriormente a amostra lida em espectrofotdmetro, com absorbancia a 540 nm.
Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a producdo de 1 pumol de agucar
redutor por hora, por miligrama de proteina.

A atividade da CAT foi determinada pela adi¢do de 0,04 mL do extrato enzimatico
bruto a 2,6 mL de meio de reacdo constituido de tampio fosfato de potassio 50 mM.L™", pH
7,0 ¢ 0,4 mL H,O, (HAMMERSCHMIDT, 2001). O decréscimo na absorbancia, no primeiro
minuto de reacdo, foi medido a 240 nm, a 25 °C. E a atividade enzimatica calculada, em razao
do coeficiente de extingdo molar de 36 M (ANDERSON et al., 1995) e expresso em pmol de

peroxido de hidrogénio consumido por minuto de leitura expresso em grama de proteina.

Analises estatisticas

Os experimentos foram realizados seguindo o delinecamento experimental inteiramente
casualizado. Para as analises bioquimicas as amostras foram analisadas em triplicatas. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia. Quando observados -efeitos
significativos dos tratamentos (P<0,05), as médias foram comparadas com base no intervalo
de confianga do teste T de Student (P<0,05). Todas as analises foram realizadas com auxilio

do programa SAS 9.4.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relagdo as varidveis relacionadas a trocas gasosas, ndo se observou diferencas
entre os tratamentos na primeira avaliagdo realizada aos 10 dias apds a semeadura, antes da
inoculagdo (Tabela 1). J& aos 30 dias (20 ap6s a inoculagdo), observou-se efeito de GF267 e
H. glycines (F, P<0,05) sobre E (transpiragdao), WUE (eficiéncia do uso da agua), Ci/Ca e
GSW (condutancia estomatica). Plantas com GF267 nao inoculadas, aos 20 dias apods
inoculagdo, apresentaram uma reducdo nos valores de E, Ci/Ca e GSW, e aumento de WUE

(Tabela 2).

Tabela 1. Niveis de significancia obtidos apos a analise de variancia em relagdo ao efeito do
tratamento das sementes com Bacillus velezensis GF267 e da inoculagdo com Heterodera
glycines sobre as varidveis transpiracdo (E), fotossintese liquida (A), eficiéncia do uso da agua
(WUE), razdo entre a concentrac¢do interna e externa de CO,, condutancia estoméatica (GSW)
e taxa de transporte de elétrons (ETR) avaliadas em plantas de soja em diferentes estadios de
desenvolvimento.

Dias apos a

inoculacio E A WUE Ci/Ca gs ETR
0' 0,10117 0,4124 0,3430 0,1610 0,0650 0,0742
20 0,0167 0,6917 0,0450 0,0470 0,0411 0,9749
30 0,7482 0,8221 0,0087 0,0051 0,7563 0,7965
50 0,6474 0,0668 0,0512 0,0499 0,7565 0,1427

"dia em que foi realizada a inoculagdo. > p-valor.

Tabela 2. Valores de transpiragdao (E), eficiéncia do uso da agua (WUE), razdo entre a
concentragdo interna e externa de CO, e condutancia estomatica (GSW) em plantas de soja
com 30 dias apds a semeadura em resposta ao tratamento das sementes com Bacillus
velezensis GF267.

E WUE (umol CO»/ Ci/Ca gs
Tratamentos
(mmol m™ s™) mmol H,0) (mol m™2s7")
B. velezensis :
5,62 A 1,87 A 0,79 A 0,27 A
strain GF267
Controle 7,72 B 1,51 B 0,84 B 0,43 B
P-valor 0,0182 0,0345 0,0158 0,0148

CcV’ 35,68 30,82 6,48 48,67
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"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (t, p<0,05). > Coeficiente de Variagio.

Aos 50 dias ap6s a semeadura (40 dias ap6s a inoculagdo), foi possivel observar efeito
de GF267 e H. glycines sobre as varidveis WUE e Ci/Ca (F, P<0,05). Para estas variaveis,
houve efeito apenas da inoculag¢do, com redu¢do de WUE e aumento de Ci/Ca em plantas de

soja inoculadas com H. glycines, quando comparado com a testemunha (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de eficiéncia do uso da dgua (WUE) e razdo entre a concentragdo interna e
externa de CO, (Ci/Ca) em plantas de soja aos 50 dias apos a semeadura em resposta a
inoculagdo por Heterodera glycines realizada 10 dias ap6s a semeadura.

