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RESUMO

BALBINO, Huarlen Marcio, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, novembro de 2022.
Alteracoes no metabolismo da soja causadas pela interacao de Pochonia chlamydosporia
e Bacillus thuringiensis com nematoides fitoparasitas. Orientador: Leandro Grassi de Freitas.

A soja € uma cultura de grande importancia mundial, pois € a principal fonte de farelo proteico
e Oleo vegetal. Atualmente, o Brasil € o maior produtor e exportador dessa commodity, porém
diversas pragas e patégenos estdo associados a cultura, o que pode causar perdas significativas,
refletindo na baixa produgdo ou perda da qualidade dos grdos. Dentre esses organismos
antagdnicos a producdo de soja, destacam-se os nematoides parasitas de plantas, principalmente
Meloidogyne spp, Heterodera glycines e Pratylenchus brachyurus, que possuem ampla
distribuicao nos campos de produgdo e sdo altamente agressivos. Como medida de manejo, é
indicado o uso de organismos de controle bioldgico, principalmente bactérias e fungos
nematdfagos, que apresentam alta eficiéncia e s@o principios ativos de diversos nematicidas
microbiolégicos. O fungo Pochonia chlamydosporia é um ascomiceto parasita de ovos de
nematoides e € amplamente investigado no manejo de nematoides endoparasitas sedentarios,
mas carece de informagdes sobre os mecanismos de a¢do em nematoides com hébitos de vida
endo-migratdrios, em que a oviposi¢ao ocorre dentro do sistema radicular. Outro exemplo, a
bactéria Bacillus thuringiensis é intensamente estudada no controle bioldgico de insetos, mas o
efeito nematotdxico das proteinas de B. thuringiensis sobre nematoides de vida livre e parasitas
de plantas j4 € relatado. No entanto, pouco se sabe sobre outros mecanismos de a¢do, como a
inducdo de resisténcia, 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 a soja e a capacidade desses organismos em induzir resisténcia sist€mica contra esses
fitopatdégenos. 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, apds 7 dias, foi aplicada uma suspensao aquosa contendo os respectivos
nematoides. Apdés 7, 15, 30 e 60 dias da inoculacdo (dai) do nematoide, as varidveis
nematoldgicas foram mensuradas e, por meio de técnicas bioquimicas e moleculares, foram
quantificadas a concentracao de metabdlitos secundarios e a expressao de genes relacionados a
defesa. Varidveis agronomicas foram analisadas para avaliar o potencial dos isolados em

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



populacdo de P. brachyurus de 25,02 a 41,84%, enquanto os isolados bacterianos promoveram
a reducdo dos trés géneros de 36,6 a 55,9%. Da mesma forma, P. chlamydosporia e o isolado
M51 de B. thuringiensis modificaram significativamente a expressdao de genes de defesa, a
concentracdo de compostos fendlicos totais e importantes hormonios relacionados a defesa e
alteraram a concentracdo de derivados de lignina, indicando maior lignificacdo da parede
celular. Assim, pode-se dizer que os isolados aqui investigados sdo eficientes no controle dos
principais nematoides da soja e a indugdo de resisténcia € um importante mecanismo para esse

efeito.

Palavras-chave: Controle biolégico. Bactérias nematéfagas. Fungos nematéfagos. Nematoide
de galhas. Nematoide de cistos. Nematoide das lesoes radiculares. Inducdo a resisténcia.



ABSTRACT

BALBINO, Huarlen Marcio, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, 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. INTRODUCAO

Os nematoides parasitas de plantas (NPPs) sdo vermes microscOpicos capazes de
infectar as raizes das plantas hospedeiras, causando perdas significativas para agricultura.
Estimativas mais recentes indicam que os NPPs ocasionam perdas em torno de 80 bilhdes de
dolares ao ano (Nicol et al., 2011). Essas perdas sdo 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 distribuicdo geogréifica no globo terrestre e por possuirem

populagdes 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 reorganizacio 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 serdo sequestrados pelo
nematoides, levando as plantas ao subdesenvolvimento. Ademais, a atividade dos nematoides
sob plantas hospedeiras dificulta a absorcao de dgua e nutrientes a partir solo e aumentam a
suscetibilidade ou suplantam a resisténcia a outros organismos fitopatogénicos, como os fungos
e bactérias, por gerarem aberturas/ferimentos no sistema radicular, facilitando a entrada de

patégenos (Bergeson, 1972).

Os NPPs sdo organismos biotréficos e sdo 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 € inserido no tecido vegetal
para suc¢do de nutriente. Nesse grupo tém-se representantes importantes, como Xiphinema e
Longidorus, que sao vetores de virus (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 sdo 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 necréticas nas raizes.
Nematoides com estilo de vida endoparasita migrador, como Pratylenchus, Radopholus,
Aphelenchoides e Bursaphelenchus, estdo associados com graves indices de perdas de
produtividade em todas as regides agricolas do mundo (Jones et al., 2013). Por fim, os
nematoides endoparasitas sedentdrios, representados pelos géneros Meloidogyne, Heterodera e
Globodera. Nematoides com este estilo de vida, apds penetrar no tecido vegetal, migram para

o cilindro vascular, onde escolhem as células que irdo ser diferenciadas para tornar estruturas
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especializadas para retirada de nutrientes. Apds causarem essas modificacdes, tornam-se
sedentdrios e passam o resto do ciclo de vida alimentado das células diferenciadas (Moens et
al., 2009). Devido as modificacdes anatdmicas e fisioldgica nas células hospedeiras causadas
pelo parasitismo de nematoides endoparasitas sedentdrios, o desenvolvimento das plantas e
producdo agricola sdo fortemente afetados, sendo este grupo de NPPs considerado o mais

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

Como alternativa para o controle desses organismos maléficos para a producao agricola,
indica-se o uso do manejo integrado de doencas de plantas, que combina diversos mecanismos
para reducdo da populagdo do patdégeno, como por exemplo o controle preventivo, controle
cultural e controle quimico (Ferraz et al., 2013). Dentre os diversos mecanismos para reducao
de NPPs em dreas agricultdveis, destaca-se o uso de microrganismo antagonista no controle
bioldgico. Esta estratégia ja se mostrou eficientes ao utilizar bactérias, fungos, nematoides
predadores e tardigrados (Stirling, 1993), porém, até o momento, os fungos e as bactérias sdao
os mais estudados, j4 que apresentam vantagens como a alta eficiéncia e facilidade de producgdo

massal (Chen e Dickson, 2004).

Os mecanismos pelo quais os fungos e bactérias atuam no controle de NPPs sdo
variados, podendo ser diretamente sobre o alvo, parasitando ovos e/ou espécimes moveis,
produzindo compostos xenofobidticos e/ou, ainda, melhorando a resposta da planta a infeccao,
por meio da inducdo a resisténcia (Medeiros et al., 2015; Escudero and Lopez-Llorca, 2012;
Monteiro et al., 2020; Yang et al., 2012). O fungo Pochonia chlamydosporia, endofitico e
nemato6fago, foi relatado parasitando ovos de NPPs de diferentes géneros (Manzanilla-Lopez
and Lopez-Llorca, 2017) e, mais recentemente, melhorando a resposta de defesa da planta

contra nematoides por meio da ativagcdo de vias bioquimicas especificas (Santos et al., 2017).

Atualmente, as bactérias correspondem a maior propor¢cao de nematicidas bioldgicos
registrados no Brasil € no mundo (MAPA, 2022). Diversos géneros bacterianos, em especial,
as rizobactérias promotoras de crescimento (PGPR), podem atuar como antagonista a inimeras
espécies de nematoides parasitas de plantas (Subedi et al., 2020). Bactérias presentes no
rizoplano podem estabelecer uma relacdo benéfica com as raizes das plantas e reduzir a
populacdo de NPPs no solo por meio do parasitismo direto, produ¢d@o de proteinas e metabdlitos
com atividade nematicida e por criarem biofilme nas raizes que impedem a localizacdo e a

penetracdo dos nematoides nas raizes (Tian et al., 2007).
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Pasteuria, Pseudomonas e Bacillus sdo os géneros de rizobactérias mais investigados
no manejo de NPPs, o que justifica a maior propor¢do de nematicidas microbiolégicos no
mercado serem destes trés grupos. As espécies Bacillus subitilis, B. firmus, B.
methylotrophicus, B. amyloliquefaciens e B. licheniformis sdao alguns exemplos de bactérias que
sd0 o principio ativo de diversos nematicidas microbiolégicos, sendo a primeira, B. subitilis, a
mais estudada neste quesito (Subedi et al., 2020; Tian et al., 2007). Apesar da grande
diversidade de fungos nematéfagos relatados na literatura cientifica, atualmente, no Brasil, os
produtos nematicidas microbiolégicos sdo produzidos apenas com fungos dos géneros
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 acdo de fungos e bactérias nematéfagos sdo variados, podendo sem
por meio do parasitismo e predacdo, produg¢dao de compostos téxicos, competi¢do e inducao a
resisténcia. Identificar como os organismos antagonistas interagem com nematoides parasitas
vegetais e com as culturas hospedeiras — associagdes sinérgicas-, auxilia a desvendar esses
mecanismos de controle e, no futuro, aprimorar e elaborar novas estratégias que favorecam o

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

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Os nematoides parasitas de plantas

Os NPPs sdo animais que estdo inclusos dentro do filo Nematoda, onde estdo 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 evoluiram
independentemente e estes pertencem as ordens Triplonchida, Dorylaimida, e Rhabditida,
sendo nessa ultima, 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 caracteristica compartilhada (Baldwin
et al., 2004). Essa estrutura tem como fun¢@o no parasitismo de extrair nutrientes da planta e
introduzir proteinas e moléculas capazes de ocasionar modificagdes morfoldgicas e fisiologicas

continuas na célula vegetal hospedeira (Mitchum et al., 2013).
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A subordem Tylenchina, alocada em Rhabditida, agrupa, dentre outros, os géneros de
nematoides endoparasitas sedentdrios 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 géneros correspondem aos nematoides de maior
importancia cientifica e econdmica em todo mundo, ocupado a lideranca em uma lista com 10

géneros parasitas de plantas mais estudados.

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

Meloydogyne esté incluso dentro da subordem Tylenchina, na familia Meloidogynidae
(Hodda, 2022). Os NPPs do género Meloidogyne sao considerados os de maior importancia
para a agricultura mundial, por apresentarem uma ampla distribui¢do geografica, enorme gama
de hospedeiros e associados a grandes prejuizos (Agrios, 2005; Castagnone-Sereno et al., 2013).
Quando parasitando o seu hospedeiro, esses NPPs geram distirbios hormonais nas plantas, o
que leva ao aparecimento de galhas nas raizes. Esse sintoma primario dificulta a absor¢do de
dgua e nutrientes do solo, de forma a acarretar plantas de baixo porte, amareladas e pouco

produtivas (Bartlem et al., 2013).

Cada fémea de Meloidogyne pode ovipositar at¢ 1000 ovos no solo, porém protegidos
por uma massa mucilaginosa, que evita a acdo de antagonistas e dessecagdo (Kerry et al., 2000;
Evans e Perry, 2009). Apds completar os estdgios da embriogénese, os nematoides de primeiro
estddio (J1) passam pela primeira troca cuticular dentro dos ovos, tornando-se juvenis de
segundo estadio (J2). Os J2 sdo comumente chamados de juvenis infecciosos, pois nessa etapa
eles saem dos ovos e penetram as raizes das plantas hospedeiras pela coifa. Apds a penetragdo,
0s J2 migram intracelularmente pelo cilindro vascular, onde irdo escolher de 6 a 10 células para
diferenciar em uma estrutura especializada para retirada de nutrientes. Apds 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 sao conhecidas como células gigantes, por
sofrem hipertrofia, podendo ter até 400 vezes o tamanho de uma célula sadia (Smant et al.,
2018). Essas modificacdes ocorrem por acdo de proteinas efetoras liberadas pelos nematoides
durante as fases do seu processo infeccioso a fim de conseguirem penetrar € migrar nos tecidos
da planta, modificar a expressdo dos genes e o acimulo de hormdnios vegetais para inducao a

formacdo de suas células de alimentacdo (a galha) e para estimular o acimulo de agucares e
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aminodcidos para alimentacdo 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 esté intrinsecamente relacionado com o controle das vias
de defesa do &cido salicilico, 4cido jasmonico e etileno (Vieira e Gleason, 2019). Esses
hormoénios, durante o parasitismo, sdo regulados negativamente para aumentar a suscetibilidade
do hospedeiro, no entanto, a aplicacdo exdgena ou uso de linha transgénicas que superexpressao
esses hormonios, mostraram-se mais resistentes ao nematoides de galhas, dando origem a
fémeas e sitio de alimentacdo menores e menor taxa de reproduc¢do dos nematoides (Molinari
et al., 2014). Assim, organismos benéficos que se associam as plantas ativando essas vias pode
ser interessante, pois podem contribuir para a redu¢do dos nematoides em plantas que estdo em

condic¢des de campo.

O manejo de nematoides do género Meloidogyne é dificil, 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
area. Porém, apés a infestacdo, 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 € eficiente em reduzir de 40 a 78% a populacdo de M. incognita, M.
Jjavanica, M. enterolobii e M. arenaria em tomate, soja, banana, cenoura e pepino, indicando a
eficiéncia de biocontrole promovido pelo fungo contra diferentes espécies do género
Meloidogyne e em plantas de diferentes familias botanicas (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 ja relataram a efici€éncia
de B. thuringiensis em reduzir de forma significativa a populacao de Meloidogyne spp.,
causando a inibicdo da eclosdo 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 esta classificado na subordem Tylenchina, na familia 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 género
Heterodera sao endoparasitas sedentdrio — as fémeas tornam-se sesseis apds estabelecerem o
local de alimentacdo — e seu habito parasito estd relacionado a plantas com baixo porte,

raquiticas, cloréticas 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 situagdes, as perdas de produtividade podem chegar a 100% (Costa et
al., 2022).No Brasil, a ocorréncia da espécie H. glycines foi relatada na safra 1991/92 em Minas
Gerais e Mato Grosso do Sul e atualmente estima-se que a area afetada pelo nematoide seja
superior a 3,0 milhdes 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 penetracio pela coifa das raizes. Posteriormente a
isso, os nematoides, ainda vermiformes, escolhem uma célula para a partir da qual induzirem a
formacdo de seu sitio de alimentacdo — os sincicios -, sofrem sucessivas ecdises, tornam-se
adultos e passaram pelo resto do ciclo de vida alimentando-se apenas nas células sinciciais.
Diferentemente das fémeas, apds a ultima ecdise, os machos retornam a forma vermiforme,
migram para o solo e copulam com as fémeas presentes no sistema radicular. Assim, as fémeas
de H. glycines iniciam a postura dos ovos, porém a maior parte dos ovos permanecem dentro
do corpo da fémea, que morre e torna-se estrutura de resisténcia para os ovos. Essa estrutura €
chamada de cistos e cada cisto pode conter, em média, até 200 ovos. Quando em condi¢des
favoraveis, ocorre o desenvolvimento embrionario dos ovos, resultando em nematoides de
primeiro estadio (J1), que sofrem uma primeira ecdise, originando os nematoides de segundo
estadio (J2). Os J2 rompem a casca dos ovos e ficam livre no solo para recomecar o ciclo
infecioso. Os J2 também sdo conhecidos como juvenis infecciosos, por serem eles os
responsdveis por iniciarem a relacio parasitica e sdo alvos das medidas de controle, uma vez
que sdo mais sensiveis que a estrutura de resisténcia, os cistos (Dias et al., 2009, 2010; Jones et

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

Nematoides da espécie H. glycines reproduzem de forma anfimitica (= reproducao
cruzada) e a fémea pode copular com vérios machos, favorecendo o aumento da variabilidade
genética dentro da populacdo do patégeno. Nessa espécie de nematoide ocorre racas e no Brasil
sdo relatados, até o momento, a presenca de 11 ragas (1, 2, 3, 4, 4+, 5, 6, 9, 10, 14 e 14+)
distribuidas pelos estados produtores. Além da rota¢do de culturas, 0 manejo genético com o
uso de variedade de soja resistente sdo os mais indicados, porém o uso continuo de uma mesma
cultivar resistente leva a pressao de selecdo e ocasionando a suplantacdo da resisténcia. Desse
modo, o manejo integrado, que combina diferentes técnicas de manejo, € indicado a fim de

reduzir o efeito de pressdao de selecdo (Costa et al., 2022). O controle biol6gico compreende
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umas das técnicas utilizadas no manejo de H. glycines e, atualmente, fungos e bactérias sao

principios ativos de nematicidas microbioldgicos registrados para o manejo desse patdgeno.

Apesar dos estudos envolvendo proteinas de B. thuringiensis para o controle de H.
glycines, no Brasil ha registro apenas de produtos em que o principio ativo € 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 realizacdo de mais estudos para compreender como se dd a relagdo B. thuringiensis- H.
glycines e, a fim de compreender os mecanismos de acdo envolvimentos na redugdo de H.

glycines e, futuramente, determinar técnicas que favorecam o agente de controle bioldgico.

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

RLN)

Pratylenchus pertence a subordem Tylenchina, na familia Pratylenchidae (Hodda,
2022). Os nematoides do gé€nero Pratylenchus possuem grande variedade de plantas
hospedeiras e, para algumas culturas de importincia econdmica, sdo considerados como
principais pragas. As espécies mais importantes € mais comumente encontradas em regides
agricolas sdo: 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 expansdo e prejuizos causados por Pratylenchus no cultivo da
soja vem sendo cada vez mais conhecida, sendo a espécie P. brachyurus umas das mais
prejudiciais em areas produtoras de soja (Ferraz, 2006; Inomoto, 2011). O crescente aumento
de danos causados por P. brachyurus € reflexo da rotacdo ou plantio sucessivo de culturas
suscetiveis ao parasitismo desse patdgeno, como a soja e o milho. A situacao se agrava em areas
de plantio direto, pois ocorre a lenta decomposi¢do do sistema radicular, fornecendo, assim,
abrigo para os nematoides (Inomoto, 2009). Dados nacionais estimam perdas de 20 a 30% da
producdo de graos 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 sedentérios apds as
ecdises, todos os estadios de vida de Pratylenchus sdo 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 atracdo quimiossensorial em busca dos
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exsudatos radiculares produzidos pelas raizes das plantas hospedeiras, penetram nas raizes na
zona meristematica 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
raizes, 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 raizes ou no solo (Jones et al., 2013;

Moens et al., 2009).

O habito de Pratylenchus de alimentar-se de células das raizes das plantas, causa o
aparecimento de coloragdo marrom nas raizes (tecidos necrosados), com menos € menores pelos
radiculares e, em casos mais graves, destruicdo das raizes. 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 caracteristica conservada nos grupos de NPPs, hd o estilete e as glandulas
esofagianas subventrais e dorsais (Hussey, 1989). Nessas glandulas sdo produzidos parte dos
efetores responsdveis por modificar o hospedeiro e facilitar o parasitismo (Haegeman et al.,
2012; Siddique and Grundler, 2018). Nos nematoides endoparasitas sedentarios, as glandulas
tém funcionalidades diferentes para as etapas do desenvolvimento da doenca: as glandulas
subventrais sdo mais ativas nas fases iniciais do parasitismo, liberando proteinas degradadoras
de parede celular e de supressdo das respostas imunes do hospedeiro, enquanto a dorsal esta
envolvida nas modificacdes a longo prazo, como estabelecimento do sitio de alimentacdo
(Davis et al., 2000; Mitchum et al., 2013). No entanto, como Pratylenchus nao forma sitio de
alimentacdo, esse padrdo de producao de efetores em diferentes etapas do desenvolvimento do

nematoide e da doenca, ndo conferem (Fosu-Nyarko e Jones, 2016).

