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RESUMO 

 

BALBINO, Huarlen Marcio, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, novembro de 2022. 
Alterações no metabolismo da soja causadas pela interação de Pochonia chlamydosporia 
e Bacillus thuringiensis com nematoides fitoparasitas. Orientador: Leandro Grassi de Freitas. 
 
 
A soja é uma cultura de grande importância mundial, pois é a principal fonte de farelo proteico 

e óleo vegetal. Atualmente, o Brasil é o maior produtor e exportador dessa commodity, porém 

diversas pragas e patógenos estão associados à cultura, o que pode causar perdas significativas, 

refletindo na baixa produção ou perda da qualidade dos grãos. Dentre esses organismos 

antagônicos à produção de soja, destacam-se os nematoides parasitas de plantas, principalmente 

Meloidogyne spp, Heterodera glycines e Pratylenchus brachyurus, que possuem ampla 

distribuição nos campos de produção e são altamente agressivos. Como medida de manejo, é 

indicado o uso de organismos de controle biológico, principalmente bactérias e fungos 

nematófagos, que apresentam alta eficiência e são princípios ativos de diversos nematicidas 

microbiológicos. O fungo Pochonia chlamydosporia é um ascomiceto parasita de ovos de 

nematoides e é amplamente investigado no manejo de nematoides endoparasitas sedentários, 

mas carece de informações sobre os mecanismos de ação em nematoides com hábitos de vida 

endo-migratórios, em que a oviposição ocorre dentro do sistema radicular. Outro exemplo, a 

bactéria Bacillus thuringiensis é intensamente estudada no controle biológico de insetos, mas o 

efeito nematotóxico das proteínas de B. thuringiensis sobre nematoides de vida livre e parasitas 

de plantas já é relatado. No entanto, pouco se sabe sobre outros mecanismos de ação, como a 

indução de resistência, por exemplo. Neste trabalho, investigamos o potencial de um isolado de 

P. chlamydosporia e quatro isolados de B. thuringiensis no manejo dos principais nematoides 

nocivos à soja e a capacidade desses organismos em induzir resistência sistêmica contra esses 

fitopatógenos. Pochonia chlamydosporia foi estudada no manejo de P. brachyurus, enquanto 

B. thuringiensis foi confrontada com M. javanica, H. glycines e P. brachyurus. Sementes 

tratadas com P. chlamydosporia ou com B. thuringiensis foram semeadas em vasos contendo 

solo esterilizado e, após 7 dias, foi aplicada uma suspensão aquosa contendo os respectivos 

nematoides. Após 7, 15, 30 e 60 dias da inoculação (dai) do nematoide, as variáveis 

nematológicas foram mensuradas e, por meio de técnicas bioquímicas e moleculares, foram 

quantificadas a concentração de metabólitos secundários e a expressão de genes relacionados à 

defesa. Variáveis agronômicas foram analisadas para avaliar o potencial dos isolados em 

promover o crescimento das plantas. O isolado de P. chlamydosporia foi capaz de reduzir a 



 

 

  
 

população de P. brachyurus de 25,02 a 41,84%, enquanto os isolados bacterianos promoveram 

a redução dos três gêneros de 36,6 a 55,9%. Da mesma forma, P. chlamydosporia e o isolado 

M51 de B. thuringiensis modificaram significativamente a expressão de genes de defesa, a 

concentração de compostos fenólicos totais e importantes hormônios relacionados à defesa e 

alteraram a concentração de derivados de lignina, indicando maior lignificação da parede 

celular. Assim, pode-se dizer que os isolados aqui investigados são eficientes no controle dos 

principais nematoides da soja e a indução de resistência é um importante mecanismo para esse 

efeito. 

 
 
Palavras-chave: Controle biológico. Bactérias nematófagas. Fungos nematófagos. Nematoide 
de galhas. Nematoide de cistos. Nematoide das lesões radiculares. Indução à resistência.   
  



 

 

  
 

ABSTRACT 

 

BALBINO, Huarlen Marcio, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, November, 2022. 
Alterations in the metabolism of soybean caused by the interaction of Pochonia 
chlamydosporia and Bacillus thuringiensis with plant-parasitic nematodes. Adviser: 
Leandro Grassi de Freitas. 
 
 

Soybean is a crop of great importance worldwide, since it is the main source of protein meal 

and vegetable oil. Currently, Brazil is the largest producer and exporter of this commodity, but 

several pests and pathogens are associated with the crop, which can cause significant losses, 

reflecting low production or loss of grain quality. Among these antagonistic organisms to 

soybean production, plant parasitic nematodes can be highlighted, mainly Meloidogyne sp, 

Heterodera glycines and Pratylenchus brachyurus, which have a wide distribution in 

production fields and are highly aggressive. As a management measure, the use of biological 

control organisms is indicated, especially nematophagous bacteria and fungi, which have high 

efficiency and are active principles of several microbiological nematicides. The fungus 

Pochonia chlamydosporia is an ascomycete parasite of nematode eggs and is widely 

investigated in the management of sedentary endoparasitic nematodes but lacks information on 

the mechanisms of action on nematodes with endo-migratory life habits, in which oviposition 

occurs within the root system. Another example, the bacterium Bacillus thuringiensis is 

intensively studied in the biological control of insects, but the nematotoxic effect of B. 

thuringiensis proteins on free-living nematodes and plant parasites is already reported. 

However, little is known about other mechanisms of action, such as resistance induction, for 

example. In this work, we investigated the potential of one P. chlamydosporia isolate and four 

B. thuringiensis isolates in the management of the main nematodes harmful to soybean and the 

ability of these organisms to induce systemic resistance against these phytopathogens. 

Pochonia chlamydosporia was studied in the management of P. brachyurus, while B. 

thuringiensis was confronted with M. javanica, H. glycines and P. brachyurus. Seeds treated 

with P. chlamydosporia or with B. thuringiensis were sown in pots containing sterilized soil 

and, after 7 days, an aqueous suspension containing nematodes was applied. After 7, 15, 30 and 

60 days of nematode inoculation (dai), nematological variables were measured and, using 

biochemical and molecular techniques, the concentration of secondary metabolites and the 

expression of defense-related genes were quantified. Agronomic variables were analyzed in 

order to assess the potential of the isolates to promote plant growth. The P. chlamydosporia 



 

 

  
 

isolate was able to reduce the P. brachyurus population from 25.02 to 41.84%, while the 

bacterial isolates reduced the three genera from 36.6 to 55.9%. Likewise, P. chlamydosporia 

and the M51 isolate of B. thuringiensis significantly modified the expression of defense genes, 

the concentration of total phenolic compounds and important hormones related to defense and 

altered the concentration of lignin derivatives, indicating greater cell wall lignification. Neither 

isolated was able to improve the development of the culture. Thus, it can be said that the isolates 

investigated here are efficient in controlling the main soybean nematodes and the induction of 

resistance is an important mechanism for this effect. 

 

 
Keywords: Biological control. Nematophagous bacteria. Nematophagous fungus. Root-knot 
nematode. Cyst nematode. Root lesion nematode. Resistance induction.
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1. INTRODUÇÃO 

Os nematoides parasitas de plantas (NPPs) são vermes microscópicos capazes de 

infectar as raízes das plantas hospedeiras, causando perdas significativas para agricultura. 

Estimativas mais recentes indicam que os NPPs ocasionam perdas em torno de 80 bilhões de 

dólares ao ano (Nicol et al., 2011). Essas perdas são reflexo da capacidade desses parasitas de 

plantas conseguirem parasitar uma vasta gama de hospedeiros, ou seja, a maioria das plantas 

cultivadas, por terem uma ampla distribuição geográfica no globo terrestre e por possuírem 

populações altamente agressivas (Jones et al., 2013).  

Os NPPs interagem com plantas hospedeiras com o objetivo de obter nutrientes para o 

seu desenvolvimento. Assim, esses organismos causam danos e a reorganização de novo dos 

tecidos das plantas, principalmente nos vasos condutores para succionar os nutrientes (Bartlem 

et al., 2013). Desse modo, a planta passa a produzir fitoassimilados que serão sequestrados pelo 

nematoides, levando as plantas ao subdesenvolvimento. Ademais, a atividade dos nematoides 

sob plantas hospedeiras dificulta a absorção de água e nutrientes a partir solo e aumentam a 

suscetibilidade ou suplantam a resistência a outros organismos fitopatogênicos, como os fungos 

e bactérias, por gerarem aberturas/ferimentos no sistema radicular, facilitando a entrada de 

patógenos (Bergeson, 1972).  

Os NPPs são organismos biotróficos e são classificados de acordo com o tipo de 

relacionamento que estabelecem com o seu hospedeiro (Decraemer e Hunt, 2013; Smant et al., 

2018). Por exemplo, os NPPs ectoparasitas, que apenas o estilete é inserido no tecido vegetal 

para sucção de nutriente. Nesse grupo têm-se representantes importantes, como Xiphinema e 

Longidorus, que são vetores de vírus (Taylor e Robertson, 1975). Outro grupo, corresponde aos 

nematoides que tem pelo menos uma fase do ciclo de vida dentro dos tecidos do hospedeiro, 

estes são chamados de nematoides endoparasitas. Ao penetrarem no tecido vegetal, os 

nematoides endoparasitas podem seguir todo o resto de sua vida migrando pelos tecidos e 

alimentando-se das células dos hospedeiros, acarretando galerias necróticas nas raízes. 

Nematoides com estilo de vida endoparasita migrador, como Pratylenchus, Radopholus, 

Aphelenchoides e Bursaphelenchus, estão associados com graves índices de perdas de 

produtividade em todas as regiões agrícolas do mundo (Jones et al., 2013). Por fim, os 

nematoides endoparasitas sedentários, representados pelos gêneros Meloidogyne, Heterodera e 

Globodera. Nematoides com este estilo de vida, após penetrar no tecido vegetal, migram para 

o cilindro vascular, onde escolhem as células que irão ser diferenciadas para tornar estruturas 
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especializadas para retirada de nutrientes. Após causarem essas modificações, tornam-se 

sedentários e passam o resto do ciclo de vida alimentado das células diferenciadas (Moens et 

al., 2009). Devido às modificações anatômicas e fisiológica nas células hospedeiras causadas 

pelo parasitismo de nematoides endoparasitas sedentários, o desenvolvimento das plantas e 

produção agrícola são fortemente afetados, sendo este grupo de NPPs considerado o mais 

importante na questão de perda de produtividade (Jones et al., 2013).  

Como alternativa para o controle desses organismos maléficos para a produção agrícola, 

indica-se o uso do manejo integrado de doenças de plantas, que combina diversos mecanismos 

para redução da população do patógeno, como por exemplo o controle preventivo, controle 

cultural e controle químico (Ferraz et al., 2013). Dentre os diversos mecanismos para redução 

de NPPs em áreas agricultáveis, destaca-se o uso de microrganismo antagonista no controle 

biológico. Esta estratégia já se mostrou eficientes ao utilizar bactérias, fungos, nematoides 

predadores e tardígrados (Stirling, 1993), porém, até o momento, os fungos e as bactérias são 

os mais estudados, já que apresentam vantagens como a alta eficiência e facilidade de produção 

massal (Chen e Dickson, 2004).  

Os mecanismos pelo quais os fungos e bactérias atuam no controle de NPPs são 

variados, podendo ser diretamente sobre o alvo, parasitando ovos e/ou espécimes móveis, 

produzindo compostos xenofobióticos e/ou, ainda, melhorando a resposta da planta a infecção, 

por meio da indução à resistência (Medeiros et al., 2015; Escudero and Lopez-Llorca, 2012; 

Monteiro et al., 2020; Yang et al., 2012). O fungo Pochonia chlamydosporia, endofítico e 

nematófago, foi relatado parasitando ovos de NPPs de diferentes gêneros (Manzanilla-López 

and Lopez-Llorca, 2017) e, mais recentemente, melhorando a resposta de defesa da planta 

contra nematoides por meio da ativação de vias bioquímicas específicas (Santos et al., 2017).  

Atualmente, as bactérias correspondem a maior proporção de nematicidas biológicos 

registrados no Brasil e no mundo (MAPA, 2022). Diversos gêneros bacterianos, em especial, 

às rizobactérias promotoras de crescimento (PGPR), podem atuar como antagonista a inúmeras 

espécies de nematoides parasitas de plantas (Subedi et al., 2020). Bactérias presentes no 

rizoplano podem estabelecer uma relação benéfica com as raízes das plantas e reduzir a 

população de NPPs no solo por meio do parasitismo direto, produção de proteínas e metabólitos 

com atividade nematicida e por criarem biofilme nas raízes que impedem a localização e a 

penetração dos nematoides nas raízes (Tian et al., 2007).  
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Pasteuria, Pseudomonas e Bacillus são os gêneros de rizobactérias mais investigados 

no manejo de NPPs, o que justifica a maior proporção de nematicidas microbiológicos no 

mercado serem destes três grupos. As espécies Bacillus subitilis, B. firmus, B. 

methylotrophicus, B. amyloliquefaciens e B. licheniformis são alguns exemplos de bactérias que 

são o princípio ativo de diversos nematicidas microbiológicos, sendo a primeira, B. subitilis, a 

mais estudada neste quesito (Subedi et al., 2020; Tian et al., 2007). Apesar da grande 

diversidade de fungos nematófagos relatados na literatura cientifica, atualmente, no Brasil, os 

produtos nematicidas microbiológicos são produzidos apenas com fungos dos gêneros 

Trichoderma, Purpureocillium (=Paecilomyces)e Pochonia, sendo esses, na maioria das vezes, 

recomentados para todas as culturas, para o manejo de Meloidogyne, Heterodera e Pratylenchus 

(MAPA, 2022).  

Os mecanismos de ação de fungos e bactérias nematófagos são variados, podendo sem 

por meio do parasitismo e predação, produção de compostos tóxicos, competição e indução à 

resistência. Identificar como os organismos antagonistas interagem com nematoides parasitas 

vegetais e com as culturas hospedeiras – associações sinérgicas-, auxilia a desvendar esses  

mecanismos de controle e, no futuro, aprimorar e elaborar novas estratégias que favoreçam o 

agente de biocontrole contra o alvo, neste caso, os NPPs.  

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1.  Os nematoides parasitas de plantas  

Os NPPs são animais que estão inclusos dentro do filo Nematoda, onde estão presentes 

também espécies de nematoides parasitas de animais e de vida livre, que se alimentam de 

bactérias, fungos ou algas (Kikuchi et al., 2017). As diferentes linhagens de NPPs evoluíram 

independentemente e estes pertencem às ordens Triplonchida, Dorylaimida, e Rhabditida, 

sendo nessa última, na infraordem Tylenchomorpha, com os nematoides mais devastadores para 

agricultura (Jones et al., 2013; Hodda, 2022). Apesar dos eventos evolutivos independentes para 

o parasitismo vegetal, os NPPs possuem o estilete como característica compartilhada (Baldwin 

et al., 2004). Essa estrutura tem como função no parasitismo de extrair nutrientes da planta e 

introduzir proteínas e moléculas capazes de ocasionar modificações morfológicas e fisiológicas 

contínuas na célula vegetal hospedeira (Mitchum et al., 2013).  
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A subordem Tylenchina, alocada em Rhabditida, agrupa, dentre outros, os gêneros de 

nematoides endoparasitas sedentários formadores de galhas, Meloidogyne, e formadores de 

cistos, Heterodera e Globodera, e o nematoide endoparasita migrador, Pratylenchus. De acordo 

com Jones et al. (2013), esses quatro gêneros correspondem aos nematoides de maior 

importância científica e econômica em todo mundo, ocupado a liderança em uma lista com 10 

gêneros parasitas de plantas mais estudados.  

2.1.1 Meloidogyne – Nematoide de galhas (‘Root-knot nematode’ – RNK) 

Meloydogyne está incluso dentro da subordem Tylenchina, na família Meloidogynidae 

(Hodda, 2022). Os NPPs do gênero Meloidogyne são considerados os de maior importância 

para a agricultura mundial, por apresentarem uma ampla distribuição geográfica, enorme gama 

de hospedeiros e associados a grandes prejuízos (Agrios, 2005; Castagnone-Sereno et al., 2013). 

Quando parasitando o seu hospedeiro, esses NPPs geram distúrbios hormonais nas plantas, o 

que leva ao aparecimento de galhas nas raízes.  Esse sintoma primário dificulta a absorção de 

água e nutrientes do solo, de forma a acarretar plantas de baixo porte, amareladas e pouco 

produtivas (Bartlem et al., 2013).  

Cada fêmea de Meloidogyne pode ovipositar até 1000 ovos no solo, porém protegidos 

por uma massa mucilaginosa, que evita a ação de antagonistas e dessecação (Kerry et al., 2000; 

Evans e Perry, 2009). Após completar os estágios da embriogênese, os nematoides de primeiro 

estádio (J1) passam pela primeira troca cuticular dentro dos ovos, tornando-se  juvenis de 

segundo estádio (J2). Os J2 são comumente chamados de juvenis infecciosos, pois nessa etapa 

eles saem dos ovos e penetram às raízes das plantas hospedeiras pela coifa. Após a penetração, 

os J2 migram intracelularmente pelo cilindro vascular, onde irão escolher de 6 a 10 células para 

diferenciar em uma estrutura especializada para retirada de nutrientes. Após isso, os nematoides 

tornam-se sésseis, passando por mais duas ecdises de J2 para J3, J3 para J4 e tornam-se adultos 

reprodutivos. Por fim, finalizam o ciclo de vida alimentando-se das células diferenciadas e 

reproduzindo partenogeneticamente ou, em alguns casos, por anfimixia (Moens et al., 2009).  

As células diferenciadas pelos nematoides são conhecidas como células gigantes, por 

sofrem hipertrofia, podendo ter até 400 vezes o tamanho de uma célula sadia (Smant et al., 

2018). Essas modificações ocorrem por ação de proteínas efetoras liberadas pelos nematoides 

durante as fases do seu processo infeccioso a fim de conseguirem penetrar e migrar nos tecidos 

da planta, modificar a expressão dos genes e o acúmulo de hormônios vegetais para indução a 

formação de suas células de alimentação (a galha) e para estimular o acúmulo de açúcares e 
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aminoácidos para alimentação dos nematoides (Abad e Williamson, 2010; Favery et al., 2016; 

Mejias et al., 2019; Quentin et al., 2013; Vieira e Gleason, 2019).  

O parasitismo de Meloidogyne está intrinsecamente relacionado com o controle das vias 

de defesa do ácido salicílico, ácido jasmônico e etileno (Vieira e Gleason, 2019). Esses 

hormônios, durante o parasitismo, são regulados negativamente para aumentar a suscetibilidade 

do hospedeiro, no entanto, a aplicação exógena ou uso de linha transgênicas que superexpressão 

esses hormônios, mostraram-se mais resistentes ao nematoides de galhas, dando origem a 

fêmeas e sítio de alimentação menores e menor taxa de reprodução dos nematoides (Molinari 

et al., 2014). Assim, organismos benéficos que se associam às plantas ativando essas vias pode 

ser interessante, pois podem contribuir para a redução dos nematoides em  plantas que estão em 

condições de campo.  

O manejo de nematoides do gênero Meloidogyne é difícil, visto a capacidade deles de 

se manterem no solo infectando hospedeiros alternativos. Dentre o manejo integrado de 

nematoides, o controle preventivo é o mais eficiente, pois que impede a entrada desse NPPs na 

área. Porém, após a infestação, combina-se o uso de estratégias a fim de reduzir a densidade 

populacional de espécies de Meloidogyne (Macedo et al., 2011). Estudos relatam que o uso de 

P. chlamydosporia é eficiente em reduzir de  40 a 78% a população de M. incognita, M. 

javanica, M. enterolobii e M. arenaria em tomate, soja, banana, cenoura e pepino, indicando a 

eficiência de biocontrole promovido pelo fungo contra diferentes espécies do gênero 

Meloidogyne e em plantas de diferentes famílias botânicas (Silva et al., 2017; Ghahremani et 

al., 2019; Dallemole-Giaretta et al., 2012; Viggiano et al., 2014; Bontempo et al., 2014; Nasu 

et al., 2018; Medina-Canales et al., 2019). Da mesma forma, trabalhos já relataram a eficiência 

de B. thuringiensis em reduzir de forma significativa a população de Meloidogyne spp., 

causando a inibição da eclosão e morte de J2 (Chen e Zuckerman, 2000; Yu et al., 2011; Zhang 

et al., 2012; Choi et al., 2020).  

2.1.2  Heterodera glycines – Nematoide de cistos (‘Cyst nematode’ – CN) 

Heterodera está classificado na subordem Tylenchina, na família Heteroderidae. O 

primeiro relado desse nematoide foi feito em 1899 na China, parasitando soja, cultura a qual o 

H. glycines é especializado (Liu et al., 1997). Assim como Meloidogyne, nematoides do gênero 

Heterodera são endoparasitas sedentário – as fêmeas tornam-se sesseis após estabelecerem o 

local de alimentação – e seu hábito parasito está relacionado a plantas com baixo porte, 

raquíticas, cloróticas e pouco produtivas. No entanto, quando em altas taxas populacionais, o 
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parasitismo de H. glycines em plantas de soja pode ocasionar a mortalidade prematura das 

plantas e, em algumas situações, as perdas de produtividade podem chegar a 100% (Costa et 

al., 2022).No Brasil, a ocorrência da espécie H. glycines foi relatada na safra 1991/92 em Minas 

Gerais e Mato Grosso do Sul e atualmente estima-se que a área afetada pelo nematoide seja 

superior a 3,0 milhões de hectares (Lima et al., 1992; Lordello et al., 1992; Monteiro e Morais, 

1992). 

As plantas, ao liberarem exsudatos radiculares no solo, atraem os nematoides, que 

iniciam o processo infeccioso por meio da penetração pela coifa das raízes. Posteriormente a 

isso, os nematoides, ainda vermiformes, escolhem uma célula para a partir da qual induzirem a 

formação de seu sítio de alimentação – os sincícios -, sofrem sucessivas ecdises, tornam-se 

adultos e passaram pelo resto do ciclo de vida alimentando-se apenas nas células sinciciais. 

Diferentemente das fêmeas, após a última ecdise, os machos retornam a forma vermiforme, 

migram para o solo e copulam com as fêmeas presentes no sistema radicular. Assim, as fêmeas 

de H. glycines iniciam a postura dos ovos, porém a maior parte dos ovos permanecem dentro 

do corpo da fêmea, que morre e torna-se estrutura de resistência para os ovos. Essa estrutura é 

chamada de cistos e cada cisto pode conter, em média, até 200 ovos. Quando em condições 

favoráveis, ocorre o desenvolvimento embrionário dos ovos, resultando em nematoides de 

primeiro estádio (J1), que sofrem uma primeira ecdise, originando os nematoides de segundo 

estádio (J2). Os J2 rompem a casca dos ovos e ficam livre no solo para recomeçar o ciclo 

infecioso. Os J2 também são conhecidos como juvenis infecciosos, por serem eles os 

responsáveis por iniciarem a relação parasítica e são alvos das medidas de controle, uma vez 

que são mais sensíveis que a estrutura de resistência, os cistos (Dias et al., 2009, 2010; Jones et 

al., 2013; Niblack et al., 2006).  

