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RESUMO

A soja é um dos principais produtos agricolas do mundo e desempenha um papel fundamental
na economia agricola brasileira. No entanto, apesar de estar em constante expansdo, sua
producdo enfrenta desafios, sobretudo o parasitismo por nematoides formadores de galhas
(NFG) do género Meloidogyne. O género é composto por endoparasitas obrigatérios que
invadem as raizes das plantas hospedeiras para estabelecer um sitio de alimentacdo. Esse
processo resulta na formacéao de galhas, constituidas por aglomerados celulares, que dificultam
a absorcdo eficiente de agua e nutrientes pela planta parasitada, causando prejuizos ao seu
desenvolvimento e produtividade. As metodologias tradicionais de controle dos NFG, incluindo
rotacdo de culturas, uso de nematicidas quimicos, controle bioldgico e emprego de cultivares
moderadamente resistentes, ndo sdo eficazes, resultando em prejuizos anuais de bilhdes de
ddlares em todo o mundo. Dessa forma, o desenvolvimento de estratégias biotecnoldgicas para
incorporar novas fontes de resisténcia em cultivares elite apresenta grande potencial. Diante
disso, este estudo teve como objetivo a aplicacdo conjunta de duas abordagens biotecnoldgicas
para o controle do NFG Meloidogyne incognita na soja: (1) a superexpressao do gene
AdEXLBS, relacionado a tolerancia das plantas aos nematoides; e (2) o silenciamento génico
induzido pelo hospedeiro (SGIH), por meio de RNAI, tendo como alvos genes fundamentais
para a sobrevivéncia ou infec¢do do NFG, incluindo aqueles responsaveis pela codificacédo de
cisteina protease, isocitrato liase, fator de splicing e o efetor 16D10. Plantas de soja
geneticamente transformadas (GM) foram obtidas e genotipadas para a presenca e expressao de
transgenes por PCR e por ensaios imunoenzimaticos (ELISA). Na geracdo T2, plantas de trés
eventos independentes de transformacéo foram desafiadas a M. incognita em bioensaio em casa
de vegetacdo. Sessenta dias ap6s a inoculagdo, as plantas GM apresentaram redugdes médias
significativas no nimero de galhas por grama de raiz (28,6%), nas massas de ovos por grama
de raiz (48,6%), no nimero de ovos por grama de raiz (59,4%) e no fator de reproducédo (FR)
estimado do nematoide (43,4%), em relacdo as plantas ndo transformadas (NT). A expressdo
de AdEXLB8 em raizes de plantas GM dos trés eventos de transformac&o analisados foi elevada
e ausentes nas plantas NT. Andlises histologicas das galhas revelaram sitios de alimentacéo
com desenvolvimento prejudicado naquelas provenientes de raizes transgénicas em detrimento
das NT. Portanto, os dados indicam que a piramidacdo das estratégias biotecnoldgicas
empregadas neste estudo foi eficaz na reducdo da suscetibilidade da soja a M. incognita, além
de promover praticas agricolas mais sustentaveis e com menor dependéncia de defensivos
quimicos no manejo de NFG.

Palavras-chave: Nematoides formadores de galhas; Glycine max; Transgenia; Superexpressao
génica; RNA interferente.



ABSTRACT

Soybean is one of the world's major agricultural commaodities and plays a crucial role in Brazil's
agricultural economy. However, despite its continuous expansion, soybean production faces
significant challenges, particularly parasitism by root-knot nematodes (RKN) of the
Meloidogyne genus. This genus comprises obligate endoparasites that invade the roots of host
plants to establish a feeding site. This process leads to the formation of galls, consisting of
cellular clusters, which impair the efficient absorption of water and nutrients by the parasitized
plant, ultimately affecting its development and productivity. Traditional RKN control methods,
including crop rotation, chemical nematicides, biological control, and the use of moderately
resistant cultivars, have shown limited effectiveness, resulting in annual global economic losses
amounting to billions of dollars. Therefore, the development of biotechnological strategies to
incorporate novel resistance sources into elite cultivars presents significant potential. In this
context, the present study aimed to evaluate the combined application of two biotechnological
approaches for controlling Meloidogyne incognita in soybean: (1) overexpression of the
AdEXLB8 gene, associated with plant tolerance to nematodes; and (2) host-induced gene
silencing (HIGS) via RNA interference (RNAI), targeting essential genes for RKN survival or
infection, including those encoding cysteine protease, isocitrate lyase, splicing factor, and the
16D10 effector. Genetically modified (GM) soybean plants were generated and genotyped for
transgene presence and expression using PCR and enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISA). In the T2 generation, plants from three independent transformation events were
challenged with M. incognita in a greenhouse bioassay. Sixty days post-inoculation, GM plants
exhibited significant reductions in key parasitism indicators compared to non-transformed (NT)
plants, including a 28.6% decrease in the number of galls per gram of root, a 48.6% reduction
in egg masses per gram of root, a 59.4% decrease in the number of eggs per gram of root, and
a 43.4% reduction in the estimated nematode reproduction factor (RF). Furthermore, ADEXLB8
expression was elevated in the roots of GM plants across all three transformation events
analyzed, while absent in NT plants. Histological analyses of galls revealed impaired feeding
site development in transgenic roots compared to NT roots. Thus, the data indicate that the
pyramiding of biotechnological strategies employed in this study was effective in reducing
soybean susceptibility to M. incognita, while also promoting more sustainable agricultural
practices with reduced reliance on chemical nematicides for RKN management.

Keywords: Root-knot nematodes; Glycine max; Transgenics; Gene overexpression, RNA
interference.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merr.), origindria da China (Guo et al., 2010), é um dos
produtos agricolas mais importantes do mundo, destacando-se como valiosa fonte de proteina
tanto para o consumo humano quanto para a producéo de racao de alta qualidade para animais
(Hartman; West; Herman, 2011; Hamawaki et al., 2019). No Brasil, a sua producdo é um dos
pilares da economia agricola. Em 2022, o pais se consolidou como o maior produtor e
exportador mundial de soja e alcancou em 2024 a producgdo de 147 milhdes de toneladas
(CONAB, 2024; FAOQ, 2022). Além de seu impacto econémico, o cultivo da soja € vital para
seguranca alimentar mundial (Hartman; West; Herman, 2011). Apesar de estar em constante
expansao, a producdo de soja enfrenta desafios e um que se destaca € o parasitismo por
fitonematoides, que compromete a produtividade das lavouras e exige solugdes agricolas
inovadoras para manter o crescimento sustentavel da producéao (Lima et al., 2017; Vieira-Filho,
2024). Esses nematoides parasitas de plantas (NPP) sdo responsaveis por perdas econémicas
significativas na agricultura, podendo reduzir a produtividade anual em até 12% e gerar
prejuizos de bilhGes de ddlares (Nicol et al., 2011; Bernard; Egnin; Bonsi, 2017). Entre os
principais nematoides responsaveis por esses danos, sobressaem os nematoides formadores de
galhas (NFG), do género Meloidogyne, os quais foram considerados o grupo mais significativo
de nematoides fitopatogénicos na patologia molecular (Jones et al., 2013). Meloidogyne
incognita é uma das espécies do género mais citada, provocando prejuizos consideraveis em
diversas culturas de grande importancia econémica (Abad et al., 2008). Os juvenis pré-
parasitarios (ppJ2) de Meloidogyne spp. invadem as raizes de seus hospedeiros inicialmente
pela zona de alongamento e migram intercelularmente até a ponta da raiz. Posteriormente,
penetram no cilindro vascular, onde estabelecem seu local de alimentagdo (Vieira; Engler;
Almeida-Engler, 2013). Ali, selecionam de quatro a oito células vivas do tecido vascular da
raiz, nas quais injetam suas secrec6es que transformam células vegetais em células gigantes
(CG) de alimentacdo que fornecerdo os nutrientes necessarios para o desenvolvimento do
nematoide (Quentin; Abad; Favery, 2013). Essas CG sao caracterizadas por mudancas
fisiologicas e morfoldgicas. Tornam-se hipertrofiadas e multinucleadas devido a multiplos
ciclos de divisdo mitdtica, sem citocinese (Almeida-Engler et al., 1999). O resultado € a
formacéo de galhas, que impedem uma absorcdo eficiente de agua e de nutrientes pelas raizes
de plantas parasitadas e consequentemente reduz o crescimento e a produtividade
(Melakeberhan, 1987; Lu et al., 2014).
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Abordagens de manejo tém sido adotadas para mitigar os danos provocados por esses
parasitas obrigatorios. Metodologias como rotagdo de culturas, uso de nematicidas quimicos,
controle bioldgico e plantio de cultivares resistentes tém sido amplamente aplicadas. No
entanto, poucas delas conseguem contornar de maneira eficaz essa ameaga (Desaeger; Dickson;
Locascio, 2017). No contexto da soja, uma das culturas mais afetadas por fitonematoides, essas
abordagens tornam-se ainda mais cruciais, dado o impacto econdmico substancial da
leguminosa (Lima et al., 2017).

Nesse sentido, a engenharia genética de plantas se apresenta como uma alternativa
promissora no combate aos nematoides por meio do desenvolvimento de gendtipos vegetais
menos suscetiveis. A superexpressdo in planta de genes de resisténcia tem sido amplamente
empregada na pesquisa de melhoramento vegetal com o objetivo de contornar os efeitos de
estresses bioticos e abidticos (Brasileiro et al., 2021; Zhang et al., 2022; Basso et al., 2023;
Araujo et al., 2024). Genes pertencentes a familia das expansinas tém destaque como potenciais
alvos para o aumento da resisténcia em cultivares. Estudos recentes evidenciaram que a
regulacdo da expressdo dos genes dessa familia pode desempenhar um papel importante no
fortalecimento das defesas das plantas contra patégenos, incluindo nematoides (Guimarées et
al., 2017a, b; Basso et al., 2023). Além disso, essa modulacdo também pode contribuir para
aumentar a tolerancia das plantas a condi¢fes adversas, como seca e salinidade (Cosgrove,
2015; Brasileiro et al., 2021). Entre os genes da subfamilia expansina-like B (EXLB), o
AdEXLBS8 destaca-se por sua expressao altamente especifica e responsiva a maltiplos estresses
(Guimaraes et al., 2017a). A superexpressdo desse gene em raizes pilosas (hairy roots) de soja
e de amendoim resultou em uma reducdo significativa na formacéao de galhas de M. javanica e
M. arenaria, respectivamente, reforcando seu potencial como ferramenta molecular para o
melhoramento genético de culturas mais tolerantes a NFG (Guimaraes et al., 2017a, b).

O silenciamento génico induzido pelo hospedeiro (SGIH) via RNAI de genes essenciais
a sobrevivéncia ou ao parasitismo de fitonematoides tem sido estudado de forma abrangente e
aplicado no desenvolvimento de plantas mais tolerantes a esses parasitas (Banerjee et al., 2017;
Lisei-de-Sa et al., 2021; Kumar et al., 2022; Moreira et al., 2024). Souza-Junior et al. (2013)
ao estudarem o impacto do knockdown de trés proteases — uma aspartica (Mi-ASP-1), uma
serina (Mi-SER-1) e uma cisteina (Mi-CPL-1) — em M. incognita via SGIH, demostraram que
essas proteinas desempenham papéis importantes em diferentes processos de desenvolvimento
do nematoide, como na alimentacgdo, na embriogénese e na reproducdo. Além disso, o SGIH de
Mi-CPL-1, por si so, reduziu significativamente a capacidade de parasitismo de M. incognita

em plantas de tomate, resultando em uma diminui¢do de 60-80% nos niveis de infeccdo e
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reproducéo do parasita (Shingles et al., 2007; Dutta et al., 2015). Esses estudos ressaltam como
0 metabolismo desempenha um papel central no parasitismo de M. incognita, com proteases e
vias metabdlicas especificas influenciando processos criticos do parasitismo. Nesse ambito, a
via do glioxilato surge como outro componente essencial. Nessa via, nematoides utilizam
lipidios armazenados para gerar energia, especialmente em periodos de escassez ou nos estagios
iniciais do parasitismo. Esse processo envolve as enzimas malato sintase (MS) e isocitrato liase
(ICL) (Wadsworth e Riddle, 1989). Com o intuito de entender melhor o papel da ICL no
parasitismo de M. incognita, foi analisada a supresséo do gene por meio de SGIH em plantas
de tabaco superexpressando o dsRNA para o gene da enzima do nematoide (Mi-ICL). Os
resultados mostraram que ndo foi observada nenhuma alteracdo na formacdo de galhas, no
entanto, houve reducgdes de 52 a 77% na oviposi¢do do nematoide, indicando que o gene pode
estar envolvido no estagio inicial de desenvolvimento e na reproducdo de M. incognita
(Lourenco-Tessutti et al., 2015). Genes relacionados ao processamento do RNA mensageiro
(mRNA) fazem parte de outra categoria previamente estudada para silenciamento génico em
nematoides. Nesses organismos, 0 gene associado ao fator de splicing é essencial para o
desenvolvimento e desempenha um papel fundamental no metabolismo do RNA (Yadav,
Veluthambi e Subramaniam, 2006). A superexpressdo do dsRNA para o gene do fator de
splicing de M. incognita (Mi-FS) em plantas de tabaco e Arabidopsis thaliana, visando o SGIH,
conferiu uma defesa eficiente contra 0 NFG (Yadav, Veluthambi e Subramaniam, 2006; Kumar
et al., 2017). Outra classe de genes que tem sido muito investigada para silenciamento génico
em fitonematoides é a de efetores (Bournaud et al., 2018; Mendes et al., 2021; Moreira et al.,
2022). Huang et al. (2006) validaram o gene efetor 16010 de Meloidogyne spp. como essencial
ao parasitismo de NFG. A expressdo in vivo de dsRNA 16D10 em A. thaliana resultou em
resisténcia eficaz contra as quatro principais espécies do género. Foram observadas reducdes
de 63-90% no numero de galhas nas raizes das plantas transgénicas quando comparadas com o
controle (ndo transgénicas).