Tratamentos WUE (pmol CO;/ mmol H,0) Ci/Ca

Inoculado 1,32 A 0,87 A

Nao Inoculado 1,59 B 0,84 B

P-valor 0,0016 0,0010
CV’ 18,79 3,27

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (t, p<0,05). > Coeficiente de Variagio.

Na ultima avaliagao realizada aos 60 dias apds a semeadura (50 dias apds a
inoculacdo), houve efeito de GF267 e H. glycines sobre a variavel Ci/Ca (F, P<0,05). Para
esta variavel, houve efeito apenas do antagonista, com aumento de WUE e redugdo de Ci/Ca

(Tabela 4).

Tabela 4. Valores de eficiéncia do uso da agua (WUE), razdo entre a concentracdo interna e
externa de CO, em plantas de soja com 60 dias apos a semeadura em resposta ao tratamento
das sementes com Bacillus velezensis GF267.

WUE Ci/Ca
Tratamentos
(umol CO,/ mmol H,0)
B. velezensis strain GF267 1,78 A' 0,34
Controle 1,55B 0,86
P-valor 0,0389 0,0310
%A 19,48 2.67

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (t, p<0,05). ? Coeficiente de Variagio.

Diversos estudos mostram que a associacao entre plantas e rizobactérias apresentam
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outros beneficios, além do controle de fitopatdégenos, como a disponibiliza¢do de nutrientes e
a producdo de metabdlitos que estimulam o desenvolvimento de diferentes espécies de plantas
(RODRIGUES et al., 2019; ZUCARELI et al., 2018; PAIS et al., 2016). Szilagyi-Zecchin et
al. (2015) observaram que a bactéria Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42,
produtora de compostos inddlicos e siderodforos, na dose de 20% da solucdo inoculante
(correspondendo a 1,6x105 bactérias/semente) promoveu o crescimento da parte aérea de
mudas de tomateiro das cultivares ‘Santa Clara’ e ‘Cereja’. Costa et al. (2013) constaram que
as estirpes nao noduliferas UFPI CB1-8, UFPI CB4-1A e UFPI CB7-1, pertencentes ao
género Bacillus proporcionam aumento da produ¢do de massa de matéria seca da parte aérea
do feijao-caupi.

O isolado de B. velezensis strain GF267 via sementes promoveu maior eficiéncia no
uso da dgua em diferentes momentos da avaliacdo, independente da infec¢do ou ndo por H.
glycines, indicando o efeito benéfico deste isolado para o desenvolvimento de plantas de soja.
Também houve reducdo da relagdo Ci/Ca nos tratamentos com GF267, independente da
inoculacdo. Valores elevados desta varidvel indicam que o CO, que esta chegando as células
do mesofilo ndo estd sendo fixado na fase carboxilativa, possivelmente por danos em sua
estrutura, reduzindo entdo a taxa fotossintética.

As avaliagdes de colonizagdo das plantas de soja por H. glycines confirmaram a
presenga do fitonematoide apenas nas parcelas com plantas inoculadas. Em relagdo a
quantifica¢do do patdgeno, a partir da andlise de variancia, foi possivel observar efeitos dos
tratamentos para as variaveis numero de FGR (F, P=0,0202), CCS (F, P<0,0001), OPF (F,
P=0,0001) e OPC (F, P<0,0001) (Figura 3). Como esperado observou-se efeito apenas do
fator ‘inoculacdo’ para as variaveis FGR (F, P=0,0052) e OPF (F, P<0,0001), (Figura 3A e
3C). Ja para as varidveis CCS e OPC, houve interacdo significativa entre os fatores avaliados
(F, P<0,05), com diferencas entre os tratamentos nas plantas inoculadas com H. glycines. E
possivel observar redugdao em CCS e OPC nos tratamentos com aplica¢dao Bacillus velezensis
de GF267 via semente (Figura 3B e 3D), porém nas variaveis FGR e OPF a aplica¢do nao
mostrou redugado significativa.