Como primeira barreira fisica contra a penetracdo de Pratylenchus, a parede celular
vegetal € composta por polissacarideos de celulose, hemicelulose, lignina, pectina e proteinas
(Fosu-Nyarko e Jones, 2016). Ao iniciarem a infec¢ao, os nematoides utilizam o estilete como
forca fisica para separar as lamelas médias das células, porém um coquetel de proteinas efetoras
com atividade degradadora sobre a parede celular é liberado (Haegeman et al., 2012). Ja sdo
conhecidas as proteinas de Pratylenchus com atividades de celulase, pectinase e xilanase
(Haegeman et al., 2012). No entanto, as plantas respondem ao estresse causado pela atividade
de proteinas do nematoides ativando vias sinalizacdo, que irdo culminar na producdo de
compostos com efeito nematicida (Haegeman et al., 2012). Estudos demostram que
microrganismo endofiticos, como o P. chlamydosporia, podem auxiliar as plantas a

responderem mais rapido e de forma intensa a colonizag¢do do nematoide (Jung et al., 2012; Vos
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et al., 2013, 2012). Desse modo, estudar a expressao diferencial de genes de defesa das plantas
que hospedam agente de biocontrole pode elucidar novos mecanismos moleculares de atuacio

desses organismos antagonistas e explicar como fungos e bactérias reduz a popula¢do de RLN.

2.2. Pochonia chlamydosporia

O fungo P. chlamydosporia é um Ascomycota pertencente a ordem Hypocreales
(Batista e Fonséca, 1965) e, além de saprdfito, esse fungo tem a habilidade nematéfaga, ou seja,
utilizar nematoides como fonte de nutricao (Bordallo et al., 2002). Esse fungo parasita ovos de
nematoides por meio da liberagdo 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

absor¢do de nutrientes presentes nas células embriogénicas (Escudero e Lopez-Llorca, 2012).

O relato da infectividade de P. chlamydosporia sobre nematoides ocorreu em 1974,
quando foi observado a presenga do fungo em solo supressivo ao Heterodera avenae (Kerry
and Crump, 1977). Posteriormente a isso, estudos demonstraram a ndo seletividade de P.
chlamydosporia, parasitando ovos de diversas espécies de NPPs do género Globodera,
Meloidogyne, Nacobbus e Rotylenchulus (Morgan-Jones et al., 1981; Pérez-Rodriguez et al.,
2007; Tikhonov et al., 2002; Wang et al., 2005). Também ha relatos desse fungo reduzindo a
populacdo no solo de Pratylenchus, Radopholus similis e Helicotylenchus (Freitas et al., 2009).
De acordo com diversos estudos sobre eficiéncia de biocontrole de NPPs por P.
chlamydosporia, a capacidade de redugdo da populagdo desses patégenos vegetais em culturas
de importancia econdmica 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 expressao de diferenca genes de defesa e melhorias
das respostas bioquimicas por meio da via do 4cido salicilico, 4cido jasmonico 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 as raizes (Monteiro et
al., 2018). No entanto, em 2002, Bordallo et al., notificaram a colonizac¢do endofitica em raizes
de tomateiro e cevada ao utilizarem corante e microscopia de luz em campo claro.

Posteriormente a isso, a transformacao genética de isolados de P. chlamydosporia com o gene
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da proteina fluorescente verde (GFP) confirmou o hébito endofitico e possibilitou o uso de
técnicas mais sofisticadas, como a microscopia de confocal a laser (Escudero and Lopez-Llorca,
2012; Macié-Vicente et al., 2009). O hébito endofitico de P. chlamydosporia proporciona a esse
fungo a vantagem de estar no mesmo local que os NPPs, dentro das raizes, e ndo estd sujeito a
competi¢do com outros microrganismos no solo (Stirling, 2011). Pochonia chlamydosporia, ao
colonizar endofiticamente culturas de importancia agronomica, pode melhorar o desempenho
dessas culturas por meio da contribuicdo na aquisi¢do de nutrientes (Monteiro et al., 2018),
promover o crescimento vegetal (Larriba et al., 2015) e atuar como indutor de resisténcia a

patégenos (Ciancio et al., 2017).

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

desencadeadas por Pochonia chlamydosporia

Como esperado, ao colonizar endofiticamente em raizes de plantas, P. chlamydosporia
induz diversas alteragdes no hospedeiro, como j4 relatado em estudos transcriptomicos e de
expressao diferencial de genes (Larriba et al., 2015, 2014; Rosso et al., 2011; Zavala-Gonzalez
et al., 2017). Dentre os transcritos da planta hospedeira que sdo expressos diferencialmente
durante a fase endofitica de P. chlamydosporia, pode-se citar os genes relacionados a defesa
(Ciancio et al., 2017), como as vias de defesa do triptofano, fenilpropanoides, acido salicilico,
acido jasmonico, etileno e dcido giberélico, por exemplo (Larriba et al., 2015). Com a
colonizacdo de P. chlamydosporia em raizes de cevada, aumenta a expressao do gene HS/
(proteina de resisténcia a nematoides) (Larriba et al., 2014), sendo essa atividade de P.
chlamydosporia sobre seu hospedeiro vegetal podendo auxiliar na resisténcia a infec¢ao por
NPPs. Desse modo, ao estudar a interacdo P. chlamydosporia-planta-NPPs, foi evidenciado que
a colonizacdo endofitica de P. chlamydosporia auxilia a planta a responder de forma
significativamente mais forte a infeccdo por nematoides, uma vez que planta que hospeda o
fungo, durante a infeccdo por Meloidogyne, tem alta expressao dos genes PR-I (gene da
proteina de resisténcia 1) e LoxD (lipoxigenase), que sdo genes relacionados a proteinas com
atividade na vias de defesa dependentes do 4cido salicilico e acido jasmonico (Ghahremani et

al., 2019).

Medeiros et al. (2015), ao comparar a atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase
(FAL), peroxidases (POX) e polifenoloxidase (PPO) em plantas de tomateiro tratadas com P.
chlamydosporia e plantas com auséncia do fungo, observou que as plantas inoculadas tinham

maior atividade de POX nas primeiras horas ap6s a infestacdo do solo com M. javanica e que
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PPO tinha alta atividade durante todo os periodos avaliados (24, 96 e 168h apds a infestacdo).
A enzima POX estd envolvida na polimerizacdo de compostos fendlicos e, por consequéncia,
maior lignificacdo dos tecidos (Chittoor et al., 1999). Assim, alta atividade de POX pode
dificultar a penetracdo do nematoide no tecido radicular do hospedeiro. J4 a PPO, atua na
oxidac¢do de compostos fendlicos a quinona, molécula téxica aos nematoides, o que pode afetar
a penetracdo e mobilidade dos nematoides nos tecidos (Wuyts et al., 2006). Assim, além de
detectar a expressdo diferencial de genes de defesa, ja € sabido também que hd maior atividade
de enzimas de defesa, que contribui com a resposta imune de defesa do hospedeiro. Desse
modo, avaliar a expressdo 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 favorecam a interagdo

planta-fungo nematéfago contra o RLN.

2.2.3 Regulacao das vias bioquimicas de defesa do hospedeiro desencadeado por

Pochonia chlamydosporia

Os hormonios vegetais sdo importantes reguladores do desenvolvimento e das rotas de
sinalizag¢@o, como resposta ao estresse bidtico e abidtico, por exemplo (Bari e Jones, 2009). Sao
conhecidos diversos hormonios produzidos pelas plantas, como as auxinas, giberelinas, dcido
abscisico, citocininas, brassinosteroides, peptideos hormonais, dcido salicilico (‘salicylic acid’
- SA), etileno (ET) e 4cido jasmonico (‘jasmonic acid’ - JA). No entanto, o SA, ET e JA sdo os
mais estudados na interag¢do planta-patégenos, uma vez que ja é conhecida a importancia desses
horménios na regulacdo de vias de resposta de defesa das plantas (Balbi e Devoto, 2008;

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

O SA ¢ conhecido por atuar na sinalizacdo de resposta de defesa imune a diversos
patégenos, principalmente contra patégenos biotréficos, por meio da resisténcia sist€émica
adquirida (‘Systemic acquired resistance’ - SAR) (Vasyukova e Ozeretskovskaya, 2007). A
percep¢ao de padrdes moleculares associados a patégenos (‘Pathogen associated molecular
patterns’ - PAMPs desencadeia a SAR, podendo essa ser conferida pelo acimulo de proteinas
relacionadas a patogénese (PR-1) e FAL (Ghahremani et al., 2019; Medeiros et al., 2015). Desse
modo, a alta expressdo do gene PRI e expressao/atividade de FAL sdo marcadores moleculares
da SAR. No caso JA e ET, estdo frequentemente relacionados a resposta a interacdo com
microrganismos benéficos, injurias e aos patégenos necrotréficos (Heil e Bostock, 2002). A

liberacdo de enzimas de degradacdo de parede celular por esses organismos desencadeia a
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resisténcia sistémica induzida (‘Induced systemic resistance’ — ISR), sinalizada pelo acimulo
de ja e ET nos tecidos vegetais (Sato et al., 2019). A ativacdo de ISR leva a producio de
inibidores de proteases que irdo atuar sobre a atividade proteolitica das enzimas digestivas dos
nematoides, evitando a infec¢do (Gheysen e Mitchum, 2019). Desse modo, para comprovar se
a planta estd respondendo a infeccdo por meio da ISR, pode-se avaliar o acimulo djaJA, ET e
expressao de genes e atividade de enzimas ligadas a essa via, como a familia das lipoxygenases
(LOX), 6xido de aleno sintase (AOS), aleno 6xido ciclase (AOC) e os inibidores de proteases,

visto que esses sdo 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 hormOnios sdo mais
suscetivels ao parasitismo de nematoides, sendo assim, ocorrendo maior penetracao no tecido
vegetal, maior tamanho de sitio de alimenta¢c@o, maior tamanho de fémeas e maior reproducao
(Molinari et al., 2014). No entanto, como relatado anteriormente, o habito endofitico de P.
chlamydosporia pode auxiliar as plantas em resposta contra nematoides, aumentando a
atividade de intermediarios das vias SAR e ISR (Ghahremani et al., 2019; Medeiros et al.,
2015).

2.3. Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis € uma bactéria gram-positiva, formato bastonete, formadora de
esporos e de inclusdes cristalinas e patogénica a insetos (Glare e O’Callaghan, 2000). A
primeira descricao dessa bactéria ocorreu no Japao em 1901, causando prejuizos na produgdo
de seda, por estar associada a larvas de bicho-da-seda (Bombyx mori), sendo, nessa época,
denominada Bacillus sotto (Siegel, 2000). Apos dez anos, a mesma bactéria foi isolada de
mariposas na cidade de Turingia-Alemanha, porém foi denominada como B. thuringiensis, em
homenagem a cidade onde foi isolada, e € 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 lepidoptero quarentendrio no
Brasil (Beegle e Yamamoto, 1992). Posteriormente a isso, formulacdes foram comercializadas
para aplicagdo direta sobre a superficie 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 importancia econdmica — algoddao, milho e soja - a fim de conferir
resisténcia a insetos. A primeira comercializacdo de plantas geneticamente modificadas com
genes Cry e Vip de B. thuringiensis (plantas Bt) ocorreu em 1996 e, atualmente, estima-se que
a drea de plantio com plantas Bt abrange mais de 178 milhdes de hectares distribuidos em 28

paises (James, 2015). .

O potencial nematicida de B. thuringiensis ja é conhecido, sendo o primeiro relato de
reducdo da populacdo de RKN feito em 1972 (Prasad et al., 1972). Atualmente, B. thuringiensis
estd relacionado a redu¢do da populacdo 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 metabolitos (turingiensina, quitinase € metaloproteinases),
membros das familias das proteinas cristais Cry5, Cry6, Cry12, Cry13, Cryl4, Cry21 e Cry55
sao produzidos por B. thuringiensis e tem atividade nematicida ja conhecida (Bel et al., 2022;
Horak et al., 2019). Mais recentemente, foi relatado a expressdo do gene que codifica para a
proteina Cryl4AB em plantas de soja transgénica, conferindo resisténcia a H. glycines em
condic¢des de casa de vegetacdo e de campo (Kahn et al., 2021). Além de controlar insetos e
NPPs, ha relatos B. thuringiensis associando-se endofiticamente e promovendo o crescimento

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

2.3.1 Proteinas Cry e modo de aciao

As proteinas Cry de B. thuringiensis sdo classificadas em grupos filogeneticamente nao
relacionados, os grupos sdo: 3d-Cry, Bin-like Cry, Mitx-like Cry e Outras toxinas Cry
(Crickmore et al., 2016). Essas proteinas sdo produzidas durante a esporulacdo de B.
thuringiensis e podem ter propriedades inseticidas e nematicidas (Fiuza et al., 2017). Em meio
de cultivo, durante a fase estacionaria, ocorre a esporulacdo, fase em que ocorre grande
producdo de protoxinas, que sdo responsaveis pela mortalidade de insetos e nematoides. Apds
o periodo de esporulacdo, as células bacterianas sofrem lise celular, esporos e as inclusdes sao

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

Os insetos ingerem as proteinas Cry, essas sdo dissolvidas no intestino médio liberando
protoxinas. As protoxinas sofrem com a acdo de proteases intestinais, levando a clivagem e
liberacdo dos fragmentos toxicos aos insetos. Esses fragmentos téxicos de tamanho menor
passam pelas membranas peritréficas e ligam-se a receptores especificos no intestino médio e

levam a abertura de poros, acarretando o desequilibrio de transporte de ions e d4gua, ocasionado
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a lise celular, septicemia e morte (Glare e O’Callaghan, 2000). Para nematoides, tanto de vida
livre quanto NPPs, apesar do mecanismo de acdo nao estd bem estabelecido, quando estimulado
a sua alimenta¢do em ambiente com a presenca de proteinas Cry, foi observado a proteina no
esofago 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 acdo de B. thuringiensis, revelado por andlise transcriptomica, é a
inducdo a resisténcia sistémica. Plantas tratadas com filtrado bacteriano de B. thuringiensis,
livre de célula, induziu a expressdo de genes responsivos a via de defesa do acido salicilico 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 ndo diretos de controle da populacdo de nematoides em

culturas de importancia agricola.
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3. HIPOTESES

O isolado Pc10 de P. chlamydosporia var. chlamydosporia reduz a populacdo de P.

brachyurus em raizes de soja.

P. chlamydosporia var. chlamydosporia interfere nas vias bioquimicas de defesa em
plantas de soja modulando a expressdao de genes relacionados a defesa, producdo de

hormoénios e compostos fendlicos nos tecidos radiculares.

P. chlamydosporia endofitica em raizes de soja infectadas por P. brachyurus interfere
na expressdo de genes relacionados a defesa, producdo de hormodnios e compostos
fendlicos em tecidos radiculares de soja, afetando negativamente a populacdo do

nematoide fitopatogénico.

Os isolados TO3, T13, Br58 e M51 de B. thuringiensis sdo capazes de reduzir a

populacdo de M. javanica, H. glycines e P. brachyurus em raizes de soja.

Metabdlitos dos isolados T03, Br58 e M51 de B. thuringiensis sao capazes de inibir a
eclosdo e causar mortalidade de J2 de M. javanica e de reduzir a populagdo H. glycines

e P. brachyurus em raizes de soja.

Os isolados TO3, Br58 e M51 de B. thuringiensis associam-se a plantas de soja,

crescendo epifiticamente em suas raizes.

O isolado M51 de B. thuringiensis, combinado com M. javanica, H. glycines ou P.
brachyurus, interfere na expressao de genes relacionados a defesa e na concentracio de
compostos fendlicos nos tecidos radiculares da soja, afetando negativamente a

populacdo desses nematoides.
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CAPITULO 1

Pochonia chlamydosporia modifica a expressao 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 importincia econdmica no mundo e o Brasil é o maior
produtor na atualidade. A producio de graos de soja € afetada por diversos patégenos 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 quimicos e de rotacdo de culturas. Nao
existem no mercado cultivares resistentes ao nematoide das lesdes radiculares, Pratylenchus
brachyurus, assim como hé poucas alternativas para a rotacao de culturas. Sendo assim, o uso
de antagonistas no controle bioldgico surge como uma alternativa para reduzir a populacio
desse patégeno de forma mais sustentdvel. Neste estudo, o objetivo foi investigar a habilidade
de Pochonia chlamydosporia em reduzir a populagdo de P. brachyurus em soja e determinar as
modificagdes no metabolismo secundario — por expressdo diferencial de genes e producdo de
compostos secundarios — de plantas infectadas por P. chlamydosporia, por P. brachyurus e pela
combinagdo dos dois organismos, a fim de determinar se ocorre inducao a resisténcia. Para isso,
foram avaliadas a penetracdo e a reproducao dos nematoides em plantas de soja ao longo do
tempo com e sem P. chlamydosporia. Posteriormente, foi quantificada a expressao diferencial
de genes relacionados as vias de defesa dependentes de acido salicilico (SA) e de acido
jasmonico (JA), os hormonios SA, JA, etileno, dcido indol acético e 4cido abscisico e a
concentracdo de compostos fenolicos totais (CFT) e derivados de lignina-adcido tioglicdlico
(LATG). O fungo P. chlamydosporia nao foi capaz de conter a penetracdo dos nematoides,
porém, foi apto a controlar de forma significativa a populacdo dos nematoides. A expressdo de
genes das vias de defesa revelou que a inoculacao individual dos dois microrganismos ocasiona
diversas modificagdes no metabolismo secundério e que ocorre a ativacao das vias de defesas
quando fungo e nematoide estdo juntos na planta, o que pode explicar a reducdo da populacao
de P. brachyurus. Assim, P. chlamydosporia reduz a populagcdo de P. brachyurus em plantas
de soja e ativa nelas o mecanismo de defesa.

Palavras-chaves: Inducdo de resisténcia. Nematoide das lesdes radiculares. Fungo

nemato6fago. Acido salicilico. Acido jasmonico.
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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. INTRODUCAO

A soja é uma cultura de grande importancia mundial, devido a sua utilizacdo na
alimentacdo humana, na producao de 6leos e como fonte de farelo proteico para alimentacao
animal (Fearnside, 2001; Jia et al., 2020). Atualmente, o Brasil é o maior produtor e exportador
de grios de soja, produzindo 137,23 milhdes de toneladas em 38,9 milhdes de hectares
(CONAB, 2021). Apesar disso, essa cultura sofre com a atividade antagonista de diversos
organismos que oneram a producdo (Rupe e Luttrell, 2008), entre os quais estdo os nematoides
parasitas de plantas (NPPs), responsaveis por perdas que podem chegar a 10,6% na producgdo
mundial de soja (Silva et al., 2006). Esse prejuizo € reflexo da alta quantidade de espécies de
nematoides que essa cultura pode hospedar — 100 espécies contabilizadas em 50 géneros —,
sendo os nematoides do género Meloidogyne e as espécies Heterodera glycines, Pratylenchulus
brachyurus e Rotylenchulus reniformis as mais deletérias ao cultivo da soja, por causarem
modificagdes morfoldgicas e fisioldgicas severas em plantas infectadas, afetando

negativamente a producdo de graos (Dias et al., 2010).

