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RESUMO

Meloidogyne incognita € considerado um dos nematoides de maior importancia
econbmica em termos mundiais. Para seu adequado manejo, uma das estratégias
mais eficientes é 0 uso de cultivares resistentes. Portanto, estratégias para otimizar
0s programas de melhoramento genético sdo necessarias. A analise de expressao
génica tem ampliado a compreensao dos mecanismos de interacéo planta-nematoide
e acelerado o desenvolvimento de genotipos resistentes. A cultivar de aveia branca
IPR Afrodite, resistente a M. incognita, e cultivares suscetiveis foram avaliadas em
relacdo a sua tolerancia a este nematoide, além de ter sido estudado o
comportamentode genes candidatos que regulam sua resisténcia, desafiados com
densidades populacionais iniciais crescentes de M. incognita, durante o seu
estabelecimento e manutencao do parasitismo. Para a avaliagdo da tolerancia, plantas
cultivadas em vasos de 3.600 cm?foram inoculadas com 0,0625 (187,5); 0,125 (375);
0,25 (750); 0,5 (1500); 1 (3000); 2 (6000); 4 (12000); 8 (24000); 16 (48000) e 32
(96000) exemplares por cm?® de solo e avaliadas aos 67 dias apés a inoculagéo (DAI),
através da mensuracdo do desenvolvimento das plantas, além da multiplicacdo do
nematoide. Os resultados mostraram que, em densidades menores, IPR Afrodite
apresentou fator de reproducdo préximo a 1,0, sugerindo menor expressdo da
resisténcia. Em funcéo desses resultados, experimento semelhante foi conduzido para
analise da expressdo génica dessa cultivar ao nematoide, com avaliacdes aos 0
(imediatamente antes da inoculacéo), 2 e 9 DAI. A partir de reacdes de RT-qPCR,
verificou-se que dois genes (Lrk 14 e LOX) apresentaram regulacdo em resposta ao
nematoide e padrbes de regulacdo diferenciados entre as cultivares. IPR Afrodite
apresentou estratégias moleculares contrastantes as observadas em URS Torena,
sugerindo-se que ha regulacao tardia e negativa em URS Torena, enquanto que, em
IPR Afrodite, Lrkl4 atuou como amplificador de respostas de defesa inicial,
prolongando o sinal de ameaca apds a deteccéo inicial do patdgeno. O gene que
codifica LOX foi desencadeado, como resposta induzida por efetores, o que
geralmente resulta em reacao de hipersensibilidade, como ja observado em trabalhos

anteriores envolvendo tal interagao.

Palavras-chave: Avena sativa. Resisténcia. Tolerancia. Nematoide de galhas.

Controle genético.






ABSTRACT

Meloidogyne incognita is considered one of the main economic important nematodes
worldwide. For its management, the use of resistant cultivars is amongst the more
efficient strategy. Therefore, strategies to optimize the genetic breeding programs are
necessary. The gene expression analysis has amplified the comprehension about the
mechanisms involved in the plant-nematode interaction and accelerated the
development of resistant genotypes. The oat cultivar IPR Afrodite, resistant to M.
incognita, and cultivars suscetibles was evaluated in relation to its tolerance to this
nematode and, besides, the behavior of candidate genes regulating the resistance
reaction was studied, challenged with crescent initial population densities of M.
incognita, during its establishment and parasitism maintenance. To tolerance
evaluation, plants cropped in 3,600 cm3-pots were inoculated with 0,0625 (187,5);
0,125 (375); 0,25 (750); 0,5 (1500); 1 (3000); 2 (6000); 4 (12000); 8 (24000); 16
(48000) e 32 (96000) exemplars.cm of soil and evaluated at 67 days after inoculation
(DAI), through the mensuration of the plant development and nematode multiplication.
Results showed that, in lower densities, IPR Afrodite showed reproduction factor
values closed to 1.0, suggesting a lower resistance expression. In face of these results,
a similar experiment was conducted to gene expression analysis of this cultivar to
nematode, with evaluations at O (immediately before inoculation), 2 and 9 DAI. From
RT-gPCR reactions, we could verify that two genes (Lrk and LOX) were regulated in
response to nematode and that different regulatory patterns were observed between
cultivars. IPR Afrodite showed molecular strategies contrasting to those observed in
URS Torena, suggesting a late and negative regulation in URS Torena, while to IPR
Afrodite, Lrk14 acted as an amplifier of initial defense responses, prolonging the threat
signal after the initial detection of the pathogen. The gene that codifies to LOX was
unleashed, as a response induced by effectors, which usually results in a

hypersensitive reaction, as observed previously.

Keywords: Avena sativa. Resistance. Tolerance. Root-knot nematode. Genetic

control.
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INTRODUCAO GERAL

A aveia branca (Avena sativa L.) € integrante de sistemas de producao
agricolas no Brasil e destaca-se entre as demais espécies do género devido ao grande
aproveitamento industrial e a versatilidade. Isso porque além da producao de graos
destinados a alimentacdo humana ou animal, a espécie € uma alternativa em
programas de rotacdo de culturas, onde pode ser utilizada como pastagem de inverno,
producado de feno e ensilado, adubo verde e cobertura em sistema de plantio direto
(COMISSAO SUL-BRASILEIRA DE PESQUISA DE AVEIA, 2014).

Por essas razdes, o0 Brasil situa-se entre os dez maiores produtores desse grao
e 0 seu cultivo vem expandindo ano apos ano. Na safra 2018, a expectativa € de que
haja um incremento na area plantada, atingindo 340,3 mil hectares, totalizando uma
producdo de 752 mil toneladas (CONAB, 2018). Apesar do referido incremento, a
aveia ndo atinge o seu maximo potencial produtivo em decorréncia de problemas
fitossanitarios, que séo, entre outros fatores, limitantes do seu rendimento (TENG;
SHANE; MACKENZIE, 1984; ABREU; SCHUCH; MAIA, 2005).

A presenca de nematoides em areas de cultivo pode tanto afetar a
produtividade da aveia para consumo do grdo como, nos casos de seu uso como
forrageira, aumentar a populacédo do parasita no solo, causando problemas a cultura
subsequente. Dentre as principais espécies de nematoides para a agricultura
brasileira incluem-se os nematoides de galhas (Meloidogyne spp.).

As principais praticas para o controle de nematoides séo: o controle quimico, o
uso de variedades resistentes, a rotacdo de culturas, o tratamento de sementes com
produtos nematicidas e o controle biolégico. O uso de cultivares resistentes aos
nematoides € um dos métodos mais eficientes e econdmicos de evitar perdas
ocasionadas por nematoides, principalmente para os endoparasitas sedentéarios,
como os do género Meloidogyne, que apresentam uma interacédo especializada com
seus hospedeiros (ROBERTS, 2009).

E € considerado um meétodo ideal de manejo por ser eficiente na reducéao
populacional do nematoide, sem o aumento de custo de producao, ja que a propria
semente é a ferramenta de manejo, ndo tendo a necessidade de adaptacdo de
magquinarios agricolas. Entretanto, para diversas culturas de importancia econdémica,
dentre elas a aveia, sdo poucas as opcdes disponiveis no mercado, com niveis

elevados de resisténcia e produtividade. Dessa maneira, torna-se crucial a busca e o
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estudo de novas fontes para incorporar em novos genétipos resistentes, otimizando
as areas com problemas a esses organismos, reduzindo os custos de producédo e o0s
riscos ambientais.

Assim, os programas de melhoramento tém desenvolvido estudos genéticos ao
longo dos anos a respeito da resisténcia aos problemas fitossanitarios existentes
(SINGH; SCHWARTZ, 2010, 2011; SCHWARTZ; SINGH, 2013). No entanto, como o
desenvolvimento de uma cultivar com elevados niveis de resisténcia demanda um
grande periodo de tempo, estratégias para otimizar os programas de melhoramento
genético da cultura, principalmente utilizando-se ferramentas moleculares, sao
sempre necessarias.

Com o advento de técnicas moleculares, como a analise de expressao génica
durante a infec¢cdo do nematoide na planta, tem-se acelerado, consideravelmente, a
compreensdo dos mecanismos envolvidos e o desenvolvimento de estratégias
moleculares para o aumento da resisténcia das plantas (XIAO et al.,, 2013;
NGUYENET al., 2014). Como a maioria dos patossistemas sdo dinamicos,
experimentos de time course sao ideais para o entendimento de todo processo da
interacdo, o que requer adequado planejamento para serem gerados dados relevantes
e informativos. Para observar a resposta de plantas a estresses bioticos, deve-se
primar por periodos iniciais de infeccdo e parasitismo para avaliacdo, pois, neste
periodo, h4 uma regulacéo transcricional frequente desencadeada pela percepcao da
planta a invasdo do patégeno (BAR-JOSEPH; GITTER; SIMON, 2012).

Mas, quando a incidéncia do parasitismo esta abaixo do limiar detectavel pelo
hospedeiro, ou seja, em baixas densidades, os mecanismos de resisténcia ndo sao
desencadeados (ROBERTS, 2009). Em alguns casos, genoétipos resistentes, na
tentativa de conter o parasitismo dos nematoides em alta incidéncia, desencadeiam
mecanismos hipersensiveis, limitando drasticamente seu préprio crescimento e
producédo (SIKKENS et al., 2011).

Até o momento, a maioria das informacfes a respeito da interagcdo molecular
planta — nematoide foram geradas a partir de dicotileddneas. E estudos que auxiliem
na compreensao da interacdo monocotiledéneas-nematoides contribuem para a
definicdo de melhores estratégias de manejo a estes fitoparasitas.

Diante desse cenario, 0s objetivos desse trabalho foram avaliar o
comportamento de trés cultivares de aveia branca, resistente e suscetivel, sob

densidades populacionais crescentes de Meloidogyne incognita e analisar o
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comportamento de genes candidatos que regulam a resisténcia e/ou suscetibilidade
em tecidos radiculares de aveia branca nessas condi¢0es, durante o estabelecimento

do patégeno e manutencao do parasitismo.
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1.1 RESUMO

A aveia faz parte de sistemas de producdo no Brasil, é importante tanto a
caracterizacdo da reacdo de cultivares a nematoides, como a obtencdo de
informacdes acerca dos niveis de danos de nematoides na cultura. Nesse sentido, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar a tolerancia de Meloidogyne incognita nas
cultivares de aveia branca IPR Afrodite (Resistente), URS Torena (Suscetivel) e FAPA
Slava (Suscetivel). Para tal, mudas foram transplantadas para vasos de 3.600 cm=3e
inoculadas com densidades populacionais crescentes do nematoide: 0,0625 (187,5);
0,125 (375); 0,25 (750); 0,5 (1500); 1 (3000); 2 (6000); 4 (12000); 8 (24000); 16
(48000) e 32 (96000) nematoides por cm® de solo. A avaliacdo foi realizada aos 67
dias apds a inoculacéo, através do calculo do fator de reproducédo (FR) e numero de
nematoides por grama de raizes (Nema.g?'), além da mensuracdo do
desenvolvimento das plantas. Os resultados permitiram concluir que a aveia IPR
Afrodite é pouco afetada em seu desenvolvimento pelas diferentes densidades
populacionais do nematoide. O numero de nematoides extraidos ao final do
experimento mostrou que, como esperado, houve uma correlagdo inversa entre as
densidades populacionais iniciais e o FR, enquanto que para nema.g?, os valores
aumentaram com o acréscimo nas densidades populacionais iniciais, em funcao da
menor quantidade de raizes apresentada pelas plantas. Além disso, foi possivel
observar que, em subpopulacées (Populacéo inicial = 187,5), a cv. IPR Afrodite,
altamente resistente ao nematoide, apresentou FR proximo a 1,0, sugerindo menor

expressao da resisténcia em baixas densidades populacionais do nematoide.

Palavras-chave: Avena sativa, tolerancia, nematoide das galhas, densidade

populacional.

1.2 ABSTRACT

As oat is an integrant of production systems in Brazil, it is important the
characterization of cultivars to nematodes, besides the information about the damage
levels caused by nematodes in the crop. By this way, the objective of the present work
was to evaluate the tolerance of Meloidogyne incognita in oat cultivars IPR Afrodite
(resistant), URS Torena (susceptible) and FAPA Slava (susceptible). For this,
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seedlings were transplanted to 3,600 cm3-pots and inoculated with 0.0625 (187.5);
0.125 (375); 0.25 (750); 0.5 (1,500); 1 (3,000); 2 (6,000); 4 (12,000); 8 (24,000); 16
(48,000) and 32 (96,000) nematodes.cm of soil. Evaluation was done at 67 days after
inoculation (DAI), through the mensuration of plant development and nematode
multiplication. Results showed that IPR Afrodite is little affected in its development by
the different nematode population densities. The number of nematodes extracted in
the final of the experimental period showed that, as expected, there was an inverse
correlation between the initial population densities and the reproduction factor, while
to number of nematodes per gram of roots, values increased with the increment of the
initial population densities, as a result of the lower amount of roots showed by plants.
Besides, it was possible to observe that, in lower densities (187.5), IPR Afrodite,
considered as highly resistant to this nematode, showed RF values closed to 1.0,

suggesting a lower resistance expression.

Keywords: Avena sativa, tolerance, root-knot nematode, population densities.

1.3 INTRODUGCAO

Os fitonematoides estdo entre as principais pragas de risco fitossanitario para
0 agronegécio brasileiro (MAPA, 2015). Mundialmente, estima-se que 0S prejuizos
ocasionados por esses parasitas ultrapassam US$ 157 bilh6es anualmente (Abad et
al., 2008). Os nematoides de galhas — Meloidogynespp. — séo, particularmente, os
mais prejudiciais para as culturas de importancia econémica (Blok et al., 2008), com
destaque para M. incognita, considerado como o “fitopatdgeno mais danoso do
mundo” (Trudgill e Blok, 2001; Huang et al, 2006a; Huang et al, 2006b).

Essa singularidade notdria provém da habilidade desses parasitas em manter
uma relacdo intima com a planta hospedeira (Caillaud et al.,, 2008). Para
estabelecerem o parasitismo, induzem uma série de modificacbes morfoldgicas,
fisiologicas e moleculares, reguladas para suprir seu desenvolvimento e reproducéo
(Li et al., 2008; Davis et al., 2008; Proite et al., 2008; Nguyén et al., 2014; Marini et al.,
2016). Sdo capazes de produzir até 1000 ovos/fémea, no periodo de 3-6 semanas,
aumentando o nivel populacional desses patégenos na area de forma rapida e

progressiva (Chitwood e Perry, 2010).
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Dentre as medidas que podem contribuir para a reducdo da densidade
populacional desses parasitas, 0 uso de cultivares resistentes tem sido a alternativa
mais favoravel para o agricultor, por aliar eficiéncia, economia e seguranca ambiental
(Lilley et al., 2011). No entanto, devido a alta diversidade genética da planta e do
nematoide (Borges et al., 2010), as cultivares tendem a apresentar diferentes
respostas de tolerancia a esses parasitas, independente do grau de resisténcia ou
suscetibilidade (Greco e Di Vito, 2009),visto que a tolerancia refere-se ao crescimento
e producdo da planta hospedeira e ndo a reproducdo do nematoide (Roberts, 2009;
Sikora et al., 2005).

Varios fatores podem influenciar essa interagdo, inclusive em cultivares
resistentes, jA que 0S mecanismos para supressido desses parasitas estdo
diretamente associados com a constituicdo genética da planta hospedeira, condicbes
edafoclimaticas, viruléncia e densidade populacional dos nematoides (Roberts, 2009;
Wondafrash et al., 2013). Na interacdo entre M. incognita e algodoeiro resistente cv.
NemX, Ogallo et al. (1999) observaram que houve reproducédo do nematoide quando
as plantas foram inoculadas com as menores densidades populacionais, mas, em
altas densidades, a cultivar mostrou-se resistente e tolerante. Em outros casos,
gendtipos de algodoeiro resistentes, na tentativa de conter o parasitismo dos
nematoides em altas densidades, mostraram reacdo de hipersensibilidade, o que
resultou em limitagéo do crescimento e producédo das plantas (Sikkens et al., 2011).