Portanto, considerando o sucesso da biotecnologia no estudo e desenvolvimento de
genotipos vegetais mais tolerantes a diferentes tipos de estresses e diante da necessidade urgente
de novas estratégias para mitigar os efeitos negativos causados por NFG na cultura da soja, este
estudo teve como objetivo desenvolver um genotipo de soja geneticamente modificado (GM)
com menor suscetibilidade & M. incognita, um dos nematoides mais prejudiciais a produgéo da
leguminosa (Lima et al., 2017). A fim de atingir esse propoésito, foram empregadas duas
estratégias biotecnoldgicas de forma combinada, para a transformacéo genética dos embrides

de soja. A primeira estratégia buscou a superexpressdo do gene AdEXLBS, cuja funcéo ja foi
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previamente associada ao aumento da resisténcia de plantas a NFG (Guimaraes et al., 2017b,
c; Brasileiro et al., 2021). A segunda, consistiu no SGIH via RNA interferente, de quatro genes
essenciais a sobrevivéncia ou & infectividade do fitonematoide na planta: Mi-CPL-1, Mi-ICL,
Mi-FS e 16D10.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 NEMATOIDES FITOPARASITAS E SEUS IMPACTOS NA AGRICULTURA

Os nematoides sdo o grupo de animais multicelulares mais abundante do planeta (Van
den Hoogen et al., 2019). Esses organismos possuem uma distribui¢do global, habitando uma
vasta gama de ambientes, incluindo ecossistemas marinhos, de agua doce e terrestres. Alguns
nematoides foram documentados em locais extremos, como desertos, fontes termais e mares
polares (Schafer, 2016). O tamanho dos nematoides € varidvel, desde organismos
microscopicos com menos de 100 um, como Grifiella minutum, um nematoide marinho, até
grandes parasitas de animais, como Placentonema gigantesca, que parasita cachalotes e pode
ultrapassar 8 metros de comprimento (Shah e Mahamood, 2017). Esses animais S&o
caracterizados por um corpo alongado em formato de verme, uma anatomia flexivel,
transparente e de simetria bilateral, bem como uma cuticula composta por colageno com funcéo
de revestimento e prote¢do (Wharton, 2012; Wilschut e Geisen, 2021). Enquanto algumas
espécies adotam um estilo de vida livre, alimentando-se de microrganismos, matéria organica
em decomposicdo ou predando insetos e outros nematoides, outras sdo parasitas de plantas ou
animais, sendo os NPP, denominados fitonematoides (Maggenti, 1981; Schafer, 2016).

Os fitonematoides estdo entre os principais fatores limitantes da producdo agricola
mundial (Carneiro; Lima; Correia, 2017). Com a capacidade de infectar uma ampla variedade
de espécies vegetais, tanto monocotiledéneas quanto dicotileddneas, esses organismos atacam
raizes, caules e folhas, comprometendo a absorcdo de agua e nutrientes (Shah e Mahamood,
2017). Como consequéncia, as plantas perdem vigor, levando a significativas perdas
econémicas na agricultura, com reducdes na producdo anual de até 12%, o que representa
prejuizos de bilhdes de ddlares (Nicol et al., 2011; Bernard; Egnin; Bonsi, 2017). Entre os
fitonematoides mais prejudiciais, 0s endoparasitas destacam-se por sua capacidade de invadir
os tecidos vegetais e se instalar no interior da planta hospedeira. Aqueles que causam mais

impactos na producéo agricola sdo os NFG (Meloidogyne spp.), 0s nematoides formadores de
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cistos (NFC) (Heterodera spp. e Globodera spp.) e 0os nematoides das lesdes radiculares
(Pratylenchus spp.) (Jones et al., 2013). Nesse contexto, Meloidogyne spp. foram classificados
como o grupo mais relevante de NPP na patologia molecular, de acordo com um estudo que
identificou e classificou os dez principais fitonematoides de maior impacto (Jones et al., 2013).
Trés espécies de NFG - M. incognita, M. javanica e M. enterolobii - sozinhas provocam
prejuizos anuais que somam US$ 6,5 bilhGes no mercado da soja (Barros et al., 2022). Nesse
ambito, M. incognita se destaca por sua capacidade de infectar as raizes de quase todas as
plantas cultivadas, tornando-o talvez um dos patégenos mais prejudiciais as culturas agricolas
(Trudgill e Blok, 2001).

2.2 MECANISMOS DE PARASITISMO DE Meloidogyne spp. E METODOS DE
CONTROLE

A espécie M. incognita é considerada a mais endémica das Américas entre as 98
espécies do género catalogadas até o momento, que abriga os NFG (Jones et al., 2013). Os
NFGs receberam esse nome devido a sua capacidade de induzir a formacdo de estruturas
chamadas galhas ou nddulos nas raizes das plantas infectadas. O processo de inducéo das galhas
ocorre apds o estabelecimento do nematoide na planta. Inicialmente, a parede celular é
perfurada pelo estilete do parasita e degradada com a ajuda de proteinas secretadas pelo NFG
juvenil de segundo estadio pré-parasita (ppJ2, do inglés, pre-parasitic juvenile 2), ap6s o
reconhecimento de sinais quimicos atrativos liberados pelas raizes (Wieczorek, 2015; Wang,
Masler, Rogers, 2018). Ao penetrar a coifa da raiz, o agora juvenil de segundo estadio (J2)
desloca-se pelos tecidos corticais até alcancar o cilindro vascular, onde estabelece seu sitio de
alimentacéo. Ali, seleciona de 4 a 8 células vegetais para sua nutricdo. Esse processo é mediado
pela secrecdo de proteinas efetoras de sua glandula dorsal, que ndo apenas permitem a captacdo
de &gua e nutrientes no sitio de alimentacdo, mas também suprimem as respostas de defesa da
planta, favorecendo o parasitismo (Abad et al., 2008; Quentin; Abad; Favery, 2013). Durante a
infeccdo, o nematoide induz alteracOes celulares, levando a formacdo de CG. Essas celulas
resultam de sucessivas divisdes mitoticas sem citocinese, podendo conter até 100 nucleos e
atingir um tamanho 400 vezes maior gque as células vasculares normais da raiz (Caillaud et al.,
2008; Abad et al., 2008). O continuo extravasamento de citoplasma das células infectadas
transforma a regido em um foco de intensa atividade metabolica, promovendo a proliferacdo

celular ao redor do NFG e formando as galhas, que séo o principal sintoma da infeccdo (Subedi,
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Thapa, Shrestha, 2020). Quando a estrutura de alimentacdo esta completamente desenvolvida,
inicia-se a fase sedentaria do nematoide que, ao comecar a se alimentar, sofre ecdise e passa
para o estadio J3 (Bernard; Egnin; Bonsi, 2017). O desenvolvimento continua e, apds mais duas
ecdises, 0 nematoide chega ao estadio adulto, no qual pode se desdiferenciar em macho ou
fémea (Bellafiore et al., 2008). Os machos, raramente observados, retornam ao solo, enquanto
as fémeas permanecem nas raizes, onde continuam seu desenvolvimento. Diferentemente de
outros patégenos vegetais, M. incognita se reproduz por partenogénese mitdtica, tornando
desnecesséria a presenca de machos para a fecundacgdo da célula gametogénica (Castagnone-
Sereno e Danchin, 2014). Quando maduras, as fémeas depositam na superficie da raiz uma
massa de ovos envolta por uma matriz gelatinosa protetora, que pode abrigar internamente de
centenas a milhares de ovos (Castagnone-Sereno, 2006). A prole dentro dos ovos sofre sua
primeira ecdise e atinge a forma de juvenil de primeiro estddio (J1), que continua seu
desenvolvimento e, ao eclodir, atinge o estadio de ppJ2, indo em direcdo ao solo para infectar
novas raizes (Bellafiore et al., 2008). Ao penetrar uma nova raiz, o0 NFG inicia mais um ciclo
de vida, que tem duracdo aproximada de 30 dias e, como descrito, apresenta: um estadio inicial
de ovo, quatro estadios juvenis (J1, J2, J3 e J4) e a fase madura (fémea) (Kavitha; Jonathan;
Nakkeeran, 2011) (Figura 1).
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J4 féemea ‘
Fase adulta J4 :>
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Figura 1 — Ciclo de vida do NFG Meloidogyne incognita (Fonte: Adaptado de Abad et al., 2008). Em sua fase
infectiva, juvenis de segundo estadio pré-parasita (ppJ2) penetram a coifa da raiz com o auxilio do estilete e passam
a ser denominados juvenis de segundo estadio (J2). Os J2 deslocam-se até o cilindro vascular onde induzem a
transformacdo de células radiculares em células gigantes de alimentagdo (*) que passam a fornecer nutrientes
essenciais a0 nematoide. Nesse estagio o parasita torna-se sedentério e sofre trés ecdises sucessivas (J3, J4 e fase
adulta). Eventualmente, machos podem se desenvolver e abandonar as raizes. As fémeas maduras produzem ovos
que sao depositados na superficie radicular dentro de uma matriz protetora. No interior dos ovos, ocorre a
embriogénese seguida pela primeira ecdise, resultando na formag&o de novos juvenis de primeiro estadio (J1) que
ao eclodirem, se tornam juvenis pré-parasitas de segundo estadio (ppJ2), reiniciando o ciclo. Barra de escala, 50
pm.

E importante ressaltar a maneira como esses fitonematoides contornam os mecanismos
de defesa de suas plantas hospedeiras. No decorrer da evolucdo, as plantas, organismos sésseis
e suscetiveis a estresses como ataque de predadores e patdgenos, desenvolveram estratégias de
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defesa imunoldgica capazes de identificar e reagir ao estresse por meio de adaptacfes em sua
morfologia e fisiologia, como também a nivel molecular (Nawaz et al., 2023). Em termos
morfoldgicos, as plantas podem, por exemplo, induzir a queda de folhas ou diminuir o tamanho
das raizes. J& no nivel fisiolégico e molecular, elas podem ativar mecanismos que utilizam
metabolitos secundarios, geralmente relacionados a defesa vegetal e a sua interacdo com o
ambiente (Hassan et al., 2021). Essas reacfes atenuam o0s impactos de condigdes adversas,
garantindo a sobrevivéncia e a produtividade da planta (Jan et al., 2021). A defesa inicial das
plantas é formada por paredes celulares resistentes, cuticulas cerosas, e metabolitos secundérios
com acdo antimicrobiana (Wan et al., 2021). Essa barreira impede parte dos organismos
patogénicos, porém aqueles que a atravessam, como os NFG, enfrentam uma segunda barreira
de defesa: o sistema imunoldgico intracelular da planta (Nishad et al., 2020). O sistema
imunoldgico inato das plantas é composto por duas camadas que permitem a deteccdo e a
resposta a diferentes tipos de ataques bidticos (Jones e Dangl, 2006; Boller e He, 2009; Zhou e
Zhang, 2020). A primeira camada € ativada quando a planta reconhece padrdes moleculares
associados a patégenos (PAMPs, do inglés, pathogen-associated molecular patterns) ou a
danos celulares (DAMPs, do inglés, damage-associated molecular patterns) por meio de
receptores localizados na superficie celular. Ocorre entdo a inducdo da imunidade desencadeada
por padrbes (PTI, do inglés, pattern-triggered immunity), que tem um papel essencial na
limitacdo da invasdo de patogenos (Zipfel et al., 2004; Jones e Dangl, 2006; Melotto et al.,
2006). Para superar essa barreira, muitos patdgenos, como bactérias, fungos e nematoides,
liberam efetores virulentos no interior das células vegetais, com o objetivo de suprimir a
resposta imunoldgica da planta (Xin; Kvitko; He, 2018; Rocafort; Fudal; Mesarich, 2020).
Como resposta a esses efetores, as plantas ativam uma segunda via imunolégica, geralmente
mais intensa, que € a imunidade desencadeada por efetores (ETI, do inglés, effector-triggered
immunity). A ETI ocorre quando receptores intracelulares de repeticdo rica em leucina (NLRs,
do inglés, nucleotide-binding leucine-rich repeats) reconhecem diretamente ou indiretamente
os efetores (Jones e Dangl, 2006). Nos Gltimos anos, houve grandes avangos na compreensao
de como PTI e ETI se comunicam para proporcionar uma defesa eficaz. Tem-se observado que
ambas as respostas imunoldgicas geram sinais sobrepostos, como cascatas de proteina quinase
ativada por mitdgeno (MAPK, do inglés, mitogen-activated protein kinase), fluxos de célcio,
producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO), reprogramacéo transcricional e sinaliza¢éo
de fito-hormonios (Yuan et al., 2021). Além disso, a PTI pode levar a uma resposta de
hipersensibilidade, causando a morte celular no local da infecgdo, com o objetivo de bloquear