Apesar da taxa fotossintética ser uma das variaveis afetadas pela infec¢do de soja por
H. glycines (MATSUO et al., 2012), ndo se observou alteracdes sobre esta varidvel no
presente estudo. A taxa fotossintética na cultura da soja aumenta gradativamente do estadio

vegetativo para o reprodutivo, atingindo valores maximos no periodo de enchimento de graos,
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quando a demanda por fotoassimilados aumenta (MOURA et al., 2012). Ainda assim, foi
possivel observar efeito deletério da infeccdo por H. glycines, com reducao na eficiéncia do

uso da agua e aumento da relacdo Ci/Ca aos 50 dias apds a semeadura (40 dias apos a

inoculagdo).
A Numero de fémeas por grama de raiz B Numero de cistos por cm? de solo
10 16
35 14
30 12
2 10
20 5
15 6
10 4
0 0
GF 267 Testemunha GF 267 Testemunha
C Binoc @Uninoc D MInoc WUninoc
Numero de ovos por 10 fémeas Numero de ovos por 10 cistos
2500 2500
2000 2000
1500 1500
1000 1000
0 0
GF 267 Testemunha GF 267 Testemunha

BInoc MUninoc BInoc @Uninoc

Figura 1. Inoculo de Heterodera glycines em raizes de soja em resposta a aplicagdo ou nao de
Bacillus velezensis GF267. Inoc = inoculado, Uninoc = ndo inoculado, GF 267 = tratamento
de sementes com B. velezensis GF267. Barras verticais correspondem ao intervalo de
confianga do teste T de Student (P<0,05).

Agentes de controle bioldgico atuam como antagonistas a fitopatdgenos de diferentes
maneiras, seja por acdo direta contra estes, indugdo de resisténcia ou promocdo de
crescimento (MACHADO et al., 2012). No presente estudo, observou-se redugao no inodculo
do patdogeno em resposta ao tratamento de sementes por B. velezensis strain GF267. Estes
resultados estdo em acordo com os obtidos em diferentes trabalhos em que este género
bacteriano proporcionou bons resultados no antagonismo contra fitonematoides (ARAUJO et
al., 2012; ZHOU et al., 2016; MACHADO; COSTA, 2017, XIANG et al., 2018). Xiang et al.
(2017) observaram mortalidade superior a 50% de J2 de H. glycines, pelo antagonismo de 13

espécies de Bacillus, o que indica ser este grupo de antagonistas extremamente promissor na
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reducdo do impacto deste patdgeno sobre em cultivos de soja.

Foi possivel confirmar a infec¢do das raizes por H. glycines por meio da técnica de
coloragdo das raizes com fucsina acida (Figura 4). Além das fémeas coletadas pelos métodos
de extragdo e dos cistos coletados no solo, observou-se a presenca de juvenis de segundo e

terceiro estadgio no interior das raizes.

Figura 2. Individuos de H. glycines em raizes de soja, cultivar suscetivel Desafio RR. A—
juvenil de terceiro estadio (J3), testemunha ndo tratada com GF 267. B- juvenil de segundo
estadio (J2), tratamento com B. velezensis C— juvenil de segundo estadio, testemunha nao
tratada com GF 267.

Em relacdo a atividade das enzimas LIPOX e PAL, foi possivel observar efeito do

tratamento com GF267 logo na primeira avaliacdo, antes mesmo da inoculagdo (Tabela 5).

Tabela 5. Niveis de significdncia obtidos ap6s a andlise de variancia em relagdo ao efeito do
tratamento das sementes com Bacillus velezensis GF267 ¢ da inoculagdo com Heterodera
glycines sobre a atividade das enzimas lipoxigenase (LIPOX), fenilalanina amonialiase (PAL),
B1,3-glucanase (GLU), Quitinase (QUI) e catalase (CAT) em plantas de soja aos 0, 48, 96,
144, 192 e 240 apos a inoculagdo.

Horas apés a inoculacgio’ LIPOX PAL GLU QUI CAT
0 <0,0001>  0,0010 <0,0001 <0,0001 0,2113
48 0,1401 0,3267 <0,0001 0,0526 0,0027
96 0,0006 0,0004 0,0425 0,0001 <0,0001
144 0,0027 0,6326 0,0541 0,0502 <0,0001
192 <0,0001 0,0152 0,0013 0,0011 0,0013
240 0,7616 0,4387 0,0042 0,0013 0,2010

"Inoculagdo realizada 10 dia apos a semeadura.  p-valor.