As espécies de Pratylenchus tém estilo de vida migrador, ou seja, apds penetrarem no
tecido radicular movimenta-se pelos tecidos, alimentando-se das células vegetais e
ovipositando dentro e fora das raizes. Em todos os estddios de vida, do juvenil de primeiro
estddio ao adulto, Pratylenchus é vermiforme e pode ser detectado tanto no solo como nas raizes
(Castillo e Volvas, 2007). Além da ampla distribuicdo em campos de producdo de soja no
Brasil, a espécie P. brachyurus é agressiva a cultura da soja e tem causado crescentes prejuizos
ao agronegocio brasileiro (Ferraz, 2006; Inomoto, 2011). As dificuldades de manejo somadas
a auséncia de cultivares resistentes faz aumentar a busca por agentes de controle bioldgico a

fim de promover o manejo eficiente e sustentdvel desse fitopatégeno.

O controle bioldgico consiste na introducao artificial de antagonistas no ambiente ou no
estimulo do desenvolvimento de microrganismos nativos, para reduzir a populacdo de
organismos indesejaveis (Baker e Cook, 1974). Esse método tem sido muito utilizado nos
ultimos anos devido ao aumento da disponibilidade de produtos comerciais no mercado
(MAPA, 2022). Produtos a base de Pochonia chlamydosporia sao utilizados em diferentes
paises (Hidalgo-Diaz et al., 2017) devido a eficiéncia desse agente de controle biolégico. Esse
fungo nematéfago é relatado como parasita de ovos de diversos géneros de nematoides
endoparasitas sedentdrios e semi-endoparasitas (Manzanilla-Lopez e Lépez-Llorca, 2017),

além de ter habilidade de associar-se endofiticamente aos tecidos radiculares (Bordallo et al.,



41

2002), ativar vias bioquimicas de defesa (Medeiros et al., 2015), melhorar a aquisi¢cdo de
nutrientes pelas plantas (Monteiro et al., 2018) e atuar no crescimento vegetal (Larriba et al.,

2015).

Apesar do amplo conhecimento da interacdo de P. chlamydosporia com nematoides
endoparasitas sedentdrios — nematoides que se tornam sésseis apds o estabelecimento da
infec¢do — pouco se sabe da acdo desse fungo sobre nematoides endoparasitas migradores, como
exemplo, o P. brachyurus. E documentada na literatura a reducdo da populacio de P.
brachyurus quando na presenca de P. chlamydosporia (Pacheco et al., 2020). Porém, vale
lembrar, que a oviposi¢ao de P. brachyurus ocorre, comumente, dentro dos tecidos das raizes,
o que poderia impedir a acdo parasitica de P. chlamydosporia diretamente sobre ovos no solo,
como ocorre para outros géneros 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 producdo de metabdlitos téxicos e/ou da

inducdo de resisténcia (Manzanilla-Lopez e Lopez-Llorca, 2017).

A planta, ao perceber a presenga 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 infec¢do por esses patégenos (Henry et al.,
2012). Entre essas repostas de defesa ocorre a ativacdo da resisténcia sist€émica adquirida
(“Systemic acquired resistance’ — SAR), resultando na sintese de fenilpropanoides, flavonoides,
terpenoides, tirosina, hormonios e glicosinolatos (Dixon, 2001). O actimulo da proteina
Fenilalanina Amoénia-liase (FAL), intermedidrio da rota dos fenil fenilpropanoides, como o
acido salicilico (‘Salicylic acid’ — SA), e/ou o acimulo do produto final da via, a Proteina
Relacionada a Patogénese (PR1), € indicativo de que estd ocorrendo maior producido de
compostos toxicos aos nematoides, como espécies reativas de oxigénio (‘Reactive oxygen
species’ — ROS), compostos fendlicos e, possivelmente, maior lignificacdo da parede celular, o
que pode impedir ou dificultar a penetracdo desses NPPs (Wuyts et al., 2006). Essas respostas
relacionadas a SAR sdo observadas em interacOes de micorrizas, fungos e bactérias com

plantas, que estimulam respostas mais efetivas a infec¢do dos patdgenos (Song et al., 2015;

Medeiros et al., 2017).

A resisténcia sistémica induzida (‘Induced systemic resistence’ — ISR) também é

conhecida por atuar na defesa contra patdgenos e estd relacionada ao acimulo de &cido
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jasmonico (‘jasmonic acid’ — JA) e do etileno (ET) (Shoresh et al., 2010). Fungos e bactérias
podem contribuir para produgcdo desses hormonios, intensificando as respostas de defesa
vegetal para o controle de patégenos e insetos herbivoros (Shoresh et al., 2010; Pieterse et al.,
2014). Esses mecanismos de inducdo a resisténcia sdo amplamente estudados em plantas
infectadas por nematoides endoparasitas sedentdrios. No entanto, para o género Pratylenchus
existem poucas informagdes sobre como esses nematoides modificam o metabolismo de seus
hospedeiros. Por fim, torna-se interessante avaliar os intermedidrios da via do JA em plantas
infectadas por nematoides na presenga e na auséncia de P. chlamydosporia, visto que o produto
dessa rota ha a producao de inibidores de proteases, que afetam a nutricdo, o desenvolvimento

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

Deste modo, neste trabalho, investigamos a capacidade de um isolado de P.
chlamydosporia em conter a penetracao e a reprodugdo de P. brachyurus em raizes de soja.
Posteriormente, avaliamos a expressao de genes relacionados a defesa pela via do SAR e ISR,
a producdo de metabolitos associados a defesa e quantificagdo de dcido salicilico, dcido
jasmonico, 4cido abscisico (ABA), dcido indolacético (IAA), etileno, compostos fendlicos
totais (CFT) e derivados de lignina-dcido tioglicélico (LATG), na presencga e na auséncia do
fungo e do nematoide. A partir disso, buscamos entender como as plantas respondem a presenca
endofitica de P. chlamydosporia e a infecc@o por P. brachyurus e, além disso, se a indugdo de
resisténcia mediada por SA e JA estdo relacionadas a redugdo da populacao de P. brachyurus

em plantas de soja tratadas com P. chlamydosporia.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencao e preparo do inéculo de Pratylenchus brachyurus

A populagdo pura de P. brachyurus (origem Goids — Brasil) foi mantida em casa de
vegetacdo em plantas de sorgo e soja. Para a obtencdo 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 auxilio da camara de Peters, foi calibrada a

suspensdo aquosa contendo nematoides.

2.2. Obtencao dos clamidésporos de Pochonia chlamydosporia

Para este experimento, foi utilizado o isolado Pcl0 de P. chlamydosporia var.

chlamydosporia do laboratério de Controle Bioldgico de Fitonematoides do Departamento de
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Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa. O isolado fungico foi cultivado em meio e de
cultivo composto por arroz e dgua (3:1 m/v) por 21 dias, a 28 °C, no escuro, e os clamidésporos
foram extraidos conforme descrito por Balbino et al., (2021) e calibrados em camara de

Neubauer.

2.3. Execucao do experimento de controle biologico e inducao de resisténcia

2.3.1 — Experimento de casa de vegetacio

Uma mistura de latossolo vermelho-amarelo (solo arenoso — horizonte C) e areia lavada
em uma propor¢ao de 3:1 (V:V) (Franco-Arenosa) (Suplementar S1) foi esterilizada seguindo
o protocolo descrito por Zauza et al. (2007). Posteriormente, vasos plésticos de 1000 cm® (1L),
preenchidos com substrato descrita anteriormente, receberam uma semente de soja cv.
Conquista, que constituiu uma unidade experimental. . No momento da semeadura, 5000
clamidésporos de P. chlamydosporia.g™! de solo foram aplicados as unidades experimentais. J4
a infestac@o do solo foi realizada 7 dias apds a semeadura, com a aplicacdo de uma suspensao
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 vegetacdo com temperatura de 30°C £2, por
60 dias e em delineamento inteiramente casualizado. Para as andlises nematoldgicas, os
tratamentos foram repetidos seis vezes. Para os demais testes bioquimicos e moleculares, os
tratamentos foram repetidos trés vezes, sendo cada repeticdo composta por trés unidades

experimentais.
2.3.2 — Quantificacao das variaveis nematoldgicas

Para avaliar o efeito do isolado Pc10 de P. chlamydosporia sobre a populacido de P.
brachyurus, foram mensuradas a penetracdo e a reproducdo dos nematoides. Desse modo, para
determinar a taxa penetracdo de P. brachyurus, foram coletadas raizes de soja dos tratamentos
Pb e Pc + Pb, aos 7 e 15 dias ap6s a infestagdo do solo (dai) com nematoides, e os nematoides
presentes dentro do sistema radicular foram corados como descrito por Bybd (1983). Por fim,
o numero de P. brachyurus corados no sistema radicular foi determinado com o auxilio de um

microscépio de luz.
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A fim de determinar o sucesso da infec¢do por meio da reproducdo, aos 30 e 60 dai,
raizes de soja dos tratamentos Pb e Pc + Pb passaram pelo processo de extracdo de nematoides
de Hussey e Barker (1973), modificada por Boneti e Ferraz (1981). A suspensao resultante foi
usada para a contagem do nimero de nematoides totais no sistema radicular e este para o calculo

do fator de reproducdo, conforme a férmula 1.

Polulacgao final de P. brachyurs

Fator d ducao (FR) =
ator de reprodugdo (FR) Polulagao inicial de P. brachyurs

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

Pb foram coletadas, lavadas e secas rdpida e cuidadosamente, congeladas em nitrogénio liquido

e, por fim, armazenadas a -80 °C até o momento das andlises bioquimicas e moleculares.
2.3.3 — Avaliacao da regulacio das vias hormonais

A extracao dos fitohormonios foi conduzida com 200 mg de material vegetal macerado
(raizes de soja mantidas a -80 °C) ao qual adicionou-se 400 pul. de solucdo de metanol,
isopropanol e dcido acético (20:79:1 v/v/v) e o método de extracdao ocorreu como descrito por
Vital et al. (2019). Os metabdlitos foram separados por cromatografia de ultraperformance do
tipo UHPLC (Agilent) utilizando-se a coluna C18 (50 mm x 1,0 mm ID, particula de 1,7 um e
300 A), acoplada on-line ao espectrometro de massa triplo quadrupolo QgQ. O espectrometro
de massas foi operado no modo MRM (Multiple reaction monitoring) € a massa do ion
precursor e seu respectivo fragmento foram monitorados para cada molécula: precursor do
acido abscisico (ABA) (263/153), acido indol-3-acético (AIA) (176/130), 4cido salicilico (SA)
(137/93) e acido jasmonico (JA) (209/59). Os dados foram analisados no Skyline e, com a
obtencdo do valor de drea de cada pico, foi possivel a quantificacdo absoluta utilizando-se a

curva padrdo de cada hormonio.

2.3.4 — Extracao e quantificacdo de compostos fendlicos soltiveis totais (CFT) e de

derivados da lignina-acido tioglicélico (LATG)

Para esse teste, foram pesados 100 mg de raizes e macerados em nitrogénio liquido por
meio de moinho de bolas vibratérias e homogeneizado em 1 mL de solu¢do 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 x g por 30 min. A concentra¢do de fendlicos soldveis totais (CFT) foi

determinada no extrato metanolico e o pelete foi mantido a 20 °C para determinar a
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concentracdo 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 acido

salicilico e do acido jasmonico

Um total de 100 mg de tecido radicular da testemunha e dos tratamentos Pb, Pc e Pc +
Pb, triturado a p6 fino por meio de um moinho de bolas de vibracdo com nitrogénio liquido,
foram utilizados para a extracdo de RNA. O RNA foi extraido com TRIzol (Invitrogen) e a
contaminacdo 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 fluorometro Qubit usando Qubit RNA HS Assay Kit (Invitrogen,
Sao Paulo, Brasil). Os cDNAs de fita simples foram sintetizados por transcri¢do reversa usando
5 pg de RNA total com primers oligo(dT) em um volume final de 20 uL. 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 recomendagdes do fabricante. Todas as reagdes foram realizadas em duplicata e os valores
de expressdo relativos para cada gene estudado foram calculados usando o método 2-AACt
(Livak e Schmittgen, 2001). Andlise de expressdo de genes que codificam para os genes
Isochorismato sintase (/CS1), Chalcona isomerase (CHAL), Fenilalanina amdnia-liase (FAL),
Proteina relacionada a patogénese (PRI), Acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano oxidase
(ACO), Acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano sintase (ACS), 12-Oxofitodienoato redutase-
3 (OPR?3), Inibidor da tripsina de Kunitz (K717), Inibidores de serino de Bowman-Birk (BBI) e
Lipoxigenase (LOX) foi realizado usando sequéncias de iniciadores especificos (Suplementar
S2). O gene Ubiquitina (UBIQ) foi usado como referéncia para normalizacdo conforme

utilizado por Einhardt et al., (2020).

2.6 — Analise estatistica

Todos os dados coletados foram submetidos ao teste de varidncia, ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk (o = 0,05) (Shapiro e Wilk, 1965) e, posteriormente, 8 ANOVA.
Para o teste penetracao e reproducdo, as médias foram comparadas pelo teste T de Student (p <
0,05), enquanto os dados dos demais teste bioquimicos e moleculares, apds serem submetidos
a ANOVA, foram comparados pelo teste de Tukey (p < 0,05) e, para os dados ndo-paramétrico,

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

valores de expressdo génica foram analisados e foram criados os mapas de calor.

3. RESULTADOS

3.1 — Controle de Pratylenchus brachyurus por Pochonia chlamydosporia

O isolado Pcl10 de P. chlamydosporia ndo foi capaz de conter a penetracdo de P.
brachyurus no sistema radicular da soja aos 7 e 15 dai (p > 0,05) (Figura 1. A e B). Na avaliacdo
da taxa de penetracdo de P. brachyurus em raizes de soja, aos 7 dai ja havia nematoides nas
raizes e a quantidade aumentou gradativamente ao longo dos tempos avaliados, porém ndo
houve diferenca entre o tratamento Pb e o tratamento Pc + Pb (Figura 1. A-D). Ademais, aos
15 dai, foi possivel notar a presenga de ovos dentro do sistema radicular da soja (Figura 1. E e

F).
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15 dais apés a inoculacdo (dai) dos nematoides. Em A e C) niimero de P. brachyurus aos 7 dai; B e D)
nimero 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 diferencas significativas entre os
tratamentos (p< 0,05). As barras representam o desvio padrdo (n =6).

Quando avaliada a populagdo P. brachyurus em raizes de soja, na presenga ou auséncia
do fungo, aos 30 e 60 dai, foi observada a reducdo do nimero de espécimes em 25,02% e
41,84%, respectivamente (p < 0,01) (Figura 2). A presenca de P. chlamydosporia reduziu
significativamente o fator de reproducdo (FR) de P. brachyurus, atrasando o crescimento

populacional (Figura 3).
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Figura 2 — Efeito de Pochonia chlamydosporia sobre a populacdo de P. brachyurus em raizes de soja.
As avaliagdes foram feitas aos 30 e 60 dias ap6s a infestacdo (dai) do solo com nematoides em solo sem
(Pb) ou com clamidésporos de P. chlamydosporia (Pc + Pb). De acordo com o teste t, asterisco indica
diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,01). As barras representam o desvio padrio (n =6).
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Figura 3 — Efeito de Pochonia chlamydosporia sobre o fator de reprodugdo de P. brachyurus em raizes
de soja aos 30 e 60 dais apds a inoculagdo (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 diferenca significativa entre os tratamentos (p
<0,01). As barras representam o desvio padrdo (n =6).

3.2 — Concentracoes de compostos fenolicos totais (CFT) e derivados de lignina-

acido tioglicolico (LATG)

A concentracdo de CFT ndo 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 ultimos diferentes um do outro (Figura 4). Em Pb,
quando comparado a testemunha e a Pc, observou-se um aumento de 127,30 e 73,75% da
producdo de CFT, respectivamente. J4 em Pc + Pb, as plantas produziram 131,07% a mais de
CFT quando comprado a testemunha e 76,63% em relacdo ao Pc. J4 as plantas do tratamento

Pc produziram 34,08% a mais de CFT, quando comprado a plantas testemunhas.
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Figura 4 — Concentracdo de compostos fendlicos total (CFT) ao longo do tempo para a testemunha e
para os tratamentos Pratylenchus brachyurus (Pb), Pochonia chlamydosporia (Pb) e combinacdo dos
microrganismos (Pc + Pb). Colunas com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste
Tukey (p <0,05). As barras representam o desvio padrio (n =3).

Para a concentracdo de derivados LATG, houve diferenca 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. Ja aos 15 dai, Pc + Pb diferiu dos demais tratamentos, produzindo 48,72;
118,28 e 68,36% a mais de derivados LATG quando comparado a testemunha e aos tratamentos
Pb e Pc, respectivamente (p < 0,05). Aos 30 dai, a concentracdo de derivados LATG em Pc +
Pb foi maior quando comparado a 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 — Concentracdo de derivados de lignina-4cido tioglicélico (LATG) ao longo do tempo para a
testemunha e para os tratamentos Pratylenchus brachyurus (Pb), Pochonia chlamydosporia (Pb) e
combinacdo dos microrganismos (Pc + Pb). Colunas com a mesma letra ndo sdo estatisticamente
diferentes pelo teste Tukey (p <0,05). As barras representam o desvio padrdo (n =3).

3.3 — Quantificacao de hormonios vegetais em raizes de soja

A producdo de JA foi significativamente alterada aos 7, 15, 30 e 60 dai (Figura 6*) (p <
0,05). Assim, aos 7 dai, a presenca desse hormonio foi fortemente regulada em plantas que
combinavam os dois microrganismos, o tratamento Pc + Pb. Aos 15 dai, o Pc + Pb obteve maior
quantidade desse hormonio, ao contrario da testemunha. Aos 30 dias, Pc + Pb diferenciou
apenas da testemunha, produzindo 101,97% a mais desse hormonio. Por fim, aos 60 dai, a
presenca do nematoide induziu maior producdo 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 ndo influenciaram
na produgdo 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 relacdo ao ABA, aos 7 dai, as plantas dos tratamentos Pb e Pc produziram maiores

quantidades desse hormdnio quando comparados a 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 a testemunha, sendo estatisticamente iguais entre si e diferentes da testemunha.
Aos 60 dai, Pc + Pb foi semelhante a testemunha e houve reducao de 31,60 e 88,40% da sintese
acido abscisico nas plantas dos tratamentos Pb e Pc em comparagdo as plantas testemunhas,
respectivamente. Nao houve efeito dos tratamentos aos 15 dai (p > 0,05) (Figura 6B).