0 crescimento e a propagacao do patogeno (Yin et al., 2022). O embate entre 0 NFG e o0 sistema
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imunoldgico da planta se da ao passo de que proteinas efetoras destes parasitas interferem nos
mecanismos moleculares desencadeados pelas PTI e ETI, como por exemplo quando essas
moléculas efetoras interagem com MAPK visando inativar a sinalizagdo de defesa e favorecer
0 seu parasitismo (Bird, 1974; Siddique et al., 2022). Essa interferéncia dos efetores, se bem
sucedida, pode induzir a suscetibilidade desencadeada por efetores (ETS, do inglés, effector-
triggered susceptibility), uma estratégia dos patdgenos para contornar a imunidade induzida
pela PTI e permitir a sua proliferagdo no hospedeiro (Yuan et al., 2021).

O parasitismo de M. incognita causa danos significativos ao sistema radicular das
plantas hospedeiras ao comprometer a translocacdo de agua e nutrientes. Isso reduz o
crescimento das raizes e leva a sintomas semelhantes aos de estresse hidrico e deficiéncia
nutricional (Bartlem; Jones; Hammes, 2014). Plantas afetadas frequentemente apresentam
prejuizos no desenvolvimento e clorose internerval, caracterizada pelo clareamento progressivo
das folhas, que podem adquirir tonalidades amareladas ou avermelhadas em funcdo dos danos
radiculares (Danchin et al., 2013). Além dos prejuizos diretos provocados pelos nematoides, as
lesbes formadas nas raizes durante o processo de penetracdo do ppJ2 facilitam a invaséo de
fungos e bactérias (Mitiku, 2018). Esses impactos afetam diretamente o rendimento das
culturas, representando um desafio para a agricultura, dado que as perdas anuais devido aos
fitonematoides chegam a bilhdes de dblares (Bernard; Egnin; Bonsi, 2017).

Devido a natureza endoparasita de Meloidogyne spp., o controle eficaz continua sendo
um desafio (Subedi; Thapa; Shrestha, 2020). Entre as estratégias de manejo, o uso de
nematicidas quimicos ainda é o método de controle de curto prazo mais adotado contra NFG
(Hajihassani et al., 2020). Entretanto, ao longo dos ultimos anos, diversos compostos quimicos
a base de brometo de metila, aldicarbe, carbamatos e organofosforados, foram descontinuados
devido a preocupacdes relacionadas a saide humana e aos impactos ambientais (Ntalli et al.,
2016; Oka, 2020). Uma estratégia segura é a rotacdo de culturas com plantas ndo hospedeiras
do parasita. Essa alternativa pode reduzir a densidade populacional de nematoides no solo e
contribuir para atenuacdo dos prejuizos causados pelo parasitismo (Bernard; Egnin; Bonsi,
2017). No entanto, a ampla gama de hospedeiros de Meloidogyne spp. e a presenca de diversas
espécies de NFG no mesmo ambiente, muitas vezes reduz a eficacia da técnica. Além disso, o
plantio de certas culturas pode néo trazer o retorno financeiro esperado pelo agricultor,
dificultando a implementacdo da metodologia (Forghani e Hajihassani, 2020). A utilizacdo de
cultivares resistentes a NFG tem se mostrado uma abordagem eficiente no manejo desses

parasitas. Para a cultura da soja, existem, no mercado brasileiro, diversas cultivares resistentes
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ou moderadamente resistentes a NFG, mas quase todas sdo descendentes de uma Unica fonte de

resisténcia: a cultivar norte-americana ‘Bragg’ (Dias et al., 2010).

2.3 BIOTECNOLOGIA NO MELHORAMENTO DE CULTIVARES

Para atender as demandas do setor agricola, a biotecnologia tem desempenhado um
papel fundamental no melhoramento de cultivares, possibilitando o desenvolvimento de plantas
com maior produtividade, resisténcia a pragas e tolerancia a condi¢cbes ambientais adversas
(Rolla et al., 2014; Ribeiro et al., 2017; Das et al., 2023). Seu uso na agricultura, cresceu
paralelamente ao aumento da populacdo mundial que segue em expansdo, e deve atingir mais
de 9 bilhdes de pessoas até 2050, trazendo a necessidade de uma producdo ainda maior de
alimentos (Basso; Neves; Grossi-de-Sa, 2024). A contribuicdo da biotecnologia no setor
agricola é positiva para a economia e para a saude humana, pois contribuem para aumentar 0s
lucros de agricultores, promover a seguranca alimentar global, ao permitir um maior nimero
de producdo de alimentos, e reduzir o uso de produtos quimicos para controle de ervas daninhas
e pragas (Klumper e Qaim, 2014; ISAAA, 2019; Turnbull; Lillemo; Hvoslef-Eide, 2021). Esses
fatores contribuiram para uma melhor aceitacdo das culturas GM. Segundo o ISAAA, essas
culturas séo vistas como a tecnologia agricola que se disseminou mais rapidamente na histéria
da agricultura moderna (ISAAA, 2019). Com 206,3 milhdes de hectares plantados no ano de
2023 em 27 paises e regifes. Desses, 56,9 milhdes de hectares foram cultivados no Brasil, onde
a soja representa 98% da area cultivada por transgénicos, dada a grande importancia da
leguminosa para a economia agricola nacional (Cheng et al., 2024; CONAB, 2024).

A compreensdo detalhada da genética das plantas e das fungbes dos seus genes é
fundamental para o avanco das cultivares biotecnoldgicas. Nesse contexto, as abordagens
Omicas, tém se mostrado essenciais para investigar os fundamentos genéticos e moleculares que
regulam o metabolismo vegetal. Os recentes avangos nas técnicas dmicas tém aprimorado a
analise dos genomas, transcriptomas, proteomas e metabolomas das plantas durante a interacédo
com patdgenos, permitindo uma compreensdo mais detalhada da resposta da planta a infeccéo
e a identificacdo de possiveis genes de resisténcia (Yang et al., 2021; Arraes et al., 2022). Além
disso, essas abordagens contribuem para elucidar o ciclo de vida dos patdgenos e identificar
novos fatores de viruléncia, bem como seus respectivos alvos nos organismos hospedeiros

(Gomez-Casati et al., 2016). A aplicacdo dessas ferramentas é essencial para desvendar 0s
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mecanismos envolvidos na patogenicidade e para o desenvolvimento de estratégias voltadas ao
melhoramento de cultivares com maior resisténcia a doencas.

A selecdo de uma metodologia de transformacgdo genética eficaz é outro passo
importante no desenvolvimento de culturas GM (Altpeter et al., 2016). Os dois principais
métodos de transformacéo de plantas sdo classificados com base no sistema de entrega de DNA,
que pode ser por bombardeamento de particulas (biobalistica) (Sanford, 1988), que utiliza a
aceleracdo de micro projéteis de ouro ou tungsténio revestidas com moléculas de interesse, para
entrega em células e tecidos ou por transferéncia de T-DNA (DNA de transferéncia) via
Agrobacterium, sendo esse Ultimo, o mais comumente utilizado (Hinchee et al., 1988; Xu et
al., 2022). O método de biobalistica se destaca por sua capacidade de transformar também
organelas e permitir a entrega ndo apenas de sequéncias de DNA, mas também de uma
variedade de materiais, como RNAs, proteinas, nanoparticulas e complexos. No entanto, sua
principal desvantagem esta na introducdo de muitas copias do transgene, além do custo
relativamente elevado (Xu et al., 2022). A transformacdo utilizando Agrobacterium oferece
uma taxa consideravel de insercdo de genes em coOpia Unica, além de ser um processo
relativamente simples e de baixo custo. No entanto, sua limitacéo estéa no fato de permitir apenas
a transferéncia de plasmideos de DNA, ao contrario do metodo biolistico, que possibilita a
entrega de fragmentos de DNA, RNAs e proteinas (Hwang; Yu; Lai, 2017). A capacidade
natural de Agrobacterium spp., que sdo bactérias fitopatogénicas, de transferir o T-DNA para
plantas hospedeiras através de sua infiltracdo em tecidos vegetais danificados, é explorada nessa
metodologia (Gelvin, 2000). Com o objetivo de obter os principais beneficios de cada um desses
métodos de transformacdo, Paes-de-Melo et al. (2020) desenvolveram um protocolo de
transformac&o genética de soja que combina a aceleracdo de microparticulas de tungsténio para
gerar ferimentos no eixo embrionario do explante, com a posterior infiltracdo de A. tumefaciens
nos ferimentos ocasionados, a fim de transferir o T-DNA com sequéncias de interesse, em copia
Unica ou em poucas copias, para o genoma do hospedeiro. O protocolo permitiu a transformacao
estavel de soja com uma eficiéncia média de 9,84% com grande reprodutibilidade (Paes-de-
Melo et al., 2020).

O T-DNA faz parte do vetor binario utilizado na transformacéo via Agrobacterium e é
composto principalmente por sequéncias que delimitam a regido a ser transferida pela bactéria
(bordas esquerda e direita), genes de interesse, sequéncias promotoras e terminadoras, além de
genes de selecéo, que permitem a identificacdo de células transformadas com sucesso e genes
reporteres, que facilitam a visualizagdo da transformacéo (Gelvin et al., 2003; Komari et al.,

2006). As regides promotoras desses vetores sdo elementos fundamentais para o processo de
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transformacéo, uma vez que estdo relacionadas com a regulacdo e estabilidade da expressédo
génica (Basso et al., 2020a). A utilizacdo de promotores constitutivos permite a superexpressao
constante de genes de interesse agrondmico em plantas transgénicas em seus variados tecidos
ou em tecidos especificos, a depender do promotor selecionado. O promotor 35S do virus do
mosaico da couve-flor (CaMV35S) (Odell; Nagy; Chua, 1985) e amplamente utilizado na
producdo de plantas GM, sendo o promotor constitutivo mais empregado nesse contexto. Sua
popularidade se deve a capacidade de induzir altos niveis de expressdo de transgenes,
especialmente em dicotiledoneas (Gudynaite-Saavitch; Johnson; Miki, 2009; Yoo et al., 2005).
Sequéncias promotoras de ubiquitina sdo frequentemente utilizadas na contrucdo de T-DNAs
para transformacao de plantas, visto que possibilitam uma expressao constitutiva alta e algumas
podem levar a niveis de expressdo génica superiores aos do promotor 35S. Esse desempenho é
atribuido ao fato de os genes de ubiquitina apresentarem expressdo ampla na maioria dos tecidos
vegetais. Exemplos disso sdo os promotores de ubiquitina isolados de algoddo (pUceAl.7) e
soja (pUceS8.3), que demonstram alta eficiéncia na regulacao da expressdo génica em diversos
tecidos vegetais, resultando em niveis de expressdo mais elevados que os do promotor
CaMV35S (Viana et al., 2011; Fragoso et al., 2022). Adicionalmente, em estratégias de
piramidacdo génica existe a necessidade de se utilizar uma maior diversidade de promotores,
pois multiplas copias de uma mesma sequéncia promotora podem ocasionar em silenciamento

génico dependente de homologia (Basso et al., 2020a).

