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RESUMO

MOGOLLON-ORTIZ, Angela Maria, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro
de 2021. Controle bioldgico de Meloidogyne javanica por Trichoderma spp. e
actinobactérias edaficas. Orientadora: Marisa Viera de Queiroz. Coorientadores:
Leandro Grasssi de Freitas e Thalita Suelen Avelar Monteiro.

Os fungos do género Trichoderma e as actinobactérias sdo conhecidos pelo potencial
no controle de fitopatégenos. No entanto, o papel de algumas espécies de
Trichoderma spp. e dos isolados de actinobactérias do solo frente ao controle do
nematoide das galhas Meloidogyne javanica ainda precisa ser melhor investigado. Os
principais objetivos desse trabalho foram: selecionar isolados de Trichoderma spp.
endofiticos das seringueiras e actinobactérias do solo com potencial de biocontrole
frente ao nematoide das galhas M. javanica e confirmar alguns dos seus mecanismos
de controle. Isolados de Trichoderma spp. foram avaliados quanto a capacidade de
reduzir o niumero de ovos e galhas de M. javanica em experimentos sob condigdes de
casa de vegetacao e usando plantas susceptiveis de tomate da variedade Santa Cruz
Kada. Foram selecionados os isolados Trichoderma sp. 22F e T. erinaceum 610F que
apresentaram reducao do numero de ovos de 87 e 86 %, respectivamente, e de galhas
de 39 e 37 %, respectivamente. Por outra parte, as actinobactérias usadas neste
estudo corresponderam aos géneros Streptomyces, Kitasatospora, Kribbella e
Lentzea. As porcentagens de reducdao do numero de ovos nas plantas tratadas com
as actinobactérias Kribbella sp. 5N, Kitasatospora sp. 2AE, Streptomyces sp. 60 e
Streptomyces sp. 4L foram acima do 50% para o numero de ovos de M. javanica e de
28, 26, 25 e 16 % na reducdo do numero de galhas com Streptomyces sp. 8S,
Streptomyces sp. 4L, Streptomyces sp. 10U e Kitasatospora sp. 2AE,
respectivamente. Entre os mecanismos de acédo confirmados tanto em Trichoderma
spp. quanto nas actinobactérias, se destacaram o parasitismo de ovos e a inducao de
respostas sistémicas relacionadas com a defesa das plantas, além disso o efeito
negativo sobre a penetracao dos juvenis nas plantas tratadas também foi confirmado.
Todas as actinobactérias apresentaram pelo menos um mecanismo de acao contra
M. javanica. Foi confirmada a eficacia de biocontrole dos isolados do género
Streptomyces e relatada pela primeira vez a eficacia de T. erinaceum 610F além de
isolados dos géneros Kribbella sp. 5N e Kitasatospora sp. 2AE contra M. javanica.
Além disso, nas plantas tratadas com Streptomyces sp. 4L foi ativada a expressao dos



genes associados com as vias do acido jasménico e etileno. Os resultados
confirmaram o potencial de biocontrole de isolados endofiticos do género Trichoderma
e de actinobactérias do solo no controle do nematoide das galhas.

Palavras-chave: Biocontrole. Fitonematoide. Trichoderma spp. Streptomyces spp.
Kitasatospora sp. Kribbella sp. Lentzea sp.



ABSTRACT

MOGOLLON-ORTIZ, Angela Maria, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
December, 2021. Biological control of Meloidogyne javanica by Trichoderma spp.
and edaphic actinobacteria. Adviser: Marisa Viera de Queiroz. Co-advisers: Leandro
Grasssi de Freitas and Thalita Suelen Avelar Monteiro.

Fungi of the genus Trichoderma and actinobacteria are known for their potential in
controlling phytopathogens. However, the role of some species of Trichoderma spp.
and the soil isolates actinobacteria against the control of the root-knot nematode
Meloidogyne javanica still needs to be further investigated. The main objectives of this
work are: to select isolates of Trichoderma spp. endophytes of rubber trees and soil
actinobacteria with potential for biocontrol against the root-knot nematode M. javanica
and confirm some of its control mechanisms. Trichoderma spp. isolates were the ability
to reduce the number of eggs and galls of M. javanica in plant experiments under
greenhouse conditions using susceptible tomato plants of the Santa Cruz Kada variety.
The isolates Trichoderma sp. 22F and Trichoderma erinaceum 610F were selected,
which showed a reduction in the number of eggs of 87 and 86 %, respectively, and of
galls of 39 and 37 %, respectively. On the other hand, the actinobacteria used in this
study corresponded to the genera Streptomyces, Kitasatospora, Kribbella and
Lentzea. The percentages of reduction in the number of eggs in plants treated with the
actinobacteria Kribbella sp. 5N, Kitasatospora sp. 2AE, Streptomyces sp. 60 and
Streptomyces sp. 4L were above 50% for the number of M. javanica eggs and 28, 26,
25 and 16 % for the reduction of the number of galls with Streptomyces sp. 8S,
Streptomyces sp. 4L, Streptomyces sp. 10U and Kitasatospora sp. 2AE, respectively.
Among the confirmed mechanisms of action in both Trichoderma spp. and in
actinobacteria, egg parasitism and the induction of systemic responses related to plant
defense stood out. Furthermore, the negative effect on the penetration of juveniles into
the treated plants was also confirmed. All actinobacteria showed at least one
mechanism of action against M. javanica. The biocontrol efficacy of Streptomyces
isolates was confirmed and for the first time, the effectiveness of biocontrol of T.
erinaceum 610F was reported, in addition to isolates of the genera Kribbella sp. 5N
and Kitasatospora sp. 2AE against M. javanica. Furthermore, in plants treated with
Streptomyces sp. 4L was activated the expression of genes associated with the

jasmonic acid and ethylene pathways. The results confirmed the biocontrol potential of



endophytic isolates of the genus Trichoderma and soil actinobacteria in the control of
root-knot nematode.

Keywords: Biocontrol. Phytonematode. Trichoderma spp. Streptomyces spp.
Kitasatospora sp. Kribbella sp. Lentzea sp.
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INTRODUCAO

Um dos patdégenos mais importantes nas plantas cultivadas ao redor do mundo
€ 0 nematoide das galhas Meloidogyne spp., endoparasita obrigatorio, sedentario com
capacidade de induzir no hospedeiro alteragdes ao nivel molecular, celular e
histolégico, dando lugar aos sintomas nas raizes, as galhas, afetando a absorcao e a
translocacao de agua, de nutrientes, o desenvolvimento da planta e o rendimento das
culturas. Entre as estratégias de manejo do nematoide, os agentes de biocontrole tém
demostrado ser um componente importante dentro dos programas de manejo
integrado.

Os microrganismos, como os fungos do género Trichoderma, Pochonia e
Purpureocillium e as bactérias do género Bacillus sao componentes ativos de produtos
comerciais no Brasil para o controle do nematoide das galhas Meloidogyne spp. No
entanto, novas espécies de Trichoderma e actinobactérias do género Streptomyces,
0 género de actinobactéria mais estudada visando ao controle de Meloidogyne spp.,
estdo sendo considerados como potencias agentes de controle do nematoide das
galhas.

Isolados de Trichoderma spp. € Streptomyces spp. controlam as espécies de
Meloidogyne spp. e mantém as popula¢cées de nematoides baixas gracas aos
seguintes mecanismos de agao: producao de metabdlitos nematicidas, parasitismo de
ovos, competicao pelo espaco e a inducao de respostas de defesa da planta.

Levando em consideragao a importancia do uso de microrganismos dentro dos
programas de manejo integrado e conhecendo o potencial de biocontrole de espécies
do género Trichoderma e de actinobactérias do solos, os objetivos desse trabalho
foram selecionar isolados endofiticos de Trichoderma spp. e actinobactérias do solo
com potencial de biocontrole do nematoide das galhas M. javanica; confirmar alguns
do seus mecanismos de agcao empregados para o controle do nematoide das galhas
e avaliar a expressao de genes relacionados a Resisténcia Sistémica Induzida (RSI)
e a Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) nas plantas tratadas com o Streptomyces
sp. 4L.
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Capitulo 1
Trichoderma spp. endofiticos de seringueiras no controle do nematoide das
galhas Meloidogyne javanica
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Trichoderma spp. endofiticos de seringueiras no controle do nematoide das
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RESUMO

Fungos do género Trichoderma estdo entre os fungos mais estudados no
controle biolégico de fitonematoides, porém algumas espécies de Trichoderma ainda
precisam ser melhor estudadas no controle de nematoides das galhas. O objetivo
desse estudo foi avaliar o potencial de biocontrole de Meloidogyne javanica por
isolados endofiticos de Trichoderma spp. Em experimentos sob condicdes de casa de
vegetacado e usando plantas de tomate susceptiveis foram realizadas duas triagens.
Na primeira triagem foram avaliados 20 isolados de Trichoderma spp. A partir dos
resultados obtidos, seis isolados (T. erinaceum 20F, Trichoderma sp. 22F, T.
koningiopsis 245F, T. koningiopsis 815F; T. koningiopsis 265F e T. erinaceum 610F)
foram selecionados pelas redugdes no numero de ovos e galhas do nematoide e
usados em uma segunda triagem. Os isolados T. erinaceum 610F e Trichoderma sp.
22F se destacaram pela reducao dos ovos e galhas e foram usados em experimentos
posteriores de parasitismo de ovos in vitro, penetracao de juvenis em raizes e inducao
de respostas sistémicas de defesa pela técnica de raiz bipartida. Foram obtidas
porcentagens de reducao de ovos acima do 83% com os isolados na segunda triagem.
O parasitismo in vitro de ovos de M. javanica foi verificado com isolados expressando
a proteina vermelha fluorescente (PVF), T. erinaceum 610F-PVF e Trichoderma sp.
22F-PVF. Somente 39 e 41 % de juvenis nas plantas tratadas com T. erinaceum 610F
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e Trichoderma sp. 22F, respectivamente, conseguiram penetrar as raizes de tomate,
comparados com 73% do controle, sem o tratamento com os fungos, e foram
demostradas redugdes do numero de ovos acima de 32% no experimento de raiz
bipartida. Nossos resultados confirmam o potencial dos isolados T. erinaceum 610F e
Trichoderma sp. 22F endofiticos das seringueiras no controle do nematoide M.

javanica.
Palavras chaves: Fitonematoide, biocontrole, fungos, galhas.
INTRODUCAO

O nematoide das galhas Meloidogyne spp. ocupa a primeira posicao entre os
nematoides mais importantes distribuidos ao redor do mundo, ocasionando perdas
econdmicas consideraveis nas plantas cultivadas (Moens et al., 2009; Sasser, 1977)
Como consequéncia da infecdo e para completar seu ciclo de vida, o nematoide
Meloidogyne spp., endoparasita sedentario, induz nas raizes do hospedeiro um sitio
de alimentacdo permanente constituido por células gigantes que fornecem os
nutrientes necessarios durante o ciclo de vida do nematoide (Escobar et al., 2015).
Como resultado das alteracbes nas células das raizes sao visiveis 0s sintomas
caracteristicos, as galhas (Rodiuc et al., 2014; Yan et al., 2021), afetando a absorcao
de agua e nutrientes e como consequéncia o desenvolvimento das plantas e o
rendimento das culturas (Mukhtar, 2018; Navarrete et al., 2018)

Como parte do manejo integrado do nematoide, o controle biolégico de
fitonematoides tem ganhado cada vez mais destaque (Carneiro et al., 2020). Os
agentes de controle bioldgico fungicos contra o nematoide das galhas sao usados no
tratamento de sementes (Patil etal., 2021), aplicados ao solo (Al-Hazmi &
Tarigdaveed, 2016; Yan et al., 2021) e incorporados nas raizes das plantas pela
imersdo em suspensao de esporos (Sahebani & Hadavi, 2008).

Entre os agentes de biocontrole, as espécies do género Trichoderma sao
excelentes candidatas a agentes de controle biolégico de nematoides, pois estes
fungos conseguem afetar o ciclo inteiro da doenga causada pelo nematoide das
galhas, desde a infeccéo, a formacao das galhas e a reproducéo (Fan et al., 2020;
Martinez-Medina et al., 2017; Mukhtar, 2018; Yan etal.,, 2021). Além dessas
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caracteristicas, a maioria das espécies de Trichoderma € de facil producao, o que
facilita a aplicagdo em grande escala (Mulatu et al., 2021)

Muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas ao longo dos anos sobre os
mecanismos de acao utilizados por espécies de Trichoderma contra 0 nematoide das
galhas. Entre os mecanismos sdo conhecidos a antibioses com a producédo de
metabolitos nematicidas (Khan et al., 2020), o parasitismo de ovos (Sharon et al.,
2001, 2007, 2011), que inclue inicialmente o crescimento das hifas dos fungos que
crescem ao redor dos ovos e no momento da penetragao formam estruturas como
apressorios (Sharon et al., 2007), a competicdo por espagco (Bogner et al., 2016;
Medeiros et al., 2017; Sharon et al., 2007) e a indugédo de respostas sistémicas de
defesa da planta contra os nematoides (Martinez-Medina et al., 2017; Medeiros et al.,
2017). Diferentes espécies do género Trichoderma foram estudadas no controle do
nematoide das galhas, entre elas: T. harzianum (Medeiros et al., 2017; Mukhtar, 2018;
Sharon et al., 2001; Yan et al., 2021), T. viride (Mukhtar, 2018), T. asperellum (Sharon
et al., 2007), T. atroviride (Medeiros et al., 2017), T. koningiopsis (Baldoni et al., 2020)
e T. citrinoviride (Fan et al., 2020; Sharon et al., 2007). No entanto, muitas outras
espécies ainda precisam ser estudadas no controle do Meloidogyne spp.