Assim, a caracterizacdo da reacao de cultivares a nematoides, bem como a
obtencao de informacgdes acerca dos niveis de danos ocasionados por esses parasitas
€ de suma importancia (Barker e Olthof; 1976; Seinhorst, 1965). Isso porque existe
uma correlacao direta entre densidade de nematoides e o crescimento e produtividade
das culturas anuais (Sasanelli, 1994).

No entanto, ha escassez de informacdes com relacdo a patogenicidade
ocasionada pelos nematoides de galhas em monocotiledéneas. Em aveia branca, a
cultivar IPR Afrodite, caracterizada pelo alto nivel de resisténcia a M. incognita, M.
javanica, M. paranaensis e M. enterolobii (Machado et al., 2015), tem sido utilizada
em programas de manejo desses nematoides, além de ser alvo de estudos a respeito
de seus mecanismos de resisténcia para os mesmos (Marini et al., 2016). Nesse
sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a tolerancia, medida pelo nivel de
dano sofrido, e o comportamento de cultivares de aveia branca, resistente e

suscetivel, quanto a multiplicagdo de Meloidogyne incognita, submetidas a
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densidades populacionais crescentes do nematoide, em condigcbes de casa de

vegetacao.

1.4 MATERIAL E METODOS

As cultivares de aveia branca (Avena sativa L.) IPR Afrodite, resistente, URS
FAPA Slava e URS Torena, suscetiveis, a M. incognita, foram utilizadas como objetos
de estudo em experimentos conduzidos no Instituto Agronémico do Parana, em
Londrina, Parand, Brasil (23°18°'36”S, 51°09’46”W). Para tal, dois experimentos foram
conduzidos, sendoo primeiro demar¢co a maio de 2016, com temperaturas minima e
maxima de 23 e 34°C. O segundo experimento foi conduzido de julho a setembro de
2017, com temperaturas minima e maxima 21 e 35°C.

Obtencéao, purificacdo e manutenc¢éo da populacao do inéculo: A populacao de
M. incognita utilizada nos experimentos foi obtida no municipio de Alténia, Parana,
coletada a partir de raizes de café cv. Apoata. A identificacdo da espécie foi realizada
através de eletroforese de isoenzimas (a-esterase) (Carneiro e Almeida, 2001) e
padrbes morfoldgicos (Hartman e Sasser, 1985). Em seguida, para purificacdo da
populacdo, uma Unica massa de ovos foi inoculada e mantida em plantas de tomate
(Solanum lycopersicum) cv. Santa Clara, em casa de vegetacdo, visando-se a
multiplicacéo do inéculo.

Preparo das plantas: As sementes foram previamente tratadas com fungicida
Derosal Plus® (300 ml p.c/100kgsementes). Em seguida, uma Unica semente foi
depositada em cada célula de bandeja de poliestireno expandido, preenchidas com
substrato comercial Plantmax®, para garantir a uniformidade no stand das plantas.
Sete dias apés a germinacao, as plantulas foram selecionadas e transplantadas para
vasos de 3.600 cm?, de forma individualizada, contendo 3.000 cm? de substrato (58%
de areia, silte 8% e 34% de argila), esterilizado por calor a seco (160 °C por 5 horas),
sendo acrescidos5 g de Osmocote®por vaso (15% N, 9% de P20s, 12% de K20, 1%
de Mg, 2,3% S, 0,05% de Cu, 0,45% de Fe, 0,06% Mn, 0,02% de Mo).

Inoculagdo e avaliacdo: Cinco dias apdés o transplante, inoculou-se uma
suspensao previamente calibrada para (Pi): O (testemunha — sem nematoide), : 0,0625
(187,5); 0,125 (375); 0,25 (750); 0,5 (1500); 1 (3000); 2 (6000); 4 (12000); 8 (24000);
16 (48000) e 32 (96000) nematoides por cm?® de solo, em orificios adjacentes ao

mesocotilo. Como testemunha de suscetibilidade e para confirmacéo da viabilidade
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do in6culo, em ambos 0s experimentos, seis plantas de tomate cv. Santa Clara foram
inoculadas com 3.000 espécimes/ planta.

As avaliagcbes foram realizadas aos 67 dias apds a inoculacdo (DAI),
mensurando-se as variaveis de desenvolvimento das cultivares e de multiplicacdo dos
nematoides. Dessa forma, a parte aérea de cada planta foi cortada a 1 cm da
superficie do solo, para mensuracdo da massa fresca da parte aérea (MFPA).
Posteriormente, estas passaram por processo de secagem em estufa com circulacéo
forcada de ar, a 65 °C durante 72 horas. Apds a secagem, procedeu-se a pesagem
da massa seca da parte aérea (MSPA).

Quanto as raizes, estas foram cuidadosamente imersas em &agua, a fim de
separa-las do solo, e secas em papel absorvente, para, entdo, determinar-se a massa
fresca das raizes (MFR) e posterior extracdo dos nematoides. Para isso, as raizes
foram cortadas em fragmentos de 1-2 cm e processadas, de acordo com a
metodologia proposta por Boneti e Ferraz (1981). As suspensodes obtidas no fim do
processamento de cada parcela foram coletadas, homogeneizadas e analisadas sob
microscopio de luz, para contagem dos espécimes, com auxilio de camara de Peters.
Posteriormente, estimou-se a populacao final (Pf). Com base nestes valores, o fator
de reproducdo (FR= Pf/Pi) e o nimero de nematoides por grama de raiz (Nema.g)
foram estimados para cada parcela.

Delineamento experimental e andlise estatistica: Foram realizados dois
experimentos, o primeiro com delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial duplo com dez densidades de inoculo e trés cultivares (10x2), URS Torena e
URS FAPA Slava suscetiveis e IPR Afrodite, resistente a M. incognita (MACHADO et
al., 2015). No segundo experimento, apenas a cultivar resistente foi submetida a onze
densidades de inGculo, para comprovar o comportamento observado no primeiro
experimento, bem como definir, por meio de andlise de regressao, qual seria o tipo de
resposta dessa cultivar quando submetida a densidades crescentes do nematoide.
Ambos os experimentos continham seis repeticdes para cada tratamento, sendo cada
unidade experimental representada por um vaso contendo uma planta.

Os dados referentes ao primeiro experimento foram submetidos a analise de
variancia para cada variavel estudada, e, para ajuste do modelo, a variavel resposta
foi transformada conforme indicacdo BoxCox. Para as variaveis MFPA e MSPA, nédo
houve a necessidade de transformacao dos dados. Contudo, os valores de MFR foram

transformados pela raiz quadrada, FR por log (y+0,01) e Nema.g* por log (y+0,05).
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Para as variaveis MFPA e MSPA, ndo houve interacdo entre os fatores, sendo
analisados somente os efeitos principais; ja para as variaveis MFR, FR e Nema.g,
houve interacdo entre os fatores, sendo procedido o desdobramento de interacdes.
Para o controle de erro do tipo | no teste multiplo de hipéteses aplicado as variaveis
respostas, foi utilizada a técnica de controle da FDR (False Discovery Rates)
(Benjamini; Hochberg, 1995). Para efeito de diferenca significativa entre as médias,
considerou-se P valor < 0,05.

Os dados referentes ao segundo experimento, realizado apenas com a cultivar
IPR Afrodite, foram submetidos a analise de variancia para cada variavel estudada,
sendo que MFPA, MSPA e MFR né&o apresentaram diferenga significativa a 5%; para
os dados de FR e Nema.g, foi necessario transformar a variavel preditora por log2(x),
utilizando-se em seguida o modelo linear generalizado (GLM), com distribuicdo
guasipoisson, procedendo o ajuste da regressdo apds a selecdo do modelo mais
adequado, sendo que, em ambos o0s casos, o0 melhor modelo foi o cubico completo.

Para todas as analises, utilizou-se o programa estatistico R Core Team (2015)
e 0s pacotes Lattice (Deepayan, 2008), LatticeExtra (Deepayan e Felix, 2016),
gridExtra (Auguie, 2017), nime (Pinheiro et al., 2017), doBy (Hgjsgaard; Halekoh,
2016), multcomp (Hothorn; Bretz; Westfall, 2008), plyr (Wickham, 2011), reshape
(Wickham, 2007), wzRfun(Zeviani, 2015). O script utilizado para as analises pode ser

visualizado no link: www.leg.ufpr.br/~walmes/analises/SASilva/.

1.5 RESULTADOS

Os resultados obtidos nos experimentos apresentam-se resumidos nas
Tabelas 1 e 2. Os valores elevados de FR e Nema.g™ na testemunha (cv. Santa Clara),
nos experimentos 1 e 2 (61,71 e 48,96, respectivamente), confirmam a viabilidade do
inoculo e as condigBes adequadas para o desenvolvimento e multiplicacdo de M.

incognita.
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Figura 1. Fator de reproducédo (FR) (a) e nUmero de nematoides por grama de raiz
(Nema.g?) (b) de Meloidogyne incognita nas cultivares de aveia branca IPR Afrodite,
URS FAPA Slava e URS Torena, aos 67 dias ap0ds a inoculacao (DAI) — Experimento
1.

Para as cultivares de aveia, de maneira geral, o numero de nematoides
extraidos ao final do experimento mostrou que, como esperado, houve uma correlagéo
inversa entre as densidades populacionais iniciais e FR, no experimento 1 (Figura 1la
e Tabela 1 e 2). Em relacdo ao numero de nematoides por grama de raizes (Nema.g
1), o comportamento foi inverso ao observado para FR, com incremento nos valores

com o aumento da densidade populacional do nematoide (Figura 1b e Tabela 1 e 2).
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Tabela 1. Efeito de densidades iniciais (Pi) crescentes de Meloidogyne incognita sobre
a massa fresca de raizes (MFR) e de parte aérea (MFPA) e massa seca de parte
aérea (MSPA) de aveia branca cv IPR Afrodite, populacao final (Pf), nUmero de
nematoides por grama de raiz (Nema.g?) e fator de reproducéo (FR) do nematoide,

aos 67 dias apoés a inoculacéo (DAI) — Experimento 1.

IPR Afrodite
Pi

(Nema.cm de solo) Nema.g? FR MFR (g) MFPA (g) MSPA (g)
0 - - 25,99 a 47,72 ac 5,83 bc

188 (0,0625) 8 ab 0,821 20,27 ab 30,42 de 4,18d
375 (0,125) Oc 0,000 16,66 ab 26,79 de 3,52d
750 (0,250) 10 ab 0,223 16,50 ab 34,65 bcd 5,08 ac
1500 (0,5) 12 a 0,104 14,94 b 37,70 cd 4,09 cd
3000 (1,0) 17 ab 0,109 17,74 ab 39,90 ab 5,03 ab
6000 (2,0) 10 ab 0,042 22,23 ab 50,56 a 7,70 a
12000 (4,0) 30b 0,051 19,64 ab 36,07 cd 5,84 ab
24000 (8,0) 31b 0,012 14,38 b 18,93 f 290e
48000 (16,0) 38b 0,024 16,11 ab 33,05e 4,68d

Testemunha(1,0) 5421 61,712 36,00 - -

***Cada valor representa a média de seis repeticdes. Dados ndo transformados para
o teste de médias; médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem

significativamente entre si (P> 0,05), de acordo com o teste de Fisher.
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Tabela 2. Efeito de densidades iniciais (Pi) crescentes de Meloidogyne incognita sobre
a massa fresca de raizes (MFR) e de parte aérea (MFPA) e massa seca de parte
aérea (MSPA) de aveia branca cvs. URS FAPA Slava e URS Torena, populacao final
(Pf), nUmero de nematoides por grama de raiz (Nema.g?) e fator de reproducéo (FR)

do nematoide, aos 67 dias apds a inoculacdo (DAI) — Experimento 1.

URS FAPA Slava

(Nema.cr:'l3 de solo) Nema.g? FR MFR (9) MFPA (@) MSPA (9)
0 - - 14,72 ab 34,47 ac 4,50 bc
188 (0,0625) 229c 14,960 12,26 b 29,61 de 3,95d
375 (0,125) 186 cd 7,173 14,79 ab 27,53 de 3,75d
750 (0,250) 1289 b 24,403 16,85 ab 37,69 bcd 5,61 ac
1500 (0,5) 2846 b 16,445 12,53 b 30,03 cd 4,18 cd
3000 (1,0) 2955 ab 1,051 15,90 ab 52,96 ab 6,01 ab
6000 (2,0) 960 bd 0,288 17,49 ab 43,52 a 5,24 a
12000 (4,0) 2317 ab 3,765 21,32 a 36,18 cd 5,55 ab
24000 (8,0) 7897 a 0,919 3,29 ¢ 10,78 f 1,75 e
48000 (16,0) 2406 ab 0,710 13,57 ab 2237e 3,28d
URS Torena
0 - - 13,05 ab 33,35ac 4,75 bc
188 (0,0625) 87c 2,433 6,20 cd 20,98 de 3,50d
375 (0,125) 269 cd 6,894 9,66 bc 33,87de 3,38d
750 (0,250) 804 bd 14,953 14,10 b 35,09 bed 4,57 ac
1500 (0,5) 3526 b 17,622 7,92 be 35,05 cd 4,10 cd
3000 (1,0) 978 bd 2,951 10,69 bc 38,96 ab 4,71 ab
6000 (2,0) 1767 ab 3,408 11,32 bc 42,51 a 521a
12000 (4,0) 4456 ab 2,866 9,73 bc 26,55 cd 4,20 ab
24000 (8,0) 3007 ab 0,367 2,63d 7,88 f 1,10 e
48000 (16,0) 623 ad 0,103 7,71 ac 1441 e 2,27d
Testemunha(1,0) 5421 61,712 36,00 - -

***Cada valor representa a média de seis repeticdes. Dados ndo transformados para
o teste de médias; médias seguidas pela mesmaletra na coluna nao diferem

significativamente entre si (P> 0,05), de acordo com o teste de Fisher.
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A cultivar IPR Afrodite mostrou que em baixas densidades populacionais,
maiores valores de FR foram obtidos, chegando a valores proximos de 1,0 na
densidade de 0,0625 Nema.cm™ (0,82 no experimento 1 e 1,30 no experimento 2). A
partir da densidade de 0,125 Nema.cm3, em ambos 0s experimentos, com 0
acréscimo da densidade populacional, os valores de FR decresceram, chegando
préximos a zero. Em relacdo a variavel Nema.g?, em ambos os experimentos
(Tabelas 1 e 3), os valores obtidos em IPR Afrodite foram baixos, o que corrobora com
0s menores FR observados nessa cultivar (Figura 3). Quanto a analise de regressao
no experimento 2, os parametros de ajuste para a regressao do FR foram: x=-0,6058,
Bo=-2,1944, e para Nema.g*:80=2,14323.8:=-0,03105, B,=-0,05219, configurando o

comportamento observado na Figura 2.

Tabela 3. Efeito de densidades iniciais (Pi) crescentes de Meloidogyne incognita sobre
a massa fresca de raizes (MFR) e de parte aérea (MFPA) e massa seca de parte
aérea (MSPA) de aveia branca cv. IPR Afrodite, populacéo final (Pf), nimero de
nematoides por grama de raiz (Nema.g?) e fator de reproducgédo (FR) do nematoide,

aos 67 dias apods a inoculacédo (DAI) — Experimento 2.