Nematoides da espécie H. glycines reproduzem de forma anfimítica (= reprodução 

cruzada) e a fêmea pode copular com vários machos, favorecendo o aumento da variabilidade 

genética dentro da população do patógeno. Nessa espécie de nematoide ocorre raças e no Brasil 

são relatados, até o momento, a presença de 11 raças (1, 2, 3, 4, 4+, 5, 6, 9, 10, 14 e 14+) 

distribuídas pelos estados produtores. Além da rotação de culturas, o manejo genético com o 

uso de variedade de soja resistente são os mais indicados, porém o uso contínuo de uma mesma 

cultivar resistente leva a pressão de seleção e ocasionando a suplantação da resistência. Desse 

modo, o manejo integrado, que combina diferentes técnicas de manejo, é indicado a fim de 

reduzir o efeito de pressão de seleção (Costa et al., 2022). O controle biológico compreende 
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umas das técnicas utilizadas no manejo de H. glycines e, atualmente, fungos e bactérias são 

princípios ativos de nematicidas microbiológicos registrados para o manejo desse patógeno.  

Apesar dos estudos envolvendo proteínas de B. thuringiensis para o controle de H. 

glycines, no Brasil há registro apenas de produtos em que o princípio ativo é composto por B. 

amyloliquefaciens, B. subtilis, B. licheniformis, B. firmus, B. velezensis, B. paralicheniformis, 

Pasteuria nishizawae, Trichoderma harzianum  e  P. lilacinum (MAPA, 2022), o que justifica 

a realização de mais estudos para compreender como se dá a relação B. thuringiensis- H. 

glycines e, a fim de compreender os mecanismos de ação envolvimentos na redução de H. 

glycines e,  futuramente, determinar técnicas que favoreçam o agente de controle biológico. 

 2.1.3 Pratylenchus - Nematoide das lesões radiculares (‘Root-lesion nematode’ - 

RLN)  

Pratylenchus pertence à subordem Tylenchina, na família Pratylenchidae (Hodda, 

2022). Os nematoides do gênero Pratylenchus possuem grande variedade de plantas 

hospedeiras e, para algumas culturas de importância econômica, são considerados como 

principais pragas. As espécies mais importantes e mais comumente encontradas em regiões 

agrícolas são: Pratylenchus brachyurus, P. thornei, P. loosi, P. penetrans, P. coffeae e P. 

goodeyi (Castillo e Volvas, 2007; Jones et al., 2013).  

No Brasil, a crescente expansão e prejuízos causados por Pratylenchus no cultivo da 

soja vem sendo cada vez mais conhecida, sendo a espécie P. brachyurus umas das mais 

prejudiciais em áreas produtoras de soja (Ferraz, 2006; Inomoto, 2011). O crescente aumento 

de danos causados por P. brachyurus é reflexo da rotação ou plantio sucessivo de culturas 

suscetíveis ao parasitismo desse patógeno, como a soja e o milho. A situação se agrava em áreas 

de plantio direto, pois ocorre a lenta decomposição do sistema radicular, fornecendo, assim, 

abrigo para os nematoides (Inomoto, 2009). Dados nacionais estimam perdas de 20 a 30% da 

produção de grãos em campos de soja infectados por P. brachyurus (Franchini et al., 2014; 

Vedoveto et al., 2013). 

 Diferentemente dos nematoides de galhas e de cistos que se tornam sedentários após as 

ecdises, todos os estádios de vida de Pratylenchus são vermiformes e podem ser encontradas 

migrando nos tecidos radiculares do hospedeiro ou livres no solo (Moens et al., 2009). 

Espécimes de Pratylenchus passam pela primeira ecdise dentro dos ovos e tornando-se J2, estes 

eclodem dos ovos, movimentam-se no solo por atração quimiossensorial em busca dos 



19 
 

 

exsudatos radiculares produzidos pelas raízes das plantas hospedeiras, penetram nas raízes na 

zona meristemática e migram intra e intercelularmente pela zona de alongamento até tecidos 

mais maduros e alimentam-se das células vegetais. Os nematoides, no solo ou presentes nas 

raízes, passam por novas ecdises de J2 para J3, de J3 para J4 e, por fim, tornam-se adultos 

reprodutivos e os ovos podem ser depositados dentro das raízes ou no solo (Jones et al., 2013; 

Moens et al., 2009).  

O hábito de Pratylenchus de alimentar-se de células das raízes das plantas, causa o 

aparecimento de coloração marrom nas raízes (tecidos necrosados), com menos e menores pelos 

radiculares e, em casos mais graves, destruição das raízes. Essa atividade dos nematoides 

ocasiona, em campo, o aparecimento de reboleiras com plantas com subcrescimento, 

amareladas e com murchas nas horas mais quentes do dia (Castillo e Volvas, 2007). 

Como característica conservada nos grupos de NPPs, há o estilete e as glândulas 

esofagianas subventrais e dorsais (Hussey, 1989). Nessas glândulas são produzidos parte dos 

efetores responsáveis por modificar o hospedeiro e facilitar o parasitismo (Haegeman et al., 

2012; Siddique and Grundler, 2018). Nos nematoides endoparasitas sedentários, as glândulas 

têm funcionalidades diferentes para as etapas do desenvolvimento da doença: as glândulas 

subventrais são mais ativas nas fases iniciais do parasitismo, liberando proteínas degradadoras 

de parede celular e de supressão das respostas imunes do hospedeiro, enquanto a dorsal está 

envolvida nas modificações a longo prazo, como estabelecimento do sítio de alimentação 

(Davis et al., 2000; Mitchum et al., 2013). No entanto, como Pratylenchus não forma sítio de 

alimentação, esse padrão de produção de efetores em diferentes etapas do desenvolvimento do 

nematoide e da doença, não conferem (Fosu-Nyarko e Jones, 2016).  

Como primeira barreira física contra a penetração de Pratylenchus, a parede celular 

vegetal é composta por polissacarídeos de celulose, hemicelulose, lignina, pectina e proteínas 

(Fosu-Nyarko e Jones, 2016). Ao iniciarem a infecção, os nematoides utilizam o estilete como 

força física para separar as lamelas médias das células, porém um coquetel de proteínas efetoras 

com atividade degradadora sobre a parede celular é liberado (Haegeman et al., 2012). Já são 

conhecidas as proteínas de Pratylenchus com atividades de celulase, pectinase e xilanase 

(Haegeman et al., 2012). No entanto, as plantas respondem ao estresse causado pela atividade 

de proteínas do nematoides ativando vias sinalização, que irão culminar na produção de 

compostos com efeito nematicida (Haegeman et al., 2012). Estudos demostram que 

microrganismo endofíticos, como o P. chlamydosporia  ̧ podem auxiliar as plantas a 

responderem mais rápido e de forma intensa a colonização do nematoide (Jung et al., 2012; Vos 
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et al., 2013, 2012). Desse modo, estudar a expressão diferencial de genes de defesa das plantas 

que hospedam agente de biocontrole pode elucidar novos mecanismos moleculares de atuação 

desses organismos antagonistas e explicar como fungos e bactérias reduz a população de RLN.  

 

2.2. Pochonia chlamydosporia  

O fungo P. chlamydosporia é um Ascomycota pertencente a ordem Hypocreales 

(Batista e Fonsêca, 1965) e, além de saprófito, esse fungo tem a habilidade nematófaga, ou seja, 

utilizar nematoides como fonte de nutrição (Bordallo et al., 2002). Esse fungo parasita ovos de 

nematoides por meio da liberação de enzimas como protease, quitinase e lipase (Mi et al., 2010; 

Segers et al., 1994; Tikhonov et al., 2002) que permitem seu acesso ao interior dos ovos e a 

absorção de nutrientes presentes nas células embriogênicas (Escudero e Lopez-Llorca, 2012).  

O relato da infectividade de P. chlamydosporia sobre nematoides ocorreu em 1974, 

quando foi observado a presença do fungo em solo supressivo ao Heterodera avenae (Kerry 

and Crump, 1977). Posteriormente a isso, estudos demonstraram a não seletividade de P. 

chlamydosporia, parasitando ovos de diversas espécies de NPPs do gênero Globodera, 

Meloidogyne, Nacobbus e Rotylenchulus (Morgan-Jones et al., 1981; Pérez-Rodríguez et al., 

2007; Tikhonov et al., 2002; Wang et al., 2005). Também há relatos desse fungo reduzindo a 

população no solo de Pratylenchus, Radopholus similis e Helicotylenchus (Freitas et al., 2009). 

De acordo com diversos estudos sobre eficiência de biocontrole de NPPs por P. 

chlamydosporia, a capacidade de redução da população desses patógenos vegetais em culturas 

de importância econômica varia de 34 a 78% (Medina-Canales et al., 2019; Silva et al., 2017). 

Ademais, recentemente, foi evidenciado que P. chlamydosporia atua de forma indireta no 

controle de RKN, auxiliando as plantas na expressão de diferença genes de defesa e melhorias 

das respostas bioquímicas por meio da via do ácido salicílico, ácido jasmônico e etileno 

(Ghahremani et al., 2019; Medeiros et al., 2015).  

2.2.1 Endofitismo  

Pochonia chlamydosporia é um fungo habitante natural de solo, sendo encontrado em 

maior quantidade na rizosfera (Kerry, 2000) e associado epifiticamente às raízes (Monteiro et 

al., 2018). No entanto, em 2002, Bordallo et al., notificaram a colonização endofítica em raízes 

de tomateiro e cevada ao utilizarem corante e microscopia de luz em campo claro. 

Posteriormente a isso, a transformação genética de isolados de P. chlamydosporia com o gene 
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da proteína fluorescente verde (GFP) confirmou o hábito endofítico e possibilitou o uso de 

técnicas mais sofisticadas, como a microscopia de confocal a laser (Escudero and Lopez-Llorca, 

2012; Maciá-Vicente et al., 2009). O hábito endofítico de P. chlamydosporia proporciona a esse 

fungo a vantagem de estar no mesmo local que os NPPs, dentro das raízes, e não está sujeito a 

competição com outros microrganismos no solo (Stirling, 2011). Pochonia chlamydosporia, ao 

colonizar endofiticamente culturas de importância agronômica, pode melhorar o desempenho 

dessas culturas por meio da contribuição na aquisição de nutrientes (Monteiro et al., 2018), 

promover o crescimento vegetal (Larriba et al., 2015) e atuar como indutor de resistência a 

patógenos (Ciancio et al., 2017).  

2.2.2  Expressão diferencial de gene e atividade de enzimas de defesa do hospedeiro 

desencadeadas por Pochonia chlamydosporia  

Como esperado, ao colonizar endofiticamente em raízes de plantas, P. chlamydosporia 

induz diversas alterações no hospedeiro, como já relatado em estudos transcriptômicos e de 

expressão diferencial de genes (Larriba et al., 2015, 2014; Rosso et al., 2011; Zavala-Gonzalez 

et al., 2017). Dentre os transcritos da planta hospedeira que são expressos diferencialmente 

durante a fase endofítica de P. chlamydosporia, pode-se citar os genes relacionados a defesa 

(Ciancio et al., 2017), como as vias de defesa do triptofano, fenilpropanoides, ácido salicílico, 

ácido jasmônico, etileno e ácido giberélico, por exemplo (Larriba et al., 2015). Com a 

colonização de P. chlamydosporia em raízes de cevada, aumenta a expressão do gene HS1 

(proteína de resistência a nematoides) (Larriba et al., 2014), sendo essa atividade de P. 

chlamydosporia sobre seu hospedeiro vegetal podendo auxiliar na resistência à infecção por 

NPPs. Desse modo, ao estudar a interação P. chlamydosporia-planta-NPPs, foi evidenciado que 

a colonização endofítica de P. chlamydosporia auxilia a planta a responder de forma 

significativamente mais forte à infecção por nematoides, uma vez que planta que hospeda o 

fungo, durante a infecção por Meloidogyne, tem alta expressão dos genes PR-1 (gene da 

proteína de resistência 1) e LoxD (lipoxigenase), que são genes relacionados a proteínas com 

atividade na vias de defesa dependentes do ácido salicílico e ácido jasmônico (Ghahremani et 

al., 2019).  

Medeiros et al. (2015), ao comparar a atividade das enzimas fenilalanina amônia-liase 

(FAL), peroxidases (POX) e polifenoloxidase (PPO) em plantas de tomateiro tratadas com P. 

chlamydosporia e plantas com ausência do fungo, observou que as plantas inoculadas tinham 

maior atividade de POX nas primeiras horas após a infestação do solo com M. javanica e que 
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PPO tinha alta atividade durante todo os períodos avaliados (24, 96 e 168h após a infestação). 

A enzima POX está envolvida na polimerização de compostos fenólicos e, por consequência, 

maior lignificação dos tecidos (Chittoor et al., 1999). Assim, alta atividade de POX pode 

dificultar a penetração do nematoide no tecido radicular do hospedeiro. Já a PPO, atua na 

oxidação de compostos fenólicos a quinona, molécula tóxica aos nematoides, o que pode afetar 

a penetração e mobilidade dos nematoides nos tecidos (Wuyts et al., 2006). Assim, além de 

detectar a expressão diferencial de genes de defesa, já é sabido também que há maior atividade 

de enzimas de defesa, que contribui com a resposta imune de defesa do hospedeiro. Desse 

modo, avaliar a expressão e atividade de genes e enzimas, respectivamente, para outros 

patossistemas que envolvem P. chlamydosporia e outros nematoides, como P. brachyurus, 

pode explicar as vias alternativas de biocontrole e elaborar métodos que favoreçam a interação 

planta-fungo nematófago contra o RLN. 

2.2.3  Regulação das vias bioquímicas de defesa do hospedeiro desencadeado por 

Pochonia chlamydosporia  

Os hormônios vegetais são importantes reguladores do desenvolvimento e das rotas de 

sinalização, como resposta ao estresse biótico e abiótico, por exemplo (Bari e Jones, 2009). São 

conhecidos diversos hormônios produzidos pelas plantas, como as auxinas, giberelinas, ácido 

abscísico, citocininas, brassinosteroides, peptídeos hormonais, ácido salicílico (‘salicylic acid’ 

- SA), etileno (ET) e ácido jasmônico (‘jasmonic acid’ - JA). No entanto, o SA, ET e JA são os 

mais estudados na interação planta-patógenos, uma vez que já é conhecida a importância desses 

hormônios na regulação de vias de resposta de defesa das plantas (Balbi e Devoto, 2008; 

Broekaert et al., 2006; Loake e Grant, 2007).  

O SA é conhecido por atuar na sinalização de resposta de defesa imune a diversos 

patógenos, principalmente contra patógenos biotróficos, por meio da resistência sistêmica 

adquirida  (‘Systemic acquired resistance’ - SAR) (Vasyukova e Ozeretskovskaya, 2007). A 

percepção de padrões moleculares associados à patógenos (‘Pathogen associated molecular 

patterns’ - PAMPs desencadeia a SAR, podendo essa ser conferida pelo acúmulo de proteínas 

relacionadas à patogênese (PR-1) e FAL (Ghahremani et al., 2019; Medeiros et al., 2015). Desse 

modo, a alta expressão do gene PR1 e expressão/atividade de FAL são marcadores moleculares 

da SAR. No caso JA e ET, estão frequentemente relacionados à resposta à interação com 

microrganismos benéficos, injúrias e aos patógenos necrotróficos (Heil e Bostock, 2002). A 

liberação de enzimas de degradação de parede celular por esses organismos desencadeia a 
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resistência sistêmica induzida (‘Induced systemic resistance’ – ISR), sinalizada pelo acúmulo 

de já e ET nos tecidos vegetais (Sato et al., 2019). A ativação de ISR leva a produção de 

inibidores de proteases que irão atuar sobre a atividade proteolítica das enzimas digestivas dos 

nematoides, evitando a infecção (Gheysen e Mitchum, 2019). Desse modo, para comprovar se 

a planta está respondendo à infecção por meio da ISR, pode-se avaliar o acúmulo djáJA, ET e 

expressão de genes e atividade de enzimas ligadas a essa via, como a família das lipoxygenases 

(LOX), óxido de aleno sintase (AOS), aleno óxido ciclase (AOC) e os inibidores de proteases, 

visto que esses são produtos da via ISR.  

Os NPPs modulam o metabolismo do SA, JA e ET para o sucesso do parasitismo 

(Gheysen e Mitchum, 2019). Plantas mutantes deficientes para esses hormônios são mais 

suscetíveis ao parasitismo de nematoides, sendo assim, ocorrendo maior penetração no tecido 

vegetal, maior tamanho de sítio de alimentação, maior tamanho de fêmeas e maior reprodução 

(Molinari et al., 2014). No entanto, como relatado anteriormente, o hábito endofítico de P. 

chlamydosporia pode auxiliar as plantas em resposta contra nematoides, aumentando a 

atividade de intermediários das vias SAR e ISR (Ghahremani et al., 2019; Medeiros et al., 

2015).  

2.3. Bacillus thuringiensis 

Bacillus thuringiensis é uma bactéria gram-positiva, formato bastonete, formadora de 

esporos e de inclusões cristalinas e patogênica a insetos (Glare e O’Callaghan, 2000). A 

primeira descrição dessa bactéria ocorreu no Japão em 1901, causando prejuízos na produção 

de seda, por estar associada a larvas de bicho-da-seda (Bombyx mori), sendo, nessa época, 

denominada Bacillus sotto (Siegel, 2000). Após dez anos, a mesma bactéria foi isolada de 

mariposas na cidade de Turíngia-Alemanha, porém foi denominada como B. thuringiensis, em 

homenagem a cidade onde foi isolada, e é o nome utilizado até a atualidade (Barjac e Bonnefoi, 

1968).  

O primeiro relato do uso de B. thuringiensis como organismos de biocontrole ocorreu 

em 1927, com o intuito de reduzir a Ostrinia nubilalis, um inseto lepidóptero quarentenário no 

Brasil (Beegle e Yamamoto, 1992). Posteriormente a isso, formulações foram comercializadas 

para aplicação direta sobre a superfície de folhas ou em outras partes da planta com o intuito de 

controlar Culicidae, Coleoptera, Simuliidae, Hymenoptera, Homoptera, Mallophaga e outros 

(Bravo et al., 2007; Sanchis, 2012). Um marco do uso de B. thuringiensis para o controle de 

pragas, veio por meio da engenharia genética, em que genes da bactéria foram inseridos no 
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genoma de plantas de importância econômica – algodão, milho e soja - a fim de conferir 

resistência a insetos.  A primeira comercialização de plantas geneticamente modificadas com 

genes Cry e Vip de B. thuringiensis (plantas Bt) ocorreu em 1996 e, atualmente, estima-se que 

a área de plantio com plantas Bt abrange mais de 178 milhões de hectares distribuídos em 28 

países (James, 2015). . 

O potencial nematicida de B. thuringiensis já é conhecido, sendo o primeiro relato de 

redução da população de RKN feito em 1972 (Prasad et al., 1972). Atualmente, B. thuringiensis 

está relacionado a redução da população de M. javanica, M. incognita, M. hapla, 

Bursaphelenchus xylophilus, Pratylenchus penetrans e a Heterodera glycines (Cheng et al., 

2018; Kahn et al., 2021; Khyami-Horani e Al-Banna, 2006; Verduzco-Rosas et al., 2021; 

Zuckerman et al., 1992). Além de metabólitos (turingiensina, quitinase e metaloproteinases), 

membros das famílias das proteínas cristais Cry5, Cry6, Cry12, Cry13, Cry14, Cry21 e Cry55 

são produzidos por B. thuringiensis e tem atividade nematicida já conhecida (Bel et al., 2022; 

Horak et al., 2019). Mais recentemente, foi relatado a expressão do gene que codifica para a 

proteína Cry14AB em plantas de soja transgênica, conferindo resistência a H. glycines em 

condições de casa de vegetação e de campo (Kahn et al., 2021). Além de controlar insetos e 

NPPs, há relatos B. thuringiensis associando-se endofiticamente e promovendo o crescimento 

de plantas (Azizoglu, 2019; Praça et al., 2012; Siddiqui et al., 2016).  

2.3.1 Proteínas Cry e modo de ação 

As proteínas Cry de B. thuringiensis são classificadas em grupos filogeneticamente não 

relacionados, os grupos são: 3d-Cry, Bin-like Cry, Mtx-like Cry e Outras toxinas Cry 

(Crickmore et al., 2016). Essas proteínas são produzidas durante a esporulação de B. 

thuringiensis e podem ter propriedades inseticidas e nematicidas (Fiuza et al., 2017). Em meio 

de cultivo, durante a fase estacionaria, ocorre a esporulação, fase em que ocorre grande 

produção de protoxinas, que são responsáveis pela mortalidade de insetos e nematoides. Após 

o período de esporulação, as células bacterianas sofrem lise celular, esporos e as inclusões são 

liberados (Aronson, 2002; Yang e Wang, 1998). 

Os insetos ingerem as proteínas Cry, essas são dissolvidas no intestino médio liberando 

protoxinas. As protoxinas sofrem com a ação de proteases intestinais, levando a clivagem e 

liberação dos fragmentos tóxicos aos insetos. Esses fragmentos tóxicos de tamanho menor 

passam pelas membranas peritróficas e ligam-se a receptores específicos no intestino médio e 

levam a abertura de poros, acarretando o desequilíbrio de transporte de íons e água, ocasionado 



25 
 

 

a lise celular, septicemia e morte (Glare e O’Callaghan, 2000). Para nematoides, tanto de vida 

livre quanto NPPs, apesar do mecanismo de ação não está bem estabelecido, quando estimulado 

a sua alimentação em ambiente com a presença de proteínas Cry, foi observado a proteína no 

esôfago e no intestino e danos no intestino, semelhante ao que ocorre com insetos (Kahn et al., 

2021; Wan et al., 2019; Wei et al., 2003).  

Outro mecanismo de ação de B. thuringiensis, revelado por análise transcriptomica, é a 

indução à resistência sistêmica. Plantas tratadas com filtrado bacteriano de B. thuringiensis, 

livre de célula, induziu a expressão de genes responsivos à via de defesa do ácido salicílico e a 

etileno, suprimindo Ralstonia solanacearum em tomateiro (Hyakumachi et al., 2013; Takahashi 

et al., 2013).  Tais resultados instigam estudos relacionados ao controle de NPPs, a fim de 

desvendar mecanismos alternativos não diretos de controle da população de nematoides em 

culturas de importância agrícola.  
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3. HIPÓTESES  

 

• O isolado Pc10 de P. chlamydosporia var. chlamydosporia reduz a população de P. 

brachyurus em raízes de soja. 

 

• P. chlamydosporia var. chlamydosporia interfere nas vias bioquímicas de defesa em 

plantas de soja modulando a expressão de genes relacionados à defesa, produção de 

hormônios e compostos fenólicos nos tecidos radiculares. 

 

• P. chlamydosporia endofitica em raízes de soja infectadas por P. brachyurus interfere 

na expressão de genes relacionados à defesa, produção de hormônios e compostos 

fenólicos em tecidos radiculares de soja, afetando negativamente a população do 

nematoide fitopatogênico. 

 

• Os isolados T03, T13, Br58 e M51 de B. thuringiensis são capazes de reduzir a 

população de M. javanica, H. glycines e P. brachyurus em raízes de soja. 

 

• Metabólitos dos isolados T03, Br58 e M51 de B. thuringiensis são capazes de inibir a 

eclosão e causar mortalidade de J2 de M. javanica e de reduzir a população H. glycines 

e P. brachyurus em raízes de soja. 

 

• Os isolados T03, Br58 e M51 de B. thuringiensis associam-se a plantas de soja, 

crescendo epifiticamente em suas raízes. 