Espécies de Trichoderma foram isoladas, recentemente, como endofiticas da
seringueira, na floresta amazénica. Muitas dessas espécies ainda ndo foram testadas
no controle de nematoide das galhas. O objetivo deste estudo foi selecionar isolados
do género Trichoderma endofiticos das seringueiras com potencial para o controle de
M. javanica, avaliando diferentes mecanismos de acdo, parasitismo de ovos,
penetracdo de juvenis em raizes e na indugdo de respostas defesas sistémicas no
controle do nematoide das galhas.

MATERIAIS E METODOS
Multiplicacao do nematoide

O inoculo de M. javanica para os experimentos in vivo e in vitro foi multiplicado
em plantas susceptiveis de tomate da variedade Santa Cruz Kada em casa de
vegetacdo. A extracdo de ovos foi realizada segundo a técnica de Hussey e Barker
(1973) modificada por Bonetti & Ferraz, (1981).
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Isolados e producao dos indculos de Trichoderma spp.

Em experimentos sob condicdes de casa de vegetacao, 20 isolados do género
Trichoderma coletados e isolados de folhas, caule e raizes de seringueira Hevea
guianensis (Araujo et al., 2018) e H. brasiliensis (Araujo et al., 2020) e identificados
taxonomicamente por Brito (2017) foram usados em uma primeira triagem contra o
nematoide das galhas (Tabela 1), e posteriormente seis isolados: T. erinaceum 20F,
Trichoderma sp. 22F, T. koningiopsis 245F, T. koningiopsis 265F, T. erinaceum 610F,
T. koningiopsis 815F foram selecionados e usados em uma segunda triagem. Os
isolados fazem parte da micoteca do Laboratério de Genética Molecular de
Microrganismos/Bioagro da Universidade Federal de Vicosa.

Os isolados de Trichoderma spp. foram multiplicados em sacos de polipropileno
contendo graos de arroz (30 g) esterilizados por autoclavagem (120°C, 20 min). Os
fungos foram previamente cultivados em BDA (Batata dextrose agar) a 28°C durante
7 dias. Quatro discos de micélio de 5 mm de didmetro foram transferidos para sacos
de arroz esterilizados e mantidos 28°C durante 8 dias em uma incubadora B.O.D.
FANEM Mod 347. Em seguida, os conidios foram quantificadosem camara de
Neubauer e a concentragdo de in6culo (numero de conidios) foi ajustada para os

experimentos interacao fungo-nematoide-planta.

Interacao Fungos-nematoide-planta em casa de vegetacao

Em momentos diferentes, foram realizadas duas triagens em condi¢coes de
casa de vegetacao, a primeira triagem (l) permitiu selecionar os isolados com potencial
de biocontrole de M. javanica e que foram usados na segunda triagem (ll). Para ambos
experimentos, mudas de tomate da variedade Santa Cruz Kada com 5 semanas apés
a germinacao das sementes foram transplantadas para vasos com capacidade de 200
g (triagem 1) e 1,5 kg (triagem II) preenchidos com substrato constituido de solo do
horizonte C e areia na proporcao 1:1 (V:V) autoclavado (121°C, 2h). As plantulas de
tomate foram previamente cultivadas em substrato comercial Tropstrato®. No
momento do transplante das mudas foram aplicados os tratamentos ao solo. Na
triagem | os tratamentos foram constituidos por 20 isolados (tabela 1) além do
tratamento com Pochonia chlamydosporia (produto comercial Rizotec®) e o controle

(agua). Devido ao maior numero de tratamentos foram usados vasos menores. Na
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triagem |l os tratamentos foram: Controle (agua) (l); T. erinaceum 20F (ll);
Trichoderma sp. 22F (lll); T. koningiopsis 245F (IV); T. koningiopsis 265F (V); T.
erinaceum 610F (VI); T. koningiopsis 815F (VIl); P. chlamydosporia (produto comercial
Rizotec®) (VIII). Nas parcelas que receberam os isolados do género Trichoderma,
foram adicionadas 2 x 10* conidios.g™' de solo e as parcelas do tratamento com
Rizotec® receberam 5000 clamidosporos.g™'. Cinco dias apds do tratamento com os
fungos, todas as parcelas foram infestadas com 1000 (triagem I) e 800 (triagem II)
ovos de M. javanica. As plantas permaneceram em casa de vegetagao durante 45
dias. Em seguida foram avaliadas para cada experimento as variaveis: numero de
ovos e galhas por grama de raiz.

Foi adotado um delineamento inteiramente casualizado em cada experimento

com oito (triagem 1) e sete (triagem Il) repeticoes por tratamento.

Parasitismo in vitro de ovos de M. javanica por Trichoderma spp.

Foram selecionados os isolados T. erinaceum 610F e Trichoderma sp. 22F para
os experimentos de parasitismo. Os fungos foram previamente transformados com o
gene da proteina vermelha fluorescente (Alvarado-Moreno, 2021). A interacdo dos
fungos e ovos de M. javanica foi verificada em placas de Petri com 2% de agar-agua
contendo estreptomicina (Monteiro et al., 2020). Os isolados de Trichoderma spp.
foram cultivados durante 3 dias, em seguida, as placas receberam 90 ovos de M.
javanica previamente desinfestados com solug¢des contendo diferentes antibibticos.
Inicialmente os ovos foram colocados em uma solucdo de nistatina 100000 Ul+
clorafenicol 0,12% + penicilina 0,02% durante 20 minutos. Em seguida, os ovos foram
transferidos para uma nova solugcdo contendo Cloratina 4% por 20 min e
posteriormente duas vezes uma solugéo de cloranfenicol 0,03% + ampicilina 0,02%
durante 20 min cada. Apos as limpezas com os antibioticos, foram lavados trés vezes
com agua destilada estéril (ADE). O processo foi realizado em tubos estéreis de 2 mL.
Apés trés semanas da interacdo fungo-nematoide, imagens foram capturadas em

microscépio de fluorescéncia Invitrogen™ EVOS™ M5000.
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Teste de penetracao de juvenis de M. javanica em mudas de tomate

Potes plasticos foram preenchidos com 60 g de substrato comercial
Tropstrato®, previamente autoclavado (121°C, 2 h). Sementes de tomate Santa Cruz
Kada foram semeadas e quando as plantulas alcancaram um par de folhas, elas
receberam os seguintes tratamentos: Controle (agua) (I); Trichoderma sp. 22F (ll); T.
erinaceum 610F (lll). Nas parcelas com fungo foram adicionados 2 x 10* conidios.g
de solo. Cinco dias apés da aplicacao dos fungos, todas as parcelas foram infestadas
com 100 juvenis de M. javanica e 10 dias depois foi avaliada a variavel numero de
juvenis que penetraram nas raizes. A coloragao dos nematoides no sistema radicular
das plantas foi feita com fucsina acida segundo a técnica de Bybd et al. (1983).

Foi adotado um delineamento inteiramente casualizado com 6 repeticbes por

tratamento.

Raiz bipartida e a inducao de defesas sistémicas por Trichoderma spp. contra
M. javanica

O efeito indireito dos isolados T. erinaceum 610F e Trichoderma sp. 22F contra
M. javanica foi realizado usando o método de raiz bipartida (Medeiros et al., 2017;
Rubio et al., 2019). As mudas de tomate Santa Cruz Kada foram transplantadas para
recipientes plasticos com capacidade de 250 g preenchidos com substrato constituido
por solo do horizonte C e areia em uma propor¢cao 1:1 horizonte (V:V), 5 semanas
apdés da germinacao. No momento do transplantio, as raizes foram separadas em
duas partes iguais, porém ainda unidas a planta e transplantadas em copos
separados. Nas parcelas com fungo, foram adicionados 2 x 10* conidios.g™! de solo
em uma das metades das raizes e na outra metade foram aplicados 500 ovos de M.
javanica. No tratamento controle em uma das metades foi adicionada 4gua e na outra
metade o nematoide.

As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo durante 34 dias apos a
aplicacdo dos nematoides. Em seguida, foi avaliada a varidvel numero de ovos de M.
javanica. O delineamento foi inteiramente casualizado com 8 repeticoes.



20

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste Scott-Knott ou Tukey. Foi usado o software Sisvar 5.6.

Alguns dados foram transformados:

Os dados do numero de ovos de M. javanica por grama de raiz da triagem Il
foram transformados com raiz quadrada e os dados do numero de galhas foram
transformados com Ln X (Figura 1).

Os dados de porcentagem de penetracdo de juvenis de M. javanica foram
transformados com Log X (Figura 3).

Os dados do numero de ovos de M. javanica em plantas de tomate com raiz
bipartida foram transformados com raiz quadrada (Figura 4).

RESULTADOS

Triagem de isolados do género Trichoderma endofiticos das seringueiras com
potencial de biocontrole contra M. javanica

Nossos resultados demonstraram o potencial de biocontrole dos isolados do
género Trichoderma endofiticos das seringueiras contra o nematoide das galhas M.
javanica em plantas de tomate sob condicdes de casa de vegetacao (Tabela 2). Do
total de 20 isolados analisados, as reducdes significativas do nimero de ovos e galhas
foram alcancadas com um total 14 e 16 isolados, respectivamente, comparado com o
tratamento controle, no entanto, somente seis isolados foram selecionados para
futuros experimentos o0s quais apresentaram reducdes acima de 27% que
corresponderam a valores menores que 95314 ovos e 112 galhas por grama de raiz.

Os isolados selecionados pela maior reducao do numero de ovos foram T.
erinaceum 610F, T. koningiopsis 245F, Trichoderma sp. 22F e T. koningiopsis 265F
que se destacaram com porcentagens de reducdo de 74, 32, 28 e 28%,
respectivamente, e apresentaram médias de 34.376, 89.907, 94.501 e 95.314 ovos
por grama de raiz, sem diferenca do tratamento com Rizotec ® e significativamente
menores em relacdo ao tratamento controle (Tabela 2). Por outro lado, os isolados T.
erinaceum 610F, T. koningiopsis 245F, Trichoderma sp. 22F, além do T. erinaceum
20F e T. koningiopsis 815F, conseguiram reduzir significativamente o ndmero de
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galhas nas plantas tratadas. As porcentagens de reducao do numero de galhas por
grama de raiz foram de 60, 34, 32, 28 e 27 % para T. erinaceum 610F, T. koningiopsis
245F, T. koningiopsis 815F, T. erinaceum 20F e Trichoderma sp. 22F,
respectivamente, que correspoderam a valores de 61, 102, 105, 111, 112 galhas.
Esses foram valores significativamente menores do que o obtido no tratamento

controle (Tabela 1).

Efeito do tratamento de plantas de tomate com isolados de Trichoderma spp.
sobre o numero de ovos e galhas de M. javanica

A eficacia dos isolados de Trichoderma spp. endofiticos de seringueira
selecionados no controle de M. javanica foi confirmada em uma segunda triagem
(Figura 1). Nas plantas tratadas com os isolados Trichoderma sp. 22F, T. erinaceum
610F e T. erinaceum 20F as porcentagens de redugcao do niumero de ovos comparado
com o controle foram de 87, 86 e 83%, porcentagens que corresponderam com 0s
valores de 3.281, 3.554 e 4.519 ovos por grama de raiz, respectivamente (Figura 1).
Os outros isolados e o tratamento com Rizotec® apresentaram porcentagens de
reducdo de ovos entre 34-52 %, sem diferencas significativas em relacdao ao
tratamento controle (Figura 1).

Para a varidvel nimero de galhas, os isolados Trichoderma sp. 22F, T.
erinaceum 610F e T. erinaceum 20F, junto com o tratamento Rizotec® foram
eficientes na reducao do numero de galhas com porcentagens de reducao de 37, 24,
22 e 39 % que corresponderam aos valores de niumero de galhas por grama de raiz
de 26, 31, 32 e 25, respectivamente, comparado com o tratamento controle (Figura 1).
Os isolados T. erinaceum 610F e Trichoderma sp. 22F foram selecionados para os
testes de parasitismo de ovos de M. javanica in vitro, para determinar o efeito dos
fungos sobre a penetracédo de juvenis em raizes de tomate e para avaliar a indugao
de respostas de defesas sistémicas em experimentos de plantas com raiz bipartida.

Parasitismo de ovos de M. javanica
O parasitismo de ovos de M. javanica € um mecanismo conhecido por

Trichoderma spp. e foi confirmado com os isolados transformados com gene da
proteina vermelha fluorescente usados neste estudo. As hifas dos transformantes T.
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erinaceum 610F-PVF e Trichoderma sp. 22F-PVF foram observadas no interior dos
ovos de M. javanica, demostrando claramente o parasitismo dos ovos do nematoide
€ como consequéncia a perda de viabilidade dos ovos (Figura 2 a, b).

Reducao da penetracao de juvenis de M. javanica em plantas de tomate tratadas

com isolados de Trichoderma spp.