Por fim, todos os tratamentos influenciaram na producao de IAA (Figura 6D) (p < 0,05).
Aos 7 dias, houve maior producdo desse hormdnio, quando comparado aos 15, 30 e 60 dai,
exceto o tratamento Pb aos 30 dai. Nessa avaliacdo, 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
TAA. 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 redu¢do na sintese 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 concentragcdo

de TAA em relacdo a testemunha em 33,65%, 36,9% e 25,7%, respectivamente.
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Figura 6 — Quantificacdo de 4cido jasmonico (A), acido salicilico (B), acido abscisico (C) e acido indolacético (D) em raizes de soja tratadas ou ndo com P.
chlamydosporia e/ou P. brachyurus. As avalia¢des foram realizadas aos 7, 15, 30 e 60 dais apds a inoculagdo (dai) dos nematoides em raizes de plantas dos
tratamentos testemunha, P. brachyurus (Pb), P. chlamydosporia (Pb) e combinacdo dos microrganismos (Pc + Pb). Colunas com a mesma letra ndo sdo
estatisticamente diferentes pelo teste Tukey (p <0,05). As barras representam o desvio padrio (n=3).
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3.4 — Expressao de genes relacionados a defesa

Os tratamentos influenciaram a expressao dos genes relacionados a resisténcia (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 a testemunha e aos
demais tratamentos (p < 0,05) (Figura 7%) (S3). Esse padrdo s6 ndo se repetiu para a expressao
do gene PRI, em que ocorreu a regulagdo negativa desse gene nos tratamentos Pb e Pc + Pb
(Figura 77). Pelo teste Dunnett, PRI do tratamento Pb se diferenciou estatisticamente da
testemunha (p < 0,05). A expressao dos genes ICS1, CHAL, FAL ACS, OPR3, BBI em plantas
do tratamento Pb foram superiores e diferentes dos demais tratamentos (p < 0,05). A expressao
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 comparacdo ao Pc (p < 0,05).

A avaliacdo da expressdo dos genes relacionados a defesa aos 15 dai indicou que houve
diferenca estatistica apenas para os genes ICS, CHAL, PRI, OPR3 e KTI (p < 0,05) (Figura 7B,
S4). Em plantas do tratamento Pb ocorreu trés vezes mais expressao do gene ISC, quando
comparado ao tratamento que recebeu unicamente o fungo (p < 0,05). Para a expressao do gene
CHAL, ocorreu regulacdo negativa deste nos tratamentos Pb e Pc, quando comprados aos Pc +
Pb e a testemunha, sendo os dois dltimos considerados iguais pela andlise estatistica (p < 0,05).
A expressao do gene PRI foi regulada negativamente em todos os tratamentos que receberam
microrganismos € no tratamento Pb houve regulacdo positiva para os genes OPR3 e KTI,
quando comparados a testemunha (p < 0,05). Os demais genes nao foram influenciados pelos

tratamentos.

Aos 30 dai, a expressao dos genes CHAL, FAL e KTI foi influenciada pelos tratamentos
(Figura 7C, S5) (p < 0,05). Quando plantas foram mantidas em solo com a presenga de P.
chlamydosporia e com P. brachyurus, houve maior expressido do gene CHAL, em comparacao
aos tratamentos em que os microrganismos foram aplicados isoladamente ou sem
microrganismos, a testemunha. Desse modo, a expressdo 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 expressao do gene K71, houve diferenca apenas entre Pc + Pb e Pc,

sendo que Pc + Pb expressou 3,8 vezes mais. Ja para a expressao 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 a testemunha e aos tratamentos Pc e Pc + Pb,

respectivamente.

Aos 60 dai, os tratamentos Pb, Pc e Pc + Pb influenciaram a expressao ISC, PRI, ACO,
ACS, OPR3, BBI e LOX (Figura 7D, S6) (p < 0,05). Os tratamentos que receberam nematoides
induziram a expressdo do gene ICS em até 9 vezes mais e 11 vezes mais a do ACS, quando
comparados ao tratamento Pc. O gene PR/ foi regulado negativamente nos tratamentos Pb e
Pc, quando comparados a testemunha, porém nao se diferenciou estatisticamente do tratamento
em que os organismos foram aplicados concomitante (Pc + Pb). A expressao 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 expressao
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 expressao de OPR3
duas vezes mais em comparacdo a testemunha. Em relacdo ao gene BBI, a aplicacao isolada de
P. chlamydosporia ocasionou a regulacdo negativa desse gene quando comparado a testemunha
e ao tratamento Pc + Pb. No entanto, Pc + Pb foi dado como equivalente a testemunha. Ao
contrério da expressdo do gene BBI, P. chlamydosporia induziu maior expressao do gene LOX
quando comparado a testemunha e aos tratamentos Pb e Pc. Surpreendentemente, Pc induziu
em até 170, 7 e 27 vezes mais a expressao de LOX quando comparado a testemunha, Pb e Pc,
respectivamente. Para uma interpretacdo completa dos dados coletados e das anélises e melhor
compreensdo das alteragdes nas plantas dos tratamentos Pb, Pc e Pc + Pb, consultar a Figura 7,

8 e 0s materiais suplementares.
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Figura 7. Perfil de expressdo de genes de defesa determinado em raizes 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) avaliagdo aos 7 dai;
(B) aos 15 dai; (C) aos 30 dai e (D) aos 60 dai. A amplificacdo do gene Ubiquitina (UBIQ) da soja foi
utilizada como controle interno para normalizagdo dos dados. Para cada amostra de raiz, foram utilizadas
trés repeticdes bioldgicas com suas respectivas trés repeticdes técnicas.
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Figura 8. Anadlises bioquimicas e moleculares para investigar o efeito de P. chlamydosporia, P.
brachyurus e a combinacdo dois microrganismos em plantas de soja. (A) resposta de defesa depende do
acido salicilico (SAR), (B) resposta de defesa depende do dcido jasmonico (ISR). Em verde a extracio
e quantificacdo de derivados da lignina-dcido tioglicélico (LATG) e de compostos fendlicos totais
(CFT); em vermelho consta a quantificagdo de hormoénios por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massa e, por fim, de azul gqRT-PCR para a quantificacdo da expressdo de genes
relacionados a defesa.
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4. DISCUSSAO

A interag@o simbidtica planta-organismos (comensalismo, mutualismo ou parasitismo)
ocasiona modificagdes bioquimicas nas plantas (Van Loon et al. 1998; Piasecka et al., 2015;
Pieterse et al., 2014). Isso ocorre para que a interagdo tem sucesso tanto no estabelecimento de
uma relacdo simbidtica benéfica ou parasitica ou, até mesmo, como mecanismo de defesa da
planta para evitar a entrada de organismos indesejdveis em seus tecidos (Durrant e Dong, 2004).
Ao reconhecer a presenca ou atividade de microrganismos, a resposta ocorre por meio da
expressdo de genes de defesa, levando a alteracdo da atividade enzimadtica e sintese de
metabolitos que pode atuar na fortificagdo de barreiras pré-existentes e/ou barreias em pos-
interacdo (Pascholati e Dalio, 2018). No entanto, ainda, os organismos, benéficos ou nao-
benéficos, usam o seu metabolismo secunddrio 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 € a garantia da (co)evolugdo 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 patdégenos vegetais. No entanto, eles precisam esquivar dos mecanismos de
reconhecido das plantas (PRRs — Transmembrane Pattern Recognittion Receptors) para
estabelecerem uma interag@o benéfica (Buscaill e Hoorn., 2021). A induc¢do de uma resposta de
defesa mais atenuada ou supressdo da resposta de defesa € um mecanismo j4 detectado para
bactérias e fungos benéficos, como Burkholderia phytofirmans, Trichoderma atroviride,

Trichoderma harzianum e em Pochonia chlamydosporia (Trd4 et al., 2014).

4.1- Alteracoes nas vias de defesa dependentes do acido salicilico e do acido jasmonico em

plantas de soja tratadas com P. chlamydosporia

Pochonia chlamydosporia tem a capacidade de modificar a expressdo de genes de
defesa em plantas, uma vez que esse tem hébito endofitico e parte do processo de penetracdo e
colonizacgdo das células das raizes, precisa driblar os mecanismos de defesa das plantas (Ciancio
et al., 2017). Observou-se que aos 7 dai, nas plantas inoculadas apenas com clamidésporos do
isolado Pc10 de P. chlamydosporia, houve aumento de ABA. Da mesma foram, Larriba et al.
(2015), ao avaliarem a expressdo diferencial de genes em raizes de cevada colonizadas
endofiticamente por P. chlamydosporia, relataram a regulac@o positiva de genes relacionados

a via de sinalizacao do ABA, porém esses dados nao foram discutidos. O ABA est4 relacionado
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a resposta ao estresse bidtico e abidtico e € um importante hormonio para a interacdo planta-
microrganismo, podendo levar a suscetibilidade ou resisténcia a infeccao (Bostock et al., 2014).
Apesar da ambiguidade do papel do ABA na interacdo planta-microrganismo, em estudos com
patégenos fungicos, foi observado que o pré-tratamento em plantas com ABA anulou a
resisténcia ao patégeno, suprimiu o actimulo de fitoalexinas e as respostas de defesa (Cahill e
Ward, 1989; McDonald e Cahill, 1999; Mohr e Cahill, 2001). O acimulo de ABA em plantas
de 7 dai tratadas com P. chlamydosporia pode ser reflexo da atividade do fungo no
estabelecimento do crescimento endofitico, limitando as respostas de defesa das plantas ao seu
progresso nos tecidos.

A aplicacdo simultanea de P. chlamydosporia em sulco de plantio com a semeadura da
soja aumentou a concentracdo do JA e SA no segundo ponto de coleta (denominado 15 dai) e
reprimiu a produgdo do IAA, e regulou negativa da expressao dos genes CHAL, PRI, OPR3 ¢
KIT, quando comparada as raizes de plantas testemunhas. O IAA também foi regulado
negativamente aos 7 e 60 dai nas raizes. Esse hormonio estd relacionado ao desenvolvimento
vegetal (Duca et al., 2014) e pode estar correlacionado a promog¢ao de crescimento em plantas
tratadas com P. chlamydosporia, devido a 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 producdo de IAA por P. chlamydosporia variou de acordo com o isolado avaliado. Porém,
em nossos experimentos, além da regulacio negativa, ndo observamos promocdo de
crescimento vegetal em plantas de soja tratadas com P. chlamydosporia (dados ndo mostrados).

Aos 15 dai, P. chlamydosporia modifica a hosmeostase do JA e SA em plantas de soja.
Em trabalhos anteriores, ja foi relatada a influéncia de P. chlamydosporia sobre esses
hormoénios em monocotiledonea e dicotiledonea (Tolba et al., 2021). Além da participacdo
desses hormonios nas vias de defesa, JA e AS estdo relacionados ao desenvolvimento vegetal
e ao controle do crescimento de endofiticos em tecidos das raizes. O JA é conhecido como
importante hormdnio que mantém as plantas em estado de priming — pré-condicionamento das
plantas para responder de forma mais ripida e efetiva a estresses bidticos e abidticos (Balmer
et al., 2015) —e por conter a colonizagdo endofifica 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 redugdo do tempo floracao
e melhoria do rendimento, houve uma correlagdo positiva do aumento de JA e retengdo do

crescimento de P. chlamydosporia em raiz de Arabidopsis thaliana e que, quando ocorria a
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supercoloniza¢do em plantas mutantes, estas apresentaram menor desenvolvimento quando
comparadas a plantas selvagens, possivelmente devido a competicdo por nutrientes entre o
fungo endofitico e a planta. Apds a percepc¢do do fungo mutualista e a ativacdo do sistema de
defesa da planta, pode ocorrer a reducdo 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., 2022%b). Possivelmente, aos 15
dai, as plantas estio produzindo maior quantidade de JA como objetivo de regular o crescimento
endofitico P. chlamydosporia para que ndo haja competicao de nutrientes, enquanto as vias de
defesa das plantas sdo silenciadas para que o fungo ndo sofra com arsenal enzimatico e
metabolico e, assim, consiga crescer nos tecidos.

Observamos que a presenca endofitica de P. chlamydosporia nas raizes de soja regulou
positivamente a via de defesa SAR dos 30 aos 60 dai e que, possivelmente, houve aumento de
flavonoides nas raizes. O aumento de SA aos 30 dai € indicio de que a SAR estd regulada
positivamente, sendo essa confirmada pelo acimulo de CFT aos 60 dai. Os CFT podem ser
direcionados pelo sistema de defesa da planta para a producdo de lignina, fortificando a parede
celular e/ou ativando a via de producdo de flavonoides, que sdo compostos metabodlicos
secundarios com atividade antimicrobiana (Dixon, 2001; Chin et al., 2018). Nesse caso, ndo
observamos o aumento de LATG, que indicaria mais lignina, mas, sim, a regulacdo positiva de
CHAL, um percursor dos flavonoides. Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios envolvidos
na resposta a estresses bidticos e abidticos e que podem desempenhar papel importante na
nutri¢do das plantas (Cesco et al., 2010). Gouveia et al., (2022?), ao estudarem perfil hormonal
de tomateiro com P. chlamydosporia endofitica, relataram o aumento de CFT e flavonoides aos
24 e 44 dias ap6s a inoculacdo do fungo. Ademais, observaram maior producao de rutina, um
flavonoide relacionado ao crescimento vegetal e a mortalidade de J2 de Meloidogyne incognita.

Finalmente, aos 60 dai, P. chlamydosporia, isoladamente, reduziu a produgdo dos
hormoénios vegetais avaliados — SA, JA, IAA e ABA —, porém ativou a ISR, uma vez que foi
notada a regulagdo positiva de LOX, ACO e BBI. As enzimas da familia das lipoxigenases sdo
importantes para o crescimento vegetal e para a regulacdo do sistema de defesa das plantas, por
estarem envolvidas na rota de defesa dependente de JA, que tem efeito contra patégenos. A
enzima lipoxigenase utiliza o dcido linolénico como substrato para desencadear resposta de
defesa e culminar no acimulo de JA em plantas (Porta et al., 2002). Posteriormente, assim como
o acumulo de JA, pode ocorrer a indugdo a inibidores de proteases, como o inibidor de serino
de Bowman-Birk (BBI). De fato, observamos a regulagdo positiva do gene BBI aos 60 dai. Os

inibidores de proteases regulam a proteases endogenas quando a plantas sdo expostas ao ataque
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de insetos e nematoides (Ryan, 1980; Bozbuga, 2021). Os inibidores de proteases podem afetar
a digestdo, o desenvolvimento e a reproducdo de organismos antagonistas as plantas,
melhorando a resisténcia destas (Urwin et al., 1995, 1998; Lopes et al., 2004; Rashed et al.,
2008). Vale salientar que, como resposta de defesa, ocorre a interacdo entre etileno e acido
jasmonico. Plantas deficientes na produgdo 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 ndo induzem a producdo de inibidores de
proteases, reafirmando a importancia do etileno em combinac¢do com JA para tornar as plantas
mais resistentes. Aqui, observamos que P. chlamydosporia induz a ISR por meio da regulacdo

positiva de LOX e ACO, culminado na regulacdo positiva de BBI.

4.2 — Alteracoes nas vias de defesa dependentes do acido salicilico e do acido

jasmonico em plantas de soja infectadas por P. brachyurus

Pelo teste de coloracdo, havia uma populacdo de P. brachyurus dentro do sistema
radicular da soja. Essa populagdo cresceu ao longo do tempo avaliado, chegando a ter até 36%
mais nematoides nas plantas testemunhas em relacdo ao nimero inoculado. Ao entrar nos
tecidos e se alimentar, o nematoide causa danos severos — rompimento de membrana plasmatica
—nos tecidos e estressa a planta, como expresso nas respostas de defesa quando analisamos
hormonios e genes da soja que sdo relacionados a via do SAR ou ISR. Pela SAR, aos 7 dai,
ocorreu a regulagdo positiva de ICS, FAL, CHAL, enquanto ISR ocorreu a regulacio positiva
de OPR3, ACS e BBI

A ativacdo SAR pode ser verificada pelo metabolismo secundario das plantas. Quando
essa via esta ativada, pode, por exemplo, ocorrer o acimulo de SA com subsequente regulacdo
positiva do gene PRI, que é um marcador molecular para SAR (Linthorst € Van Loon, 1991).
Outra alternativa € a quantificacdo de CFT e subsequente aumento de LATG ou ativacdo da via
dos flavonoides, ja discutida anteriormente. Possivelmente, as plantas responderam ao ataque
de P. brachyurus pela regulacdo positiva da via dos flavonoides, como exposto pela regulagao
positiva do gene CHAL, visto que os flavonoides podem atuar sobre nematoide por meio da
reducdo da motilidade, da repeléncia das raizes ou, até mesmo, os matando (Chin et al., 2018).
Para Pratylenchus, ja foi observado que em plantas em que o nematoide tem baixo fator de
reproducdo havia maiores quantidades de flavonoides que em plantas mais susceptiveis,
afetando a mobilidade e a reproducdo dos nematoides (Baldridge et al., 1998; Rahaman et al.,

2021). Outros resultados demostraram que, apesar da presenca de flavonoides, esses ndo 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 regulacdo positiva do gene inibidores de proteinase do tipo Bowman-Birk (BBI).
Proteinases dessa familia ja sdo conhecidas por atuarem na defesa contra insetos, sendo suas
principais fungdes conhecidas: regular proteases enddgenas, reservar sulfurados e causar efeito
antinutricional em insetos por meio da inibi¢do da atividade proteolitica das enzimas digestivas,
interferindo no desenvolvimento e reproducdo (Bowman, 1946; Birk, et al., 1963;
Pompermayer et al., 2003). H4 relato de que ocorre maior expressdao de genes de inibidores
proteases € maior secrecdo de BBI em exsudatos de raizes confrontadas com nematoides. A
reduc¢do da taxa de eclosdo e a expressado de inibidores de proteinases em plantas transgénicas 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 acimulo de CFT e o antagonismo de JA e AS, como j4 conhecido
na literatura. O antagonismo de JA e SA permaneceu aos 60 dai e ficou evidente a supressao da
SAR, enquanto a ISR permaneceu ativa contra a infeccio do nematoide. Possivelmente, a
regulacdo positiva de FAL ocasionou o aumento de CFT nos tecidos radiculares colonizados
por P. brachyurus. Esses compostos secundérios tém efeito conhecido sobre nematoides de
habito sedentario e migratdrio, reduzindo a eclosdo e a penetragdo nos tecidos e causando
mortalidade (Ohri e Pannu, 2010).

