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RESUMO

VARGAS, Brizza Fernandes dos Santos M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de
2022. Utilizacao de residuos da indistria de cultivo de cogumelos comestiveis como
indutores de vias de resisténcia a nematoides em plantas de soja. Orientador: José Humberto
de Queiréz. Coorientador: Maximiller Dal-Bianco Lamas Costa.

A soja é uma importante cultura para a economia brasileira, que passou a ocupar, em 2020, a
posicdo de maior produtor mundial do griao. Como a maioria das culturas, a soja também
apresenta pragas que interferem na producdo, na qualidade e no desenvolvimento. Entre os
inimigos da soja se encontram os fitonematoides, vermes microscopicos, que retiram nutrientes
das plantas, gerando deficiéncias nutricionais. Entre os fitonematoides estudados por parasitar
a soja estd o Melodoigyne incognita, conhecido como nematoide-das-galhas. Para manejar estas
pragas € necesséario a utilizacdo de medidas de controle diversas, por exemplo, associagdo de
resisténcia genética, rotacdo de culturas e controle bioldgico, por exemplo, utilizando fungos
nematofagos. A inoculacdo dos fungos na soja pode induzir a plantas a apresentarem
mecanismos de defesa contra possiveis patdgenos, ativando ou reprimindo a expressao de
determinados genes. Utilizando RT-qPCR analisamos de genes marcadores de fitormonios:
JAR1 (Acido jasménico), ETR (Etileno), SAMT (Acido salicilico), ATAF1 (Acido abscisico);
e também dois genes que antes foram associados a infec¢ao por nematoides: HS1-PRO1 e CHS.
Realizamos as andlises de tratamentos com nematoides, residuos fungicos (Pleurotus eryngii e
Lentinula edodes), e nematoides e residuos flingicos de forma concomitante, em plantas de soja
da cultivar Desafio. A inoculag¢do de M. incognita levou ao aumento da expressdo dos genes
marcadores de Acido jasmonico e etileno, e redugio da expressio do marcador de 4cido
abscisico. Verificou-se ainda aumento na expressao do gene CHS, enzima chave na biossintese
de flavonoides, com a¢do antimicrobiana. Os residuos quando adicionados sem a presenca do
nematoide induziram genes presentes nas vias relacionadas aos hormdnios vegetais, como
Acido salicilico, Acido jasménico e etileno. Em contrapartida, quando associados ao
nematoide, prevalece a ativacdo da via de Acido abscisico, utilizando P. eryngii, e Acido
salicilico no tratamento com L.edodes. A associa¢do do residuo de L. edodes e nematoides
também levou ao aumento da expressdao genica de HS1-PROI1, marcador de resisténcia em
beterraba contra Heterodera schachtii. Os residuos fungicos além da acdo nematicida ja
comprovada, aparentemente apresentam grande potencial como eliciadores de respostas de

defesa na soja, induzindo a expressdo de genes importantes das vias de hormdnios vegetais.



Palavras-chave: Controle de fitonematoides. Nematoide-das-galhas. Residuos agroindustriais.

Eliciadores de resisténcia.



ABSTRACT

VARGAS, Brizza Fernandes dos Santos M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, August, 2022.
Use of edible mushroom industry residues as inducers of nematode resistance pathways
in soybean plants. Adviser: José Humberto de Queir6z. Co-adviser: Maximiller Dal-Bianco
Lamas Costa.

Soybean is an important crop for the Brazilian economy, which in 2020 became the world's
largest producer of grain. Like most crops, soybeans also have pests that interfere with
production, quality, and development. Among the enemies of soybeans are phytonematodes,
microscopic worms that remove nutrients from plants, generating nutritional deficiencies.
Among the phytonematodes studied for parasitizing soybeans is Melodoigyne incognita, known
as root-knot nematode. To manage these pests, it is necessary to use different control measures,
for example, the association of genetic resistance, crop rotation, and biological control, for
example, using nematophagous fungi. The inoculation of fungi in soybean can induce plants to
present defense mechanisms against possible pathogens, activating or repressing the expression
of certain genes. Using RT-qPCR, we analyzed phytohormone marker genes: JAR1 (Jasmonic
acid), ETR (Ethylene), SAMT (Salicylic acid), ATAF1 (Abscisic acid); and also two genes that
were previously associated with nematode infection: HS1-PRO1 and CHS. We performed
analyzes of treatments with nematodes, fungal residues (Pleurotus eryngii and Lentinula
edodes), and nematodes and fungal residues concomitantly in soybean plants of the Desafio
cultivar. Inoculation of M. incognita led to increased expression of jasmonic acid and ethylene
marker genes, and reduced expression of the abscisic acid marker. There was also an increase
in the expression of the CHS gene, a key enzyme in the biosynthesis of flavonoids, with
antimicrobial action. The residues when added without the presence of the nematode induced
genes present in the pathways related to plant hormones, such as salicylic acid, jasmonic acid,
and ethylene. On the other hand, when associated with the nematode, the activation of the
abscisic acid pathway prevails, using P. eryngii, and salicylic acid in the treatment with
L.edodes. The association of the L. edodes residue and nematodes also led to an increase in the
gene expression of HS1-PROI, a resistance marker in beet against Heterodera schachtii.
Fungal residues, in addition to the already proven nematicide action, apparently have great
potential as elicitors of defense responses in soybeans, inducing the expression of important

genes in plant hormone pathways.



Keywords: Control of phytonematodes. Root-knot nematode. Agroindustrial residues.

Resistance Elicitors.
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1. INTRODUCAO

No ano de 2020, o Brasil tornou-se o maior produtor mundial de soja, representando
mais de um ter¢o da produgdo total. Além de ser considerado o principal pais exportador do
grao, também € o segundo principal exportador de 6leo e farelo (BALBINOT JUNIOR et al.,
2022; USDA, 2022). Apesar de todo investimento e pesquisa, o cultivo de soja apresenta
inimeros fatores bidticos e abidticos que interferem na produtividade, dentre eles podemos citar
as inimeras doencas que acometem a soja. Os causadores de doencas incluem aqueles que
atacam as folhas, vagens, graos, plantulas, hastes, peciolos e as raizes, como os fitonematoides.
(HENNING et al., 2014; HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

Os fitonematoides representam aproximadamente 15% das espécies ja descritas de
nematoides, e sdo responsdveis por perdas agricolas estimadas em R$ 35 bilhdes por ano no
Brasil, sendo que apenas na cultura de soja s@o estimadas R$16,2 bilhdes (SBN, 2017).

Os nematoides associados ao cultivo de soja estdo incluidos em aproximadamente 50
géneros distintos da qual se destaca Meloidogyne (melon = melao; gyne = f€mea). Neste género
j4 foram catalogadas mais de 2.000 espécies de plantas no mundo consideradas como
hospedeiras (DIAS et al., 2010; HALFED-VIEIRA et al., 2016; MOURA, 2016). A maioria
dos nematoides-das-galhas sdo encontrados nas raizes, na zona de 5 a 25 centimetros abaixo da
superficie, e sdo disseminados principalmente pela d4gua ou solos grudados em equipamentos
agricolas. Além das perdas agricolas e dificil manejo, as meloidoginoses representam altos
gastos com acdes preventivas de controle e reducdo do valor de mercado de muitas colheitas de
raizes (AGRIOS, 2005; MOURA, 2016).

O controle de fitonematoides € complexo e necessita de acdes de manejo integrado,
baseados em quatro pilares: genético, quimico, cultural e biolégico (DIAS-ARIEIRA et al.,
2022). Dessa forma integrar diferentes métodos de controle levando em consideracdo as
caracteristicas ecoldgicas e econdmicas da cultivar, maximiza o potencial em reduzir a
populacdo destes vermes, visto que sua irradicacdo € praticamente impossivel. (DE OLIVEIRA
e ROSA., 2019).

Assim como os fitonematoides se alimentam de tecidos vegetais, também servem como
fonte de alimento a inimigos naturais presentes na microflora do solo; sdo eles, as bactérias,
nematoides predadores, protozodrios, dcaros, colémbolas, tardigrados e os fungos nematéfagos
(CARNEIRO, 1992). Os organismos genericamente chamados de inimigos naturais podem ser
inoculados no solo ou ainda, podem ser admitidas medidas que tornem o solo favoravel ao seu

desenvolvimento (FERRAZ e BROWN, 2016). A utilizacdo de fungos nematéfagos para
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controle biolégico jd vem sendo adotada, por compartilharem a capacidade de atacar os
nematoides (ovos, juvenis e adultos) usando-os como nutrientes. Sao divididos em cinco
grupos: predadores, endoparasitas, produtores de dispositivos de ataque, oportunistas
(ovicidas), e fungos produtores de toxinas (LIU; XIANG; CHE, 2009; SOARES; SUFIATE;
QUEIROZ, 2018). Dentre estes fungos, estdo aqueles utilizados na alimentacdo humana, os
cogumelos comestiveis. A utilizacdo do residuo da producdo de cogumelos comestiveis pode
ter como finalidade o controle de fitonematoides. A industria produz por ano aproximadamente
5 kg de residuo a cada 1 kg de cogumelo produzido, sendo que anualmente a produ¢do mundial
de cogumelos ultrapassa 25 milhdes de toneladas. O material restante da producido pode
apresentar toxinas e ainda estruturas de ataque dos fungos, sendo possivel a utilizacdo no
controle dos nematoides. Destacando que este substrato € biodegradavel, diferentemente dos
diversos defensivos agricolas utilizados atualmente (HAHN et al., 2019; NIAZI e GHAFOOR,
2021).

Além da acdo nematicida, alguns microrganismos também estdo relacionados a
promocao do crescimento das plantas, podem favorecer a solubilizacdo de nutrientes e ainda
ativar mecanismos de defesa (LIMA et al., 2019). Dessa forma, nossa hipotese é que a
inoculagdo de residuos flngicos pode alterar a expressdo génica de plantas de soja, induzindo
genes relacionados a defesa. Sendo assim, utilizando residuos fingicos de Pleurotus eryngii e
Lentinula edodes, o objetivo proposto foi observar variagdes na expressao génica de folhas de
soja, utilizando marcadores relacionados as vias hormonais e genes relacionados a nematoides,

inoculando Meloidogyne incognita em plantas de soja.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Soja

A soja, cujo nome cientifico é Glycine max (L.) Merr. € uma leguminosa pertencente a
familia Fabaceae, assim como o feijao e a ervilha. A soja € planta herbécea, dicotiledonea com
estrutura formada por conjunto de parte drea e raizes. Seu desenvolvimento € dividido em dois
periodos, vegetativo (semeadura ao florescimento) e reprodutivo (florescimento a colheita).
Desenvolvem vagens que ao amadurecer alteram da cor verde ao amarelo-palido, marrom-
claro, marrom ou cinza; contendo em média cinco sementes (lisas, elipticas ou globosas), que
ddo origem aos principais produtos fabricados e comercializados a partir da soja
(MUNDSTOCK e THOMAS, 2005; NEPOMUCENO; FARIAS; NEUMAIER, 2021).

A utilizacdo da soja na alimentacdo é datada hd mais de 5.000 anos. Sua introdugdo
no Brasil ocorreu em 1882, porém apenas 60 anos depois obteve sucesso, quando avaliada em
regides com caracteristicas favoraveis a sua adaptacdo. Desde entdo, vem se mantendo como
produto fundamental na agricultura brasileira e peca-chave no agronegdcio nacional, incluindo
investimentos em estruturas de armazenagem, processamento, transporte e exportacao da soja
e derivados (APROSOIJA, 2012; GAZZONI e DALL'AGNOL, 2018).

A soja representa um marco no desenvolvimento agroindustrial do Brasil, que pode ser
dividido em duas fases: antes da soja (até 1970) e depois da soja (anos 1970 até os dias atuais)
— surgimento do Brasil agroempresarial (GAZZONI e DALL'AGNOL, 2018; HIRAKURI et
al., 2019). O crescimento na produgdo de soja pode ser explicado por alguns fatores como:
elevado teor de proteinas na alimentacdo humana, fonte para producdo da proteina animal,
considerédvel teor de 6leo utilizado na alimentacdo humana, fabricacdo de biocombustiveis,
cultivo automatizado e mecanizado, aumento de tecnologias; e ainda o fato da soja ser uma
commodity padronizada, ou seja, pode ser produzida e exportada em diversos paises
(HIRAKURI e LAZZAROTTO, 2014).

As sementes podem ter como destino o mercado externo ou o esmagamento para a
obtencdo de produtos derivados. Por exemplo, o farelo de soja que juntamente com o milho
constitui 80% da matéria utilizada para fabricacdo de ra¢do animal. Ainda podemos citar o 6leo
extraido da semente, que representa cerca de 15% do destino dos grdos da soja, que dardo
origem ao Oleo de cozinha, margarina, temperos e gordura vegetal (APROSOJA). Ressalta-se
ainda o uso na alimenta¢do humana (bebidas prontas — sucos e leites a base de soja, chocolates

e massas) e geracdo de bens de consumo (tintas, vernizes e maquiagens) (APROSOIJA, 2012;
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HIRAKURI et al., 2019; NETO, 2017). Além disso, a soja ao longo dos anos se tornou o
principal produto utilizado na geracdo de biodiesel no Brasil, permanecendo como principal
matéria-prima empregada hd mais de uma década.

No Brasil em 25 safras analisadas — 1996/1997 a 2020/2021- observou-se aumentos
significativos na 4rea e produtividade em todos os estados, apesar de inumeros fatores
limitantes, como eventos climéticos, reducio da duragdo do ciclo de desenvolvimento da soja,
surgimento e/ou aumento de doengas, etc. (BALBINOT JUNIOR et al., 2022).

De acordo com o Boletim da safra de graos do 10° Levantamento 2021/2022 € esperada
124.47,8 milhdes de toneladas na producdo total de soja. Em relagcdo a exportacio estima-se um
total de 75,23 milhdes de toneladas (CONAB, 2022). Grande parte deste avango na
produtividade da soja se deve ao fator melhoramento genético. A geracdo de novas cultivares
apresenta elevada aceitacdo no mercado, incluindo aquelas que possuem melhor adaptagdo,
elevado potencial produtivo, resisténcia ao acamamento, adaptabilidade a solos e climas
distintos, resisténcia a pragas e doencas, etc. Isso possibilitou o crescimento da producao do
grdo no pais, desde sua introducdo como commodities até os dias atuais (SILVA, 2018;
VOLPATO, 2016).