O tratamento preventivo com os fungos T. erinaceum 610F e Trichoderma sp.
22F reduziram a porcentagem de juvenis de M. javanica que penetraram nas raizes
das plantas de tomate 10 dias ap6s a inoculagdo com os juvenis (Figura 3). As
porcentagens de juvenis que penetraram as raizes foram 39 e 41% para as plantas
tratadas com T. erinaceum 610F e Trichoderma sp. 22, respectivamente, comparado
com o tratamento controle onde 73 % dos nematoides conseguiram penetrar. Os
resultados demostraram a menor penetracao de juvenis (Figura 3), resultado que pode
explicar uma das causas do menor numero de galhas desenvolvidas e 0 menor
numero de ovos do nematoide das galhas nas plantas tradas com os isolados de
Trichoderma spp. (Figura 1).

Respostas sistémicas de defesa reduzem o numero de ovos de M. javanica nas
plantas com raiz bipartida

Além do efeito direto contra 0 nematoide confirmado com o parasitismo de ovos
(Figura 2), foi confirmada a inducdo de respostas de defesa sistémicas usando a
técnica de raiz bipartida nas plantas de tomate. Nas plantas tratadas com os isolados
T. erinaceum 610F e Trichoderma sp. 22F em sua porcao oposta da raiz foi detectada
a reducado do numero de ovos de M. javanica em 41 e 32 %, respectivamente,
comparado com o tratamento controle. Sem ter contato direto dos fungos com o
nematoide, os fungos conseguiram induzir a redugcdo do numero de ovos de M.

javanica (Figura 4).
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DISCUSSAO

Trichoderma spp. como agente de biocontrole de nematoides

As espécies do género Trichoderma sdo parte dos componentes ativos de
biodefensivos usados no controle de fitopatégenos (Zin & Badaluddin, 2020). Frente
aos fitonematoides, diferentes espécies tém sido relatadas como agentes de
biocontrole do nematoide das galhas Meloidogyne spp. e incluem T. asperellum
(Hernandez-Ochandia et al., 2015), T. atroviride (Medeiros et al., 2017), T. citrinoviride
(Fan et al., 2020), T. harzianum (Mukhtar, 2018; Yan et al., 2021) e T. viride (Mukhtar,
2018). No entanto, outras especies precisam ser estudadas para o controle do
nematoide das galhas. Nés estamos demonstrando pela primeira vez o potencial de
biocontrole do fungo T. erinaceum 610F, além do isolado Trichoderma sp. 22F para o
controle de M. javanica. Os isolados foram selecionados pelas maiores porcentagens
de reducao do numero de ovos e galhas de M. javanica com porcentagens acima do
83 e 37%, respectivamente. Nossos resultados conseguiram reducdes superiores a
relatos prévios que mostram reducdes do 42% no numero de galhas e redugdes do
60% no numero de massas de ovos de M. javanica em plantas de tomate tratadas
com T. atroviride (Medeiros et al., 2017), além disso, em plantas de tomate tratadas
com T. citrinoviride a eficiéncia de biocontrole do M. incognita foi do 50% (Fan et al.,
2020) e de 62% com T. harzianum (Yan et al., 2021).

Nossos resultados fornecem informagdes da acdo combinada de alguns
mecanismos de acdo da espécie T. erinaceum 610F e do isolado Trichoderma sp. 22F
contra 0 nematoide das galhas M. javanica, que explicam as redugbes na capacidade
reprodutiva e na formacgao de galhas do nematoide M. javanica. Entre os mecanismos
confirmados se incluem o parasitismo de ovos (Figura 2), a capacidade de agir de
forma sistémica contra 0 nematoide (Figura 4), além do efeito negativo sobre a
penetracao dos juvenis nas raizes das plantas tratadas (Figura 3). Previamente foram
relatados alguns mecanismos de acao das espécies de Trichoderma contra
Meloidogyne spp. e incluem o parasitismo de ovos de Meloidogyne spp. (Sharon et al.,
2001, 2007), a inducédo de respostas de defesa contra 0 nematoide das galhas
(Martinez-Medina et al., 2013; Medeiros et al., 2017; Yan et al., 2021) e a produgéo
de compostos nematicidas (Cristébal-Alejo et al., 2018; Khan et al., 2020).
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O parasitismo de ovos

Os ovos do Meloidogyne spp. constituem uma fonte uma importante de inoculo
do nematoide (Moens et al., 2009). As estratégias que afetam a viabilidade e o
desenvolvimento dos ovos constituem uma excelente alternativa de controle do
nematoide das galhas e incluem os fungos parasitas de ovos do género Trichoderma
(Sharon et al., 2007, 2011). O uso fungos transformantes com genes que codificam
proteinas fluorescentes permite confirmar o parasitismo de ovos (Sharon et al., 2007).
N6s confirmamos o parasitismo de ovos de M. javanica sob condicées in vitro com o
uso de fungos transformados com os genes que codificam para a proteina vermelha
fluorescente T. erinaceum 610F-PVF e Trichoderma sp. 22F-PVF. Resultados que
coincidem com relatos prévios que confirmam a capacidade das espécies T. atroviride
e T. asperellum para atravessar a matriz gelatinosa, substancia onde sao mantidos os
ovos externamente na raiz, até atingir os ovos de M. javanica, penetrando a casca
(Sharon et al., 2001, 2007), principal barreira de protecao, constituida por varias
camadas que incluem uma membrana vitelina externa, uma camada de quitina e uma
camada lipidica interna (Bird & McClure, 1976).

A produgéo de enzimas liticas tem sido relatada para estar relacionada com o
sucesso do parasitismo de ovos de nematoides. A importancia do sistema enzimatico
das espécies Trichoderma no parasitismo de ovos de nematoides tém sido estudada
por varios anos (Sharon et al., 2001, 2007; Suarez et al., 2004; Szabé et al., 2012). O
conhecimento dos componentes da casca dos ovos destaca a importancia do estudo
das enzimas liticas no processo de parasitismo. Isolados selvagens de T. harzianum
e transformantes com vaérias copias do gene da proteinase Prb1 demostraram
parasitismo de ovos na matriz gelatinosa in vitro, sendo que as maiores reducdes do
nuamero de galhas observadas em plantas de tomate tratadas foram obtidas com os
fungos transformantes, quando comparadas com o tratamento controle e os isolados
selvagens (Sharon et al., 2001). Por outro lado, a expressédo dos genes que codificam
enzimas quitinoliticas de T. harzianum durante o processo de parasitismo de ovos do
nematoide modelo Caenorhabditis elegans foi demostrada. Durante as primeiras
horas apds da infecao dos ovos a expressdao dos genes chi18-12 e chi18-5 foi
significativamente aumentada (Szabo et al., 2012), confirmando a importancia das

enzimas liticas no controle do nematoide.
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Isolados de Trichoderma sp. reduzem a penetracao de juvenis de M. javanicaem

raizes de tomate

Além do parasitismo de ovos, nossos resultados demonstraram que o
tratamento preventivo das raizes de tomateiro com os fungos T. erinaceum 610F e
Trichoderma sp. 22F afetaram a penetracéo de juvenis de Meloidogyne spp., € um
menor numero de juvenis no interior das raizes foram quantificados. Estudos prévios
confirmaram a capacidade do transformante GFP-T. asperellum de afetar os sitios de
penetracdo do M. javanica e como consequéncia menor numero de galhas foram
desenvolvidas nas plantas tratadas (Sharon et al., 2007). Além disso, 0 crescimento
endofitico de T. atroviride foi confirmado no apoplasto, o que ocasionou competicdo
direta pelo sitios de alimentacdo do nematoide, a redu¢do do numero de galhas e a
reducao dos danos causados pelo nematoide (Medeiros et al., 2017). Por outro lado,
o uso de T. asperellum endofitico de tomate também afetou a penetracdo de M.
incognita nas plantas de tomate tratadas (Bogner et al., 2016). Estudos mais recentes
usando o mesmo isolado transformante T. erinaceum 610F-PVF demonstraram o
crescimento endofitico do fungo em plantas de feijao e o controle de Colletotrichum
lindemuthianum (Alvarado-Moreno, 2021), demonstrando o potencial desse isolado
em controlar diferentes fitopatdgenos. No entanto, a reducdo da penetracdo dos
juvenis nas plantas tratadas com fungos do género Trichoderma pode estar
relacionada com a indugéo de respostas sistémicas.

Acao sistémica de Trichoderma spp. no numero de ovos de M. javanica

Algumas espécies de Trichoderma conseguem proteger as plantas dos patégenos
gerando uma pré-ativacao de diferentes mecanismos de defesa de maneira que
guando acontece o ataque dos patdgenos, as respostas de defesa da planta sao
ativadas de forma mais rapida e eficiente (Hermosa et al., 2012; Van Wees et al.,
2008). Uma das estratégias para confirmar a inducao de defesas sistémicas pelos
agentes de biocontrole contra o Meloidogyne spp. é o uso do sistema de raiz bipartida,
(Martinez-Medina et al., 2013; Medeiros et al., 2017). Neste estudo, T. erinaceum
610F e Trichoderma sp. 22F foram inoculados separadamente do nematoide M.
javanica usando o sistema de raiz bipartida e os resultados demostraram a reducao
do numero de ovos de M javanica, 34 dias apés a infecao do nematoide, confirmando
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ainducao de respostas de defesa na planta. Estudos prévios conduzidos por Martinez-
Medina et al. (2013) e Medeiros et al., (2017) demostraram a redu¢cdo do numero de
galhas de M. incognita em raizes de tomate quando o T. harzianum ou T. atroviride,
respectivamente, foram inoculados separadamente do nematoide em uma das
metades das raizes.

Martinez-Medina et al. (2013) mostraram que as plantas pré-tratadas com T.
harzianum em uma das metades das raizes, responderam com maior expressao dos
genes PR1a e PR-P6 induzidos durante a etapa de invasdo do nematoide atrasando
e reduzindo a penetragao dos juvenis. A expressao de defesas dependentes do acido
jasmoénico nas mesmas plantas afetou o desenvolvimento do nematoide e a
fecundidade das fémeas de M. incognita afetando também o desenvolvimento dos
ovos do nematoide (Martinez-Medina et al., 2013). Além disso, as respostas defesas
induzidas nas plantas interferiram na migracao do nematoides e no estabelecimento
dos sitios de alimentacdo nas raizes, resultando em menor numero de galhas
(Medeiros et al., 2017).

Os relatos da indugao de resisténcia da espécie T. erinaceum em plantas de
tomate foram confirmadas contra Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. As plantas
tratadas com T. erinaceum apresentaram aumento da expressdo de genes
relacionados com enzimas antioxidantes, respostas que favoreceram a reducéo de
espécies reativas de oxigénio, H202 e o reforco da parede celular, além disso, a
ativacao da expressao de proteinas PR, quitinases e glucanases foi confirmada (Aamir
et al., 2019). No entanto, relatos dirigidos ao controle de nematoides ainda ndo foram
publicados.

O controle de outros tipos de patdogenos do solo com isolados da espécie de T.
erinaceum por outros mecanismos de ag¢ao foram demonstrados. Foi observado o
micoparasitismo in vitro contra Rhizoctonia solani e Sclerotium oryzae. Além disso,
plantas de arroz tratadas apresentaram menor incidéncia das doengas (Swain et al.,
2018). O antagonismo do agente de biocontrole T. erinaceum ao patégeno do solo
Pythium myriotylum, agente causal da podriddo da raiz também foi observado. O fungo
inibiu o crescimento do patégeno in vitro e a atividade antimicrobiana foi atribuido pela
confirmacédo das atividade das enzimas celulases, xilanasas e proteases produzidas
pelo fungo (Tchameni et al., 2019). Apesar de ter sido estudado contra outros
patdgenos habitantes de solo, essa € a primeira vez que T. erinaceum é investigado
no controle de fitonematoides.
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Os fungos T. erinaceum 610F e Trichoderma spp. 22F endofiticos da
seringueira conseguiram controlar de maneira eficiente o nematoide das galhas M.
javanica em plantas de tomate. Como os mecanismos de agao dos fungos contra o
nematoide foram confirmados (parasitismo de ovos, reducdo da penetragdo dos
juvenis na raiz) e houve inducédo de defesas sistémicas, esses fungos sao 6timos

candidatos a agentes de controle do nematoides das galhas.
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Tabela 1. Isolados do género Trichoderma endofiticos de seringueiras usados neste

estudo

Caodigo Espécies Origem

isolado
4F T. ovalisporum Raiz de Hevea guianensis-Acre

14F Trichoderma sp. Raiz de Hevea brasiliensis-Amazonas
17F Trichoderma sp. Raiz de Hevea brasiliensis-Amazonas
20F T. erinaceum Caule de Hevea brasiliensis-Amazonas,
22F Trichoderma sp. Caule de Hevea brasiliensis-Acre

23F T. endophyticum Caule de Hevea brasiliensis-Acre

24F T. koningiopsis Caule de Hevea brasiliensis-Amazonas
58F T. koningiopsis Caule de Hevea brasiliensis-Amazonas
84F T. virens Caule de Hevea brasiliensis-Amazonas
245F T. koningiopsis Caule de Hevea brasiliensis-Acre

247F T. lentiforme Raiz de Hevea brasiliensis-Acre

265F T. koningiopsis Caule de Hevea brasiliensis-Amazonas
432F T. ararianum. Caule de Hevea brasiliensis-Amazonas
518F T. lentiforme Caule de Hevea brasiliensis-Amazonas
549F T. endophyticum Caule de Hevea brasiliensis-Acre

15F Trichoderma sp. Raiz de Hevea brasiliensis-Amazonas
610F T. erinaceum Caule de Hevea brasiliensis-Amazonas
763F Trichoderma sp. Folhas de Hevea brasiliensis-Amazonas
765F T. lentiforme Caule de Hevea brasiliensis-Amazonas
815F T. koningiopsis Caule de Hevea brasiliensis-Amazonas
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Tabela 2. Numero de ovos e galhas de M. javanica em plantas de tomate inoculadas

com Trichoderma spp., ap0s 45 dias da infestacdo com o nematoide.