IPR Afrodite
Pi
(Nema.cm de solo) Nema.g” i e e e
0 - - 52,24m 137,33ns 30,15
188 (0,0625) 6 1,301 48,48 115,33 23,61
375 (0,125) 5 0,616 50,48 123,75 24,42
750 (0,250) 5 0,325 52,09 127,50 26,35
1500 (0,5) 6 0,218 52,69 132,75 26,14
3000 (1,0) 12 0,179 44,23 129,17 26,52
6000 (2,0) 15 0,112 44,02 113,00 24,88
12000 (4,0) 1 0,005 50,61 121,00 23,65
24000 (8,0) 2 0,005 55,89 137,17 27,61
48000 (16,0) 3 0,004 48,77 130,33 26,67
96000 (32,0) 3 0,002 56,26 126,25 26,45
Testemunha (1,0) 2685 48,961 54,93 - -

***Cada valor representa a média de seis repeticdes. Dados néo transformados para

o teste de médias; diferencgas estatisticas néo significativas (") na mesma coluna.
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Figura 2. Comportamento do fator de reproducdo (FR) e do numero de nematoides
por grama de raiz (Nema.g!) em aveia branca IPR Afrodite em fungdo do logaritmo
das densidades populacionais iniciais crescentes de Meloidogyne incognita aos 67

dias ap0s a inoculagéo (DAI) — Experimento 2.

No experimento 1, para a cultivar URS Torena, houve um aumento progressivo
nos valores de FR até o maximo (17,62) na densidade de 0,5 Nema.cm3 (Tabela 2).
Apos atingir este ponto, houve queda acentuada, conforme o0 aumento da densidade
populacional, chegando a apresentar valores de FR menores que 1,0 em densidades
> 8,0 Nema.cm de solo. Para a variavel Nema.g, os valores obtidos em URS Torena
no experimento 1 (Tabela 2) foram aumentando gradativamente até o maximo (4456)
na densidade de 4,0 Nema.cm, voltando a decrescer a partir desse ponto.

Ja para a cultivar URS FAPA Slava, no experimento 1 (Tabela 2), o0 mesmo
aumento progressivo nos valores de FR foi observado, mas com méaximo (24,40) na
densidade de 0,250 Nema.cm de solo, com queda a partir desse ponto, como
observado para URS Torena. Para a variavel Nema.g, o valor maximo encontrado
em URS FAPA Slava foi de 7897 na densidade de 8,0 Nema.cm de solo.

Em relacédo ao desenvolvimento das plantas, a cultivar IPR Afrodite foi pouco
afetada pela presenca de M. incognita, mesmo nas maiores densidades
populacionais, uma vez que os valores obtidos de MFR, MFPA e MSPA, em ambos
0s experimentos, foram elevados e, em comparacéo as cultivares URS FAPA Slava e
URS Torena (experimento 1), foram numericamente superiores (Tabela 1 e 2; Figura
3).
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Figura 3. Efeito de densidades populacionais iniciais crescentes de Meloidogyne
incognita sobre a massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea
(MSPA) e massa fresca de raizes (MFR) de aveia branca, cultivares IPR Afrodite,

FAPA Slava e URS Torena, aos 67 dias apos a inoculacdo (DAI) — Experimento 1.
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Para a varidvel MFR (Figura 3c), observou-se que, independentemente da
cultivar em analise, a presenca de M. incognita prejudicou o desenvolvimento do
sistema radicular, pois os valores obtidos em todas as densidades populacionais
foram sempre menores que aqueles obtidos nas testemunhas, sem inoculacdo. No
experimento 1, apesar de ndo haver uma correlacdo significativa entre as variaveis
MFPA e MSPA (Figura 3 b,c) e as densidades populacionais do nematoide, verificou-
se, a exemplo de MFR, que a presenca de M. incognita prejudicou o desenvolvimento
das plantas. Embora as cultivares tenham tido seu desenvolvimento prejudicado pelo
nematoide, a Figura 3 mostra claramente que IPR Afrodite foi menos afetada que as
cultivares suscetiveis.

Sintomas radiculares, caracterizados por leves engrossamentos, foram
observados em todas as densidades populacionais do nematoide nas cultivares URS
FAPA Slava e URS Torena. Entretanto, a parte aérea das plantas ndo apresentou
sintomas visiveis, independente da densidade de inéculo utilizada.

1.6 DISCUSSAO

Sabe-se que a densidade populacional e os custos da infeccéo parasitaria dos
nematoides de galhas podem afetar o potencial de desenvolvimento, sobrevivéncia e
reproducdo das plantas hospedeiras. Contudo, essas variaveis dependem da
habilidade de reproducéo intrinseca das espécies de nematoides, do desenvolvimento
e tamanho do sistema radicular do hospedeiro, da capacidade da planta em tolerar e
resistir ao ataque desses parasitas, bem como das condi¢cdes ambientais (Roberts,
2009; Greco e Di Vito, 2009; Wondafrash et al., 2013).

Os resultados obtidos mostraram que, para as cultivares suscetiveis, com o
aumento da Pi de M. incognita,observou-se aumento do FR correspondente, até a
densidade de 1,0 Nema.cm3. Em seguida, houve reducdo progressiva na
multiplicagdo desse parasita, alcancando valores de FR abaixo de 1,0 em altas
densidades populacionais. Provavelmente, essa redugdo € consequéncia da
competicdo entre os espécimes pelo tecido do hospedeiro e por sitios de alimentacéo
(Greco e Di Vito, 2009), uma vez que Nema.g*foi proporcional ao aumento da Pi e
inversamente proporcional a MFR, situacao ja comprovada em interagcdes compativeis

entre nematoides de galhas e dicotiledoneas (Castillo et al. 2001; Di Vito et al. 1986,
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2005; Charegani et al. 2012; Maleita et al. 2012; Machado et al. 2014). Tais interagdes
mostram que ha uma correlagdo inversa entre a densidade populacional inicial de
nematoides e a reproducéo desses em plantas hospedeiras.

Quanto as variaveis MFPA e MSPA, estas foram significativamente afetadas,
mesmo nas menores densidades populacionais. Reducdes de 76% e 23% da MFPA
e MSPA, respectivamente, foram observadas na Pi de 8,0 Nema.cm?® em URS
Torena. Isso ocorre porque a maior concentracdo desses fitoparasitasesta
diretamente correlacionada com o desenvolvimento das plantas (Crozzoli et al., 1997;
Di Vito et al., 2005; Requena et al., 2011),haja visto que 0os nematoides de galhas
diminuem o metabolismo das plantas e a sintese de fotoassimilados (Melakeberham
e Ferris, 1988; Abawi et al., 2005).

Esses resultados sugerem que, a partir da densidade de 2,0 Nema.cm, os
danos desencadeados por M.incognita ao desenvolvimento das cultivares suscetiveis
de aveia branca sdo acentuados, ou seja, 2,0 Nema.cm™ poderia ser considerado
como o limite de tolerancia ao nematoide.Tal limite ndo foi determinado ainda para a
cultura da aveia, mas Di Vito et al. (2004; 2007), ao observar reducdes na MFPA, MFR
e altura em cultivares italianas de feijao comum, observaram que, a partir de 2,0
Nema.cm= de M. incognita e 4,0 Nema.cm? de M. javanica tal limite foi
atingido.Comportamento semelhante foi observado para a cultura da soja, onde danos
resultantes da particdo de carboidratos para as raizes foram atribuidos a M. javanica,
funcionando como dreno de carboidratos ou fotoassimilados (Carneiro et al., 2009).

Ja a cultivar IPR Afrodite teve sua reacdo de resisténcia a M. incognita
confirmada pelos baixos valores de FR e Nema.g' obtidos, mas permitiu a
multiplicacdo de M.incognita, mesmo que em menor magnitude, quando submetida as
menores densidades populacionais. De acordo com o critério de classificacdo de
Oostenbrink (1966), essa cultivar seria, entdo, classificada como suscetivel nessas
condicdes, uma vez que o FR na densidade de 0,0625 Nema.cm- foi maior que 1,0.

Sabe-se que o0s juvenis infectivos de Meloidogyne spp. conseguem penetrar as
raizes de cultivares resistentes, ainda que em menor nimero, e, dependendo do nivel
de resisténcia, alguns individuos conseguem desenvolver-se até o estadio adulto e
gerar novos individuos (Faske e Starr, 2009; Mota et al., 2013; Marini et al., 2016).
Entretanto, a taxa de reproducdo do nematoide em cultivares resistentes sempre sera
préxima de 1,0 (Greco e Di Vito, 2009).
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Quando a incidéncia do parasitismo esta abaixo do limiar detectavel pelo
hospedeiro, ou seja, em densidades populacionais muito baixas, os mecanismos de
resisténcia ndo sao desencadeados (Roberts, 2009), como observado em IPR
Afrodite. A partir de 0,125 Nema.cm3, menores FRs de M.incognita foram observados
nessa cultivar, com valores préximos a zero em maiores densidades populacionais.
Isso ocorre porque a resisténcia € dependente de dois pressupostos: € uma reagao
gue aparece como consequéncia direta da quantidade de patdgeno no tecido do
hospedeiro e da capacidade bioquimica e molecular da planta em reconhecer a
presenca do patdégeno e acionar o gatilho de defesa (Kover e Schaal, 2002).

Assim, para ocorrer a expressao da resisténcia da planta ao nematoide durante
0 processo de infeccdo, € necessario, primeiramente, a deteccdo desses parasitas
por células do hospedeiro (Glazebrook, 1999; Smant e Jones, 2011). Para isso, 0S
nematoides devem estar em quantidade suficiente para desencadear o
reconhecimento das proteinas produzidas e secretadas pelas suas glandulas
esofagianas, durante a tentativa do estabelecimento do parasitismo (Baum et al.,
2007).

Na interacao entre M. incognita e algodoeiro resistente, cultivar NemX, também
foi relatado que o rendimento obtido por essa foi semelhante ao de uma cultivar
suscetivel, quando submetida a densidades populacionais mais baixas, ja que houve
a reproducdo do nematoidenessas condi¢cdes (Ogallo et al., 1999). Além disso, em
outras interacdes envolvendo outros patégenos, como Pseudomonas syringae X
Arabdopsis thaliana, observa-se que a eficacia da resisténcia ou tolerancia do
hospedeiro é maximizada em densidades maiores de infeccdo (Dunning, 2008; Gao
et al., 2009).

Contudo, ainda sdo desconhecidos os mecanismos bioquimicos e genéticos
que regulam o efeito da infec¢édo dos patdégenos no desenvolvimento e rendimento da
cultura hospedeira (Glazebrook, 1999; Warren et al., 1999). Como a resisténcia e a
tolerancia parecem ser eventos independentes, é possivel que sejam regulados por
mecanismos néo correlacionados (Kover e Schaal, 2002), como ja verificado para os
acessos ‘Lonren-1’ e ‘Lonren-2’de algoddo, que foram considerados altamente
resistentes a Rotylenchulus reniformis em testes realizados em campo e em casa de
vegetacéao (Bell et al., 2009; 2014; Weaver et al., 2011; 2013). Entretanto, esses dois
acessosmostraram-se intolerantes e hipersensiveis quando cultivados em areas com

alta densidade populacional de R. reniformis, ocasionando nanismo significativo e
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perdas de produtividade (Bell et al., 2009; 2014; Nichols et al., 2010; Weaver et al.,
2011; 2013).

Dessa forma, € imprescindivel o conhecimento do limite de tolerancia da cultura
para definicdo de estratégias de manejo mais eficientes, objetivando-se evitar perdas
tdo acentuadas de rendimento ocasionadaspor estes patdgenos (Di Vito et al., 2007).
Além disso, o papel da tolerAncia nas interacdes planta-patégeno parece ser
aindapouco explorado (Strauss e Agrawal, 1999), principalmente em
monocotileddneas.

Sendo assim, nossos resultados sugerem que a cultivar IPR Afrodite é
resistente e pode ser considerada tolerante a M.incognita, uma vez que as variaveis
de desenvolvimento avaliadas nao foram significativamente reduzidas e
permaneceram estaveis, mesmo quando essa cultivar foi submetida a altas
densidades populacionais. Um mecanismo observado nesse trabalho e que
possivelmente possa estar relacionado com essa tolerancia de IPR Afrodite ao
nematoide foi o incrementona MFR, quando submetida adensidade populacional de
2,0 Nema.cm de solo. Isso porqueas plantas que possuem maiores sistemas
radiculares podem tolerar mais a presenca dos nematoides, pela emisséo de novas
raizes sadias e com capacidade normal de absor¢éo (Greco e Di Vito, 2009).

A luz dos fatos acima mencionados, observa-se que, além do beneficio
imediato da resisténcia, reduzindo a populacdo dos nematoides a niveis abaixo do
limiar econdbmico, soma-se a tolerancia a M. incognita na cultivar IPR Afrodite,
minimizando a supressdao do desenvolvimento e, consequentemente, da
produtividade da aveia. Portanto, esta cultivar de aveia branca torna-se uma excelente
alternativa em programas de rotacdo e/ou sucessdao com outras culturas que sejam
suscetiveis a M. incognita. Quando integrado seu uso a outras ferramentas igualmente

relevantes de manejo, os resultados séo notavelmente melhores.
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CAPITULO Il

CARACTERIZACAO DA RESISTENCIA DE AVEIA BRANCA A Meloidogyne
incognita POR MEIO DE ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

(artigo redigido conforme normas da revista Phytopathology)
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2.1 RESUMO

Meloidogyne incognita é considerado um dos nematoides de maior importancia
econdmica em termos mundiais. Para seu adequado manejo, uma das estratégias
mais eficientes é o uso de cultivares resistentes. Portanto, estratégias para otimizar
os programas de melhoramento genético utilizando-se ferramentas moleculares séo
necesséarias. A analise de expressao génica tem ampliado a compreensdo dos
mecanismos de interagcdo planta-nematoide e acelerado o desenvolvimento de
genotipos resistentes. Em vista disso, foi estudado o comportamento de genes
candidatos que regulam a resisténcia em aveia, desafiados com densidades
populacionais iniciais crescentes de M. incognita, durante o seu estabelecimento e
manutencdo do parasitismo. Assim, plantulas de IPR Afrodite, resistente a M.
incognita, e URS Torena, suscetivel, foram transplantadas para vasos de 600 cm?,
mantidas em sala de cultivo climatizada e inoculadas com 0; 31; 62; 125; 250 e 500
exemplares de M. incognita/ vaso. A avaliagéo foi realizada aos O (imediatamente
antes da inoculacéo), 2 e 9 dias apds a inoculacdo. O RNA total das raizes de cada
parcela foi extraido, para analise dos genes candidatos, tendo os genes As-Actin e
18S como controles enddgenos. A partir de reacbes de RT-qPCR, verificou-se que
dois genes (Lrk 14 e LOX) apresentaram regulacdo em resposta ao nematoide e
padroes de regulacdo diferenciados entre as cultivares. IPR Afrodite apresentou
estratégias moleculares contrastantes as observadas em URS Torena, sugerindo-se
gue héa regulacéo tardia e negativa em URS Torena, enquanto que, em IPR Afrodite,
Lrk14 atuou como amplificador de respostas de defesa inicial, prolongando o sinal de
ameaca apds a deteccdo inicial do patdégeno. O gene que codifica LOX foi
desencadeado, como resposta induzida por efetores, o que geralmente resulta em
reacao de hipersensibilidade, como ja observado em trabalhos anteriores envolvendo
tal interacdo. Tais resultados, inéditos para a Nematologia, serdo bastante Gteis para
os programas de melhoramento genético da aveia com foco na resisténcia a
nematoides, além de servirem como base para o estudo envolvendo a relacdo de

outras espécies de plantas com os nematoides das galhas.