2.4 SILENCIAMENTO GENICO INDUZIDO PELO HOSPEDEIRO VIA RNA
INTERFERENTE

O RNA interferente (RNAI), descrito pela primeira vez em nematoides da espécie
Caenorhabtidis elegans por Fire et al. (1998), € um mecanismo de silenciamento génico pds-
transcricional conservado em eucariotos e que foi observado em diferentes espécies de vegetais
e animais (Sen; Blau, 2006; Carthew; Sontheimer, 2009; Berezikov, 2011; Jones; Giorgi;
Urwin, 2011). Esse mecanismo, pode existir de duas formas: a primeira envolve o silenciamento
via microRNAs (miRNA) de mRNA do proprio organismo para fins de manutencdo ou de
desenvolvimento celular; a segunda, utiliza pequenos RNAs de interferéncia (siRNA, do inglés,
small interfering RNA), como método de defesa contra virus de RNA ou contra a atividade de
transposons (Voinnet, 2001; Baulcombe, 2004). As duas vias (microRNA e siRNA) séo
ativadas pela presenca de um RNA de dupla fita (dSRNA), que desencadeia uma cascata de

reacOes até a degradacdo do mRNA alvo (Baulcombe, 2004). No mecanismo direcionado por
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SiRNA, quando um dsRNA é detectado pela maquinaria de RNAI da célula eucariotica, a
endonuclease do tipo RNase 111, especifica para RNA de fita dupla (DICER), cliva 0 dsSRNA
em siRNAs de 21-24 nucleotideos de comprimento, de um modo dependente de ATP. Esses
siRNAs séo reconhecidos pelo complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC, do inglés,
RNA-Induced Silencing Complex), composto por diversas proteinas, onde terdo suas fitas
separadas. Uma das fitas permanece no complexo RISC juntamente com a enzima argonauta e
servira de guia para localizacdo de sequéncias de mMRNA complementares pelo complexo
proteico, que ao identificar uma complementariedade de bases perfeita entre o SiRNA e o
mRNA-alvo, o cliva. Este processo leva a degradacdo do mRNA alvo e consequentemente o

silenciamento génico (Figura 2) (Baulcombe, 2004; Wilson e Doudna, 2013).
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Figura 2 - llustracdo esquematica do mecanismo de RNAI direcionado por siRNA (Fonte: Adaptado de
Silva, 2020). O processo € iniciado pela presenca de um RNA de fita dupla (dsRNA), que é reconhecido e clivado
pela endonuclease DICER, de um modo dependente de ATP, gerando pequenos RNAs de interferéncia (siRNAS)
com aproximadamente 21 a 24 nucleotideos. Em seguida, o siRNA é incorporado ao Complexo de Silenciamento
Induzido por RNA (RISC), que separa as duas fitas do siRNA. Uma das fitas é degradada enquanto a outra € retida
ao complexo e funciona como guia. A proteina Argonauta, componente essencial do RISC, direciona a fita guia
até o mRNA-alvo, promovendo seu reconhecimento por complementariedade de bases e, consequentemente, sua
degradacao pelo complexo, impedindo a sintese da proteina correspondente.

Com a identificacdo do mecanismo de RNAI mediado por siRNAs, tornou-se evidente
0 potencial da técnica para o controle de pragas. Desde entdo 0 RNAI tem sido alvo de estudos
para 0 manejo de NFG na agricultura. Um exemplo é o desenvolvimento de plantas GM que
propiciam SGIH (Lourengo-Tessutti et al., 2015; Lisei-de-Sa et al., 2021; Moreira et al., 2024).
Nessa abordagem, a planta hospedeira atua como uma fonte continua de moléculas de dsRNA
e SiRNA, direcionadas aos mRNAs de genes essenciais do nematoide. Para isso, a planta
transgénica deve carregar uma construcdo génica para a superexpressdo de moléculas de
dsRNA, obtidas por meio da clonagem de um fragmento de cDNA (DNA complementar) do
gene-alvo do nematoide, disposto em orientagdes senso e antisenso, separadas por um intron
ou uma regido espagadora. Ao ser transcrita, essa sequéncia forma uma estrutura de dsRNA em
formato de hairpin. Esse dsSRNA pode ser ingerido pelo nematoide enquanto se alimenta da
célula vegetal ou fragmentado em siRNAs pela enzima DICER da propria planta, sendo
posteriormente assimilado pelo nematoide. Ao ser ingerida, a molécula ativa a maquinaria de
RNAI do nematoide que degrada 0 mRNA complementar, provocando reducdo da expresséo
do gene alvo (Figura 3) (Smith et al., 2000; Dutta; Banakar; Rao, 2015; Banerjee et al., 2017).
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Figura 3 - Processo do silenciamento génico induzido pelo hospedeiro (SGIH), via RNAI, de genes do
nematoide formador de galhas (NFG) Fonte: Adaptado de Banerjee et al., 2017). A planta transgénica produz
continuamente dsSRNA em formato de hairpin, direcionado a genes essenciais do hematoide. Durante o processo
de alimentagdo, o dsRNA pode ser ingerido diretamente pelo nematoide ou processado em siRNAs pelas DICER
da prdpria planta. Apos a ingestdo das moléculas, a maquinaria de RNAi do nematoide é ativada, reduzindo a
expressdo do gene-alvo por meio da degradacdo do mRNA correspondente pelo complexo RISC.

O gene Mi-cpl-1 é responsavel pela sintese de uma proteinase cisteina em M. incognita
exercendo funcdo vital na digestdo de proteinas, dado que sua expressdo foi localizada nas
células intestinais dos nematoides no estadio J2 e em fémeas (Neveu; Abad; Castagnone-Sereno
2003; Shingles et al., 2007). Souza-Junior et al. (2013) detectaram a expressao desse gene em
todas as fases do NFG, apresentando niveis ligeiramente mais elevados em ovos e nos estadios
juvenis (J2, J3 e J4). A superexpressdo de dsRNA em plantas de tomate para o0 SGIH do gene
Mi-cpl-1 de M. incognita ocasionou uma diminuicdo de 60 a 80% na infec¢do e na proliferacéo
do nematoide (Dutta et al., 2015). Souza-Janior et al. (2013) observaram que a reproducao de
M. incognita foi afetada em raizes de tabaco com superexpressao de dsRNA direcionado ao
mesmo gene, resultando em uma reducdo de 42% na quantidade de ovos. Embora a formacéo
de galhas nessas plantas nédo tenha sido alterada, houve uma diminuicdo de 45% no numero
total de galhas e de 32% nas massas de ovos em plantas de tabaco selvagem inoculadas com a
prole de fémeas que parasitaram plantas transgénicas superexpressando o dsRNA para o gene
Mi-cpl-1, em comparacdo ao controle (nematoides que parasitaram plantas ndo transgénicas).
Esses resultados sugerem que 0 gene da proteinase cisteina esta possivelmente envolvido na

reproducdo, embriogénese e viruléncia de M. incognita. Além disso, evidenciaram que o
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silenciamento génico impacta ndo apenas 0s nematoides expostos diretamente ao dsSRNA, mas
também sua prole. Outro gene de M. incognita que foi validado como potencial alvo de SGIH
foi 0 gene que codifica a enzima isocitrato liase — Mi-ICL (Lourengo-Tessutti et al., 2015). Essa
enzima, juntamente com a malato sintase (MS), é essencial ao ciclo do glioxilato. A via permite
que os nematoides aproveitem lipidios armazenados para produzir energia, especialmente
durante periodos de inani¢do ou estagios iniciais de parasitismo. Essa via é caracterizada pela
acdo das enzimas MS e isocitrato liase (ICL), que evitam etapas de descarboxilacdo
(Wadsworth e Riddle, 1989; McCarter et al., 2003). Lourengo-Tessutti et al. (2015) foram os
primeiros a demonstrar que Mi-ICL é expresso no estadio ppJ2 de M. incognita nas células
intestinais e na extremidade da cauda, regiGes, onde o armazenamento de lipidios € mais
abundante. Com o objetivo de ampliar a compreensao acerca da funcdo da ICL no processo de
parasitismo de M. incognita, a supressdo do gene por meio de SGIH foi analisada e resultou em
reducdes de 52 a 77% na oviposicdo em plantas de tabaco superexpressando o dsRNA para o
gene Mi-ICL. No entanto, nao foi observado efeito significativo na formacéao de galhas, o que
sugere que esse gene esta relacionado ao desenvolvimento inicial e a reprodugdo do nematoide.

O splicing alternativo de pré-mRNA ¢é reconhecido como uma das principais fontes de
diversidade proteica em organismos mais complexos, como vertebrados (Black, 2000). Nos
nematoides, 0 gene relacionado ao fator de splicing € um gene de manutencdo indispensavel
para o desenvolvimento do organismo e exerce fungéo crucial no metabolismo de RNA (Yadav;
Veluthambi; Subramaniam, 2006). Plantas de tabaco transgénicas superexpressando o dsSRNA
para 0 gene Mi-FS (fator de splicing de M. incognita) visando o SGIH, proporcionou ao
hospedeiro uma defesa eficaz contra 0 NFG. Ao suprimir quase gue totalmente 0o mRNA alvo
do patdgeno, apenas 2 das 25 plantas transgénicas inoculadas com o nematoide desenvolveram
galhas, as quais eram consideravelmente reduzidas em quantidade e dimensdo (Yadav;
Veluthambi; Subramaniam, 2006). De forma similar, Kumar et al. (2017) obtiveram reducdes
de até 74,5% no numero de galhas e de até 86,6% no nimero de massas de ovos de M. incognita
em plantas de A. thaliana que superexpressavam o dsRNA para 0 mesmo gene, quando
comparadas com plantas controle (ndo transgénicas). A sequéncia de dsSRNA para o gene Mi-
FS foi piramidada com as correspondentes aos genes Mi-CPL-1 e Mi-ICL em plantas
transgénicas de algodao, para suprimir a expressao desses trés genes essenciais de M. incognita
através do SGIH. A estratégia de piramidacdo se mostrou eficiente em reduzir os impactos
causados pela infec¢do do NFG alvo, ao passo que foram reportadas redug@es significativas no
numero de galhas, de massas de ovos e no fator de reproducdo do nematoide nas raizes de

algoddo transgénicas que carregavam a abordagem de RNAI (Lisei-de-Sa et al., 2021).
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Outra categoria de genes explorada de forma abrangente para o silenciamento génico
via RNAI em fitonematoides é a dos efetores (Bournaud et al., 2018; Mendes et al., 2021;
Moreira et al., 2024). Estes genes, expressos na glandula esofagica de NFG, sdo primordiais no
desenvolvimento de CG nas raizes de plantas hospedeiras (Huang et al., 2003; Davis; Hussey,
Baum, 2004). Huang et al. (2006a), descreveram que o peptideo efetor 16D10 atua diretamente
em um fator de transcricdo putativo de vegetais para induzir o crescimento de raizes.
Posteriormente, concluiram que o gene que codifica o peptideo tem funcdo crucial no
parasitismo de NFG ao demostrarem que o SGIH de 16D10 em plantas de A. thaliana
possibilitou 0 aumento de resisténcia do hospedeiro contra quatro espécies de Meloidogyne. Em
seus experimentos, evidenciaram diminuicoes de 63 a 90% e de 69 a 93% no nimero de galhas
e de ovos, respectivamente, nas raizes de Arabidopsis transgénicas, quando inoculadas com M.
incognita, M. javanica, M. arenaria e M. hapla, em contraste com raizes ndo transgénicas
(Huang et al., 2006b).