Entretanto, mesmo com grandes avancos algumas interferéncias podem ocorrer, como
o aumento de pragas e doencas. No Brasil, aproximadamente quarenta doengas em soja
causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides ja foram identificadas. Apenas nematoides,

mais de cem espécies ja foram associadas ao cultivo de soja (DIAS et al., 2010).

2.2. Fitonematoides

Os nematoides sao animais invertebrados pertencentes ao filo Nematoda (ou Nemata),
conhecidos por serem vermes alongados, subcilindricos apresentando as extremidades afiladas.
O corpo € coberto por uma cuticula incolor, na qual sofre sucessivas mudas nos estddios juvenis.
Podem ser encontrados em diversos ambientes naturais, desde que haja umidade suficiente
assegurando sua sobrevivéncia. Embora a maioria dos nematoides sejam microscopicos, o
tamanho € varidvel, incluindo animais de 0,2 mm a mais de 8 m de comprimento (FERRAZ,
2011; FERRAZ e BROWN, 2016).

Segundo os hdbitos alimentares podem ser separados em trés grupos: vida livre,
parasitas de animais (zooparasitas) e parasitas de plantas (fitonematoides). Os fitonematoides

atacam todas espécies de plantas cultivadas na terra, porém por falta de conhecimento dos
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agricultores acerca de sua presenga e danos econdmicos que podem ocasionar, as consequéncias
geradas sdo ainda maiores (FERRAZ; SANTOS, 1995; GRIGOLLI e ASMUS, 2014).

Algumas caracteristicas levaram os nematologistas a denominar os fitonematoides
como "os inimigos invisiveis das plantas". Alguns destes aspectos podem ser citados como,
serem animais microscépicos (0,2 a 3,0 mm de comprimento), a preferéncia por parasitar
sistemas radiculares e ocorréncia de sintomas inespecificos. Este ultimo acarreta em
tratamentos inadequados (como a aplicacdo de fertilizantes ou defensivos agricolas), ao final
gerando gastos ao agricultor sem resultados efetivos (FERRAZ e BROWN, 2016).

Os fitonematoides ndo se disseminam por conta propria, normalmente se espalham
através da transferéncia humana, irrigacdo com &4gua contaminada, mdaquinas e veiculos
contaminados. Como estes vermes sao praticamente impossiveis de serem erradicados o melhor
a se fazer € evitar sua introdugdo na drea a ser cultivada (PINHEIRO et al., 2010; SOARES e
DO NASCIMENTO., 2021).

Os danos ocasionados por estes parasitas parecem ter origem nas secrecdes salivares
injetadas nas plantas durante a alimentacdo. Perfuram a parede celular, injetam a saliva na célula
e retiram nutrientes. Além do dano mecanico ocasionado, espécies que se alimentam nas raizes
geram sintomas de deficiéncias nas partes dreas, pela falta de 4gua e nutrientes. Ademais os
fitonematoides ainda podem favorecer a entrada de outros patégenos a partir dos ferimentos
causados (AGRIOS, 2005).

Estes parasitas podem ser classificados em: ectoparasitos quando permanecem no solo
durante a alimentagdo, como Helicotylenchus; endoparasitos quando ficam imersos nas raizes
para se alimentar, como por exemplo, os géneros Meloidogyne e Pratylenchus; e
semiendoparasitos quando permanecem com parte do corpo externo a planta durante a
alimentacdo, como as fémeas maduras de Heterodera glycines e Tylenchulus semipenetrans.
Os parasitas ainda podem ser classificados em migradores ou sedentarios, quando os adultos se
locomovem nas plantas e no solo, ou aqueles que perdem a locomocdo apds estabelecer o
parasitismo na planta hospedeira, respectivamente (FERRAZ, 2011).

Os principais nematoides de importancia para agricultura brasileira pertencem a ordem
Tylenchida. Nessa ordem podem ser citados algumas espécies como Heterodera glycines
(nematoide de cisto da soja), Pratylenchus brachyurus (nematoide das lesdes), Rotylenculus
reniformis (nematoide reniforme) e Meloidogyne spp. (nematoides das galhas) (DIAS et al.,

2010; FERRAZ et al., 2001; FERRAZ e BROWN, 2016).

2.3. Meloidogyne spp.
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Em Melodoigyne estio os conhecidos nematoides-das-galhas (root-knot nematodes)
consideradas as espécies problemdticas devido as caracteristicas como alto grau de polifagia e
ampla distribuicdo geografica (FERRAZ e BROWN, 2016). Neste género ja foram catalogadas
mais de 2.000 espécies de plantas no mundo consideradas como hospedeiras (DIAS et al., 2010;
HALFED-VIEIRA et al., 2016; MOURA, 2016).

A interagdo entre as espécies de Meloidogyne e as plantas ocasionam sintomas
caracteristicos, sendo a doenca popularmente conhecida no Brasil como meloidoginose
(MOURA, 2016).

No Brasil, a plantacdo de soja que é considerada uma das principais culturas agricolas,
¢ fortemente afetada pelo parasitismo destes nematoides. Nas plantas é possivel averiguar
manchas em reboleiras, com plantas pequenas e amareladas, além de apresentarem as vezes
manchas cloréticas ou necrose entre nervuras — folha “carij6”. O tamanho da planta pode nao
ser reduzido, mas no florescimento nota-se abortamento de vagens e amadurecimento
prematuro (DIAS et al., 2010). Dessa forma, a importancia de controlar os nematoides vem
aumentando, devido aos problemas fitossanitarios ocasionados por sua presenca (GRIGOLLI e
ASMUS, 2014).

O principal sintoma observado na presenca destes nematoides € a formacgao de tecidos
tumorais ou neopldsticos nas raizes, que s@o conhecidos como galhas. As galhas sdo
protuberancias nas raizes, que se formam onde estdo as fémeas. Dentro destas galhas estdo
presentes as fémeas de coloracdo branco-pérola, que apresentam formato de pera (DE
OLIVEIRA e ROSA, 2019; SEIXAS et al., 2020).

No Brasil destacam-se duas espécies: Meloidogyne javanica (Treub, 1885) Chitwood,
1949 e Meloidogyne incognita (Kofoid e White, 1919) Chitwood, 1949, sendo que esta tltima
€ considerada uma espécie de maxima relevancia no contexto de importancia econdmica nos
diversos continentes (DIAS et al., 2010; FERRAZ e BROWN, 2016). Meloidogyne incognita
¢ encontrado por todas regides, se expandindo juntamente com o cultivo de soja, representando
23,1% das espécies do género nas areas de plantio (SOARES e DO NASCIMENTO., 2021).

Com o intuito de controlar os nematoides, € necessario o conhecimento acerca de seu
ciclo de vida, assim pode-se utilizar de estratégias eficazes de manejo. As fémeas dos
nematoides-das-galhas s@o endoparasitas sedentdrias, apresentando corpo obeso com dois
ovarios longos e bem desenvolvidos. Sdo capazes de originar cerca de 400 ovos que sdo
mantidos em matriz gelatinosa, que € comumente observada externamente a raiz. Apds

completar a embriogénese, dentro dos ovos estdo os juvenis de 1° estddio (J1), ao passar por
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ecdise formam juvenis de 2° estddio (J2) de corpo filiforme sendo a forma infectante tipica do
género. Esta forma moével eclode do ovo e sai no solo em busca de raizes das plantas
hospedeiras, com auxilio de enzimas degrada a parede celular vegetal, penetrando na raiz.
Migram intercelular e intracelularmente até atingir o parénquima vascular, com o estilete injeta
secrecoes esofdgicas em algumas células, causando alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas.
Ocorre a formacdo de células gigantes multinucleadas (conhecidas como nutridoras) ao redor
do sitio de alimentagao, formando um tecido denominado cendcito. Os nematoides passam a se
nutrir do citoplasma destas células modificadas que fornecem os nutrientes para
desenvolvimento do parasita, que a partir deste momento se torna sedentdrio, com formato
salsichoide, ocorrendo sucessivamente trés outras ecdises formando J3, J4 e adultos (machos
e/ou fémeas). As populacdes sdo basicamente constituidas por fémeas, sendo encontrados
machos apenas em condicdes ambientais especiais. Na forma adulta normalmente o macho sai
da raiz, enquanto a fémea continua seu desenvolvimento até atingir formato globoso e iniciar a
producdo da massa de ovos, com ou sem fertilizacdo do macho. A duracdo do ciclo depende
das condi¢des, mas no geral, em ambientes favoraveis, com temperatura a 25°C, € consumado
em trés a quatro semanas (ABAD et al., 2008; FERRAZ et al., 2001; FERRAZ, 2011; FERRAZ
e BROWN, 2016; FONTES e VALADARES-INGLIS, 2020; PINHEIRO; CARVALHO;
VIEIRA, 2010; PINHEIRO et al., 2012).

2.4. Controle de fitonematoides

Entre as técnicas de manejo destaca-se o uso de cultivares resistentes, considerada uma
das aplicacdes mais efetivas e seguras ao meio ambiente. O principal beneficio desta técnica é
o impedimento ou reducdo da reproducdo do patdégeno nas raizes da planta. Na soja, ja sdo
conhecidas fontes de resisténcia para os nematoides das galhas e nematoide de cisto da soja,
embora ainda escassas cultivares resistentes que apresentam todas as caracteristicas desejadas.
O desenvolvimento de cultivares resistentes normalmente € trabalhoso e leva tempo, e ainda
assim nao representa uma estratégia de diminui¢cdo da populagdo no solo (ARIAS et al., 2022;
SILVA et al., 2014). Dessa forma juntamente com utiliza¢do de cultivares resistentes devem
ser adotadas outras medidas como a rotacdo de culturas e manejo adequado do solo. A rotacdo
de culturas € um processo acessivel que consiste em alternar em determinada drea o cultivo de
plantas ndo hospedeiras em dareas infestadas por nematoides, preferencialmente com sistemas

radiculares distintos, trazendo beneficios para o sistema produtivo (GONCALVES et al., 2007).
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A principal técnica ainda utilizada para controle de fitonematoides € a aplicacido de
agrotoxicos. Com o uso generalizado nas mais diferentes condi¢des ambientais, muitos
problemas comecgaram a ser percebidos e diagnosticados, como a ocorréncia de residuos em
alimentos, contaminac¢do de solos e lengdis fredticos, efeito em organismos ndo visados,
intoxicagdo de aplicadores, além do potencial carcinogénico de compostos presentes em suas
formulacdes. Consequentemente o uso indiscriminado e incorreto dos agrotéxicos chega
diretamente a mesa do consumidor (BARON et al., 2019; WAICHMAN, 2012).

De forma geral, o controle de nematoides deve ser uma medida que provoque a reducio
nos niveis populacionais, mantendo-os durante o tempo necessdrio em patamares, nos quais nao
causem danos significativos as culturas. Além disso torna-se importante a busca de produtos
alternativos com baixa toxicidade e que ndo ocasione a polui¢do do meio ambiente, como
técnicas de controle biologico e inducdo de resisténcia utilizando bactérias e fungos
nematdfagos, por exemplo. (FERRAZ e BROWN, 2016; SANTOS et al., 2018).

O controle biolégico passou a ser utilizado afim de gerar alternativas ao
desenvolvimento sustentdvel da agricultura, e aumento da pressdo imposta pela populacdo
sobre o uso de agrotoxicos. Proposto pela primeira vez no século XIX com objetivo de controlar
espécies causadores de doengas ou pragas propagadas por insetos (BARON et al., 2019).

O controle bioldgico de doencas de plantas pode ser definido de forma simplificada
como afirmam Betiol, Maffia e Castro (2014, p. 92) “O controle de um microrganismo
patogénico, por outro organismo, geralmente chamado de antagonista”. Os mecanismos de
controle do antagonista sobre o patdgeno podem envolver parasitismo, preda¢do, competi¢do e
antibiose (DE SOUZA et al., 2015). O controle biolégico ocorre de maneira natural nos
ecossistemas, com a acdo de antagonistas sobre as presas ou hospedeiros, porém é possivel
através da acdo humana, facilitar a acdo dos agentes de controle, por exemplo, bactérias e
fungos (FONTES e VALADARES-INGLIS, 2020; PAL e GARDENER, 2006).

O controle biolégico no Brasil é promissor, em quantidade e qualidade, uma vez que
sua utilizagdo em grandes culturas devera crescer, sendo nas culturas de soja, milho, cana-de-
acucar, algodao e café as maiores expectativas de crescimento para oS proximos anos
(CROPLIFE, 2021).

A comercializacdo de produtos biolégicos ainda € impedida por diversos fatores, desde
a falta de investimento, concorréncia com produtos quimicos, inimeras normas a serem
cumpridas desde sua produgdo até armazenamento (BUENO et al., 2016). Ademais € uma
técnica especifica e demanda tempo para obtengdo dos resultados esperados. Por exemplo,

quando ha compatibilidade, € possivel utilizar o nematicida quimico associado ao biolégico. O



17

nematicida quimico aplicado na semente trard efeito inicial da protecdo reduzindo a infec¢do
na raiz inicialmente, enquanto o bioldgico aplicado no sulco da semeadura, com principio de
acdo mais lento com uso continuo, pode se manter no solo e atuar durante todo ciclo da cultura
(SOARES e DO NASCIMENTO, 2021). Sendo assim, em situacdes como estas citadas, um
contexto de manejo integrado utilizando técnicas combinadas pode trazer beneficios e solugdes
a longo prazo (FERRAZ e SANTOS, 1995; FONTES e VALADARES-INGLIS, 2020).

Algumas vantagens podem favorecer o mercado de produtos biolégicos como, aumento
da deteccao de pesticidas nos alimentos consumidos, diminuicdo da eficicia de produtos
quimicos, menos residuos mantidos no ambiente, maiores exigéncias legais para produtos
quimicos, etc. (VIVIAN e QUERINO, 2020).

No caso do controle bioldgico de fitonematoides, a simples retirada da planta infectadas
nio diminui ou elimina os vermes. Muitos apresentam estruturas de resisténcia como ovos €
cistos que ficam no solo armazenados (LIMA et al., 2019). Porém, com os riscos ocasionados
pela utilizacao de nematicidas quimicos, pesquisadores passaram a desenvolver bionematicidas,
baseados em agentes bioldgicos como, bactérias, fungos e outros microrganismos. Os
bionematicidas sdo basicamente direcionados ao controle dos ovos e fases infectantes presentes
externamente as raizes da planta (LIMA et al., 2019). Os nematicidas quimicos, além de ndo
serem especificos também ndo afetam desenvolvimento dos ovos, devido as camadas de quitina
que os tornam resistentes (BARON et al., 2019).