 

• O isolado M51 de B. thuringiensis, combinado com M. javanica, H. glycines ou P. 

brachyurus, interfere na expressão de genes relacionados à defesa e na concentração de 

compostos fenólicos nos tecidos radiculares da soja, afetando negativamente a 

população desses nematoides.
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CAPÍTULO 1 

Pochonia chlamydosporia modifica a expressão de genes de defesa em soja e promove o 
biocontrole de Pratylenchus brachyurus
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RESUMO 

A soja é uma cultura de grande importância econômica no mundo e o Brasil é o maior 

produtor na atualidade. A produção de grãos de soja é afetada por diversos patógenos e pragas, 

entre os quais se destacam os nematoides parasitas de plantas. O manejo de nematoides se faz 

pelo uso de cultivares resistentes, de nematicidas químicos e de rotação de culturas. Não 

existem no mercado cultivares resistentes ao nematoide das lesões radiculares, Pratylenchus 

brachyurus, assim como há poucas alternativas para a rotação de culturas. Sendo assim, o uso 

de antagonistas no controle biológico surge como uma alternativa para reduzir a população 

desse patógeno de forma mais sustentável. Neste estudo, o objetivo foi investigar a habilidade 

de Pochonia chlamydosporia em reduzir a população de P. brachyurus em soja e determinar as 

modificações no metabolismo secundário – por expressão diferencial de genes e produção de 

compostos secundários – de plantas infectadas por P. chlamydosporia, por P. brachyurus e pela 

combinação dos dois organismos, a fim de determinar se ocorre indução à resistência. Para isso, 

foram avaliadas a penetração e a reprodução dos nematoides em plantas de soja ao longo do 

tempo com e sem P. chlamydosporia. Posteriormente, foi quantificada a expressão diferencial 

de genes relacionados às vias de defesa dependentes de ácido salicílico (SA) e de ácido 

jasmônico (JA), os hormônios SA, JA, etileno, ácido indol acético e ácido abscísico e a 

concentração de compostos fenólicos totais (CFT) e derivados de lignina-ácido tioglicólico 

(LATG).  O fungo P. chlamydosporia não foi capaz de conter a penetração dos nematoides, 

porém, foi apto a controlar de forma significativa a população dos nematoides. A expressão de 

genes das vias de defesa revelou que a inoculação individual dos dois microrganismos ocasiona 

diversas modificações no metabolismo secundário e que ocorre a ativação das vias de defesas 

quando fungo e nematoide estão juntos na planta, o que pode explicar a redução da população 

de P. brachyurus. Assim, P. chlamydosporia reduz a população de P. brachyurus em plantas 

de soja e ativa nelas o mecanismo de defesa. 

Palavras-chaves: Indução de resistência. Nematoide das lesões radiculares. Fungo 

nematófago. Ácido salicílico. Ácido jasmônico. 
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ABSTRACT 

Soybean is a crop of great economic importance in the world and Brazil is currently the 

largest producer. The production of soybeans is affected by several pathogens and pests, among 

which plant parasitic nematodes stand out. Nematode management is done by using resistant 

cultivars, chemical nematicides and crop rotation. There are no cultivars on the market that are 

resistant to the root-lesion nematode, Pratylenchus brachyurus, and there are very few 

alternatives for crop rotation. Therefore, the use of antagonists in biological control appears an 

alternative to reduce the population of this pathogen in a more sustainable way. In this study, 

the objective was to investigate the ability of Pochonia chlamydosporia to reduce the 

population of P. Brachyurus in soybean and to determine the modifications in the secondary 

metabolism – by differential expression of genes and production of secondary compounds – of 

plants infected by P. chlamydosporia, by P. brachyurus and by the combination of both 

organisms, in order to determine whether induction of resistance occurs. For this, the 

penetration and reproduction of nematodes in soybean plants over time with and without P. 

chlamydosporia were evaluated. Subsequently, the differential expression of genes related to 

defense pathways dependent on salicylic acid (SA) and of jasmonic acid (JA), the hormones 

SA, JA, ethylene, indole acetic acid and abscisic acid and the concentration of total phenolic 

compounds (TPC) and lignin-thioglycolic acid derivatives (LTGA). Pochonia chlamydosporia 

was not able to contain penetration the nematodes, but was able to control the nematode 

population. The expression of defense pathway genes revealed that the individual inoculation 

of the two microorganisms causes several changes in secondary metabolism and that the 

activation of defense pathways occurs when fungus and nematode are together in the plant, 

which may explain the reduction in the population of P. brachyurus. Thus, P. chlamydosporia 

reduces the population of P. brachyurus in soybean plants and activates their defense 

mechanism. 

Keywords: Induction of resistance. Root lesion nematode. Nematophagous fungus. 

Salicylic acid. Jasmonic acid. 
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1. INTRODUÇÃO 

A soja é uma cultura de grande importância mundial, devido a sua utilização na 

alimentação humana, na produção de óleos e como fonte de farelo proteico para alimentação 

animal (Fearnside, 2001; Jia et al., 2020). Atualmente, o Brasil é o maior produtor e exportador 

de grãos de soja, produzindo 137,23 milhões de toneladas em 38,9 milhões de hectares 

(CONAB, 2021). Apesar disso, essa cultura sofre com a atividade antagonista de diversos 

organismos que oneram a produção (Rupe e Luttrell, 2008), entre os quais estão os nematoides 

parasitas de plantas (NPPs), responsáveis por perdas que podem chegar a 10,6% na produção 

mundial de soja (Silva et al., 2006). Esse prejuízo é reflexo da alta quantidade de espécies de 

nematoides que essa cultura pode hospedar – 100 espécies contabilizadas em 50 gêneros –, 

sendo os nematoides do gênero Meloidogyne e as espécies Heterodera glycines, Pratylenchulus 

brachyurus e Rotylenchulus reniformis as mais deletérias ao cultivo da soja, por causarem 

modificações morfológicas e fisiológicas severas em plantas infectadas, afetando 

negativamente a produção de grãos (Dias et al., 2010). 

As espécies de Pratylenchus têm estilo de vida migrador, ou seja, após penetrarem no 

tecido radicular movimenta-se pelos tecidos, alimentando-se das células vegetais e 

ovipositando dentro e fora das raízes. Em todos os estádios de vida, do juvenil de primeiro 

estádio ao adulto, Pratylenchus é vermiforme e pode ser detectado tanto no solo como nas raízes 

(Castillo e Volvas, 2007). Além da ampla distribuição em campos de produção de soja no 

Brasil, a espécie P. brachyurus é agressiva à cultura da soja e tem causado crescentes prejuízos 

ao agronegócio brasileiro (Ferraz, 2006; Inomoto, 2011). As dificuldades de manejo somadas 

à ausência de cultivares resistentes faz aumentar a busca por agentes de controle biológico a 

fim de promover o manejo eficiente e sustentável desse fitopatógeno.  

O controle biológico consiste na introdução artificial de antagonistas no ambiente ou no 

estímulo do desenvolvimento de microrganismos nativos, para reduzir a população de 

organismos indesejáveis  (Baker e Cook, 1974). Esse método tem sido muito utilizado nos 

últimos anos devido ao aumento da disponibilidade de produtos comerciais no mercado 

(MAPA, 2022). Produtos à base de Pochonia chlamydosporia são utilizados em diferentes 

países (Hidalgo-Díaz et al., 2017) devido à eficiência desse agente de controle biológico. Esse 

fungo nematófago é relatado como parasita de ovos de diversos gêneros de nematoides 

endoparasitas sedentários e semi-endoparasitas (Manzanilla-López e López-Llorca, 2017), 

além de ter habilidade de associar-se endofiticamente aos tecidos radiculares (Bordallo et al., 
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2002), ativar vias bioquímicas de defesa (Medeiros et al., 2015), melhorar a aquisição de 

nutrientes pelas plantas (Monteiro et al., 2018) e atuar no crescimento vegetal (Larriba et al., 

2015).  

Apesar do amplo conhecimento da interação de P. chlamydosporia com nematoides 

endoparasitas sedentários – nematoides que se tornam sésseis após o estabelecimento da 

infecção – pouco se sabe da ação desse fungo sobre nematoides endoparasitas migradores, como 

exemplo, o P. brachyurus. É documentada na literatura a redução da população de P. 

brachyurus quando na presença de P. chlamydosporia (Pacheco et al., 2020). Porém, vale 

lembrar, que a oviposição de P. brachyurus ocorre, comumente, dentro dos tecidos das raízes, 

o que poderia impedir a ação parasítica de P. chlamydosporia diretamente sobre ovos no solo, 

como ocorre para outros gêneros de nematoides. No entanto, foi proposto que o endofitismo de 

P. chlamydosporia pode contribuir para o manejo desses nematoides, por meio do parasitismo 

direto de ovos dentro do sistema radicular, pela produção de metabólitos tóxicos e/ou da 

indução de resistência (Manzanilla-López e López-Llorca, 2017).  

A planta, ao perceber a presença de NPPs por meio do reconhecimento de PAMPs 

(‘Pathogen-associated molecular pattern’) ou dos DAMPs (‘Damage-

associated molecular patterns’) por eles causados nos tecidos vegetais, desencadeia uma 

cascata de resposta de defesa a fim de impedir a infecção por esses patógenos (Henry et al., 

2012). Entre essas repostas de defesa ocorre a ativação da resistência sistêmica adquirida 

(“Systemic acquired resistance’ – SAR), resultando na síntese de fenilpropanoides, flavonoides, 

terpenoides, tirosina, hormônios e glicosinolatos (Dixon, 2001). O acúmulo da proteína 

Fenilalanina Amônia-liase (FAL), intermediário da rota dos fenil fenilpropanoides, como o 

ácido salicílico (‘Salicylic acid’ – SA), e/ou o acúmulo do produto final da via, a Proteína 

Relacionada à Patogênese (PR1), é indicativo de que está ocorrendo maior produção de 

compostos tóxicos aos nematoides, como espécies reativas de oxigênio (‘Reactive oxygen 

species’ – ROS), compostos fenólicos e, possivelmente, maior lignificação da parede celular, o 

que pode impedir ou dificultar a penetração desses NPPs (Wuyts et al., 2006). Essas respostas 

relacionadas à SAR são observadas em interações de micorrizas, fungos e bactérias com 

plantas, que estimulam respostas mais efetivas à infecção dos patógenos (Song et al., 2015; 

Medeiros et al., 2017). 

A resistência sistêmica induzida (‘Induced systemic resistence’ – ISR) também é 

conhecida por atuar na defesa contra patógenos e está relacionada ao acúmulo de ácido 
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jasmônico (‘jasmonic acid’ – JA) e do etileno (ET) (Shoresh et al., 2010).  Fungos e bactérias 

podem contribuir para produção desses hormônios, intensificando as respostas de defesa 

vegetal para o controle de patógenos e insetos herbívoros (Shoresh et al., 2010; Pieterse et al., 

2014). Esses mecanismos de indução à resistência são amplamente estudados em plantas 

infectadas por nematoides endoparasitas sedentários. No entanto, para o gênero Pratylenchus 

existem poucas informações sobre como esses nematoides modificam o metabolismo de seus 

hospedeiros. Por fim, torna-se interessante avaliar os intermediários da via do JA em plantas 

infectadas por nematoides na presença e na ausência de P. chlamydosporia, visto que o produto 

dessa rota há a produção de inibidores de proteases, que afetam a nutrição, o desenvolvimento 

e a reprodução dos nematoides (Ali et al., 2017).  

Deste modo, neste trabalho, investigamos a capacidade de um isolado de P. 

chlamydosporia em conter a penetração e a reprodução de P. brachyurus em raízes de soja. 

Posteriormente, avaliamos a expressão de genes relacionados à defesa pela via do SAR e ISR, 

a produção de metabólitos associados a defesa e quantificação de ácido salicílico, ácido 

jasmônico, ácido abscísico (ABA), ácido indolacético (IAA), etileno, compostos fenólicos 

totais (CFT)  e derivados de lignina-ácido tioglicólico (LATG), na presença e na ausência do 

fungo e do nematoide. A partir disso, buscamos entender como as plantas respondem à presença 

endofítica de P. chlamydosporia e à infecção por P. brachyurus e, além disso, se a indução de 

resistência mediada por SA e JA estão relacionadas à redução da população de P. brachyurus 

em plantas de soja tratadas com P. chlamydosporia. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Obtenção e preparo do inóculo de Pratylenchus brachyurus 

A população pura de P. brachyurus (origem Goiás – Brasil) foi mantida em casa de 

vegetação em plantas de sorgo e soja. Para a obtenção dos espécimes dos nematoides para os 

ensaios experimentais, foi utilizada a técnica descrita por Hussey e Barker (1973), modificada 

por Boneti e Ferraz (1981). Posteriormente, com auxílio da câmara de Peters, foi calibrada a 

suspensão aquosa contendo nematoides.  

2.2. Obtenção dos clamidósporos de Pochonia chlamydosporia  

Para este experimento, foi utilizado o isolado Pc10 de P. chlamydosporia var. 

chlamydosporia do laboratório de Controle Biológico de Fitonematoides do Departamento de 
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Fitopatologia da Universidade Federal de Viçosa. O isolado fúngico foi cultivado em meio e de 

cultivo composto por arroz e água (3:1 m/v) por 21 dias, a 28 °C, no escuro, e os clamidósporos 

foram extraídos conforme descrito por Balbino et al., (2021) e calibrados em câmara de 

Neubauer. 

2.3. Execução do experimento de controle biológico e indução de resistência  

2.3.1 – Experimento de casa de vegetação  

Uma mistura de latossolo vermelho-amarelo (solo arenoso – horizonte C) e areia lavada 

em uma proporção de 3:1 (V:V) (Franco-Arenosa) (Suplementar S1) foi esterilizada seguindo 

o protocolo descrito por Zauza et al. (2007). Posteriormente, vasos plásticos de 1000 cm3 (1L), 

preenchidos com substrato descrita anteriormente, receberam uma semente de soja cv. 

Conquista, que constituiu uma unidade experimental. . No momento da semeadura, 5000 

clamidósporos de P. chlamydosporia.g-1 de solo foram aplicados às unidades experimentais. Já 

a infestação do solo foi realizada 7 dias após a semeadura, com a aplicação de uma suspensão 

aquosa contendo 800 espécimes de P. brachyurus.. Os tratamentos foram: 1) Soja + P. 

chlamydosporia (Pc); 2) Soja + P. brachyurus (Pb) e 3) Soja + P. chlamydosporia + P. 

brachyurus (Pc + Pb). Como testemunha, foram utilizadas plantas de soja isentas de fungo e de 

nematoides. O experimento foi conduzido em casa vegetação com temperatura de 30°C ±2, por 

60 dias e em delineamento inteiramente casualizado. Para as análises nematológicas, os 

tratamentos foram repetidos seis vezes. Para os demais testes bioquímicos e moleculares, os 

tratamentos foram repetidos três vezes, sendo cada repetição composta por três unidades 

experimentais. 

2.3.2 – Quantificação das variáveis nematológicas  

 Para avaliar o efeito do isolado Pc10 de P. chlamydosporia sobre a população de P. 

brachyurus, foram mensuradas a penetração e a reprodução dos nematoides. Desse modo, para 

determinar a taxa penetração de P. brachyurus, foram coletadas raízes de soja dos tratamentos 

Pb e Pc + Pb, aos 7 e 15 dias após a infestação do solo (dai) com nematoides, e os nematoides 

presentes dentro do sistema radicular foram corados como descrito por Bybd (1983). Por fim, 

o número de P. brachyurus corados no sistema radicular foi determinado com o auxílio de um 

microscópio de luz. 
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A fim de determinar o sucesso da infecção por meio da reprodução, aos 30 e 60 dai, 

raízes de soja dos tratamentos Pb e Pc + Pb passaram pelo processo de extração de nematoides 

de Hussey e Barker (1973), modificada por Boneti e Ferraz (1981). A suspensão resultante foi 

usada para a contagem do número de nematoides totais no sistema radicular e este para o cálculo 

do fator de reprodução, conforme a fórmula 1. 

Fator de reprodução (FR) = Polulação final de 𝑃. 𝑏𝑟𝑎𝑐ℎ𝑦𝑢𝑟𝑠Polulação inicial de 𝑃. 𝑏𝑟𝑎𝑐ℎ𝑦𝑢𝑟𝑠 

Em 7, 15, 30 e 60 dai, raízes das plantas testemunhas e dos tratamentos Pc, Pb e Pc + 

Pb foram coletadas, lavadas e secas rápida e cuidadosamente, congeladas em nitrogênio líquido 

e, por fim, armazenadas a -80 °C até o momento das análises bioquímicas e moleculares.  

2.3.3 – Avaliação da regulação das vias hormonais 

A extração dos fitohormônios foi conduzida com 200 mg de material vegetal macerado 

(raízes de soja mantidas a -80 °C) ao qual adicionou-se 400 μL de solução de metanol, 

isopropanol e ácido acético (20:79:1 v/v/v) e o método de extração ocorreu como descrito por 

Vital et al. (2019). Os metabólitos foram separados por cromatografia de ultraperformance do 

tipo UHPLC (Agilent) utilizando-se a coluna C18 (50 mm x 1,0 mm ID, partícula de 1,7 um e 

300 A), acoplada on-line ao espectrômetro de massa triplo quádrupolo QqQ. O espectrômetro 

de massas foi operado no modo MRM (Multiple reaction monitoring) e a massa do íon 

precursor e seu respectivo fragmento foram monitorados para cada molécula: precursor do 

ácido abscísico (ABA) (263/153), ácido indol-3-acético (AIA) (176/130), ácido salicílico (SA) 

(137/93) e ácido jasmônico (JA) (209/59). Os dados foram analisados no Skyline e, com a 

obtenção do valor de área de cada pico, foi possível a quantificação absoluta utilizando-se a 

curva padrão de cada hormônio. 

2.3.4 – Extração e quantificação de compostos fenólicos solúveis totais (CFT) e de 

derivados da lignina-ácido tioglicólico (LATG)  

Para esse teste, foram pesados 100 mg de raízes e macerados em nitrogênio líquido por 

meio de moinho de bolas vibratórias e homogeneizado em 1 mL de solução aquosa de metanol 

a 80% (v/v), em microtubos de 1,5 mL. Posteriormente, os microtubos foram depositados em 

termomix e o extrato bruto foi agitado a 300 rpm a 25 °C por 12h e, em seguida, a mistura foi 

centrifugada a 13.000 × g por 30 min. A concentração de fenólicos solúveis totais (CFT) foi 

determinada no extrato metanólico e o pelete foi mantido a 20 °C para determinar a 
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concentração de LATG (Barber e Ride, 1988; Zieslin e bem-Zaken, 1993; Rodrigues et al., 

2005; Fortunato et al., 2015). 

2.3.5 – RT-qPCR de genes da soja relacionados a vias de defesa dependentes do ácido 

salicílico e do ácido jasmônico 

Um total de 100 mg de tecido radicular da testemunha e dos tratamentos Pb, Pc e Pc + 

Pb, triturado a pó fino por meio de um moinho de bolas de vibração com nitrogênio líquido, 

foram utilizados para a extração de RNA. O RNA foi extraído com TRIzol (Invitrogen) e a 

contaminação de DNA foi removida com RQ1 Rnase-free Dnase (Promega). A qualidade e 

integridade do RNA foram verificadas por eletroforese em gel de agarose 1,2% e a quantidade 

de RNA foi medida em um fluorômetro Qubit usando Qubit RNA HS Assay Kit (Invitrogen, 

São Paulo, Brasil). Os cDNAs de fita simples foram sintetizados por transcrição reversa usando 

5 μg de RNA total com primers oligo(dT) em um volume final de 20 μL usando o SuperScript 

First Strand Synthesis System para RT-PCR (Invitrogen®). O qRT-PCR foi realizado em um 

Bio-Rad CFX Real Time Thermal Cycler usando SYBR Green PCR Master Mix de acordo com 

as recomendações do fabricante. Todas as reações foram realizadas em duplicata e os valores 

de expressão relativos para cada gene estudado foram calculados usando o método 2-ΔΔCt 

(Livak e Schmittgen, 2001). Análise de expressão de genes que codificam para os genes 

Isochorismato sintase (ICS1), Chalcona isomerase (CHAL), Fenilalanina amônia-liase (FAL), 

Proteína relacionada à patogênese (PR1), Ácido 1-carboxílico-1-aminociclopropano oxidase 

(ACO), Ácido 1-carboxílico-1-aminociclopropano sintase (ACS), 12-Oxofitodienoato redutase-

3 (OPR3), Inibidor da tripsina de Kunitz (KTI), Inibidores de serino de Bowman-Birk (BBI) e 

Lipoxigenase (LOX) foi realizado usando sequências de iniciadores específicos (Suplementar 

S2). O gene Ubiquitina (UBIQ) foi usado como referência para normalização conforme 

utilizado por Einhardt et al., (2020).  

2.6 – Análise estatística 

Todos os dados coletados foram submetidos ao teste de variância, ao teste de 

normalidade de Shapiro-Wilk (α = 0,05) (Shapiro e Wilk, 1965) e, posteriormente, à ANOVA. 

Para o teste penetração e reprodução, as médias foram comparadas pelo teste T de Student (p < 

0,05), enquanto os dados dos demais teste bioquímicos e moleculares, após serem submetidos 

à ANOVA, foram comparados pelo teste de Tukey (p < 0,05) e, para os dados não-paramétrico, 

foi aplicado o teste de Dunnett (α = 0,05). As análises foram realizadas no programa estatístico 
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R 3.6.0. Com o auxílio do software MetaboAnalyst 5.0 (http://www.metaboanalyst.ca), os 

valores de expressão gênica foram analisados e foram criados os mapas de calor. 

3. RESULTADOS 

3.1 – Controle de Pratylenchus brachyurus por Pochonia chlamydosporia 

O isolado Pc10 de P. chlamydosporia não foi capaz de conter a penetração de P. 

brachyurus no sistema radicular da soja aos 7 e 15 dai (p > 0,05) (Figura 1. A e B). Na avaliação 

da taxa de penetração de P. brachyurus em raízes de soja, aos 7 dai já havia nematoides nas 

raízes e a quantidade aumentou gradativamente ao longo dos tempos avaliados, porém não 

houve diferença entre o tratamento Pb e o tratamento Pc + Pb (Figura 1. A-D). Ademais, aos 

15 dai, foi possível notar a presença de ovos dentro do sistema radicular da soja (Figura 1. E e 

F). 

 

 
Figura 1 – Número de P. brachyurus em raízes de soja tratadas ou não com P. chlamydosporia aos 7 e 
15 dais após a inoculação (dai) dos nematoides. Em A e C) número de P. brachyurus aos 7 dai; B e D) 
número de P. brachyurus aos 15 dai; E e F) ovos P. brachyurus aos 15 dai. Setas evidenciam ovos aos 
15 dai. De acordo com o teste t, em A e B, asterisco indicam diferenças significativas entre os 
tratamentos (p< 0,05). As barras representam o desvio padrão (n =6). 

 

Quando avaliada a população P. brachyurus em raízes de soja, na presença ou ausência 

do fungo, aos 30 e 60 dai, foi observada a redução do número de espécimes em 25,02% e 

41,84%, respectivamente (p < 0,01) (Figura 2). A presença de P. chlamydosporia reduziu 

significativamente o fator de reprodução (FR) de P. brachyurus, atrasando o crescimento 

populacional (Figura 3).  
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Figura 2 – Efeito de Pochonia chlamydosporia sobre a população de P. brachyurus em raízes de soja. 
As avaliações foram feitas aos 30 e 60 dias após a infestação (dai) do solo com nematoides em solo sem 
(Pb) ou com clamidósporos de P. chlamydosporia (Pc + Pb). De acordo com o teste t, asterisco indica 
diferença significativa entre os tratamentos (p < 0,01). As barras representam o desvio padrão (n =6). 
 

  
Figura 3 – Efeito de Pochonia chlamydosporia sobre o fator de reprodução de P. brachyurus em raízes 
de soja aos 30 e 60 dais após a inoculação (dai) dos nematoides. Pb correspondem a plantas que 
receberam apenas espécimes de P. brachyurus e Pc + Pb, a plantas tratadas com P. chlamydosporia e 
P. brachyurus. De acordo com o teste t, asterisco indica diferença significativa entre os tratamentos (p 
< 0,01). As barras representam o desvio padrão (n =6). 
 