2.5 EXPANSINAS

As expansinas vegetais sdo proteinas que exercem modificacdes na parede celular de
maneira ndo enzimatica e estdo vinculadas a extensao e relaxamento de células em tecidos em
expansdo e desenvolvimento (McQueen-Mason; Durachko; Cosgrove, 1992; Cosgrove, 2000).
Elas também desempenham papel nas respostas a estresses abidticos e bidticos, incluindo seca,
salinidade, variacdes de temperatura (frio e calor), estresse oxidativo, herbivoria e infeccdo por
fitopatdgenos (Marowa; Ding; Kong, 2016). Isso sugere que essas proteinas fazem parte de um
mecanismo comum de defesa das plantas contra condi¢fes adversas. No entanto, ndo estao
totalmente esclarecidos os mecanismos pelos quais as expansinas contribuem para a tolerancia
das plantas a diferentes tipos de estresse (Guimaraes et al., 2017a). Essas proteinas, de 250 a
300 aminoéacidos de comprimento, estdo presentes em todo o reino vegetal e sdo caracterizadas
pela presenca de um peptideo de sinalizacdo N-terminal sucedido por dois dominios fortemente
conservados, DPBB e CBM63 (Cosgrove, 2015). A partir da avaliagdo da sequéncia
filogenética, a superfamilia das expansinas vegetais foi classificada em duas subfamilias
predominantes, a-expansina (EXPA) e B-expansina (EXPB), que foram objeto de diversos
estudos, e outras duas pouco exploradas, designadas expansina-like A e B (EXLA e EXLB)
(Kende et al., 2004; Marowa; Ding; Kong, 2016). Estas ultimas se distinguem pela auséncia de
determinados dominios conservados presentes nas subfamilias EXPA e EXPB (Li et al., 2002).
Até o presente momento, os estudos tém se dedicado a investigar o0 mecanismo de acéo e a

funcgdo bioldgica das expansinas. Desde a Ultima década, a fim de revelar genes para utilizagdo



26

no melhoramento genético de plantas, genotipos de Arachis selvagens resistentes a multiplos
estresses vém sendo alvo de estudos de prospeccao génica (Janila et al., 2016; Guimaraes et al.,
2017a; Mota et al., 2021). Guimarées et al. (2017a) identificaram 40 genes putativos de
expansina na analise do genoma de A. duranensis e todos tiveram suas expressdes moduladas
em resposta a dois estresses abioticos (tratamento com luz UV e déficit hidrico) e a um estresse
biotico (infeccdo com M. arenaria). Entre os genes analisados, AJEXLB8 despertou o interesse
dos autores ao apresentar uma resposta altamente especifica a cada tipo de estresse. A
superexpressdo de AJEXLB8 em raizes pilosas (hairy roots) de soja inoculadas com o
nematoide M. javanica, reduziu em 82% a formacao de galhas em comparacdo com as raizes
do grupo controle (Guimaraes et al., 2017a). Os autores relataram existir uma relacdo direta
entre a expressdo endogena de EXLB8 em diferentes espécies de Arachis e o aumento da
resisténcia ao nematoide M. arenaria. Ensaios de RT-gPCR indicaram uma maior expressdo do
transcrito de EXLB8 na espécie mais resistente (A. sternosperma), uma expressao moderada na
espécie com resisténcia intermediaria (A. duranensis), e uma expressdo reduzida no genétipo
menos resistente (A. hypogaea ‘Runner’), quando as plantas foram inoculadas com o
fitopatdgeno. A superexpressdo do gene AdEXLB8 em hairy roots transformadas da cultivar de
amendoim suscetivel a nematoide, A. hypogaea ‘Runner’, demonstrou eficiéncia na resisténcia
a M. arenaria. Sessenta dias apds a infec¢do pelo nematoide, houve uma reducédo de 98% na
formacéo de galhas e na quantidade de massas de ovos em comparacdo ao grupo controle
(Guimaraes et al., 2017b). A superexpressdo de ADEXLB8 em plantas de tabaco aumentou a
tolerancia do vegetal ao nematoide M. incognita, ao fungo fitoparasita Sclerotinia sclerotiorum
e a seca (Brasileiro et al., 2021). Essa resisténcia aumentada contra os dois tipos de estresse,
bidtico e abidtico, levou os autores a inferirem que AJEXLB8 estd associada a alteracdes
estruturais na parece celular e a ativagdo de caminhos de sinalizagdo de hormonios vegetais
envolvidos na defesa, apesar de que a maneira como essa proteina influencia na resposta aos

estresses ainda ndo esta esclarecida.

3 HIPOTESE

A piramidacdo de duas estratégias biotecnoldgicas: (1) Superexpressao constitutiva do
gene AdEXLBS8 e (2) o uso do SGIH, via RNAI dos genes do nematoide cisteina protease (Mi-
CPL-1), isocitrato liase (Mi-ICL), fator de splicing (Mi-FS) e 16D10, potencializara a reducéo
da suscetibilidade de plantas de soja a M. incognita.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Reduzir a suscetibilidade de plantas de soja a M. incognita por meio do desenvolvimento
de um gendtipo GM engenheirado pela piramidacdo de duas estratégias biotecnologicas: a
superexpressdo de um gene de resisténcia e o uso do SGIH, via RNAI de genes do
fitonematoide.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Desenvolver plantas GM de soja da cultivar BRS 284 superexpressando
simultaneamente o transgene AdEXLBS, que codifica uma expansina de A. duranensis,
e moléculas de dsRNA para a inducédo do silenciamento dos genes Mi-CPL-1, Mi-ICL,
Mi-FS e 16D10 de M. incognita pela planta hospedeira, durante o parasitismo.

o Avaliar a susceptibilidade de plantas GM a M. incognita em bioensaios em casa

de vegetacdo.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 CONSTRUCAO DO CASSETE DE EXPRESSAO

O cassete de expressdo, denominado ExpMinc2 (Figura 4), utilizado para a
transformacéo de soja, foi projetado para a expressdo do gene ADEXLB8 (acesso GenBank n°
KX588115) de A. duranensis (regido CDS) sob o controle do promotor constitutivo de algodédo
pUceAl.7, que apresenta altas expressdes em tecidos de raizes (Viana et al. 2011). O cassete
de expressdo foi sintetizado pela Epoch Life Science Inc. (Missouri City, Texas, EUA) e
clonado no vetor binario pCambia 0380 (Schoch et al., 2020) (NCBI: txid118382), flanqueado
pelas sequéncias das bordas esquerda (LB, left border) e direita (RB, right border). Para a
expressao dos fragmentos de dsRNA, foram clonadas in tandem, as sequéncias codificadoras
dos genes 16D10 (132 pb; acesso GenBank n° DQ087264), Mi-CPL-1 (201 pb; acesso GenBank
n°AJ557572), Mi-ICL (234 pb; acesso GenBank n° MZ313562) e Mi-FS (200 pb; acesso
GenBank n® AW828516) de M. incognita. Os fragmentos foram clonados em cadeias senso e

antisenso separadas pelo intron piruvato desidrogenase quinase (PDK, do inglés Pyruvate
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Dehydrogenase Kinase) de 748 pb (Smith et al., 2000) para a formacéo do hairpin responsavel
pela ativacdo da maquinaria de RNA interferente, sob regulacdo do promotor constitutivo de
soja pUceS8.3 (Fragoso et al., 2022). O gene ahas, controlado por seu promotor pAHAS e 0
gene bar, controlado pelo promotor pCAMV35S, foram incluidos para conferir tolerancia aos

herbicidas Imazapyr e glufosinato de aménio, respectivamente.

T-AHAS T-NOS T-NOS T-NOS

! I 2.282pb I l

——
o s m R sonss | oesas - @ N

——
753 pb

-Mr'-Cpl-‘f Mi-ICL  Mi-sf pdk Intron SN TOIHN L-IdO'!W-

132pb  201pb  234pb  200pb 748 pb 200pb  234pb  201pb  132pb

Figura 4 - Cassete de expressdo ExpMinc2 (Fonte: Compilagdo do autor). O cassete de expressdo (T-DNA) é
composto por duas sequéncias promotoras, pUceAl.7 e pUceS8.3 que controlam, respectivamente, a expressdo do
gene AdEXLBS e dos fragmentos de dsRNA in tandem senso e anti-senso provenientes de quatro diferentes genes
de M. incognita (Mi-CPL, Mi-ICL, Mi-FS e 16D10) seguidos pelos terminadores T-NOS. Os marcadores de
herbicidas incluiram o gene da aceto-hidroxidcido sintase (ahas), controlado por seu promotor (pAHAS) e
terminador (T-AHAS), e o gene de resisténcia ao glufosinato de aménia (bar), controlado pelo promotor
pCAMV35S e T-NOS.

5.2 TRANSFORMAGAO GENETICA DE SOJA

Foram submetidos a transformacdo genética via Agrobacterium tumefaciens 500
embrides de soja BRS 284 (Embrapa, 2019) que foram transformados com o cassete de
expressao descrito no item 5.1 (Paes-de-Melo et al., 2020). Em seguida, os embrides foram
transferidos para frascos magenta contendo o herbicida de selecdo, Imazapyr (600 nM) e meio
de cultivo para regeneracéo e desenvolvimento de raizes (Paes-de-Melo et al., 2020). Ap6s um
periodo de 3 a 6 semanas na cultura in vitro, as plantulas regeneradas foram submetidas ao
processo de aclimatacdo em casa de vegetacdo a 24°C, sendo transplantadas para sacos plasticos
de muda (25 x 35 cm) contendo solo fertilizado e cobertas com um saco plastico transparente
para protecdo. Ap6s uma semana, 0 saco plastico de aclimatacdo foi removido para seu

completo desenvolvimento e caracterizagdo molecular.

53 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE PLANTAS GENETICAMENTE
TRANSFORMADAS
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A genotipagem de eventos de soja GM foi realizada pela técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) para a amplificacdo do transgene AdEXLBS, utilizando-se de um par de
primers que flanqueiam uma regido de 475 pb compreendida entre o final da sequéncia do
promotor pUceAl.7 e o inicio do gene ADEXLBS. Para isso, foi extraido o DNA total a partir
de dois discos foliares frescos de aproximadamente 1 cm de didmetro cada, pelo método CTAB
(Doyle e Doyle, 1987). A PCR foi executada de acordo com o fabricante do kit GoTag® DNA
Polymerase (Promega, Madison, WI, EUA) utilizando 40 ng de DNA gendémico e 0,2 uM de
oligonucleotideos especificos (Tabela 1), de acordo com o programa: 95°C por 2 min, seguido
de 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos e
finalizado com um ciclo de extensdo final a 72°C por 5 min. Como controle negativo, foi
utilizado o DNA genémico de plantas BRS 284 ndo transformadas (NT), plantas ndo
transgénicas que passaram pelo processo de regeneracdo in vitro e como controle positivo, 0
cassete de expressdo ExpMinc2, utilizado para a transformacéo de soja. Os produtos de PCR
foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,0% (m/v) corado com brometo de etidio
(50 pg/mL).

As plantas identificadas como GM (TQ) foram mantidas em casa de vegetagédo para
autofecundacdo, obtencdo de sementes e avanco de geracdo. Plantas das geracdes T1 e T2 foram
genotipadas por PCR, seguindo o mesmo protocolo descrito acima. Adicionalmente, essas
plantas foram caracterizadas molecularmente pelo ensaio de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA, do inglés Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) para a detec¢do da proteina PAT
(fosfinotricina acetiltransferase), codificada pelo gene bar, presente no cassete de expressao
utilizado na transformacéo. O ELISA indireto foi realizado de acordo com Ribeiro et al. (2017)
usando anticorpos policlonais produzidos em coelhos contra PAT (MBS1491343,
MyBioSource), a partir de amostras de proteinas extraidas de quatro discos foliares frescos de
aproximadamente 1,0 cm cada, de acordo com Aragao e Ribeiro (2015) e foram posteriormente
quantificadas pelo método de Bradford (1976). Seguindo os mesmos protocolos citados
anteriormente, também foi realizado o ELISA indireto contra AAEXLBS, a partir de um peptideo
sintético (CRAFGTVFDVENPP), produzido na empresa GenScript© (New Jersey, EUA). Na
auséncia da proteina ADEXLB8 purificada para quantificacéo, foi feito o calculo de absorbancia

A450nm relativa a NT (controle negativo — plantas ndo transformadas).

Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados na caracterizagdo molecular por PCR e gPCR das plantas de soja.
Tamanho do amplicon (fragmento amplificado) em pares de bases (pb). Tm: Temperatura de dissociacao utilizada
nos experimentos.
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L ) ) Tamanho do
Gene alvo Aplicacédo Primer Forward (5°-3’)  Primer Reverse (5°-3°) ) Tm
Amplicon
GGAGGATCTCTCAGC CTCCATAGTCATCGC
AdEXLBS PCR 475 pb 60°C
TACTT AGTATTC
ATGCATCCGCAGAGC GTAGCTGCGCTCATT
AJEXLBS gPCR 110 pb 60°C
TTTTCA CACCT
CGGGACCAGTGTGCT CCCCTCCACTACAAA
CYP gPCR 154 pb 60°C
TCTTCA AGGCTCG
GACCTTCTTCGTTTCT CGAACCTCTCAATCA
ELF gPCR 161 pb 60°C
CGCA CACGC

5.4 DESAFIO DAS PLANTAS TRANSGENICAS AO NEMATOIDE Meloidogyne incognita

Para avaliar a suscetibilidade de plantas GM ao nematoide, plantas de trés eventos
independentes de transformacéo (Evl, Ev2 e Ev3) e o controle negativo (plantas NT), foram
desafiadas a M. incognita raca 1 em experimentos em casa de vegetacdo. Dez plantas da geracao
T2 de cada um dos trés eventos de transformacdo foram cultivadas em tubetes de 290 mL e
inoculadas com 1.000 juvenis ppJ2 de M. incognita, quinze dias apds a semeadura. O indculo
de M. incognita raca 1 foi multiplicado em tomateiro (Solanum lycopersicum L. cv. Santa Clara)
cultivado em casa de vegetacdo por trés meses. A coleta dos fitonematoides ocorreu 90 dias
apos a inoculacdo e seus 0s ovos foram extraidos de acordo com Hussey e Barker (1973). As
raizes infectadas de tomateiro foram lavadas, coletadas e processadas em liquidificador por 20
segundos, sendo entdo imersas em uma solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5%. Em seguida, o
material triturado foi filtrado com o uso de peneiras de 100, 200 e 500 mesh e lavado em agua
corrente para eliminar completamente os residuos de hipoclorito, seguindo as orientacGes de
Vrain (1977). Para a eclosdo dos ppJ2, os ovos extraidos foram mantidos em dgua a temperatura
ambiente, utilizando uma adaptacéo da técnica do funil de Baermann (Baermann et al., 1917).
O funil foi substituido por uma peneira revestida com trés folhas de papel toalha, na qual o
extrato contendo os ovos foi depositado. Os ppJ2 eclodidos foram coletados a cada dois dias e
armazenados a 4°C. Apds uma semana da ecloséo, os ppJ2 foram concentrados, quantificados
usando uma camara de Peters e inoculados nas plantas. A inoculagéo se deu pela pipetagem da
solucdo de nematoides em dois orificios de aproximadamente 2 cm de profundidade, adjacentes
ao caule da planta.