Tratamento Ovos por Galhas por
grama raiz grama raiz

T. erinaceum 610F 34376 a 61 a
Rizotec ® 61149 a 35a
T. koningiopsis 245F 89907 b 102 b
Trichoderma sp. 22F 94501 b 112 b
T. koningiopsis 265F 95314 b 118 b
T. ararianum 432F 103991 b 122 b
T. ovalisporum 4F 104509 b 124 b
T. virens 84F 104570 b 117 b
Trichoderma sp. 17F 107178 b 120 b
Trichoderma sp. 763F 107523 b 134 b
T. lentiforme 247F 108437 b 134 b
T. koningiopsis 58F 110354 b 125 b
Trichoderma sp. 14F 110991 b 165 ¢
T. erinaceum 20F 113332 b 111b
T. koningiopsis 815F 114887 b 105b
Controle 132045 ¢ 154 c
T. koningiopsis 24F 133946 c 128 b
T. lentiforme 518F 138137 ¢ 171 ¢
T. endophyticum 23F 143332 ¢ 142 ¢
T. lentiforme 765F 146811 ¢ 156 ¢
Trichoderma sp. 15F 154239 ¢ 117 b
T. endophyticum 549F 177152 ¢ 122 b

acordo com o teste de Scott-knott

Diferentes letras indicam diferencas significativas (P< 0,05) entre tratamentos de
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Figura 1. Numero de ovos e galhas de M. javanica em plantas de tomate inoculadas
com Trichoderma spp., ap0s 46 dias da infestagdo com o nematoide. Diferentes letras
indicam diferengas significativas (P< 0,05) entre tratamentos de acordo com o teste
de Scott-knott.
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Figura 2. Parasitismo de ovos de M. javanica pelos isolados de Trichoderma spp.
expressando a proteina vermelha fluorescente (PVF). A e C. T. erinaceum 610F-PVF.
B e D. Trichoderma sp. 22F-PVF. E. Controle (ovo sem tratamento).
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Figura 3. Porcentagem de penetracdo de juvenis de M. javanica nas raizes de
tomateiro tratadas com T. erinaceum 610F e com Trichoderma sp. 22F, ap6s 10 dias
da infestagdo com o nematoide. Diferentes letras indicam diferengas significativas (P<
0,05) entre tratamentos de acordo com o teste de Scott-knott.
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Figura 4. Numero de ovos de M. javanica em plantas de tomate com raiz bipartida
tratadas com T. erinaceum 610F ou Trichoderma sp. 22F, 34 dias ap0s a infestacédo
com o nematoide. Diferentes letras indicam diferengas significativas (P< 0,05) entre
tratamentos de acordo com o teste de Scott-knott.
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Capitulo 2
Potencial de diferentes espécies de actinobactérias no manejo de nematoide
de galhas



40

Potencial de diferentes espécies de actinobactérias no manejo de nematoide

de galhas

Angela M. Mogollén-Ortiz!, Leandro G. de Freitas2, Thalita A. Monteiro? e Marisa V

de Queiroz'™

'Departamento de Microbiologia — Bioagro, Universidade Federal de Vigosa, Av. PH:
Rolfs s/n, Campus Universitario, Vicosa, CEP 36570 900 MG, Brazil

2Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Vigosa, Av. PH: Rolfs s/n.
Campus Universitario, Vicosa, CEP 36570 900 MG, Brazil

*Corresponding author: M. V. de Queiroz; E-mail: mvqueiro@ufv.br

RESUMO

As actinobactérias sdo bactérias cosmopolitas, amplamente conhecidas pela
capacidade de controlar fitopatégenos por diferentes mecanismos de acdo que
incluem a produgdo de compostos antimicrobianos, o parasitismo, a inducédo de
resisténcia na planta e a competicdo pelo espaco. Embora Strepfomyces seja o
género mais estudado, em relacdo ao controle de fitonematdides ainda precisam ser
exploradas outras espécies de actinobactérias. Nosso objetivo foi selecionar
actinobactérias do solo com potencial de biocontrole do nematoide das galhas
(Meloidogyne javanica) e avaliar alguns dos seus mecanismos de agcdo. Um total de
10 actinobactérias do solo (1A, 2AE, 3F, 4L, 5N, 60, 7P, 8S, 9T e 10U) foram testadas
no controle de M. javanica em plantas de tomate. Os isolados foram identificados pela
andlise da sequéncia do gene que codifica o rRNA 16s. Os mecanismos envolvidos
no biocontrole avaliados foram: parasitismo de ovos; reducdo da penetragdo de
juvenis em raizes de tomate; indugéao de respostas de defesa na planta pelo método
de raiz bipartida, realizado com os isolados que apresentaram as maiores reducdes
do numero de ovos e galhas (2AE, 4L, 5N, 60, 8S, 10U); avaliacdo da expressao de
genes de defensa relacionados a Resposta Sistémica Induzida (RSI) e a Resposta
Sistémica Adquirida (RSA). Os genes avaliados foram TomLoxA e ACCO,
relacionados a RSI, e PR1 e RBOH1 relacionados a RSA, e a actinobactéria
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selecionada paras as analises foi Streptomyces sp. 4L. Houve reducbes dos numeros
de ovos e de galhas totais acima do 50% e 27%, respectivamente. Os isolados 5N,
2AE, 60 e 4L proporcionaram maiores redugdes do numero de ovos e 2AE, 4L, 8S e
10U proporcionaram as maiores porcentagens de reducdao do numero de galhas.
Todos os isolados tiveram a capacidade de parasitar ovos. Além disso, os isolados
10U, 9T, 3F, 60, 5N, 2AE e 4L conseguiram reduzir a penetragdo de juvenis nas raizes
e os isolados 60, 4L, 8S, 10U e 5N induziram defesas sistémicas em tomateiro contra
M. javanica. As analises filogenéticas indicam que as actinobactérias isoladas
correspondem a Streptomyces (1A, 3F, 4L, 60, 8S, 9T e 10U), Kribbella sp. 5N,
Kitasatospora sp. 2AE e Lentzea sp. 7P. Nas plantas tratadas com Streptomyces sp.
4L + M. javanica houve aumento significativo do numero de transcritos dos genes
TomLoxA e ACCO. Além disso, 35 dias apés a infeccdo com o nematoide, o nimero
de ovos foi reduzido significativamente. Nas plantas tratadas apenas com o
nematoide, nas primeiras horas apds da infeccéo, foi induzida somente a expresséao
dos genes RBOH1 e PR1. A inducéao de respostas de defesa ao nematoide M. javanica
ocorreu por meio das vias do acido jasmonico e etileno, ativadas pelo pré-tratamento
da planta com Streptomyces sp. 4L. Todos os isolados testados neste estudo
apresentaram algum mecanismo de agéo contra o nematoide de galhas e foi relatada
pela primeira vez a eficacia de isolados dos géneros Kitasatospora, Kribbella e
Lentzea e confirmada a eficacia dos isolados género Streptomyces no controle do
nematoide M. javanica.

Palavras chaves: Bactérias flamentosas, biocontrole, fitonematoide, Meloidogyne

INTRODUCAO

As espécies de fitonematoides do género Meloidogyne, conhecidos como os
nematoides das galhas, sdo endoparasitas obrigatérios, polifagos, os quais induzem
alteracdes nas raizes do hospedeiro conhecidas como galhas (Escobar et al., 2015;
Moens et al., 2009). Nas raizes, os sintomas sdao produtos da inducédo de células
gigantes que funcionam como os sitios de alimentagdo do nematoide durante o ciclo
de vida (Moens et al., 2009). As alteracdes induzidas no sistema radicular causam
reducdes no rendimento das culturas e perdas econémicas consideraveis (Wesemael
et al., 2011).
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Entre as estratégias de manejo de nematoides, o uso de bioprodutos, ou seja
de produtos comercias com microrganismos como componente ativo tem demostrado
alta eficiéncia no controle do nematoide das galhas, além disso, nas plantas tratadas
o estimulo do crescimento vegetal tem sido confirmado (Radwan et al., 2012). As
bactérias sao agentes de controle biol6gico de nematoides, porém poucos géneros de
bactérias fazem parte de formulagées de produtos comerciais no Brasil para o controle
do nematoide das galhas. Os produtos comercias registrados atualmente sao
baseados nas espécies do género Bacillus e incluem as espécies B. firmus, B.
methylotrophicus, B. subtilis, B. licheniformis e B. amyloliquefaciens (Carneiro et al.,
2020). Pesquisas focadas no estudo de outros géneros de bactérias permitiram
ampliar os agentes de controle biol6gico do nematoide das galhas. Entre as bactérias,
as actinobactérias apresentam potencial para o controle de nematoides, e
compreendem um dos principais e mais abundante filo de bactérias habitantes do solo
(Altieri, 1999; Doumbou et al., 2001; Whitman et al., 2012), incluindo os solos
supressivos (Mendes et al., 2011), desempenhando um papel importante na protecao
de plantas contra patégenos por diferentes mecanismos de acao (Sharma & Salwan,
2018). Frente aos nematoides, as actinobactérias atuam de diferentes formas: de
maneira direta pela producdo de compostos nematicidas, por exemplo as
actinomicinas (Sharma et al., 2019), o] 3-benzyl-1,4-diaza-2,5-
dioxobicyclo[4.3.0]nonane (BDDB) (Yoon et al., 2012) ou a fungicromina(Zeng et al.,
2013); pelo parasitismo de ovos (Jin et al., 2017; Yoon et al., 2012); pela colonizagao
de tecidos das raizes das plantas (Bonaldi et al., 2015; Meij et al., 2017; Patel et al.,
2018); ou de maneira indireta pela ativagcdo dos mecanismos de defesa da planta
(Abbasi et al., 2019, 2020; Nishad et al., 2020). Essas caracteristicas somadas a
facilidade de producao indicam que as espécies do filo actinobactéria tém potencial
para serem utilizadas em formulagdes no controle biol6gico (Doumbou et al., 2001) de
fitonematoides.

Entre os géneros de actinobactérias, o Streptomyces € amplamente estudado
no controle do nematoide das galhas (Jin et al., 2017; Sharma et al., 2019; Yoon et al.,
2012; Zeng et al., 2013). Espécies desse género sdo conhecidas pela-habilidade de
produzir uma variedade de metabdlitos nematicidas contra juvenis do género
Meloidogyne, destacando as espécies S. albogriseolus (Zeng et al., 2013), S. cacaoi
Yoon et al., 2012), S. antibioticus (Sharma et al., 2019) e S. rubrogriseus (Jin et al.,
2017). Além do efeito sobre os juvenis, a agado sobre a redugéo da eclosdo de ovos
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de M. incognita, tem sido confirmada apds a exposicao aos filtrados de S. rubrogriseus
(Jinetal., 2017) e de S. cacaoi, e para este ultimo, a atividade de enzimas quitinases
também é conhecida (Yoon et al., 2012). A capacidade de parasitar ovos é outro
mecanismo importante no controle de nematoides pelas actinobactérias, tanto que a
espécie S. rubrogriseus foi isolada de ovos de M. incognita (Jin et al., 2017).

A inducéo de resisténcia é outro mecanismo de agédo das actinobactérias. Foi
previamente confirmado a indugdo de respostas de defesa contra fungos
fitopatogénicos em plantas tratadas com isolados de Streptomyces spp. (Abbasi et al.,
2019; Kurth et al., 2014). Isolados de Streptomyces spp. sao capazes de induzir
respostas de defesa que incluem a indugdo da sinteses do etileno (ET), do acido
salicilico (AS) (Abbasi et al., 2020) e do acido jasmonico (AJ) (Abbasi et al., 2019;
Kurth et al., 2014), fitohormbnios que atuam como moléculas sinalizadoras, ativando
a expressao de genes relacionados com a defesa das plantas (De Vos et al., 2005;
Glazebrook et al., 2003).