3.2 – Concentrações de compostos fenólicos totais (CFT) e derivados de lignina-

ácido tioglicólico (LATG) 

A concentração de CFT não diferiu estatisticamente entre os tratamentos em 7, 15 e 60 

dai. Porém, aos 30 dai, o tratamento que recebeu apenas nematoides (Pb) e o tratamento 
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nematoides e fungo (Pc + Pb) diferenciam-se do tratamento com apenas o fungo (Pc) e da 

testemunha (p < 0,01), sendo esses dois últimos diferentes um do outro (Figura 4). Em Pb, 

quando comparado à testemunha e a Pc, observou-se um aumento de 127,30 e 73,75% da 

produção de CFT, respectivamente. Já em Pc + Pb, as plantas produziram 131,07% a mais de 

CFT quando comprado à testemunha e 76,63% em relação ao Pc. Já as plantas do tratamento 

Pc produziram 34,08% a mais de CFT, quando comprado a plantas testemunhas.  

 
Figura 4 – Concentração de compostos fenólicos total (CFT) ao longo do tempo para a testemunha e 
para os tratamentos Pratylenchus brachyurus (Pb), Pochonia chlamydosporia (Pb) e combinação dos 
microrganismos (Pc + Pb). Colunas com a mesma letra não são estatisticamente diferentes pelo teste 
Tukey (p <0,05). As barras representam o desvio padrão (n =3). 
 

Para a concentração de derivados LATG, houve diferença entre os tratamentos em 7, 15 

e 30 dai (p < 0,01) (Figura 5). Aos 7 dai, Pc + Pb diferiu-se da testemunha, produzindo 56,40% 

a mais de LATG. Já aos 15 dai, Pc + Pb diferiu dos demais tratamentos, produzindo 48,72; 

118,28 e 68,36% a mais de derivados LATG quando comparado à testemunha e aos tratamentos 

Pb e Pc, respectivamente (p < 0,05). Aos 30 dai, a concentração de derivados LATG em Pc + 

Pb foi maior quando comparado à testemunha e a Pc, em 117,71 e 149,21%, respectivamente 

(p < 0,05). Por fim, Pb, aos 30 dai foi diferente apenas de Pc, produzindo 132,32% a mais de 

derivados LATG. 
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Figura 5 – Concentração de derivados de lignina-ácido tioglicólico (LATG) ao longo do tempo para a 
testemunha e para os tratamentos Pratylenchus brachyurus (Pb), Pochonia chlamydosporia (Pb) e 
combinação dos microrganismos (Pc + Pb). Colunas com a mesma letra não são estatisticamente 
diferentes pelo teste Tukey (p <0,05). As barras representam o desvio padrão (n =3).  

3.3 – Quantificação de hormônios vegetais em raízes de soja 

A produção de JA foi significativamente alterada aos 7, 15, 30 e 60 dai (Figura 6ª) (p < 

0,05). Assim, aos 7 dai, a presença desse hormônio foi fortemente regulada em plantas que 

combinavam os dois microrganismos, o tratamento Pc + Pb. Aos 15 dai, o Pc + Pb obteve maior 

quantidade desse hormônio, ao contrário da testemunha. Aos 30 dias, Pc + Pb diferenciou 

apenas da testemunha, produzindo 101,97% a mais desse hormônio. Por fim, aos 60 dai, a 

presença do nematoide induziu maior produção de JA quando comparada aos demais 

tratamentos, porém a testemunha e Pc + Pb superaram Pc em 63,80% e 54,70%, 

respectivamente. 

Conforme observado na Figura 6B, somente aos 7 dai os tratamentos não influenciaram 

na produção de SA (p < 0,05). Por sua vez, aos 15 dai, as plantas do tratamento de Pb e Pc 

produziram, respectivamente, 5,62 e 4,17 vezes mais SA do que as plantas testemunhas, 

diferenciando-os estatisticamente. Aos 30 dai, Pc + Pb e a testemunha foram equivalentes e 

superiores aos tratamentos em que os microrganismos foram inoculados isoladamente (Pb e 

Pc). Também, aos 30 dai, Pb foi diferente estatisticamente de Pc. Aos 60 dias, Pc + Pb foi 

superior a todos os outros tratamentos, produzindo de 84,9; 583,87 e 328,9% a mais que a 

testemunha, Pb e Pc, respectivamente.  

Em relação ao ABA, aos 7 dai, as plantas dos tratamentos Pb e Pc produziram maiores 

quantidades desse hormônio quando comparados à testemunha e ao Pc + Pb. Nesse caso, Pb e 
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Pc produziram 141,67 e 153,33% a mais que a testemunhas, respectivamente. Quando avaliados 

em 30 dias, Pb, Pc e Pc + Pb produziram de 146,35 a 193,3% a mais de ABA quando 

comparados à testemunha, sendo estatisticamente iguais entre si e diferentes da testemunha. 

Aos 60 dai, Pc + Pb foi semelhante a testemunha e houve redução de 31,60 e 88,40% da síntese 

ácido abscísico nas plantas dos tratamentos Pb e Pc em comparação às plantas testemunhas, 

respectivamente. Não houve efeito dos tratamentos aos 15 dai (p > 0,05) (Figura 6B).  

Por fim, todos os tratamentos influenciaram na produção de IAA (Figura 6D) (p < 0,05). 

Aos 7 dias, houve maior produção desse hormônio, quando comparado aos 15, 30 e 60 dai, 

exceto o tratamento Pb aos 30 dai. Nessa avaliação, plantas infectadas apenas por nematoides 

(Pb) produziram maior quantidade de IAA, diferenciando-a da testemunha e de Pc + Pb. 

Quando comparado a plantas testemunhas, o tratamento Pb promoveu o aumento de 28,45% de 

IAA. Vale ressaltar que aos 7 dai, o tratamento Pc + Pb produziu 28,90% menos IAA que a 

testemunha, diferenciando-se um do outro. Aos 15 dai, houve redução na síntese de IAA, pois, 

as plantas tratadas com nematoides e/ou fungo (Pc e Pb + Pc) produziram até 19,10% menos 

que a testemunha. Em 30 dai, as plantas do tratamento Pc produziram 13% a mais do que as 

plantas do tratamento de Pc + Pb. Aos 60 dai, Pb, Pc e Pc + Pb continham menor concentração 

de IAA em relação à testemunha em 33,65%, 36,9% e 25,7%, respectivamente.  
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 Figura 6 – Quantificação de ácido jasmônico (A), ácido salicílico (B), ácido abscísico (C) e ácido indolacético (D) em raízes de soja tratadas ou não com P. 

chlamydosporia e/ou P. brachyurus. As avaliações foram realizadas aos 7, 15, 30 e 60 dais após a inoculação (dai) dos nematoides em raízes de plantas dos 
tratamentos testemunha, P. brachyurus (Pb), P. chlamydosporia (Pb) e combinação dos microrganismos (Pc + Pb). Colunas com a mesma letra não são 
estatisticamente diferentes pelo teste Tukey (p <0,05). As barras representam o desvio padrão (n=3).   
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3.4 – Expressão de genes relacionados à defesa 

Os tratamentos influenciaram a expressão dos genes relacionados à resistência (p < 0,05) 

(Figura 7) (Suplementar S3, S4, S5 e S6). Aos 7 dai, plantas de soja inoculadas com P. 

brachyurus (Pb) responderam de forma mais intensa quando comparadas à testemunha e aos 

demais tratamentos (p < 0,05) (Figura 7ª) (S3). Esse padrão só não se repetiu para a expressão 

do gene PR1, em que ocorreu a regulação negativa desse gene nos tratamentos Pb e Pc + Pb 

(Figura 7ª). Pelo teste Dunnett, PR1 do tratamento Pb se diferenciou estatisticamente da 

testemunha (p < 0,05). A expressão dos genes ICS1, CHAL, FAL ACS, OPR3, BBI em plantas 

do tratamento Pb foram superiores e diferentes dos demais tratamentos (p < 0,05). A expressão 

dos genes ACO e KTI foram menores nos tratamentos que receberam fungo (Pc e Pc + Pb), 

quando comparados a Pb, sendo diferentes estatisticamente. O gene LOX foi expresso 7 vezes 

mais no tratamento Pb em comparação ao Pc (p < 0,05).  

A avaliação da expressão dos genes relacionados à defesa aos 15 dai indicou que houve 

diferença estatística apenas para os genes ICS, CHAL, PR1, OPR3 e KTI (p < 0,05) (Figura 7B, 

S4). Em plantas do tratamento Pb ocorreu três vezes mais expressão do gene ISC, quando 

comparado ao tratamento que recebeu unicamente o fungo (p < 0,05). Para a expressão do gene 

CHAL, ocorreu regulação negativa deste nos tratamentos Pb e Pc, quando comprados aos Pc + 

Pb e a testemunha, sendo os dois últimos considerados iguais pela análise estatística (p < 0,05).  

A expressão do gene PR1 foi regulada negativamente em todos os tratamentos que receberam 

microrganismos e no tratamento Pb houve regulação positiva para os genes OPR3 e KTI, 

quando comparados à testemunha (p < 0,05). Os demais genes não foram influenciados pelos 

tratamentos.  

Aos 30 dai, a expressão dos genes CHAL, FAL e KTI foi influenciada pelos tratamentos 

(Figura 7C, S5) (p < 0,05). Quando plantas foram mantidas em solo com a presença de P. 

chlamydosporia e com P. brachyurus, houve maior expressão do gene CHAL, em comparação 

aos tratamentos em que os microrganismos foram aplicados isoladamente ou sem 

microrganismos, a testemunha. Desse modo, a expressão do gene CHAL em plantas do 

tratamento Pc + Pb foi 3,6; 5 e 32 vezes maior que na testemunha e nos tratamentos Pb e Pc, 

respectivamente. Para a expressão do gene KTI, houve diferença apenas entre Pc + Pb e Pc, 

sendo que Pc + Pb expressou 3,8 vezes mais. Já para a expressão do gene FAL foi superior em 
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Pb e diferenciou-se dos demais tratamentos. Esse gene foi expresso 3,4; 1,15; 5,3 vezes mais 

no tratamento Pb, quando comparado à testemunha e aos tratamentos Pc e Pc + Pb, 

respectivamente.  

Aos 60 dai, os tratamentos Pb, Pc e Pc + Pb influenciaram a expressão ISC, PR1, ACO, 

ACS, OPR3, BBI e LOX (Figura 7D, S6) (p < 0,05). Os tratamentos que receberam nematoides 

induziram a expressão do gene ICS em até 9 vezes mais e 11 vezes mais a do ACS, quando 

comparados ao tratamento Pc. O gene PR1 foi regulado negativamente nos tratamentos Pb e 

Pc, quando comparados à testemunha, porém não se diferenciou estatisticamente do tratamento 

em que os organismos foram aplicados concomitante (Pc + Pb). A expressão do gene ACO foi 

igual para os tratamentos que receberam o fungo e diferenciaram estatisticamente do tratamento 

Pb e da testemunha. Nesse caso, Pb e a testemunha foram equivalentes. Para OPR3, a expressão 

em Pb foi 4, 2 e 2 vezes mais que a da testemunha, Pc e Pc + Pb, respectivamente, fazendo com 

que esse se diferenciasse dos demais tratamentos. Também, Pc + Pb induziu expressão de OPR3 

duas vezes mais em comparação à testemunha. Em relação ao gene BBI, a aplicação isolada de 

P. chlamydosporia ocasionou a regulação negativa desse gene quando comparado à testemunha 

e ao tratamento Pc + Pb. No entanto, Pc + Pb foi dado como equivalente à testemunha. Ao 

contrário da expressão do gene BBI, P. chlamydosporia induziu maior expressão do gene LOX 

quando comparado à testemunha e aos tratamentos Pb e Pc. Surpreendentemente, Pc induziu 

em até 170, 7 e 27 vezes mais a expressão de LOX quando comparado à testemunha, Pb e Pc, 

respectivamente. Para uma interpretação completa dos dados coletados e das análises e melhor 

compreensão das alterações nas plantas dos tratamentos Pb, Pc e Pc + Pb, consultar a Figura 7, 

8 e os materiais suplementares.  
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Figura 7.  Perfil de expressão de genes de defesa determinado em raízes de plantas de soja para a 
testemunha e para os seguintes tratamentos: (Pb) Pratylenchus brachyurus, (Pc) Pochonia 

chlamydosporia, (Pc + Pb) P. chlamydosporia coinoculado com P. brachyurus. (A) avaliação aos 7 dai; 
(B) aos 15 dai; (C) aos 30 dai e (D) aos 60 dai. A amplificação do gene Ubiquitina (UBIQ) da soja foi 
utilizada como controle interno para normalização dos dados. Para cada amostra de raiz, foram utilizadas 
três repetições biológicas com suas respectivas três repetições técnicas.
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Figura 8. Análises bioquímicas e moleculares para investigar o efeito de P. chlamydosporia, P. 

brachyurus e a combinação dois microrganismos em plantas de soja. (A) resposta de defesa depende do 
ácido salicílico (SAR), (B) resposta de defesa depende do ácido jasmônico (ISR). Em verde a extração 
e quantificação de derivados da lignina-ácido tioglicólico (LATG) e de compostos fenólicos totais 
(CFT); em vermelho consta a quantificação de hormônios por cromatografia líquida acoplada a 
espectrometria de massa e, por fim, de azul qRT-PCR para a quantificação da expressão de genes 
relacionados à defesa. 
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4. DISCUSSÃO 

A interação simbiótica planta-organismos (comensalismo, mutualismo ou parasitismo) 

ocasiona modificações bioquímicas nas plantas (Van Loon et al. 1998; Piasecka et al., 2015; 

Pieterse et al., 2014). Isso ocorre para que a interação tem sucesso tanto no estabelecimento de 

uma relação simbiótica benéfica ou parasítica ou, até mesmo, como mecanismo de defesa da 

planta para evitar a entrada de organismos indesejáveis em seus tecidos (Durrant e Dong, 2004). 

Ao reconhecer a presença ou atividade de microrganismos, a resposta ocorre por meio da 

expressão de genes de defesa, levando à alteração da atividade enzimática e síntese de 

metabólitos que pode atuar na fortificação de barreiras pré-existentes e/ou barreias em pós-

interação (Pascholati e Dalio, 2018). No entanto, ainda, os organismos, benéficos ou não-

benéficos, usam o seu metabolismo secundário para escapar das respostas de defesa das plantas 

para penetrarem e se estabelecerem nos tecidos. Esse processo é conhecido como corrida 

armamentista ou modelo zig-zag e é a garantia da (co)evolução dos organismos (Jones e Dangl, 

2006).  

Organismos simbiontes benéficos – bactérias e fungos – podem ser detectados pelas 

plantas e desencadear uma resposta de defesa, visto que esses compartilham diversas moléculas 

similares a patógenos vegetais. No entanto, eles precisam esquivar dos mecanismos de 

reconhecido das plantas (PRRs – Transmembrane Pattern Recognittion Receptors) para 

estabelecerem uma interação benéfica (Buscaill e Hoorn., 2021). A indução de uma resposta de 

defesa mais atenuada ou supressão da resposta de defesa é um mecanismo já detectado para 

bactérias e fungos benéficos, como Burkholderia phytofirmans, Trichoderma atroviride, 

Trichoderma harzianum e em Pochonia chlamydosporia (Trdá et al., 2014). 

4.1– Alterações nas vias de defesa dependentes do ácido salicílico e do ácido jasmônico em 

plantas de soja tratadas com P. chlamydosporia 

Pochonia chlamydosporia tem a capacidade de modificar a expressão de genes de 

defesa em plantas, uma vez que esse tem hábito endofítico e parte do processo de penetração e 

colonização das células das raízes, precisa driblar os mecanismos de defesa das plantas (Ciancio 

et al., 2017). Observou-se que aos 7 dai, nas plantas inoculadas apenas com clamidósporos do 

isolado Pc10 de P. chlamydosporia, houve  aumento de ABA. Da mesma foram, Larriba et al. 

(2015), ao avaliarem a expressão diferencial de genes em raízes de cevada colonizadas 

endofiticamente por P. chlamydosporia, relataram a regulação positiva de genes relacionados 

à via de sinalização do ABA, porém esses dados não foram discutidos. O ABA está relacionado 
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à resposta ao estresse biótico e abiótico e é um importante hormônio para a interação planta-

microrganismo, podendo levar à suscetibilidade ou resistência à infecção (Bostock et al., 2014). 

Apesar da ambiguidade do papel do ABA na interação planta-microrganismo, em estudos com 

patógenos fúngicos, foi observado que o pré-tratamento em plantas com ABA anulou a 

resistência ao patógeno, suprimiu o acúmulo de fitoalexinas e as respostas de defesa (Cahill e 

Ward, 1989; McDonald e Cahill, 1999; Mohr e Cahill, 2001). O acúmulo de ABA em plantas 

de 7 dai tratadas com P. chlamydosporia pode ser reflexo da atividade do fungo no 

estabelecimento do crescimento endofítico, limitando as respostas de defesa das plantas ao seu 

progresso nos tecidos.  

A aplicação simultânea de P. chlamydosporia em sulco de plantio com a semeadura da 

soja aumentou a concentração do JA e SA no segundo ponto de coleta (denominado 15 dai) e 

reprimiu a produção do IAA, e regulou negativa da expressão dos genes CHAL, PR1, OPR3 e 

KIT, quando comparada às raízes de plantas testemunhas. O IAA também foi regulado 

negativamente aos 7 e 60 dai nas raízes.  Esse hormônio está relacionado ao desenvolvimento 

vegetal (Duca et al., 2014) e pode estar correlacionado à promoção de crescimento em plantas 

tratadas com P. chlamydosporia, devido à capacidade do fungo sintetizar IAA in vitro (Zavala-

Gonzalez et al., 2015; Mingot-Ureta et al., 2020; Monteiro et al., 2020). Zavala-Gonzalez et al., 

(2015) observaram que diferentes isolados promoveram o crescimento vegetal em tomateiro e 

que a produção de IAA por P. chlamydosporia variou de acordo com o isolado avaliado. Porém, 

em nossos experimentos, além da regulação negativa, não observamos promoção de 

crescimento vegetal em plantas de soja tratadas com P. chlamydosporia (dados não mostrados). 

Aos 15 dai, P. chlamydosporia modifica a hosmeostase do JA e SA em plantas de soja. 

Em trabalhos anteriores, já foi relatada a influência de P. chlamydosporia sobre esses 

hormônios em monocotiledônea e dicotiledônea (Tolba et al., 2021). Além da participação 

desses hormônios nas vias de defesa, JA e AS estão relacionados ao desenvolvimento vegetal 

e ao controle do crescimento de endofíticos em tecidos das raízes. O JA é conhecido como 

importante hormônio que mantém as plantas em estado de priming – pré-condicionamento das 

plantas para responder de forma mais rápida e efetiva a estresses bióticos e abióticos (Balmer 

et al., 2015) – e por conter a colonização endofiíica de microrganismos (Zavala-Gonzalez et al., 

2017).  

 Zavala-Gonzalez et al., (2017), ao avaliarem o efeito de P. chlamydosporia sobre a 

hosmeostase do JA em plantas, observaram que, além da induzir a redução do tempo floração 

e melhoria do rendimento, houve uma correlação positiva do aumento de JA e retenção do 

crescimento de P. chlamydosporia em raiz de Arabidopsis thaliana e que, quando ocorria a 
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supercolonização em plantas mutantes, estas apresentaram menor desenvolvimento quando 

comparadas à plantas selvagens, possivelmente devido à competição por nutrientes entre o 

fungo endofítico e a planta. Após a percepção do fungo mutualista e a ativação do sistema de 

defesa da planta, pode ocorrer a redução da JA nos tecidos, o que também foi observado em 

outros trabalhos e em nossos experimentos em plantas ao 60 dai inoculadas com P. 

chlamydosporia (Zavala-Gonzalez et al., 2017; Gouveia et al., 2022ª,b). Possivelmente, aos 15 

dai, as plantas estão produzindo maior quantidade de JA como objetivo de regular o crescimento 

endofítico P. chlamydosporia para que não haja competição de nutrientes, enquanto as vias de 

defesa das plantas são silenciadas para que o fungo não sofra com arsenal enzimático e 

metabólico e, assim, consiga crescer nos tecidos.  

Observamos que a presença endofítica de P. chlamydosporia nas raízes de soja regulou 

positivamente a via de defesa SAR dos 30 aos 60 dai e que, possivelmente, houve aumento de 

flavonoides nas raízes. O aumento de SA aos 30 dai é indício de que a SAR está regulada 

positivamente, sendo essa confirmada pelo acúmulo de CFT aos 60 dai. Os CFT podem ser 

direcionados pelo sistema de defesa da planta para a produção de lignina, fortificando a parede 

celular e/ou ativando a via de produção de flavonoides, que são compostos metabólicos 

secundários com atividade antimicrobiana (Dixon, 2001; Chin et al., 2018). Nesse caso, não 

observamos o aumento de LATG, que indicaria mais lignina, mas, sim, a regulação positiva de 

CHAL, um percursor dos flavonoides. Os flavonoides são metabólitos secundários envolvidos 

na resposta a estresses bióticos e abióticos e que podem desempenhar papel importante na 

nutrição das plantas (Cesco et al., 2010). Gouveia et al., (2022ª), ao estudarem perfil hormonal 

de tomateiro com P. chlamydosporia endofítica, relataram o aumento de CFT e flavonoides aos 

24 e 44 dias após a inoculação do fungo. Ademais, observaram maior produção de rutina, um 

flavonoide relacionado ao crescimento vegetal e à mortalidade de J2 de Meloidogyne incognita.  

Finalmente, aos 60 dai, P. chlamydosporia, isoladamente, reduziu  a produção dos 

hormônios vegetais avaliados – SA, JA, IAA e ABA –, porém ativou a ISR, uma vez que foi 

notada a regulação positiva de LOX, ACO e BBI. As enzimas da família das lipoxigenases são 

importantes para o crescimento vegetal e para a regulação do sistema de defesa das plantas, por 

estarem envolvidas na rota de defesa dependente de JA, que tem efeito contra patógenos. A 

enzima lipoxigenase utiliza o ácido linolênico como substrato para desencadear resposta de 

defesa e culminar no acúmulo de JA em plantas (Porta et al., 2002). Posteriormente, assim como 

o acúmulo de JA, pode ocorrer a indução a inibidores de proteases, como o inibidor de serino 

de Bowman-Birk (BBI). De fato, observamos a regulação positiva do gene BBI aos 60 dai. Os 

inibidores de proteases regulam a proteases endógenas quando a plantas são expostas ao ataque 
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de insetos e nematoides (Ryan, 1980; Bozbuga, 2021). Os inibidores de proteases podem afetar 

a digestão, o desenvolvimento e a reprodução de organismos antagonistas às plantas, 

melhorando a resistência destas (Urwin et al., 1995, 1998; Lopes et al., 2004; Rashed et al., 

2008). Vale salientar que, como resposta de defesa, ocorre a interação entre etileno e ácido 

jasmônico. Plantas deficientes na produção de etileno afetam negativamente a resposta mediada 

por JA e de inibidores de proteases (Dong et al., 1998). Dong et al. (1998) observaram também 

plantas de tomate mutantes deficientes em ACO não induzem a produção de inibidores de 

proteases, reafirmando a importância do etileno em combinação com JA para tornar as plantas 

mais resistentes. Aqui, observamos que P. chlamydosporia induz a ISR por meio da regulação 

positiva de LOX e ACO, culminado na regulação positiva de BBI.  