A producdo de um bionematicida comercial € complexa pois se tem preocupacdes como
a multiplicagdo in vitro do microrganismo, o “tempo de prateleira”, custos com avalia¢gdes de
seguranca e eficiéncia do produto, falta de orientacdo aos agricultores sobre o uso correto,
faltam incentivos fiscais, além do demorado processo de registro nos 6rgaos governamentais.

(FERRAZ e BROWN, 2016; VIVIAN e QUERINO, 2020).

2.5. Fungos nematéfagos

Os fungos nematofagos (do grego nemat- ou nemato= fio +fag- do
grego phagos - fagico = comer, ingerir) vem despertando interesse nos pesquisadores em
diferentes partes do mundo em relacdo ao papel no controle bioldgico. Ja sdo mais de 700
fungos nematéfagos descritos incluidos em diferentes filos, dentre eles Ascomycota,
Basidiomycota, Zygomycota e Chytridiomycota (DASGUPTA e KHAN, 2015; LI et al., 2015;
SOARES; SUFIATE; QUEIROZ, 2018).
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Os fungos nematdfagos ja foram encontrados em todas regides do mundo, em varios
tipos de solo e principalmente naqueles ricos em matéria organica. Isso ocorre devido ao fato
da maioria dos fungos nematéfagos serem parasitas facultativos, ou seja, tem a capacidade de
se alimentar de matéria organica proveniente principalmente de organismos mortos presentes
no solo (Saprotrofia) (JANSSON e LOPEZ-LLORCA, 2004).

Outra descoberta interessante em relacdo aos fungos é sua presenga frequente na
rizosfera de leguminosas (soja, ervilha, etc) em comparacao ao solo sem raizes, o que pode ser
explicado a presenca de fitonematoides, que geram aumento ou alteracdo da exsudagdo
radicular nessas plantas. Ao se alimentar de nematoides parasitas de plantas, os fungos
garantem uma vantagem nutricional e realizam controle bioldgico, por isso a importancia do
crescimento dos fungos nematofagos na rizosfera (NORDBRING-HERTZ; JANSSON;
TUNLID, 2011).

De maneira geral, os fungos nematéfagos sdo divididos em trés grupos: fungos
predadores, fungos endoparasitas e fungos oportunistas (ovicidas). Os fungos predadores
apresentam diferentes tipos de armadilhas, como redes de hifas, botdes e ramos adesivos, anéis
constritores € nao constritores, redes tridimensionais adesivas ao longo do micélio; que sdo
utilizados para capturar por adesdo ou mecanicamente os nematoides (SAXENA, 2018). Apds
aprisionamento, ocorre penetracio das hifas na cuticula do nematoide, crescimento das hifas e
digestdo dos conteidos internos, um fungo predador comum é Arthrobotrys oligospora
(MOTA; CAMPOS; DE ARAUIJO, 2003).

Sdo mais de 200 espécies ja descobertas de fungos predadores, podendo capturar
nematoides no primeiro estddio larval ou fase adulta, ainda assim apresentam capacidade
saprofita relativamente boa (AHMAD et al.,, 2021). Estes fungos apresentam algumas
caracteristicas desfavordveis como incapacidade de competir em ampla gama de condi¢des do
solo e serem sensiveis a mudancas no ambiente (NORDBRING-HERTZ; JANSSON;
TUNLID, 2011; SIDDIQUI e MAHMOOD, 1996).

Os fungos endoparasitas sdo frequentemente parasitas obrigatérios, com alta
especificidade pelo hospedeiro, e apresentam ainda fraca capacidade saprofitica competitiva.
Os endoparasitas produtores de conideos utilizam seus esporos para infectar os hospedeiros,
que apds engolidos por eles, se alojam no trato digestivo e ocasionam a morte do nematoide.
Existem também, os endoparasitas produtores de zodsporos, que produzem esporos moveis,
que se ligam a cuticula do nematoide (JANSSON e LOPEZ-LLORCA, 2004; MOTA;
CAMPOS; DE ARAUIJO, 2003; SAXENA, 2018). Estes fungos endoparasitas quase nao

produzem micélio no solo e completam seu ciclo de vida dentro do corpo do hospedeiro, como
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exemplo, o fungo Drechmeria coniospora (NORDBRING-HERTZ; JANSSON; TUNLID,
2011).

Os fungos oportunistas colonizam o conteddo do ovo ou a larva ainda em
desenvolvimento no interior. Massas de ovos liberados no solo sdo vulnerdveis a deterioracao
e colonizagdo, assim como fémeas obesas. Ao entrar em contato, o fungo forma um apressério
que adere a casca do ovo. As hifas penetram, através de pequenos poros na camada vitelinica,
se expandem através das camadas quitinica e lipidica (MOTA; CAMPOS; DE ARAUIJO,
2003). A camada lipidica se torna dispersa e a camada de quitina se torna vacuolizada, entao
hifas endégenas passam a emergir do ovo e produzem conidi6foros (fonte de conidios). Uma
vez em contato com a massa de ovos estes fungos parasitam todos os ovos em estigios iniciais
de desenvolvimento. Devido ao parasitismo de ovos, os fungos oportunistas impedem danos as
plantas e sdo eficientes contra nematoides que produzem grandes quantidades de ovos
(HALFED-VIEIRA et al., 2016; SIDDIQUI e MAHMOOD, 1996).

Sdo considerados mais eficientes no biocontrole de nematoides que os outros dois
grupos anteriores, como exemplo de fungo oportunista pode ser citado Pochonia
chlamydosporia (JANSSON e LOPEZ-LLORCA, 2004).

Apesar dos grupos citados serem amplamente conhecidos, estudos recentes propde a
classificacdo dos fungos nemat6fagos em 5 grupos. Além dos trés tipos citados anteriormente,
acrescentam-se os fungos produtores de toxinas e fungos produtores de dispositivos de ataque
(LIU; XIANG; CHE, 2009; SOARES; SUFIATE; QUEIROZ, 2018). Os fungos produtores de
toxinas sdo capazes de imobilizar os nematoides através de metabdlitos toxicos (alcaldides,
peptideos, terpendides, esterdis, compostos alifaticos e quinonas) (FRANCISCO et al., 2021)
antes que ocorra a penetracao das hifas através da cuticula dos nematoides. Essas substancias
podem exercer efeitos na eclosdo, mobilidade e capacidade de penetragdo dos nematoides em
seus hospedeiros. Como exemplos podem ser citados os fungos do género Pleurotus,
pertencentes ao filo Basidiomycota (CARVALHO, 2017, RODRIGUEZ-BARRERA et al.,
2021).

Os fungos produtores de dispositivos de ataque apresentam estruturas parecidas com
espadas afiadas que causam danos a cuticula, levando ao vazamento do contetido interno do
corpo do nematoide. Demonstra-se assim que ocorre forca mecanica para imobilizar e matar
nematoides, e a partir do dano, a ocorréncia da coloniza¢do completa por hifas fingicas (LUO;
LI; LI; PAN; ZHANG, 2006; SOARES; SUFIATE; QUEIROZ, 2018). Um dos tipos de

dispositivo de ataque ja estudado sdo os acantdcitos, produzidos por espécies de Stropharia,



20

que auxiliam na protecdo e ainda na suplementagdo nutricional do fungo (LUO; LI; LI; PAN;
ZHANG, 2006).

A potencialidade da utilizacdo de fungos nematéfagos vem sendo demonstrado em
indmeros artigos, alguns fungos testados com eficdcia comprovada podem ser citados como:
Helicomyces roseus, Pseudohalonectria lignicola, Phomatospora berkeleyi (DONG et al.,
2004), Hypsizygus marmoreus (SOARES et al., 2019), Pochonia chlamydosporia (HAHN et
al., 2019; LOPES et al, 2007), Paecilomyces lilacinus, Arthrobotrys oligospora,
Monacrosporium eudermatum, Arthrobotrys musiformis (SANTAMARIA et al., 2017),
Trichoderma spp. (FREITAS et al., 2012), Boletus sp. e Pleurotus pulmonarius (WILLE et al.,
2019).

Apesar de todos estudos realizados, comprovando a eficdcia da utilizagdo de fungos no
controle bioldgico, a falta de interesse comercial no controle de nematoides impede maiores
utilizagdes. No Brasil, até junho de 2022 existia 11 produtos bioldgicos a base de fungos para
controle de fitonematoides registrados (BRASIL, 2022; SIDDIQUI e MAHMOOD, 1996).

Outro aspecto a ser levado em consideracio seria o aproveitamento de residuos da
industria, como por exemplo, aqueles gerados na producdo de cogumelos comestiveis. O
substrato pode apresentar toxinas e estruturas de predagdo, que pode atuar contra nematoides e
também outros microrganismos fitopatogénicos presentes no solo. Além disso sdo
biodegraddveis, ndo interferindo nos aspectos ambientais, sendo uma forma de descarte dos
residuos agroindustriais (HAHN et al., 2019).

Sdo importantes novas pesquisas com intuito de elucidar mecanismos moleculares de
interacdo entre os fitonematoides e fungos nematofagos, a fim de expandir a utilizagdo do

controle bioldgico de modo mais eficiente e seguro.

2.6. Pleurotus eryngii

Pleurotus eryngii ¢ um basidiomiceto conhecido como cogumelo trompete rei ou
cogumelo ostra rei. E um fungo comestivel que apresenta grande quantidade de proteinas,
carboidratos, vitaminas e dcidos graxos insaturados. Apresenta sabor agradavel, alto valor
nutricional e baixo teor calérico. Os polissacarideos presentes nestes fungos t€m se tornado alvo
de pesquisa nos ultimos anos explorando sua estrutura e fisiologia. Varios estudos tem sido
realizados com diferentes partes do fungo, corpo de frutificacdo, micélio e substratos

degradados. Alguns compostos bioativos produzidos por Pleurotus sdao capazes de estimular ou
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complementar respostas imunes em hospedeiros, sendo o foco de vdrias pesquisas
(RODRIGUEZ-BARRERA et al., 2021).

Dentre as funcionalidades relacionadas ao P. eryngii estdo as atividades antioxidantes,
antitumorais, imunorreguladoras, antibacteriana, anti-inflamatéria, hipoglicemiante,
imunomoduladoras, e também na regulacdo do metabolismo lipidico (ZHANG et al., 2020).
Cogumelos do género Pleurotus produzem metabdlitos secunddrios com atividades anti-
helmintica contra parasitas gastrointestinais. Por exemplo, no estudo realizado utilizando P.
erynguii e sua acdo nematicida contra Haemonchus contortus (Parasita de pequenos
ruminantes), polidis identificados afetaram a eclosio de ovos. Além da andlise in vitro, sobre
larvas que demonstrou alterar a motilidade. Os nematoides ainda apresentaram em seus corpos
tilceras e contragdes internas (CRUZ-AREVALO et al., 2020). Esses fungos sio produtores de
toxinas, que formadas a partir das hifas ao entrarem em contato com nematoides, penetram em
seu corpo tornando-o0s inativos.

Diversas pesquisas demonstram a atividade nematicida deste fungo contra
fitonematoide, apresentando algumas caracteristicas interessantes como, o cultivo répido e
producdo de proteases. Efeitos antagdnicos foram percebidos quando ao penetrar seus micélios
em nematoides, liberam proteases que degradam a cuticula dos mesmos. (CHAIYADIT e
CHAIRIN, 2022). O fungo P. eryngii reduziu de maneira significativa in vitro, o nimero de
larvas de Panagrellus spp. utilizando extrato (fervido e ndo fervido) e também o inéculo do
fungo. Ocorreu ainda reduc@o no numero de ovos inteiros de Meloidogyne javanica, utilizando
extrato de P. eryngii, ocorrendo eclosio precoce, formagdo de vactolos, devido as atividades
quitinoliticas e proteoliticas (SUFIATE et al., 2017). Outro estudo, demonstrou que o uso do
extrato aquoso e filtrado do meio liquido da cultura de P. eryngii, reduziu eclosido de ovos de
M. javanica. Além disso afetou o desenvolvimento e mobilidade de J2, o mesmo foi observado
quando realizaram testes de interacdo com micélio de P. eryngii. (HAHN et al., 2019).

Oliveira (2020) avaliou extratos aquosos de vdrios residuos flingicos, incluindo de P.
eryngii, 0s quais apresentaram atividade nematicida contra M. incognita, causando mais de 95%
de morte dos nematoides apds 72 horas. Ainda, estes extratos incorporados ao solo diminuiram
a quantidade de ovos e galhas nas raizes de soja. Extratos enzimdticos também foram
produzidos e testados quanto atividade quitinolitica, que apresentando resposta positiva pode
explicar o porqué da a¢do nematicida destes residuos.

Em um estudo in vitro utilizando Pleurotus spp. no controle de M. incognita
demonstrou-se que apos 48 horas, houve inibi¢do da eclosdo dos ovos, mortalidade de juvenis

e ainda producdo de nematotoxina apds 12 horas de incubacdo (CHAIYADIT e CHAIRIN,
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2022). A utilizacao do filtrado de cogumelos frescos Pleurotus ostreatus na concentracao de
15g/100 ml ap6s 72 horas levou a mortalidade de 58% de juvenis de M. incognita. Além disso,
reduziu a reproducio do nematoide, melhorou o crescimento e produtividade do feijao-caupi, e

ainda a reducdo de galhas (YOUSSEF e EL-NAGDI, 2021).

2.7. Lentinula edodes

Também conhecido como shitake, o fungo Lentinula edodes ¢ um cogumelo comestivel
nativo da Asia, onde é fortemente cultivado e consumido. Além de apresentar sabor salgado, é
considerado um alimento com baixas calorias, fonte de fibras e vitamina B. E um basidiomiceto
considerado medicinal, sendo consumido ha mais de 2000 anos, apresentando funcdes no
sistema imunoldgico, redugdo de colesterol, diabetes, além da capacidade in vitro como
antioxidante e antitumoral (ANAMIKA e ARCHANA., 2022).