Quanto aos mecanismos de defesa das plantas, o acido jasménico e o etileno
estdo relacionados com a resisténcia sistémica induzida (RSI), ativada pela
colonizacao de microrganismos benéficos que preparam a planta, colocando-a em um
estado de “priming” contra patégenos e insetos (Conrath, 2011; Pieterse et al., 2014;
Van der Ent et al., 2009). Entre os genes estudados como marcadores das via do AJ,
0 gene LOX codifica para a enzima lipoxigenase que participa da biossinteses dos
jasmonatos (Feussner & Wasternack, 2002). Por outro lado, na biossinteses do
etileno, o gene ACCO codifica para uma ACCO oxidase que participa do ultimo passo
para converter o ACC (1-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid) em etileno (Dilley
et al., 2013; Molinari & Leonetti, 2019). A resisténcia sistémica adquirida (RSA) é
ativada pelo contato com padrbées moleculares associados aos microrganismos
(MPMA), pela colonizagdo com microrganismos benéficos e por efetores (Conrath,
2011), ou pelo H202 que cumpre um papel importante na inducdo da RSA. O H20:2
participa da hidrélise de acidos graxos para gerar o acido azelaico AZA (EI-Shetehy
et al., 2015) que junto com o &acido salicilico (Conrath, 2011), o glicerol-3-fosfato
(Chanda et al., 2011), o oxido nitrico e as espécies reativas de oxigénio (C. Wang
et al., 2014), funcionam como sinais quimicos que estimulam RSA. Enquanto as
proteinas PR sdo um componente importante do sistema imune da planta e os genes

PR sédo usados como marcadores da RSA (Ali et al., 2018).
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Levando em consideragéo o potencial de uso de actinobactérias no controle de
fitonematoides e a abundancia e diversidade desse grupo presente no solo brasileiro,
0s objetivos desse estudo foram: selecionar actinobactérias para controle de M.

javanica e desvendar alguns dos mecanismos de agao envolvidos.
MATERIAL E METODOS
Isolamento de actinobactérias

Dez actinobactérias foram isoladas de solos da mata da Universidade Federal
de Vigosa e de solos cultivados com soja em S&o Gabriel do Oeste, Mato Grosso do
Sul e Primavera do Leste, Mato Grosso (Tabela 1). Os solos foram coletados em uma
profundidade de 20 cm depois de remover 2 — 3 cm da superficie do solo (Law et al.,
2019) e as bactérias foram isoladas usando o método de diluicdes seriadas (Chen
et al., 2018) seguido de plagueamento em meio de cultura composto por amido 10 g.L
1| fosfato de potassio monobésico 1 g.L ', sulfato de amoénio 2 g.L -, sulfato de
magnésio 0,5 g.L -, sulfato de ferro 0,01 g.L ', agar 15 g.L ', pH 7,6. Apds 10 dias de
incubacgéo a 28°C em BOD FANEM Mod 347, as colonias das actinobactérias foram
purificadas e mantidas em meio GYM (glicose 4 g.L '; extrato de levedura 4 g.L
extrato de malte g.L '; CaCOs 2 g.L ' Agar 12 g.L ', pH 7,2) descrito por Shima et al.
(1996) a 28°C. As bactérias foram preservadas em suspensao de glicerol (20% v/v) a
-80° e -20° C.

Identificacao de actinobactérias pelo sequenciamento do gene do rRNA 16S

Para a extracdo do DNA gendmico as bactérias foram crescidas sobre discos
de celofane (Cihak et al., 2017) em placas de Petri com 4gar GYM a 28° C por 3 dias.
O DNA gendmico foi extraido usando o kit de purificagdo de DNA da promega
(WizardGenomic DNA Purification Kit) de acordo com as instrucdes do fabricante para
bactérias Gram positivas. O gene que codifica o rRNA 16S foi amplificado usando os
primers  universais 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e 1492R
(5" TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3") (Lee et al., 2014). A PCR foi realizada em um
volumem final de 25 pL usando o termociclador Effpendorf Martercycler® com

condiciones de desnaturacao inicial 95°C por 5 min, 35 ciclos de 94 °C por 50 s, 63°C
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por 1 min e 72 °C por 1:30 min e um alongamento final de 72° por 8 min. Os produtos
da PCR foram sequenciados pela Macrogen Inc. (Seul, Coreia do Sul).

As sequéncias obtidas de todos os isolados foram comparadas com as
sequéncias do gene que codifica o rRNA 16S das espécies tipo disponiveis na base
de dados publica ExBioCloud (https://www.ezbiocloud.net). Para cada isolado foi

realizado uma andlise filogenética separada. O algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004) foi
usado nos alinhamentos, e estes foram verificados manualmente. As sequéncias de
todos os isolados foram corrigidas manualmente e para os isolados 60 e 7P foi usado
o algoritmo Gblocks (http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks server.html)

para corrigir posicdes redundantes. Foram realizadas andlises de Inferéncia
Bayesiana (IB) e calculados os modelos de substituicdo de nucleotideos de cada
reconstrucao utilizando o software MrMODELTEST v.3.04. Os modelos foram
selecionados de acordo com Akaike information criterion (AIC). O modelo selecionado
para os isolados 1A, 2Ae, 3F, 4L, 5N, 60, 7P, 8S e 9T foi GTR+I+G e para o isolado
U foi HKY+l. As andlises de Inferéncia Bayesiana foram estimadas no servidor
CIPRES usando Mr. Bayes e as arvores filogenéticas foram visualizadas usando o
software ITOL.

Multiplicacao de M. javanica

O nematoide M. javanica foi multiplicado em plantas susceptiveis de tomate
da variedade Santa Cruz Kada sob condi¢des de casa vegetacao. Os ovos foram
extraidos segundo a técnica de Hussey e Barker (1973) modificada por Bonetti and
Ferraz (1981).

Producao de inoculo das actinobactérias

A producédo de inéculo das actinobactérias foi realizada em graos de arroz
esterilizado (Soares et al., 2007). Trinta gramas de arroz foram autoclavadas em
sacos plasticos de polipropileno (121°C, 20 min). As actinobactérias foram crescidas
previamente em meio GYM durante 9 dias a 28°C e 4 discos com crescimento
bacteriano foram transferidos para os sacos plasticos contendo o arroz esterilizado.
As bactérias foram incubadas durante 9 dias a 28 °C para produgdo de in6culo
necessario nos experimentos em plantas.


https://www.ezbiocloud.net/
http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html
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Controle de M. javanica com actinobactérias

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo. Foram usadas sementes
de tomate Santa Cruz Kada semeadas em substrato comercial Tropstrato®. Cinco
semanas depois, foi realizado o transplante para vasos de 1,5 L contendo substrato
previamente autoclavado (121°C, 2h) constituido de solo argiloso do horizonte C e
areia em uma proporgao 1:1 (V:V)

Cada tratamento correspondeu a uma actinobactéria (Tabela 1), além do
produto comercial Rizotec® (Pochonia chlamydosporia isolado Pc-10) e o tratamento
controle (4gua).

No momento do transplante, nas parcelas que receberam as actinobactérias
foram adicionadas uma suspensdo de 2 x 10* esporos.g™' de solo ajustada com a
camara de Neubauer e preparada a partir das bactérias crescidas em arroz. As
parcelas do tratamento Rizotec® receberam 5000 clamidosporos.g™. Cinco dias apos
do tratamento com as actinobactérias todas as parcelas foram infestadas com 800
ovos de M. javanica. O delineamento foi inteiramente casualizado com 8 repetigoes.

Parasitismo in vitro de ovos de M. javanica por espécies de actinobactérias

Os experimentos de parasitismo in vitro de ovos foram realizados com todos o0s
isolados das actinobactérias (Tabela 1). A interacao das actinobactérias e ovos de M.
javanica foi verificada em placas de Petri com agar-agua 2%. As actinobactérias foram
cultivadas previamente durante 3 dias e 90 ovos de M. javanica previamente
desinfestados foram adicionados por placa. Os ovos foram desinfestados com
lavagens sucessivas em solug¢des de antibidticos separadamente durante 20 min: (i)
nistatina (Merck) 100000 Ul, cloranfenicol (Sigma-Aldrich) 0,12% e penicilina 0,02%;
(if) Cloramide T (Merck) 4%; (iii) cloranfenicol (Sigma-Aldrich) 0,03 % e ampicilina
(Sigma-Aldrich) 0,02%. A lavagem com a ultima solugéo foi realizada duas vezes e os
ovos foram lavados trés vezes com agua destilada esterilizada (ADE). Tubos estéreis
de 2 mL foram usados no processo de desinfecgdo. Apds trés semanas foram

capturadas imagens no microscopio Olympus CX41 dotado de cadmera BestScope.
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Penetracao de juvenis de M. javanica em mudas de tomate tratadas com
actinobactérias

Sementes de tomate Santa Cruz Kada foram semeadas em substrato comercial
Tropstrato® previamente autoclavado (121°C, 2 h). Foram usados potes plasticos com
capacidade de 60 g. As plantulas com um par de folhas definitivas receberam os
tratamentos constituidos pelas actinobactérias (Tabela 1) e o controle (4gua). As
actinobactérias foram ajustadas para uma concentragdo de 2 x 10* esporos.g™ de
solo. Todas as parcelas foram infestadas com 100 juvenis de M. javanica cinco dias
apds da aplicacdo das actinobactérias. A variavel numero de juvenis que penetraram
nas raizes foi avaliada 10 dias apds a aplicacdo dos nematoides. A coloragdo com
fucsina &cida dos nematoides no sistema radicular das plantas foi feita segundo a
metodologia de Bybd et al. (1983). Foram usadas 6 repeticbes por tratamento

seguindo um delineamento inteiramente casualizado.

Método de raiz bipartida para avaliar a inducao por actinobactérias de respostas
relacionadas a resisténcia sistémica da planta contra M. javanica

Foi realizado o método de raiz bipartida (Medeiros et al., 2017; Rubio et al.,
2019) para avaliar a inducao de respostas da planta relacionadas a resisténcia
sistémica pelos isolados 2AE, 4L, 5N, 60, 8S e 10U contra M. javanica. No momento
do transplantio das mudas de tomate Santa Cruz Kada com 5 semanas apés a
germinacao, foram separadas as raizes em duas partes iguais e transplantas para
potes plasticos distintos com capacidade de 250 g preenchidos com substrato
constituido por solo do horizonte C e areia em uma proporcao 1:1. Nas parcelas com
a actinobactérias foram adicionadas 2 x 10* esporos.g™’ em uma das metades das
raizes e na outra metade foram aplicados 500 ovos de M. javanica. No tratamento
controle (agua), uma metade das raizes das plantas recebeu agua e a outra metade
os ovos do nematoide. As plantas foram mantidas sob condicdes de casa de
vegetacdo. Apds a aplicacdo dos nematoide (34 dias), foi avaliada a variavel numero
de ovos de M. javanica. O delineamento foi inteiramente casualizado com 8

repeticdes.
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Teste de biocontrole e analises da expressao de genes de resisténcia

Sementes de tomate Santa Cruz Kada foram semeadas em substrato comercial
Tropstrato® e cinco semanas depois foi realizado o transplante para recipientes com
capacidade de 500 g contendo substrato constituido de solo do horizonte C e areia
em uma proporcdo 1:1 (V:V), previamente autoclavado (121°C, 2h). A actinobactéria
Streptomyces sp. 4L foi selecionada pela capacidade de controle de M. javanica. Os
tratamentos foram: i) Streptomyces sp. 4L; ii) M. javanica; iii) Streptomyces sp. 4L +
M. javanica; iv) controle (agua). No momento do transplante, os tratamentos com a
actinobactéria receberam 2 x 10* esporos.g”' de solo. Os tratamentos com o
nematoide foram realizados cinco dias apds o transplante. Para cada planta foram
inoculados 500 juvenis de M. javanica.

Apoés 30h e 9 dias da infestagdo com o nematoide, trés raizes de trés diferentes
réplicas foram usadas na extracdo de RNA. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado. As raizes foram lavadas e imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C (Medeiros et al., 2017). Trinta e cinco dias
apods a infestagdo com o nematoide foram coletadas raizes de 6 réplicas diferentes
para avaliar a eficacia das actinobactérias no controle do nematoide, por meio da
avaliacao do numero de ovos. Os tratamentos foram i) M. javanica; ii) Streptomyces
sp. 4L + M. javanica. O delineamento foi inteiramente casualizado.

Extracao de RNA

As raizes foram maceradas em nitrogénio liquido e a partir de cada amostra o
RNA total foi extraido usando o reagente Trizol® (Invitrogen). O RNA das amostras foi
tratado com DNAse RQ1 (Promega) e a sintese do cDNA foi realizada a partir de 1 ug
de RNA tratado utilizando o kit ImProm-Il Reverse Transcription System (Promega

Corporation, Madison, WI, USA) de acordo com as recomendagdes do fabricante.
Expressao diferencial de genes por qPCR
A PCR quantitativa foi realizada utilizando SYBR Green PCR-Master Mix

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e as leituras foram realizadas no
equipamento CFX96 Touch TM Real-Time PCR Detection System (BIO-RAD). Os
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primers usados neste estudo sdo apresentados na tabela 2. A eficiéncia e o coeficiente
de determinacédo (R?) de cada par de primers foram calculados. A quantificacdo
relativa foi realizada pela curva padréo obtida para cada gene pela equacgéao linear que
relaciona Ct médio e log10 da concentracao de cDNA. O gene actin que codifica actina

foi utilizado para a normalizagdo dos niveis de expressao.

Analise estatistica

Foram realizadas anadlises de variancia dos dados. Nos experimentos de
controle de M. javanica com actinobactérias, de penetragdo de juvenis em mudas de
tomate tratadas com actinobactérias e na inducdo de defesas sistémicas de
actinobactérias contra M. javanica com o método de raiz bipartida as médias foram
comparadas pelo teste Scott-Knott. Para a analise da expressao a comparacao de
médias foi realizada pelo teste de Tukey. Todas as analises foram feitas com o
software Sisvar 5.6.