4.2 – Alterações nas vias de defesa dependentes do ácido salicílico e do ácido 

jasmônico em plantas de soja infectadas por P. brachyurus 

Pelo teste de coloração, havia uma população de P. brachyurus dentro do sistema 

radicular da soja. Essa população cresceu ao longo do tempo avaliado, chegando a ter até 36% 

mais nematoides nas plantas testemunhas em relação ao número inoculado. Ao entrar nos 

tecidos e se alimentar, o nematoide causa danos severos – rompimento de membrana plasmática 

– nos tecidos e estressa a planta, como expresso nas respostas de defesa quando analisamos 

hormônios e genes da soja que são relacionados à via do SAR ou ISR. Pela SAR, aos 7 dai, 

ocorreu a regulação positiva de ICS, FAL, CHAL, enquanto ISR ocorreu a regulação positiva 

de OPR3, ACS e BBI.  

A ativação SAR pode ser verificada pelo metabolismo secundário das plantas. Quando 

essa via está ativada, pode, por exemplo, ocorrer o acúmulo de SA com subsequente regulação 

positiva do gene PR1, que é um marcador molecular para SAR (Linthorst e Van Loon, 1991). 

Outra alternativa é a quantificação de CFT e subsequente aumento de LATG ou ativação da via 

dos flavonoides, já discutida anteriormente. Possivelmente, as plantas responderam ao ataque 

de P. brachyurus pela regulação positiva da via dos flavonoides, como exposto pela regulação 

positiva do gene CHAL, visto que os flavonoides podem atuar sobre nematoide por meio da 

redução da motilidade, da repelência das raízes ou, até mesmo, os matando (Chin et al., 2018). 

Para Pratylenchus, já foi observado que em plantas em que o nematoide tem baixo fator de 

reprodução havia maiores quantidades de flavonoides que em plantas mais susceptíveis, 

afetando a mobilidade e a reprodução dos nematoides (Baldridge et al., 1998; Rahaman et al., 

2021). Outros resultados demostraram que, apesar da presença de flavonoides, esses não foram 
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capazes de conter Pratylenchus (Wutts et al., 2006), o que se assemelham aos nossos dados em 

plantas com apenas nematoides, visto que os nematoides penetraram e reproduziram nas plantas 

de soja avaliadas.  

Houve resposta por meio da ISR em plantas com P. bravhyurus aos 7 dai, como notado 

pela regulação positiva do gene inibidores de proteinase do tipo Bowman-Birk (BBI). 

Proteinases dessa família já são conhecidas por atuarem na defesa contra insetos, sendo suas 

principais funções conhecidas: regular proteases endógenas, reservar sulfurados e causar efeito 

antinutricional em insetos por meio da inibição da atividade proteolítica das enzimas digestivas, 

interferindo no desenvolvimento e reprodução (Bowman, 1946; Birk, et al., 1963; 

Pompermayer et al., 2003). Há relato de que ocorre maior expressão de genes de inibidores 

proteases e maior secreção de BBI em exsudatos de raízes confrontadas com nematoides. A 

redução da taxa de eclosão e a expressão de inibidores de proteinases em plantas transgênicas é 

vital como mecanismo de controle de nematoides (Rashed et al., 2008; Rocha et al., 2015; 

Lacerda et al., 2017).   

Aos 30 dai, ocorreu o acúmulo de CFT e o antagonismo de JA e AS, como já conhecido 

na literatura. O antagonismo de JA e SA permaneceu aos 60 dai e ficou evidente a supressão da 

SAR, enquanto a ISR permaneceu ativa contra a infecção do nematoide. Possivelmente, a 

regulação positiva de FAL ocasionou o aumento de CFT nos tecidos radiculares colonizados 

por P. brachyurus. Esses compostos secundários têm efeito conhecido sobre nematoides de 

hábito sedentário e migratório, reduzindo a eclosão e a penetração nos tecidos e causando 

mortalidade (Ohri e Pannu, 2010).  

A resposta à infecção de P. brachyurus foi observada aos 7 dai pela expressão de genes 

relacionados às duas vias de defesa, sendo a ISR regulada positivamente até os 60 dai (última 

avaliação). Apesar da planta responder de forma ativa ao ataque dos nematoides, isso não foi 

suficiente para impedir a penetração, a migração e a reprodução deles. Desse modo, percebe-se 

que alternativas que auxiliem a planta a responder com maior robustez, como a presença de 

fungos nematófagos endofíticos, a fim de manejar esses organismos prejudiciais é muito 

importante.  
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4.3 – Alterações nas vias de defesa dependentes do ácido salicílico e do ácido 

jasmônico em plantas de soja tratadas com P. chlamydosporia e infectadas por P. 

brachyurus 

Quando os dois microrganismos foram combinados, notamos que P. chlamydosporia 

não foi eficiente em conter a penetração de P. brachyurus no sistema radicular da soja (7 e 15 

dai), porém houve redução da população aos 30 e 60 dai, em comparação à testemunha. Ao 

analisar as vias de defesa, aos 30 dai ocorreu maior produção de CFT no tratamento em que os 

dois organismos estavam combinados, mas não se diferenciou do tratamento apenas com 

nematoides. Possivelmente, tal indução ao acúmulo de CFT foi independente da presença do 

fungo de controle biológico, uma vez que P. brachyurus induz ao aumento de CFT. Outro 

aspecto importante é que, aos 15 dai, quando comparado ao tratamento em que o fungo e 

nematoides estão no interior do sistema radicular, ocorreu maior quantidade de LATG em 

relação à testemunha e aos tratamentos em que os organismos estavam isolados. Desse modo, 

é possível inferir que a infestação prévia do solo com P. chlamydosporia a pode induzir as 

plantas a maior lignificação dos tecidos das raízes antes da infecção pelos NPPs. Parede celular 

com maior teor de lignina pode dificultar a penetração, a movimentação e a alimentação das 

células pelo nematoides, o que pode ter afetado o número de P. brachyurus no sistema radicular 

aos 30 dai. 

Aos 30 dai, é notável a alta expressão do gene CHAL em Pc + Pb em relação à 

testemunha e aos outros tratamentos, chegando expressar até cinco vezes mais do que em 

plantas apenas com nematoides. Ademais, aos 30 dai houve a redução significativa da 

população de P. brachyurus em plantas que receberam previamente clamidósporos de P. 

chlamydosporia.  

Anteriormente, foi discutido os efeitos de flavonoides sobre a população de nematoides 

e foi relatado que a alta regulação dessa via aos 7 dai não foi capaz de conter a penetração de 

P. brachuyurus. No entanto, o aumento da concentração de flavonoides combinado com outros 

metabólitos, como a regulação positiva de SA, JA, ABA, CFT, LATG, pode ter sido crucial 

para afetar a nutrição e reprodução dos nematoides. Vale salientar que os flavonoides são 

inibidores do transporte de auxina nos tecidos vegetais (Jones et al., 2007), o que pode estar 

correlacionado com a baixa quantidade de IAA observado ao longo de todo o experimento. 

No geral, plantas de soja que são confrontadas com P. chlamydosporia e P. brachyurus 

têm diversas modificações em suas vias de defesa. As plantas podem provocar essas 

modificações com o objetivo de impedir o estabelecimento da relação simbiótica – benéfica ou 
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não-benéfica – ou até mesmo o fungo e nematoide podem causar essas modificações com a 

finalidade de silenciar ou atenuação das respostas de defesa das plantas, com o intuito de 

estabelecerem uma relação endofítica (mutualista ou parasita) com as plantas. Desse modo, 

pode-se afirmar que P. chlamydosporia e P. brachyurus alteram as vias de defesa dependes de 

SA e JA. O mesmo ocorre quando os dois organismos estão simultaneamente presentes nas 

plantas, alterando diversos genes relacionados a SAR e a ISR. Diferentemente do que ocorre 

em plantas inoculadas somente com nematoide, a presença de P. chlamydosporia reduz o 

número de indivíduos de P. brachyurus em raízes de soja, altera de forma expressiva a 

quantidade de lignina e ativa a via dos flavonoides. Tanto a lignina quanto os metabólitos 

presentes na via dos flavonoides podem impedir a mobilidade e causar morte de P. brachyurus. 

Assim, esse é um dos mecanismos indiretos que possibilita P. chlamydosporia conter o aumento 

populacional de P. brachyurus em raízes de soja.  

 

5. CONCLUSÃO 

Pochonia chlamydosporia é um agente de biocontrole capaz de conter o aumento da 

população de Pratylenchus brachyurus infectantes em soja. Tanto P. chlamydosporia como P. 

brachyurus ocasionam diversas modificações a nível de metabolismo secundário nas vias de 

defesa dependentes de ácido salicílico e ácido jasmônico. Além disso, a combinação desses dois 

microrganismos nas plantas ocasiona maior lignificação e ativação de gene relacionado a via 

dos flavonoides, podendo ser esse um possível mecanismo indireto de P. chlamydosporia para 

controlar nematoides do gênero P. brachyurus em soja.
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MATERIAL SUPLEMENTAR 1 (S1) 

 
Tabela 1 – Caracterização química do solo usado no experimento em casa de vegetação. 

pH 
H2O  

pH 
KCl  

P K Ca2+ Mg2+ Al3+ 

mg/dm3 mg/dm3 cmolc/dm3 cmolc/dm3 cmolc/dm3 

6,74 6,02 37,8 35 1,46 0,56 0 
       

H + Al SB t T V MO P-Rem 

cmolc/dm3 cmolc/dm3 cmolc/dm3 cmolc/dm3 % dag/kg mg/L 

0,8 2,11 2,11 2,91 72,5 0,41 26,1 
pH da água na relação solo/solução de 1:2,5; P e K – Extrator Mehlich-1; extrator de Ca2+, Mg2+, Al3+ - 
KCl (1,0 mol L-1); H+Al – Extrator de Acetato de Cálcio 0,5 mol L-1 (pH 7,0); MO- Matéria Orgânica. 
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MATERIAL SUPLEMENTAR 2 (S2) 

Tabela 2 – Genes e suas sequências de primer analisados nas raízes de plantas de soja não tratadas ou tratadas com Pochonia chlamydosporia e inoculadas ou 
não inoculado com Pratylenchus brachyurus usando PCR de transcrição reversa quantitativa. F – Sentido 5’ – 3’; R – Antisentido 5’ – 3’

Resistência Sistêmica Adquirida 
Gene Alvo Sentido 5’-3’ Primer Referência 

Isochorismato sintase 
(ICS1) 

Biossíntese do ácido salicílico 
F GAAACAGTACAGTCCCTGCT 

Einhardt et al., 2020 
R TGTGGCTGGGAAAAGAAAAC 

Chalcona isomerase 
(CHAL) 

Biossíntese dos flavonóides 
F GTTTCCCCTGCTTTGAAAGAGA 

Cruz, 2020 
R GGATTGGCCTCTAACTCTTTGAAG 

Fenilalanina amônia-liase 
(FAL) 

Via do fenilpropanóides 
F GTGCAAGGGCTGCTTATG 

Gao et al., 2018 
R CCCAGTCCCTAATTCCTCTC 

Proteína relacionada à 
patogênese (PR1) 

Marcador para SAR 
F GCATCATGAATTTAGCCAACG 

Youssef et al., 2013 
R TTCCAGGTGACCAAGCAAGT 

Resistência Sistêmica Induzida 
Ácido 1-carboxílico-1-

aminociclopropano oxidase 
(ACO) 

Biossíntese do etileno 

F CCAATGCGCCATTCCATTGTTG 

Rodrigues et al., 2022 

R TGAGGCTACGGACATTCTGGTC 

Ácido 1-carboxílico-1-
aminociclopropano sintase 

(ACS) 

F CTCTTAACCTTCATTCTTGCTAACC 

R TTGCTTCTGCTTCTTTGTATGC 
12-Oxofitodienoato 
redutase 3 (OPR3) Biossíntese do ácido jasmônico 

F GTGTATCAGCCTGGTGGG 
R GCACGAGGCTCTGGATAG 

Inibidor da tripsina de 
Kunitz (KTI) 

Inibidores de tripsina 
F AAAGGGCGGCGGAATAGA 

Rashed et al., 2008 
R CTGGCAGACCCTTGAGAATAAC 

Inibidores de serino de 
Bowman-Birk (BBI) 

Inibidores de serino protease 
F AATAATGAGCATGTTCCAGTG 
R GGCCTAGTAGCTTTTATTCATT 

Lipoxigenase (LOX) Início da RSI 
F ATGTTCACCCGTATCATGTTCA 

Ibrahim et al., 2011 
R GGGTATCAAATCCAAGTTGGTG 

Gene constitutivo 

Ubiquitina (UBIQ) Gene constitutivo 
F TGTAATGTTGGATGTGTTCCC 

Einhardt et al., 2020 
R GGGACACAATTGAGTTCAACA 
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MATERIAL SUPLEMENTAR 3 (S3a)  

  
Material suplementar S3a - Expressão relativa de genes relacionados à defesa mediada pela resistência sistêmica adquirida  
(SAR) (7 dias após a inoculação) em raízes de soja tratadas com o nematoide Pratylenchus brachyurus (Pb) ou com o fungo 
Pochonia chlamydosporia (Pc) e com a combinação dos dois microrganismos (Pc + Pb). A testemunha corresponde às 
plantas que não receberam o fungo ou nematoide. Colunas com a mesma letra não são estatisticamente diferentes pelo teste 
de Tukey (p < 0,05). As colunas com * indicam que o tratamento diferiu do Controle, pelo teste Dunnett (α = 0,05).  
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 MATERIAL SUPLEMENTAR 4 (S3b)  
 

 
Material suplementar S3b - Expressão relativa de genes relacionados à defesa mediada pela resistência sistêmica induzida  
(ISR) (7 dias após a inoculação) em raízes de soja tratadas com o nematoide Pratylenchus brachyurus (Pb) ou com o 
fungo Pochonia chlamydosporia (Pc) e com a combinação dos dois microrganismos (Pc + Pb). A testemunha corresponde 
às plantas que não receberam o fungo ou nematoide. Colunas com a mesma letra não são estatisticamente diferentes pelo 
teste de Tukey (p < 0,05).  
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MATERIAL SUPLEMENTAR 4 (S4a)  
 

 Material suplementar S4a - Expressão relativa de genes relacionados à defesa mediada pela resistência sistêmica adquirida  
(SAR) (15 dias após a inoculação) em raízes de soja tratadas com o nematoide Pratylenchus brachyurus (Pb) ou com o 
fungo Pochonia chlamydosporia (Pc) e com a combinação dos dois microrganismos (Pc + Pb). A testemunha corresponde 
às plantas que não receberam o fungo ou nematoide. Colunas com a mesma letra não são estatisticamente diferentes pelo 
teste de Tukey (p < 0,05).  
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MATERIAL SUPLEMENTAR 4 (S4b) 

Material suplementar S4b - Expressão relativa de genes relacionados à defesa mediada pela resistência sistêmica induzida  
(ISR) (15 dias após a inoculação) em raízes de soja tratadas com o nematoide Pratylenchus brachyurus (Pb) ou com o 
fungo Pochonia chlamydosporia (Pc) e com a combinação dos dois microrganismos (Pc + Pb). A testemunha corresponde 
às plantas que não receberam o fungo ou nematoide. Colunas com a mesma letra não são estatisticamente diferentes pelo 
teste de Tukey (p < 0,05).  
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MATERIAL SUPLEMENTAR 5 (S5a)  

  
Material suplementar S5a - Expressão relativa de genes relacionados à defesa mediada pela resistência sistêmica adquirida  (SAR) (30 dias 
após a inoculação) em raízes de soja tratadas com o nematoide Pratylenchus brachyurus (Pb) ou com o fungo Pochonia chlamydosporia 
(Pc) e com a combinação dos dois microrganismos (Pc + Pb). A testemunha corresponde às plantas que não receberam o fungo ou 
nematoide. Colunas com a mesma letra não são estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).  



77 
 

 

MATERIAL SUPLEMENTAR 5 (S5b)  

 

Material suplementar S5b - Expressão relativa de genes relacionados à defesa mediada pela resistência sistêmica induzida  (ISR) 
(30 dias após a inoculação) em raízes de soja tratadas com o nematoide Pratylenchus brachyurus (Pb) ou com o fungo Pochonia 

chlamydosporia (Pc) e com a combinação dos dois microrganismos (Pc + Pb). A testemunha corresponde às plantas que não 
receberam o fungo ou nematoide. Colunas com a mesma letra não são estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).  
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MATERIAL SUPLEMENTAR 6 (S6a)  

 
Material suplementar S6a - Expressão relativa de genes relacionados à defesa mediada pela resistência sistêmica adquirida  (SAR) 
(60 dias após a inoculação) em raízes de soja tratadas com o nematoide Pratylenchus brachyurus (Pb) ou com o fungo Pochonia 

chlamydosporia (Pc) e com a combinação dos dois microrganismos (Pc + Pb). A testemunha corresponde às plantas que não 
receberam o fungo ou nematoide. Colunas com a mesma letra não são estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).  
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MATERIAL SUPLEMENTAR 6 (S6b)  

Material suplementar S6b - Expressão relativa de genes relacionados à defesa mediada pela resistência sistêmica 
induzida  (ISR) (60 dias após a inoculação) em raízes de soja tratadas com o nematoide Pratylenchus brachyurus (Pb) 
ou com o fungo Pochonia chlamydosporia (Pc) e com a combinação dos dois microrganismos (Pc + Pb). A testemunha 
corresponde às plantas que não receberam o fungo ou nematoide. Colunas com a mesma letra não são estatisticamente 
diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).  
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CAPÍTULO 2 

Mecanismos envolvidos no controle de nematoides em soja por Bacillus thuringiensis



81 
 

 

RESUMO 

 A soja é uma cultura de grande importância mundial, uma vez que essa é a principal fonte de 

farelo proteico e de óleo vegetal. Porém, a atividade de nematoides parasitas de plantas (PPNs) 

sobre essa cultura ocasiona perdas significativas na produção de grãos, resultando na busca por 

microrganismos antagonistas para reduzir as populações desses nematoides de forma eficiente 

e sustentável. Desse modo, neste artigo, foi investigado o potencial de quatro isolados de 

Bacillus thuringiensis – e de seus metabólitos – em reduzir populações de Meloidogyne 

javanica, Heterodera glycines e Pratylenchus brachyurus na soja. Também foi investigado o 

potencial desses isolados de se associarem às raízes e de induzir resistência sistêmica em soja. 

Para isso, os experimentos de biocontrole com as células bacterianas e com os metabólitos de 

B. thuringiensis foram conduzidos em casa de vegetação. Plantas tratadas ou não com B. 

thuringiensis foram confrontadas com M. javanica, P. brachyurus ou H. glycines para se avaliar 

a expressão de genes de defesa da soja, a concentração de compostos fenólicos totais (TSP) e 

de derivados de lignina-ácido tioglicólico (LGTA). Os isolados de B. thuringiensis foram 

eficientes em reduzir a população dos nematoides de 25,8 a 55,9% em relação ao tratamento 

controle. O mesmo potencial foi observado para os metabólitos, chegando a reprimir 

completamente a eclosão dos nematoides. Os isolados testados cresceram sobre as raízes de 

soja, criando um biofilme, que pode estar relacionado com a redução da população de PPNs. 

Por fim, a avaliação dos genes relacionados à defesa e a TSP e LGTA, evidenciaram o potencial 

de B. thuringiensis em induzir resistência em plantas contra PPNs. Bacillus thuringiensis foi 

capaz de reduzir a população dos principais nematoides parasitas da soja, por meio de produtos 

do seu metabolismo e por induzir resistência sistêmica em plantas. 

 

 

Palavras-chave: Controle biológico. Bacillus thuringiensis. Heterodera glycines. 

Meloidogyne javanica. Pratylenchus brachyurus. Indução de resistência. Soja.
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ABSTRACT 

 Soybean is a crop of great importance worldwide, since it is the main source of protein meal 

and vegetable oil. However, the activity of plant parasitic nematodes (PPNs) on this crop causes 

significant losses in grain production, resulting in the search for antagonistic microorganisms 

to reduce the populations of these nematodes in an efficient and sustainable way. Thus, in this 

article, the potential of four Bacillus thuringiensis isolates – and their metabolites – to reduce 

populations of Meloidogyne javanica, Heterodera glycines and Pratylenchus brachyurus in 

soybean was investigated. The potential of these isolates to associate with roots, to promote 

plant growth and to induce systemic resistance in soybean was also investigated. For this, 

biocontrol experiments with bacterial cells and with B. thuringiensis metabolites were carried 

out in a greenhouse. Plants treated or not with B. thuringiensis were confronted with M. 

javanica, P. brachyurus or H. glycines to evaluate the expression of soybean defense genes, the 

concentration of total phenolic compounds (TSP) and derivatives of lignin-thioglycolic acid 

(LGTA). The B. thuringiensis isolates were efficient in reducing the population of nematodes 

from 25.8 to 55.9% in relation to the control treatment. The metabolites also presented a 

negative effect on the nematodes, to the point of completely repressing the hatching of 

juveniles. The tested isolates grew on soybean roots, creating a biofilm, which may be related 

to the reduction in the population of PPNs. Finally, the evaluation of genes related to defense 

and TSP and LGTA, evidenced the potential of B. thuringiensis to induce resistance in plants 

against PPNs. Bacillus thuringiensis was able to reduce the population of the main parasitic 

nematodes of soybean, through products of their metabolism and by inducing systemic 

resistance in plants. 

 

 

Key words: Biological control. Bacillus thuringiensis. Heterodera glycines. 

Meloidogyne javanica. Pratylenchus brachyurus. Resistance induction. Soybean.
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1. INTRODUÇÃO 

A cultura da soja está entre os dez cultivos de maior importância econômica em nível 

mundial, já que esta é a principal fonte de farelo proteico e de óleo vegetal (Bezerra et al., 2015; 

Jia et al., 2020). O Brasil é atualmente o maior produtor e exportador de soja, produzindo 

121,79 milhões de toneladas em 38,502 milhões de hectares (FAOSTAT, 2020; CONAB, 

2021). Apesar disso, essa cultura é hospedeira de diversos patógenos e pragas, o que podem 

acarretar o aumento do custo de produção e na redução da produtividade e da qualidade dos 

grãos (Sediyama et al., 2015). Dentre os organismos que causam prejuízos na produção de grãos 

de soja, pode-se destacar os nematoides parasitas de plantas (PPNs), que, de acordo com 

estimativas, podem ocasionar perdas de até 10,6% na produção mundial de soja (Silva et al., 

2006). São conhecidos, até o momento, 100 espécies de PPNs contabilizadas em 50 gêneros 

capazes de parasitar a soja, porém, as espécies Meloidogyne javanica, Heterodera glycines e 

Pratylenchus brachyurus se destacam por serem altamente agressivos à soja, apresentarem alta 

taxa de reprodução e estarem amplamente distribuídos em campos de produção dessa cultura 

(Dias et al., 2010; Jones et al., 2013)..  