A resposta a infeccdo de P. brachyurus foi observada aos 7 dai pela expressao de genes
relacionados as duas vias de defesa, sendo a ISR regulada positivamente até os 60 dai (dltima
avaliacdo). Apesar da planta responder de forma ativa ao ataque dos nematoides, isso ndo foi
suficiente para impedir a penetragdo, a migracdo e a reproducdo deles. Desse modo, percebe-se
que alternativas que auxiliem a planta a responder com maior robustez, como a presenca de
fungos nematéfagos endofiticos, a fim de manejar esses organismos prejudiciais € muito

importante.
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4.3 — Alteracoes nas vias de defesa dependentes do acido salicilico e do acido
jasmonico em plantas de soja tratadas com P. chlamydosporia e infectadas por P.

brachyurus

Quando os dois microrganismos foram combinados, notamos que P. chlamydosporia
ndo foi eficiente em conter a penetragdo de P. brachyurus no sistema radicular da soja (7 e 15
dai), porém houve redugdo da populacdo aos 30 e 60 dai, em comparagdo a testemunha. Ao
analisar as vias de defesa, aos 30 dai ocorreu maior producdo de CFT no tratamento em que os
dois organismos estavam combinados, mas ndo se diferenciou do tratamento apenas com
nematoides. Possivelmente, tal indu¢do ao actiimulo de CFT foi independente da presenca do
fungo de controle bioldgico, uma vez que P. brachyurus induz ao aumento de CFT. Outro
aspecto importante € que, aos 15 dai, quando comparado ao tratamento em que o fungo e
nematoides estdo no interior do sistema radicular, ocorreu maior quantidade de LATG em
relacdo a testemunha e aos tratamentos em que os organismos estavam isolados. Desse modo,
€ possivel inferir que a infestacdo prévia do solo com P. chlamydosporia a pode induzir as
plantas a maior lignificac@o dos tecidos das raizes antes da infec¢@o pelos NPPs. Parede celular
com maior teor de lignina pode dificultar a penetracdo, a movimentacdo e a alimentacdo das
células pelo nematoides, o que pode ter afetado o numero de P. brachyurus no sistema radicular
aos 30 dai.

Aos 30 dai, € notdvel a alta expressdo do gene CHAL em Pc + Pb em relacdo a
testemunha e aos outros tratamentos, chegando expressar até cinco vezes mais do que em
plantas apenas com nematoides. Ademais, aos 30 dai houve a redugdo significativa da
populacdo de P. brachyurus em plantas que receberam previamente clamiddsporos de P.
chlamydosporia.

Anteriormente, foi discutido os efeitos de flavonoides sobre a populagdo de nematoides
e foi relatado que a alta regulacdo dessa via aos 7 dai ndo foi capaz de conter a penetracao de
P. brachuyurus. No entanto, o aumento da concentracdo de flavonoides combinado com outros
metabolitos, como a regulagdo positiva de SA, JA, ABA, CFT, LATG, pode ter sido crucial
para afetar a nutri¢do e reproducdo dos nematoides. Vale salientar que os flavonoides sao
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 sdo confrontadas com P. chlamydosporia e P. brachyurus
tém diversas modificacdes em suas vias de defesa. As plantas podem provocar essas

modificagdes com o objetivo de impedir o estabelecimento da relagdo simbidtica — benéfica ou
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nao-benéfica — ou até mesmo o fungo e nematoide podem causar essas modificagcdes com a
finalidade de silenciar ou atenuacdo das respostas de defesa das plantas, com o intuito de
estabelecerem uma relacdo endofitica (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 estdo simultaneamente presentes nas
plantas, alterando diversos genes relacionados a SAR e a ISR. Diferentemente do que ocorre
em plantas inoculadas somente com nematoide, a presenca de P. chlamydosporia reduz o
nimero de individuos de P. brachyurus em raizes de soja, altera de forma expressiva a
quantidade de lignina e ativa a via dos flavonoides. Tanto a lignina quanto os metabdlitos
presentes na via dos flavonoides podem impedir a mobilidade e causar morte de P. brachyurus.
Assim, esse € um dos mecanismos indiretos que possibilita P. chlamydosporia conter o aumento

populacional de P. brachyurus em raizes de soja.

5. CONCLUSAO

Pochonia chlamydosporia é um agente de biocontrole capaz de conter o aumento da
populacdo de Pratylenchus brachyurus infectantes em soja. Tanto P. chlamydosporia como P.
brachyurus ocasionam diversas modificacdes a nivel de metabolismo secunddrio nas vias de
defesa dependentes de 4cido salicilico e 4cido jasmonico. Além disso, a combinacio desses dois
microrganismos nas plantas ocasiona maior lignificagcdo e ativacao de gene relacionado a via
dos flavonoides, podendo ser esse um possivel mecanismo indireto de P. chlamydosporia para

controlar nematoides do género P. brachyurus em soja.
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MATERIAL SUPLEMENTAR 1 (S1)

Tabela 1 — Caracterizagdo quimica do solo usado no experimento em casa de vegetacao.

2+ 2+ +
pH pH P K Ca Mg Al3
H20 KCl mg/dm’ mg/dm®  cmolc/dm®  cmolc/dm®  cmolc/dm?
6,74 6,02 37,8 35 1,46 0,56 0
H + Al SB t T \4 MO P-Rem
cmolc/dm®  cmole/dm®  cmolc/dm®  cmole/dm? % dag/kg mg/L
0,8 2,11 2,11 2,91 72,5 0,41 26,1

pH da dgua na relacdo solo/solugio de 1:2,5; P e K — Extrator Mehlich™!; extrator de Ca*, Mg**, AI** -
KClI (1,0 mol L'!); H+Al — Extrator de Acetato de Célcio 0,5 mol L' (pH 7,0); MO- Matéria Organica.



MATERIAL SUPLEMENTAR 2 (S2)

71

Resisténcia Sistémica Adquirida

Gene

Isochorismato sintase
(ICS1)

Chalcona isomerase
(CHAL)

Fenilalanina amonia-liase
(FAL)
Proteina relacionada a
patogénese (PR1)

Alvo

Biossintese do acido salicilico

Biossintese dos flavondides

Via do fenilpropanéides

Marcador para SAR

Sentido 5°-3’ Primer
F GAAACAGTACAGTCCCTGCT
R TGTGGCTGGGAAAAGAAAAC
F GTTTCCCCTGCTTTGAAAGAGA
R GGATTGGCCTCTAACTCTTTGAAG
F GTGCAAGGGCTGCTTATG
R CCCAGTCCCTAATTCCTCTC
F GCATCATGAATTTAGCCAACG
R TTCCAGGTGACCAAGCAAGT

Referéncia

Einhardt et al., 2020

Cruz, 2020

Gao et al., 2018

Youssef et al., 2013

Resisténcia Sistémica Induzida

Acido 1-carboxilico-1- F CCAATGCGCCATTCCATTGTTG
ammocwlo(irg%f;m oxidase . ' R TGAGGCTACGGACATTCTGGTC
Acido 1-carboxilico-1- Biossintese do etileno
.. . F CTCTTAACCTTCATTCTTGCTAACC Rodrigues et al., 2022
aminociclopropano sintase
(ACS) R TTGCTTCTGCTTCTTTGTATGC
12-Oxofitodienoato Biossintese do dcido jasménico F GTGTATCAGCCTGGTGGG
redutase 3 (OPR3) R GCACGAGGCTCTGGATAG
Inibidor da tripsina de Tnibidores de tripsina F AAAGGGCGGCGGAATAGA
Kunitz (KTI) R CTGGCAGACCCTTGAGAATAAC Rashed et al.. 2008
Inibidores de serino de Tnibidores de serino protease F AATAATGAGCATGTTCCAGTG v
Bowman-Birk (BBI) R GGCCTAGTAGCTTTTATTCATT
.. .. F ATGTTCACCCGTATCATGTTCA .
Lipoxigenase (LOX) Inicio da RSI R GGGTATCAAATCCAAGTTGGTG Ibrahim et al., 2011
Gene constitutivo
. o F TGTAATGTTGGATGTGTTCCC .
Ubiquitina (UBIQ) Gene constitutivo R GGGACACAATTGAGTTCAACA Einhardt et al., 2020

Tabela 2 — Genes e suas sequéncias de primer analisados nas raizes de plantas de soja ndo tratadas ou tratadas com Pochonia chlamydosporia e inoculadas ou
ndo inoculado com Pratylenchus brachyurus usando PCR de transcri¢éo reversa quantitativa. F — Sentido 5° — 3’; R — Antisentido 5° — 3’
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Material suplementar S3a - Expressao relativa de genes relacionados a defesa mediada pela resisténcia sistémica adquirida
(SAR) (7 dias ap6s a inoculagdo) em raizes de soja tratadas com o nematoide Pratylenchus brachyurus (Pb) ou com o fungo
Pochonia chlamydosporia (Pc) e com a combinagdo dos dois microrganismos (Pc + Pb). A testemunha corresponde as
plantas que nao receberam o fungo ou nematoide. Colunas com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste
de Tukey (p < 0,05). As colunas com * indicam que o tratamento diferiu do Controle, pelo teste Dunnett (o = 0,05).
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Testemunha
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Pc +Pb

Expressdo relativa K77

0,3
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£

0,05

Expressdo relativa BB/

Testemunha

b
1]

Pb

b

Pc+Pb

b

Testemunha

Pb

Pc

Pc+Pb

Material suplementar S3b - Expressao relativa de genes relacionados a defesa mediada pela resisténcia sistémica induzida
(ISR) (7 dias apds a inoculagdo) em raizes de soja tratadas com o nematoide Pratylenchus brachyurus (Pb) ou com o
fungo Pochonia chlamydosporia (Pc) e com a combinagdo dos dois microrganismos (Pc + Pb). A testemunha corresponde

as plantas que ndo receberam o fungo ou nematoide. Colunas com a mesma letra ndo sio estatisticamente diferentes pelo
teste de Tukey (p < 0,05).
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Material suplementar S4a - Expressao relativa de genes relacionados a defesa mediada pela resisténcia sist€émica adquirida
(SAR) (15 dias apds a inoculagio) em raizes de soja tratadas com o nematoide Pratylenchus brachyurus (Pb) ou com o
fungo Pochonia chlamydosporia (Pc) e com a combinacio dos dois microrganismos (Pc + Pb). A testemunha corresponde

as plantas que ndo receberam o fungo ou nematoide. Colunas com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes pelo
teste de Tukey (p < 0,05).
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Material suplementar S4b - Expressdo relativa de genes relacionados a defesa mediada pela resisténcia sistémica induzida
(ISR) (15 dias apds a inoculagdo) em raizes de soja tratadas com o nematoide Pratylenchus brachyurus (Pb) ou com o
fungo Pochonia chlamydosporia (Pc) e com a combinagdo dos dois microrganismos (Pc + Pb). A testemunha corresponde

as plantas que ndo receberam o fungo ou nematoide. Colunas com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes pelo
teste de Tukey (p < 0,05).
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MATERIAL SUPLEMENTAR 5 (S5a)
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Material suplementar S5a - Expressao relativa de genes relacionados a defesa mediada pela resisténcia sist€émica adquirida (SAR) (30 dias
apods a inoculacdo) em raizes de soja tratadas com o nematoide Pratylenchus brachyurus (Pb) ou com o fungo Pochonia chlamydosporia
(Pc) e com a combinagdo dos dois microrganismos (Pc + Pb). A testemunha corresponde as plantas que ndo receberam o fungo ou
nematoide. Colunas com a mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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receberam o fungo ou nematoide. Colunas com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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defesa mediada pela resisté€ncia sist€mica

induzida (ISR) (60 dias apds a inoculagdo) em raizes de soja tratadas com o nematoide Pratylenchus brachyurus (Pb)
ou com o fungo Pochonia chlamydosporia (Pc) e com a combinagdo dos dois microrganismos (Pc + Pb). A testemunha

corresponde as plantas que néo receberam o fungo ou nematoide. Colunas com a mesma letra néo sdo estatisticamente
diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Mecanismos envolvidos no controle de nematoides em soja por Bacillus thuringiensis
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RESUMO

A soja € uma cultura de grande importincia mundial, uma vez que essa € a principal fonte de
farelo proteico e de 6leo vegetal. Porém, a atividade de nematoides parasitas de plantas (PPNs)
sobre essa cultura ocasiona perdas significativas na produgdo de graos, resultando na busca por
microrganismos antagonistas para reduzir as populacdes desses nematoides de forma eficiente
e sustentdvel. Desse modo, neste artigo, foi investigado o potencial de quatro isolados de
Bacillus thuringiensis — e de seus metabolitos — em reduzir populagdes de Meloidogyne
Jjavanica, Heterodera glycines e Pratylenchus brachyurus na soja. Também foi investigado o
potencial desses isolados de se associarem as raizes e de induzir resisténcia sist€émica em soja.
Para isso, os experimentos de biocontrole com as células bacterianas e com os metabolitos de
B. thuringiensis foram conduzidos em casa de vegetacdo. Plantas tratadas ou nido com B.
thuringiensis foram confrontadas com M. javanica, P. brachyurus ou H. glycines para se avaliar
a expressdo de genes de defesa da soja, a concentragdo de compostos fendlicos totais (TSP) e
de derivados de lignina-4cido tioglicélico (LGTA). Os isolados de B. thuringiensis foram
eficientes em reduzir a populacdo dos nematoides de 25,8 a 55,9% em relacdo ao tratamento
controle. O mesmo potencial foi observado para os metabdlitos, chegando a reprimir
completamente a eclosd@o dos nematoides. Os isolados testados cresceram sobre as raizes de
soja, criando um biofilme, que pode estar relacionado com a reducdo da populacdo de PPNs.
Por fim, a avaliacdo dos genes relacionados a defesa e a TSP e LGTA, evidenciaram o potencial
de B. thuringiensis em induzir resisténcia em plantas contra PPNs. Bacillus thuringiensis foi
capaz de reduzir a populacio dos principais nematoides parasitas da soja, por meio de produtos

do seu metabolismo e por induzir resisténcia sist€mica em plantas.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Bacillus thuringiensis. Heterodera glycines.

Meloidogyne javanica. Pratylenchus brachyurus. Indugdo de resisténcia. 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.
Jjavanica, 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. INTRODUCAO

A cultura da soja estd entre os dez cultivos de maior importancia econdmica em nivel
mundial, ja que esta € a principal fonte de farelo proteico e de 6leo vegetal (Bezerra et al., 2015;
Jia et al., 2020). O Brasil é atualmente o maior produtor e exportador de soja, produzindo
121,79 milhdes de toneladas em 38,502 milhdes de hectares (FAOSTAT, 2020; CONAB,
2021). Apesar disso, essa cultura € hospedeira de diversos patdgenos e pragas, o que podem
acarretar o aumento do custo de produgdo e na reducdo da produtividade e da qualidade dos
graos (Sediyama et al., 2015). Dentre os organismos que causam prejuizos na produgdo de graos
de soja, pode-se destacar os nematoides parasitas de plantas (PPNs), que, de acordo com
estimativas, podem ocasionar perdas de até 10,6% na producao mundial de soja (Silva et al.,
2006). Sao conhecidos, até o momento, 100 espécies de PPNs contabilizadas em 50 géneros
capazes de parasitar a soja, porém, as espécies Meloidogyne javanica, Heterodera glycines e
Pratylenchus brachyurus se destacam por serem altamente agressivos a soja, apresentarem alta
taxa de reproducdo e estarem amplamente distribuidos em campos de producdo dessa cultura

(Dias et al., 2010; Jones et al., 2013)..

Meloidogyne javanica e H. glycines sao nematoides endoparasitas sedentérios, que apos
o juvenil de segundo estddio (J2) penetrar nas raizes, inicia a alimentacdo em células que irdo
se diferenciar para se tornarem sitios de alimentacdo desse nematoides. Porém, esses géneros
induzem a formacdo do local de alimentacdo de forma diferente, por meio da liberacdo de
toxinas nas células e interferéncia na expressao genes da planta (Haegeman et al., 2012; Hewezi
e Baum, 2013). O sitio de alimentag¢do formado por M. javanica é chamado de células gigantes,
resultantes de aumento do tamanho e nimero de nicleos das células, j4 H. glycines induz a
formacdo dos sincicios por meio da dissolu¢do das paredes celulares de células adjacentes e
fusdo de protoplastos. Outra diferenca entre estes nematoides € que as fémeas de H. glycines
apds a morte tornam-se estrutura de resisténcia para seus ovos. Tal estrutura é chamada de cisto
(Niblack et al., 2006), mas M. javanica nao produz estrutura de resisténcia. Pratylenchus
brachyurus € um nematoide endoparasita migrador, o que significa que apds penetrarem o
tecido radicular, os individuos se movimentam pelos tecidos alimentando-se das células
vegetais e ovipositando dentro e fora das raizes. Tal comportamento acarreta a formacao de
galerias necrdticas nas raizes, o que faz com que esse nematoide seja conhecido como

nematoide-das-lesdes radiculares (Castillo e Vovlas, 2007).
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Diversas técnicas como o controle quimico, controle cultural, controle genético e o
controle biolégico sdo empregas de forma integrativa a fim de reduzir a populacdo desses
microrganismos no solo e, consequentemente, garantir a producao (Macedo et al., 2012). Dentre
essas técnicas, o controle bioldgico, que consiste na introdugdo artificial de antagonistas no
ambiente ou no estimulo do desenvolvimento de microrganismos nativos (Baker e Cook, 1974)
vem ganhando notoriedade devido a 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 sdo comumente mais utilizados
devido a facilidade de produgcdo massal e por serem altamente eficientes, porém as bactérias
sdo mais frequentes e representam 80% dos produtos registrados no Brasil, sendo, dentre esses,
apenas um registro nao pertencente ao género Bacillus. Bacillus firmus, B. methylotrophicus,
B. lichenformis, B. amyloliquenfaciens, B. subtilis, B. paralicheniformis e B. velezensis,isolados
ou em combinacdo, sdo exaustivamente estudados para o manejo de nematoides e compdem o
principio ativo dos produtos registrados no Brasil, e atualmente um unico isolado da espécie B.
thuringiensis, em combinagdo com outras bactérias do mesmo género, compde o principio ativo
de dois produtos registrados no ministério da agricultura, pecudria e abastecimento (MAPA)
(AGROFIT, 2022), carecendo de variedade de isolados desta espécie para esta finalidade. A
bactéria B. thuringiensis esta estreitamente relacionada com a histéria do controle biolégico de
pragas agricolas (Beegle e Yamamoto, 1992). Essa espécie de bactéria foi descrita em 1901 no
Japdao como a responsével por causar prejuizos ao infectar o bicho-da-seda (Bombyx mori).
Posteriormente, B. thuringiensis passou a ser comercializado como produto agricola para o
controle de diversos insetos-pragas e, atualmente, com as ferramentas de biologia molecular,
plantas geneticamente modificadas expressam a proteina cristal (Cry) de B. thuringiensis, que
sdo toxicas a diversas ordens de insetos, mas ndo aos seres humanos (Roh et al., 2007). Essas
proteinas, Cry, causam a abertura de poros na membrana plasmatica e o desequilibrio osmético,
acarretando a lise celular e a morte do hospedeiro (Melo et al., 2014). Na fitonematologia, a
eficiéncia de B. thuringiensis como agente biocontrole de nematoide ja foi confirmado e plantas
geneticamente modificadas resistentes ao parasitismo de nematoides devido a atividade
nematicida de proteinas Cry ja foram desenvolvidas experimentalmente (Li et al., 2008; Yu et

al., 2008; Zi-Quan et al., 2008).