Observou-se maior atividade das enzimas LIPOX e PAL nas plantas que receberam

tratamento das sementes com GF267 (Figuras 5A e 5B). Quanto as interagdes dos fatores
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tratamento e inoculagdo para a enzima PAL houve aumento as 192 horas, além de observar
resultados para a enzima CAT que foi inoculada e ndo tratada apresentar um aumento nas 96,
144 ¢ 192 horas. Para as enzimas GLU, QUI e CAT observou-se efeito contrario em relagao
ao tratamento com GF267, com baixa expressao da atividade enziméatica quando comparado
ao tratamento controle em que houve aumento da atividade das enzimas analisadas (Figuras

5C, 5D e 5E).

0.05
0.04 *
* 0.03
0.02

1 0.01

os E —&— Control Inoc

0.6 % —O— Control Uninoc
0.4 * * —=— GF267 Inoc

02 —+— GF267 Uninoc

Figura 3. Atividade (umol.h”.mg™) das enzimas lipoxigenase (A), fenilalanina amonialiase
(B), glucanase (C), quitinase (D) e catalase (E) em plantas de soja em resposta ao tratamento
das sementes com Bacillus velezensis GF 267 e inocula¢do aos 10 dias da semeadura por
Heterodera glycines observadas as 0, 48, 96, 144, 192 e 240 horas ap6s a inoculagdo. Inoc =
inoculado, Uninoc = ndo inoculado, GF267 = tratamento das sementes com B. velezensis GF
267. *Houve efeito dos fatores avaliados sobre a atividade enzimatica (F, P<0,05). Barras
verticais correspondem ao intervalo de confianga do teste T de Sudent (P<0,05).

A menor atividade destas enzimas nas plantas que receberam tratamento por semente
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de GF267 foi observada em quase todas as avaliagdes, com excecdo para a CAT nas
avaliagdes as 0 e 240 horas ap6s a inoculagdo, quando nio se observou efeito dos fatores
avaliados sobre esta variavel. O efeito da inoculagdo de H. glycines para estas enzimas foi
observado em algumas avaliagdes apds 48 horas da inoculagdo. Para GLU, 48 apds a
inoculagdo, observou-se interagdo entre os fatores avaliados (F, P=0,0025), com maior
atividade enzimdtica nas plantas inoculadas no tratamento controle (F, P<0,0001), sem
diferencas entre plantas inoculadas e ndo inoculadas em plantas tratadas com GF267 (F,
P=0,1399).

S6 houve diferenca entre os tratamentos em plantas inoculadas (F, P<0,0001), com
maior atividade no tratamento controle (Figura 5C). Observou-se efeito da inoculagdo na
atividade da QUI nas avalia¢des as 96 (F, P=0,00183) e 144 (F, P=0,0398) horas apos a
inoculagdo, com aumento da atividade enzimdatica nesta ultima avaliacdo nas plantas
inoculadas. Para CAT, ndo se observou efeito da inoculagdo quanto a atividade desta enzima
(F, P<0,05).

Espécies de rizobactérias do género Bacillus possuem a capacidade de invadir os
tecidos internos das plantas, isto €, sao bactérias endofiticas facultativas, com parte do seu
ciclo realizado fora da planta hospedeira (PAGE et al., 2019). Alteragdes nas atividades de
enzimas-chave, como as lipoxigenases, as peroxidases, a fenilalanina amdnia-liase, as -1, 3-
glucanases e as quitinases, permitem acompanhar o estado de inducdo de resisténcia em
plantas expostas a patdgenos e atribui-se a essas enzimas a funcdo de respostas contra
patdgenos e ferimentos (ALMEIDA et al., 2012).

O inicio do processo de colonizacdo das raizes de soja por B. velezensis GF267
aplicado via semente pode ter promovido o aumento da atividade destas enzimas, de maneira
independente a infecgdo por H. glycines. O fato de se observar maior atividade destas enzimas
em plantas tratadas na avaliagdo anterior a inocula¢do corrobora para esta afirmacdo. As
plantas podem reconhecer padrdes moleculares associados a microrganismos € desencadear
respostas de defesa sist€émica, mesmo nao sendo este um fitopatégeno (ZHOU et al., 2016).