Meloidogyne javanica e H. glycines são nematoides endoparasitas sedentários, que após 

o juvenil de segundo estádio (J2) penetrar nas raízes, inicia a alimentação em células que irão 

se diferenciar para se tornarem sítios de alimentação desse nematoides. Porém, esses gêneros 

induzem a formação do local de alimentação de forma diferente, por meio da liberação de 

toxinas nas células e interferência na expressão genes da planta (Haegeman et al., 2012; Hewezi 

e Baum, 2013). O sítio de alimentação formado por M. javanica é chamado de células gigantes, 

resultantes de aumento do tamanho e número de núcleos das células, já H. glycines induz a 

formação dos sincícios por meio da dissolução das paredes celulares de células adjacentes e 

fusão de protoplastos. Outra diferença entre estes nematoides é que as fêmeas de H. glycines 

após a morte tornam-se estrutura de resistência para seus ovos. Tal estrutura é chamada de cisto 

(Niblack et al., 2006), mas M. javanica não produz estrutura de resistência. Pratylenchus 

brachyurus é um nematoide endoparasita migrador, o que significa que após penetrarem o 

tecido radicular, os indivíduos se movimentam pelos tecidos alimentando-se das células 

vegetais e ovipositando dentro e fora das raízes. Tal comportamento acarreta a formação de 

galerias necróticas nas raízes, o que faz com que esse nematoide seja conhecido como 

nematoide-das-lesões radiculares (Castillo e Vovlas, 2007). 
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Diversas técnicas como o controle químico, controle cultural, controle genético e o 

controle biológico são empregas de forma integrativa a fim de reduzir a população desses 

microrganismos no solo e, consequentemente, garantir a produção (Macedo et al., 2012). Dentre 

essas técnicas, o controle biológico, que consiste na introdução artificial de antagonistas no 

ambiente ou no estímulo do desenvolvimento de microrganismos nativos (Baker e Cook, 1974) 

vem ganhando notoriedade devido à busca incessante por parte de pesquisadores por 

microrganismos eficientes no manejo de nematoides e desenvolvimento de bionematicidas para 

serem disponibilizdos para uso no mercado. Bactérias e fungos são comumente mais utilizados 

devido à facilidade de produção massal e por serem altamente eficientes, porém as bactérias 

são mais frequentes e representam 80% dos produtos registrados no Brasil, sendo, dentre esses, 

apenas um registro não pertencente ao gênero Bacillus. Bacillus firmus, B. methylotrophicus, 

B. lichenformis, B. amyloliquenfaciens, B. subtilis, B. paralicheniformis e B. velezensis,isolados 

ou em combinação, são exaustivamente estudados para o manejo de nematoides e compõem o 

princípio ativo dos produtos registrados no Brasil, e atualmente um único isolado da espécie B. 

thuringiensis, em combinação com outras bactérias do mesmo gênero, compõe o princípio ativo 

de dois produtos registrados no ministério da agricultura, pecuária e abastecimento (MAPA) 

(AGROFIT, 2022), carecendo de variedade de isolados desta espécie para esta finalidade. A 

bactéria B. thuringiensis está estreitamente relacionada com a história do controle biológico de 

pragas agrícolas (Beegle e Yamamoto, 1992). Essa espécie de  bactéria foi descrita em 1901 no 

Japão como a responsável por causar prejuízos ao infectar o bicho-da-seda (Bombyx mori). 

Posteriormente, B. thuringiensis passou a ser comercializado como produto agrícola para o 

controle de diversos insetos-pragas e, atualmente, com as ferramentas de biologia molecular, 

plantas geneticamente modificadas expressam a proteína cristal (Cry) de B. thuringiensis, que 

são tóxicas a diversas ordens de insetos, mas não aos seres humanos (Roh et al., 2007). Essas 

proteínas, Cry, causam a abertura de poros na membrana plasmática e o desequilíbrio osmótico, 

acarretando a lise celular e a morte do hospedeiro (Melo et al., 2014). Na fitonematologia, a 

eficiência de B. thuringiensis como agente biocontrole de nematoide já foi confirmado e plantas 

geneticamente modificadas resistentes ao parasitismo de nematoides devido à atividade 

nematicida de proteínas Cry já foram desenvolvidas experimentalmente  (Li et al., 2008; Yu et 

al., 2008; Zi-Quan et al., 2008).  

Os modos de ação de bactérias antagonistas a PPNs abrangem  parasitismo direto 

(restrito ao gênero Pasteuria), competição, produção de compostos tóxicos  e indução de 

resistência sistêmica. Um exemplo de competição, seria a formação de biofilme bacteriano 
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sobre as raízes, dificultado ou impedido a localização e a penetração do nematoides nas raízes. 

Em relação à indução de resistência, quando plantas de tomateiro são tratadas com metabólitos, 

ou diretamente com B. thuringiensis, ocorre maior expressão de genes e atividade de enzimas 

relacionadas à defesa, reduzindo, assim, a severidade de infecções por Rasltonia solanacearum 

e Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Akram et al., 2013; Takahashi et al., 2014; Yoshida et 

al., 2019). Desse modo, justifica-se avaliar a expressão de genes relacionados à defesa em 

plantas de soja tratadas com B. thuringiensis para comprovar se essa bactéria atua como 

indutora de resistência a PPNs.  

Dessa forma, nesse trabalho, foi investigado o potencial nematicida de quatro isolados 

bacterianos de B. thuringiensis no manejo de nematoides importantes da soja – M. javanica, H. 

glycines e P. brachyurus. Posteriormente, foram avaliados o potencial dos metabólitos 

secundários produzidos por esses isolados em conter a população desses nematoides, a 

rizocompetência dos isolados, a capacidade de promover crescimento em plantas de soja e, por 

último, a expressão diferencial de genes relacionados à via de defesa mediada pelo ácido 

salicílico e ácido jasmônico em plantas de soja tratadas B. thuringiensis e/ou PPNs, a fim de 

elucidar seus mecanismos de ação. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Obtenção de inóculo de Meloidogyne javanica, Heterodera glycines e 

Pratylenchus brachyurus 

As populações puras de Pratylenchus brachyurus (Goiás – Brasil), Meloidogyne 

javanica (Viçosa – Minas Gerais, Brasil) e Heterodera glycines (Goiás – Brasil) foram mantidas 

em casa de vegetação em plantas suscetíveis. Sendo assim, P. brachyurus foi mantido em 

plantas de sorgo, M. javanica em tomateiro e H. glycines em soja. A obtenção de ovos de M. 

javanica foi por meio da técnica descrita por Hussey e Barker (1973), modificada por Bonetti 

e Ferraz, (1981), enquanto a extração de ovos de H. glycines foi feita seguindo a metodologia 

descrita em Machado e Silva (2019). A extração de espécimes de P. brachyurus ocorreu como 

descrito por Coolen e D’Herde (1972). Posteriormente a isso, com auxílio da câmara de Peters, 

foi feita a calibração da suspensão aquosa contendo ovos ou espécimes dos PPNs para posterior 

inoculação das plantas pela infestação do solo.  

Para obtenção dos juvenis de segundo estádio (J2), ovos de M. javanica e ovos de H. 

glycines foram depositados em câmara de eclosão contendo 0,1M de ZnSo4.7H20 a 27 °C por 
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3 dias (Acedo e Dropkin, 1982; Tefft e Bone, 1984). Após isso, os J2 foram recolhidos, lavados 

em água corrente e recuperados em peneira de malha de abertura de 25 µm. Logo após, os J2 

foram centrifugados a 6000 rpm por 7s e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, os J2 

foram suspendidos em 200 µL de uma solução contendo cloranfenicol a 300 µg/mL, nistidina 

a 50 µg/mL e penicilina 200 µg/mL, onde foram mantidos por 20 min em temperatura ambiente. 

O processo de centrifugar e ressuspender os J2 em antibiótico foi repetido por 3 vezes, sendo, 

por fim, suspendidos em água esterilizada. Assim como J2 de M. javanica e os J2 de H. glycines, 

espécimes de P. brachyurus também foram desinfestados em solução contendo antibióticos.  

Para os testes em condições de in vitro, ovos de M. javanica foram centrifugados em 

sacarose (Jenkins, 1964) e foram desinfestados em antibióticos, como descrito anteriormente.  

2.2. Obtenção, cultivo e calibração da suspensão de B. thuringiensis 

2.2.1. Os isolados e o seu cultivo em meio de cultura: foram utilizados nesse estudo 

quatro isolados bacterianos de B. thuringiensis da coleção do Laboratório de Genética de 

Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA) do Departamento de Biologia Aplicada à 

Agropecuária da Unesp, Campus de Jaboticabal. Os isolados foram denominados: T03, M51, 

Br58 e T13. Inicialmente, as bactérias armazenadas em sílica-gel foram reativadas em meio 

cultivo LB líquido a 2% (M/V) previamente esterilizado e mantidas a 180 rpm, por 48h a 28 

°C.  Para todos os ensaios experimentais posteriores, seguiu-se o mesmo processo de 

crescimento bacteriano, em meio LB líquido a 2% (M/V)  a 180 rpm, por 48h a 28 °C. 

2.2.2. Calibração da suspensão bacteriana: em Erlenmeyer de 50 mL de capacidade 

foi adicionado 25 mL de meio LB a 2% (M/V)  e, posteriormente, feita a esterilização seguindo 

as recomendações de Zauza et al., (2016). Após isso, foi adicionado células bacterianas do 

isolado Br58 e mantidos a 180 rpm, por 48h a 28 °C.  Em seguida, a suspensão bacteriana foi 

centrifugada a 8000 rpm por 10 min, o sobrenadante foi descartado e o pelete formado foi 

suspendido em solução salina (0,85% de NaCl; 0,3% de DMSO 80). O processo de 

centrifugação e adição de solução salina foi repetido por 3 vezes e, em seguida, foi realizado a 

diluição seriada da suspensão bacteriana e o teste para contagem de unidade formadoras de 

colônia (UFC) em microgota foi aplicado, seguindo o protocolo descrito em Romeiro (2013). 

Com auxílio de um espectrofotômetro, a densidade óptica em 600 nm (‘optical density’ – 

OD600) de cada diluição foi mensurada e  correlacionada com o número de UFC.  Sendo assim, 

foi feita a correlação da leitura de OD600 de 0,559; 0,135; 0,029; e 0,007 com o número de UFC 

(Figura 1). Posteriormente, a suspensão bacteriana foi calibrada para a  OD600 de 0,135 (~ 
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4E+08 UFC/mL) e, para o tratamento de sementes,  foi utilizada a concentração de  2 mL para 

cada 1kg de sementes de soja. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 – Correlação entre absorbância e o número de unidade formadoras de colônias (UFC) de 
Bacillus thuringiensis. 
 

2.3. Tratamento de sementes (TS) com B. thuringiensis 

Para os ensaios experimentais, sementes de soja cv. 57HO123IPRO foram desinfestadas 

superficialmente. Para isso, as sementes foram mantidas em câmara fechada contendo HCl 37% 

e NaClO (3:100) (V:V) por 4 horas. Logo após isso, as sementes foram depositadas em tudo 

tipo Falcon de 50 mL e foi adicionado a suspensão bacteriana previamente calibrada para OD600 

a 100 nm. Os tubos foram cuidadosamente agitados para a dispersão homogênea das bactérias 

sobre a sementes. A concentração utilizada foi de 2 mL/Kg de sementes. Antes da semeadura, 

os tubos Falcon foram mantidos em temperatura ambiente até que as sementes estivessem secas.  

2.4. Experimento de casa de vegetação: B. thuringiensis no controle M. javanica, P. 

brachyurus e H. glycines em soja 

Substrato composto de latossolo vermelho-amarelo (solo arenoso – horizonte C) e areia 

lavada na proporção de 3:1 (V:V) (Franco-Arenosa) foi esterilizado seguindo o protocolo de 

Zauza et al., (2016) e o perfil químico do solo foi ajustado para condições ideias para o cultivo 

da soja (Tabela 1). Em seguida, sementes de soja previamente tratadas com B. thuringiensis 

foram depositadas em vasos de 2 L de capacidade contendo o solo esterilizado. Sete dias após 

a semeadura, foi adicionada uma suspensão aquosa contendo 800 espécimes de P. brachyurus 
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ou 1000 ovos de M. javanica ou 1000 ovos de H. glycines, para os devidos tratamentos. As três 

espécies de nematoides foram confrontadas com os 4 isolados bacterianos, sem mistura de 

espécies de nematoides e de isolados de B. thuringiensis. O ensaio permaneceu em casa de 

vegetação por 60 dias após a inoculação (dai) a ± 27 °C e em seguida os ovos e espécimes dos 

nematoides foram extraídos e a população mensurada. A massa de raiz frescas dos tratamentos 

foram consideradas e comparadas entre si por análise estatística. Para esse ensaio experimental, 

foi adotado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo que cada tratamento foi 

composto por seis repetições.  

 

pH 
H2O  

pH 
KCl  

P K Ca2+ Mg2+ Al3+ 

mg/dm3 cmolc/dm3 

6,74 6,02 37,8 35 1,46 0,56 0 
       

H + Al SB t T V MO P-Rem 

cmolc/dm3 % dag/kg mg/L 

0,8 2,11 2,11 2,91 72,5 0,41 26,1 
Tabela 1 – Caracterização química do solo usado nos experimentos de casa de vegetação. pH na água 
usando a razão solo/solução de 1:2.5; P e K – Mehlich-1 Extrator; Ca2+, Mg2+, Al3+ - KCl extrator (1.0 
mol L-1); H+Al – Extrator de acetato de cálcio 0.5 mol L-1 (pH 7.0); OM- Matéria Orgânica. 

 

2.5. Extração de metabólitos de B. thuringiensis e controle de M. javanica, P. brachyurus 

e H. glycines  

2.5.1. Preparo do extrato contendo metabólitos de B. thuringiensis: para esse teste, 

os isolados bacterianos T03, Br58 e M51 foram crescidos em meio LB líquido a 2% (M/V) 

como anteriormente descrito. Para a obtenção dos metabólitos livres de células bacterianas, 

seguiu-se o procedimento de Gao et al. (2016). Sendo assim, após o período de 48 h, o meio 

LB contendo células bacterianas foi centrifugado a 8000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi 

transferido para tubos tipo eppendorfs esterilizados com capacidade de 2 mL e o pelete foi 

descartado. Para eliminar todas das células bacterianas, com auxílio de membrana millipore de 

abertura de 0.45 μm sobre uma de abertura  de 22 μm, o sobrenadante foi filtrado. Logo em 

seguida, o sobrenadante resultante foi fracionado, onde parte do sobrenadante foi armazenado 

a -20 °C até a execução dos experimentos e a outra parte passou pelo processo de desnaturação 

de proteínas. Para isso, , o sobrenadante foi autoclavado a 120 °C por 20 min e, por último, 
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armazenado a -20 °C  O sobrenadante autoclavado e não autoclavado foram mantidos a -20 °C 

até o momento da execução dos ensaios experimentais.  

2.5.2. Eclosão e mortalidade de juvenis de segundo estádio (J2) de M. javanica em 

metabólitos de B. thuringiensis: para avaliação da eclosão e da mortalidade de J2 de M. 

javanica, o teste foi realizado em condições in vitro. Assim, em poços de placa de ELISA de 

96 poços, foram adicionados 20 μL de suspensão aquosa contendo 1000 μg/ml estreptomicina 

e 1000 μg/ml cloranfenicol, 20 μL de suspensão contendo em média 100 ovos ou 40 J2 de M. 

javanica previamente desinfestados e o sobrenadante bacteriano, resultando em um volume 

final de 200 μL. Como controle, foram utilizadas água autoclavada e meio de cultura LB líquido 

a 2% (M/V) livre de crescimento de microrganismos. Sendo assim, os tratamentos foram: 1) 

suspensão aquosa; 2) meio de cultura LB; 3) metabólitos da bactéria e 4) metabólitos da bactéria 

com proteínas desnaturadas por temperatura. Todos os tratamentos, incluindo as testemunhas,  

possuíam 100 μg/ml estreptomicina e 100 μg/ml cloranfenicol. Da mesma forma, todos os 

tratamentos, incluindo as testemunhas, receberam ovos ou J2 de M. javanica. Ovos e J2 

permaneceram em contato direto com os metabólitos por 48h e seguida a eclosão e mortalidade 

foram avaliados. Para estimar a eclosão, foi calculado o número de J2 eclodidos e a 

porcentagem de eclosão de cada tratamento foi comparada por análise estatística. A mortalidade 

foi mensurada por meio da adição 10 μL de NaOH a 1M em cada poço da placa de ELISA e os 

nematoides móveis foram considerados com vivos, enquanto os não moveis foram dados como 

mortos. Para a execução desse experimento, cada tratamento foi repetido quatro vezes. 

2.5.3. Metabólitos de B. thuringiensis no controle de P. brachyurus e H. glycines: 

inicialmente, sementes de soja cv. 57HO123IPRO desinfestadas superficialmente foram 

depositadas em vasos plásticos de 400 mL de capacidade contendo solo previamente 

esterilizado (Tabela 1). Após 7 dias, 250 espécimes de P. brachyurus e 400 J2 de Heterodera 

glycines mantidos em contato direto com os metabólitos de B. thuringiensis por 30 min foram 

depositados nos vasos contendo as plantas de soja. Os tratamentos foram os mesmos utilizados 

na avaliação com M. javanica. O experimento foi mantido em casa de vegetação a 30 °C ± 2 

por 45 dias e ao final desse período os nematoides foram extraídos e a população de nematoides 

foi mensurada e comparada por análise estatística. O experimento foi conduzindo em 

delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo que cada tratamento foi repetido seis 

vezes.  
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2.6. Avaliação da colonização epifítica das raízes de soja pelos isolados bacterianos 

(Rizocompetência) 

Para determinar se os isolados são capazes de formar biofilme sobre as raízes de soja, 

foi executado o teste de rizocompetência (Romeiro, 2013). Assim, sementes de soja foram 

desinfestadas superficialmente por imersão por 1 min em álcool 70%, seguindo de 2 min em 

NaClO a 0,5%, sucessivas lavagens em água autoclavada e, por último, secas em papel 

absorvente. Após isso, as sementes foram tratadas com a suspensão bacteriana (OD600 = 100nm) 

na concentração de 2 mL/kg de sementes e foram depositadas em tubos de ensaio contendo 

meio de cultura água-ágar (AA) a 0,2%, previamente esterilizado. Os tubos de ensaio foram 

mantidos em temperatura ambiente com fotoperíodo de 12h e, após 10 dias, o crescimento 

bacteriano sobre as raízes foi registrado. Como testemunha, foram utilizadas sementes não 

tratadas com B. thuringiensis. 

 2.7. Indução de resistência  

2.7.1. Execução do experimento: para essa avaliação, foi usado somente o isolado M51 

de B. thuringiensis. Sendo assim, sementes previamente desinfestadas e tratadas com o isolado 

M51 foram depositadas em vaso plástico de 400 mL de capacidade contendo substrato 

previamente esterilizado. Passados 7 dias da semeadura, as plântulas de soja receberam uma 

suspensão aquosa contendo 600 espécimes de P. brachyurus ou 800 J2 de M. javanica ou 800 

J2 de H. glycines. Desse modo, os tratamentos foram: 1) plantas sem nematoides e sem 

tratamento de sementes com a bactéria; 2) sementes tratadas com B. thuringiensis; 3) plantas 

inoculadas com P. brachyurus;  4) plantas inoculadas com M. javanica;5) plantas inoculadas 

com H. glycines; 6) sementes tratadas com B. thuringiensis e posteriormente inoculadas com 

P. brachyurus; 7) sementes tratadas com B. thuringiensis e posteriormente inoculadas com M. 

javanica, e 8) sementes tratadas com B. thuringiensis e posteriormente inoculadas com H. 

glycines.  

2.7.2. Controle de nematoides da soja pelo isolado M51 de B. thuringiensis nos 

ensaios de indução de resistência : para determinar o efeito de B. thuringiensis na população  

dos nematoides aos 60 dai, as raízes de plantas que receberam nematoides passaram pelo 

processo de extração de ovos ou de espécimes como descrito anteriormente (Tópico 2.1) e a 

população dos nematoides foi quantificada e comparada por análise estatística. Neste caso, o 

foi adotado o delineamento inteiramente casualizado, em que cada tratamento foi repetido seis 

vezes. 
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2.7.3. Extração de RNA e PCR em tempo real:  passando 7 e 15 dai, as plantas foram 

coletadas, lavadas e secas rápida e cuidadosamente, congeladas em nitrogênio líquido e, por 

fim, armazenadas a -80 °C até o momento das análises. Posteriormente, o tecido radicular total 

foi triturado a pó fino em almofariz e 100 mg foram utilizados para a extração de RNA. O RNA 

foi extraído com TRIzol (Invitrogen) e a contaminação de DNA foi removida com RQ1 Rnase-

free Dnase (Promega). Para precisão, a quantidade de RNA foi medida em um fluorômetro 

Qubit usando o kit Qubit RNA HS Assay (Invitrogen) e a qualidade e a integridade do RNA 

foram verificadas por eletroforese em gel de agarose a 1,2%. Para a síntese de cDNAs de fita 

simples, a transcrição reversa foi feita utilizando 1,2 μg de RNA total com oligo (dT) e primers 

em um volume final de 20 μl, usando o Sistema SuperScript First Strand Synthesis para RT-

PCR (Invitrogen). A PCR quantitativa de transcrição reversa (RT-qPCR) aconteceu em um 

termociclador CFX em tempo real (Bio-Rad), usando SYBR Green PCR Master Mix, conforme 

as recomendações do fabricante. Todas as reações ocorreram em duplicata e os valores de 

expressão relativa para cada gene estudado foram calculados usando o método 2−ΔΔ Ct (Livak e 

Schmittgen, 2001). Os genes investigados estão descritos na Tabela 2. O experimento foi 

conduzindo em delineamento inteiramente casualizado, sendo que em cada tratamento foi 

utilizado três repetições, sendo que cada repetição era composta por três parcelas experimentais. 

2.7.4. Extração e quantificação de derivados da lignina-ácido tioglicólico (LTGA) 

e de compostos fenólicos solúveis totais (TSP): para esse teste, 100 mg de raízes trituradas 

mantidas a -80 °C foram homogeneizadas em 1 mL de solução de metanol a 80% (vol/vol), em 

eppendorf de 1,5 mL. Posteriormente, os tubos tipo eppendorf foram depositados em termomix 

e o extrato bruto foi agitado a 300 rpm a 25 °C por 12 horas e, em seguida, a mistura foi 

centrifugada a 13.000 × g por 30 minutos. A concentração de fenólicos solúveis totais (TSP) 

foi determinada no extrato metanólico e o pelete foi mantido a 20 °C para determinar a 

concentração de LTGA (Barber e Ride, 1988; Zieslin e Ben-Zaken, 1993; Rodrigues et al., 

2005; Fortunato et al., 2015). Assim como para a análise molecular, experimento foi 

conduzindo em delineamento inteiramente casualizado, com três repetições, sendo que cada 

repetição era composta por três parcelas experimentais. 

2.8. Análise estatística  

Todos os dados coletados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk 

(α > 0,05) e, posteriormente, ao teste de variância ( ANOVA). Os dados obtidos nos 

experimentos de controle biológico com quatro isolados de bactérias, uso de metabólitos para 
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o controle de nematoides, promoção de crescimento, análise de TSP, LGTA e expressão genica, 

após a serem submetidos à ANOVA, foram comparados pelo teste de Tukey (p < 0,05). Para a 

avaliação da eficiência de M51 em conter a reprodução dos nematoides, os dados foram 

comparados pelo teste F (p < 0,05). 

As análises foram realizadas no software estatístico SISVAR. Com o auxílio do software 

MetaboAnalyst (v 5.0), os valores de expressão gênica foram analisados e Heatmaps foram 

criados. 
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Tabela 2 – Genes e suas sequências de primer analisados nas raízes de plantas de soja não tratadas ou tratadas com Bacillus thuringiensis e inoculadas ou não 
inoculado com Meloidogyne javanica, Pratylenchus brachyurus e Heterodera glycines usando PCR de transcrição reversa quantitativa. F – Sentido 5’ – 3’; R – 
Antisentido 5’ – 3’. 