Os dados numero de ovos totais de M. javanica em raizes de tomateiro
inoculadas com actinobactérias foram transformados com raiz quadrada (Figura 5).

Os dados de porcentagem de penetracédo de juvenis de M. javanica em raizes
de tomateiro foram transformados com Log X (Figura 7)

Os dados numero de ovos de M. javanica em raizes de tomateiro tratadas com
actinobactérias e submetidas a técnica de raiz bipartida foram transformados com Ln
X (Figura 8).

RESULTADOS
Identificacao dos isolados

As analises de IB das sequéncias do rDNA 16s demonstraram que os isolados
1A, 3F, 4L, 60, 8S, 9T e 10U (Figura 1) pertencem ao género Streptomyces e que 0s

isolados 2AE, 5N e 7P pertencem aos géneros Kitasatospora (Figura 2), Kribbella
(Figura 3) e Lentzea (Figura 4), respectivamente.
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Controle de M. javanica com actinobactérias

Os isolados das actinobactérias dos diferentes géneros usadas no tratamento
de plantas de tomate contra M. javanica foram capazes de reduzir o nimero de ovos
e galhas (Figura 5). Os isolados Kribbella sp. 5N, Kitasatospora sp. 2AE, Streptomyces
sp. 60 e Streptomyces sp. 4L induziram a redugé&o do numero de ovos em 63, 57, 51
e 50%, respectivamente, sem diferenca significativa em relagdo ao tratamento com
produto comercial Rizotec® (Figura 5). As plantas tratadas com os isolados
Streptomyces sp. 8S, Streptomyces sp. 9T, Streptomyces sp. 10U, Streptomyces sp.
3F, Streptomyces sp. 1A e Lentzea sp. 7P nao apresentaram diferencas em relacao
ao tratamento controle (Figura 5).

Os isolados Kitasatospora sp. 2AE e Streptomyces sp. 4L, além da reducao do
nuamero de ovos também se destacaram na reducao do numero de galhas junto com
os isolados Streptomyces sp. 8S e 10U. As porcentagens de reducao de galhas foram
de 28, 26, 25 e 16% para os isolados Streptomyces sp. 8S, Streptomyces sp. 4L,

Streptomyces sp. 10U e Kitasatospora sp. 2AE, respectivamente (Figura5).

Parasitismo de ovos e juvenis

O parasitismo in vitro de ovos de M. javanica foi confirmado com todas as
actinobactérias usadas neste estudo (Figura 6). O contato das actinobactérias com os
ovos confirmou a capacidade das actinobactérias para crescer sobre a superficie da
casca dos ovos causando deformagdes, enrugamento da casca e confirmando a
perda de viabilidade dos ovos comparado com o tratamento controle onde nao foram
observadas alteracdes (Figura 6).

Penetracao de juvenis de M. javanica em mudas de tomate tratadas com
actinobactérias

O tratamento preventivo das plantas de tomate com as actinobactérias afetou
significativamente a penetragdo dos juvenis de M. javanica nas raizes de tomate. O
numero de juvenis foi significativamente menor comparado com o tratamento controle.
No total, 27, 33, 35, 35, 35, 39 e 39% dos juvenis conseguiram penetrar nas raizes
das plantas tratadas com Streptomyces sp. 10U, Streptomyces sp. 9T, Streptomyces
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sp. 3F, Streptomyces sp. 60, Kribbella sp. 5N, Kitasatospora sp. 2AE e Streptomyces
sp. 4L, respectivamente, comparado com o tratamento controle, onde 74 % dos
juvenis penetraram nas raizes. Os isolados Streptomyces sp. 8S, Streptomyces sp.
1A e Lentzea sp. 7P nao apresentaram diferengas do tratamento controle (Figura 7).

Inducao de defesas sistémicas da planta por actinobactérias contra M. javanica
pelo método de raiz bipartida

Para confirmar a capacidade das actinobactérias de induzir as defesas
sistémicas da planta foi realizado o método de raiz bipartida com os isolados Kribbella
sp. 5N, Kitasatospora sp. 2AE, Streptomyces sp. 60, Streptomyces sp. 4L,
Streptomyces sp. 10U e Streptomyces sp. 8S que se destacaram pelas reducoes
significativas do nimero de ovos e galhas nas plantas tratadas (Figura 5). Todos os
isolados testados, com excecédo do isolado Kitasatospora sp. 2AE, induziram reducdes
significativas do numero de ovos de M. javanica comparado com o tratamento
controle. As porcentagens de reducao do numero total de ovos foram de 48, 43, 38,
37 e 25% nas plantas tratadas com Streptomyces sp. 8S, Streptomyces sp. 60,
Streptomyces sp. 4L, Streptomyces sp. 10U e Kribbella sp. 5N, respectivamente
(Figura 8). Nés confirmamos a redugdo na reprodugcdo do nematoide por diferentes
espécies de actinobactérias aplicando o método de raiz bipartida e a capacidade

desses microrganismos induzirem defesas sistémicas na planta.

Biocontrole e analise da expressao de genes de resisténcia nas plantas tratadas
com Streptomyces sp. 4L

Pelo destaque na reducao do numero de ovos e galhas nas plantas tratadas, a
capacidade de parasitismo ovos e o efeito sobre a penetracdo de juvenis nas raizes
das plantas foi selecionado o isolado Streptomyces sp. 4L para a analise da expresséo
de genes de resisténcia em plantas de tomate.

As andlises dos transcritos dos genes marcadores da via do acido jasménico
(TomLoxA), do etileno (ACCO) e relacionados a RSA (PR1 e RBOH1) demostraram
diferencas entre os tratamentos, tanto nas primeiras horas apds da inoculagdo do
nematoide (30 horas), quanto na etapa em que o nematoide se localiza no sitio
definitivo de alimentagao (9 dias) (Figuras 9, 10, 11 e 12).
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O tratamento preventivo das plantas com Streptomyces sp. 4L e a posterior
inoculagdo com M. javanica (Streptomyces sp. 4L + M. javanica) aumentou
significativamente os transcritos dos genes relacionados com as vias do &acido
jasmonico e a do etileno, TomLoxA e ACCO, respectivamente, 30h apds a inoculagao
do nematoide (Figuras 9 e 10). Depois de nove dias, apenas nas plantas do tratamento
com Streptomyces sp. 4L + M. javanica somente a expressdo do gene ACCO
continuou sendo significativamente maior em comparagao ao observado nas plantas
do tratamento controle (Figura 10).

Nas plantas tratadas com a actinobactéria Streptomyces sp. 4L, ocorreu um
aumento significativo dos transcritos do gene TomLoxA comparado com o tratamento
controle apds 30 h (Figura 9), o que ndo ocorreu com os genes ACCO (Figura 10),
RBOHT1 (Figura 11) e PR1 (Figura 12). Por outro lado, as plantas tratadas apenas
com M. javanica apresentaram um aumento significativo da expressao dos genes
RBOH (Figura 11) e PR1 (Figura 12) nas primeiras horas apos o tratamento com o
nematoide. Depois de nove dias, apenas o gene PR1 continuou apresentando maior
expressdao comparado com o tratamento controle (Figura 12). Os genes TomLoxA
(Figura 9) e ACCO (Figura 10) nao foram significativamente expressos apds o
tratamento com o0 nematoide comparado com o tratamento controle.

No6s demonstramos que o tratamento das plantas com Streptomyces sp. 4L +
M. javanica induziu a expressao dos genes TomLoxA e ACCO e provocou a reducao
de 25 % do numero de ovos do nematoide das galhas em relacao ao tratamento com
apenas com M. javanica (Figura 13).

DISCUSSAO

As actinobactérias no controle de nematoides

Neste trabalho foram isoladas, identificadas e analisadas quanto ao controle do
nematoide das galhas, dez actinobactérias do solo. As actinobactérias sao
componentes importantes da microbiota do solo e entre estas, as espécies do género
Streptomyces sao as mais estudas frente ao controle do nematoide das galhas (Yoon
et al.,, 2012; Zeng et al., 2013; Jin et al., 2017; Sharma et al., 2019). A maioria das
actinobactérias isoladas pertence ao género Streptomyces (isolados 1A, 3F, 4L, 60,
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8S, 9T e 10U) e as demais pertencem aos géneros Kitasatospora (2AE), Kribbella (5E)
e Lentzea (7P).

Nos experimentos realizados com os isolados do género Streptomyces foram
observadas reducdes significativas do niumero de ovos e galhas nas plantas tratadas.
Resultados semelhantes foram obtidos anteriormente com outros isolados do género
Streptomyces no controle do Meloidogyne spp. em plantas de tomate tratadas com a
espécie S. rubrogriseus, onde foram obtidas redu¢des do numero de galhas e juvenis
de M. incognita acima de 46 e 70%, respectivamente (Jin et al., 2017, 2019). Em
plantas da mesma espécie e usando S. antibioticus foram obtidas reduc¢des acima do
50% do numero de galhas e massas de ovos de M. incognita (Sharma et al., 2019).
Da mesma maneira menor numero de juvenis e massas de ovos de M. incognita em
plantas de pimenta tratadas com S. yatensis e S. misionensis foram confirmadas
(Park et al., 2020). Os relatos prévios mencionados junto com nossos resultados
confirmam a eficacia do tratamento de plantas com espécies do género Streptomyces,
além de isolados dos géneros Kitasatospora, Kribbella e Lentzea contra o M. javanica.
Esses resultados estdo relacionados com a capacidade dos isolados de parasitar
ovos, induzir respostas de defesa contra M. javanica e afetar a penetracao dos juvenis
nas raizes das plantas tratadas.

Com o isolado Kribbella sp. 5N, a combinacédo de diferentes mecanismos de
acao contra M. javanica também foi confirmada. Por outro lado, estudos prévios com
isolados do género Kribbella realizados por Mulner et al. (2019) mostraram que
isolados de Kribbella sp. sao parte da microbiota dos esclerécios de Rhizoctonia solani
e Sclerotinia sclerotiorum. Essa é microbiota considerada fonte de agentes de
biocontrole, além disso, foi confirmada a atividade de protease in vitro de isolados
endofiticos do género Kribbella (Borah & Thakur, 2020). Nossos resultados e os
relatos prévios confirmam a importancia dos a isolados do genero Kribbella no controle
de patdégenos do solo.

Foi demonstrado anteriormente que actinobactérias do género Kitasatospora,
podem controlar fitopatdégenos do filo Oomycota e fungos dos filos Ascomycota e
Basidiomycota. O efeito antagonista foi demostrado com a inibicdo do crescimento in
vitro de Phytophthora citricola por isolados do género Kitasatospora (Haesler et al.,
2008). Além disso, os filtrados do meio de cultura da actinobactéria afetaram o
crescimento in vitro dos fungos Curvularia oryzae e Ganoderma boninense (Pithakkit
et al., 2015). Entre os compostos antifingicos produzidos por K. cheerisanensis foi
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observada a presenga de KCTC 2395, a bafilomicina C1-amida (Hwang et al., 2014).
A reducao e o parasitismo de ovos e o efeito negativo sobre a penetragéo de juvenis
de M. javanica nas plantas tratadas confirmam a importéncia das especies do género
Kribbella tanto no controle de fitonematoides quanto no pontencial de biocontrole de
outros fitopatégenos previamente relatados.

Neste estudo, nés demonstramos o potencial do Lentzea sp. 7P no parasitismo
de ovos de M. javanica. Em relatos prévios, isolados do género Lentzea foram
achados como parte de consorcios microbianos de solos supressivos e esses isolados
foram também associados com cistos do nematoide Heterodera glycines (Hussain
et al., 2018), no entanto, ndo houve suporte para agao das espécies no controle efetivo
de fitonematoides.

Parasitismo de ovos de M. javanica

Entre os mecanismos de acgéo utilizados por agentes de controle biolégico de
fitonematoides, destaca-se o parasitismo de ovos que tem a participacdo de enzimas
proteoliticas como quitinases e proteases (Kim et al., 2011). Nés demonstramos a
capacidade de todos os isolados das actinobactérias (Tabela 1) de parasitar ovos de
M. javanica, que inclui tanto isolados do género Streptomyces quanto isolados dos
géneros Kitasatospora, Kribbella e Lentzea, antes nao relatados como parasitas de
ovos de M. javanica.

A utilizagdo desse mecanismo de acdo ja foi demonstrada em isolados do
género Streptomyces. A espécie S. sampsonii produz enzimas quitinases e
proteases, além de seus filtrados reduzirem a eclosdo de ovos e causarem
mortalidade de juvenis de Meloidogyne sp. (Kim et al., 2011). Por outro lado, o
parasitismo de ovos de M. incognita por S. rubrogriseus foi confirmado, tendo sido
observadas alteragdes na casca e o crescimento de hifas nas partes externa e interna
(Jin et al., 2017).