Sessenta dias apos a inoculacgdo (DAL), as plantas foram desenterradas e as raizes foram

lavadas, pesadas e analisadas quanto ao nimero de galhas, de massa de ovos e de ovos,
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expressos por grama de raiz fresca. Foi estimado o fator de reproducédo do nematoide, calculado
pela razdo entre a populacdo final e a populacéo inicial do mesmo (PF/PI). Os dados foram
submetidos a analise de variancia (one-way ANOVA,; p < 0,05) seguido de teste multiplo de
médias (Tukey).

5.5 ANALISE DE EXPRESSAO RELATIVA DO GENE AdEXLBS8

O nivel de expresséo do transcrito de AAEXLBS foi analisado por PCR em tempo real.
Para isso, 0 RNA total das amostras de raizes da geracdo T2 foi extraido utilizando PureLink™
Plant RNA Reagent (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), sua
concentracgéo foi estimada por meio de espectrofotdmetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific,
Massachusetts, EUA) e a integridade verificada por eletroforese em gel de agarose 1,0% (m/v)
corado com brometo de etidio (0,1 pg/mL). Um total de 1.000 ng de RNA foi empregado para
a sintese de cONA com 10 mM de oligo-dT NVd30 e 1 U de enzima Transcriptase Reversa do
Virus da Leucemia Murina Moloney (M-MLV RT; Sigma Aldrich), seguindo as orientaces
dos fabricantes. As amostras de cDNA foram diluidas na propor¢édo 1:10 (v/v) em &gua livre de
nucleases.

O ensaio de PCR em tempo real foi conduzido por meio do CFX96 Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) de acordo com o programa:
95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C por 10 s e 60°C por 30 segundos, além da curva
de dissociacdo do DNA. Na reacdo foram utilizados 0,5 uM de primers especificos, 5uL de
gPCR Sybr Master Mix 2x (Cellco, Sdo Carlos, SP, Brasil) e 4 uL de cDNA (1:10), em um
volume total de 10 pL. O nivel da expressdo génica em soja foi normalizado com a expressao
dos genes enddgenos do citocromo P450 (CYP) e do fator de elongacdo (ELF) (Miranda et al.,
2013). A eficiéncia da amplificacdo foi calculada pelo PCR Miner Software (Zhao e Fernald,
2005) e a expressao relativa no Software SatqPCR (Rancurel et al., 2019). O experimento de
PCR em tempo real para amplificacdo do transcrito de AEXLBS foi realizado com trés réplicas
bioldgicas independentes, com quatro plantas em cada, analisadas em triplicatas técnicas.

5.6 ANALISE MORFOLOGICA DAS GALHAS
Galhas de plantas de soja GM e NT foram dissecadas aos 60 DAI e fixadas em

glutaraldeido 2,0%. As galhas fixadas foram gradualmente desidratadas em etanol (30%, 50%,
70%, 80% e 100%) e incluidas em Technovit 7100 (Kulzer GmbH, Wehrheim, Alemanha),



32

seguindo o protocolo do fabricante. Em seguida, as galhas foram seccionadas em cortes de 3,0
pum e coradas com azul de toluidina a 0,05%. As sec¢Ges foram montadas entre uma lamina de
vidro e uma laminula usando DPX (Sigma-Aldrich, EUA) e observadas em microscopia de
campo claro com uma cdmera digital AxioCamHRc (Carl Zeiss, Alemanha).

6 RESULTADOS

6.1 TRANSFORMAGAO GENETICA DE SOJA

Dos 500 embrides da cultivar de soja BRS 284 submetidos ao processo de transformacéo
genética via A. tumefaciens com o cassete de expressdo ExpMinc2 (Figura 4), 30 plantas foram
regeneradas e aclimatadas em casa de vegetacdo. Entre as plantas aclimatadas, 15 foram
identificadas como GM pela genotipagem via PCR pela amplificacdo de uma regido de 475 pb
(Figura 5), resultando em uma eficiéncia de transformacéo de 3,0%, calculada pela razéo entre
0 nimero de plantas GM obtidas e a quantidade total de embrifes submetidos ao processo de
transformacéo. Destes 15 eventos, 10 foram selecionados e empregados para 0 avanco de

geracao.

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 CP NT CN

—
400 bp

Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR da caracteriza¢cdo molecular de plantas TO
(Fonte: Compilagdo do autor). Amplicons do gene AAEXLB8 com 475 pb. MM: Marcador Molecular 1Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen™). CP: Controle positivo da reacdo. NT: DNA de planta ndo transformada. CN: Controle
negativo da reacdo, amostra formada por apenas mix de PCR, sem template.

Em T1 as plantas foram caracterizadas por PCR, para a identificacdo da presenca do
transgene, e por ELISA para a deteccdo da proteina PAT, codificada pelo gene bar presente no
cassete de transformagéo. O teste ELISA das plantas T1 indicou uma variacdo na estimativa
indireta da expresséo da proteina PAT entre as amostras, com valores oscilando entre 10,69 e
48,75 pg/g de tecido foliar fresco (Figura 6). Dezoito plantas apresentaram resultado positivo
para ambas as triagens na caracterizagdo molecular. Destes, 10 foram selecionados de acordo
com o nivel de quantificacdo proteica observado no ELISA e pela disponibilidade de sementes,
para avanco de geragdo. Foram semeadas 15 sementes de cada individuo para a obtengdo de
linhagens T2.
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Figura 6 — Ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA) para detecgdo da proteina PAT em plantas T1
(Fonte: Compilagéo do autor). Quantificagdo da proteina PAT por ELISA indireto usando o anticorpo anti-BAR.
Foram analisados 23 individuos de 10 eventos transgénicos (indicados nas barras com cores diferentes) e uma
planta ndo transformada (NT). Barras de erro representam o desvio padréo das triplicatas técnicas.

Em T2, as plantas foram analisadas por PCR seguindo os mesmos padrdes utilizados
em T1 e semeadas para avanco de geracdo. Adicionalmente, plantas T2 PCR positivas,
pertencentes a trés eventos independentes de transformacéo (Evl, Ev2 e Ev3), foram triadas
por ELISA. A triagem permitiu a quantificacdo da expressdo da proteina PAT em todas as
amostras analisadas com valores oscilando entre 9,83 e 35,28 pg/g de tecido foliar fresco
(Figura 7). Destas, 10 plantas com maior expressdo da proteina, em cada um dos trés eventos,
foram selecionadas para o bioensaio com M. incognita em casa de vegetacao.
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Figura 7 — Ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA) para detec¢do da proteina PAT em plantas T2
(Fonte: Compilacdo do autor). Quantificacdo da proteina PAT por ELISA indireto usando o anticorpo anti-BAR.
Foram analisados 35 individuos de 3 eventos transgénicos e uma planta ndo transformada (NT). Barras de erro
representam o desvio padrao das triplicatas tecnicas.

Posteriormente, a especificidade do anticorpo anti-AdEXLBS para detec¢do da proteina
correspondente em trés plantas GM de soja superexpressando AJEXLB8 foi testada por ELISA.
Como controle negativo foi utilizada uma planta NT e como controle positivo, seis plantas de
Arachis duranensis (espécie doadora do gene). Foi possivel observar valores de absorbancia

maiores nas plantas transgénicas, em comparacao ao controle NT.
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Figura 8 — Ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA) para detec¢do da proteina AJEXLB8 em plantas
GM da geracgédo T3 (Fonte: Compilados do autor). Valores relativos da absorbancia A450nm de trés plantas
transgénicas de soja da geracdo T3: P1, P2, P3; da planta NT (planta ndo transformada — controle negativo) e do
C+ (controle positivo) Arachis duranensis (média de 6 plantas), utilizando o anti-AdEXLBS.
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6.2 REDUCAO DA SUSCETIBILIDADE DE PLANTAS GM a M. incognita

Plantas de trés eventos independentes de transformacéo da geracdo T2 foram inoculadas
com M. incognita a fim de avaliar a suscetibilidade das plantas de soja GM ao nematoide.
Plantas dos trés eventos analisados apresentaram reducfes significativas nos valores das
variaveis analisadas, em comparacdo a plantas NT (controle). As plantas GM exibiram reduc6es
médias de 28,6% e 48,6% no numero de galhas e de massas de ovos, respectivamente. Quanto
ao numero de ovos, foi observada uma reducdo média de 59,4% entre os eventos GM, quando
comparados com plantas NT. Ja o fator de reproducdo do nematoide foi reduzido em média
43,4% nos eventos analisados (Figura 9). Nao foram observadas diferencas significativas entre
plantas dos trés eventos transgénicos analisados e para a variavel fator de reproducdo, plantas
do Ev2 ndo diferiram significativamente de NT. Foi observada visualmente, porém n&o
quantificada, uma reducdo no tamanho das galhas de raizes de plantas GM parasitadas por M.

incognita, em comparacao as observadas nas raizes de plantas ndo transgénicas (Figura 10).
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Figura 9 — Reducdo da suscetibilidade de plantas geneticamente modificadas a M. incognita (Fonte:
Compilagéo do autor). Avaliagdo do nimero de galhas por grama de raiz (A), de massas de ovos por grama de
raiz (B), de ovos por grama de raiz (C) e estimativa do fator de reproducdo do nematoide (D) em plantas de trés
eventos independentes de transformacéo na geracdo T2 (Ev1, Ev2 e Ev3) e plantas ndo transformadas (NT), usadas
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como controle. As barras representam valores médios e as barras de erro representam o desvio padrdo. Letras
distintas indicam significancia (ANOVA unidirecional, teste post-hoc de Tukey, P < 0,05; N = 10).

Figura 10 - Raizes de plantas geneticamente modificadas contendo galhas induzidas por M. incognita
durante 60 DAI (Fonte: Compilagdo do autor). Raizes de plantas ndo transgénicas (NT) utilizadas como
controle (a) e raizes de eventos transgénicos Ev1 (b), Ev2 (c) e Ev3 (d). Setas vermelhas indicam galhas.

6.3 SUPEREXPRESSAO DE AdEXLB8 EM RAIZES DE PLANTAS TRANSGENICAS

A superexpressao do transgene AJEXLB8 em raizes de plantas GM da geracéo T2 foi
confirmada por RT-qPCR. Trés eventos independentes de transformacdo foram analisados,
com quatro amostras de cDNA provenientes de raizes GM para cada evento e para o controle
NT. Os resultados mostraram que a expressao relativa média do gene variou entre 1 e 4,5, sem

diferengas estatisticas significativas entre os eventos analisados (Figura 11).
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Figura 11 - Expresséo relativa de ADEXLBS8 nas raizes de soja transgénica (Fonte: Compilacao do autor).
Superexpresséo do transgene AJEXLB8 avaliada por RTgPCR, em relagdo aos genes enddgenos da soja (CYP e
ELF), em plantas de trés eventos independentes de transformacdo da geragcdo T2 (Ev1, Ev2 e Ev3) e no controle,
plantas ndo transformadas (NT). Barras representam o desvio padrdo (Tukey (p <0,05), N=4).