Os modos de acdo de bactérias antagonistas a PPNs abrangem parasitismo direto
(restrito ao gé€nero Pasteuria), competicdo, producdo de compostos toxicos e indugdo de

resisténcia sistémica. Um exemplo de competicdo, seria a formacdo de biofilme bacteriano



85

sobre as raizes, dificultado ou impedido a localizacio e a penetragdo do nematoides nas raizes.
Em relacdo a indugdo de resisténcia, quando plantas de tomateiro sdo tratadas com metabdlitos,
ou diretamente com B. thuringiensis, ocorre maior expressao de genes e atividade de enzimas
relacionadas a defesa, reduzindo, assim, a severidade de infec¢des 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 expressdo de genes relacionados a defesa em
plantas de soja tratadas com B. thuringiensis para comprovar se essa bactéria atua como

indutora de resisténcia 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 metabolitos
secundérios produzidos por esses isolados em conter a populacdo desses nematoides, a
rizocompeténcia dos isolados, a capacidade de promover crescimento em plantas de soja e, por
ultimo, a expressdo diferencial de genes relacionados a via de defesa mediada pelo acido
salicilico e 4cido jasmoOnico em plantas de soja tratadas B. thuringiensis e/ou PPNs, a fim de

elucidar seus mecanismos de acao.
2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao de inoculo de Meloidogyne javanica, Heterodera glycines e

Pratylenchus brachyurus

As populacOes puras de Pratylenchus brachyurus (Goids — Brasil), Meloidogyne
Jjavanica (Vigosa— Minas Gerais, Brasil) e Heterodera glycines (Goids — Brasil) foram mantidas
em casa de vegetacdo em plantas suscetiveis. Sendo assim, P. brachyurus foi mantido em
plantas de sorgo, M. javanica em tomateiro e H. glycines em soja. A obtencdo de ovos de M.
Jjavanica foi por meio da técnica descrita por Hussey e Barker (1973), modificada por Bonetti
e Ferraz, (1981), enquanto a extracdo de ovos de H. glycines foi feita seguindo a metodologia
descrita em Machado e Silva (2019). A extracdo de espécimes de P. brachyurus ocorreu como
descrito por Coolen e D’Herde (1972). Posteriormente a isso, com auxilio da cAmara de Peters,
foi feita a calibracao da suspensdo aquosa contendo ovos ou espécimes dos PPNs para posterior

inoculagdo das plantas pela infestagdo do solo.

Para obtencao dos juvenis de segundo estadio (J2), ovos de M. javanica e ovos de H.

glycines foram depositados em camara de eclosdo contendo 0,1M de ZnSo4.7H20 a 27 °C por
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3 dias (Acedo e Dropkin, 1982; Tefft e Bone, 1984). Apds isso, os J2 foram recolhidos, lavados
em agua corrente e recuperados em peneira de malha de abertura de 25 um. Logo apds, os J2
foram centrifugados a 6000 rpm por 7s e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, os J2
foram suspendidos em 200 uL de uma solu¢do contendo cloranfenicol a 300 pg/mL, nistidina
a 50 ug/mL e penicilina 200 pg/mL, onde foram mantidos por 20 min em temperatura ambiente.
O processo de centrifugar e ressuspender os J2 em antibidtico foi repetido por 3 vezes, sendo,
por fim, suspendidos em dgua esterilizada. Assim como J2 de M. javanica e os J2 de H. glycines,

espécimes de P. brachyurus também foram desinfestados em solugdo contendo antibioticos.

Para os testes em condicdes de in vitro, ovos de M. javanica foram centrifugados em

sacarose (Jenkins, 1964) e foram desinfestados em antibidticos, como descrito anteriormente.

2.2. Obtencao, cultivo e calibraciao da suspensao 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 colecdo do Laboratério de Genética de
Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA) do Departamento de Biologia Aplicada a
Agropecudria da Unesp, Campus de Jaboticabal. Os isolados foram denominados: T03, M51,
Br58 e T13. Inicialmente, as bactérias armazenadas em silica-gel foram reativadas em meio
cultivo LB liquido a 2% (M/V) previamente esterilizado e mantidas a 180 rpm, por 48h a 28
°C. Para todos os ensaios experimentais posteriores, seguiu-se 0 mesmo processo de

crescimento bacteriano, em meio LB liquido a 2% (M/V) a 180 rpm, por 48h a 28 °C.

2.2.2. Calibracao da suspensao bacteriana: em Erlenmeyer de 50 mL de capacidade
foi adicionado 25 mL de meio LB a 2% (M/V) e, posteriormente, feita a esterilizacdo seguindo
as recomendacgdes de Zauza et al., (2016). Apés isso, foi adicionado células bacterianas do
isolado Br58 e mantidos a 180 rpm, por 48h a 28 °C. Em seguida, a suspensdo bacteriana foi
centrifugada a 8000 rpm por 10 min, o sobrenadante foi descartado e o pelete formado foi
suspendido em solucdo salina (0,85% de NaCl; 0,3% de DMSO 80). O processo de
centrifugacdo e adicao de solugdo salina foi repetido por 3 vezes e, em seguida, foi realizado a
diluicdo seriada da suspensdo bacteriana e o teste para contagem de unidade formadoras de
coldnia (UFC) em microgota foi aplicado, seguindo o protocolo descrito em Romeiro (2013).
Com auxilio de um espectrofotdmetro, a densidade 6ptica em 600 nm (‘optical density’ —
ODe0o) de cada diluicdo foi mensurada e correlacionada com o nimero de UFC. Sendo assim,
foi feita a correlacao da leitura de ODgoo de 0,559; 0,135; 0,029; e 0,007 com o nimero de UFC

(Figura 1). Posteriormente, a suspensdo bacteriana foi calibrada para a ODeoo de 0,135 (~
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4E+08 UFC/mL) e, para o tratamento de sementes, foi utilizada a concentracdo de 2 mL para

cada 1kg de sementes de soja.

2E+12
2E+10
'é 4E + 08
@) 200000000
S
5
2000000
20000
0 0,1 0,2 03 04 0,5 0,6

Densidade 6ptica

Figura 1 — Correlagc@o entre absorbancia e o niimero de unidade formadoras de coldnias (UFC) de
Bacillus thuringiensis.

2.3. Tratamento de sementes (TS) com B. thuringiensis

Para os ensaios experimentais, sementes de soja cv. STHO123IPRO foram desinfestadas
superficialmente. Para isso, as sementes foram mantidas em camara fechada contendo HCI 37%
e NaClO (3:100) (V:V) por 4 horas. Logo apds isso, as sementes foram depositadas em tudo
tipo Falcon de 50 mL e foi adicionado a suspensao bacteriana previamente calibrada para ODeoo
a 100 nm. Os tubos foram cuidadosamente agitados para a dispersdo homogénea das bactérias
sobre a sementes. A concentracao 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 vegetacao: 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 propor¢do de 3:1 (V:V) (Franco-Arenosa) foi esterilizado seguindo o protocolo de
Zauza et al., (2016) e o perfil quimico do solo foi ajustado para condicdes 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 apds

a semeadura, foi adicionada uma suspensdo 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 trés
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
vegetacao por 60 dias apds a inoculagdo (dai) a = 27 °C e em seguida os ovos e espécimes dos
nematoides foram extraidos e a populacdo mensurada. A massa de raiz frescas dos tratamentos
foram consideradas e comparadas entre si por andlise estatistica. Para esse ensaio experimental,
foi adotado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo que cada tratamento foi

composto por seis repeticoes.

2+ 2+ 3+
pH pH P K Ca Mg Al
H20 KCl mg/dm’ cmolc/dm’
6,74 6,02 37,8 35 1,46 0,56 0
H + Al SB t T \4 MO P-Rem
cmolc/dm?® % dag/kg mg/L
0,8 2,11 2,11 2,91 72,5 0,41 26,1

Tabela 1 — Caracterizacdo quimica do solo usado nos experimentos de casa de vegetacdo. pH na dgua
usando a razio solo/solucdo de 1:2.5; P e K — Mehlich! Extrator; Ca**, Mg**, AI’* - KCl extrator (1.0
mol L); H+Al — Extrator de acetato de calcio 0.5 mol L' (pH 7.0); OM- Matéria Orgénica.

2.5. Extracio de metabdlitos de B. thuringiensis e controle de M. javanica, P. brachyurus

e H. glycines

2.5.1. Preparo do extrato contendo metabdlitos de B. thuringiensis: para esse teste,
os isolados bacterianos T03, Br58 e M51 foram crescidos em meio LB liquido a 2% (M/V)
como anteriormente descrito. Para a obtencdo dos metabdlitos livres de células bacterianas,
seguiu-se o procedimento de Gao et al. (2016). Sendo assim, apds o periodo 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 auxilio de membrana millipore de
abertura de 0.45 pum sobre uma de abertura de 22 pum, o sobrenadante foi filtrado. Logo em
seguida, o sobrenadante resultante foi fracionado, onde parte do sobrenadante foi armazenado
a-20 °C até a execugdo dos experimentos € a outra parte passou pelo processo de desnaturagao

de proteinas. Para isso, , o sobrenadante foi autoclavado a 120 °C por 20 min e, por dltimo,
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armazenado a -20 °C O sobrenadante autoclavado e ndo autoclavado foram mantidos a -20 °C

até o momento da execucdo dos ensaios experimentais.

2.5.2. Eclosao e mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica em
metabolitos de B. thuringiensis: para avaliacdo da eclosdo e da mortalidade de J2 de M.
Javanica, o teste foi realizado em condic¢des in vitro. Assim, em pocos de placa de ELISA de
96 pocos, foram adicionados 20 pL de suspensdo aquosa contendo 1000 pg/ml estreptomicina
e 1000 pg/ml cloranfenicol, 20 uL de suspensao contendo em média 100 ovos ou 40 J2 de M.
Jjavanica previamente desinfestados e o sobrenadante bacteriano, resultando em um volume
final de 200 pL. Como controle, foram utilizadas 4gua autoclavada e meio de cultura LB liquido
a 2% (M/V) livre de crescimento de microrganismos. Sendo assim, os tratamentos foram: 1)
suspensao aquosa; 2) meio de cultura LB; 3) metabolitos da bactéria e 4) metabolitos da bactéria
com proteinas desnaturadas por temperatura. Todos os tratamentos, incluindo as testemunhas,
possuiam 100 pg/ml estreptomicina e 100 pg/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 metabolitos por 48h e seguida a eclosdo e mortalidade
foram avaliados. Para estimar a eclosdo, foi calculado o numero de J2 eclodidos e a
porcentagem de eclos@o de cada tratamento foi comparada por andlise estatistica. A mortalidade
foi mensurada por meio da adigdo 10 uLL de NaOH a 1M em cada pogo da placa de ELISA e os
nematoides méveis foram considerados com vivos, enquanto os ndo moveis foram dados como

mortos. Para a execu¢do desse experimento, cada tratamento foi repetido quatro vezes.

2.5.3. Metabolitos de B. thuringiensis no controle de P. brachyurus e H. glycines:
inicialmente, sementes de soja cv. 57HO123IPRO desinfestadas superficialmente foram
depositadas em vasos plasticos de 400 mL de capacidade contendo solo previamente
esterilizado (Tabela 1). Apds 7 dias, 250 espécimes de P. brachyurus e 400 J2 de Heterodera
glycines mantidos em contato direto com os metabdlitos de B. thuringiensis por 30 min foram
depositados nos vasos contendo as plantas de soja. Os tratamentos foram os mesmos utilizados
na avaliacdo com M. javanica. O experimento foi mantido em casa de vegetacdo a 30 °C + 2
por 45 dias e ao final desse periodo os nematoides foram extraidos e a populagcao de nematoides
foi mensurada e comparada por andlise estatistica. O experimento foi conduzindo em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo que cada tratamento foi repetido seis

VEZES.
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2.6. Avaliacao da colonizacao epifitica das raizes de soja pelos isolados bacterianos

(Rizocompeténcia)

Para determinar se os isolados sdo capazes de formar biofilme sobre as raizes de soja,
foi executado o teste de rizocompeténcia (Romeiro, 2013). Assim, sementes de soja foram
desinfestadas superficialmente por imersdo por 1 min em dlcool 70%, seguindo de 2 min em
NaClO a 0,5%, sucessivas lavagens em &4gua autoclavada e, por ultimo, secas em papel
absorvente. Apds isso, as sementes foram tratadas com a suspensao bacteriana (ODgpp = 100nm)
na concentracdo de 2 mlL/kg de sementes e foram depositadas em tubos de ensaio contendo
meio de cultura dgua-dgar (AA) a 0,2%, previamente esterilizado. Os tubos de ensaio foram
mantidos em temperatura ambiente com fotoperiodo de 12h e, apos 10 dias, o crescimento
bacteriano sobre as raizes foi registrado. Como testemunha, foram utilizadas sementes nao

tratadas com B. thuringiensis.

2.7. Inducio de resisténcia

2.7.1. Execucao do experimento: para essa avaliacdo, foi usado somente o isolado M51
de B. thuringiensis. Sendo assim, sementes previamente desinfestadas e tratadas com o isolado
MS51 foram depositadas em vaso plastico de 400 mL de capacidade contendo substrato
previamente esterilizado. Passados 7 dias da semeadura, as plantulas de soja receberam uma
suspensdo 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.
Jjavanica, 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 inducao de resisténcia : para determinar o efeito de B. thuringiensis na populacao
dos nematoides aos 60 dai, as raizes de plantas que receberam nematoides passaram pelo
processo de extragdo de ovos ou de espécimes como descrito anteriormente (Tépico 2.1) e a
populacdo dos nematoides foi quantificada e comparada por andlise estatistica. Neste caso, o
foi adotado o delineamento inteiramente casualizado, em que cada tratamento foi repetido seis

VEZES.
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2.7.3. Extracdo de RNA e PCR em tempo real: passando 7 e 15 dai, as plantas foram
coletadas, lavadas e secas rapida e cuidadosamente, congeladas em nitrogénio liquido e, por
fim, armazenadas a -80 °C até o momento das analises. Posteriormente, o tecido radicular total
foi triturado a p6 fino em almofariz e 100 mg foram utilizados para a extragdo de RNA. O RNA
foi extraido com TRIzol (Invitrogen) e a contamina¢do de DNA foi removida com RQ1 Rnase-
free Dnase (Promega). Para precisdo, a quantidade de RNA foi medida em um fluor6metro
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 sintese de cDNAs de fita
simples, a transcri¢do reversa foi feita utilizando 1,2 pg de RNA total com oligo (dT) e primers
em um volume final de 20 pl, usando o Sistema SuperScript First Strand Synthesis para RT-
PCR (Invitrogen). A PCR quantitativa de transcricao reversa (RT-qPCR) aconteceu em um
termociclador CFX em tempo real (Bio-Rad), usando SYBR Green PCR Master Mix, conforme
as recomendagdes do fabricante. Todas as reacdes ocorreram em duplicata e os valores de
expressio relativa para cada gene estudado foram calculados usando o método 2744t (Livak e
Schmittgen, 2001). Os genes investigados estdo descritos na Tabela 2. O experimento foi
conduzindo em delineamento inteiramente casualizado, sendo que em cada tratamento foi

utilizado trés repeticdes, sendo que cada repeticao era composta por trés parcelas experimentais.

2.7.4. Extracao e quantificacdo de derivados da lignina-acido tioglicélico (LTGA)
e de compostos fenolicos soliveis totais (TSP): para esse teste, 100 mg de raizes trituradas
mantidas a -80 °C foram homogeneizadas em 1 mL de solu¢cdo 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 x g por 30 minutos. A concentracdo de fendlicos soluveis totais (TSP)
foi determinada no extrato metandlico e o pelete foi mantido a 20 °C para determinar a
concentracdo de LTGA (Barber e Ride, 1988; Zieslin e Ben-Zaken, 1993; Rodrigues et al.,
2005; Fortunato et al., 2015). Assim como para a andlise molecular, experimento foi
conduzindo em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeti¢des, sendo que cada

repeticdo era composta por trés parcelas experimentais.

2.8. Analise estatistica

Todos os dados coletados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk
(o > 0,05) e, posteriormente, ao teste de variancia ( ANOVA). Os dados obtidos nos

experimentos de controle biolégico com quatro isolados de bactérias, uso de metabdlitos para
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o controle de nematoides, promog¢ao de crescimento, andlise de TSP, LGTA e expressdo genica,
apos a serem submetidos a ANOVA, foram comparados pelo teste de Tukey (p < 0,05). Para a
avaliacdo da eficiéncia de M51 em conter a reproducdo dos nematoides, os dados foram

comparados pelo teste F (p < 0,05).

As andlises foram realizadas no software estatistico SISVAR. Com o auxilio do software
MetaboAnalyst (v 5.0), os valores de expressdo génica foram analisados e Heatmaps foram

criados.



93

Resisténcia Sistémica Adquirida

Gene Alvo Sentido 5°-3° Primer Referéncia

Chalcona isomerase Biossintese dos flavonoides F GTTTCCCCTGCTTTGAAAGAGA Cruz et al.. 2020
(CHAL) R GGATTGGCCTCTAACTCTTTGAAG ”
. . N F GTGCAAGGGCTGCTTATG
Fenilalanina amonia- Via do fenilpropanoides Gao et al., 2016
liase (FAL) R CCCAGTCCCTAATTCCTCTC v
Proteina relacionada a F GCATCATGAATTTAGCCAACG
patogénese (PRI) Marcador para SAR R TTCCAGGTGACCAAGCAAGT Youssef et al., 2013
Resisténcia Sistémica Induzida
Acido 1-carboxilico-1- . . F CTCTTAACCTTCATTCTTGCTAACC
aminociclopropano Biossintese do etileno
sintase (ACS) R TTGCTTCTGCTTCTTTGTATGC Rodrigues et al., 2022
Inibidor da tripsina de Inibidores de tripsina F AAAGGGCGGCGGAATAGA
Kunitz (KTT) R CTGGCAGACCCTTGAGAATAAC
Inibidores da serina F AATAATGAGCATGTTCCAGTG
protease de Bowman-  Inibidores de serino protease Rashed et al., 2008
. R GGCCTAGTAGCTTTTATTCATT
Birk (BBI)
Gene constitutivo
. . F TGTAATGTTGGATGTGTTCCC .
Ubiquitina (UBIQ) Gene constitutivo R GGGACACAATTGAGTTCAACA Einhardt et al., 2020

Tabela 2 — Genes e suas sequéncias de primer analisados nas raizes de plantas de soja ndo tratadas ou tratadas com Bacillus thuringiensis e inoculadas ou nao

inoculado com Meloidogyne javanica, Pratylenchus brachyurus e Heterodera glycines usando PCR de transcrico reversa quantitativa. F — Sentido 5 —3’; R —
Antisentido 5° - 3°.
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3. RESULTADOS

3.1. Biocontrole de nematoides da soja por B. thuringiensis

Os isolados M51, TO3, Br58 e T13 de B. thuringiensis foram capazes de reduzir
significativamente a populacdo de M. javanica, de P. brachyurus e de H. glycines em condi¢des
de casa de vegetacdo (p < 0,05) (Figura2). Emrelacdo a M. javanica, quando feito o tratamento
de sementes prévio com os isolados, houve uma reducdo do nimero de ovos por grama de raiz
(ovos. g'l) de 40,5 a 55.9%, diferenciando-os da testemunha, mas ndo houve diferenca estatistica
entre isolados (Figura 2*). O mesmo foi observado quando avaliada a populagdo total de H.
glycines por grama de raiz (populacio total.g™!), em que houve a reducdo de 36,6 a 41,8%,
diferenciando os tratamentos da testemunha, mas ndo entre si (Figura 2B). Diferentemente, para
P. brachyurus, os isolados promoveram a redu¢cdo do nimero de espécimes por grama de raiz
(espécimes.g!) de forma significativa em relagio a testemunha, mas em indices diferentes entre
si, como expresso pela andlise estatistica. Sendo assim, Br58, T03 e M51 foram iguais entre si
e reduziram o nimero de espécimes. Glem 47,1; 44,5 e 39,6%, respectivamente. O isolado
T13 foi capaz de reduzir 25,8% o nimero de espécimes. G!, ndo diferindo-se do isolado M51

(Figura 2C).