Resistência Sistêmica Adquirida 
Gene Alvo Sentido   5’-3’ Primer Referência 

Chalcona isomerase 
(CHAL) Biossíntese dos flavonoides 

F GTTTCCCCTGCTTTGAAAGAGA 
Cruz et al., 2020 

R GGATTGGCCTCTAACTCTTTGAAG 

Fenilalanina amônia-
liase (FAL) 

Via do  fenilpropanoides 
F GTGCAAGGGCTGCTTATG 

Gao et al., 2016 
R CCCAGTCCCTAATTCCTCTC 

Proteína relacionada à 
patogênese (PR1) 

Marcador para SAR 
F GCATCATGAATTTAGCCAACG 

Youssef et al., 2013 
R TTCCAGGTGACCAAGCAAGT 

Resistência Sistêmica Induzida 
Ácido 1-carboxílico-1-

aminociclopropano 
sintase (ACS) 

Biossíntese do etileno 
F CTCTTAACCTTCATTCTTGCTAACC 

Rodrigues et al., 2022 R TTGCTTCTGCTTCTTTGTATGC 
Inibidor da tripsina de 

Kunitz (KTI) 
Inibidores de tripsina 

F AAAGGGCGGCGGAATAGA 
R CTGGCAGACCCTTGAGAATAAC 

Inibidores da serina 
protease de Bowman-

Birk (BBI) 
Inibidores de serino protease 

F AATAATGAGCATGTTCCAGTG Rashed et al., 2008 
 R GGCCTAGTAGCTTTTATTCATT 

 

Gene constitutivo 

Ubiquitina (UBIQ) Gene constitutivo 
F TGTAATGTTGGATGTGTTCCC 

Einhardt et al., 2020 
R GGGACACAATTGAGTTCAACA 
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3. RESULTADOS 

3.1. Biocontrole de nematoides da soja por B. thuringiensis 

Os isolados M51, T03, Br58 e T13 de B. thuringiensis foram capazes de reduzir 

significativamente a população de M. javanica, de P. brachyurus e de H. glycines em condições 

de casa de vegetação (p < 0,05) (Figura 2).  Em relação a M. javanica, quando feito o tratamento 

de sementes prévio com os isolados, houve uma redução do número de ovos por grama de raiz 

(ovos.g-1) de 40,5 a 55.9%, diferenciando-os da testemunha, mas não houve diferença estatística 

entre isolados (Figura 2ª). O mesmo foi observado quando avaliada a população total de H. 

glycines por grama de raiz (população total.g-1), em que houve a redução de 36,6 a 41,8%, 

diferenciando os tratamentos da testemunha, mas não entre si (Figura 2B). Diferentemente, para 

P. brachyurus, os isolados promoveram a redução do número de espécimes por grama de raiz 

(espécimes.g-1) de forma significativa em relação à testemunha, mas em índices diferentes entre 

si, como expresso pela análise estatística. Sendo assim, Br58, T03 e M51 foram iguais entre si 

e reduziram o número de espécimes. G-1 em 47,1; 44,5 e 39,6%, respectivamente. O isolado 

T13 foi capaz de reduzir 25,8% o número de espécimes. G-1, não diferindo-se do  isolado M51 

(Figura 2C).  

A massa seca da raiz foi mensurada e, de acordo com a análise estatística, não houve 

diferença significativa entre a testemunha e plantas tratadas e não tratadas com B. thuringiensis 

e inoculados ou com as diferentes espécies de nematoides (p <0.05) (Figura 2D, E e F).  
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Figura 2 – Efeitos de diferentes isolados de Bacillus thuringiensis sobre fitonematoides em rezízes de 
soja. Número de Meloidogyne javanica (A), Pratylenchus brachyurus (B) e Heterodera glycines (C) 
aos 60 dias após a inoculação dos nematoides em plantas tratadas com os  isolados T03, M51, Br58 e 
T13 de B. thuringiensis. Em (D), (E) e (F) correspondem à massa de raiz seca de plantas, em gramas, 
tratadas com os isolados T03, M51, Br58 e T13 de B. thuringiensis aos 60 dias após a inoculação de M. 

javanica, P. brachyurus e H. glycines, respectivamente. Colunas com a mesma letra, não são 
estatisticamente diferentes pelo teste Tukey (p < 0,05). As barras representam o desvio padrão (n =6). 
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3.2. Metabólitos de B. thuringiensis no manejo de PPNs 

3.2.1. Meloidogyne javanica: quando mantido ovos de M. javanica em contato direto 

com os metabólitos dos isolados M51, T03 e Br58, foi observado a inibição de 100% na eclosão 

dos nematoides (p < 0,01) (Figura 3). Esse resultado foi observado independentemente se os 

metabólitos foram mantidos ou não sobre alta temperatura.  Nas testemunhas (água e LB), 

ocorreu a inibição natural da eclosão em até 86% (Figura 3ª, B e C).  O mesmo ocorreu nas 

análises de mortalidade de J2 de M. Javanica, uma vez que os metabólitos de M51, T03 e Br58 

ocasionaram uma mortalidade superior a 86%, enquanto nas testemunhas foi observado até 8% 

de mortalidade natural (p < 0,01). Extrato bacteriano com metabólitos totais ou metabólitos 

com proteínas desnaturadas resultaram na mesma mortalidade de os J2 de M. javanica, como 

expresso na análise estatística (Figura 3D, E e F).  

3.2.2. Pratylenchus brachyurus: quando espécimes de P. brachyurus foram mantidos 

em contato direto com metabólitos dos isolados de B. thuringiensis antes da inoculação em 

plantas de soja, houve efeito significativo sobre o número total de nematoides (p < 0,01) (Figura 

4). Em relação aos metabólitos de M51, houve redução significativa de P. brachyurus apenas 

nos tratamentos em que os metabólitos passaram pelo processo de desnaturação de proteínas 

antes de entrar em contato com nematoides. Essa redução foi superior a 56% (Figura 4ª). De 

forma oposta, a desnaturação de proteínas por temperatura inibiu o efeito nematicida do extrato 

metabólico de T03, uma vez que ocorreu redução da população de P. brachyurus somente no 

tratamento sem aquecimento (Figura 4B). A redução promovida por metabólitos de T03 foi de 

39,5%. Por sua vez, em Br58, ambos os tratamentos promoveram a redução de espécimes de P. 

brachyurus, diferenciando-os da testemunha, mas não entre si. A redução notada para 

metabólitos sem aquecimento e com desnaturação de proteínas foi de 38,5 e 30,1%, 

respectivamente (Figura 4C).  

3.2.3. Heterodera glycines: os tratamentos com metabólitos de B. thuringiensis, 

com e sem proteínas desnaturadas por temperatura, não foram capazes de reduzir a população 

dessa espécie de nematoides, sendo estatisticamente semelhante às testemunhas (Figura 4D, E 

e F). 
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Figura 3 – Efeitos dos extratos metabólicos dos  diferentes isolados de Bacillus thuringiensis sobre a 
eclosão e mortalidade de juvenis de segundo estádio (J2) de Meloidogyne javanica. Em (A) a (C) 
correspondem a avaliação da eclosão e (D) a (F) a mortalidade de M. javanica 48h após contato direto 
com metabólitos dos isolados de M51, T03 e Br58 de Bacillus thuringiensis. Tratamentos com T° 
corresponde a extrato metabólico dos isolados de B. thuringiensis que passaram pelo processo de 
desnaturação de proteínas por temperatura. Colunas com a mesma letra, não são estatisticamente 
diferentes pelo teste Tukey (p < 0,05). As barras representam o desvio padrão (n =4). 
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Figura 4 – Número de  Pratylenchus brachyurus (A, B e C) e de Heterodera Glycines (D, E e F) aos 45 
dias após a infestação do solo com nematoides previamente tratados com metabólitos dos isolados  M51 
(A e D), T03 (B e E) e Br58 (C e F) de Bacillus thuringiensis. Colunas com a mesma letra, não são 
estatisticamente diferentes pelo teste Tukey (p < 0,05). As barras representam o desvio padrão (n =6). 
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3.3. Rizocompetência 

Todos os isolados foram capazes de crescer superficialmente nas raízes de soja, em 

condições in vitro (Figura 5). Assim, ao longo de 10 dias, de acordo com o desenvolvimento 

das raízes, foi notado o crescimento bacteriano sobre as raízes. Na medida que as raízes 

cresciam e aprofundavam no meio de cultura, as bactérias acompanhavam o desenvolvimento 

radicular, sendo essa fotografadas após 10 dias de crescimento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Formação de biofilme em raízes de soja 10 dias após o tratamento de sementes com os 
isolados T03 (B); M51 (C) e Br58 (D) de Bacillus thuringiensis. Foi dado como testemunha (A) plantas 
oriundas de sementes sem inoculação bacteriana. Setas indicam a formação do biofilme bacteriano sobre 
as raízes. 

    A B C D 
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3.4. Indução de resistência  

3.4.1. M51 de B. thuringiensis no controle de nematoides da soja para 

o ensaio de indução de resistência 

Assim como na avaliação de biocontrole realizada anteriormente (Tópico 3.1), aos 60 

dai o isolado M51 de B. thuringiensis reduziu de forma significativa a população de M. 

javanica, de P. brachyurus e de H. glycines (p < 0,05) (Figura 6). Desse modo, para  M. 

javanica, o número de ovos.g-1de raiz foi reduzido em 50,1%, quando comparado a plantas da 

testemunha. Por sua vez, com P. brachyurus ocorreu a redução significativa de 24,5% do 

número de espécimes.g-1 de raiz de soja. Quando avaliados os dados de H. glycines, verificou-

se que a população total.g-1  de raiz de soja foi reduzida em 30,6%, em comparação com a 

testemunha.  

3.4.2. Produção de TSP e LGTA 

A concentração total de compostos fenólicos (TSP) foi influenciada pelos tratamentos 

somente na avaliação de 7dai (p < 0,01) (Figura 7). Quando as plantas foram expostas a B. 

thuringiensis e/ou M. javanica, houve indução da produção de TSP somente nos tratamentos 

nos quais havia nematoides, produzindo 2,86 a 3,96 vezes mais TSP em comparação ao 

tratamento que recebeu unicamente B. thuringiensis e o tratamento testemunha (Figura 7ª). Isso 

foi observado em plantas inoculadas com B. thuringiensis e/ou com P. brachyurus, onde foi 

notado o incremento de 2,72 a 3,40 vezes mais de TSP somente nos tratamentos em que foram 

inoculados com P. brachyurus, sendo esses tratamentos diferentes estatisticamente do 

tratamento que recebeu somente B. thuringiensis e da testemunha (Figura7B). Diferentemente, 

a inoculação combinada de B. thuringiensis com H. glycines ocasionou o acréscimo de 4,1 a 

5,1 vezes mais de TSP, quando comparado aos tratamentos que havia unicamente B. 

thuringiensis ou H. glycines e a testemunha. Nesse caso, o tratamento com os dois organismos 

diferenciou-se estatisticamente dos demais tratamentos e os tratamentos em que os organismos 

estavam isolados foram equivalentes entre si e a testemunha (Figura 7C).  
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Figura 6 – Efeito do isolado M51 de Bacillus thuringiensis sobre o número de Meloidogyne javanica 

(A), Pratylenchus brachyurus (B) e Heterodera glycines (C) em raízes de soja aos 60 dias após o 
tratamento de sementes de soja com a bactéria. *Medias diferenciam-se uma dá outro pelo teste t (p < 
0,05). As barras representam o desvio padrão (n =6). 
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notado o incremento de 2,72 a 3,40 vezes mais de TSP somente nos tratamentos em que foram 

inoculados com P. brachyurus, sendo esses tratamentos diferentes estatisticamente do 

tratamento que recebeu somente B. thuringiensis e da testemunha (Figura7B). Diferentemente, 

a inoculação combinada de B. thuringiensis com H. glycines ocasionou o acréscimo de 4,1 a 

5,1 vezes mais de TSP, quando comparado aos tratamentos que havia unicamente B. 

thuringiensis ou H. glycines e a testemunha. Nesse caso, o tratamento com os dois organismos 

diferenciou-se estatisticamente dos demais tratamentos e os tratamentos em que os organismos 

estavam isolados foram equivalentes entre si e a testemunha (Figura 7C).  

Em relação a concentração de derivados de lignina-ácido tioglicólico (LTGA), aos 7 

dai, a aplicação combinada de B. thuringiensis e M. javanica levou ao aumento de 1,81 a 2,79 

vezes a quantidade LTGA, quando comparado aos tratamentos em que os organismos foram 

inoculados isoladamente e à testemunha (p ≤ 0,01) (Figura 8ª). O mesmo foi observado aos 15 

dai, em que o tratamento em que B. thuringiensis e M. javanica foram co-inoculados 

diferenciou-se de forma significativa dos demais tratamentos e a testemunha, aumentando em 

1,28 a 1,43 vezes a LTGA (Figura 8B).  

Houve interferência dos tratamentos sobre a LGTA somente aos 15 dai, quando B. 

thuringiensis e P. brachyurus foram co-inoculados em plantas de soja (p ≤ 0,05) (Figura 8D). 

Assim, no tratamento em que os organismos estavam concomitantes, houve o incremento de 

1,28 vezes mais de LGTA, quando comparado com a testemunha. A aplicação B. thuringiensis 

e/ou H. glycines não interferiram na LGTA.  
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Figura 7 –Concentração total de compostos fenólicos (CFT) em plantas tratadas ou não tratadas com o 
isolado M51 de  Bacillus thuringiensis aos 7 e 15 dias após a inoculação (dai) de Meloidogyne javanica 

(Mj), Pratylenchus brachyurus(Pb) ou Heterodera glycines (Hg). Em (A) a (C) correspondem a 
avaliação realizada aos 7 dai e de (D) a (E) são referentes as avaliações aos 15 dai. Colunas com a mesma 
letra não são estatisticamente diferentes pelo teste Tukey (p <0,05). As barras representam o desvio 
padrão (n =3). 
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Figura 8 – Concentração de derivados de lignina-ácido tioglicólico (LATG) em plantas tratadas ou não 
tratadas com o isolado M51 de  Bacillus thuringiensis aos 7 e 15 dias após a inoculação (dai) de 
Meloidogyne javanica (Mj), Pratylenchus brachyurus(Pb) ou Heterodera glycines (Hg). Em (A) a (C) 
correspondem a avaliação realizada aos 7 dai e de (D) a (E) são referentes as avaliações aos 15 dai. 
Colunas com a mesma letra não são estatisticamente diferentes pelo teste Tukey (p <0,05). As barras 
representam o desvio padrão (n =3) 
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3.4.4 Expressão diferencial de genes relacionados às vias de defesa dependentes do ácido 

salicílico e ácido jasmônico em plantas de soja 

3.4.4.1 – Alterações nas vias de defesa das plantas de soja ocasionados pela 

presença de B. thuringiensis e M. javanica: aos 7 dai, todos os genes vegetais relacionados à 

defesa avaliados neste estudo foram influenciados pela presença isolada ou combinada de M51 

de B. thuringiensis e de M. javanica (p < 0,05) (Figura 9; Material Suplementar S1). Assim, a 

presença de nematoides induziu plantas de soja a responder de forma significativa pela 

regulação positiva do gene KTI, expressando de 33 a 55 vezes mais esse gene em relação às 

plantas testemunhas e plantas que receberam unicamente B. thuringiensis. Igualmente, o gene 

ACS foi fortemente expresso em plantas que receberam J2 de M. javanica, diferenciando-o 

estatisticamente dos demais tratamentos. Em relação ao gene BBI, quando comparado à 

testemunha, esse gene foi regulado negativamente em até 3,6 vezes menos que em plantas do 

tratamento que combinou os dois microrganismos (M51 + Mj), sendo diferente um do outro 

pela análise estatística. Para PR1, aos 7 dai, esse gene foi expresso em quantidades superiores 

em plantas do tratamento que recebeu unicamente J2 M. javanica, sendo ele diferente dos 

demais tratamentos. Nesse caso, não houve diferença significativa entre a testemunha e os 

tratamentos em que a sementes foram tratadas com B. thuringiensis. O gene CHAL, no 

tratamento com B. thuringiensis e M. javanica, foi produzido 2,6 vezes mais que em plantas 

testemunhas. Para a regulação do gene FAL, houve uma regulação negativa em plantas que 

receberam B. thuringiensis, quando comparados à testemunha. No entanto, plantas do 

tratamento com nematoides e plantas co-inoculadas com os dois organismos diferenciaram-se 

uma da outra, sendo que o primeiro tratamento expressou até 3,7 vezes mais FAL que o segundo 

(Figura 9ª).Aos 15 dai, como exceção do gene BBI, todos os genes avaliados foram 

influenciados pelos tratamentos (p < 0,05) (Figura 9B; Material Suplementar S2). Desse modo, 

foi observado a regulação negativa do gene KTI em até 23 vezes menos em plantas do 

tratamento inoculado unicamente com nematoides, quando comparado com a testemunha. Para 

ACS, plantas co-inoculadas com os dois microrganismos produziram significativamente mais 

que as plantas da testemunha e plantas que receberam de forma isolada M. javanica ou B. 

thuringiensis, tornando-os estatisticamente diferentes. Nesse caso, não houve diferença 

significativa entre a testemunha e os tratamentos inoculados somente com nematoides ou com 

bactérias. O gene de defesa CHAL foi induzido 2,8 a 4,9 vezes mais em plantas que foram 

previamente tratadas unicamente com B. thuringiensis, diferenciando-o da testemunha e dos 

tratamentos que receberam nematoides (Mj e M51 + Mj). No entanto, Mj e M51 + Mj não foram 
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diferentes da testemunha. Em relação ao gene FAL, todos os tratamentos diferenciaram entre si 

e da testemunha. Em plantas do tratamento com B. thuringiensis e M. javanica, houve maior 

expressão desse gene, produzindo 10, 36 e 138 vezes mais que em plantas que receberam 

nematoides, plantas do tratamento com bactérias e planta testemunha, respectivamente. Plantas 

com a presença de B. thuringiensis (M51 e M51 + Mj) regularam positivamente a expressão do 

gene de defesa PR1, sendo esses iguais um ao outro, mas diferentes estatisticamente da 

testemunha e de plantas que receberam unicamente M. javanica. Assim, houve a regulação 

positiva de 5 a 33 vezes mais em plantas dos tratamentos M51 e M51 + Mj, quando comparado 

à testemunha e o Mj. 

Figura 9 – Representação do mapa de calor da expressão diferencial dos genes relacionados à defesa em 
tecidos radiculares de soja tratados com o isolado M51 de Bacillus thuringiensis  aos 7 e 15 dias após a 
inoculação (dai) de Meloidogyne javanica (Mj). Em (A) plantas avaliadas aos 7 dai e em (B) plantas 
avaliadas aos 15 dai. A expressão dos genes é representada no mapa de calor na escala de cores de -3 a 
3 no esquema de cores azul-vermelho. Os genes são representados em linhas enquanto os tratamentos 
em colunas. A amplificação do gene Ubiquitina (UBIQ) da soja foi utilizada como controle interno para 
normalização dos dados. Para cada amostra de raiz, foram utilizadas três repetições biológicas com suas 
respectivas duas repetições técnicas. 
 
 
 
 

3.4.4.2 – Alterações nas vias de defesa das plantas de soja ocasionados pela 

presença de B. thuringiensis e P. brachyurus: a presença de P. brachyurus com B. 
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thuringiensis aos 7 dai influenciaram de forma significativa a expressão de genes relacionados 

a defesa em plantas de soja (p <0,05) (Figura 10; Material Suplementar S3). Para o gene KTI, 

plantas do tratamento que recebeu unicamente P. brachyurus tiveram a expressão desse gene 

aumentada em 24,4; 8,15 e 5,29 vezes mais do que nos tratamentos em que os organismos foram 

combinados, quando havia unicamente B. thuringiensis e da testemunha, respectivamente. 

Ainda, para KTI, aos 7 dai, houve a regulação negativa desse gene nos tratamentos quem os 

organismos estão concomitantes, quando comparado à testemunha, diferenciando-os 

estatisticamente. A expressão do gene BBI foi regulada negativamente em até 2,34 vezes menos 

em plantas que receberam bactérias e nematoides, quando comparada à testemunha. Já para o 

gene ACS, houve uma forte regulação positiva em plantas com nematoides (Pb), diferenciando 

esse tratamento dos demais. Plantas que receberam bactérias e nematoides a expressão do gene 

CHAL foi 5,14 vezes mais do que plantas que receberam unicamente bactérias e 7,45 vezes 

mais do que a testemunha, diferenciando-o desses tratamentos. No entanto, plantas que 

receberam unicamente nematoides obtiveram 3,24 vezes mais a expressão do gene CHAL em 

relação à testemunha, sendo um diferente do outro estatisticamente. O gene FAL foi reprimido 

em plantas que combinaram os dois microrganismos, quando comparado à testemunha. Nesse 

caso, a produção de FAL foi 5,5 vezes menos que na testemunha, sendo significativamente 

diferentes. A presença de nematoides acarretou a regulação negativa do gene PR1, sendo esses 

tratamentos diferentes da testemunha e do tratamento que recebeu unicamente bactérias (Figura 

10ª).  

Aos 15 dai, com exceção do gene de defesa BBI, os genes foram influenciados quando 

na presença de B. thuringiensis e H. glycines (p > 0,05) (Figura 10B; Material Suplementar S4). 

Quando plantas foram inoculadas com P. brachyurus tiveram a expressão do gene KTI 

reprimida de 5,7 a 7,4 vezes, quando comparadas a plantas da testemunha e ao tratamento que 

recebeu os dois microrganismos, sendo, assim, estatisticamente diferentes. No entanto, quando 

inoculadas unicamente com B. thuringiensis, essas têm a expressão normal do gene KTI, sendo 

igual à testemunha. Plantas inoculadas unicamente com B. thuringiensis induziu a regulação 

positiva do gene ACS em 3,08; 3,7, e 25 vezes mais que nos tratamentos onde os dois 

organismos estão combinados, nos tratamentos que receberam somente nematoides e que a 

testemunha, respectivamente. Em relação ao gene CHAL, os tratamentos com B. thuringiensis 

(M51 e M51 + Pb), aos 15 dai, foram estatisticamente semelhantes, regulando positivamente 

de 4,9 a 8,2 vezes mais em relação ao tratamento com nematoide e à testemunha. Plantas 

tratadas com B. thuringiensis expressão FAL de 3,8 a 22,4 vezes mais que os demais tratamentos 
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e a testemunha, sendo diferentes pela análise estatística. Porém, quando inoculadas unicamente 

com P. brachyurus, ocorreu a repressão do gene FAL em 3,9 e 5,8, em relação ao tratamento 

em que havia bactérias e nematoides e a testemunha, respectivamente. O gene PR1 foi regulado 

positivamente no tratamento que havia unicamente bactérias, comparando-o com os demais 

tratamentos e foi regulado negativamente em plantas que receberam unicamente nematoides, 

sendo esse diferente estatisticamente da testemunha. 

Figura 10 – Representação do mapa de calor da expressão diferencial dos genes relacionados à defesa 
em tecidos radiculares de soja tratados com o isolado M51 de Bacillus thuringiensis aos 7 e 15 dias após 
a inoculação (dai) de Pratylenchus brachyurus (Pb). Em (A) plantas avaliadas aos 7 dai e em (B) plantas 
avaliadas aos 15 dai. A expressão dos genes é representada no mapa de calor na escala de cores de -2 a 
2 no esquema de cores azul-vermelho. Os genes são representados em linhas enquanto os tratamentos 
em colunas. A amplificação do gene Ubiquitina (UBIQ) da soja foi utilizada como controle interno para 
normalização dos dados. Para cada amostra de raiz, foram utilizadas três repetições biológicas com suas 
respectivas duas repetições técnicas. 
. 