Hearst et al (2009) realizaram estudos direcionados a acdo antifiingica e antibactericida
do extrato aquoso de L. edodes e verificaram potencial efeito contra 85% dos microorganismos
testados. Esse fungo ainda € pouco estudado quanto a sua fun¢do nematicida, mesmo com sua
eficadcia comprovada. Por exemplo, a utilizacdo dos residuos da producdo de shiitake foram
capazes de reduzir a porcentagem de larvas de Panagrellus spp. em comparacdo ao grupo
controle, comprovando ac¢do nematicida (FERREIRA et al., 2022). O micélio de L. edodes
tambem ocasionou mortalidade in vitro de larvas L3 de Haemonchus contortus com a
porcentagem de 93,93% em relacdo ao controle, utilizando extratos hidroalcolicos, houve a
reducgdo das larvas em 19,67% em 48 horas e 49,5% apds 72 horas (COMANS-PEREZ et al.,
2021).

Outro trabalho utilizando filtrado de meio liquido e extrato aquoso de Lentinula edodes
causaram a mortalidade de J2 de Meloidogyne javanica, ainda a interacdo com micélio levou a
imobilizacdo dos nematoides em dois isolados utilizados (HAHN et al., 2019). O filtrado de L.
edodes (1000 ppm) inibiu a eclosdo em 85.6% de M. incognita ap6s 72 horas, e ainda causou
81.2% na mortalidade de juvenis (POORNIMA e BALAMURALLIL, 2021). Em alface cultivar
‘Saia Véia’, utilizando filtrado do meio de cultivo do Shiitake, houve reducao de larvas J2 e
diminuicdo das galhas formadas por M. incognita. Alguns filtrados apresentaram acgdo
nematicida enquanto outros atividade nematostatica (SANTANA-SANTOS et al., 2022). Esses
resultados encontrados podem ser explicados pela producdo de compostos bioativos por estes
fungos. S@o capazes de romper a massa gelatinosa de ovos, alterando a eclosdo e ainda nos

juvenis infectantes, as aberturas presentes em seus corpos podem facilitar a penetracdo de
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toxinas levando a morte (THEMUHI et al., 2020). O residuo fingico do cogumelo Lentinula
edodes também foi estudado por Oliveira (2020) apresentando grande potencial nematicida e

atividade de quitinases.

2.8. Resisténcia vegetal a fitopatogenos

As plantas apresentam estruturas de defesa pré-existentes contra patégenos, sendo estas
estruturais e quimicas. As defesas estruturais incluem cera e cuticula (quantidade e qualidade),
estdmatos (tamanho, localiza¢do e forma), presenca de células de paredes espessas, presenca
de camada de pelos. As ceras e os pelos podem vir a apresentar um efeito repelente, enquanto
a cuticula espessa pode aumentar a resisténcia a infeccao em patégenos que realizam penetracao
direta. As plantas s@o capazes de liberar substancias em seu ambiente, acima do solo e superficie
de raizes, que parecem inibir certos patégenos antes mesmo da infeccdo como compostos
fendlicos, taninos, fitoalexinas, etc. H4 por exemplo, a ocorréncia de proteinas chamadas
fitocistatinas, que inibem proteinases cisteinicas presentes no sistema digestivo de nematoides,
que sdo produzidas em diversas plantas (AGRIOS, 2005).

Os individuos dentro das espécies podem variar nivel de resisténcia, podendo haver
variedades mais ou menos suscetiveis; enquanto outras podem ser menos resistentes, e alguns
individuos totalmente resistentes. Estas caracteristicas dependem de alguns fatores como o tipo
e quantidade de genes de resisténcia presentes na planta e condicdes ambientais. Quando a
planta € resistente ao patégeno significa que a mesma apresenta genes de resisténcia (R)
compativeis com genes de aviruléncia (AVR) especificos do patégeno. Os genes R reconhecem
eliciadores especificos de patdgenos, resultando na producdo de moléculas sinalizadoras,
desencadeando reagdes localizadas e a resposta de hipersensibilidade (VERHAGEN; VAN
LOON, PIETERSE, 2006).

A reacdo de hipersensibilidade se caracteriza como uma resposta rdpida e localizada,
esta reacdo leva a morte induzida das células da planta afetada, considerada uma forma de morte
celular programada. Além dessa resposta no local da infeccdo, as plantas desenvolvem
resisténcia sistémica eficaz contra infeccdes do mesmo patégeno e patdgenos nao relacionados.
Algumas moléculas sinalizadoras transmitem para outras células, e assim o sinal é translocado
para partes distais da planta, desencadeando genes de resposta e defesa, chamados genes de
resisténcia adquirida sistemica (AGRIOS, 2005; TON et al., 2002; VERHAGEN; VAN LOON;
PIETERSE, 2006).
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A resisténcia sistémica adquirida (RSA) diz respeito a reacdo de resisténcia na planta
em razdo da infec¢io por um elicitor parasita ou patogénico. E caracterizada pelo acimulo de
acido salicilico (AS). Os principais componentes da via do AS levam a resisténcia a doengas a
partir da expressdo de genes que codificam as proteinas relacionadas a patogénese (PR-
proteins). Ainda alguns destes genes ativam as outras vias, mediada por 4cido jasmonico e
etileno. Além do 4cido salicilico, acredita-se que a transducdo de sinais seja realizada por
oligogalacturonideos liberados das paredes celulares das plantas, dcido jasmonico, dcidos
graxos, etileno e outros (AGRIOS, 2005; BARROS et al., 2010; FONTES e VALADARES-
INGLIS, 2020).

As plantas apresentam outro tipo de resisténcia além da RSA, a denominada Resisténcia
Sistémica Induzida (RSI). Este tipo de resisténcia pode se desenvolver como uma resposta a
agentes benéficos, simbiontes, abidticos, etc. Ela é expressa ndo apenas no local da indugao,
mas sistematicamente nas partes da planta como préprio nome sugere. A Resisténcia Sist€émica
Induzida € regulada por vias de sinalizacdo principalmente através das moléculas de acido
jasmonico, etileno. Os hormonios citados sdo importantes na regulacdo da defesa, visto que as
plantas com os genétipos afetados a resposta destes hormonios, sdo mais suscetiveis a infec¢ao
por certos patégenos virulentos. Em interagdes hospedeiro-patégeno as plantas reagem com
aumento da producdo dessas substancias, e ocorréncia da ativacdo de genes relacionados a
defesa em busca de bloquear a infeccao (AGRIOS, 2005; PIETERSE et al., 2014; TON et al.,
2002).

Apesar de serem tratados como sindonimos RSA e RSI apresentam uma grande diferenca,
enquanto “adquirida” diz respeito a inducdo da resisténcia a partir elicitores de
patogenos/parasitas, o termo “induzido” se refere a indug¢do de resisténcia por agentes
benéficos, simbiontes ou abidticos. A RSA € uma resposta secundaria de RSI apos resposta
hipersensivel a patégenos avirulentos (BARROS et al., 2010; METRAUXS, 2001).

O tratamento com componentes, compostos (organicos ou inorganicos) ou produtos
microbianos pode ocasionar a resisténcia sistémica induzida. Essa indugdo é considerada um
mecanismo indireto ja que o agente ndo atua direto no patégeno, mas estimula mecanismos de
defesa na planta contra o mesmo. Através do contato com moléculas presentes nos
microrganismos (bactérias, fungos, etc.) ou produzidas por eles, podem vir a gerar o
desencadeamento de respostas de defesa. O mesmo eliciador utilizado pode ser capaz de induzir
respostas em diferentes espécies vegetais, contra diversos patogenos (FONTES e
VALADARES-INGLIS, 2020). Como exemplo podemos citar a utilizacdo de basidiomicetos

que vem apresentando grande potencial no controle de doengas, diretamente e indiretamente,
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aumentando niveis de resisténcia da planta (OLIVEIRA, 2015; WALTERS; RATSEP; HAVIS,
2013).

2.9. Fitormonios

As plantas sdo expostas a diversas condi¢des ambientais, sendo assim precisam se
adaptar e adotar mecanismos para reconhecer sinais e gerar respostas aos imprevistos. Uma das
abordagens utilizadas s@o os fitormonios que medeiam respostas a estresses bidticos e abidticos
e apoiam as plantas assegurando condicoes vitais. Dentre os fitormdnios que atuam na defesa,
os mais conhecidos sao etileno (ET), 4cido abscisico (ABA), 4cido jasmonico (JA) e acido
salicilico (SA). JA, ET, ABA e AS sdo conhecidos por respostas de defesa contra diversos
patdgenos e pragas.

O etileno é um fitormonio encontrado nas condi¢des ambientais no estado gasoso.
Através daligacdo a receptores varios efeitos sdo observados nas plantas. Apresenta a metionina
como precursor através da acdo de enzimas como Acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano
sintase (ACS) e Acido I-carboxilico-1-aminociclopropano oxidase (ACO) gerando etileno ao
final. A formacdo de ACC em etileno ocorre apenas em condicdes aerdbias. Apds sintetizado o
etileno se difunde por toda a planta se ligando aos receptores e ainda se difunde causando efeito
em plantas vizinhas. Sua resposta é regulada negativamente pelos receptores através de CTR1
(Constitutive Triple Response 1). Ao ser acionado sinaliza a jusante para que ocorra supressao
das respostas na auséncia do hormonio. Quando o etileno estd presente, CTR1 € inativado,
ocorre desencadeamento de respostas através de proteinas que controlam genes responsivos ao
etileno. Uma resposta bem conhecida do etileno € a resposta tripla, que gera crescimento
reduzido da raiz e hipocétilo, hipocétilo espesso e gancho apical exagerado (AKBAR et al.,
2021; MA e DONG; 2020). Sao também efeitos conhecidos pelo etileno: senescéncia,
amadurecimento de fruto, germinagao de sementes, abscisao, estresses de frio, determinacao de
sexo, desenvolvimento da flor. Em coordenag¢do com outros hormonios como AS, ABA e JA
regulam respostas de defesas. O seu papel contra ataques de patogenos € conhecido em diversas
espécies de plantas, principalmente contra agentes necrotréficos, biotréficos e hemibiotréficos
(AKBAR et al., 2021; BINDER; 2020; RAMEGOWDA et al., 2020).

O é4cido jasmonico € derivado de lipideos. O substrato para sua sintese € o dcido o-
linolénico (18:3) (o-LeA) liberado de galactolipideos de membranas do cloroplasto
(WASTERNACK E HAUSE., 2013). Ele € reconhecido como inibidor do crescimento vegetal

embora apresente inimeras funcdes. Estd envolvido na germinacdo de sementes, senescéncia
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de folhas, crescimento de raizes, pode induzir a abertura estomatica, etc. (BARI e JONES.,
2009). Virios elementos do ambiente podem levar a sintese de JA e mediar respostas contra
estresses, desencadeando a expressdo de genes de defesa. Estudos demonstram que sua
concentracdo aumenta localmente em resposta a patogenos ou danos (herbivoros, danos
mecanicos, etc.) (RUAN et al., 2019). Quando aplicado em pequenas doses pode levar ao
aumento da resisténcia contra patégenos em plantas. Tanto em respostas locais quanto
sist€émicas sinais de JA estdo envolvidas. Pesquisas demonstram que JA e ET funcionam
sinergicamente com frequéncia apds inoculacio do patégeno, estimulando expressdo de genes
de defesa, normalmente associados contra agentes necrotréficos e herbivoria (AKBAR et al.,
2021).

O é4cido salicilico (AS) € um metabdlito secundéario com intimeras fungdes celulares.
Pode ser formado a partir da via dos fenilpropanoides ou pela via do isocorismato, sendo que
esta dltima é predominante durante a infec¢do por patégenos. Desempenha papel no
crescimento das plantas, floracdo, nodulacdo, germinacdo de sementes, transpira¢do, inducao
de resisténcia a doencas, respostas aos estresses bidticos e abidticos, fotossintese (ARIF et al.,
2020; ASGHARI e AGHDAM, 2010). No caso de microrganismos biotréficos e
hemibiotréficos ocorre a resisténcia mediada pela sinalizacdio de AS, gerando resposta
hipersensitiva. O 4cido salicilico estd associado ao acimulo de espécies reativas de oxigénio,
que causa morte tecidual e também a sintese de lignina no local da infec¢do. Sua aplicacao
exodgena ativa varios genes relacionados a defesa, incluindo as proteinas PR (relacionados a
patogénese) contra diversos patogenos, além de compostos fenolicos (AKBAR et al., 2021).
Estd associado a resisténcia sistémica adquirida (SAR), na qual a planta gera um sinal no local
da infeccdo, percorre através dos sistemas vasculares e sinaliza respostas de defesa em locais
ndo infectados. Seu nivel varia de espécie, planta, 6rgdo, além do estdgio de desenvolvimento
e estresses ambientais (ARIF et al., 2020). Juntamente com JA, o 4cido salicilico faz parte de
vias de sinalizacdo relacionados a resisténcia. A aplicacdo concomitante de JA e AS em baixa
quantidade estimula a expressao de genes marcadores de forma sinérgica, embora as vias JA/ET
e AS sejam antagOnicas, ja foram relatadas estas interacoes (AKBAR et al., 2021; BARI e
JONES., 2009).

Por tltimo, o 4cido abscisico (ABA), um hormonio vegetal reconhecido principalmente
por atuar nas respostas de estresses abidticos nas plantas, € sintetizado através da via dos
terpenos ou terpendides, a partir da rota do 4cido mevaldnico ou através da rota do metileritritol
fosfato (OLIVEIRA et al., 2010) Seu papel mais explorado é a germinagdo de sementes,

maturacdo do embrido e ainda dorméncia. Estd relacionado com respostas das plantas a
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estresses abidticos, como seca, frio, salinidade e perda de dgua. Enquanto a luz estimula a
abertura dos estomatos, a inducdo de ABA pode levar ao fechamento estomético, com aumento
da concentragiio de Ca** no citoplasma, auxilia na diminuicdo de perda de 4gua, além do ajuste
constante de absorcdo de CO; para fotossintese ao longo do dia, minimizando a transpiracao.
Também pode estimular producdo de H2O2 (Per6xido de hidrogénio) que seria um intermediario
para fechar os estdmatos (BARI e JONES., 2009; WASILEWSKA et al., 2008). Outros estudos
vém abordando sua participac¢do nas respostas de defesa planta-patégeno, sendo considerado
um regulador negativo contra vérios patdgenos necrotréficos e biotréficos. Pode controlar de
maneira positiva fechando os estdmatos ou induzindo deposi¢cdo de calose dependendo da fase
de infec¢do. Também pode estimular a produgdo de ROS (espécies reativas de oxigénio) e ainda
suprimir as defesas dependentes de AS, regulando aquelas dependentes de JA. Pode
desempenhar papel nas interacdes mutualisticas compativeis de plantas com micorrizas €
bactérias rizosféricas. Em outros estudos sua aplicacdo exdgena aumenta a suscetibilidade de
espécies a bactérias e fungos patogénicos (AKBAR et al., 2021). Dependendo da interacdo
planta-patégeno, estresse abidtico ou qualquer interferente vai ocorrer modulacio e interagdo
entre os hormonios vegetais, desempenhando papeis positivos ou negativos, promovendo da

maneira mais eficaz mecanismos de defesa e sobrevivéncia.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar possiveis alteracdes na expressdo de vias de resposta a fitormonios em soja,

devido as interagdes com Meloidogyne incognita e residuos do cultivo de fungos.