Se este processo levar a uma condicdo momentanea de estresse, pode haver redugdo da
condutancia estomdtica e, por consequéncia, de processos de trocas gasosas como a
transpiracao (SILVA et. al, 2013). Entretanto, no caso de microrganismos benéficos, estas
alteragdes podem ser temporarias, haja vista que para que haja a interagdo, estas barreiras

devem ser vencidas. Isso justifica o fato da reducdo na transpiracdo e na condutincia
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estomatica em resposta a aplicagdo do antagonista ter sido observada apenas na segunda
avaliagdo, aos 30 dias apos a semeadura.

A quitinase ¢ uma enzima que atua diretamente na protecdo vegetal, enzima litica
que hidrolisam a quitina e atua na defesa das plantas contra patdgenos sendo elevadas nos
tecidos vegetais em resposta a infec¢do e a tratamentos hormonais e quimicos
(PASCHOLATI, 2011). A colonizacdo das plantas por bactérias se da nos espacos
intercelulares, proximo ao local de acimulo destas enzimas, o que nos leva a imaginar que
possa haver mecanismos em bactérias que suprimam o aumento da atividade desta enzima.

A catalase desempenha papel especifico, protegendo as células dos efeitos toxicos do
excesso de H,0,, sendo uma substincia importantissima para a defesa das plantas,
funcionando tanto como um agente diretamente tdxico ao patégeno como molécula
sinalizadora da expressdo de varios genes de resisténcia (PATEL et al. 2011).

Quanto as atividades enzimaticas em efeito no controle de nematoide parasitas de
plantas, Kath et al (2017) relata que a atividade de catalase em amostras tratadas com alguns
isolados de Trichoderma spp. apresentou um aumento significativo no periodo de 72 horas
apds o surgimento, o que vem a corroborar com demais estudos que mostram que a
colonizacdo nas raizes por isolados de Trichoderma spp. podem aumentar os niveis de
enzimas relacionadas a defesa vegetal (FREITAS et al., 2012; SZABO et al., 2012). A
protecdo vegetal através da producdo dessas enzimas foi previamente observada no
parasitismo causado por nematoides das galhas (SOUZA et al., 2015).

A auséncia do efeito da interacdo entre aplicagdo do antagonista e inoculacdo do
patogeno sobre os processos bioquimicos e fisioldgicos estudados pode ser um indicativo de
que a agdo de B. velezensis strain GF267 sobre H. glycines seja resultado de uma agao direta
do antagonista sobre o nematoide. A produ¢do de metabolitos secundarios por rizobactérias,
tais como enzimas e toxinas, podem inibir a reprodu¢do de nematoides, a eclosdo e a
sobrevivéncia de juvenis de H. glycines (XIANG et al., 2018). Além disso, estas podem
transformar exsudatos radiculares em subprodutos, interferindo no processo de
reconhecimento nematoide-planta (XIA et al., 2011). Metabolitos produzidos por espécies de
Bacillus possuem efeito nematicida, inclusive com acdo in vitro contra fitonematoides
(MACHADO; COSTA, 2017).

A aplicacdo via tratamento de sementes permite que o antagonista esteja em contato

com raizes logo no momento da germinagdo e da protusdo radicular. Desta forma, a



19

associagdo por rizobactérias ¢ favorecida e ha uma protecao precoce contra fitonematoides. A
eficiéncia foi observada no presente estudo para H. glycines, ¢ ja havia sido demonstrada para
outras espécies, como no trabalho de Araujo et al. (2012), em que o uso de B. subtilis, via
tratamento de sementes foi eficaz na redugdo do desenvolvimento do nematoide das galhas na

cultura da soja.
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CONCLUSOES

Bacillus velezensis strain GF267 se mostra eficiente na reducao de indculos de
Heterodera glycines, com reducdo do numero de cistos no solo e de ovos por cisto. A
aplicagdo do antagonista teve efeito positivo na eficiéncia do uso da agua e na redugdo da
razao entre a concentracdo interna e externa de CO,, bem como promoveu maior atividade das
enzimas lipoxigenase e fenilalanina amodnia-liase, independente da inoculagdo ou nao com H.

glycines.
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