Actinobactérias afetam a penetracao de juvenis de M. javanica
O tratamento preventivo com actinobactérias afetou a penetragdo dos juvenis

de M. javanica nas raizes de tomate tratadas. Além da redugcédo na penetracao dos

juvenis (Figura 7), o tratamento com actinobactérias provocou a reducao nas variaveis
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namero de galhas e ovos de M. javanica (Figura 5). Até a apresentacao destes
resultados, ndo existiam relatos sobre o efeito das actinobactérias na penetracéo de
juvenis. Anteriormente, foi demonstrada a capacidade das actinobactérias de produzir
metabdlitos nematicidas que causam a mortalidade de juvenis sob condicdes in vitro
(Kaur et al., 2016; Meidani et al., 2020; Park et al., 2020) e a capacidade dos isolados
de Streptomyces spp. de colonizar endofiticamente os tecidos das raizes de plantas
de arroz (Patel et al., 2018) e alface (Bonaldi et al., 2015); de S. olivochromogenes
colonizar as raizes de Arabidopsis thaliana inter e intracelularmente (Meij et al., 2017);
e de Streptomyces sp. EN27 colonizar o embrido, o endosperma e a radicula
emergente de trigo (Coombs & Franco, 2003). Todos esses exemplos mostram que
as actinobactérias sdo excelentes aliadas das plantas no controle do nematoide das
galhas, somada a capacidade de induzir respostas de defesas das plantas (Abbasi
et al., 2019, 2019; Abo-Zaid et al., 2020; Ferraz et al., 2015; Kurth et al., 2014).

Reducao de ovos de M. javanica pela inducao de respostas sistémicas de defesa

O efeito indireto das actinobactérias sobre o nematoide das galhas foi
confirmado usando o método de raiz bipartida. A reducéo na reproducao do nematoide
foi confirmada com as actinobactérias Kribbella sp. 5N, Streptomyces sp. 60,
Streptomyces sp. 4L, Streptomyces sp. 10U e Streptomyces sp. 8S quando foram
inoculadas nas raizes do lado oposto do nematoide. Nossos resultados confirmam
relatos prévios que demonstraram a inducéo de respostas de defesa relacionados a
resisténcia sistémica contra patdégenos fungicos em plantas tratadas com as espécies
do género Streptomyces (Abbasi et al., 2019; Kurth et al., 2014), virus (Abo-Zaid et al.,
2020), oomicetes (Abbasi et al., 2020) e bactérias (Ferraz et al., 2015). Entre as
respostas de defesa induzidas por Streptomyces spp. em plantas de tomateiro contra
o Fusarium oxysporum f. sp. lycopersiciincluem a ativacdo de enzimas antioxidantes
catalase e peroxidase, além da expressao de genes relacionados com as respostas
de resisténcia sistémica induzida (Abbasi et al., 2019). Kurth et al. (2014) confirmaram
a ativacao das vias do acido jasmdnico e etileno e do acido salicilico que levaram a
supressao da infecdo causada pelo agente causal do oidio do carvalho. Além dos
fungos, a reducéo da severidade dos sintomas do Tobacco Mosaic Virus em plantas
de tomate como consequéncia das respostas de defesa induzidas pela actinobactéria

S. cellulosae incluiram o incrementado dos niveis de enzimas peroxidases e
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quitinases, e o aumento da expressdao de genes de proteinas relacionadas com
patogénese (Abo-Zaid et al., 2020). Além disso, plantas de pimenta tratadas com a
combinacdo das actinobactérias S. vinaceusdrappus e S. rochei apresentaram
reducao nos sintomas causados por Phytophthora capsici, confirmando o aumento
da expressdo de genes relacionados com a resisténcia sistémica adquirida (Abbasi
et al.,, 2020). No entanto, estudos focados no controle de nematoides fitoparasitas
ainda nao foram relatados.

No6s conseguimos selecionar pela combinacdo de diferentes mecanismos
contra M. javanica os isolados Streptomyces sp., 4L, Streptomyces sp. 60 e Kribbella
sp. 5N, os quais se destacaram pela reducéo de ovos ou galhas, inducéo de defesas
sistémicas, parasitismo de ovos e reducdo da penetracdo de juvenis de M. javanica.
O isolado Streptomyces sp. 10U se destacou na reducao de galhas, na inducdo de
defesas sistémicas e na reducao da penetracao de juvenis e o isolado Kitasatospora
sp. 2AE se destacou na reducédo do numero de ovos e na penetracéo de juvenis. Nos
demostramos que todas as actinobactérias usadas neste estudo apresentaram pelo
menos um mecanismo de agdo no controle do nematoide de galhas M. javanica e
confirmamos o potencial de isolados do filo Actinobactéria no controle do nematoide

das galhas.

Biocontrole e analise da expressao de genes de resisténcia nas plantas tratadas
com Streptomyces sp. 4L

Pelo destaque frente ao controle de M. javanica com diferentes mecanismos de
acéo foi selecionada a bactéria Streptomyces sp. 4L para as analises da expressao
de genes de resisténcia nas plantas de tomate. A ativacao das vias de defesa
associadas com o acido jasménico e etileno sdo parte das estratégias de defesa
contra patégenos estimuladas nas plantas tratadas com as espécies do género
Streptomyces (Abbasi et al., 2019, 2019; Ebrahimi-Zarandi et al., 2021; Patel et al.,
2018). Nossos resultados demostraram a redugéo do numero de ovos de M. javanica
em plantas pré-tratadas com Streptomyces sp. 4L, além disso foi confirmada a maior
expressao dos genes LOX e ACCO relacionados com a biossintese de jasmonatos e
do etileno, respectivamente, nas primeiras 30 h apds a inoculagcdo do nematoide.
Esses resultados coincidem com o observado com outros isolados de Streptomyces
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spp., usados como agentes de biocontrole que ativaram as respostas de defesa das
plantas contra patdgenos (Abbasi et al., 2019; 2020).

A indugdo da expressdo dos genes associados com AJ nas plantas tratadas
com Streptomyces spp. foi previamente relatada e confirmam a reducéo dos niveis de
doencas nas plantas tratadas. As espécies S. enissocaesilis e S. rochei isoladas de
solos rizosféricos de tomate e pepino e usadas no pré-tratamento de plantas de tomate
para controle de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici confirmaram o aumento da
expressao do genes LOX, similar ao tratamento quimico com metil jasmonato, além
disso, a eficacia do controle da doenca nas plantas tratadas com as actinobactérias
foi similar ao tratamento quimico com Carbendazim® (Abbasi et al., 2019). Da mesma
maneira, plantas de arroz pré-tratadas com Streptomyces spp. apresentaram
menores danos causados pelo patégeno Pyricularia oryzae e o mecanismo de
biocontrole foi associado ao aumento da expresséo dos genes LOX2, PR10 e NPR1
(Patel et al., 2018). A ativacao da expressao dos genes LOXB e PAL1, que codificam
para as enzimas lipoxigenase (LOX) e fenilalanina amoénia liase, respectivamente,
relacionados com vias do acido jasmoénico e a fenil propanoides, foi induzida nas
plantas de tomate tratadas com S. globisporus e S. praecox, onde as actinobactérias
se comportaram como enddfitas nas raizes de tomate e induziram respostas de defesa
contra Rhizoctonia solani (Ebrahimi-Zarandi et al., 2021).

A sintese do etileno constitui outra das respostas induzida nas plantas pré-
tratadas com actinobactérias do género Streptomyces. Plantas de pimenta tratadas
com S. rochei apresentaram reducdées na severidade da doenca causada por
Phytophthora capsici, ocorrendo maior expressdo do gene ACCO nos frutos em
relagdo ao tratamento controle (Abbasi et al., 2020). Igualmente, plantas de tomate
pré-tratadas com a Micosat F®, uma mistura dos agentes benéficos Streptomyces
spp. Agrobacterium radiobacter, Bacillus subtilis, Pichia pastoris, Glomus spp., G.
mosseae, G. viscosum, Trichoderma harzianum, Pochonia chlamydosporia, ativaram
a expressédo do gene ACCO, e como consequéncia o numero de fémeas e as massas
de ovos do nematoide M. javanica foi reduzido significativamente (Molinari & Leonetti,
2019). Relatos que coincidem com nossos resultados, em que a reducao do nimero
de ovos de M. javanica poderia ser explicada pela ativacdo da expressdao do gene
ACCO, tanto nas primeiras 30 h, quanto nove dias depois da inoculagdo do nematoide.

A importancia das vias do &cido jasménico e do etileno durante o ciclo da
doenca do nematoide das galhas foi previamente estudada. O tratamento de plantas
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de soja com jasmonato confirmou a inducao do gene LOX. Nas plantas tratadas, a
formacao dos sitios de alimentacéo e o desenvolvimento do nematoide M. hapla foram
afetados (Hu et al.,, 2017). No entanto, nas plantas de tomate tratadas com o
nematoide M. incognita, os genes ACCO, LOX e PR1 apresentaram menor expressao
em relacdo ao controle, e como consequéncia, aconteceu a supressdao da
biossinteses do etileno, do acido jasménico, e a sintese de proteinas relacionas com
patogénese, favorecendo o estabelecimento nos sitios de alimentacao e
desenvolvimento do nematoide M. incognita (Shukla et al., 2018). Além disso, o papel
dos genes associados com as vias do &cido jasmoénico e do etileno no controle de
nematoides fitoparasitas tém sido estudados em plantas mutantes de Arabidopsis
thaliana. Em mutantes da via do etileno, houve o rapido estabelecimento e 0 sucesso
no desenvolvimento do nematoide Heterodera schachtii, mas nos hospedeiros
selvagens, a sinteses de etileno induzida em resposta as feridas feitas pelos
nematoides afetou o processo de infecdo (Marhavy et al., 2019). Da mesma maneira,
mutantes lox4 de A. thaliana foram mais susceptiveis ao M. javanica, e 0
desenvolvimento e a reproducdo do nematoide aconteceu com sucesso (Ozalvo
et al., 2014).

Por outro lado, os nossos resultados mostraram que nas plantas inoculadas s6
com o nematoide M. javanica foi confirmada a expressao significativamente maior do
gene RBOH1 comparado com o tratamento controle. Estudos previos demostraram o
aumento da atividade de NADPH oxidase e o acumulo de H202 no inicio da infeccao
de M. incognita (Wang et al., 2019). O H202 atua como uma molécula sinalizadora da
RSA. Nas plantas infiltradas com H202, o desenvolvimento do patbégeno
Pseudomonas syringae foi afetado, e as plantas mutantes para rboh1inoculadas com
o patégeno foram incapazes de acumular H202 afetando a ativagdo de respostas de
defesa da planta (Wang et al., 2014). Junto com a inducdo de ROS nas primeiras 30
h apds a infec¢do com o nematoide, nés confirmamos o0 aumento da expresséo dos
genes PR1. Previamente em plantas de soja infectadas com M. hapla foi confirmada
a expresséao dos genes PR1e PR5 (Hu et al., 2017). Da mesma maneira, as analises
da expressao do gene PR1 em plantas infestadas com M. javanica demostraram o
aumento da expressao do gene nas primeiras 24 h (Medeiros et al., 2017). Por outro
lado, a n&o inducdo da expressao do gene PR71 em plantas tratadas com

Streptomyces sp. pode ser explicada pela capacidade dos microrganismos
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biocontroladores de reprimir as respostas imunes relacionadas com o AS (Moran-
Diez et al., 2012).

O tratamento de tomateiro com Streptomyces sp. 4L + M. javanica nado conduziu
a um aumento significativo dos transcritos dos genes associados com a via do AS
comparado com o tratamento controle. Esses resultados diferem dos resultados
obtidos anteriormente em plantas pré-tratadas com a mistura de microrganismos
benéficos incluindo o Streptomyces spp., que estimularam a expressao dos genes
PR-1b, PR-3, e PR-5, onde as plantas tratadas foram menos sensiveis a infeccao
pelo nematoide M. incognita (Molinari & Leonetti, 2019). Em plantas de pimenta
tratadas com S. vinaceusdrappus e S. rochei para controle de Phytophthora capsici
néo foi observada diferenga significativa na expresséo do gene PR7 nos frutos das
plantas tratadas, mas nas folhas das mesmas plantas os tratamentos com as
actinobactérias e a combinacao actinobactéria-patégeno estimularam a expressao do
gene PR1 (Abbasi et al., 2020). Da mesma maneira, a indugdo da expressao do gene
PR1 foi confirmada no tratamento de plantas com S. rochei e S. enissocaesilis e
posterior inoculagdo com F. oxysporum (Abbasi et al., 2019).

Nossos resultados demonstram que o pré-tratamento com Streptomyces sp .4L
e posterior inoculacdo do patégeno M. javanica ativou a expressdo dos genes
TomLoxA e ACCO, associados com as vias de defesa do AJ e ET, respectivamente.
O pré-tratamento com a actinobactéria Streptomyces sp. 4L ocasionou a redugao da
capacidade reprodutiva do nematoide, mostrando a ativagao das respostas de defesa

gue afetam o desenvolvimento do nematoide.
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Tabela 1.