3.1. Objetivos especificos

e Determinar a influéncia dos residuos do cultivo de fungos na expressdo génica da soja, por
meio da técnica de RT-qPCR;

e Analisar a expressao génica de: Hslpro-1, JAR1, ETR, SAMT1, CHS e ATAFI1, em plantas
de soja apds inoculacdo de Meloidogyne incognita;

e Verificar alteragdes na expressdo dos genes Hslpro-1, JARI, ETR, SAMTI, CHS e
ATAF1, apo6s inoculacdo de M.incognita concomitantemente com residuos fungicos

e Auvaliar a utilizagdo de residuos fingicos como provaveis eliciadores de resisténcia em soja

contra M. incognita.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencao dos residuos de cogumelos comestiveis

Os residuos dos cogumelos comestiveis pertencentes ao filo Basidiomycota, foram
cedidos pelo Grupo Urakami, Mogi das Cruzes, Sao Paulo — Brasil. Neste trabalho foram

utilizados dois diferentes residuos: Eryngii (Pleurotus eryngii) e Shiitake (Lentinula edodes).

4.2. Obtencao e preparo do inéculo de Meloidogyne incognita

Os fitonematoides foram multiplicados em plantas de soja [Glycine Max (L.) Merrill],
da cultivar Desafio sendo mantidos em casa de vegetacdo do Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO), da Universidade Federal de Vigosa. Para preparo do
in6culo foi utilizado a metodologia de Boneti e Ferraz (1981). As raizes infectadas foram
cortadas em pedacos de aproximadamente 1,0 cm de comprimento. Em seguida, trituradas em
liquidificador por 20 segundos acrescidas de solu¢cdo aquosa de hipoclorito de sédio a 0,5%.
Posteriormente verteu-se a suspensdao em peneira de 200 mesh acoplada a outra de 500 mesh.
Feito isso lavou-se a peneira de 500 mesh abundantemente com dgua de torneira e foram

recolhidos os nematoides retidos com auxilio de pisseta com dgua.

4.3. Preparo do material vegetal

Para cultivo das plantulas, foram selecionadas sementes da variedade Desafio que foram
semeadas em vasos pldsticos de 500 mL. O substrato utilizado continha uma mistura na
proporcao de 1:1 (v/v) de solo e areia previamente autoclavados a fim de evitar contaminacao.
O substrato foi autoclavado a 120° C durante uma hora, sendo o processo repetido apés 24

horas.
4.4. Planejamento experimental em casa de vegetacao
O planejamento experimental ocorreu em blocos ao acaso, com trés repeticdes

(planta/vaso) por tratamento em um total de 36 plantas. Os tratamentos realizados foram os

seguintes:
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1. Planta controle

Planta inoculada com Meloidogyne incognita

Planta inoculada com residuo flingico de Pleurotus eryngii
Planta inoculada com residuo flngico de Lentinula edodes

Planta inoculada com Meloidogyne incognita e residuo fingico de Pleurotus eryngii

AN

Planta inoculada com Meloidogyne incognita e residuo fingico de Lentinula edodes

4.5. Inoculacao dos nematoides e residuos fiingicos

Ap6s sete dias do plantio, foram determinadas aleatoriamente trés plantas para cada
tratamento. Em plantas tratadas com residuos fungicos de Lentinula edodes ou Pleurotus
eryngii foram depositadas 5 gramas de residuo flingico em cada repeticdo em aberturas feitas
no solo préximas a raiz.

Em relacdo aos nematoides a calibragem do indculo foi estimada aproximadamente em
500 nematoides por mililitro, observados por microscopio 6ptico, sendo que nas plantas
inoculadas utilizamos 3 mL de suspensdo, enquanto nas plantas controle foram inoculadas 3

mL de dgua destilada.

4.6. Extracao de RNA e sintese do cDNA

As folhas e raizes das plantas foram coletadas em dois tempos para posterior extracao,
em cinco e dez dias ap6s inoculacdo dos nematoides e residuos. No entanto, durante o processo
de extracdo do RNA total das raizes, ocorreram adversidades que impediram o prosseguimento
da anélise. Entdo o trabalho foi continuado utilizando as folhas das plantas de soja.

As folhas foram colocadas em nitrogénio liquido e armazenadas em frezer -80° C. As
amostras de aproximadamente 100 mg de folha de soja foram maceradas e transferidas para
tubos de 1,5 mL. O RNA total foi extraido utilizando 7rizol® (Invitrogen) segundo informacdes
do fabricante. Apds extracdo o RNA foi quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific). A integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de
agarose na concentracdo de 1,7%. A corrida eletroforética utilizando tampao TBE (1X)
permaneceu aproximadamente 25 min a 70v.

ApoOs averiguacdo da qualidade do RNA, seguiu-se o tratamento com DNAse I,
Amplification Grade (Invitrogen™) para remocao de possivel DNA gendmico contaminante.

Utilizando 1pg de RNA, gerou 10 pL. de RNA tratado com DNAse.
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Para realizar a sintese do cDNA, utilizou-se os 10 pLL de RNA tratado, 1 uL de primers
oligo(dT)12-18 (Sigma Aldrich, Sdo Paulo, SP) e 1 pL de dNTP (10 uM). A solucao foi
aquecida a 65°C por cinco minutos, e resfriada em gelo por 1 min.

Posteriormente, foram adicionados 4 pLL de tampao 5x, 2 uLL de DTT (0,1 M), 1 uL de
RNAse OUT. A solugdo foi homogeneizada e incubada a 37°C por 2 min. Em banho-maria
acrescentou-se 1 pL de Transcriptase Reversa M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus)
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) permanecendo a 37°C por 1 hora, para sintese do cDNA
correspondente. Para inativar a enzima por aquecimento, os tubos permaneceram por 15 min a

70°C.

4.7. Genes para RTq-PCR

Para definicdao dos genes da soja e genes normalizadores que seriam utilizados foram
feitas buscas na literatura. Os primers marcadores foram selecionados de artigos que retratavam
diferentes tipos de estresses em plantas de soja. Definimos quatro genes relacionados a quatro
fitormoOnios distintos: etileno - ETR (ARRAES et al., 2015), 4cido jasmonico - JAR1 (SELIG
et al., 2016), acido abscisico - ATAF1 (SELIG et al., 2016) e acido salicilico - SAMT1 (LIN
et., 2013). E ainda dois genes que foram relacionados a resisténcia a nematoide: CHS e Hs1pro-
1 (MORALES et al., 2009) (Tabela 1). Enquanto os dois genes endégenos escolhidos, sdao
utilizados e validados na literatura: CYP e ACT11 (Tabela 2).

Tabela 1. Sequéncias dos primers forward e reverse utilizados para amplificagdo pela técnica
de RT-qPCR

GENE LOCUS ID PRIMER FORWARD PRIMER REVERSE REFERENCIA
ETR Glyma.19g40090 5’- ATGGATGCCTTCAAGAAGTGG -3’ 5’ ATGGATGCCTTCAAGAAGTGG-3’ Arraes et al., 2015
JARI Glyma.16g03010.1 | 5’- ACACCAAGATTCTCCTAGCTGC-3’ 5’- AGGATCCGTCCTCCCATTCA-3’ Selig et al., 2016
ATAFI Glyma.0226480 5’- GCCTGTACTTCGAGGCTTCC-3’ 5’ GAAAACTCGCTGTTGCCCTG-3’ Selig et al., 2016
SAMTI Glyma.02g06070 5 -GTGAAATTGGAAGTTCTTAAAGAAGGA-3’ | 5-CAGATTCAAAGTCTAGAGCATTCCAC-3’ | Linet, 2013

CHS Glyma.11g011500 | 5’- CAGGCACAAAGGGCAGAAG-3’ 5~ GGTTTGGTGGGTTTGCAGTT-3’ Morales et al., 2009
Hslpro-1 Glyma.11g228100 | 5°- GACCTCTGGCTCTGGATTTCG-3’ 5~ AGGAATGAGTACTTGTTTGGA-3’ Morales et al., 2009

Tabela 2. Sequéncia dos primers forward e reverse dos genes endégenos utilizados pela técnica

de RT-qPCR.
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GENE LOCUS ID PRIMER FORWARD PRIMER REVERSE REFERENCIA

ENDOGENO

CYP Glyma.12G024700 5’- ACGACGAAGACGGAGTGG-3’ 5’- CGACGACGACAGGCTTGG -3’ Lietal., 2012

ACT11 Glyma.18G290800 5’- ATCTTGACTGAGCGTGGTTATTCC-3’ 5’- GCTGGTCCTGGCTGTCTCC -3° Hu et al., 2009
4.8. RTq-PCR

As amplificacdes foram feitas utilizando equipamento de PCR em tempo real 7500
(Applied Biosystems), do Laboratério de Biotecnologia do Cafeeiro, situado no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO). Utilizando 5 pL de SYBR Green PCR
Master Mix (Life Technologies), 1 ul de cDNA diluido na propor¢ao de 1:10, e 4 uL dos primers
especificos (1,6 mM) citados na tabela 1 e 2, totalizando ao final 10 pL em cada pogo. As
reacoes foram realizadas da seguinte maneira: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C e 40 ciclos
de 94°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Utilizamos controles negativos na placa, sem

adicao de cDNA e outros sem adi¢do de primers, confirmando a auséncia de contaminagao.

4.9. Analise dos dados

Para quantificacdo dos genes escolhidos, utilizamos dois genes de controle endogeno
(tabela 2) para posterior normalizacdo dos dados. Utilizamos a técnica descrita por Hellemans
e colaboradores (2007). Para confirmar os valores obtidos na expressdo génica, foi aplicado
ANOVA de uma via. Utilizando o software GraphPad Prism (versdo 8.0.1) realizamos Teste de
Tukey (p -valor < 0,05) e Teste t de Student (p -valor < 0,05). A anélise de varidncia (ANOVA)
seguido do teste Tukey foi utilizado para comparacao entre as médias de todos os tratamentos,
enquanto através do teste T de Student analisamos as diferencas entre duas médias de

tratamentos. As andlises foram feitas de modo independente para cada gene.
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5. RESULTADOS

5.1. Expressao de ETR em plantas de soja

Na andlise de expressdo genica podemos observar que ao inocular Meloidogyne
incognita em plantas de soja, apds dez dias hd um aumento na transcricio de ETR,
aproximadamente 2,9 vezes maior que nas plantas controle (Fig. 1). Resultado parecido com o
encontrado por Bhattarai et (2008) ao inocular M.incognita em tomate quando observou
regulacdo positiva de ETR1 em plantas suscetiveis e resistentes, apos 24 horas. A inoculacio
de Pseudomonas syringae pv . actinidiae (Psa), causador do cancro bacteriano em Kiwi
tambem induziu um aumento na expressao de ETR1 em 2,2 vezes apds inoculacdo (SILVA et
al., 2021). ETR1 também foi regulado positivamente em soja induzida por frio e ferimentos

mecanicos (ZONGMING et al., 2007).
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Figura 1 - Niveis de expressdo do gene ETR obtidos por RT-qPCR. A expressao foi realizada através das folhas
da cultivar Desafio coletadas ap6s cinco (5SD) e dez (10D) dias de tratamento. As siglas utilizadas nos graficos sdo
referentes a: N= nematoides, F= residuo fingico, quando associado ao (L)= residuo flingico de Lentinula edodes,
e quando associado ao (P)= residuo flingico de Pleurotus eryngii. Cada barra representa a variaco na expressiao
génica dos valores médios de Ct derivados de duas repeti¢des técnicas, derivadas de trés repeti¢des bioldgicas de

-ACt

cada tratamento. Sendo assim, a variagao foi calculada utilizando o método 2 , sendo normalizados através dos

genes endégenos (ACT11 e CYP). As barras representam os valores de desvio padrdo, letras diferentes indicam


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pseudomonas-syringae
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diferencas significativas entre os tratamentos através do Teste de Tukey (P <0,05). Os asteriscos ligando os
tratamentos significam diferencas estatisticas através do teste T de Student, em que o nivel de significincia se dd

por: (¥) p < 0,05; (¥%) 0,01 <p < 0,05.

O tratamento com residuo flngico de Pleurotus eryngii apds dez dias, causou reducdo
na expressdo do gene ETR em plantas de soja controle se comparado as plantas inoculadas com
M.incognita (Fig. 1). Pesquisas realizadas com mutantes de perda de funcdo e transgenia de
receptores em arabidopsis e tomate demonstram que a redu¢do dos niveis de receptores pode
resultar na maior capacidade de respostas ao etileno, aumentando a sensibilidade ao hormdnio
(HUA e MEYEROWITZ, 1998; TIEMAN et al., 2000). Plantulas de arabidopsis submetidas
ao estresse salino e osmotico apresentaram redug@o nos transcritos, mostrando que ocorreu a
ativacdo das respostas do etileno quando em estresse (ZHAO e SCHALLER., 2004).

O tratamento que proporcionou maior diferencial na expressao génica de plantas de soja
ocorreu em cinco dias, com a inoculacdo de nematoides e residuo de P.eryngii. Comparado a
planta controle, o gene ETR ¢é regulado aproximadamente 10 vezes mais (Fig. 1). Em estudo
feito com videira, analisando a doenca de Mal de Pierce (doenca bacteriana causada por Xylella
fastidiosa) e controle biolégico com a cepa PsJN de Paraburkholderia phytofirmans (bactéria
endofitica) observou-se baixa expressio de ETR em todos os tratamentos, exceto naquele
coinoculado com as duas bactérias. Este resultado sugere que o controle ocorre por meio da
inducdo de vias de resisténcia reduzindo respostas ao patégeno (BACCARI; ANTONOVA;
LINDOW, 2018). Os tratamentos utilizando residuo de L. edodes, nao causaram efeitos
significativos na expressdao do gene ETR em plantas de soja, quando comparadas as plantas
controle (Fig. 1).