6.4 ALTERACOES MORFOLOGICAS EM GALHAS DAS LINHAGENS DE SOJA GM

Analises histolégicas das galhas induzidas por M. incognita aos 60 DAI revelaram
alteracdes na morfologia das galhas nas linhagens transgénicas em comparacao as plantas NT.
As galhas das plantas NT apresentaram células gigantes bem desenvolvidas, preenchidas com
citoplasma denso. Em contraste, as plantas GM de soja exibiram galhas com desenvolvimento
atrasado ou abortado caracterizadas por células gigantes vazias, sugerindo a incapacidade do
nematoide em estabelecer seu sitio de alimentacdo. Além disso, algumas galhas das plantas GM
apresentaram células gigantes com wall stubs, que séo residuos de parede celular, indicando

tentativas malsucedidas de divisdo celular (Figura 12).
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Figura 12 - Morfologia histol6gica de galhas em linhagens geneticamente modificadas (GM) de soja (Fonte:
Compilacéo do autor). Seccdes de galhas induzidas por M. incognita nas raizes de plantas GM (Ev1, Ev2 e Ev3)
e NT visualizadas em microscopia de campo claro. Setas vermelhas apontam para wall stubs; asteristico, células
gigantes; n, nematoide; em, massas de ovos. Barra= 100um.

7 DISCUSSAO

Os NFG representam o grupo de nematoides que mais ameaca a producdo agricola
mundial, e Meloidogyne incognita esta entre as espécies mais devastadoras (Jones et al., 2013;
Bernard; Egnin; Bonsi, 2017). As formas de controle atuais, que se concentram principalmente
no uso de nematicidas quimicos e no desenvolvimento de cultivares resistentes por meio de
melhoramento genético convencional, tém apresentado eficacia limitada (Wheeler et al., 2014;
Desaeger; Dickson; Locascio, 2017). M. incognita segue vencendo o numero restrito de
cultivares resistentes disponiveis, enquanto diversos nematicidas foram banidos ou estdo sendo
gradualmente retirados do mercado devido aos seus impactos negativos no meio ambiente e na
salde humana (Silva et al., 2014; Oka, 2020). Diante desse cenario, o desenvolvimento de
estratégias inovadoras e ecologicamente sustentaveis para o controle de M. incognita torna-se
essencial para promover sistemas agricolas mais equilibrados e sustentaveis a longo prazo.

A engenharia genetica tem possibilitado o desenvolvimento de culturas agricolas
aprimoradas, com caracteristicas como resisténcia a fatores bidticos e abioticos, além de
tolerdncia a herbicidas. Esses avangos contribuem para a reducdo dos custos de producao,
diminuicdo no uso de pesticidas e herbicidas, o que, por sua vez, reduz o impacto ambiental e

aumenta a eficiéncia agricola. Esse impacto positivo € particularmente evidente na producédo
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de soja, milho e algodéo, cujos rendimentos tém aumentado de maneira expressiva devido a
introducdo de variantes geneticamente modificadas (Brookes e Barfoot, 2020).

No melhoramento genético de plantas, a piramidacdo de genes é uma estratégia
biotecnoldgica que permite a manipulacéo simultanea de multiplos genes em uma planta-alvo,
sendo amplamente utilizada no melhoramento genético moderno para aumentar a resisténcia a
pragas em diversas culturas, uma vez que pode apresentar uma resisténcia maior e mais duravel
do que aquelas em que se utiliza um gene Unico (Halpin 2005; Shehryar et al., 2020; Rajput et
al., 2023). A exemplo disso tem-se a variedade comercial de milho Genuity® SmartStax™,
desenvolvida por meio do cruzamento de linhagens parentais transgénicas, que contém um
conjunto de transgenes piramidados composto por seis genes cry distintos e confere resisténcia
a diversas espécies de insetos das ordens Lepidoptera e Coleoptera (Storer; Thompson; Head,
2012). Chan et al. (2015) demonstraram, por meio de um sistema de superexpressao génica
dupla, que a utilizacdo de um inibidor de cisteina proteinase de planta (CeCPI) juntamente com
uma quitinase fangica (PjCHI-1) em tomate (Solanum lycopersicum) pode aumentar a
resisténcia a M. incognita. Além disso, diversos genes enddgenos de NFG foram analisados por
meio da metodologia de RNAI, cujo silenciamento resultou em fen6tipos promissores para o
desenvolvimento de culturas GM mais resistentes a esses parasitas (Tabela S1). Como
exemplo, a piramidacdo de sequéncias de dsRNAs em plantas de algoddo transgénicas,
direcionada ao SGIH de trés genes essenciais de M. incognita, reduziu significativamente a
capacidade reprodutiva do nematoide nessas plantas (Lisei-de-Sé et al., 2021). Considerando o
potencial da piramidacdo de genes no desenvolvimento de gendtipos vegetais mais tolerantes
ao estresse biotico, este estudo apresentou uma abordagem inovadora para a reducdo da
suscetibilidade de plantas de soja ao nematoide M. incognita, por meio da piramidacédo de duas
estratégias biotecnoldgicas, a superexpressdo do gene ADEXLB8 e o SGIH de quatro genes
criticos do nematoide: Cisteina protease - Mi-CPL-1 (Dutta et al., 2015), isocitrato liase - Mi-
ICL (Lourenco-Tessutti et al., 2015), fator de splicing - Mi-FS (Kumar et al., 2017) e o efetor
16D10 (Huang et al., 2006b).

O cassete de expressdo ExpMinc2 (Figura 4) utilizado no processo de transformacao
genética foi projetado tendo em foco a expressdao do gene AdEXLB8 e dos fragmentos de
dsRNA para os genes alvo de silenciamento em M. incognita, sob o controle dos promotores
constitutivos pUceAl.7 e pUceS8.3, respectivamente (Viana et al., 2011; Fragoso et al., 2022).
Em estratégias de piramidacao génica, a utilizacdo de diferentes promotores garante uma maior
expressao dos transgenes ao evitar que diversas réplicas de uma mesma sequéncia promotora

possam favorecer o silenciamento génico dependente de homologia (Basso et al., 2020a). O
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promotor pUceAl.7 foi selecionado para controlar a expressao de AEXLB8 por apresentar uma
expressao alta e estavel em raizes, local alvo da infeccdo por NFG (Viana et al., 2011; Basso et
al., 2020a). Adicionalmente, a escolha do pUceS8.3 para direcionar as sequéncias de dsSRNA
foi baseada em sua capacidade de conduzir efetivamente a superexpressdo dessas moléculas em
CG formadas por nematoides, em gendtipos de soja transgénica (Fragoso et al., 2022). Uma
maior quantidade de coOpias de um transgene pode interferir na sua expressao e promover até
seu silenciamento génico (Ribeiro et al., 2021). Com o objetivo de contornar esta possibilidade,
a técnica de transformacgdo genética mediada por A. tumefaciens foi eleita em detrimento da
biobalistica convencional, que leva a maiores chances de mdltiplas inser¢des do transgene no
genoma da planta alvo, além da incorporacdo de outros componentes presentes no esqueleto do
vetor, que ndo sdo essenciais para expressao génica (Rivera et al., 2012). A metodologia de
transformac&o via Agrobacterium permite a integracdo do T-DNA na planta pela bactéria sem
transferir sequéncias desnecessarias do vetor binario, além de assegurar um controle mais
preciso sobre o0 nimero de copias integradas, geralmente resultando em uma Unica copia no
genoma vegetal (Hansen e Chilton, 1996). Aqui, o processo de transformacéo genética de soja
com o cassete de expressdo ExpMinc2 (Figura 4), realizado via A. tumefaciens conforme
descrito por Paes-de-Melo et al. (2020), alcangou uma eficiéncia de 3%, com 15 plantas
transgénicas TO PCR-positivas obtidas a partir de 500 embrides transformados (Figura 5). Essa
eficiéncia ficou abaixo da média reportada no protocolo utilizado neste trabalho (Paes-de-Melo
et al., 2020). No entanto, o valor obtido esta dentro do intervalo observado em outras pesquisas
envolvendo a transformacdo de soja, que frequentemente registram taxas de transformacéo
entre 1% e 4%, dependendo da metodologia empregada e do genotipo utilizado (Paz et al.,
2006; Song et al., 2013; Testroet et al., 2017).

O presente estudo avaliou a suscetibilidade de plantas de soja GM ExpMinc2 a M.
incognita por meio de trés eventos independentes de transformacdo da geracdo T2. Os
resultados obtidos demonstraram uma resposta positiva das plantas GM ao ataque do
nematoide, com reducdes significativas nas variaveis analisadas em comparacéo as plantas NT.
Essas reducdes indicam uma possivel resisténcia parcial das plantas GM ao parasitismo de M.
incognita, refletindo a eficacia das estratégias biotecnoldgicas empregadas. Em relacdo ao
numero de galhas, as plantas GM apresentaram uma reducdo média de 28,6% (Figura 9a) em
comparacao as plantas NT, o que é consistente com estudos prévios que indicam que a formacéo
de galhas é uma das principais variaveis utilizadas para avaliar a resisténcia das plantas ao
ataque de fitonematoides (Dong et al., 2007; Kumar et al., 2017; Brasileiro et al., 2021).

Conforme observado por Dong et al. (2007) e Coyne e Ross (2014), a diminuig&o na quantidade



41

de galhas indica a habilidade da planta em resistir ou atenuar a infestacdo por fitonematoides,
como M. incognita. Portanto ¢ positivo o papel das estratégias aqui exploradas na reducéo da
infestacdo por M. incognita nas plantas de soja GM ExpMinc2, apoiado pela producéo reduzida
de galhas nessas plantas. A reducdo do nimero de galhas causadas por NFG também foi relatada
em hairy roots de soja que superexpressavam o gene AJEXLB8. Reducdes de 82% foram
observadas nessas raizes, em comparagdo com plantas controle, quando inoculadas com M.
javanica (Guimaraes et al., 2017a). Por outro lado, Souza-Junior et al. (2013) e Lourenco-
Tessutti et al. (2015) relataram que ndo houve redugdes significativas no niumero de galhas
formadas por M. incognita em suas plantas de tabaco superexpressando o dsSRNA para Mi-CPL-
1 e Mi-ICL, respectivamente.

O numero de massas de ovos é um indicador reprodutivo que auxilia na avaliacdo da
quantidade de fitonematoides que atingem a maturidade em uma planta. Visto que fémeas
adultas NFG geram descendéncia em uma Unica massa de ovos, essa quantidade reflete o
numero de fémeas reprodutoras e fornece uma referéncia maior do nivel de resisténcia (Coney
e Ross, 2014). Assim, a reducdo significativa de 48,6% (Figura 9b) no nimero de massas de
ovos observada nas plantas de soja ExpMinc2 também é um indicativo da eficacia das
modificacbes genéticas na reducdo da propagacdo do nematoide. De maneira semelhante, a
formacdo de massas de ovos de M. incognita também foi afetada em 86,6% em plantas de A.
thaliana carregando o dsRNA para silenciamento de Mi-FS (Kumar et al., 2017). Em relagéo
ao numero de ovos, foi observada uma reducdo média de 59,4% nas plantas GM ExpMinc2
(Figura 9c), o que é um indicador promissor da supressdo da reproducdo do nematoide. A
diminuicdo do numero de ovos € um fator critico, pois reflete a capacidade da planta em limitar
a disseminacgéo do parasita, afetando diretamente a continuidade da infestagédo (Coyne e Ross,
2014). Essa reducdo no numero de ovos esta alinhada com outros estudos que demonstram a
eficacia de modificacBes genéticas na diminuicdo da propagacao de nematoides (Lisei-de-Sa et
al., 2021 Basso et al., 2023; Moreira et al., 2024). Nesse ambito, Lourengo-Tessutti et al.
(2015), reportaram redugdes de 52% a 77% na oviposicdo de M. incognita em plantas de tabaco
transgénicas superexpressando o dsRNA para SGIH do gene Mi-ICL e sugeriram 0
envolvimento do gene no desenvolvimento e reproducdo de NFG. O FR também foi
significativamente reduzido nas linhagens de soja ExpMinc2. Em média, a capacidade de
reproducdo do nematoide foi reduzida em 43,4% nos eventos GM (Figura 9d), o que sugere
que os parasitas enfrentaram dificuldades em se proliferar nessas plantas. O mesmo efeito foi
observado em linhagens transgénicas de algoddo superexpressando sequéncias de dsRNA

direcionadas a trés dos quatro genes-alvo de M. incognita avaliados neste estudo (Mi-CPL-1,
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Mi-ICL e Mi-FS, em comparacdo com Mi-CPL-1, Mi-ICL, Mi-FS e 16D10) (Lisei-de-Sa et al.,
2021). Os autores relataram reducdes de 60 a 78% no FR do NFG. Além disso, a estratégia de
piramidacéo desses trés genes levou a reducdes significativas na formacéo de galhas (57-64%)
e massas de ovos (58-67%), sugerindo que os genes Mi-CPL-1, Mi-ICL e Mi-FS desempenham
uma funcéo essencial no metabolismo, desenvolvimento e propagacao de M. incognita.