Palavras-chave: Avena sativa, resisténcia, expressao génica.
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2.2 ABSTRACT

Meloidogyne incognitais considered one of the main economic important nematodes
worldwide.For its management, the use of resistant cultivars is amongst the more
efficient strategy. Therefore, strategies to optimize genetic breeding programs using
molecular tools are necessary. The gene expression analysis has amplified the
comprehension about the mechanisms involved in the plant-nematode interaction and
accelerated the development of resistant genotypes. In face of this, the behavior of
candidate genes regulating the resistance reaction in oat was studied, challenged with
crescent initial population densities of M. incognita, during its establishment and
parasitism maintenance. For this, IPR Afrodite seedlings, resistant to M. incognita, and
URS Torena, susceptible, were transplanted to 600 cms3-pots, maintained in a
controlled growth chamber and inoculated with 0; 31; 62; 125; 250; and 500 exemplars
of M. incognita/ pot. Evaluation was done at O (immediately before inoculation), 2 and
9 DAI. The total RNA from roots was extracted to the analysis of candidate genes
related to defense mechanisms, with As-Actin and 18S as endogenous controls. From
RT-gPCR reactions, we could verify that two genes (Lrk and LOX) were regulated in
response to nematode and that different regulatory patterns were observed between
cultivars. IPR Afrodite showed molecular strategies contrasting to those observed in
URS Torena, suggesting a late and negative regulation in URS Torena, while to IPR
Afrodite, Lrk14 acted as an amplifier of initial defense responses, prolonging the threat
signal after the initial detection of the pathogen. The gene that codifies to LOX was
unleashed, as a response induced by effectors, which usually results in a
hypersensitive reaction, as observed previously. Present results, inedited to
Nematology, will be very useful to oat breeding programs focusing nematode
resistance, besides serving as a base to studies involving the relationships between

other plants and root-knot nematodes.

Keywords: Avena sativa, resistance, gene expression.



51

2.3 INTRODUCAO

As perdas ocasionadas por nematoides parasitas de plantas chegam a mais de
US$ 157 bilhdes anualmente (Abad et al. 2008). As espécies do género Meloidogyne
constituem o grupo de maior importancia econémica em nivel mundial, com destaque
para M. incognita. O sucesso desse patdgeno deve-se a sua ampla distribuicdo
geografica e vasta gama de hospedeiros (Taylor e Sasser 1983; Agrios2005), além de
causar perda média anual de 5% nas culturas em todo mundo (Hussey e Janssen
2002).

O uso de cultivares resistentes € um dos métodos de manejo mais eficientes,
visando-se evitar perdas ocasionadas por esses patdgenos (Roberts 2009).
Entretanto, como o desenvolvimento de uma cultivar com elevados niveis de
resisténcia demanda grande periodo de tempo (Caromel e Gebhardt 2011),
estratégias para agilizar ou melhor direcionar os programas de melhoramento
genético, principalmente utilizando-se ferramentas moleculares, sdo sempre
necessarias. Tais ferramentas, como a andlise de expressdo génica durante a
infeccdo do nematoide na planta, tém ampliado consideravelmente a compreensao
dos mecanismos de interacdo planta-nematoide e acelerado o desenvolvimento de
estratégias moleculares para o aumento da resisténcia das plantas (Xiao et al. 2013;
Nguyén et al. 2014).

Sabe-se que, durante o processo de infeccdo, os nematoides induzem
mudancas na expressao génica tanto no local de infeccdo quanto nas outras partesda
planta (Li et al. 2008). A expresséo da resisténcia da planta ao nematoide apos a
penetracdo envolve, primeiramente, a deteccdo do nematoide por células da mesma,
gue reconhecem as proteinas produzidas e secretadas pelas glandulas esofagianas
do patdégeno e que interagem diretamente com as moléculas do hospedeiro (Baum et
al. 2007), num modelo do tipo elicitor-receptor. Esse reconhecimento do nematoide
pelo hospedeiro é uma etapa primordial e a primeira linha de defesa ativa das plantas.

A proxima fase inclui uma sucessdo de eventos de regulacdo génica e
modifica¢des bioquimicas que séo iniciadas com o processo de sinalizacdo, mediada
por compostos como etileno (ET)/ acido jasmonico (AJ) e acido salicilico (AS), que
resultamna expressao de genes de defesa da planta e, eventualmente, conduzema
producdo de moléculas associadas a resisténcia (Dixon e Paiva 1995; Smith 1996),

prevenindo o desenvolvimento do nematoide. Tais eventos foram observados
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nainteracao entre M. graminicola e arroz, em que ficou demonstrado que a resisténcia
€ controlada pelas vias de sinalizacdo de AS, AJ e ET, sendo levemente reprimida
apos a infeccao por esse nematodide (Nahar et al. 2011). Além disso, a interacao entre
hospedeiros resistentes e Meloidogyne spp. frequentemente esta associada, direta ou
indiretamente, a reacdo de hipersensibilidade (Hypersensitivity Response- HR)
(Moffett et al. 2002), que também resulta em alteragBes da expressao génica (Davis
et al. 2008).

Em vista disso, alguns autores sugerem que 0s mecanismos de resisténcia das
plantas a M. incognita sdo conservados ao longo da patogenicidade, tanto em
dicotiledbneas quanto em monocotiledoneas (Bellafiore e Briggs 2010; Rosso et al.
2012). Entretanto, outras interacdes evidenciaram diferen¢as no padréo de expressao
de genes de resisténcia em diferentes espécies de plantas (Lu et al. 2006; Mei et al.
2006; Schweizer et al. 1997),como salientado no modelo proposto de interacdo M.
incognita — arroz (Nguyén et al. 2014). Contudo, as informacdes que se tem a respeito
da interacdo entre nematoides e monocotiledéneas sdo escassas, bem como do efeito
da densidade populacional de nematoides naregulacdo de genes relacionados a
defesa de plantas.

Frente ao panorama exposto, sabe-se que a cultivar de aveia branca IPR
Afrodite apresenta resisténcia aos principais nematoides de galhas (Machado et al.
2015). Além disso, estudos histopatolégicos comprovaram diferencas durante o
desenvolvimento e estabelecimento do parasitismo de M. incognita entre as
interacdes compativeis e incompativeis, evidenciando o papel da HR como provavel
mecanismo de resisténcia de IPR Afrodite ao nematoide (Marini et al., 2016). Dessa
forma, o objetivo do presente trabalho foi analisar o comportamento de genes
candidatos que regulam a resisténcia e/ou suscetibilidade em tecidos radiculares de
aveia branca desafiados com densidades populacionais iniciais crescentes de M.

incognita, durante o seu estabelecimento e manutencao do parasitismo.

2.4 MATERIAL E METODOS

Multiplicagdo e manutencdo de M. incognita: Populac&o proveniente do municipio de
Altbnia, Parana, coletada a partir de raizes de café cv. Apoata, foi identificada por meio

de eletroforese de isoenzimas (a-esterase) (Carneiro e Almeida 2001) e padrbes
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morfolégicos da regido perineal de fémeas (Hartman e Sasser 1985). Em seguida,
uma unica massa de ovos foi inoculada e mantida para multiplicagdo em plantas de
tomate (Solanum lycopersicum) cv. Santa Clara, planta em que a populacéo tem sido
mantida desde entéo, sob condi¢des de casa de vegetacao.

Obtencdo das plantas e inoculagdo: Foram utilizadas cultivares de aveia branca
(Avena sativa L.) previamente identificadas como resistente (IPR Afrodite) e suscetivel
(URS Torena) a M. incognita (Machado et al. 2015). Além disso, ambas as cultivares
foram caraterizadas histopatologicamente por Marini et al. (2016), em relacdo a M.
incognita.Assim, sementes das cultivares foram tratadas com fungicida Derosal Plus®
(300 ml p.c/100kgsementes) e, em seguida, uma Unica semente foi depositada em
cada célula de bandejas de poliestireno expandido, preenchidas com substrato
comercial Plantmax®.

Cinco dias ap6s a germinacdo, as plantulas com desenvolvimento uniforme
foram selecionadas e transplantadas para vasos de 600 cm?, distribuindo-se trés
plantulas por vaso de maneira equidistante. Para isso, 0os vasos foram previamente
preenchidos com 500 cm? de substrato (58% de areia, 8% de silte e 34% de argila),
esterilizado por calor a seco (160 °C por 5 horas), com adicdode 3 g de Osmocote®
(15% N, 9% de P20s, 12% de K20, 1% de Mg, 2,3% S, 0,05% de Cu, 0,45% de Fe,
0,06% Mn, 0,02% de Mo)por vaso.

As plantas foram mantidas em sala de cultivo climatizada, com temperatura de
24°C e fotoperiodo de 16h, por sete dias, para propiciar melhor desenvolvimento inicial
das plantas. Em seguida, a temperatura foi ajustada para 25°C no momento da
inoculacao, sendo assim mantida durante todo o restante do periodo experimental. O
in6culo utilizado foi extraido das raizes de tomate pelo método descrito por Boneti e
Ferraz (1981). ApOs a extracdo, inoculou-se aliquota del mL da suspensdo de
nematoides, contendo ovos + juvenis J2, que foi previamente calibrada para
densidades populacionais crescentes de 31; 62; 125; 250 e 500 espécimes de M.
incognita/ planta. A inoculacéo foi realizada pela pipetagem da suspenséo contendo
as densidades populacionais, em orificio feito no solo, distanciado 1 cm do colo das
plantas, com aproximadamente 2 cm de profundidade, sendo, posteriormente,
fechados.Plantas sem inoculacdo do nematoide foram utilizadas como testemunhas,
depositando-se apenas 1 mL de agua por planta, respeitando-se as mesmas

condigoes.
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As plantas foram avaliadas aos0 dias (imediatamente antes da inoculagao), 2
e 9 dias apds inoculacdo (DAl), definidos com base em estudos preliminares e de
acordo com Marini et al. (2016). Em cada data, avaliou-se, simultaneamente, as seis
densidades de in6culo para cada cultivar em relacdo a eficiéncia de infeccdo dos

juvenis de M. incognitae a expressao génica diferencial.

Eficiéncia de infec¢do de juvenis de M. incognita: Aos 2 e 9 DAI, cinco parcelas de
cada tratamento foram coletadas, eliminando-se todo solo. Assim, as raizes foram
lavadas em agua corrente e submetidas a coloracdo dos juvenis, a partir da
metodologia proposta por Byrd et al. (1983). Para tal, primeiramente, as raizes
passaram por um processo de clarificacao por submersao em solucao de NaOCI 2,5%
+ agua (3:5, v:v), por 6 min. Posteriormente, foram lavadas em agua corrente sobre
peneira de malha de nylon (500 mesh de abertura), para retirada de quaisquer
residuos de NaOCI, evitando-se a perda de pedacos radiculares. Depois, foram
embebidas em &gua por 15 minutos, sob constante agitacdo. Para a coloracéo, essas
foram imersas em solucdo contendo 30 ml de agua + 1 ml de fucsina acidificada e
submetidas a fervura por 60 segundos em forno micro-ondas. ApOs esse processo, as
raizes foram lavadas em agua corrente, recobertas por glicerina acidificada e
mantidas a 10°C.

Todo o sistema radicular de cada parcela foi separado e montado em laminas

de microscopia, para visualizacdo em microscopio de luz, utilizando-se a objetiva de
10 X. Nesse processo, procedeu-se a contagem dos individuos dentro das raizes das
plantas de aveia e a diferenciacao dos estadios de desenvolvimento de M. incognita,
para confirmacéo da infeccdo desse patdgeno em cada tratamento.
Extracdo de RNA total das raizes e sintese de cDNA: Em cada data de avaliacao,
cinco parcelas de cada tratamento foram utilizadas para extracdo do RNA total. Para
isso, cada vaso foi imerso em agua, para remoc¢ao do solo, sem agressao as raizes,
gue foram, em seguida, cuidadosamente lavadas em agua corrente, secas em papel
absorvente e, imediatamente, seccionadas da parte aérea e colocadas em nitrogénio
liquido, para posterior armazenagem em ultrafreezer, a -80°C, até o seu
processamento.

As raizes de cada parcela foram maceradas em nitrogénio liquido, com auxilio
de cadinho e pistilo de porcelana, previamente tratados com H20:2 (10%) visando a
degradacdo de RNAses presentes. Imediatamente ap0s, procedeu-se a extracado do

RNA total utilizando-se o reagente TRIzol® (Life Technologies™), de acordo com as
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recomendacdes do fabricante. Por fim, os pellets obtidos das amostras foram
ressuspendidos com 3 U da enzima DNase | (Invitrogen®) + 4gua DEPC 0,01%
autoclavada.

A concentracdo e a qualidade das amostras de RNA total obtido foram
estimadas por espectrofotometria, em equipamento Nanodrop 2000 (Thermo), nos
comprimentos de onda 260 nm e 280 nm. Foram consideradas como amostras de boa
qualidade apenas aquelas que apresentaram valores da razdo de absorbancia
(A260/A280) entre 1,8 e 2,1. Além disso, a integridade do RNA foi analisada por
eletroforese em gel de agarose (1,5%) contendo tampé&o TBE 1x (Figura 3). Para as
amostras que ndo atenderam tais pressupostos, iniciou-se novamenteos processos
até satisfacao dos critérios de qualidade.

A reacado da transcriptase reversa foi sintetizada a partir de 2 pg/uL de RNA

total, para obter-se um volume final de 20 pL, utilizando-se 1 pyL de Transcriptase
reversa SuperScript Il (Life Technologies™) e Oligo dT 12- 18 (10 uM), de acordo
com as recomendacdes do fabricante. O cDNA obtido foi diluido em agua Milli-Q estéril
e livre de RNases, na proporcéo de 1:5, para as andlises posteriores.
Selecéo e validacdo de primers: Os genes candidatos utilizados em RT-gPCR foram
selecionados com base em estudos da interacdo Meloidogyne spp. e arroz (Nguyén
et al. 2014; Kumari et al. 2016). De maneira geral, 43 pares de primers especificos
foram selecionados por atuarem nos mecanismos de defesa das plantas a esses
patdogenos. Tais genes mostram-se envolvidos nas etapas de imunidade inata,
sinalizacdo de AS, resposta de AJ, biossintese de ET, fatores de transcricdo, genes
marcadores de SAR (Systemic Acquired Resistance)e de defesa estrutural.Visando-
se obter maior robustez na andlise,além dos genes associados a resposta de defesa,
foram também selecionados alguns para a normalizacdo dos dados de RT-qPCR.

A especificidade e homologia com o genoma de Avena sativa L. foram
verificadas por meio do algoritmo BLAST, verificando se o pareamento total ocorria
apenas com o gene de interesse, optando-se por aqueles que apresentaram 0s
menores E-value. Assim, os genes foram desenhados com aproximadamente 20
nucleotideos, Tm de 60°C e tamanho do amplicon entre 90 a 150pb. Além disso,
qgquando possivel, utilizou-se como molde a juncdo éxon-éxon, para evitar
contaminagcdo com DNA gendmico. Os primers para os genesdesenhados foram
sintetizados pela empresa INDUSLAB LTDA, utilizando-se nucleotideos da marca

Invitrogen®.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2634024/
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Todos os primers foram validados por meio de PCR convencional,
considerando-se a amplificacdo correta e tamanho do amplicon esperado. Aferiu-se
as melhores condi¢bes para sua especificidade, ajustando concentragcdes de primers,
temperaturas de anelamento, nimero de ciclos e tempo de extensao ideal para cada
um. Assim, os primers que nao obtiveram especificidade na reacdo de amplificacéao
foram descartados.