 

3.4.4.3 – Alterações nas vias de defesa das plantas de soja ocasionados pela 

presença de B. thuringiensis e H. glycines: em relação as plantas de soja que foram inoculadas 

com B. thuringiensis e/ou H. glycines aos 7 dai, houve expressão diferencial dos genes 

relacionados à defesa (p ≤ 0,05) (Figura 11; Material Suplementar S5). Desse modo, plantas 

co-inoculadas com os dois microrganismos (B. thuringiensis e H. glycines) obtiveram de 3,28 
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a 5,83 vezes mais a expressão do gene KTI em relação aos demais tratamentos e a testemunha, 

tornando-o diferente desses pela análise estatística. Quando os organismos estavam presentes 

de forma isolada, não influenciaram a expressão do gene KTI, fazendo com que esses fossem 

considerados iguais à testemunha, de acordo com análise estatística. O gene BBI foi regulado 

negativamente em plantas que receberam nematoides (Hg e M51 + Hg), sendo expresso de 2,94 

a 3,19 vezes menos quando comparado a plantas testemunha. A presença dos microrganismos, 

combinados ou não combinados, acarretou a regulação negativa do gene ACS, diferenciando os 

tratamentos da testemunha. Por sua vez, quando co-inoculados B. thuringiensis com H. glycines 

ocasionou regulação positiva de CHAL, sendo esse gene expresso 12,45; 48,23 e 18,07 vezes 

mais do que plantas inoculadas unicamente com bactérias, unicamente com nematoides e da 

testemunha, respectivamente. Ainda, em relação ao gene CHAL, plantas infectadas com H. 

glycines diferenciaram-se estatisticamente das plantas da testemunha, expressando até 2,66 

vezes menos esse gene. O mesmo foi observado na avaliação da expressão do gene FAL, em 

que plantas com B. thuringiensis e com H. glycines foram regulados positivamente, produzindo 

de 2,18 a 14,80 vezes mais o gene FAL, diferenciando-se da testemunha e dos demais 

tratamentos. Quando os microrganismos estavam presentes isoladamente, a plantas produziram 

de 3,63 a 6,77 vezes menos FAL, em relação à testemunha. Para o gene PR1, aos 7 dai, ocorreu 

a regulação negativa nos tratamentos que receberam nematoides, sendo esses diferentes 

estatisticamente da testemunha e do tratamento que recebeu unicamente B. thuringiensis 

(Figura 11ª). 

Aos 15 dai, com exceção do gene de defesa BBI, os genes foram influenciados quando 

na presença de B. thuringiensis e H. glycines (p < 0,05) (Figura 11B; Material Suplementar S6). 

A co-inoculação de B. thuringiensis e H. glycines acarretou a regulação negativa de 3,83 vezes 

a expressão de KTI, em relação à testemunha, sendo diferentes pela análise estatística. A 

presença de B. thuringiensis (tratamentos M51 e M51 + Hg) em plantas de soja ocasionou a 

regulação positiva do gene ACS, sendo expresso de 14,3 a 25 vezes mais que na testemunha e 

em plantas infectadas por H. glycines. Já o gene de defesa CHAL diferenciou-se dos demais 

tratamentos em plantas que receberam unicamente B. thuringiensis, produzindo até 4,89 vezes 

mais esse gene, em relação à testemunha. O mesmo foi observado na expressão do gene FAL, 

em que plantas tratadas com bactérias produziram 3,8 vezes mais FAL que plantas que 

compunham a testemunha. No entanto, a co-inoculação dos organismos levou a regulação 

negativa desse gene, quando comparado à testemunha. Por fim, houve a regulação positiva do 

gene PR1 em plantas que receberam B. thuringiensis e/ou H. glycines, quando comparados à 
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testemunha. Nesse caso, além de diferenciarem da testemunha, foram diferentes entre si. Plantas 

que receberam bactérias obtiveram valores maior de expressão de PR1, em relação a que 

recebeu unicamente H. glycines (Figura 11B).  

Figura 11 – Representação do mapa de calor da expressão diferencial dos genes relacionados à defesa 
em tecidos radiculares de soja tratados com o isolado M51 de Bacillus thuringiensis aos 7 e 15 dias após 
a inoculação (dai) de Heterodera glycines (Hg). Em (A) plantas avaliadas aos 7 dai e em (B) plantas 
avaliadas aos 15 dai. A expressão dos genes é representada no mapa de calor na escala de cores de -2 a 
2 no esquema de cores azul-vermelho. Os genes são representados em linhas enquanto os tratamentos 
em colunas. A amplificação do gene Ubiquitina (UBIQ) da soja foi utilizada como controle interno para 
normalização dos dados. Para cada amostra de raiz, foram utilizadas três repetições biológicas com suas 
respectivas duas repetições técnicas. 

 

4. DISCUSSÃO 

4.1 – O controle biológico: Bacillus thuringiensis é uma bactéria amplamente estudada 

no manejo de pragas e patógenos agrícolas (Sediyama et al., 2015). Nesse artigo, foi confirmada 

a atividade nematicida de quatro isolados bacterianos de B. thuringiensis (M51, T03, Br58 e 

T13) no controle de nematoides importantes para a soja, as espécies M. javanica, P. brachyurus 

e H. glycines. De acordo com os experimentos com os metabólitos dos diferentes isolados de 

B. thuringiensis, foi demonstrado que existe mais de um composto com atividade nematicida e 

que há especificidade dos compostos com o gênero de nematoide avaliado. Para alguns 
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isolados, a desnaturação de proteínas por temperatura causou a inibição do efeito nematotóxico 

sobre M. javanica e P. brachyurus, mas não para H. glycines, o que justifica a hipótese 

mencionada acima. Além disso, é possível que o modo de ação de B. thuringiensis sobre H. 

glycines ocorra por outro fator, que não seja metabólitos. Um dos isolados, o M51, foi avaliado 

quanto a sua capacidade de atuar como indutor de resistência contra os três nematoides citados 

anteriormente e foi comprovado que o tratamento de sementes com isolado M51 de B. 

thuringiensis tornou as plantas mais resistentes à infecção pelos nematoides testados.   

Os PPNs foram confrontados com os quatro isolados bacterianos e houve uma redução 

de 25,8 a 55,9% de suas populações. No entanto, devido ao isolado T13 ter uma eficiência 

inferior aos demais isolados na redução da população de P. brachyurus (25,8%), este não 

participou dos estudos posteriores. Os isolados testados apresentaram alta eficiência na redução 

do número dos nematoides em condições de casa de vegetação e o seu uso, no futuro, para o 

manejo de PPNs em condições de campo deve ser avaliado, uma vez que a não seletividade dos 

isolados é ideal para o manejo em áreas de produção de soja nas quais ocorrem misturas de 

gêneros de PPNs.  

O mecanismo de ação de B. thuringiensis para o controle de nematoide mais 

documentado é a atividade de proteínas Crys, que são tóxicas a insetos e a nematoides (Bravo 

et al., 2007; Zi-Quan et al., 2008). Essas proteínas inibem a eclosão, causam mortalidade de J2 

e são material de estudo na engenharia genética para a transformação genética de plantas, a fim 

de obter resistência a PPNs (Li et al., 2008; Yu et al., 2008; Zi-Quan et al., 2008). Além das 

proteínas Cry, também são conhecidas as proteínas turingiensina, quitinase e metaloproteinases, 

que são antagonistas a nematoides, mas não há relato na literatura de compostos de B. 

thuringiensis com efeito nematicida (Bel et al., 2022). Neste trabalho, foi utilizado o substrato 

com metabólitos totais (proteínas e compostos) e substrato em que as proteínas foram 

desnaturadas por temperatura (apenas compostos), a fim de verificar se o controle exercido 

pelos isolados foi por meio de proteínas, ou por compostos ou pela combinação do dois. Ao se 

analisar a taxa de eclosão e a taxa de mortalidade de M. javanica quando ovos e juvenis foram 

tratados com substratos de B. thuringiensis, observou-se a presença de metabólitos 

nematotóxicos, uma vez que independentemente se havia ou não proteínas desnaturadas, 

ocorreu a inibição total da eclosão e a mortalidade de J2 de M. javanica. Esse resultado foi 

observado para os três isolados bacterianos estudados (M51, Br58 e T03).  

Em relação aos metabólitos no controle de P. brachyurus, um padrão diferente do que 

ocorreu para M. javanica foi observado, em relação ao isolado T03, em que a desnaturação de 
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proteínas por temperatura inibiu o seu efeito nematotóxico. Por sua vez, para os metabólitos 

produzidos pelo isolado M51 e Br58, após submetido à alta temperatura, estes mantiveram sua 

capacidade de reduzir a população de P. brachyurus em raízes de soja, evidenciando a presença 

de compostos nematotóxico não termossensíveis. 

Meloidogyne javanica mostrou-se mais suscetível à ação dos metabólitos dos isolados 

estudados quando comparado a P. brachyurus e a H. glycines, sendo este último não 

influenciado  pelos tratamentos. É interessante observar que, independentemente se os 

metabólitos dos três isolados passaram ou não pelo processo de desnaturação de proteínas por 

temperatura,  mantiveram o efeito nematotóxico sobre M. javanica, mas isso não ocorreu para 

P. brachyurus quando confrontados com metabólitos aquecidos de  T03. É possível que o 

composto não termossensível, que causou a mortalidade e inibição da eclosão de juvenis de M. 

javanica não tenha efeito significativo sobre P. brachyurus, mas que esse isolado, T03, atua 

por outros mecanismos. O mesmo é observado para H. glycines, justificando experimentos para 

investigar outros mecanismos de ação destes três isolados de B. thuringiensis.   

Bacillus cereus, uma bactéria estreitamente relacionada a B. thuringiensis, foi capaz de 

causar mortalidade e inibir a reprodução de M. incognita por afetar os tecidos do intestino e dos 

órgãos reprodutivos, por meio de um metabólito produzido em meio de cultura LB. 

Posteriormente, com o fracionamento dos metabólitos por diferença de polaridade e o uso de 

técnicas, como  a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e cromatografia líquida 

acoplada à espectrometria de massas (LC-MS), a identidade do compostos foi descoberta e, 

com a esfingosina sintetizada, foi confirmado o efeito nematotóxico do composto (Gao et al., 

2016). Tais métodos podem ser utilizados para a identificação de compostos produzidos por B. 

thuringiensis capazes de reduzir a população de nematoides. 

4.2 – Bacillus thuringiensis e M. javanica na indução de resistência: a presença de 

M. javanica e/ou de B. thuringiensis induziu a resposta de defesa mediada pela via do ácido 

salicílico (SAR) e do ácido jasmônico (ISR) em plantas aos 7 e 15 dai. No geral, aos 7 dai, os 

nematoides induziram a regulação positiva de genes de defesa em plantas de soja, enquanto a 

bactéria de controle biológico os regulou negativamente, mesmo quando os dois 

microrganismos estavam concomitantes, exceto para o gene CHAL. A percepção da presença 

de J2 de M. javanica acarretou o forte aumento da expressão do gene ACS aos 7 dai e de FAL 

aos 7 e 15 dai. No entanto a presença da bactéria, B. thuringiensis, aos 7 dai, reduziu a expressão 

de FAL, neutralizando o efeito de resposta causada pela infecção dos nematoides. Contudo, B. 



113 
 

 

thuringiensis interferiu positivamente na expressão de CHAL aos 7 dai e de ACS, FAL e PR1 

aos 15 dai, atuando como indutor de resistência a infecção de M. javanica.  

O gene ACS codifica para a enzima ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico, que 

catalisa para a biossíntese do etileno, hormônio já conhecido por atuar na senescência e 

amadurecimento dos frutos e por inibir a infecção de nematoides do gênero Meloidogyne 

(Fudali et al., 2013; Gheysen e Mitchum, 2019). Essa redução ocorre possivelmente por meio 

da diminuição na atração das raízes, como já demostrado ao avaliar Arabidopsis e tomateiro 

expostos a inibidores de síntese do etileno e plantas insensíveis ao etileno, que obtiveram 

significativamente menos nematoides nos tecidos das raízes (Kumari et al., 2016; Shukla et al., 

2018).  

O gene FAL codifica para a enzima fenilalanina amônia liase, que é a primeira enzima 

da via dos fenilpropanoides, via metabólica envolvida com mecanismos de defesa mediada por 

SAR (Koukol e Conn, 1961; Camm e Towers, 1973; Dixon et al., 2002). Os fenilpropanoides 

são pigmentos florais, antibióticos, protetores da radiação ultravioleta (UV), repelentes de 

insetos e são importantes para a interação planta-microrganismo, com atividade contra fungos, 

bactérias, vírus e nematoides fitopatogênicos. Por exemplo, na via dos fenilpropanoides, há 

produção de compostos fenólicos, lignificação da parede celular e produção de flavonoides e 

diversas proteínas relacionadas à patogenicidade, como PR1 que é um marcador molecular para 

SAR e que tem função desconhecida (Dixon et al., 2002; Ohri e Pannu, 2010). Em acordo com 

a elevação da expressão do gene FAL, neste trabalho ocorreu maior produção de compostos 

fenólicos totais (CFT) e, consequentemente, maior lignificação de parede celular, visto que a 

polimerização dos CFT origina a lignina (Higuchi, 1985). Diversos trabalhos já comprovaram 

a capacidade de uma variedade de compostos fenólicos vegetais atuarem contra nematoide, 

reduzindo a eclosão e causando mortalidade (Ohri e Pannu, 2010). Ademais, a polimerização, 

de CFT para lignina e suberina, ocasiona maior lignificação de parede celular, o que pode 

impedir ou dificultar a penetração e o movimento dos nematoides no sistema radicular. 

 O gene CHAL é codificado para uma chalcona sintase, que é a primeira enzima 

específica para a via dos flavonoides, produzindo ‘esqueletos’ de chalcona dos quais derivam 

todos os flavonoides (Ferreyra et al., 2012). Os flavonoides além de estarem envolvidos na 

resistência a fungos e nematoides sedentários e migradores, têm um importante papel na 

proteção contra os raios UV, na inibição de auxinas, alelopatia e coloração de flores (Ohri e 

Pannu, 2010). Já em 1998, por Baldridge et al., eram observados genes da via dos flavonoides 

envolvidos em resposta de defesa a PPNs do gênero Pratylenchus. No entanto, anteriormente a 
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isso, já era documentado que em plantas de soja resistentes a M. incognita ocorria a reação de 

hipersensibilidade e o acúmulo de gliceolina, um isoflavonoide presentes em plantas soja. Além 

da gliceolina, outros diversos flavonoides foram capazes de causar a inibição da eclosão, causar 

motilidade e reduzir a reprodução dos nematoides (Ohri e Pannu, 2010).  

4.3 – Bacillus thuringiensis e P. brachyurus na indução de resistência: em relação à 

expressão de genes de defesa em plantas que receberam ao P. brachyurus e/ou B. thuringiensis, 

no geral, aos 7 dai, a presença do nematoide endoparasita migrador levou à ativação das vias 

de defesa SAR e IRS, enquanto a combinação dos dois microrganismos ocasionou a regulação 

negativa, com exceção do gene CHAL. Nesse primeiro momento, as bactérias sozinhas não 

influenciaram as plantas. De forma oposta, aos 15 dai, a presença dos nematoides ocasionou a 

regulação negativa dos genes enquanto a da bactéria os regulou positivamente. Ainda, aos 15 

dai, com a presença do isolado bacteriano,  a expressão de CHAL foi mantida sob regulação 

positiva. Aos 7 e 15 dai, P. brachyurus e B. thuringiensis induziram maior produção de TSP e 

LGTA. Possivelmente, o mecanismo de defesa induzido pela associação de P. brachyurus e B. 

thuringiensis foi semelhante ao que ocorreu para M. javanica, por meio da produção de TSP, 

maior lignificação de parede celular e produção de flavonoides.  

4.4 – Bacillus thuringiensis e H. glycines na indução de resistência: no início da 

infecção, aos 7 dai, H. glycines e B. thuringiensis, aplicados de forma isolada, silenciaram a 

resposta de defesa, porém a combinação dos dois microrganismos induziu resposta de defesa 

por meio da via do SAR (CHAL e PAL) e ISR (KTI). No entanto, a combinação dos dois 

microrganismos também acarretou a regulação negativa de genes, como o ACS, o que pode ter 

prejudicado o estabelecimento de H. glycines no sistema radicular.  

Como mencionado anteriormente, o ACS está relacionado à síntese do etileno e, 

diferentemente do que ocorre para o gênero Meloidogyne, esse hormônio vegetal tem efeito 

positivo na infeção por H. glycines, sendo a regulação negativa desse gene interessante como 

mecanismo de defesa. Em trabalhos anteriores, foi observado que plantas mutantes para a 

síntese do etileno ou expostas a inibidores do etileno tem menos nematoides de cistos e que o 

aumento dos níveis de etileno leva ao aumento da expansão do sincício, que são as células de 

alimentação de H. glycines (Goverse et al., 2007; Wubben et al., 2007; Kammerhofer et al., 

2015). 

A regulação positiva da expressão do gene BBI, gene relacionado a inibidores de 

proteases, aos 7dai, quando os dois microrganismos estão concomitantes, sinaliza para a 
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resposta de defesa média por ISR. Os inibidores de proteases têm efeito antinutricional em 

insetos e a nematoides por meio da inibição da atividade proteolítica das enzimas digestivas, 

interferindo no desenvolvimento e reprodução (Bowman, 1946; Birk et al., 1963; Pompermayer 

et al., 2003). A regulação positiva de BBI combinado com a ativação da SAR, aos 15 dai, 

expresso pelo marcador molecular PR1 e com maior produção de TSP, pode ser um dos 

mecanismos envolvidos na redução de H. glyicnes em raízes de soja. 

Para a interação isolada de B. thuringiensis ou combinada com PPNs, em alguns casos, 

houve a regulação negativa de genes defesa de planta. Tais dados podem, de forma errônea, 

levar à interpretação de que a presença de microrganismos benéficos e/ou controle biológico 

pode induzir plantas a ficarem mais suscetíveis ao parasitismo de patógenos vegetais. Já foi 

demostrado que a atenuação da resposta de defesa promovida por organismos benéficos é 

semelhante aos dos patógenos e tem o objetivo de estabelecer uma relação simbiótica com 

plantas sem que sejam confrontados pelos seus mecanismos de defesa. As estratégias podem 

ser por meio da liberação de efetores, ou em alguns casos, a modificação de MAMPs (Padrões 

Moleculares Associados a Microrganismos) para que as plantas os percebam de forma mais 

atenuada (Buscaill e van der Hoorn, 2021). No entanto, vale ressaltar, que ocorre a expressão 

de genes de defesa importantes como o CHAL, que está diretamente relacionado à redução da 

população de nematoides e, além disso, os agentes de biocontrole utilizam diversos mecanismos 

de ação, como a produção de metabólitos e proteínas tóxicas, por exemplo. Assim, a 

combinação de diversos mecanismos de ação, incluindo a regulação de genes importantes, 

acarreta a redução da população de PPNs, como observado neste trabalho. 

Bacillus thuringiensis é um organismo de biocontrole que se mostrou com atividade 

relevante para o manejo dos três principais nematoides parasitas da soja. Observamos que os 

metabólitos produzidos pelos três isolados aqui estudados têm efeito nematicida e que B. 

thuringiensis ativa mecanismos de defesa contra M. javanica, P. brachyurus e H. glycines em 

plantas de soja. Ao investigar os mecanismos de defesa envolvidos, foi observada a ativação de 

vias de defesa dependentes do ácido salicílico e do ácido jasmônico. De forma comum, genes 

relacionados à produção de flavonoides e maior produção de compostos fenólicos e derivados 

da lignina ocorreu para os três nematoides, quando a bactéria estava presente. 
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5. CONCLUSÃO  

Bacillus thuringiensis é um agente eficiente de controle biológico dos três principais 

nematoides parasitas da soja. Os metabólitos produzidos pelos isolados M51, T03 e Br58 têm 

atividade nematicida, sendo capazes de inibir totalmente a eclosão e de causar a mortalidade de 

nematoides. Além disso, esses isolados associam-se epifiticamente às raízes de soja, 

possibilitando exercer os seus potenciais nematicidas. Por último, a via de defesa mediada pelo 

ácido salicílico e ácido jasmônico são ativadas em plantas tratadas com B. thuringiensis, o que 

pode contribuir para a redução de nematoides nas raízes. 
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Material suplementar S1 - Expressão relativa de genes relacionados à defesa (7 dias após a inoculação) em raízes de soja tratadas com B. thuringiensis (M51), 
e infectadas por M. javanica (Mj) e com a combinação dos dois microrganismos (M51 + Mj). A testemunha corresponde às plantas que não receberam bactéria 
ou nematoide. Colunas com a mesma letra não são estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Material suplementar S2 - Expressão relativa de genes relacionados à defesa (15 dias após a inoculação) em raízes de soja tratadas com B. thuringiensis (M51), 
e infectadas por M. javanica (Mj) e com a combinação dos dois microrganismos (M51 + Mj). A testemunha corresponde às plantas que não receberam bactéria 
ou nematoide. Colunas com a mesma letra não são estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Material suplementar S3 - Expressão relativa de genes relacionados à defesa (7 dias após a inoculação) em raízes de soja tratadas com B. thuringiensis (M51), 
e infectadas por P. brachyurus (Pb) e com a combinação dos dois microrganismos (M51 + Pb). A testemunha corresponde às plantas que não receberam bactéria 
ou nematoide. Colunas com a mesma letra não são estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Material suplementar S4 - Expressão relativa de genes relacionados à defesa (15 dias após a inoculação) em raízes de soja tratadas com B. thuringiensis (M51), 
e infectadas por P. brachyurus (Pb) e com a combinação dos dois microrganismos (M51 + Pb). A testemunha corresponde às plantas que não receberam bactéria 
ou nematoide. Colunas com a mesma letra não são estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05). 
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Material suplementar S5 - Expressão relativa de genes relacionados à defesa (7 dias após a inoculação) em raízes de soja tratadas com B. thuringiensis (M51), 
e infectadas por H. glycines (Hg) e com a combinação dos dois microrganismos (M51 + Hg). A testemunha corresponde às plantas que não receberam bactéria 
ou nematoide. Colunas com a mesma letra não são estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Material suplementar S5 - Expressão relativa de genes relacionados à defesa (15 dias após a inoculação) em raízes de soja tratadas com B. thuringiensis (M51), 
e infectadas por H. glycines (Hg) e com a combinação dos dois microrganismos (M51 + Hg). A testemunha corresponde às plantas que não receberam bactéria 
ou nematoide. Colunas com a mesma letra não são estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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CONCLUSÕES GERAIS 

 
 

• O isolado Pc10 de Pochonia chlamydosporia var.  chlamydosporia é um agente de 

biocontrole eficiente em reduzir a população de Pratylenchus brachyurus em raízes 

soja;  

 

• A presença de P. chlamydosporia e P. brachyurus induz vias de defesa dependentes de 

ácido salicílico e ácido jasmônico e a combinação desses dois microrganismos em 

plantas causa maior expressão de genes relacionados à defesa e produção de compostos 

antagonistas aos nematoides; 

 

 

• Os isolados T03, T13, Br58 e M51 de Bacillus thuringiensis são eficientes em reduzir 

a população de Meloidogyne javanica, Heterodera glycines e Pratylenchus brachyurus, 

que são os três principais nematoides parasitas da soja;  

 

• Os metabólitos produzidos por Bacillus thuringiensis tem atividade nematicida contra 

Meloidogyne javanica, Heterodera glycines e Pratylenchus brachyurus; 

 

 

• Bacillus thuringiensis isolado M51 induz a via de defesa mediada por ácido salicílico e 

ácido jasmônico em plantas de soja, o que pode contribuir para a redução de nematoides 

radiculares. 

 