ETR sdo genes que codificam para receptores de etileno pertencentes a via de transducao
de sinais, descritos primariamente em Arabidopsis thaliana. Em arabidopsis compreendem
cinco membros: ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 e EIN4. Além destas proteinas, estdo presentes na
principal via de sinalizacdo uma proteina quinase CTR1, uma proteina EIN2, fatores de
transcricdo e de resposta ao etileno. Quando o etileno estd presente se liga aos receptores,
causando menor atividade de CTR1, que assim ndo inibe EIN2 levando a transcri¢do e ativagao
das respostas ao etileno (Fig. 2). Alguns estudos demonstram que estes sdo receptores que
atuam de forma negativa, na auséncia de etileno. Mutantes de perda tripla de receptores
apresentam resposta constitutiva ao etileno, demonstrando que os receptores reprimem as
respostas na auséncia do etileno. Quando presente o etileno se liga e desativa os receptores,

ativando a sinalizacdo a jusante. (BINDER, 2020: WANG et al., 2017).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hua+J&cauthor_id=9695954
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Figura 2 - Sinalizacdo do etileno apds a ligacdo do hormonio nos receptores presentes na

membrana

ETILENO 4{

ETR1
ERS1 EIN3

RESPOSTAS DE
ETR2 — CIR1 4{ EIN2 —— EIL1 ETILENO
EIN4 \ EIL2 /

\ ERS2 )

FATORES DE TRANSCRICAO

RECEPTORES DE ETILENO

Fonte: modificado de BINDER, 2020.

5.2. Expressao de JAR1 em plantas de soja

Neste estudo foi feita a quantificacio do gene JAR1 em diferentes tratamentos. Se

observado o tratamento inoculado com nematoides apds cinco dias, hd uma tendéncia na

reducdo da expressao do gene JAR1 em plantas de soja (Fig. 3). Segundo SONG et al. (2021)

esta reducao na expressao € benéfica para os patégenos invasores. Kammerhofer et al. (2015)

ao inocularem Heterodera schachtii em Arabidopsis observaram regulacio negativa deste gene

apos 48 horas, juntamente com outros resultados alcancados, chegaram a conclusdo que o

nematoide € capaz de suprimir respostas dependentes de JA no inicio da infeccao.
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Figura 3 - Niveis de expressdo do gene JAR1 obtidos por RT-qPCR. A expressdo foi realizada através das folhas
da cultivar Desafio coletadas ap6s cinco (5SD) e dez (10D) dias de tratamento. As siglas utilizadas nos graficos sdao
referentes a: N= nematoides, F= residuo flingico, quando associado ao (L)= residuo flingico de Lentinula edodes,
e quando associado ao (P)= residuo fungico de Pleurotus eryngii. Cada barra representa a variacdo na expressao
génica dos valores médios de Ct derivados de duas repeticdes técnicas, derivadas de trés repeti¢des bioldgicas de
cada tratamento. Sendo assim, a variago foi calculada utilizando o método 2 "2, sendo normalizados através dos
genes endégenos (ACT11 e CYP). As barras representam os valores de desvio padrdo, letras diferentes indicam
diferencas significativas entre os tratamentos através do Teste de Tukey (P <0,05). Os asteriscos ligando os
tratamentos significam diferengas estatisticas através do teste T de Student, em que o nivel de significincia se da

por: (¥) p <0,05; (¥%) 0,01 <p < 0,05.

Quando analisada a expressdo génica da planta de soja inoculada com nematoides em
relacdo ao tratamento com M.incognita e residuo de P. eryngii,, observou-se aumento na
expressao de mais de dez vezes apds cinco dias. Podendo inferir que ao incluir o residuo, eliciou
a expressao deste gene nos primeiros dias de contato, induzindo respostas de defesa (Fig. 3).
Nas plantas tratadas com M.incognita e residuo de P. eryngii,, apos dez dias ndo foram
observadas alteracdes relevantes na expressao génica, gerando valores proximos ao da planta
controle. A diferenca mais expressiva ocorre na expressdao das plantas tratadas com residuo
fungico de P.eryngii aos cinco dias (Fig. 3). Em tomate também houve regulagdo crescente na
expressao do gene JAR1 quando utilizado um bioagente contendo genes de Bacillus velezensis,
avaliando resisténcia induzida (Vanthana et al., 2022).

Em nenhum tratamento com residuo de L.edodes, observou-se alteragdo na expressao
de JARI nas plantas de soja (Fig. 3). De certa forma ¢ um resultado interessante, visto que na
maioria dos experimentos inoculando patégenos hd reducao na expressao deste gene, sejam nas
primeiras horas ou dias. Em um estudo avaliando a sinalizacdo de JA em tomate inoculado
com M.incognita concluiu- se que houve aumento na producdo de JA e JA-Ile tanto em raizes
quanto em folhas apds o periodo de 24 dias, demonstrando que ha sinalizagdo sist€émica
(WANG et al., 2019). No presente trabalho, utilizamos as folhas e podemos inferir que as
mudancas ocorridas apds o contato das raizes com o0s microrganismos em questdo,
influenciaram de maneira sist€mica a transcricao do gene JARI.

Os jasmonatos sdo produzidos a partir do 4cido jasmonico (JA) que € sintetizado a partir
do 4cido a-linolénico (Fig. 4). O JA tem papel direto sobre o controle da producio de compostos
de defesa em plantas, para conferir resisténcia a varios organismos, como nematoides, besouros,
lagartas, herbivoros, patégenos necrotréficos e fungos mutualisticos. A enzima JAR1 (Acido

jasmonico-amino sintetase) promove a conjugacdo do dcido jasmodnico com isoleucina


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166093421003773#!
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formando o jasmonato, jasmonoil-isoleucina (JA-Ile), que parece ser uma molécula responsavel

por ativar a sinalizacdo (CAMPOS et al., 2014).

Figura 4 - Producdo de jasmonoil-isoleucina a partir do 4cido jasmonico através da acdo da

enzima JARI.
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Fonte: modificado de ALI et al., 2020.

5.3. Expressao de ATAF1 em plantas de soja

No presente trabalho avaliamos a expressdo de ATAF1 como um gene responsivo a
ABA. Apés cinco dias de tratamento, a inoculagdo de Meloidogyne.incogita ndo alterou a
expressdo de ATAF1 nas folhas de soja em relacdo as plantas controle. Apés dez dias, a
inoculacdo de M.incognita em plantas de soja gerou uma reducdo na expressao genica de

aproximadamente 2,4 vezes quando comparada as plantas controle (Fig. 5).
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Figura 5 - Niveis de expressdo do gene ATAF1 obtidos por RT-qPCR. A expressao foi realizada através das folhas
da cultivar Desafio coletadas apds cinco (5SD) e dez (10D) dias de tratamento. As siglas utilizadas nos graficos sao
referentes a: N= nematoides, F= residuo fingico, quando associado ao (L)= residuo flingico de Lentinula edodes,
e quando associado ao (P)= residuo fingico de Pleurotus eryngii. Cada barra representa a variacdo na expressao
génica dos valores médios de Ct derivados de duas repeticdes técnicas, derivadas de trés repeticdes bioldgicas de
cada tratamento. Sendo assim, a variago foi calculada utilizando o método 2 “2¢t, sendo normalizados através dos
genes endégenos (ACT11 e CYP). As barras representam os valores de desvio padrdo, letras diferentes indicam
diferencas significativas entre os tratamentos através do Teste de Tukey (P <0,05). Os asteriscos ligando os
tratamentos significam diferengas estatisticas através do teste T de Student, em que o nivel de significincia se da

por: (¥) p<0,05; (**) 0,01 <p<0,05.

A inoculac@o do residuo fingico de L. edodes em plantas de soja, apds cinco dias,
aumentou a expressdo de ATAF1 em aproximadamente 6,5 vezes em relagdo a planta controle.
Se compararmos ainda com as plantas inoculadas com nematoide, as plantas inoculadas com
L.edodes apresentaram 3 vezes mais expressao de ATAF1 (Fig. 5). Ao associar M.incognita e
residuo de L.edodes, a expressdo de ATAFI nas folhas de soja se torna ainda mais alterada,
sendo 9,8 vezes mais expresso comparada ao controle, e 4,5 vezes mais expresso em relacio a
planta inoculada com nematoide (Fig. 5).

Selig et al. (2016) observaram um aumento na expressao de ATAF1 em plantas de soja,
ap6s 12 horas induzido através da alimentacdo por pulgdes. Também foi observado por
Studham e Macintosh (2013), apds 7 dias o aumento na expressao de genes de biossintese de
acido abscisico e também do marcador ATAF1 apds infestagdo por pulgdes da soja. Os autores
expuseram que ao induzir a expressdo destes genes por meio do uso dos pulgdes, ha supressao
de resposta a AS e assim a infestag@o ocorre de forma efetiva nas plantas suscetiveis.

A utilizacdo de P.eryngii em plantas de soja apds cinco dias, ndo causaram alteragcdes
significativas na expressido génica de ATAF1 comparado as plantas controle. Ao inocular o
residuo e M.incognita observou-se um aumento de 4 vezes na expressdo deste gene. Em
comparacdo, aos dez dias de tratamento, nas plantas tratadas com residuo P. eryngii e
M.incognita observou-se a redug@o na expressao de 2,4 vezes se comparada as plantas controle
(Fig. 5).

Todos os tratamentos em dez dias contendo residuo fungico - Fungo (L), F+N (P), F+N
(L)- exceto aquele contendo apenas P.eryngii, reduziram a expressao de ATAF1 nas folhas de

soja, quando comparados 0os mesmos tratamentos em cinco dias.
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ATAF1 € um fator de ativacdo de transcri¢ao pertencente a uma familia denominada
NAC, que ja foi associada a varios processos biologicos como desenvolvimento, transducdo de
sinal de estresse bidticos (Fungos necrotréficos, insetos) e abidticos (alta salinidade, estresse
oxidativo, seca) e senescéncia (Fig. 6). Plantas transgénicas de Arabidopsis que
superexpressam ATAF1, foram mais sensiveis a infec¢do por Botrytis cinerea, indicando papel
negativo contra este fungo necrotréfico. Entretanto nessas plantas houve a maior inducdo de
PR-1 (proteina relacionada a resisténcia adquirida sistémica). Enquanto nas plantas ATAF1-1,
mutantes para ATAF1, apresentaram baixa expressao de PR1. Demonstrando haver correlacao

negativa entre ATAF]I e resisténcia a doenca de plantas (WU et al., 2009).

Figura 6 - Func¢ao do fator de transcricio ATAF]1 na via relacionada ao acido abscisico.
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Fonte: de prépria autoria.
5.4. Expressao de SAMT1 em plantas de soja

Neste trabalho avaliando a expressao genica do gene GmSAMT]1 que codifica a enzima
SAMT em soja, podemos verificar que ndo foram observadas diferencgas significativas entre as
plantas controle e aquelas inoculadas com M.incognita (Fig. 7). Assim como observado com
Heterodera glycines (SCN), que pode causar diminui¢do do reconhecimento do sistema de
defesa da soja, como consequéncia niao desencadeia respostas no gene e assim ocorre menor
producdo de MeSA (LIN., 2013). Podemos supor que o mesmo ocorreu apds inoculagao de
M.incognita nas plantas de soja. Nas plantas tratadas com residuo de P.eryngii ap6s cinco dias,
obteve-se para o gene SAMT1 aproximadamente 5,3 vezes mais expressdo que o analisado na
planta controle. Em contrapartida se compararmos o mesmo tratamento apds dez dias, houve
reducdo em 11,8 vezes na expressao deste gene (Fig. 7).

O tratamento apenas com residuo de P.eryngii apds cinco dias aumentou a expressao de
SAMT1 em plantas de soja aproximadamente 18,5 vezes mais, se comparado as plantas tratadas

com residuo fuingico e M.incognita. Esse resultado sugere que o uso unicamente do residuo
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fingico consegue estimular respostas de defesa na soja, sendo o tratamento que apresentou

maior expressao deste gene nas plantas de soja (Fig. 7).
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Figura 7 - Niveis de expressdo do gene SAMT]1 obtidos por RT-qPCR. A expressao foi realizada através das
folhas da cultivar Desafio coletadas apés cinco (5D) e dez (10D) dias de tratamento. As siglas utilizadas nos
graficos sdo referentes a: N= nematoides, F= residuo fingico, quando associado ao (L)= residuo fingico de
Lentinula edodes, e quando associado ao (P)= residuo fungico de Pleurotus eryngii. Cada barra representa a
variagdo na expressdo gé€nica dos valores médios de Ct derivados de duas repeti¢des técnicas, derivadas de trés
repetigdes biolégicas de cada tratamento. Sendo assim, a variagio foi calculada utilizando o método 2 “*“*, sendo
normalizados através dos genes endogenos (ACT11 e CYP). As barras representam os valores de desvio padrio,
letras diferentes indicam diferencgas significativas entre os tratamentos através do Teste de Tukey (P <0,05). Os
asteriscos ligando os tratamentos significam diferengas estatisticas através do teste T de Student, em que o nivel

de significancia se da por: (*) p < 0,05; (*%*) 0,01 <p <0,05.

Resultado interessante € encontrado quando comparamos a expressdao de SAMT1 nas
plantas inoculadas com M.incognita e residuo de L.edodes apds dez dias. Apresenta o maior
aumento da expressdo de SAMT, frente a todos os outros tratamentos do mesmo tempo (Fig.
7). Este resultado se assemelha ao trabalho utilizando a cepa Sneb207 de Bacillus megaterium
no combate e indugdo de resisténcia em soja contra Heterodera Glycines (SCN). Avaliando o
gene GmSAMT1 verificou-se aumento no valor da expressdo quando as sojas eram tratadas
com a cepa e inoculadas com SCN. Além do marcador de AS, também houveram alteragdes na

expressdo dos genes das vias de 4cido jasmonico e etileno (ZHOU et al., 2020).
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Estudos demonstraram que GmSAMT1 em soja parece desempenhar papel na defesa
contra Heterodera glycines (SCN), pois raizes de plantas suscetiveis que superexpressaram
GmSAMT]1 reduziram significativamente o desenvolvimento de SCN nas plantas (LIN et al.,
2013). Além de outros trabalhos, como a comparacdo do transcriptoma em RNA-seq feito por
Zhang et al. (2017), onde foi observado fortemente a inducao de GmSAMT1 em 54,5 vezes nas
raizes infectadas de S54 (Gendtipo resistente) se comparadas ao controle, enquanto S67
(Gendtipo suscetivel) aumentou apenas 8,1 vezes a expressao. Alteracdes ocorridas nos demais
tratamentos nao citados, nao resultaram em diferencas estatisticas consideraveis.