As reacdes foram preparadas com tampé&o 10X de reacéo, 1,8 mM de MgClz,
0,2 mM dNTP mix, 1 U Tag DNA polymerase (Invitrogen®), 0,4 uM dos primers forward
e reverse e agua Milli-Q para obtencdo do volume final de 25 pL. As condicbes de
amplificacéo foram: 1 ciclo de 95 °C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 95 °C por
30 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72°C por 15 segundos, seguidos de 1 ciclo de
extensao final a 72 °C por 10 minutos. A visualizacdo dos produtos amplificados foi
feita em gel de agarose 1,5%, formulado com TAE 1X e brometo de etidio, sob luz UV.
Todas as reacdes incluiram amostra branco (reacdo sem cDNA), em duplicata, como
controle para verificacdo de amplificacdes inespecificas e contaminacoes.

ApoOs os ajustes feitos por meio da validacdo em PCR convencional, realizou-

se selecéo dos genes que apresentaram diferencas de regulacao entre os tratamentos
por PCR semi — quantitativa (RT- PCR). Para isso, as amplificagdes foram realizadas
respeitando-se as mesmas condicbes de concentracdo de reagentes e reacéo
determinadas anteriormente.
Avaliacao dos genes normalizadores: Para normalizacdo dos dados de RT-gPCR, foi
realizada avaliagéo de diferentes genes utilizados como normalizadores. Porém, ndo
foram encontrados na literatura genes de referéncia que fossem comprovadamente
estaveis na interacdo entre plantas de aveia e nematoides de galhas. Dessa forma,
0s genes candidatos utilizados neste estudo foram AsActin (F5 -
CCTGATGGGCAGGTGATCAC — 3'; R5' — CAGCAGCTTCCATACCAATGAA — 3Y9;
18SrRNA (F5 — AAACGGCTACCACATCCAAG - 3’; R5- GCGCCCGGTATTGTTAT
TTA — 3’); GAPDH (F5 — TGTCCATGCCATGACTGCAA — 3’; R5 — CCAGTG
CTGCTTGGAATGATG - 3’); TUBB (F5 — CAAGGAGGTGGACGAGCAGATTG - 3;;
R5 — GACTTGACGTTGTTGGGGATCCA — 3’) e TUBA (F5 — TTCGCCCGTGGTC
ATTACA -3’; R5’ — GCATTGAAGACAAGGAAGCCC — 3’). Todos esses genes foram
previamente identificados como estaveis em trabalhos envolvendo a interacéo entre
outras monocotiledoneas e M. incognita, M. graminicola e virus BYDV (Barley Yellow
Dwarf Virus) (Jarosova e Kundu 2010; Nguyén et al. 2014; Kumari et al. 2016).
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Andlise diferencial de expressdo de genes candidatos por RT-gPCR: As reacfes de
RT-gPCR foram realizadas em placas de 96 pocos no sistema de deteccédo de
sequéncias do ViiA™ 7 (Applied Biosystem®), utilizando-seSYBR Green como
detector. As reacdes foram realizadas utilizando-se 7,5ul de Master Mix SYBR Green
(Life Technologies™), primers especificos na concentracéo de 200nM e 1ul de cDNA,
totalizando 15ul de reacdo. Foram realizadas duas repeticBes técnicas para cada
parcela, incluindo o branco, para cada gene e reacdo preparada.

As condi¢des de ciclagem foram: 95°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de
95°C durante 30 segundos, 60° C durante 30 segundos e 72°C por 15 segundos. A
especificidade da amplificacdo foi determinada por um programa de curva de
dissociacao adicional em cada reacao, através do aguecimento de 60°C para 95°C,
subindo 1°C por minuto. Esse procedimento foi utilizado para verificar a auséncia de
contaminacao ou da formacéao de possiveis primers-dimers nas reacoes.

Para isso, fez-se necesséria a determinacao prévia da concentracao ideal dos
primers que foram selecionados para RT-gPCR. Em seguida, estimou-se a eficiéncia
de amplificacdo para cada par de primers, determinada por meio de reacdes
preparadas com um pool de cDNA diluido em série (1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32). Assim,
ao final de cada reacédo, a curva de eficiéncia para cada gene gerou um valor de
inclinacdo (slope) dos pontos. Com base nesse valor, a eficiéncia foi calculada pela
formula E = [10(-1/slope) ]-1. Por conseguinte, selecionou-se apenas aqueles que
obtiveram valores entre 90 a 110% (Tabela 1) (Applied Biosystems1997).

Para a determinacdo dos valores da expressado génica relativa de cada
tratamento, os valores médios de Ct obtidos foram analisados e comparados quanto
ao seu comportamento entre os tratamentos. Os niveis de expressao foram calculados
utilizando-se a féormula 2-22¢, onde ACt = Ct(gene alvo) — Ct(endégeno) € AACt = ACt(inoculada)
— ACtcontrole). AS plantas ndoinoculadas foram utilizadas como controle. A partir desses
resultados, realizou-se a analise estatistica para verificacdo do comportamento dos
genes estudados quando submetidos a interacdo desses fatores.

Delineamento experimental e Andlise estatistica: O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em arranjo fatorial triplo, com trés datas de avaliacéo, duas
cultivares e seis concentracdes de inoculo (3x2x6). Cada unidade experimental foi
representada por um vaso contendo um bulk de trés plantas. Os dados foram
submetidos ao teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk) e homogeneidade

de variancias (Bartlett). Para ajuste do modelo, a variavel resposta foi transformada
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conforme indicacdo BoxCox. Quando houve diferenca minima significativa, procedeu-
se 0 desdobramento dos fatores e as médias foram comparadas por Scott-Knott a 5%

de probabilidade.

2.5 RESULTADOS

O parasitismo de M. incognita nas cultivares IPR Afrodite e URS Torena foi
confirmado, em todas as densidades populacionais, tanto aos 2 quanto aos 9 DAI,
uma vez que juvenis foram observados em seus tecidos radiculares (Figura 1). De
maneira geral, quando comparada a IPR Afrodite, a cultivar URS Torena apresentou
menor numero de juvenis penetrados aos 2 DAI. Aos 9 DAI, o niumero de juvenis
presentes no sistema radicular da cultivar resistente manteve-se estavel, em relacao
ao numero observado aos 2 DAI, enquanto que, na cultivar suscetivel, aumentou

significativamente (Figura 2).

Figura 1. Coloragéo in situ de juvenis de Meloidogyne incognita no interior das raizes
de aveia branca. a) juvenis pré-parasitas na cultivar IPR Afrodite; b) juvenis pré-
parasitas na cultivar URS Torena; ) juvenis pré-parasitas e parasitas na cultivar IPR
Afrodite; d) juvenil J3 na cultivar URS Torena.

Aos 2 DAI, apenas juvenis pré-parasitas (Figura 1 a, b) foram observados no
interior das raizes de aveia, independente da cultivar. J& na avaliacéo realizada aos 9
DAI, na cultivar resistente, apenas juvenis pré-parasitas e parasitas foram
encontrados (Figura 1 c), enquanto que, na suscetivel, ja havia a presenca de J3
(Figura 1 d).

Ainda aos 2 DAI, na cultivar IPR Afrodite, a maior média de infeccéo foi de 11
juvenis pré-parasitas na densidade de 250 nematoides. parcela, enquanto que, na
cultivar suscetivel, a maior média (7 juvenis) foi encontrada na densidade de 500

nematoides.parcela! (Figura 2a). Foi observada queda acentuada no nimero de
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nematoides presentes no interior das raizes de URS Torena na densidade de 62
nematoides.parcela?, diferentemente da cultivar resistente.

Na avaliacdo realizada aos 9 DAI (Figura 2b), a maior média de infeccao
observada foi na densidade de 62 nematoides.parcela® (31 juvenis parasitas e J3),
em URS Torena, enquanto que, para IPR Afrodite, na densidade de 31
nematoides.planta’(18 juvenis parasitas). Queda acentuada no numero de
nematoides presentes no interior das raizes de IPR Afrodite foi observada nas

densidades de 62 e 500 nematoides.parcela.
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Figura 2. Numero de juvenis de Meloidogyne incognita presentes no interior de raizes
de aveia branca resistente (IPR Afrodite) e suscetivel (URS Torena), sob diferentes
densidades populacionais do nematoide, aos 2 (a) e 9 (b) dias apds a inoculacéao.
***Cada valor representa a média de cinco repeti¢cdes. Dados ndo transformados para
o teste de médias; médias seguidas pela mesma letra entre as colunas ndo diferem
significativamente entre si (P> 0,05), de acordo com o teste de Tukey.

ApoOs a confirmacédo da infeccdo e estabelecimento do parasitismo de M.
incognita em ambas as cultivares, procederam-se as analises em RT-gPCR,
considerando-se apenas as amostras que continham entre 125 a 1000 ng.pltde RNA
total e que satisfizeram os critérios de qualidade pré-determinados, totalizando, dessa
forma, 78 amostras, ou seja, trés parcelas por tratamento. Essas foram compostas
por RNA integro, com o perfil de bandas correspondentes aos RNAs ribossomais 16S

e 28S, bem como auséncia de DNA gendémico, como observado na Figura 3.
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Figura 3. Gel de agarose 1,5% representando o perfil de bandas do RNA total de
aveia brancacv. IPR Afrodite submetidaa densidades populacionais crescentes de
Meloidogyne incognita e em time-coursede?2 dias apds a inoculacdo. 1) testemunha,
sem nematoide; 2) 31 nematoides.parcela?; 3) 62 nematoides.parcela?; 4) 25
nematoides.parcela!; 5) 250 nematoides.parcela’l; 6) 500 nematoides.parcelat.Cada
tratamento foi composto por um pool de RNA contendo todas as repeticdes.

A validacdo dos 43 primers dos genes candidatos relacionados a defesa a M.
incognita,analisados em PCR convencional, permitiu selecionar 21 primers que
mostraram especificidade de amplificacdo em aveia branca. Embora ajustes tenham
sido feitos nas reacfes para todos os primers, ndo foi possivel detectar bandas
especificas para os demais genes (dados ndo apresentados).

Apos a validacédo, para os estudos de expressao génica em RT-gPCR, fez-se
necessaria a analise prévia dos primers por meio de PCR semi — quantitativa (Figura
4), para verificar se houve diferenca de regulagcdo na presenca ou auséncia do
nematoide, nos diferentes periodos de avaliacdo. De posse desses resultados, 12
genes foram selecionados por apresentarem alguma resposta de expressao génica
diferencial frente aos tratamentos analisados. Somaram-se a estes 0s genes AsActin
e 18S como normalizadores, pois apresentaram-se estaveis, com o mesmo perfil e
intensidade de bandas em todos os tratamentos analisados (Figura 4).

Determinou-se a eficiéncia de amplificacdo e a concentracédo ideal dos 14
primers para os genes selecionados para RT-gPCR. No entanto, para o controle
endogeno AsActin, quatro pares de primers e suas respectivas combinacfes foram
analisadas, ndo sendo possivel encontrar uma combinacdo com eficiéncia para ser
utilizada nesse estudo (dados nao apresentados). Dessa forma, apenas o0s
primersque codificam para os genes 18S, 12S Globulin, Phy 3, Lipoxygenase, Ltk 9 e
Lrk14 apresentaram eficiéncia satisfatéria entre 90-110% (Tabela 1). Os resultados
de amplificacdo desses genes em (gPCR estdo apresentados na Figura 4. A

abundancia relativa dos transcritos de cada gene foi normalizada, utilizando-se o gene
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18S como controle enddgeno para determinacdo da expressao relativa dos demais
genes candidatos.

2 3 4 5 6 7 8 9 10

— ee &o® - e -

€e B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |fee 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Figura 4. PCR semi-quantitativa de genes candidatos associados a regulacédo de
defesa de aveia branca em resposta a Meloidogyne incognita aos 0, 2 e 9 dias ap0s
a inoculagéo (DAI). a) 18S; b)12S Globulin; c) Phy 3; d) LOX; e) Lrk 9 e f) Lrk 14. Os
tratamentos est&o representados por B) branco (Agua Milli-Q); 1) IPR Afrodite, sem
nematoide, 0 DAI; 2) IPR Afrodite, sem nematoide, 2DAI; 3) IPR Afrodite, com
nematoide, aos 2 DAI; 4) IPR Afrodite, sem nematoide, aos 9 DAI; 5) IPR Afrodite,
com nematoide, aos 9 DAI; 6) URS Torena, sem nematoide, 0 DAI; 7) URS Torena,
sem nematoide, aos 2 DAI; 8) URS Torena, com nematoide, aos 2 DAI; 9) URS
Torena, sem nematoide, aos 9DAI e 10) URS Torena, com nematoide, aos 9 DAI.
*Cada tratamento foi composto por um pool de cDNA contendo todas as repeti¢des.

Tabela 1. Primers dos genes utilizados para os estudos de expressao de defesa em
aveia branca e suas respectivas eficiéncias em RT-qPCR.

Gene Acesso GenBank Primers (5°-3’) Eficiéncia
F — AAACGGCTACCACATCCAAG
18S AHO001576.2 92%
R — GCGCCCGGTATTGTTATTTA
. F — CAAGCGGGTGTCACTGAGTA
12S Globulin X76738.1 95%
R — GCCTTGAGGCTCGATAACAC
F-TTGTCATGGCTGTTGTGGTT
Phy 3 M18822.1 99,3%
R - GGAGGCCCCATAGTTTCTTC
F - GAGGACTGACGAGGAGTTCG
LOX JN390967.1 99,1%
R - CCGTACTTGCTAGGGTCGAG
F — TGACATCAAGCCACACAACA
Lrk 9 AY083680.1 91%
R - ATACTTCGATCCCTGGCACA
F - TTGTCATAGCCATCCTGCTG
Lrk 14 AY083681.1 108%

R - TGATGGTGGGCAGTATTTGA

Reunindo os resultados obtidos pela quantificacdo da expressdo geénica,

podemos verificar diferentes perfis de expressao entre IPR Afrodite e URS Torena, 0
que sugere a existéncia de diferentes respostas de regulagdo nas interacdes

compativel e incompativel, ao longo do tempo e frente as densidades populacionais
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do nematoide. Tais diferencas foram detectadas em 2 (LOX e Lrk14) dos 5 genes
candidatos utilizados nesse estudo (Figuras 5 e 6). Para os demais genes, Lrk 9, Phy
3 e 12S Globulin, ndo houve interacdo entre os fatores e as médias gerais nao
diferiram significativamente entre si (dados ndo apresentados).

Quando comparada a expressdo do gene que codifica para Lipoxygenase
(LOX) com os controles utilizados em RT-gPCR, notou-se regulacéo contrastante para
ambas as cultivares (Tabela 2), ao longo do tempo (Tabela 3), e em funcdo das
densidades populacionais iniciais de M. incognita (Tabela 4). Assim, para a cultivar
IPR Afrodite os niveis transcricionaisséo independentes do tempo e independentes da
densidade do inoculo inicial. Porém, observou-se tendéncia a indugéo, proporcional
ao aumento da densidade, até os niveis intermediarios. Isso porque, aos 2 DAI,
guando submetidos a densidade de 125 nematoides.parcela?, esse gene foi
levemente induzido (Tabela 2). Logo apés, ao aumentar a densidade populacional, a
expressdo desse gene retornou aos niveis basais. O mesmo comportamento foi
observado aos 9 DAI. Entretanto, para este ultimo, o maior nivel de transcricao foi
verificado na concentracdo de 62 nematoides.parcela’’(Tabela 2), retornando aos
niveis basais na sequéncia e sendo levemente reprimido nas densidades mais

elevadas (Figura 5).