A massa seca da raiz foi mensurada e, de acordo com a analise estatistica, ndo houve
diferenca significativa entre a testemunha e plantas tratadas e ndo 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 rezizes de
soja. Numero de Meloidogyne javanica (A), Pratylenchus brachyurus (B) e Heterodera glycines (C)
aos 60 dias apds a inoculacido dos nematoides em plantas tratadas com os isolados T03, M51, Br58 e
T13 de B. thuringiensis. Em (D), (E) e (F) correspondem a massa de raiz seca de plantas, em gramas,
tratadas com os isolados T03, M51, Br58 e T13 de B. thuringiensis aos 60 dias apds a inoculacio de M.
javanica, P. brachyurus e H. glycines, respectivamente. Colunas com a mesma letra, ndo sio
estatisticamente diferentes pelo teste Tukey (p < 0,05). As barras representam o desvio padrdo (n =6).
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3.2. Metabolitos de B. thuringiensis no manejo de PPNs

3.2.1. Meloidogyne javanica: quando mantido ovos de M. javanica em contato direto
com os metabdlitos dos isolados M51, TO3 e Br58, foi observado a inibi¢do de 100% na eclosdo
dos nematoides (p < 0,01) (Figura 3). Esse resultado foi observado independentemente se os
metabdlitos foram mantidos ou ndo sobre alta temperatura. Nas testemunhas (dgua e LB),
ocorreu a inibi¢do natural da eclosdo em até 86% (Figura 3% B e C). O mesmo ocorreu nas
andlises de mortalidade de J2 de M. Javanica, uma vez que os metabolitos de M51, TO3 e Br58
ocasionaram uma mortalidade superior a 86%, enquanto nas testemunhas foi observado até 8%
de mortalidade natural (p < 0,01). Extrato bacteriano com metabolitos totais ou metabolitos
com proteinas desnaturadas resultaram na mesma mortalidade de os J2 de M. javanica, como

expresso na andlise estatistica (Figura 3D, E e F).

3.2.2. Pratylenchus brachyurus: quando espécimes de P. brachyurus foram mantidos
em contato direto com metabolitos dos isolados de B. thuringiensis antes da inoculacdo em
plantas de soja, houve efeito significativo sobre o nimero total de nematoides (p < 0,01) (Figura
4). Em relacdo aos metabdlitos de M51, houve reducao significativa de P. brachyurus apenas
nos tratamentos em que os metabdlitos passaram pelo processo de desnaturacio de proteinas
antes de entrar em contato com nematoides. Essa redugdo foi superior a 56% (Figura 4°). De
forma oposta, a desnaturagcdo de proteinas por temperatura inibiu o efeito nematicida do extrato
metabodlico de T0O3, uma vez que ocorreu reducdo da populacdo de P. brachyurus somente no
tratamento sem aquecimento (Figura 4B). A reducdo promovida por metabolitos de TO3 foi de
39,5%. Por sua vez, em Br58, ambos os tratamentos promoveram a reducdo de espécimes de P.
brachyurus, diferenciando-os da testemunha, mas ndo entre si. A reducdo notada para
metabodlitos sem aquecimento e com desnaturacdo de proteinas foi de 38,5 e 30,1%,

respectivamente (Figura 4C).

3.2.3. Heterodera glycines: os tratamentos com metabolitos de B. thuringiensis,
com e sem proteinas desnaturadas por temperatura, ndo foram capazes de reduzir a populacao
dessa espécie de nematoides, sendo estatisticamente semelhante as testemunhas (Figura 4D, E

e F).
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Figura 3 — Efeitos dos extratos metabdlicos dos diferentes isolados de Bacillus thuringiensis sobre a
eclosdo e mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica. Em (A) a (C)
correspondem a avaliag¢do da eclosdo e (D) a (F) a mortalidade de M. javanica 48h apés contato direto
com metabdlitos dos isolados de M51, TO3 e Br58 de Bacillus thuringiensis. Tratamentos com T°
corresponde a extrato metabdlico dos isolados de B. thuringiensis que passaram pelo processo de
desnaturagdo de proteinas por temperatura. Colunas com a mesma letra, ndo sdo estatisticamente
diferentes pelo teste Tukey (p < 0,05). As barras representam o desvio padrao (n =4).
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Figura 4 — Numero de Pratylenchus brachyurus (A, B e C) e de Heterodera Glycines (D, E e F) aos 45
dias apds a infestagdo do solo com nematoides previamente tratados com metabdlitos dos isolados M51
(A e D), TO3 (B e E) e Br58 (C e F) de Bacillus thuringiensis. Colunas com a mesma letra, ndo sdo
estatisticamente diferentes pelo teste Tukey (p < 0,05). As barras representam o desvio padrdo (n =6).
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3.3. Rizocompeténcia

Todos os isolados foram capazes de crescer superficialmente nas raizes de soja, em
condi¢des in vitro (Figura 5). Assim, ao longo de 10 dias, de acordo com o desenvolvimento
das raizes, foi notado o crescimento bacteriano sobre as raizes. Na medida que as raizes

cresciam e aprofundavam no meio de cultura, as bactérias acompanhavam o desenvolvimento

radicular, sendo essa fotografadas apds 10 dias de crescimento.

Figura 5 — Formagdo de biofilme em raizes de soja 10 dias apds o tratamento de sementes com 0s
isolados T0O3 (B); M51 (C) e Br58 (D) de Bacillus thuringiensis. Foi dado como testemunha (A) plantas
oriundas de sementes sem inoculac¢io bacteriana. Setas indicam a formacao do biofilme bacteriano sobre
as raizes.
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3.4. Inducao de resisténcia

3.4.1. M51 de B. thuringiensis no controle de nematoides da soja para

o ensaio de inducio de resisténcia

Assim como na avaliacdo de biocontrole realizada anteriormente (Tépico 3.1), aos 60
dai o isolado MS51 de B. thuringiensis reduziu de forma significativa a populacdo de M.
javanica, de P. brachyurus e de H. glycines (p < 0,05) (Figura 6). Desse modo, para M.
javanica, o nimero de ovos.g 'de raiz foi reduzido em 50,1%, quando comparado a plantas da
testemunha. Por sua vez, com P. brachyurus ocorreu a reducdo significativa de 24,5% do
nimero de espécimes.g™! de raiz de soja. Quando avaliados os dados de H. glycines, verificou-
se que a populagdo total.g”! de raiz de soja foi reduzida em 30,6%, em comparacio com a

testemunha.
3.4.2. Producio de TSP e LGTA

A concentragdo total de compostos fendlicos (TSP) foi influenciada pelos tratamentos
somente na avaliagdo de 7dai (p < 0,01) (Figura 7). Quando as plantas foram expostas a B.
thuringiensis e/ou M. javanica, houve indugdo da produg@o de TSP somente nos tratamentos
nos quais havia nematoides, produzindo 2,86 a 3,96 vezes mais TSP em comparacdo ao
tratamento que recebeu unicamente B. thuringiensis € o tratamento testemunha (Figura 7*). 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 inoculacdo 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 0s tratamentos em que 0s 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 numero de Meloidogyne javanica
(A), Pratylenchus brachyurus (B) e Heterodera glycines (C) em raizes de soja aos 60 dias apds o
tratamento de sementes de soja com a bactéria. *Medias diferenciam-se uma da outro pelo teste t (p <
0,05). As barras representam o desvio padrio (n =6).

3.4.3. Producao de TSP e LGTA

A concentragdo total de compostos fendlicos (TSP) foi influenciada pelos tratamentos
somente na avaliacdo de 7dai (p < 0,01) (Figura 7). Quando as plantas foram expostas a B.
thuringiensis e/ou M. javanica, houve inducdo da producdo de TSP somente nos tratamentos
nos quais havia nematoides, produzindo 2,86 a 3,96 vezes mais TSP em comparacido ao
tratamento que recebeu unicamente B. thuringiensis € o tratamento testemunha (Figura 7%). Isso

foi observado em plantas inoculadas com B. thuringiensis e/ou com P. brachyurus, onde foi
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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 inoculacdo 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 0s organismos

estavam isolados foram equivalentes entre si e a testemunha (Figura 7C).

Em relacdo a concentracdo de derivados de lignina-4cido tioglicélico (LTGA), aos 7
dai, a aplicacdo combinada de B. thuringiensis € 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 a testemunha (p < 0,01) (Figura 8*). O mesmo foi observado aos 15
dai, em que o tratamento em que B. thuringiensis € 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 interferéncia 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 0s organismos estavam concomitantes, houve o incremento de
1,28 vezes mais de LGTA, quando comparado com a testemunha. A aplicacdo B. thuringiensis

e/ou H. glycines ndo interferiram na LGTA.
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Figura 7 —Concentrag¢do total de compostos fendlicos (CFT) em plantas tratadas ou néo tratadas com o
isolado M51 de Bacillus thuringiensis aos 7 e 15 dias apds a inoculacio (dai) de Meloidogyne javanica
(Mj), Pratylenchus brachyurus(Pb) ou Heterodera glycines (Hg). Em (A) a (C) correspondem a
avaliacdo realizada aos 7 dai e de (D) a (E) sdo referentes as avaliacdes aos 15 dai. Colunas com a mesma
letra ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste Tukey (p <0,05). As barras representam o desvio

padrdo (n =3).
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Figura 8 — Concentracdo de derivados de lignina-dcido tioglicélico (LATG) em plantas tratadas ou ndo
tratadas com o isolado M51 de Bacillus thuringiensis aos 7 e 15 dias apds a inoculagdo (dai) de
Meloidogyne javanica (Mj), Pratylenchus brachyurus(Pb) ou Heterodera glycines (Hg). Em (A) a (C)
correspondem a avaliacdo realizada aos 7 dai e de (D) a (E) sdo referentes as avaliacdes aos 15 dai.
Colunas com a mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes pelo teste Tukey (p <0,05). As barras

representam o desvio padrdo (n =3)
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3.4.4 Expressao diferencial de genes relacionados as vias de defesa dependentes do acido

salicilico e acido jasmonico em plantas de soja

3.4.4.1 — Alteracoes nas vias de defesa das plantas de soja ocasionados pela
presenca de B. thuringiensis e M. javanica: aos 7 dai, todos os genes vegetais relacionados a
defesa avaliados neste estudo foram influenciados pela presenca isolada ou combinada de M51
de B. thuringiensis e de M. javanica (p < 0,05) (Figura 9; Material Suplementar S1). Assim, a
presenca de nematoides induziu plantas de soja a responder de forma significativa pela
regulacdo positiva do gene K71, expressando de 33 a 55 vezes mais esse gene em relacdo as
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 relacio ao gene BBI, quando comparado a
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 andlise estatistica. Para PRI, 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, nao houve diferenga significativa entre a testemunha e os
tratamentos em que a sementes foram tratadas com B. thuringiensis. O gene CHAL, no
tratamento com B. thuringiensis € M. javanica, foi produzido 2,6 vezes mais que em plantas
testemunhas. Para a regulacdo do gene FAL, houve uma regulacdo negativa em plantas que
receberam B. thuringiensis, quando comparados a 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 9%).Aos 15 dai, como excecdo do gene BBI, todos os genes avaliados foram
influenciados pelos tratamentos (p < 0,05) (Figura 9B; Material Suplementar S2). Desse modo,
foi observado a regulacdo negativa do gene K71 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, ndo houve diferenca
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 ndo foram
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diferentes da testemunha. Em relacdo ao gene FAL, todos os tratamentos diferenciaram entre si
e da testemunha. Em plantas do tratamento com B. thuringiensis € M. javanica, houve maior
expressdo 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 presenca de B. thuringiensis (M51 e M51 + Mj) regularam positivamente a expressao do
gene de defesa PRI, sendo esses iguais um ao outro, mas diferentes estatisticamente da
testemunha e de plantas que receberam unicamente M. javanica. Assim, houve a regulacio
positiva de 5 a 33 vezes mais em plantas dos tratamentos M51 e M51 + Mj, quando comparado

a testemunha e o M;j.
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Figura 9 — Representagdo do mapa de calor da expressdo diferencial dos genes relacionados & defesa em
tecidos radiculares de soja tratados com o isolado M51 de Bacillus thuringiensis aos 7 e 15 dias ap0s a
inoculagdo (dai) de Meloidogyne javanica (Mj). Em (A) plantas avaliadas aos 7 dai e em (B) plantas
avaliadas aos 15 dai. A expressdo dos genes € representada no mapa de calor na escala de cores de -3 a
3 no esquema de cores azul-vermelho. Os genes sdo representados em linhas enquanto os tratamentos
em colunas. A amplificacdo do gene Ubiquitina (UBIQ) da soja foi utilizada como controle interno para
normalizag@o dos dados. Para cada amostra de raiz, foram utilizadas trés repeti¢cdes bioldgicas com suas
respectivas duas repeticdes técnicas.

3.4.4.2 — Alteracoes nas vias de defesa das plantas de soja ocasionados pela

presenca de B. thuringiensis e P. brachyurus: a presenca de P. brachyurus com B.
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thuringiensis aos 7 dai influenciaram de forma significativa a expressao de genes relacionados
a defesa em plantas de soja (p <0,05) (Figura 10; Material Suplementar S3). Para o gene K71,
plantas do tratamento que recebeu unicamente P. brachyurus tiveram a expressao 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 ¢ da testemunha, respectivamente.
Ainda, para K71, aos 7 dai, houve a regulacdo negativa desse gene nos tratamentos quem 0s
organismos estdo concomitantes, quando comparado a testemunha, diferenciando-os
estatisticamente. A expressao do gene BBI foi regulada negativamente em até 2,34 vezes menos
em plantas que receberam bactérias e nematoides, quando comparada a testemunha. J& para o
gene ACS, houve uma forte regulacdo positiva em plantas com nematoides (Pb), diferenciando
esse tratamento dos demais. Plantas que receberam bactérias e nematoides a expressao 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 expressdo do gene CHAL em
relacdo a testemunha, sendo um diferente do outro estatisticamente. O gene FAL foi reprimido
em plantas que combinaram os dois microrganismos, quando comparado a testemunha. Nesse
caso, a producdo de FAL foi 5,5 vezes menos que na testemunha, sendo significativamente
diferentes. A presenca de nematoides acarretou a regulacdo negativa do gene PRI, sendo esses
tratamentos diferentes da testemunha e do tratamento que recebeu unicamente bactérias (Figura

10%).

Aos 15 dai, com excecdo do gene de defesa BBI, os genes foram influenciados quando
na presenca de B. thuringiensis e H. glycines (p > 0,05) (Figura 10B; Material Suplementar S4).
Quando plantas foram inoculadas com P. brachyurus tiveram a expressdo do gene K71
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 tém a expressao normal do gene K71, sendo
igual a testemunha. Plantas inoculadas unicamente com B. thuringiensis induziu a regulagao
positiva do gene ACS em 3,08; 3,7, e 25 vezes mais que nos tratamentos onde os dois
organismos estdo combinados, nos tratamentos que receberam somente nematoides e que a
testemunha, respectivamente. Em relacdo 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 relacdo ao tratamento com nematoide e a testemunha. Plantas

tratadas com B. thuringiensis expressdao FAL de 3,8 a 22,4 vezes mais que os demais tratamentos
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e a testemunha, sendo diferentes pela andlise estatistica. Porém, quando inoculadas unicamente
com P. brachyurus, ocorreu a repressao do gene FAL em 3,9 e 5,8, em relagdo ao tratamento
em que havia bactérias e nematoides e a testemunha, respectivamente. O gene PR/ 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.
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Figura 10 — Representaciio do mapa de calor da expressdo diferencial dos genes relacionados & defesa
em tecidos radiculares de soja tratados com o isolado M51 de Bacillus thuringiensis aos 7 e 15 dias apds
ainoculacdo (dai) de Pratylenchus brachyurus (Pb). Em (A) plantas avaliadas aos 7 dai e em (B) plantas
avaliadas aos 15 dai. A expressao dos genes é representada no mapa de calor na escala de cores de -2 a
2 no esquema de cores azul-vermelho. Os genes sdo representados em linhas enquanto os tratamentos
em colunas. A amplificacdo do gene Ubiquitina (UBIQ) da soja foi utilizada como controle interno para
normalizag@o dos dados. Para cada amostra de raiz, foram utilizadas trés repeticdes bioldgicas com suas
respectivas duas repeticdes técnicas.

3.4.4.3 — Alteracoes nas vias de defesa das plantas de soja ocasionados pela
presenca de B. thuringiensis e H. glycines: em relagao as plantas de soja que foram inoculadas
com B. thuringiensis e/ou H. glycines aos 7 dai, houve expressdo diferencial dos genes
relacionados a 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 expressdo do gene K71 em relacio aos demais tratamentos e a testemunha,
tornando-o diferente desses pela andlise estatistica. Quando os organismos estavam presentes
de forma isolada, ndo influenciaram a expressdo do gene K71, fazendo com que esses fossem
considerados iguais a testemunha, de acordo com andlise estatistica. 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 presenca dos microrganismos,
combinados ou ndo combinados, acarretou a regulacdo negativa do gene ACS, diferenciando os
tratamentos da testemunha. Por sua vez, quando co-inoculados B. thuringiensis com H. glycines
ocasionou regulacdo 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 relacdo 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 avaliacdo da expressao 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 relacdo a testemunha. Para o gene PR, aos 7 dai, ocorreu
a regulacdo negativa nos tratamentos que receberam nematoides, sendo esses diferentes
estatisticamente da testemunha e do tratamento que recebeu unicamente B. thuringiensis

(Figura 117).

Aos 15 dai, com excecdo do gene de defesa BBI, os genes foram influenciados quando
na presenca de B. thuringiensis e H. glycines (p < 0,05) (Figura 11B; Material Suplementar S6).
A co-inoculacdo de B. thuringiensis € H. glycines acarretou a regulacao negativa de 3,83 vezes
a expressao de KTI, em relacdo a testemunha, sendo diferentes pela andlise estatistica. A
presenca de B. thuringiensis (tratamentos M51 e M51 + Hg) em plantas de soja ocasionou a
regulacdo positiva do gene ACS, sendo expresso de 14,3 a 25 vezes mais que na testemunha e
em plantas infectadas por H. glycines. Ja 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 relacdo a testemunha. O mesmo foi observado na expressao 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-inoculacdo dos organismos levou a regulacdo
negativa desse gene, quando comparado a testemunha. Por fim, houve a regulacdo positiva do

gene PRI em plantas que receberam B. thuringiensis e/ou H. glycines, quando comparados a
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testemunha. Nesse caso, além de diferenciarem da testemunha, foram diferentes entre si. Plantas
que receberam bactérias obtiveram valores maior de expressdao de PRI, em relacdo a que

recebeu unicamente H. glycines (Figura 11B).
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Figura 11 — Representacdo do mapa de calor da expressdo diferencial dos genes relacionados a defesa
em tecidos radiculares de soja tratados com o isolado M51 de Bacillus thuringiensis aos 7 e 15 dias ap6s
a inoculacdo (dai) de Heterodera glycines (Hg). Em (A) plantas avaliadas aos 7 dai e em (B) plantas
avaliadas aos 15 dai. A express@o dos genes € representada no mapa de calor na escala de cores de -2 a
2 no esquema de cores azul-vermelho. Os genes sdo representados em linhas enquanto os tratamentos
em colunas. A amplificacdo do gene Ubiquitina (UBIQ) da soja foi utilizada como controle interno para
normalizagdo dos dados. Para cada amostra de raiz, foram utilizadas trés repeti¢cdes bioldgicas com suas
respectivas duas repeticdes técnicas.