A enzima SAMT (4cido salicilico carboxil metiltransferase) € responsédvel por catalisar
a adi¢do de um grupo metil 2 molécula de Acido salicilico (AS) formando ao final salicilato de
metila (MeSA) (Fig. 8). MeSA € um metabolito secundério voldtil encontrado nas plantas que
pode levar a indugdo da produgdo de AS em outras plantas afim de ativar genes de resisténcia
e relacionados a patogénese. O MeSA também pode ser convertido novamente em AS apds

transmitir sistemicamente o sinal de resposta de defesa (LIN et al., 2013).

Figura 8 - Formacdo de salicilato de metila através da incorporagdo de um grupo metil na

molécula de 4cido salicilico pela enzima SAMT]1.

] SAMT1
Patogeno —, Acidosalicilico — , Salicilato de metila

Fonte: modificado de KOO et al., 2007.

5.5. Expressao de CHS em plantas de soja

Neste trabalho pode-se notar que ocorreu a indug¢io da expressdo genica de plantas de
soja em contato com M. incognita ap6s 10 dias, aproximadamente 1,7 vezes se comparado as
plantas controle (Fig. 9). Morales et al. (2009) utilizando parental de soja resistente (P1595099)
e ainda populacOes de genodtipos tambem resistentes (JF 7002 e JF 7027) demonstraram
aumento na expressao de CHS quando inoculados com Meloidogyne javanica. Esta alteracdo
tambem foi encontrada por Khanna et al. (2019), utilizando tomate inoculado com M. incognita,

observaram aumento na expressio de CHS se comparado a planta ndo inoculada. Eles

utilizaram duas rizobactérias (Pseudomonas aeruginosa € Burkholderia gladioli) avaliando a
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alteracdo de varios genes, sendo que nos tratamentos que apresentaram nematoides inoculados

e rizobactérias observou-se um aumento na expressao de CHS.
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Figura 9 - Niveis de expressdo do gene CHS obtidos por RT-qPCR. A expressao foi realizada através das folhas
da cultivar Desafio coletadas apds cinco (5D) e dez (10D) dias de tratamento. As siglas utilizadas nos graficos sdo
referentes a: N= nematoides, F= residuo fiingico, quando associado ao (L)= residuo fingico de Lentinula edodes,
e quando associado ao (P)= residuo fungico de Pleurotus eryngii. Cada barra representa a variacdo na expressao
génica dos valores médios de Ct derivados de duas repeticdes técnicas, derivadas de trés repeticdes bioldgicas de
cada tratamento. Sendo assim, a variac¢do foi calculada utilizando o método 2 -ACt , sendo normalizados através
dos genes enddgenos (ACT11 e CYP). As barras representam os valores de desvio padrio, letras diferentes
indicam diferencas significativas entre os tratamentos através do Teste de Tukey (P <0,05). Os asteriscos ligando
os tratamentos significam diferencgas estatisticas através do teste T de Student, em que o nivel de significincia se

da por: (*) p <0,05; (**) 0,01 <p<0,05.

Outro trabalho utilizando sementes de soja revestidas com o caldo de fermentacdo da
cepa Sneb183 (Sinorhizobium fredii) demonstrou aumento na expressao do gene CHS, apds 7
e 14 dias de inoculacdo de Heterodera glycines (WANG et., 2020). Resultado diferente foi
encontrado no presente trabalho, quando inoculado L.edodes e nematoides nas plantas de soja,
a expressao deste gene, se manteve proxima ao valor das plantas controle apés 10 dias (Fig. 9).
Ao utilizar o residuo de L.edodes, observou-se redu¢do na expressao de CHS em 2,9

vezes comparado as plantas inoculadas com M.incognita. Quando inoculado residuos fungicos
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de P. eryngii ou ainda concomitante ao inéculo de M.incognita, a expressao do gene CHS foi
reprimida nas folhas de plantas de soja (Fig. 9).

CHS ¢ a sigla para chalcona sintase, uma enzima chave na biossintese de flavonoides,
como isoflavonoides e antocianina (Fig. 10). Estes flavonoides sdo considerados de grande
importancia para agricultura visto que alguns sdo considerados fitoalexinas. Estas moléculas
sdo produzidas pelas plantas no metabolismo secunddrio com agdo antimicrobiana.
Normalmente enzimas que sdo responsaveis por sintetizar estas fitoalexinas, como CHS, se
encontram em baixas quantidades em plantas sauddveis. S3o expressas a partir do contato com
patégenos, herbivoria ou ainda por fatores abidticos, auxiliando a planta na defesa contra tal
estresse. Em juvenis de fitonematoides, os flavonoides podem diminuir sua locomocao, repeli-

los das raizes e até ocasionar a morte (CHIN et al., 2018; DAO et al., 201).

Figura 10 - Formacao de chalconas através da acao da enzima CHS.
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5.6. Expressao de Hs1pro-1 em plantas de soja

As plantas de soja inoculadas com nematoides em 5 dias comparadas a 10 dias,
resultaram em um aumento de 4,6 vezes na expressao do gene Hs1pro-1, levantando a hipétese
de que houve a penetracdo dos J2 nas raizes da soja (Fig. 11). Assim como, Thurau et. (2003)
afirmaram que a expressao deste gene ocorre apenas apods a infeccao do nematoide, estudando
a infeccdo de Heterodera schachtii em beterraba.

GHAEMI et al (2020) utilizando beterraba sacarina, cultivar resistente analisaram raizes
infectadas e ndo infectadas com Heterodera schachtii, sendo que este gene foi altamente
expresso nas duas condicdes se comparadas a cultivar de beterraba suscetivel. Diferente do
presente trabalho, onde se utilizou apenas cultivar suscetivel, houveram algumas variacdes na

expressao deste gene, em diferentes tratamentos (Fig. 11).
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Figura 11 - Niveis de expressdo do gene Hslpro-1 obtidos por RT-qPCR. A expressio foi realizada através das
folhas da cultivar Desafio coletadas apds cinco (5D) e dez (10D) dias de tratamento. As siglas utilizadas nos
graficos sdo referentes a: N= nematoides, F= residuo fingico, quando associado ao (L)= residuo fingico de
Lentinula edodes, e quando associado ao (P)= residuo fungico de Pleurotus eryngii. Cada barra representa a
variagdo na expressdo gé€nica dos valores médios de Ct derivados de duas repeti¢des técnicas, derivadas de trés
repeticdes biolégicas de cada tratamento. Sendo assim, a varia¢do foi calculada utilizando o método 2 “2“* | sendo
normalizados através dos genes enddgenos (ACT11 e CYP). As barras representam os valores de desvio padrio,
letras diferentes indicam diferencgas significativas entre os tratamentos através do Teste de Tukey (P <0,05). Os
asteriscos ligando os tratamentos significam diferengas estatisticas através do teste T de Student, em que o nivel

de significancia se da por: (¥*) p < 0,05; (¥%) 0,01 <p <0,05.

As plantas tratadas com nematoides e residuo fungico de P. eryngii em 10 dias,
comparada ao tratamento de plantas apenas com nematoides, levou a uma reducdo de
aproximadamente 6,6 vezes na expressao genica de Hs1-prol (Fig. 6). Esse resultado pode levar
em consideracdo a capacidade nematicida deste fungo, visto que o fungo potencialmente pode
ter ocasionado a redugdo dos juvenis inoculados. Nas folhas das plantas de soja tratadas com
residuo de P. eryngii ap6s 10 dias, observou-se o aumento de 3,8 vezes na expressao de Hs1pro-
1, se comparado as plantas tratadas com o mesmo residuo e nematoide (Fig. 11).

Hslpro-1 € um gene de resisténcia encontrado em beterraba especifico contra
Heterodera schachtii, que se acredita pertencer a classe de genes de resisténcia (R). Este gene

pode levar ao impedimento do ciclo de vida do nematoide, pois causa a degradacdo do sincicio

na planta hospedeira, estrutura alimentar, normalmente levando a morte do estdgio J2.



45

(WENDLAND, 2003). Morales et al. (2009) observaram aumento na expressao de Hs1-prol
em genGtipos resistentes de soja inoculados com Meloidogyne javanica comparado aos nao
infectados, levantando a hipdtese de que pode estar envolvido na degeneragdo das células
gigantes formadas por nematoide das galhas.

No presente trabalho também ndo observamos diferencas significativas na expressao
deste gene nas plantas controle e plantas inoculadas com M.incognita, assim como Morales et
al. (2009) observaram em linhagem suscetivel de soja (256-S) inoculada com M.javanica,
niveis iguais na expressdo de Hs1pro-1 em populacdo inoculada e ndo inoculada.

A utilizagdo do residuo de Lentinula edodes em plantas de soja ap6s 10 dias, aumentou
a expressdao de HS1-prol 4,6 vezes se comparada ao mesmo tratamento apds 5 dias (Fig. 11), o
que leva a hipotese de que este residuo pode atuar como eliciador, induzindo nas plantas
respostas de defesa. As plantas de soja tratadas com nematoide e residuo de L.edodes apos 5
dias aumentou a expressdo de HS1-prol em relacdo as plantas controle aproximadamente 7,4
vezes mais (Fig. 11). Comparando a a¢do dos dois residuos associados ao nematoide, Lentinula

edodes parece atuar na inducio da resposta de defesa, associado ao gene HS1-prol.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho verificamos que a inoculagdo de Meloidogyne incognita nas
plantas de soja levou a ativacdo do gene marcador de etileno (ET) ap6s dez dias. Também houve
aumento na expressao do gene relacionado ao dcido jasmonico (JA). Podemos inferir que os
dois hormdnios atuaram de forma conjunta, mesmo que de forma sist€mica, visto que as folhas
foram utilizadas durante esta pesquisa. Algumas pesquisas relacionadas a resposta das plantas
a nematoides demonstram que JA estd intimamente relacionado com ativagdo da via de defesa
baseada em etileno, sendo este considerado o principal fitormdnio envolvido na imunidade inata
das plantas em resposta a nematoide das galhas (NAHAR et al., 2012).

A inoculacdo do residuo fingico de P. eryngii aos cincos dias parece ter ativado a via
dos fitormonios etileno e 4cido jasmonico (JA) através da alteragdo na expressao dos genes
marcadores utilizados. Normalmente o etileno ativa a via de JA contra alguns patdgenos,
normalmente os necrotéficos porém, sua atividade varia dependendo da infeccdo, tecido e
patdgeno utilizado. Quando observamos a expressdo do gene ETR1 em plantas de soja
inoculadas com nematoide e o0 mesmo residuo fungico verificamos aumento consideravel se
comparada ao controle. O aumento na expressdo do receptor de etileno pode ser uma forma da
planta controlar as respostas ao hormdnio que por algum motivo teve sua sintese aumentada. O
hormonio etileno estd associado em papeis positivos na defesa contra nematoide das galhas, em
contrapartida quando associado a presenca de nematoide do cisto apresenta importante papel
na infec¢do e desenvolvimento dos nematoides (HU et al., 2017).

A reducdo na expressdo de ETRI1 nas plantas tratadas com nematoides e residuo de P.
eryngii comparadas ao tratamento apenas com nematoides pode ter relacdo com respostas de
defesa da planta. A diminui¢do dos receptores pode indicar que a planta estd ativando a
sinalizagdo responsiva ao etileno, e se neste caso houve a penetracao do nematoide, o fitormonio
em questdo apresenta papel negativo para seu desenvolvimento (KAMMERHOFER et al.,
2015).

O aumento na expressdao de JAR1 aos cinco dias nas plantas de soja inoculadas com
residuo de P. eryngii € um ponto a ser estudado. O 4dcido jasmOnico aumenta a expressao de
inibidores de proteases e vias de metabolitos secunddrios, relacionados com atividade anti-
herbivoria. Como os nematoides também dependem de proteases assim como insetos € possivel
associar seu papel de defesa nas plantas (GHEYSEN E MITCHUM., 2019). _A tendéncia em
ativacdo da via do dcido jasmonico no tratamento contendo residuo de P. eryngii € nematoides

aos cinco dias parece ser algo favordvel. O aumento deste hormdnio parece reduzir o
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desenvolvimento de fémeas quando aplicado de forma enddgena, enquanto mutagdes na
biossintese gera efeito contrario. Além do papel significativo contra nematoide das galhas
observado em arroz. A aplicacdo de metil jasmonato (MeJa) reduziu galhas, enquanto mutantes
foram mais suscetiveis (Nahar et al., 2011).

O 4cido salicilico € importante no processo de infeccdo de H. schachtii, mas durante
desenvolvimento do sincicio e diferenciacio dos nematoides apresenta papel negativo
(KAMMERHOFER et al., 2015). A alteragdo na expressdao de SAMTI1 em plantas de soja
tratadas com nematoides e residuo de L.edodes apds dez dias, gera a hipdtese que o contato
com os dois agentes inoculados aumentou a sinaliza¢do de acido salicilico. Possivelmente, se
houve infec¢@o pelo nematoide, o residuo fiingico em questao gerou respostas nas plantas, com
aumento na expressao do gene marcador.

Em um trabalho com nematoides do cisto em tomate, os autores observaram aumento
na expressao de genes relacionados ao 4cido salicilico em cultivar resistente, acreditando que a
resisténcia esteja associada a hormdnio em questio. E entdo proposto que nas plantas
suscetiveis ocorre alguma perturbacao desta via, por exemplo, agdo de outros fitormonios como
etileno e 4cido jasmonico (UEHARA et al., 2010). Outro trabalho obteve respostas parecidas,
quanto a funcionalidade do 4cido salicilico. A superexpressdo do gene SAMTI (associado ao
AS) em plantas de soja suscetiveis, ocasionou na reduc¢do do desenvolvimento dos nematoides
do cisto (LIN et al., 2013).

No presente trabalho observamos que a inoculacao de M. incognita nao causou grandes
efeitos sobre o gene SAMTI, podendo gerar duas conclusdes distintas. Primeiro, a agdo dos
outros fitormdnios impedindo respostas do dcido salicilico, que inclusive podemos ressaltar as
alteracdes positivas verificadas na via relacionada ao dcido jasmonico. Ou ainda, o0 mesmo
observado em outro trabalho que retrata a falta de efeitos positivos do 4cido salicilico na
imunidade das plantas contra nematoides das galhas (NAHAR et al., 2011).