Tabela 2. Comparacado dos niveis transcricionais entre as cvs. IPR Afrodite e URS
Torena em relagdo ao gene que codifica LOX aos 2 e 9 dias apo6s inoculagdo (DAI)
com Meloidogyne incognita, nas densidades populacionais iniciais (Pi) de 0, 31, 62,
125, 250 e 500 nematoides por parcela.

LOX
bi Afrodite | Torena | Média Afrodite Torena Média
2 DAI 9 DAI
0 1,209 Aa -3,072 Bb -0,931 1,486 Aa 0,184 Aa 0,835
31 -0,376 Aa -1,169 Aa -0,772 1,623 Aa -0,983 Aa 0,320
62 0,857 Aa -0,771 Aa 0,043 2,046 Aa -3,655 Ba -0,804
125 2,370 Aa 1,327 Aa 1,848 1,820 Aa -5,380 Ba -1,780
250 1,896 Aa -0,029 Aa 0,933 -0,820 Aa -0,498 Aa -0,659
500 1,507 Aa -5,933 Bb -2,213 0,023 Aa -1,465 Aa -0,721
Média 1,243 -1,608 1,030 -1,966

***Cada valor representa a média de trés repeticbes biologicas e trés técnicas,
contendo um bulk de trés plantas por parcela. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem significativamente entre si
(P>0,05), de acordo com o teste de Scott-Knott.

Jé a cultivar URS Torena apresentou regulacdo negativa de LOX no primeiro

periodo avaliado (2 DAI), na auséncia do nematoide. Em seguida, de maneira
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proporcional ao aumento da densidade populacional, notou-se aumento nos niveis
transcricionais até 125 nematoides.parcela. Posteriormente, houve repressdo
significativa de LOX na maior densidade populacional (500). Aos 9 DAI, houve
regulacdo positiva para as amostras controle, sem nematoide. Assim, verificamos que
a presenca do nematoide foi capaz de causar a repressao de LOX nas raizes da
cultivar suscetivel, independente da densidade populacional inicial de M. incognita.
Quando comparadas as regulacdes ao longo do tempo, dentro da mesma densidade,
observou-se diferenca significativa apenas para a densidade do inéculo inicial de
125nematoides.parcela™, o que sugere que a regulacdo, além de ser tardia, também

€ dependente da densidade de M. incognita na planta.

Tabela 3. Comparac¢do ao longo do tempo dos niveis transcricionais do gene que
codifica LOX aos 2 e 9 dias ap0s inoculacdo (DAI) com Meloidogyne incognita nas
densidades populacionais iniciais (Pi) de 0, 31, 62, 125, 250 e 500 nematoides por
parcela.

LOX

pi i Afrodite Torena
2 DAI 9 DAI Média 2 DAI 9 DAI Média
0 1,209 Aa 1,486 Aa 1,347 -3,072 Bb 0,184 Aa -1,444
31 -0,376 Aa 1,623 Aa 0,623 -1,169 Aa -0,983 Aa -1,076
62 0,857 Aa 2,046 Aa 1,451 -0,771 Aa -3,655 Ba -2,213
125 2,370 Aa 1,820 Aa 2,095 1,327 Aa -5,380 Ba -2,026
250 1,896 Aa -0,820 Aa 0,538 -0,029 Aa -0,498 Aa -0,263
500 1,507 Aa 0,023 Aa 0,765 -5,933 Bb -1,465 Aa -3,699

Média 1,243 1,030 -1,608 -1,966

***Cada valor representa a média detrés repeticbes bioldgicas e trés técnicas,
contendo um bulk de trés plantas por parcela.Médias seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem significativamente entre si
(P>0,05), de acordo com o teste de Scott-Knott.
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Tabela 4. Comparacédo dos niveis transcricionais do gene que codifica LOX aos 2 e 9
dias apoOs inoculacdo (DAI) com Meloidogyne incognita com o aumento das
densidades populacionais iniciais de 0, 31, 62, 125, 250 e 500 nematoides por parcela.

LOX

DA 0 31 62

Afrodite Torena Média | Afrodite Torena Média | Afrodite Torena | Média
2 1,209Aa -3,072Ba -0,931 | -0,37Aa -1,169Aa -0,769 | 0,857Aa -0,771Aa 0,043
9 1,486Aa 0,184 Aa 0,835 1,623Aa -0,983Aa 0,320 2,046Aa  -3,655Ba -0,804
Média 1,347 -1,444 0,626 -1,076 1,451 -2,213
DAI 125 250 500
2 2,370Aa  1,327Aa 1,848 1,896Aa  -0,029Aa 0,933 1,507Aa  -5,933Ba -2,213
9 1,820Aa -5,38Bb -1,780 | -0,820Aa -0,498Aa -0,659 | 0,023Aa -1,465Ab -0,721
Média 2,095 -2,026 0,538 -0,263 0,765 -3,699

***Cada valor representa a média de trés repeticdes bioldgicas e trés técnicas,
contendo um bulk de trés plantas por parcela. Médias seguidas pela mesma letra
minuUscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem significativamente entre si
(P>0,05), de acordo com o teste de Scott-Knott.

De maneira geral, observou-se regulacao positiva para o gene que codifica LOX
em IPR Afrodite e regulacdo negativa em URS Torena, nas densidades populacionais
e nos periodos avaliados (Tabelas 3 e 4). Esse gene se manteve estavel em IPR
Afrodite, independente da densidade de in6culo a qual foi exposta, caracterizando sua
resisténcia. Para a cultivar suscetivel, aos 2 DAI, em densidades populacionais mais
baixas, sugere-se que houve uma tentativa de reacdo da planta a presenca do
nematoide, induzindo levemente o gene que codifica LOX. Porém, seguiu-se
repressao significativa em densidades populacionais maiores ou intermediarias, aos
9 DAI.
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Figura 5. Perfil transcricional do gene que codifica para LOX aos 2 e 9 dias apoés a
inoculacao (DAI) com Meloidogyne incognita nas densidades populacionais iniciais de
0, 31, 62, 125, 250 e 500 nematoides.parcela. A abundancia relativa dos transcritos
de cada gene foi normalizada utilizando-se o gene 18S como controle enddgeno; a
expressao relativa foi normalizada utilizando-se os niveis de expressédo das plantas
controle, em cada periodo de coleta. As barras representam 0s niveis médios de
expressdo e os valores correspondem a média de trés repeticbes bioldgicas e trés
técnicas, contendo um bulk de trés plantas por parcela.

Dentre os genes da classe Lrk que foram avaliados na interacdo de aveia
branca e M. incognita, apenas o gene que codifica Lrkl4 apresentou expressao
diferencial significativa entre IPR Afrodite e URS Torena, porém sem interacao entre
os fatores avaliados (Tabela 5). Isso porque a cultivar resistente regulou positivamente
esse gene e 0s niveis transcricionais mantiveram-se sempre positivos, independente
da densidade populacional e da data de avaliacdo. Ao contrario, para a cultivar
suscetivel, foi regulado negativamente na presenca do nematoide, fato evidenciado

principalmente aos 9 DAI (Tabela 5).
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Tabela 5. Comparacédo dos niveis transcricionais entre as cvs. IPR Afrodite e URS
Torena em relacdo ao gene que codifica Lrk 14 aos 2 e 9 dias apos inoculacéao (DAI)
com Meloidogyne incognita, nas densidades populacionais iniciais (Pi) de 0, 31, 62,
125, 250 e 500 nematoides por parcela.

Lrk 14
bi Afrodite | Torena | Média Afrodite Torena Média
2 DAI 9 DAI
0 2,036 0,731 1,383 1,891 3,686 2,788
31 1,146 0,534 0,840 0,886 -1,598 -0,356
62 1,681 0,944 1,312 3,797 -1,204 1,296
125 2,393 -1,911 0,241 0,876 -1,958 -0,541
250 2,359 0,243 1,301 1,390 -0,048 0,671
500 0,105 -4,070 -1,982 1,426 0,444 0,935
Média 1,620 A -0,588 B 1,711 A -0,113 B

***Cada valor representa a média de trés repeticdes bioldgicas e trés técnicas,
contendo um bulk de trés plantas por parcela.Médias seguidas pela mesma letra
maiuscula na linha néo diferem significativamente entre si (P>0,05), de acordo com o
teste de Scott-Knott.

Para IPR Afrodite, aos 2 DAI, Lrk14 manteve os niveis basais de expresséao.
Contudo, notou-se tendéncia de aumento dos niveis transcricionais proporcional ao
aumento da densidade populacional do nematoide, sendo levemente reprimido
apenas quando submetido a maior densidade (500 nematoides.parcela) (Figura 6).
Para URS Torena, no mesmo periodo de avaliacdo, esse gene apresentou a
tendéncia de ser reprimido quando desafiado com densidades a partir de 125
nematoides.parcela (Figura 6).

Aos 9 DAI, para a cultivar resistente, sem a presenca do nematoide, Lrk14
manteve 0s niveis basais de regulacdo, como observado aos 2 DAI. Porém, na
presenca do nematoide, na menor densidade populacional, houve leve supressao
desse gene, seguido por induc¢dao significativa na densidade de 62 nematoides.parcela
1, Posteriormente, em maiores densidades populacionais, os niveis de expressao
retornaram aos niveis basais.

Ja para a cultivar suscetivel, nota-se que aos 2 DAI os niveis de expresséao so
sdo alterados a partir de 125 nematoides.parcelat. Ao contrario do que foi observado
aos 2 DAI, aos 9 DAI, sem nematoide, o gene Lrk14 foi regulado positivamente,
contudo, com a presenca do nematoide, independente da densidade de M. incognita,

foi desencadeada a supressao desse gene, como observado na Figura 6.
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Figura 6. Perfil transcricional do gene que codifica para Lrk14aos 2 e 9 dias apos a
inoculacao (DAI) com Meloidogyne incognita nas densidades populacionais iniciais de
0, 31, 62, 125, 250 e 500 nematoides.parcela®. A abundancia relativa dos transcritos
de cada gene foi normalizada utilizando-se o gene 18S como controle enddégeno; a
expressao relativa foi normalizada utilizando-se os niveis de expressado das plantas
controle, em cada periodo de coleta. As barras representam os niveis médios de
expressdo e os valores correspondem a média de trés repeticdes bioldgicas e trés
técnicas, contendo um bulk de trés plantas por parcela.

Tabela 6. Comparacdo ao longo do tempo dos niveis transcricionais do gene que
codifica Lrk 14 aos 2 e 9 dias apds inoculacdo (DAI) com Meloidogyne incognita nas
densidades populacionais iniciais (Pi) de 0, 31, 62, 125, 250 e 500 nematoides por
parcela.

Lrk 14

pi Afrodite Torena
2 DAI 9 DAI Média 2 DAI 9 DAI Média
0 2,036 1,891 1,963 0,731 3,686 2,208
31 1,146 0,886 1,016 0,534 -1,598 -0,532
62 1,681 3,797 2,739 0,944 -1,204 -0,130
125 2,393 0,876 1,634 -1,911 -1,958 -1,934
250 2,359 1,390 1,874 0,243 -0,048 0,097
500 0,105 1,426 0,765 -4,070 0,444 -1,813

Média 1,620 1,711 -0,588 -0,113

***Cada valor representa a média de trés repeticbes bioldgicas e trés técnicas,
contendo um bulk de trés plantas por parcela.Nao houve interacéo entre os fatores e
as médias gerais nao diferiram significativamente entre si (P>0,05), de acordo com o
teste de Scott-Knott.
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Tabela 7. Comparacéo dos niveis transcricionais do gene que codifica Lrk 14 aos 2 e
9 dias apo6s inoculacdo (DAIl) com Meloidogyne incognita com o aumento das
densidades populacionais iniciais de 0, 31, 62, 125, 250 e 500 nematoides por parcela.

Lrk 14
DAI 0 31 62
Afrodite | Torena | Média | Afrodite | Torena | Média | Afrodite | Torena [ Média
2 2,036 0,731 1,383 1,146 0,534 0,840 1,681 0,944 1,312
9 1,891 3,686 2,788 0,886 -1,598 -0,356 3,797 -1,204 1,296
Média 1,963 2,208 1,016 -0,5632 2,739 -0,130
DAI 125 250 500
2 2,393 -1,911 0,241 2,359 1,390 1,390 0,105 1,426 0,765
9 0,876 -1,958 -0,541 0,243 -0,048 -0,048 1,426 0,444 0,935
Média 1,634 -1,934 1,301 0,671 0,765 0,935

***Cada valor representa a média de trés repeticbes biolégicas e trés técnicas,
contendo um bulk de trés plantas por parcela.Nao houve interacédo entre os fatores e
as médias gerais nao diferiram significativamente entre si (P>0,05), de acordo com o
teste de Scott-Knott.

Ao analisarmos em conjunto os dois genes que codificam LOX e Lrkl4,
podemos verificar que ambos apresentaram respostas de regulacdo semelhantes
para cada cultivar. Ambos mantiveram os niveis basais de regulagdo para IPR
Afrodite, nos tratamentos analisados, com tendéncia a inducéo observada apenas nas
densidades de 125 nematoides.parcela, aos 2 DAI, e de 62 nematoides.parcela,
aos 9 DAI. Para URS Torena, apesar de algumas diferencas no perfil de expresséo,
notou-se que ambos 0S genes apresentaram repressdo significativa ao serem
submetidos a densidade de 500 nematoides.parcela?, aos 2 DAI. A semelhanca no
perfil de expresséo entre esses ficou mais evidente aos 9 DAI, na densidade de 125
nematoides.parcela,com repressdo de ambos os genes, em todas as densidades
seguintes.

Os resultados obtidos para os demais genes candidatos analisados, que nao
apresentaram resposta diferencial em relagdo aos tratamentos analisados,
encontram-se resumidos nas Tabelas 8 (Lrk9), 9 (Lrk9), 10 (Lrk9), 11 (Phy3), 12
(Phy3), 13 (Phy3), 14 (12S Globulin), 15 (12S Globulin) e 16 (12S Globulin).
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Tabela 8. Comparacédo dos niveis transcricionais entre as cvs. IPR Afrodite e URS
Torena em relacéo ao gene que codifica Lrk 9 aos 2 e 9 dias ap0ds inoculacéo (DAI)
com Meloidogyne incognita, nas densidades populacionais iniciais (Pi) de 0, 31, 62,
125, 250 e 500 nematoides por parcela.

Lrk 9
B Afrodite | Torena | Média Afrodite | Torena | Média
2 DAI 9 DAI
0 -0,432 -1,142 -0,787 -0,253 1,792 0,769
31 -1,606 -1,329 -1,467 -0,194 -0,384 -0,289
62 1,261 -0,152 0,554 0,325 -1,063 -0,369
125 -0,687 -0,307 -0,497 -1,872 -1,320 -1,596
250 -0,279 0,205 -0,037 -1,841 0,038 -0,901
500 -2,239 -4,331 -3,285 -2,216 -0,213 -1,214
Média -0,663 -1,176 -1,008 -0,191

***Cada valor representaa média de trés repeticbes bioldgicas e trés técnicas,
contendo um bulk de trés plantas por parcela.Nao houve interacéo entre os fatores e
as médias gerais ndo diferiram significativamente entre si (P>0,05), de acordo com o
teste de Scott-Knott.

Tabela 9. Comparacdo ao longo do tempo dos niveis transcricionais do gene que
codifica Lrk 9 aos 2 e 9 dias apds inoculacdo (DAI) com Meloidogyne incognita nas
densidades populacionais iniciais (Pi) de 0, 31, 62, 125, 250 e 500 nematoides por
parcela.