Isolados de actinobactérias usados neste estudo

Caddigo Origem
1A Universidade Federal de Vigosa (UFV)- Vicosa, MG
2AE UFV, Vicosa, MG
3F UFV, Vicosa, MG
4L UFV, Vicosa, MG
5N Sao Gabriel do Oeste, MS
60 Sé&o Gabriel do Oeste, MS
7P Séo Gabriel do Oeste, MS
8S Primavera do Leste, MT
9T Primavera do Leste, MT
10U Primavera do Leste, MT
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Tabela 2. Primers usados na qRT-PCR
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Gene Primer (5°-3’) Referencia

TomLoxA fw TGAACCATGGTGGGCTGAAA (Tucci etal.,
rv CTGCCCGAAATTGACTGCTG 2011)

ACCO fw GCCCTGCTTATCTTCGATTG (Lindo et al.,
nTTCGTGCTTGATCAGAATGC 2020)

PR1 fw TCCGAGAGGCCAAGCTATAA (Song et al.,
rv GACTGAGTTGCGCCAGACTA 2018)

RBOH1 fw GGAGCTCCAGCACAAGATTA (Song et al.,
rv CTTGTTGCAGCACTCATGTC 2018)

Actin fw CACCACTGCTGAACGGGAA (Tucci etal.,
rv GGAGCTGCTCCTGGCAGTTT 2011)
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4'_,—9 Streptomyces hundungensis MBRL 2517 (JN560157)
Streptomyces mauvecolorLMG 201007 (AJ781358)
———=  Streptomyces polyantibioticus SPRT (DQ141528)
re - Streptomyces caeruleatusGIMN4 0027 (GQ329712)
e - Streptomyces ciscaucasicus NBRC 128727 (AB184208)
0.95 3 © - Streptomyces canus NRRL B1989T (AY999775)
1 ’—o Streptomyces pseudovenezuelas NBRC 129047 (AB184233)
Streptomyces resistomycificus NBRC 128147 (AB184166)
0.98 Streptomyces novaecaesareae NBRC 133687 (AB184357)
0.99 = - Straptomyces galiiaeus JCM 47577 (AB045878)
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1 | —= - Streplomyces curacol NBRC 127617 (AB184841)
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= - Streptomyces bungoeensis NBRC 15711 T (AB184696)
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— la - Streptomyces galbus DSM40089" (X79852)

T
- ‘ L Straptomyces corchorusii NBRC 130327 (AB184267)

" ——= Straptomyces cyslabdanicus K04 01447 (AB915216)
'Lﬂ Straptomyces canariusNBRC 134317 (AB1843096)
Streptomyces olivaceaviridis NBRC 130687 (AB184288)
o - Streptomyces panaciradicis 1MR 8" (KF971876)
1A
: o  Streptomyces humi MUSC 1187 (KJ632661)
——= Streptomyces rhizophifus JR 417 (HQ267989)
‘ . < Streptomyees gramineus JR 43" (HM748598)
;{74 Streptomysces violascens ISP 51837 (AY999737)
L I Streptomyces fuseichromogenes m16" (KC771428)

,—n Streptomyces murinus NBRC 12799 (AB184155
| e 3F
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—o - Streplomyces jiujiangensis JXJ 00747 (KF938657)
| —= - Streplomyces shenzhenensis 1721157 (HQB60226)
| .© - Sireptomyces hyaluromycini NBRC 13855" (AB184533)
s - Streptomyces graminisoll JR 187 (HQ267975)

prob

0.96

—= - Streptomyces aridus H9 T LT59457
——= - Sireptomyces crystallinus NBRC 154017 (AB184652)
41 —= -88
_{ _E Streptomyces melanogenes NRRL B 2072" (DQ442527)
Streptomyces melanogenes NBRC 12890" (AB184222)
— Streptomyces raseolilacinus NBRC 12815" (AB184167)
E— Sireptomyces gobitricini NBRC 154197 (AB184666)
Streptomyces lavendofoliae NBRC 12882" (AB18421)
Streptomyces luridus NBRC 12793 (AB184150)
Streptomyces lavendulocoloNBRC 128817 (AB184216)
— = Streptomyces decoyicus NRRL 26667 (EU170127)
—o  Streptomyces antioxidans MUSC 1647 (KJ632665)
—o - Streptomyces albifiaviniger NRRL B 1356T" (AJ391812)
o - Streptomyces favensis NBRC 1007777 (AB249940)
© - Streptomyces violaceusniger NBRC 134597 (AB184420)
Streptomyces hygroscopicus PNK1 37 (AB231803)
10U
— - Straptomyces rapamyeinicus NRRL 54917 (EF408733)
—= - 5Streptomyces iranensis HM 35" (FJ472862)
Streptomyces angustmyceticus NRRL B 23477 (EU170119)
60
Streptomyces tubercidicus DSM 402617 (AJB21612)
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Figura 1. Filograma baseado na Inferéncia Bayesiana de sequéncias de rDNA 16S
das actinobactérias do solo 1A, 3F, 4L, 60, 8S, 9T, 10U e espécies do género
Streptomyces selecionadas. A probabilidade posterior esta indicada proxima aos nos

dos ramos. A arvore foi enraizada em Kitasatospora viridis e K. setae.
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© Streptomyces griseus ISP 52367 (AY094371)

Kitasatospora cystarginea JCM 73567 (U93318)

’—0 Kitasatospora paranensis HKI 01907 (AY442268)

prob 2AE
0.95 L e Kitasatospora terrestris 2293-12 NR (025783)
0.96 Kitasatospora terrestris HKI 0186 T (AY442266)
o8 rl Kitasatospora saccharophila SK15T (AB278568)
—@ Kitasatospora phosalacinea JCM 33407 (U93330)

9.9 o Kitasatospora cheerisanensis YCT5" (AF050493)
Ii Kitasatospora griseola JCM 33397 (U93320)
Streptomyces cochleata IFO 147687 (U93316)
Kitasatospora paracochleatus IFO 147637 (U93328)
Kitasatospora setae KM-6054" (AB022868)
» Kitasatospora cineracea SK-3255" (AB022875)
-0 Kitasatospora niigatensis SK-3406" (AB022876)

Figura 2. Filograma baseado na Inferéncia Bayesiana de sequéncias de rDNA 16S
da actinobactéria do solo 2AE e espécies do género Kitasatospora selecionadas. A
probabilidade posterior esta indicada proxima aos nos dos ramos. A arvore foi

enraizada em S. griseus
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@ Kribbella deserti SL1517 (KX601688)

——=o Kribbella jiaozunensis NEAUTHZ27" (MK817655)

Eron Kribbella mirabilis XMU706T (KJ786943)
K ——————o Kribbella sindirgiensis FSN23" (JN896614)
@ Kribbelia jejuensis HDI' (AY253866)
06 o Kribbella hippodromi $14T (EF472955)
e — "o Kribbella solani DSA1T (AY253862)
= 5N
LA o Kribbella aluminosa HKI0479" (EF126968)

i © Kribbella aluminosa HKI0478 T (EF126967)
Kribbella speibonae YM55" (KM382224)
‘—O—o Kribbella shirazensis UTMC693" (JN038072)
———@ Kribbella soli FMN22T (JN896613)
|jo Kribbella karoonensis Q417(AY995146)
Kribbella podocarpi YPL1T (KM382222)
Figura 3. Filograma baseado na Inferéncia Bayesiana de sequéncias de rDNA 16S da
actinobactéria do solo 5N e de espécies do género Kribbella selecionadas. A
probabilidade posterior esta indicada proxima aos nds dos ramos. A arvore foi

enraizada em K. deserti
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—————a Lentzea fradiae AS435067 (AY114175)
Lentzea rhizosphaerae NEAUAZT (KY744941)

-@ Lentzea aerocolonigenes NRRLB3298T (AF114804)

7P
I——GO Lentzea chajnantorensis H45" (LT009512)
’—0 Lentzea kentuckyensisNRRLB 244167 (DQ291145)
L Lentzea pudingi DHSC021" (KU564532)
Lentzea cavernaeYSUK10001" (KX817996)
Lentzea isolaginshaensis NX62 " (MH384884)
o Lenizea albida IFO16102 T (ABDOG178)
——o Lentzea waywayandensis JCM 91147 (AB020029)
Lentzea californiensis NRRLB 61377 (AF174435)
———= Lentzea flaviverrucosa AS4 0578 T (AF183957)
r l_,_0—0 Lentzea albidocapiliata DSM44073 T (AF328680)
Lentzea violacea LM 036" (AJ242633)
-0 —o Lenizea terrae NEAU LZS 42 T (MG271812)
——o Lentzea soil NEAU LZC7 T (MF784397)

—o Lentzea guizhouensis DHS C013 T (KM597488)
o Lentzea jiangxiensis FXJ1.0347 (FJ938354)

Figura 4. Filograma baseado na Inferéncia Bayesiana de sequéncias de rDNA 16S da
actinobactéria do solo 7P e de espécies do género Lentzea selecionadas. A

probabilidade posterior esta indicada proxima aos ndés dos ramos. A arvore foi

enraizada em A. iranicum.



74

180000 320 b 350
1 254 b
60000 ., 284 b 300
Y o 250
120000 213a 192a "
R 2
= 100000 200 35
P @
S 80000 150 =
O ()
60000
100
40000
50
LAV 50375 116125135250]158500] 134875
a b b
0 0

s,

m Ovos totais Galhas totais

Figura 5. NUumero de ovos e galhas de M. javanica em raizes de tomateiro inoculadas
com actinobactérias, apds 46 dias da infestagdo com o nematoide. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (P< 0,05) entre tratamentos de acordo com o teste
de Scott-knott.
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Figura 6. Parasitismo de ovos de M. javanica pelas actinobactérias do solo. a.
Streptomyces sp. 1A. b. Kitasatospora sp. 2AE. c. Streptomyces sp. 3F. d.
Streptomyces sp. 4L. e. Kribbella sp. 5N. f. Streptomyces sp. 60. g. Lentzea sp. 7P.
h. Streptomyces sp. 8S. i. Streptomyces sp. 9T. j. Streptomyces sp. 10U. k. Controle.

As barras correspondem a 50 ym.
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Figura 7. Porcentagem de penetracdo de juvenis de M. javanica em raizes de
tomateiro tratadas com actinobactérias, apds 10 dias da infestagdo com o nematoide.
Letras diferentes indicam diferengas significativas (P< 0,05) entre tratamentos de
acordo com o teste de Scott-knott.
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Figura 8. Numero de ovos de M. javanica em raizes de tomateiro tratadas com
actinobactérias e submetidas a técnica de raiz bipartida para avaliar indugdo de
resisténcia sistémica, 34 dias apds a infestacdo com o nematoide. Letras diferentes
indicam diferengas significativas (P< 0,05) entre tratamentos de acordo com o teste
de Scott-knott.
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Figura 9. Expressao do gene TomLoxA que codifica lipoxigenase em plantas de
tomate tratadas com M. javanica, Streptomyces sp. 4L, Streptomyces sp. 4L + M.
javanica ap6s 30 h e 9 dias do tratamento com o nematoide. Letras diferentes indicam
diferengas significativas (P< 0,05) entre os tratamentos de acordo com o teste de

Tukey 5%. ns: ndo diferengas significativas.
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Figura 10. Expressao do gene ACCO que codifica ACC oxidase em plantas de tomate
tratadas com M. javanica, Streptomyces sp. 4L, Streptomyces sp. 4L + M. javanica
apés 30 h e 9 dias do tratamento com o nematoide. Letras diferentes indicam
diferengas significativas (P< 0,05) entre tratamentos de acordo com o teste de Tukey
5%
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Figura 11. Expressao do gene RBOH1 que codifica ADPH oxidase em plantas de
tomate tratadas com M. javanica, Streptomyces sp. 4L, Streptomyces sp. 4L + M.
javanica ap6s 30 h e 9 dias do tratamento com 0 nematoide. Letras diferentes indicam
diferengas significativas (P< 0,05) entre tratamentos de acordo com o teste de Tukey
5%. ns: Nao diferencgas significativas
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Figura 12. Expressao do gene PR1 que codifica proteina relaciona com patogénese
em plantas de tomate tratadas com M. javanica, Streptomyces sp. 4L, Streptomyces
sp. 5L + M. javanica ap6s 30 h e 9 dias do tratamento com o nematoide. Diferentes
letras indicam diferengas significativas (P< 0,05) entre tratamentos de acordo com o
teste de Tukey 5%
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Figura 13. Numero de ovos de M. javanica em raizes de tomateiro tratadas com
Streptomyces sp. 4L apds 35 dias do tratamento com o nematoide. Letras diferentes
letras indicam diferengas significativas (P< 0,05) entre tratamentos de acordo com o
teste de Tukey 5%.
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CONCLUSOES

Os fungos T. erinaceum 610F e Trichoderma sp. 22F controlam de maneira
eficiente o nematoide de galhas M. javanica em plantas de tomate.

As actinobactérias do solo dos géneros Streptomyces, Kitasatospora, Kribbella
e Lentzea tem potencial de biocontrole contra o nematoide de galhas M. javanica.

Streptomyces sp. 4L, Streptomyces sp. 60, Kribbella sp.5N se destacaram pela
eficacia de biocontrole de M. javanica, atuando com diferentes mecanismos de acao.
As reducdes do numero de ovos e galhas de M. javanica demostradas em nosso
estudo estdo associadas com a acao combinada dos diferentes mecanismos
confirmados, que incluem o parasitismo de ovos, a indugédo de respostas de defesa
sistémicas e o efeito na reducao da penetracao dos juvenis de M. javanica nas raizes.

Tanto fungos quanto actinobactérias atuaram por meio de parasitismo de ovos,
reducdo da penetracdo dos juvenis na raiz e inducdo de defesas sistémicas nas

plantas.

O pré-tratamento de plantas com Streptomyces sp. 4L. e posterior inoculacao
com o M. javanica induz as respostas de defesa associadas com as vias do acido
jasmonico (gene TomLoxA) e do etileno (gene ACCO).