4. DISCUSSAO

4.1 — O controle biolégico: Bacillus thuringiensis € uma bactéria amplamente estudada
no manejo de pragas e patogenos agricolas (Sediyama et al., 2015). Nesse artigo, foi confirmada
a atividade nematicida de quatro isolados bacterianos de B. thuringiensis (M51, TO3, 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 metabdlitos dos diferentes isolados de
B. thuringiensis, foi demonstrado que existe mais de um composto com atividade nematicida e

que ha especificidade dos compostos com o género de nematoide avaliado. Para alguns
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isolados, a desnaturagdo de proteinas por temperatura causou a inibi¢ao do efeito nematotdxico
sobre M. javanica e P. brachyurus, mas ndo para H. glycines, o que justifica a hipétese
mencionada acima. Além disso, € possivel que o modo de ag¢do de B. thuringiensis sobre H.
glycines ocorra por outro fator, que nao seja metabdlitos. Um dos isolados, o M51, foi avaliado
quanto a sua capacidade de atuar como indutor de resisténcia contra os trés nematoides citados
anteriormente e foi comprovado que o tratamento de sementes com isolado M51 de B.

thuringiensis tornou as plantas mais resistentes a infeccao pelos nematoides testados.

Os PPNs foram confrontados com os quatro isolados bacterianos e houve uma redugdo
de 25,8 a 55,9% de suas populagdes. No entanto, devido ao isolado T13 ter uma eficiéncia
inferior aos demais isolados na reducdo da populacido de P. brachyurus (25,8%), este nao
participou dos estudos posteriores. Os isolados testados apresentaram alta efici€éncia na redugdo
do nimero dos nematoides em condi¢des de casa de vegetacdo e o seu uso, no futuro, para o
manejo de PPNs em condi¢des de campo deve ser avaliado, uma vez que a ndo seletividade dos
isolados € ideal para o manejo em dreas de producdo de soja nas quais ocorrem misturas de

géneros de PPNs.

O mecanismo de acdo de B. thuringiensis para o controle de nematoide mais
documentado € a atividade de proteinas Crys, que sdo toxicas a insetos € a nematoides (Bravo
et al., 2007; Zi-Quan et al., 2008). Essas proteinas inibem a eclosdo, causam mortalidade de J2
e sdo material de estudo na engenharia genética para a transformacgado genética de plantas, a fim
de obter resisténcia a PPNs (Li et al., 2008; Yu et al., 2008; Zi-Quan et al., 2008). Além das
proteinas Cry, também sdo conhecidas as proteinas turingiensina, quitinase € metaloproteinases,
que sdo antagonistas a nematoides, mas ndo hd relato na literatura de compostos de B.
thuringiensis com efeito nematicida (Bel et al., 2022). Neste trabalho, foi utilizado o substrato
com metabdlitos totais (proteinas e compostos) e substrato em que as proteinas foram
desnaturadas por temperatura (apenas compostos), a fim de verificar se o controle exercido
pelos isolados foi por meio de proteinas, ou por compostos ou pela combinacao do dois. Ao se
analisar a taxa de eclosdo e a taxa de mortalidade de M. javanica quando ovos e juvenis foram
tratados com substratos de B. thuringiensis, observou-se a presenca de metabdlitos
nematotoxicos, uma vez que independentemente se havia ou ndo proteinas desnaturadas,
ocorreu a inibicdo total da eclosdo e a mortalidade de J2 de M. javanica. Esse resultado foi

observado para os trés isolados bacterianos estudados (M51, Br58 e T03).

Em relacdo aos metabolitos no controle de P. brachyurus, um padrao diferente do que

ocorreu para M. javanica foi observado, em relacdo ao isolado T03, em que a desnaturacdo de
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proteinas por temperatura inibiu o seu efeito nematotoxico. Por sua vez, para os metabdlitos
produzidos pelo isolado M51 e Br58, apds submetido a alta temperatura, estes mantiveram sua
capacidade de reduzir a populacdo de P. brachyurus em raizes de soja, evidenciando a presenca

de compostos nematotoxico nao termossensiveis.

Meloidogyne javanica mostrou-se mais suscetivel a acdo dos metabdlitos dos isolados
estudados quando comparado a P. brachyurus e a H. glycines, sendo este ultimo nao
influenciado pelos tratamentos. E interessante observar que, independentemente se 0s
metabolitos dos trés isolados passaram ou ndo pelo processo de desnaturacio de proteinas por
temperatura, mantiveram o efeito nematotdxico sobre M. javanica, mas iSso nao ocorreu para
P. brachyurus quando confrontados com metabdlitos aquecidos de TO03. E possivel que o
composto ndo termossensivel, que causou a mortalidade e inibicao da eclosdo de juvenis de M.
Javanica ndo 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 acao destes trés isolados de B. thuringiensis.

Bacillus cereus, uma bactéria estreitamente relacionada a B. thuringiensis, foi capaz de
causar mortalidade e inibir a reproducdo de M. incognita por afetar os tecidos do intestino e dos
orgdos reprodutivos, por meio de um metabdlito produzido em meio de cultura LB.
Posteriormente, com o fracionamento dos metabdlitos por diferenca de polaridade e o uso de
técnicas, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS), a identidade do compostos foi descoberta e,
com a esfingosina sintetizada, foi confirmado o efeito nematotoxico do composto (Gao et al.,
2016). Tais métodos podem ser utilizados para a identificagdo de compostos produzidos por B.

thuringiensis capazes de reduzir a populacdo de nematoides.

4.2 — Bacillus thuringiensis e M. javanica na inducao de resisténcia: a presenca de
M. javanica e/ou de B. thuringiensis induziu a resposta de defesa mediada pela via do acido
salicilico (SAR) e do 4cido jasmodnico (ISR) em plantas aos 7 e 15 dai. No geral, aos 7 dai, os
nematoides induziram a regulacdo positiva de genes de defesa em plantas de soja, enquanto a
bactéria de controle biolégico os regulou negativamente, mesmo quando os dois
microrganismos estavam concomitantes, exceto para o gene CHAL. A percepgdo da presenca
de J2 de M. javanica acarretou o forte aumento da expressao do gene ACS aos 7 dai e de FAL
aos 7 e 15 dai. No entanto a presenca da bactéria, B. thuringiensis, aos 7 dai, reduziu a expressao

de FAL, neutralizando o efeito de resposta causada pela infec¢do dos nematoides. Contudo, B.
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thuringiensis interferiu positivamente na expressao de CHAL aos 7 dai e de ACS, FAL e PRI

aos 15 dai, atuando como indutor de resisténcia a infec¢do de M. javanica.

O gene ACS codifica para a enzima dcido 1-aminociclopropano-1-carboxilico, que
catalisa para a biossintese do etileno, hormdnio ja conhecido por atuar na senescéncia e
amadurecimento dos frutos e por inibir a infeccdo de nematoides do género Meloidogyne
(Fudali et al., 2013; Gheysen e Mitchum, 2019). Essa reducdo ocorre possivelmente por meio
da diminui¢do na atragdo das raizes, como ja demostrado ao avaliar Arabidopsis e tomateiro
expostos a inibidores de sintese do etileno e plantas insensiveis ao etileno, que obtiveram
significativamente menos nematoides nos tecidos das raizes (Kumari et al., 2016; Shukla et al.,

2018).

O gene FAL codifica para a enzima fenilalanina amonia liase, que € a primeira enzima
da via dos fenilpropanoides, via metabdlica envolvida com mecanismos de defesa mediada por
SAR (Koukol e Conn, 1961; Camm e Towers, 1973; Dixon et al., 2002). Os fenilpropanoides
sdo pigmentos florais, antibidticos, protetores da radiacdo ultravioleta (UV), repelentes de
insetos e sdo importantes para a interagdo planta-microrganismo, com atividade contra fungos,
bactérias, virus e nematoides fitopatogé€nicos. Por exemplo, na via dos fenilpropanoides, ha
producdo de compostos fendlicos, lignificagdo da parede celular e produgdo de flavonoides e
diversas proteinas relacionadas a patogenicidade, como PR1 que é um marcador molecular para
SAR e que tem func¢do desconhecida (Dixon et al., 2002; Ohri e Pannu, 2010). Em acordo com
a elevacdo da expressdo do gene FAL, neste trabalho ocorreu maior produg¢dao de compostos
fendlicos totais (CFT) e, consequentemente, maior lignificagdo de parede celular, visto que a
polimerizacao dos CFT origina a lignina (Higuchi, 1985). Diversos trabalhos ja comprovaram
a capacidade de uma variedade de compostos fendlicos vegetais atuarem contra nematoide,
reduzindo a eclosdo e causando mortalidade (Ohri e Pannu, 2010). Ademais, a polimerizagao,
de CFT para lignina e suberina, ocasiona maior lignificagdo de parede celular, o que pode

impedir ou dificultar a penetracdo e o movimento dos nematoides no sistema radicular.

O gene CHAL ¢ codificado para uma chalcona sintase, que é a primeira enzima
especifica 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
resisténcia a fungos e nematoides sedentdrios e migradores, tém um importante papel na
protecdo contra os raios UV, na inibicdo de auxinas, alelopatia e coloracdo de flores (Ohri e
Pannu, 2010). J4 em 1998, por Baldridge et al., eram observados genes da via dos flavonoides

envolvidos em resposta de defesa a PPNs do género Pratylenchus. No entanto, anteriormente a
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isso, ja era documentado que em plantas de soja resistentes a M. incognita ocorria a reagao de
hipersensibilidade e o acimulo de gliceolina, um isoflavonoide presentes em plantas soja. Além
da gliceolina, outros diversos flavonoides foram capazes de causar a inibi¢do da eclosdo, causar

motilidade e reduzir a reproducdo dos nematoides (Ohri e Pannu, 2010).

4.3 — Bacillus thuringiensis e P. brachyurus na inducao de resisténcia: em relacio a
expressdo de genes de defesa em plantas que receberam ao P. brachyurus e/ou B. thuringiensis,
no geral, aos 7 dai, a presenca do nematoide endoparasita migrador levou a ativagdo das vias
de defesa SAR e IRS, enquanto a combinagdo dos dois microrganismos ocasionou a regulacao
negativa, com excecdo do gene CHAL. Nesse primeiro momento, as bactérias sozinhas nao
influenciaram as plantas. De forma oposta, aos 15 dai, a presenca dos nematoides ocasionou a
regulacdo negativa dos genes enquanto a da bactéria os regulou positivamente. Ainda, aos 15
dai, com a presenca do isolado bacteriano, a expressdo de CHAL foi mantida sob regulacao
positiva. Aos 7 e 15 dai, P. brachyurus e B. thuringiensis induziram maior produgdo de TSP e
LGTA. Possivelmente, o mecanismo de defesa induzido pela associacdo de P. brachyurus e B.
thuringiensis foi semelhante ao que ocorreu para M. javanica, por meio da produgdo de TSP,

maior lignificacdo de parede celular e producdo de flavonoides.

4.4 — Bacillus thuringiensis e H. glycines na inducao de resisténcia: no inicio da
infeccdo, aos 7 dai, H. glycines e B. thuringiensis, aplicados de forma isolada, silenciaram a
resposta de defesa, porém a combinacdo dos dois microrganismos induziu resposta de defesa
por meio da via do SAR (CHAL e PAL) e ISR (KTI). No entanto, a combinacdo dos dois
microrganismos também acarretou a regulacdo negativa de genes, como o ACS, o que pode ter

prejudicado o estabelecimento de H. glycines no sistema radicular.

N

Como mencionado anteriormente, o ACS esta relacionado a sintese do etileno e,
diferentemente do que ocorre para o género Meloidogyne, esse hormonio vegetal tem efeito
positivo na infecdo por H. glycines, sendo a regulacdo negativa desse gene interessante como
mecanismo de defesa. Em trabalhos anteriores, foi observado que plantas mutantes para a
sintese do etileno ou expostas a inibidores do etileno tem menos nematoides de cistos e que o
aumento dos niveis de etileno leva ao aumento da expansdo do sincicio, que sio as células de
alimentacdo de H. glycines (Goverse et al., 2007; Wubben et al., 2007; Kammerhofer et al.,
2015).

A regulacdo positiva da expressdo do gene BBI, gene relacionado a inibidores de

proteases, aos 7dai, quando os dois microrganismos estdo concomitantes, sinaliza para a
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resposta de defesa média por ISR. Os inibidores de proteases t€m efeito antinutricional em
insetos e a nematoides por meio da inibicao da atividade proteolitica das enzimas digestivas,
interferindo no desenvolvimento e reprodu¢ao (Bowman, 1946; Birk et al., 1963; Pompermayer
et al., 2003). A regulacdo positiva de BBI combinado com a ativacdo da SAR, aos 15 dai,
expresso pelo marcador molecular PRI e com maior producdo de TSP, pode ser um dos

mecanismos envolvidos na reducao de H. glyicnes em raizes de soja.

Para a interacdo isolada de B. thuringiensis ou combinada com PPNs, em alguns casos,
houve a regulacdo negativa de genes defesa de planta. Tais dados podem, de forma errdnea,
levar a interpretacdo de que a presenca de microrganismos benéficos e/ou controle bioldgico
pode induzir plantas a ficarem mais suscetiveis ao parasitismo de patégenos vegetais. J4 foi
demostrado que a atenuacdo da resposta de defesa promovida por organismos benéficos é
semelhante aos dos patégenos e tem o objetivo de estabelecer uma relagdo simbidtica com
plantas sem que sejam confrontados pelos seus mecanismos de defesa. As estratégias podem
ser por meio da liberacdo de efetores, ou em alguns casos, a modificacio de MAMPs (Padrdes
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 expressao
de genes de defesa importantes como o CHAL, que estd diretamente relacionado a redugdo da
populacdo de nematoides e, além disso, os agentes de biocontrole utilizam diversos mecanismos
de acdo, como a produgcdo de metabdlitos e proteinas toxicas, por exemplo. Assim, a
combinacdo de diversos mecanismos de a¢do, incluindo a regulacdo de genes importantes,

acarreta a reducdo da populacdo de PPNs, como observado neste trabalho.

Bacillus thuringiensis € um organismo de biocontrole que se mostrou com atividade
relevante para o manejo dos trés principais nematoides parasitas da soja. Observamos que os
metabolitos produzidos pelos trés isolados aqui estudados tém 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 ativacdo de
vias de defesa dependentes do dcido salicilico e do 4cido jasmonico. De forma comum, genes
relacionados a producao de flavonoides e maior produgao de compostos fendlicos e derivados

da lignina ocorreu para os trés nematoides, quando a bactéria estava presente.
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5. CONCLUSAO

Bacillus thuringiensis é um agente eficiente de controle bioldgico dos trés principais
nematoides parasitas da soja. Os metabdlitos produzidos pelos isolados M51, T0O3 e Br58 t€ém
atividade nematicida, sendo capazes de inibir totalmente a eclosao e de causar a mortalidade de
nematoides. Além disso, esses isolados associam-se epifiticamente as raizes de soja,
possibilitando exercer os seus potenciais nematicidas. Por dltimo, a via de defesa mediada pelo
dcido salicilico e 4cido jasmonico s@o ativadas em plantas tratadas com B. thuringiensis, o que

pode contribuir para a reducao de nematoides nas raizes.
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Material suplementar S1 - Expressao relativa de genes relacionados a defesa (7 dias apds a inoculagdo) em raizes de soja tratadas com B. thuringiensis (M51),
e infectadas por M. javanica (Mj) e com a combinagio dos dois microrganismos (M51 + Mj). A testemunha corresponde as plantas que ndo receberam bactéria
ou nematoide. Colunas com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Material suplementar S2 - Expressao relativa de genes relacionados a defesa (15 dias apds a inoculagdo) em raizes de soja tratadas com B. thuringiensis (M51),
e infectadas por M. javanica (Mj) e com a combinag@o dos dois microrganismos (M51 + Mj). A testemunha corresponde as plantas que nio receberam bactéria

ou nematoide. Colunas com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Material suplementar S3 - Expressao relativa de genes relacionados a defesa (7 dias apds a inoculag@o) em raizes de soja tratadas com B. thuringiensis (M51),
e infectadas por P. brachyurus (Pb) e com a combinacdo dos dois microrganismos (M51 + Pb). A testemunha corresponde as plantas que ndo receberam bactéria
ou nematoide. Colunas com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Material suplementar S4 - Expressao relativa de genes relacionados a defesa (15 dias ap6s a inoculag@o) em raizes de soja tratadas com B. thuringiensis (M51),

e infectadas por P. brachyurus (Pb) e com a combinacao dos dois microrganismos (M51 + Pb). A testemunha corresponde as plantas que ndo receberam bactéria
ou nematoide. Colunas com a mesma letra nio sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Material suplementar S5 - Expressdo relativa de genes relacionados a defesa (7 dias apds a inoculac@o) em raizes de soja tratadas com B. thuringiensis (M51),

e infectadas por H. glycines (Hg) e com a combinacdo dos dois microrganismos (M51 + Hg). A testemunha corresponde as plantas que ndo receberam bactéria
ou nematoide. Colunas com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Material suplementar S5 - Expressao relativa de genes relacionados a defesa (15 dias ap6s a inoculag@o) em raizes de soja tratadas com B. thuringiensis (M51),
e infectadas por H. glycines (Hg) e com a combinacio dos dois microrganismos (M51 + Hg). A testemunha corresponde as plantas que ndo receberam bactéria

ou nematoide. Colunas com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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CONCLUSOES GERAIS

e O isolado Pcl10 de Pochonia chlamydosporia var. chlamydosporia é um agente de
biocontrole eficiente em reduzir a populacdo de Pratylenchus brachyurus em raizes

soja;

e A presenca de P. chlamydosporia e P. brachyurus induz vias de defesa dependentes de
acido salicilico e dcido jasmodnico e a combinagdo desses dois microrganismos em
plantas causa maior expressao de genes relacionados a defesa e producdo de compostos

antagonistas aos nematoides;

e Os isolados TO3, T13, Br58 e M51 de Bacillus thuringiensis sdo eficientes em reduzir
a populagdo de Meloidogyne javanica, Heterodera glycines e Pratylenchus brachyurus,

que sdo os trés principais nematoides parasitas da soja;

e Os metabdlitos produzidos por Bacillus thuringiensis tem atividade nematicida contra

Meloidogyne javanica, Heterodera glycines e Pratylenchus brachyurus;

e Bacillus thuringiensis isolado M51 induz a via de defesa mediada por 4cido salicilico e
acido jasmoOnico em plantas de soja, o que pode contribuir para a reducdo de nematoides

radiculares.