Lrk 9

Pi Afrodite Torena
2 DAI | 9 DAI Média 2 DAI 9 DAI Média
0 -0,432 -0,253 -0,342 -1,142 1,792 0,325
31 -1,606 -0,194 -0,900 -1,329 -0,384 -0,856
62 1,261 0,325 0,793 -0,152 -1,063 -0,607
125 -0,687 -1,872 -1,279 -0,307 -1,320 -0,813
250 -0,279 -1,841 -1,060 0,205 0,038 0,121
500 -2,239 -2,216 -0,557 -4,331 -0,213 -0,366

Média -0,347 -0,767 -0,545 -0,187

***Cada valor representa a média de trés repeticdes bioldgicas e trés técnicas,
contendo um bulk de trés plantas por parcela.Nao houve interagéo entre os fatores e
as médias gerais nao diferiram significativamente entre si (P>0,05), de acordo com o
teste de Scott-Knott.
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Tabela 10. Comparacédo dos niveis transcricionais do gene que codifica Lrk 9 aos 2 e
9 dias apo6s inoculacdo (DAIl) com Meloidogyne incognita com o aumento das
densidades populacionais iniciais de 0, 31, 62, 125, 250 e 500 nematoides por parcela.

Lrk 9
DAI . 0 : : 31 : : 62 :
Afrodite | Torena | Média | Afrodite | Torena | Média | Afrodite | Torena | Média
2 -0,432 -1,142 -0,787 -1,606 -1,329 -1,467 1,261 -0,152 0,554
9 -0,253 1,792 0,769 -0,194 -0,384 -0,289 0,325 -1,063 -0,369
Média | -0,342 0,325 -0,900 -0,856 0,793 -0,607
DAI 125 250 500
2 -0,687 -0,307 -0,497 -0,279 0,205 0,205 -2,239 -4,331 -3,285
9 -1,872 -1,320 -1,596 -1,841 0,038 0,038 -2,216 -0,213 -1,214
Média -1,279 -0,813 -1,060 0,121 -2,227 -2,272

***Cada valor representa a média de trés repeticdes bioldgicas e trés técnicas,
contendo um bulk de trés plantas por parcela.Nao houve interagéo entre os fatores e
as médias gerais ndo diferiram significativamente entre si (P>0,05), de acordo com o
teste de Scott-Knott.

Tabela 11. Comparacado dos niveis transcricionais entre as cvs. IPR Afrodite e URS
Torena em relagcdo ao gene que codifica Phy 3 aos 2 e 9 dias apds inoculacdo (DAI)
com Meloidogyne incognita, nas densidades populacionais iniciais (Pi) de 0, 31, 62,
125, 250 e 500 nematoides por parcela.

Phy 3
B Afrodite | Torena | Média Afrodite | Torena | Média
2 DAI 9 DAI
0 -1,226 -1,370 -1,298 -0,778 2,841 1,031
31 -1,741 -2,090 -1,915 -0,391 -1,642 -1,016
62 0,968 -2,572 -0,802 1,871 -4,331 -1,230
125 -1,030 -2,337 -1,683 -1,351 -1,654 -1,502
250 -0,859 -0,674 -0,766 -2,836 -0,841 -1,838
500 -1,372 -2,984 -2,178 -0,502 -1,782 -1,142
Média -0,876 -2,004 -0,664 -1,234

***Cada valor representaa média de trés repeticdes biolégicas e trés técnicas,
contendo um bulk de trés plantas por parcela.Nao houve interacédo entre os fatores e
as médias gerais ndo diferiram significativamente entre si (P>0,05), de acordo com o
teste de Scott-Knott.
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Tabela 12. Comparacéo ao longo do tempo dos niveis transcricionais do gene que
codifica Phy 3 aos 2 e 9 dias apos inoculacdo (DAI) com Meloidogyne incognita nas
densidades populacionais iniciais (Pi) de 0, 31, 62, 125, 250 e 500 nematoides por

parcela.
Phy 3
Pi Afrodite Torena
2 DAI | 9DAI | Média 2 DAI 9 DAI Média
0 -1,226 -0,778 -1,002 -1,370 2,841 0,735
31 -1,741 -0,391 -1,066 -2,090 -1,642 -1,866
62 0,968 1,871 1,419 -2,572 -4,331 -3,451
125 -1,030 -1,351 -1,190 -2,337 -1,654 -1,995
250 -0,859 -2,836 -1,847 -0,674 -0,841 -0,757
500 -1,372 -0,502 -0,937 -2,984 -1,782 -2,383
Média -0,876 -0,664 -2,004 -1,234
***Cada valor representaa média de trés repeticbes biologicas e trés técnicas,

contendo um bulk de trés plantas por parcela.Nao houve interagéo entre os fatores e
as médias gerais nao diferiram significativamente entre si (P>0,05), de acordo com o
teste de Scott-Knott.

Tabela 13. Comparacéo dos niveis transcricionais do gene que codifica Phy 3 aos 2
e 9 dias apds inoculagdo (DAI) com Meloidogyne incognita com o aumento das
densidades populacionais iniciais de 0, 31, 62, 125, 250 e 500 nematoides por parcela.

Phy 3
DAI - 2 - - L - - e -
Afrodite | Torena | Média | Afrodite | Torena | Média | Afrodite | Torena |Média
2 -1,226 -1,370 -1,298 -1,741 -2,090 -1,915 0,968 -2,572 -,802
9 -0,778 2,841 1,031 -0,391 -1,642 -1,016 1,871 -4,331 -1,230
Média -1,002 0,735 -1,066 -1,866 1,419 -3,451
DAI 125 250 500
2 -1,030 -2,337 -1,683 -0,859 -0,674 -0,766 -1,372 -2,984 -2,178
9 -1,351 -1,654 -1,502 -2,836 -0,841 -1,838 -0,502 -1,782 -1,142
Média -1,190 -1,995 -1,847 -0,757 -0,937 -2,383

***Cada valor representa a média de trés repeticdes bioldgicas e trés técnicas,
contendo um bulk de trés plantas por parcela.Nao houve interagéo entre os fatores e
as médias gerais nao diferiram significativamente entre si (P>0,05), de acordo com o
teste de Scott-Knott.



72

Tabela 14. Comparacéo dos niveis transcricionais entre as cvs. IPR Afrodite e URS
Torena em relacéo ao gene que codifica 12S Globulin aos 2 e 9 dias ap0s inoculacéo
(DAI) com Meloidogyne incognita, nas densidades populacionais iniciais (Pi) de 0, 31,
62, 125, 250 e 500 nematoides por parcela.

12S Globulin
B Afrodite | Torena | Média Afrodite | Torena | Média
2 DAI 9 DAI
0 -0,013 -1,706 -0,859 1,061 0,545 0,803
31 -0,266 -1,164 -0,715 -0,436 -0,109 -0,272
62 1,614 -1,301 0,156 2,094 -1,757 0,168
125 -0,309 -0,701 -0,505 -2,094 -0,641 -1,367
250 0,558 0,443 0,500 -1,567 -1,330 -1,448
500 -1,837 -4,372 -3,104 -2,570 0,753 -0,908
Média -0,042 -1,466 -0,585 -0,423

***Cada valor representaa média de trés repeticbes biolégicas e trés técnicas,
contendo um bulk de trés plantas por parcela.Nao houve interacédo entre os fatores e
as médias gerais nao diferiram significativamente entre si (P>0,05), de acordo com o
teste de Scott-Knott.

Tabela 15. Comparacéo ao longo do tempo dos niveis transcricionais do gene que
codifica 12S Globulin aos 2 e 9 dias ap6és inoculagéo (DAI) com Meloidogyne incognita
nas densidades populacionais iniciais (Pi) de 0, 31, 62, 125, 250 e 500 nematoides
por parcela.

12S Globulin

Pi Afrodite : Torena :
2 DAI |  9DAI | Média 2 DAI |  9DAI Média
0 -0,013 1,061 0,524 -1,706 0,545 -0,580
31 -0,266 -0,436 -0,351 -1,164 -0,109 -0,636
62 1,614 2,094 1,854 -1,301 -1,757 -1,529
125 -0,309 -2,094 -1,201 -0,701 -0,641 -0,671
250 0,558 -1,567 -0,504 0,443 -1,330 -0,443
500 -1,837 -2,570 -2,203 -4,372 0,753 -1,809

Média -0,042 -0,585 -1,466 -0,423

***Cada valor representaa média de trés repeticbes bioldgicas e trés técnicas,

contendo um bulk de trés plantas por parcela.Nao houve interagéo entre os fatores e
as médias gerais ndo diferiram significativamente entre si (P>0,05), de acordo com o

teste de Scott-Knott.
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Tabela 16. Comparacgédo dos niveis transcricionais do gene que codifica 12S Globulin
aos 2 e 9 dias apos inoculacéo (DAI) com Meloidogyne incognita com o0 aumento das
densidades populacionais iniciais de 0, 31, 62, 125, 250 e 500 nematoides por parcela.

12S Globulin
DAI - 0 - - = - - Be -
Afrodite | Torena | Média | Afrodite | Torena | Média | Afrodite | Torena [Média
2 -0,013 -1,706 -0,859 -0,266 -1,164 -0,715 1,614 -1,301 0,156
9 1,061 0,545 0,803 -0,436 -0,109 -0,272 2,094 -1,757 0,168
Média 0,524 -0,580 -0,351 -0,636 1,854 -1,529
DAI 125 250 500
2 -0,309 -0,701 -0,505 0,558 0,443 0,500 -1,837 -4,372 -3,104
9 -2,094 -0,641 -1,367 -1,567 -1,330 -1,448 -2,570 0,753 -0,908
Média -1,201 -0,671 -0,504 -0,443 -2,203 -1,809

***Cada valor representa a média de trés repeticbes biologicas e trés técnicas,
contendo um bulk de trés plantas por parcela.Nao houve interacéo entre os fatores e
as médias gerais ndo diferiram significativamente entre si (P>0,05), de acordo com o
teste de Scott-Knott.

2.6 DISCUSSAO

As cultivares IPR Afrodite e URS Torena sao contrastantes para resisténcia e
suscetibilidade a M. incognita, respectivamente (Machado et al. 2015). Contudo, os
mecanismos que regulam a interacdo incompativel sdo ainda desconhecidos,
principalmente em monocotiledéneas. Para contribuir na elucidacdo desse
patossistema, estudos que utilizam ferramentas moleculares, tais como a analise de
expressdo génica durante a infecgdo do nematoide na planta, tém sido essenciais
(Xiao et al. 2013; Nguyén et al. 2014).

Como a maioria dos patossistemas sdo dinamicos, experimentos de time
course sao ideais para o entendimento de todo o processo da interagdo. Em vista
disso, a fim de observar a resposta de plantas a estresses biéticos, deve-se primar
por periodos iniciais de infec¢ao e parasitismo para avaliacéo, pois, neste periodo, ha
uma regulacdo transcricional frequente desencadeada pela percepcao da planta a
invasdo do patégeno (Bar-Joseph et al. 2012).

Nesse contexto, ao compararmos primeiramente a infecgdo de M. incognita nas
cultivares de aveia branca, aos 2 DAI, notou-se que 0 numero de nematoides
infestantes presentes em ambas as cultivares foi relativamente baixo. Isso porque,
neste estudo, a inoculagao foi realizada com suspensao contendo ovos+juvenis de
M.incognita. Portanto, maior periodo de tempo seria necessario para que houvesse
maior sucesso na eclosao e posterior penetracdo dos J2 nas raizes (Cabasan et al.
2013),como ja observado por Dias-Arieira et al. (2002), aos 3 DAI, quando inocularam

suspenséo de ovos de M. incognita em gramineas forrageiras.
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Contudo, aos 9 DAI, o numero de juvenis manteve-se baixo na cultivar
resistente e todos os individuos encontrados apresentavam-se em atraso de
desenvolvimento, enquanto que o contrario foi observado na cultivar suscetivel, uma
vez que numero significativamente maior de juvenis em estadio J3 foram encontrados
nesta. Esses menores niveis de infec¢do e atraso no desenvolvimento dos espécimes
em materiais resistentes sao fato relativamente comuns nesse tipo de interacdo e em
outras espécies de plantas (Anthony et al. 2005; Albuquerque et al. 2010; Marini et al.
2016; Saucet et al. 2016). Em fungado de ter havido penetragdo de M. incognita no
sistema radicular de IPR Afrodite, resistente, inclusive com a formacdo de alguns
individuos em estadios de desenvolvimento mais avancados, sugere-se que o tipo de
resisténcia envolvida seja a quantitativa, em que o patégeno consegue se estabelecer
e colonizar a planta, porém em menor grau (Camargo 2011).

Quanto a influéncia das densidades populacionais iniciais de M. incognita nos
valores de nimero de nematoides presentes no interior das raizes obtidos, notou-se
gue, independente da densidade, na cultivar IPR Afrodite tais valores mantiveram-se
baixos nos dois periodos avaliados. Excecéo feita aos 9 DAI, na menor densidade
populacional, quando IPR Afrodite permitiu a maior taxa de infeccdo observada,
seguindo-se um decréscimo acentuado. Isso pode ter ocorrido porque, quando a
densidade populacional estd abaixo do limiar detectavel pelo hospedeiro, os
mecanismos de resisténcia ndo sado desencadeados (Roberts 2009), o que, nesse
caso, pode ter levado a essa maior quantidade de nematoides nesse periodo. E sabido
gue a capacidade de reconhecimento do hospedeiro depende diretamente da
guantidade de patégeno a qual esta sendo submetida (Kover e Schaal 2002; Baum et
al. 2007).Assim, para comprovar que a ativacdo da defesa do hospedeiro é
diretamente responsavel pela menor taxa de penetracdo de juvenis ou, ainda, que é
dependente da densidade populacional, buscou-se, no presente estudo, a resposta
em nivel molecular.

J& para a cultivar suscetivel, aos 2 DAI, o nUmero de nematoides presentes no
interior das raizes foi proporcional ao aumento da densidade populacional. Aos 9 DA,
maior numero de individuos conseguiu penetrar as raizes, principalmente nas
densidades iniciais, seguindo-se leve decréscimo e aumento posterior na maior
densidade de infestacdo. Resultados semelhantes foram observados em estudos de
patogenicidade com nematoides de galhas, onde em materiais suscetiveis 0 nimero

de Nema.g?' nos tecidos radiculares é proporcional ao aumento da densidade
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populacional (Castillo et al. 2001; Di Vito et al. 1986; 2005; Charegani et al. 2012,
Maleita et al. 2012; Machado et al. 2014).

Sabe-se que o primeiro passo na defesa ativa das plantas € promovido apés o
reconhecimento das proteinas, que sédo produzidas e secretadas pelos nematoides,
durante a tentativa do estabelecimento do parasitismo (Baum et al. 2007; Smant e
Jones 2011). Essas proteinas, também denominadas de eliciadores (PAMPs ou
MAMPSs), vao se ligar a proteinas transmembrana do hospedeiro, que atuam como
receptores de reconhecimento de padrdes (pattern reconized — PRRs).Os PRRs mais
conhecidos ja identificados sé@o receptores kinases (RLKs) (Cavalcante et al. 2013),
envolvidos em uma série de respostas das plantas, incluindo desenvolvimento,
crescimento, percepcdo hormonal e resposta a patdogenos (Goffe e Rammonel
2007).Eventualmente, estes permitem a restricao da colonizacdo de patégenos, sendo
esse tipo de imunidade denominadade PAMP-triggered immunity(PTI) ou resisténcia
basal.

Dessa forma, foram investigadas as alteracdes na regulacéo da sinalizacédo de
defesa Lrk 9 e Lrk 14, que codifica receptores kinases. Destes, apenas o gene Lrk
14apresentou diferencas significativas nos niveis transcricionais entre as cultivares de
aveia apos a infeccdo de M. incognita. Observou-se regulacdo positiva para IPR
Afrodite, mantendo os niveis basais frente aos tratamentos analisados, e negativa
para URS Torena, em ambos os periodos de avaliacao, ou seja, houve diferentes
respostas de expressdo entre 0s genotipos e nas interacbfes compativel e
incompativel a M.incognita.