O marcador relacionado a via de 4cido abscisico, ATAF1 apresentou redugdo na
expressao nas plantas de sojas inoculadas com nematoides apds dez dias em relacdo as plantas
controle. Este hormdnio desempenha papéis complexos nas diversas respostas a estresses
bidticos e abidticos. Sendo em alguns trabalhos associados ao aumento da patogenicidade e em
outras com a resisténcia do vegetal (NAHAR et al., 2012).

A inoculagdo do residuo fingico de P. eryngii apds cinco dias em plantas de soja levou
ao aumento na expressdo do gene JAR1, marcador de 4cido jasmonico. Este gene codifica a
enzima que catalisa a formagao de JA-isoleucina (JA-Ile), forma ativa nas respostas de defesa.

Em trabalho com tomateiro inoculado com M. incognita foi verificado aumento no actimulo de
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JA e JA-Ile nas folhas, demonstrando que a resisténcia basal depende de JA produzido também
na parte aérea (WANG et al., 2019). Apenas o residuo de P. eryngii impulsionou a expressao
de JARI1, enquanto quando associado ao nematoide nao forneceu resultados distintos ao
controle. A presen¢a do nematoide pode ter ocasionado no impedimento da expressao de JARI.

Em cinco dias foram observados aumentos na expressao do gene marcador de ABA, nos
tratamentos de plantas contendo residuos dos dois fungos: P. eyngii e L.edodes quando de forma
concomitante com nematoides. Em um trabalho com plantas de arroz onde a biossintese de
ABA foi inibida ou ainda a aplicacdo exdgena, houve aumento na formagdo das galhas e
desenvolvimento do nematoides (KYNDT et al., 2017). No caso aqui tratado, o aumento na
expressdo de ATAFI1 provavelmente ocorreu através do contato do residuo fingico com as
raizes das plantas de soja e ndo por infeccdo dos nematoides. Chegamos a esta conclusdo a
partir do fato que as plantas inoculadas apenas com nematoides ndo apresentaram aumento na
expressao.

O gene Hslpro-1 relacionado a resisténcia a H. schatti em beterraba agucareira nao
gerou resultados significativos na maioria dos tratamentos utilizados. Este gene ja foi testado
em plantas de soja resistentes quando inoculadas com M. javanica, havendo aumento na
expressao do mesmo (MORALES et al., 2009). Os autores sugerem que este aumento poderia
estar relacionado com degeneracao das células gigantes, assim como ocorre com o0s sincicios
da beterraba. No presente trabalho, a associacdo do residuo flingico de L. edodes e nematoides
induziu a expressdo de Hslpro-1 nas folhas das plantas de soja apds cinco dias, resultado
interessante, visto que sua inducdo ocorre em plantas resistentes e utilizamos uma cultivar
suscetivel para andlise. Estudos complementares podem ser realizados para averiguar a causa
deste aumento e o efeito sobre os nematoides.

No presente trabalho, avaliamos também a expressdo do gene CHS (codifica a enzima
chalcona sintase, presente na biossintese de flavonoides) nas folhas de plantas de soja.
Observamos o aumento na expressao apds dez dias de inoculagdo com M.incognita, que pode
estar associado a tentativa de penetracdo nas raizes. Este gene normalmente esta expresso em
baixas condi¢des em tecidos sem estresse, sendo sua expressao aumentada quando em contato
com patdgenos, luz ultravioleta, etc. Em relacdo aos nematoides os produtos desta via podem
ter diversas funcionalidades como atrair ou repelir das raizes, diminuir seus movimentos e até
mata-los. A producao de flavonoides também pode ser aumentada devido a agdo de hormdnios
como 4cido salicilico, 4cido jasmonico, auxina, etileno, etc. (CHIN et al., 2018; DAO et al.,
2011). Nos tratamentos utilizando residuo fingico de P. eryngii sozinho, ou em associa¢do com

nematoides apds dez dias gerou a reducdo na expressdo de CHS em plantas de soja. Este
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resultado pode ter sido gerado devido a agdo dos compostos presentes no residuo fingico sobre
os juvenis, impedindo que chegassem as raizes e penetrassem. Este gene foi expresso em plantas

de soja resistente inoculadas com M. javanica (MORALES et al., 2009; WENDLAND., 2005).
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7. CONCLUSAO

A inoculagdo de Meloidogyne incognita em plantas de soja, apds dez dias, levou ativacdo da
via relacionada ao Acido jasmdnico. Observamos a redugio da atividade das vias relacionadas
ao Etileno e Acido abscisico e aumento da expressio do gene CHS, que codifica chalcona

sintase, enzima chave na biossintese de flavonoides, com a¢ao antimicrobiana.

A inoculagdo do residuo de L. edodes ap6s cinco dias evidencia a ativagdo da via relacionada

ao Acido abscisico, com aumento na expressio de ATAF1 nas folhas de plantas de soja.

Ao inocular residuo fungico de Lentinula edodes e Meloidogyne incognita apds cinco dias

verificou-se aumento na expressio de ATAF1 (Acido abscisico) nas folhas de plantas de soja.

A inoculagdo de L. edodes e M.incognita ap6s cinco dias em plantas de soja ocasionou o

aumento na expressao de Hs1pro-1 nas folhas, condi¢do verificada apenas neste tratamento.

Ao inocular residuo flingico de Lentinula edodes e Meloidogyne incognita, apds dez dias, em
plantas de soja, observou-se aumento na expressao do gene SAMT1, e provavelmente

ativacdo da via relacionada ao Acido salicilico nas folhas.

A 1noculagdo do residuo fungico de Pleurotus eryngii em plantas de soja, apos cinco dias,

podem ativar as vias relacionadas ao Acido salicilico, Acido jasmdnico e Etileno.

Ao inocular residuo fungico de Pleurotus eryngii € M.incognita em plantas de soja, apOs

cinco dias, ocorre ativacdo da via relacionada ao Acido abscisico nas folhas.

Ao inocular residuo flingico de Pleurotus eryngii e Meloidogyne incognita, apés dez dias,
observou-se a redugo da expressio do gene relacionado ao Acido abscisico (ATAF1) e

também dos genes Hs1pro-1 e CHS nas folhas de plantas de soja.

De forma geral, a inoculag@o dos residuos fiingicos ou ainda simultaneamente com
Meloidogyne incognita, demonstrou ativar vias relacionadas aos hormonios vegetais, e

possivelmente gera respostas de defesa nas folhas de plantas de soja.
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Tabela 3- Resultados da andlise de varidncia — ANOVA, demonstrando as diferencas estatisticas entre os

tratamentos em todos os genes testados.

Tratamentos — Gene Valor de p
Hslpro-1 0,0016
CHS <0,0001
JARI1 0,0294
SAMT 0,0008
ATAF1 <0,0001
ETR <0,0001

Tabela 4 — Resultados das andlises de significancia utilizando teste de Tukey entres os

tratamentos realizados para cada gene.

Gene Comparacdo entre tratamentos Valor de p
Hslpro-1 Controle 5D x Fungo (L)10D 0,0021
Hslpro-1 Nematoide 5D x Fungo (L) 10D 0,0041
Hslpro-1 Fungo (P) 5D x Fungo (L) 10D 0,0123
Hslpro-1 Fungo (L) 5D x Fungo (L) 10D 0,0048
Hslpro-1 Fungo (L) 10D x Fungo (P) 10D 0,0229
Hslpro-1 Fungo (L) 10D x F+N (P) 10D 0,0027
CHS Controle 5D x Controle 10D 0,0034
CHS Controle 5D Nematoide 10D <0,0001
CHS Controle 5D x F+N (L) 10D 0,0015
CHS Controle 10D x Nematoide 5D 0,0033
CHS Nematoide 5D x Nematoide 10D <0,0001
CHS Nematoide 5D x F+N (L) 10D 0,0014
CHS Fungo (P) 5D x Controle 10D 0,0032
CHS Fungo (P) 5D x Nematoide 10D <0,0001
CHS Fungo (P) 5D x F+N (L) 10D 0,0014
CHS Fungo (L) 5D x Controle 10D 0,0058
CHS Fungo (L) 5D x Nematoide 10D <0,0001
CHS Fungo (L) 5D x F+N (L) 10D 0,0024
CHS F+N (P) 5D x Controle 10D 0,0123
CHS F+N (P) 5D x Nematoide 10D <0,0001
CHS F+N (P) 5D x F+N (L) 10D 0,0051
CHS F+N (L) 5D x Controle 10D 0,0060
CHS F+N (L) 5D x Nematoide 10D <0,0001
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CHS F+N (L) 5D x F+N (L) 10D 0,0025
CHS Controle 10D x Nematoide 10D 0,0248
CHS Controle 10D x F+N (P) 10D 0,0135
CHS Nematoide 10D x Fungo (P) 10D 0,0001
CHS Nematoide 10D x Fungo (L) 10D 0,0008
CHS Nematoide 10D x F+N (P) 10D <0,0001
CHS Fungo (P) 10D x F+N (L) 10D 0,0364
CHS F+N (L) 10D x F+N (P) 10D 0,0055
JAR1 Controle 5D x Fungo (P) 5D 0,0268
JAR1 Nematoide 5D x Fungo (P) 5D 0,0268
JAR1 Fungo (P) 5D x Fungo (L) 5D 0,0268
JARI1 Fungo (P) 5D x F+N (P) 5D 0,0268
JARI1 Fungo (P) 5D x F+N (L) 5D 0,0268
JAR1 Fungo (P) 5D x Controle 10D 0,0268
JAR1 Fungo (P) 5D x Nematoide 10D 0,0268
JAR1 Fungo (P) 5D x Fungo (P) 10D 0,0268
JAR1 Fungo (P) 5D x Fungo (L) 10D 0,0268
JAR1 Fungo (P) 5D x F+N (P) 10D 0,0268
JAR1 Fungo (P) 5D x F+N (L) 10D 0,0268
SAMT Controle 5D x Fungo (P) 5D 0,0432
SAMT Controle 5D x F+N (L) 10D 0,0025
SAMT Nematoide 5D x F+N (L) 10D 0,0257
SAMT Fungo (P) 5D x Fungo (L) 5D 0,0238
SAMT Fungo (P) 5D x F+N (P) 5D 0,0272
SAMT Fungo (P) 5D x Fungo (P) 10D 0,0350
SAMT F+N (L) 10D x Fungo (L) 5D 0,0014
SAMT F+N (L) 10D x F+N (P) 5D 0,0020
SAMT F+N (L) 10D x F+N (L) 5D 0,0068
SAMT F+N (L) 10D x F+N (L) 5D 0,0181
SAMT F+N (L) 10D x Nematoide 10D 0,0088
SAMT F+N (L) 10D x Fungo (P) 10D 0,0026
SAMT Fungo (L) 10D X F+N (L) 10D 0,0207
SAMT F+N (P) 10D x F+N (L) 10D 0,0033
ATAF1 Controle 5D x Fungo (L) 5D 0,0013
ATAFI Controle 5D x F+N (L) 5D <0,0001
ATAF1 Nematoide 5D x Fungo (L) 5D 0,0237
ATAF1 Nematoide 5D x F+N (L) 5D <0,0001
ATAF1 Fungo (P) 5D x Fungo (L) 5D 0,0032




ATAF1 Fungo (L) 5D x Controle 10D 0,0016
ATAF1 Fungo (L) 5D x Nematoide 10D 0,0013
ATAF1 Fungo (L) 5D x Fungo (P) 10D 0,0018
ATAF1 Fungo (L) 5D x Fungo (L) 10D 0,0077
ATAF1 Fungo (L) 5D x F+N (P) 10D 0,0013
ATAF1 Fungo (L) 5D x F+N (L) 10D 0,0023
ATAF1 F+N (P) 5D x F+N (L) 5D 0,0010
ATAF1 F+N (P) 5D x Nematoide 10D 0,0411
ATAF1 F+N (P) 5D x F+N (L) 10D 0,0411
ATAF1 F+N (L) 5D x Controle 10D <0,0001
ATAF1 F+N (L) 5D x Nematoide 10D <0,0001
ATAF1 F+N (L) 5D x Fungo (P) 10D <0,0001
ATAF1 F+N (L) 5D x Fungo (L) 10D <0,0001
ATAF1 F+N (L) 5D x F+N (P) 10D <0,0001
ATAF1 F+N (L) 5D x F+N (L) 10D <0,0001
ETR Controle 5D x F+N (P) 5D <0,0001
ETR Nematoide 5D x F+N (P) 5D <0,0001
ETR Fungo (P) 5D x F+N (P) 5D <0,0001
ETR Fungo (L) 5D x F+N (P) 5D <0,0001
ETR F+N (P) 5D x F+N (L) 5D <0,0001
ETR F+N (P) 5D x Controle 10D <0,0001
ETR F+N (P) 5D x Nematoide 10D <0,0001
ETR F+N (P) 5D x Fungo (P) 10D <0,0001
ETR F+N (P) 5D x Fungo (L) 10D 0,0004
ETR F+N (P) 5D x F+N (P) 10D <0,0001
ETR F+N (P) 5D x F+N (L) 10D <0,0001

Tabela 5 — Resultados das andlises de significancia utilizando teste t de Student. entres os

tratamentos realizados para cada gene.

Gene Comparacio entre tratamentos Valor de p
Hslpro-1 Nematoide 5D x Nematoide 10D 0,0238
Hslpro-1 Nematoide 10D x F+N (P) 10D 0,0229
Hslpro-1 F+N (P) 10D x Controle 10D 0,0020
Hslpro-1 Controle 5D x F+N (L) 5D 0,0331
CHS Controle 10D x Fungo (P) 10D 0,0350
JARI Nematoide 5D x Nematoide 10D 0,0410
JARI Controle 10D x Nematoide 10D 0,0494
JARI Nematoide 10D X F+N (P) 10D 0,0252




SAMT F+N (P) 5D X F+N (P) 10D 0,0408
ATAF Controle 5D x F+N (P) 5D 0,0312
ATAF Controle 10D x Nematoide 10D 0,0050
ATAF Controle 10D x F+N (P) 10D 0,0080
ETR Controle 10D x Nematoide 10D 0,0160
ETR Nematoide 10D x F+N (P) 10D 0,0022
ETR F+N (P) 10D x F+N (L) 10D 0,0333
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