A luz dos fatos ora observados, sugere-se que o gene que codifica Lrk14 em
IPR Afrodite mostra-se constantemente regulado, independente da presenca de M.
incognita em seus tecidos radiculares ou do time-course analisado. Contudo, o
reconhecimento dos nematoides pela cultivar resistente, jA na primeira densidade
populacional (31 nematoides.parcela?), levou a pequena reducdo nos niveis de
expressdao desse gene, aos 2 DAI. Em seguida, o mesmo foi induzido
proporcionalmente ao aumento da densidade populacional. Aos 9 DAI, esse gene foi
significativamente induzido, quando submetido a densidade populacional de 62
nematoides.parcela®, o que pode ter contribuido para a redugdo no nimero de
nematoides observados no interior do sistema radicular nos testes de eficiéncia de

infecgdo de M.incognita.
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A informacao existente sugere que os nematoides induzem respostas a PTl em
gendtipos resistentes (Lambert et al. 1999; Alkharouf et al. 2006; Melillo et al. 2006;
Bhattarai et al. 2008; Ali et al. 2014; Siddique et al. 2014; Kammerhofer et al. 2015).
Contudo, as complexas respostas da ativacao da PTI contra os fitonematoides ainda
s&o pouco caracterizadas. Assim, o presente estudo mostrou que as respostas da PTI
sdo ativadas e mantidas apos a infeccdo de M. incognita em IPR Afrodite e
hasinalizacdo de defesa dependente de Lrk 14 contra esse patdgeno.

Em outras interacoes, a expressado de PRRs heterélogos demonstrou conferir
resisténciaa bactérias em banana, uva, tomate, arroz e trigo (Lacombe et al. 2010;
Tripathi et al. 2014; Schoonbeek et al. 2015; Schwessinger et al. 2015; Shi et al. 2016).
Da mesma forma, a expressao de PRR em tomateiro conferiu resisténcia a fungos em
Arabidopsis (Fradin et al. 2011). Isso ocorre porque 0s PRRs reconhecem moléculas
microbianas conservadas, expressando-as em hospedeiros heterélogos, podendo ser
eficazes na luta contra uma variedade de agentes patogénicos relacionados.

Kumari et al. (2016) também detectaram discrepancias no padréo de expressao
de genes nas vias de defesa das interacdes compativeis e incompativeis de arroz a
M. graminicola. Além disso, Nguyén et al.(2014) observaram que os nematoides de
galhas sé&o capazes de reprimir a transcricdo de reguladores de defesa chaves, por
meio da expressao do gene Mi-CRT, considerado como supressor de defesa basal
nas fases iniciais de infeccao.

Como diferentes espécies ou cultivares expressam diferentes graus de
resisténcia, suscetibilidade e tolerancia (Greco e Di Vito 2009), neste estudo, a defesa
basal da cultivar suscetivel também foi vencida por M. incognita. A supressao de Lrk
14 resultou na resposta desuscetibilidade de URS Torena, fato bem evidenciado aos
2 DAI, na maior densidade populacional estudada, bem como para todas as demais
densidades aos 9 DAI, obtendo-se o maior nivel de repressdo com 125
nematoides.parcela™.

Tais resultados, de maneira geral, reforcam a ideia de que, para ocorrer a
expressdo da resisténcia da planta ao nematoide durante o processo de infecgéo, €
necessaria, primeiramente, a deteccdo destes parasitas por células do hospedeiro
(Glazebrook 1999; Smant e Jones 2011). Para isso, entretanto, os nematoides devem
estar em quantidade suficiente para desencadear o reconhecimento. No caso da
suscetibilidade, estes podem suplantar o reconhecimento por PRRs da planta e

promover o parasitismo e a viruléncia (Bent e Mackay 2007; Dangl et al. 2013). Essa
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supressao de PTI por efetores patogénicos leva a suscetibilidade desencadeada por
efetor (ETS), como foi observado neste trabalho, apos a supressdo do gene que
codifica Lrk 14 em URS Torena.

Em resposta ao ETS, as plantas evoluiram as proteinas R a fim de reconhecer
esses efetores ou proteinas de aviruléncia (Avr) (Nimchuk et al. 2003). Assim, as
plantas hospedeiras desencadeiam proteinas R para interagir direta ou indiretamente
com os patégenos e induzir uma resposta de defesa eficiente, referida como effector-
triggered immunity (ETI). Esse reconhecimento da Avr por proteinas R é seguido por
sinalizacdo de defesa que, frequentemente, estd associada areacdo de
hipersensibilidade (HR) (Moffett et al. 2002).

Tais reacdes estao diretamente relacionadas ao gene que codifica LOX. Isso
porque, nas plantas, a via do metabolismo de LOX é iniciado pela adigdo da molécula
de oxigénio na posicdo do C9 ou C13 de 4&cido linoleico, produzindo os
correspondentes 9 e 13-hidroperoxidos (Wasternack 2007). Posteriormente, estes
podem ser metabolizados em compostos tais como JA e jasmonato de metila
(Creelman e Mullet 1997; Nemchenko et al. 2006; Yoon et al. 2009).

Sabe-se que JA contribui para inducéo da resisténcia inespecifica as doencas
e desempenha importante papel na ativacdo da SAR contra o ataque de patégenos
(Isayenkov et al. 2005). Isso resulta na producdo de metabdlitos secundarios, assim
como flavonoides e uma série de proteinas de defesa nas raizes, que séo toxicas para
0s nematoides in vitro (Soriano et al. 2004), desencadeando a HR (Levine et al. 1994;
Morel e Dangl 1997; Bruinsma et al. 2009).

Alguns autores demonstraram que as enzimas LOX, responsaveis pela
biossintese dos precursores do JA, foram altamente induzidas nas interacfes
incompativeis tomatee soja - M. javanica (Bhattarai et al. 2008; Klink e Matthews
2009), sendo que uma linhagem mutante para esse gene, ZOOLX3, foi mais
suscetivel a Meloidogyne spp. (Gao et al. 2008). Essas observacdes demonstram que
LOX e JA sao sinais-chaves envolvidos na defesa da planta contra Meloidogyne spp.
e, possivelmente, a outros nematoides sedentarios.

Assim, verificamos no presente trabalho que, na cultivar resistente, os niveis
basais de LOX foram mantidos independente dos tratamentos analisados. Porém,
assim como observado para o gene Lrk 14, houve tendéncia a inducéo na densidade
de 125 nematoides.parcela?, aos 2 DAI, bem como de 62 nematoides.parcela, aos

9 DAI, o que reforca o papel de LOX na resposta de defesa a M. incognita. Tais
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informacgdes sao corroboradas por Gobel et al. (2003), pois a atividade de 9-LOX e a
expressdo de mRNA séo induzidas por infeccdo patogénica em batata, apoiando o
papel de 9-LOXs na defesa de plantas contra infec¢Bes fangicas.

Para URS Torena, ao contrario, LOX apresentou perfil de expressdo com
repressao significativa, principalmente na densidade de 500 nematoides.parcela, aos
2 DAI. Ja aos 9 DA, o efeito do parasitismo do nematoide ficou mais evidente, visto
gue LOX mostrou represséo significativa em todas as densidades populacionais, mas
principalmente em 125 nematoides.parcelal. Do mesmo modo, plantas de Nicotiana
attenuata deficientes em LOX sdo mais vulneraveis ao ataque de Manduca sexta, que
também atrai outros herbivoros, tais comoEmpoasca spp. e,quando em comparacao
com plantas resistentes, a defesa mediada por LOX3reduziu o crescimento larval e a
herbivoria (Voelckel et al. 2004).

Perfil de expressdo semelhante para LOX tem sido relatado em outras
interacdes. Nas interacdes compativel e incompativel de pepino a bacterioses, a
expressao na cultivar resistente é sempre maior nas primeiras horas de infeccao
(Farahani e Taghavi 2016). A expressdo de LOX também aumenta em
tomateirosresistentes inoculados com Pseudomonas putida (Mariutto et al. 2011),
assim como na interacao incompativel de feijdo comum - Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola (Croftet al. 1993).

Alguns estudos ja identificaram genes que respondem a infeccdo por
nematoides, em ambas as interacfes, compativeis e incompativeis, cuja regulacao
varia devido, entre outros fatores, ao tempo decorrido desde a percepcao dos
patégenos (Guimarées et al. 2010; 2015; Tirumalaraju et al. 2011; Portillo et al. 2013).
Em gendtipos resistentes, a grande maioria dos genes sao reprimidos em resposta a
infeccdo, seguindo-se uma induc¢éo, o que corroboraos estudos com outras interacdes
planta - nematoides de galhas (James et al. 2005; Portillo et al. 2013) e soja -
nematoide do cisto (Klink et al. 2007).

De acordo com Jalloul et al. (2002), a expresséo de LOX de forma mais precoce
€ crucial para reprimir o patébgeno na interacdo incompativel entre Xanthomonas-
algodao, em relacdoa interacdo compativel. Isso porque os produtos do metabolismo
de LOX sdo essenciais para induzir resposta hipersensivel no local da infec¢do ou
parasitismo,uma vez que a oxidacéo lipidica mediada por LOX pode causar danos a

membrana durante a HR (Rusterucci et al. 1999).
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Estes danos ja foram comprovados na interacdo incompativel aveia branca -
M. incognita, aos 15 DAI, pela observacdo de alteracGes histopatoldgicas, onde as
células ao redor do cilindro vascular mostravam-se desorganizadas e lignificadas,
indicando a tipicaHR (Marini et al., 2016). Respostas semelhantes a RH, em funcéo
da infeccdo por nematoides, comumente ocorrem em outras espécies de plantas,
incluindo cafeeiro (Anthony et al. 2005; Albuquerque et al. 2010), videira (Anwar e
Mckenry 2002) e ameixeiras (Saucet et al. 2016). Nessas espécies resistentes, a HR
€ geralmente eficiente na interrupcdo do desenvolvimento dos nematoides
(Albuquerque et al. 2010; Khallouk et al. 2011) e/ou na degeneracdo dos sitios de
alimentacao (Anthony et al. 2005; Fourie et al. 2013).

Assim, acredita-se que ha regulacéo tardia e negativa em URS Torena quando
inoculada com M. incognita. Lrkl4parece atuarapenas como amplificador de
respostas de defesa inicial em IPR Afrodite, prolongando o sinal de ameaca iminente
apos a deteccdo inicial do patégeno. Dessa forma, LOX é desencadeado, uma vez
gue a resposta induzida por efetores parece ser mais forte e mais prolongada do que
a resposta induzida por MAMPs ou DAMPs (Tao et al. 2003; Wise et al. 2007). Além
disso, a resposta para os efetores geralmente resulta em HR, enquanto MAMPs ou
DAMPs, normalmente, ndo causam morte celular (Boller e Felix 2009; Yamaguchi et
al. 2011).

Genes relacionados ao desenvolvimento das plantas de aveia também foram
analisados neste estudo, tal como o gene que codifica 12S. Seu papel em aveia é
atuar, durante o desenvolvimento das plantas, no acumulo de grandes quantidades
de proteinas de armazenamento, que servem como fontes de nitrogénio, enxofre e
compostos de carbono (Shotwell e Larkins 1989). Porém, ndo foram observadas
diferencas significativas na expressdo desse gene entre o0s tratamentos ora
analisados. Isso sugere que o acumulo da proteina globulina ndo é afetado pela
infeccdo de M. incognita e ndo h& diferenca entre as cultivares analisadas nos
periodos avaliados. O contrario pode ser observado em outras interacdes, tais como
0 conjunto de 32 genes de proteinas de armazenamento em arroz, como a prolamina,
a glutelina e globulina, que éaltamente induzido contra a infeccdo por Ustilaginoidea
virens (Fan et al. 2015).

Com relacdo ao gene que codifica Phy 3, sabe-se que este participa da
modulacdo do crescimento vegetativo para o0 crescimento reprodutivo, do

estabelecimento da plantula e da mudanca do relogio circadiano (Rao et al. 2010).



80

Contudo, as vias especificas de sinalizagdo induzidas pela luz que interagem com
caminhos de defesa sao ainda pouco estudadas. Genoud et al. (2002) demonstraram
respostas cruzadas entre sinalizacdo de fitocromo e percepcdo de SA e
desenvolvimento de HR em Arabidopsis apods inoculagdo com Pseudomonas syringae
avirulento. No entanto, a HR responsavel pela resisténcia aTurnip Crinkle Virus, por
outro lado, provou ser independente do fitocromo (Chandra-Shekara et al. 2006),
assim como demonstrado neste estudo, pois ndo houve diferenca entre os
tratamentos analisados para a expressao desse gene.

Os presentes resultados a respeito do patossistema M. incognita — aveiabranca
contribuem para o entendimento da complexa interacdo molecular entre
monocotiledéneas e nematoides de galhas, ainda pouco estudada. Tais informacdes
poderdo ser utilizadas para a reducdo da suscetibiidade a nematoides
epossivelmente, também para outras pragas,uma vez que o piramidamento de genes
de resisténcia alternada contra Meloidogynespp. ja provou ser eficaz em outras
culturas (Djian-Caporalino et al. 2014). Além disso, poderdo ser utilizados como
estratégias para garantir maior durabilidade da resisténcia e melhorar o controle de

nematoides fitopatorasitas a longo prazo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Tolerdncia contra M.incognita, aliada a elevada resisténcia, foi, portanto,
identificada na cultivar IPR Afrodite, que foi capaz de suprimir o desenvolvimento
desse parasita e também ndo apresentou decréscimo significativo em seu
desenvolvimento, em fungcdo do ataque do mesmo. Essas caracteristicas fazem de
IPR Afrodite uma importante op¢do de manejo de M. incognita, ja que podera induzir
a reducéo populacional dos nematoides presentes no solo, melhorando as condicbes
fitossanitarias para a cultura subsequente, bem como nao terd sua produtividade
alterada, garantindo lucratividade ao produtor. Além disso, no presente trabalho,
analisou-se a expressao génica diferencial em IPR Afrodite, em comparacao a cultivar
suscetivel, sugerindo-se genes candidatos que desencadeiariam mudancas no perfil
de expressao e que, possivelmente, estariam envolvidos na imunidade desencadeada
por PAMP (PTI) ou Effector-Triggered Imunity (ETI), que suscitaria em reacao de
hipersensibilidade. Tal informacdo é de suma importancia para os programas de
melhoramento genético ndo somente de aveia, mas de também de outras culturas que
sao afetadas por M. incognita. Isso porque tal conhecimento permite que genes de
resisténcia individuais ou combinados sejam implantados, através de selecao
assistida por marcadores, ou mesmo inseridos, através de transformacéo genética,
em cultivares comerciais,0 que traria varios beneficios para o controle desse
nematoide em sistemas integrados de manejo. Aliado a isso, 0S riscos para 0 meio
ambiente e para a saude humana seriam reduzidos, uma vez que menos nematicidas
quimicos seriam utilizados,além da possibilidade de alcancar uma resisténcia
duradoura a esse patogeno.

Estudos posteriores serdo, ainda, necessarios, para o esclarecimento acerca
de outros genes candidatos que poderiam estar envolvidos no mecanismo de
resisténcia a esse e outros fitonematoides, bem como a respeito da viabilidade técnica
da transferéncia desses genes para outras culturas, uma vez que IPR Afrodite
apresenta elevada resisténcia a M. incognita e essa caracteristica é bastante

desejavel na agricultura mundial.
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