Uma observacao visual adicional, embora ndo quantificada, foi a reducdo no tamanho
das galhas nas plantas de soja ExpMinc2 (Figura 10) sugerindo que M. incognita teve
dificuldades em estabelecer seu sitio de alimentacdo nessas linhagens. Essa observacdo é
corroborada com os resultados observados nas analises histologicas das galhas (Figura 12).
Nas plantas controle, as galhas apresentaram CG bem desenvolvidas e repletas de um denso
citoplasma, caracteristica comumente observadas em cultivares suscetiveis, nas quais os sitios
de alimentacdo tendem a se expandir podendo até comprometer a distribuicdo de metabdlitos
pela planta através do tecido vascular (Almeida-Engler et al., 2016; Wubben et al., 2019). O
oposto foi observado nas plantas GM que exibiam galhas com desenvolvimento retardado e
repletas de CG vazias, desprovidas de citoplasma denso e dos componentes necessarios para
sustentar a alimentacdo do NFG. Além disso, algumas galhas das plantas GM apresentaram a
formacédo de wall stubs, que sdo remanescentes de parede celular resultantes de tentativas falhas
de eventos mitoticos, geralmente formadas durante uma interacdo planta-nematoide
incompativel (Grundler; Sobczak; Golinowski, 1998; Almeida-Engler et al, 2004; Banora et
al., 2011).

A superexpressdao do gene ADEXLBS8 nas raizes das plantas transgénicas mostrou-se
eficiente no estudo atual, com niveis de expressdo relativaentre 1 e 4,5 (Figura 11). A literatura
ainda apresenta divergéncias quanto ao papel das expansinas nas interacdes planta-microbio.
Enquanto algumas pesquisas indicam que a supressdo de genes de expansinas reduz a infeccéo
por patdgenos e simbiontes (Gal et al., 2006; Ding et al., 2008; Marowa; Ding; Kong, 2016),
outras sugerem que a superexpressdo de expansinas pode mediar mecanismos de defesa contra
NFG (Guimarées et al., 2017 b; Brasileiro et al., 2021; Basso et al., 2023). Neste estudo,
verificamos que a superexpressdo de um gene de expansina da sub-familia EXLB, AJEXLBS,
nas raizes de soja, combinada com o SGIH de genes essenciais de M. incognita, contribuiu para
a reducdo da suscetibilidade da planta a0 NFG. Embora ndo seja possivel determinar com
certeza se essa reducao foi resultado exclusivo da superexpressao da expansina, do SGIH ou da
interacdo entre ambas as estratégias, evidéncias sugerem que a atividade de AJEXLB8 pode
induzir modificacdes na parede celular, impactando o processo de infec¢do dos nematoides, que

dependem dessa interacdo com a estrutura celular vegetal para se estabelecerem no hospedeiro
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(Brasileiro et al., 2021). Apesar de o papel das expansinas na defesa contra NFG ainda néo ter
sido elucidado, Brasileiro et al. (2021) sugeriram que alteracbes biomecanicas na parede
celular, induzidas pela superexpressdo de AJEXLB8, podem ativar de forma continua as
respostas de defesa da planta que desencadeiam a sinalizacdo de fitormonios frequentemente
relacionados ao estresse vegetal, como o acido abscisico (ABA) e o acido jasmonico (JA) (Yang
et al., 2019). Além disso, um experimento de validacéo realizados em sistemas de hairy roots
de amendoim, no qual o gene ADEXLBS foi superexpresso, demonstrou reducdes significativas
de 98% no numero de galhas formadas nas raizes transgénicas apds a inoculacdo com M.
arenaria evidenciando o papel crucial de AJEXLB8 na resisténcia a esses patdgenos
(Guimaraes et al., 2017b).

Para avaliar os efeitos da putativa ingestdo de dsSRNAs e/ou siRNAs pelos nematoides
na expressao de seus genes Mi-CPL-1, Mi-ICL, Mi-FS e 16D10, ensaios de RT-gPCR a partir
de amostras de RNA de galhas induzidas por M. incognita nas raizes das plantas de soja
transgénicas foram realizados. As analises mostraram que ndo houve diferenca estatistica
significativa entre a expressdo dos genes alvo de silenciamento em nematoides que se
alimentaram das plantas transgénicas de soja ExpMinc2 e de plantas NT. Acredita-se que esse
resultado tenha sido causado pelo alto desvio padrdo observado no grupo controle, em razéo do
numero limitado de amostras de RNA integro (apenas 3 de cada evento) disponiveis para as
andlises, uma vez que é pouco provavel obter resultados confiaveis e reprodutiveis com
amostras de tamanho reduzido (Maleki et al., 2019; Andrade, 2020). Portanto, o experimento
sera refeito com um grupo amostral maior, a fim de possibilitar conclusdes mais robustas e

confiaveis.
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8 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste estudo, foram desenvolvidas plantas de soja GM por meio da combinacao de duas
abordagens biotecnologicas. A primeira estratégia consistiu na superexpressdo do gene
AdEXLBS, enquanto a segunda envolveu a superexpressdo de sequéncias de dsRNA para o
silenciamento de quatro genes essenciais (Mi-CPL-1, Mi-ICL, Mi-FS e 16D10) de M. incognita.
Os resultados obtidos demonstraram a eficacia da transformacédo genética, com a confirmacao
da insercdo do cassete de expressdo ExpMinc2, conforme indicado nas caracterizagdes
moleculares. Além disso, pode-se concluir que a estratégia adotada reduziu a suscetibilidade
das plantas de soja ao parasitismo de M. incognita, pois foram observadas intercorréncias no
processo de infecgcdo do nematoide, incluindo a diminui¢do na formagéo de galhas, dificuldades
de estabelecimento no sitio de alimentacéo e reducdo na capacidade reprodutiva do nematoide.

Por fim, os dados obtidos neste estudo ressaltam a importancia da piramidacdo de
estratégias para desenvolver plantas resistentes a fitonematoides. Esses resultados tém o
potencial de promover uma agricultura mais sustentavel, diminuindo a dependéncia de produtos

quimicos.
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9 MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1 — Genes alvo de NFG estudados pelo uso da tecnologia de silenciamento génico via RNAI.

Gene Alvo Espécie Método de ingestao Planta hospedeira Fendtipo observado Referéncia
pMiDuox1 M. incognita Imerséo Phaseolus angularis Reducéo de 70% no n° de nematoides Bakhetia et al. (2005)
Quitina
sintase M. artiellia Imersdo Triticum aestivum Atraso no surgimento de J2 Fanelli et al. (2005)
(AW871671)
3 -810, 0
16D10 M. incognita Imerséo A. thaliana Redugdo de 74 E.;l/(’ no n° de Huang et al. (2006)
nematoides
M. incognita/ M.
arenaria/ M. . Reducdo de 63-90% no n° de galhas e Huang et al. (2006)
16D10 javanica/ M. In planta A. thaliana Reducéo de 69-93% no n° de ovos
hapla
Integrase M. incognita N. tabacum x 0 o Yadav, Veluthambi e Subramaniam
(AWS71671) In planta Reducéo de 93,9% no n° de galhas (2006)

Mi-fs M. incognita In planta N. tabacum Reducdo de 98,71% no n° de galhas Yadav, Veluth?%%g Subramaniam
Mi-gsts-1 M. incognita Imerséo Solanum lycopersicum Redugdo no nl:)rygsro de massa de Dubreuil et al. (2007)
MjTIS-11 M. javanica In planta N. tabacum Né&o foram o;ase,rv_ados efeitos no Fairbairn et al, (2007)

endtipo
Mi-cpl-1 M. incognita Imerséo P. angularis Reducéo de 60% no n° de nematoides Shingles et al. (2007)




Mispc3

Tp (tirosina
fosfatase)

MSP

Mi-Rpn7

Minc03866

Minc03313

Minc01632

Minc05001

Minc08013

Minc0248

Minc08335

<

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

In planta

In planta

In planta

In planta

Imerséo

Imerséo

Imerséo

Imersao

Imerséo

Imerséo

Imersao

A. thaliana

G. max

G. max

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

Redug&o de 52-61% no n° de
nematoides Reducéo no tamanho de
fémeas

Reducdo de 92% no n° de galhas
Reduc&o de 5,4 vezes no didmetro de
fémeas

Reducdo de 94,7% no n° de galhas
Reduc&o de 6,5 vezes no didmetro de
fémeas

Redug&o de 34% no n° de massa de
ovos Redugdo de até 50,8% de ovos

Reduc&o de 41,2% no n° de galhas
Reduc&o de 50,3% no n° de ovos

Reducdo de 57,8% no n° de galhas
Reducéo de 53,2% no n° de ovos

Reducdo de 57,7% no n° de galhas
Reducéo de 70,1% no n° de ovos

Reduc&o de 51,5% no n° de galhas
Reducdo de 71,1% no n° de ovos

Reducdo de 44,5% no n° de galhas
Reducdo de 54% no n° de ovos

Reducéo de 54,4% no n° de galhas
Reducéo de 60,9% no n° de ovos

Reducdo de 60,8% no n° de galhas
Reducdo de 56% no n° de ovos

Charlton et al. (2010)

Ibrahim et al. (2011)

Ibrahim et al. (2011)

Niu et al. (2012)

Danchin et al. (2013)

Danchin et al. (2013)

Danchin et al. (2013)

Danchin et al. (2013)

Danchin et al. (2013)

Danchin et al. (2013)

Danchin et al. (2013)




Minc17713

Mj-far-1

Mi-CRT
(Minc06693
)

Mj-NULG1a

flp-14

flp-18

Mi-ser-1

Mi-cpl-1

Mi8D05

16D10

M. incognita

M. javanica

M. incognita

M. javanica

M. incognita

M. incognita

M. incognita

M. incognita

M. incognita

M. incognita

Imerséo

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

S. lycopersicum

S. lycopersicum

A. thaliana

A. thaliana

N. tabacum

N. tabacum

N. tabacum

N. tabacum

A. thaliana

Vitis vinifera

Reduc&o de 53,5% no n° de galhas
Redug&o de 64,2% no n° de ovos

Reducdo do desenvolvimento de
nematoides Reducdo no nimero de
células gigantes

Reducéo de 80% no n° de galhas

Reducéo de 72,7 88,8% no n° de
nematoides

Reducéo de 50-103% no n° de
fémeas Reducdo de 28-57% no n° de
massa de ovos

Reducdo de 43-59% no n° de fémeas
Reducdo de 15-50% no n° de massa
de ovos

Reducdo de 30% no n° de ovos
Reducdo de 48% no n° de J2
eclodidos

Reduc&o de 42% no n° de ovos

Reducéo de 90% no n° de galhas

Reducdo na suscetibilidade a
infeccdo do nematoide

Danchin et al. (2013)

Iberkleid et al. (2013)

Jaouannet et al. (2013)

Linetal. (2013)

Papolu et al. (2013)

Papolu et al. (2013)

Souza Janior et al. (2013)

Souza-Junior et al. (2013)

Xue et al. (2013)

Yang et al. (2013)




Mc16D10L

Mc16D10L

Mi-icl

HSP90

MjTTL5

MiMsp40

Misp12

MgGPP

Atlg74770

Minc18876

Mi-msp-1

M. chitwoodi

M. chitwoodi

M. incognita

M. incognita

M. javanica

M. incognita

M. incognita

M. graminicola

M. incognita

M. incognita

M. incognita

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

Imerséo

In planta

S. tuberosum

A. thaliana

N. tabacum

N. tabacum

S. tuberosum

A. thaliana

N. benthamiana

0. sativa

A. thaliana

N. benthamiana

S. melongena

Reducdo de 68% no n° de massa de
ovos Reducdo de 65% no n° de ovos

Redug&o de 63% no n° de massa de
ovos Reducdo de 65% no n° de ovos

Reducdo de 52-77% no n° de ovos

Reduc&o de até 46% no n° de ovos

Reducdo de 34-37,5% no n° de
fémeas

Reducéo de 35,4 50,9% no n° de
galhas e redugdo de 13,8 18,3% no n°
de massa de ovos

Reduc&o de 68% no n° de fémeas e
reducdo de 63% dos ovos de
nematoides

Reducdo de 50% 72,2% no n° de
fémeas

Reducéo de 32% no n° de galhas

Reducéo de 60% no n° de galhas

Reducéo de 33,8 46,9% no n° de
galhas e reducdo de 41-51,2% no n°
de massa de ovos

Dinh et al. (2014a)

Dinh et al. (2014b)

Lourenco-Tessutti et al. (2015)

Lourenco-Tessutti et al. (2015)

Lin et al. (2016)

Niu et al. (2016)

Xie et al. (2016)

Chen et al. (2017)

Kakrana et al. (2017)

Nguyen et al. (2018)

Chaudhary et al. (2019)




MiDaf16-
likel

MiSkn1-
likel

MiDaf16-
likel

MiSkn1-
likel

Mi-msp3

Mi-msp5

Mi-msp18

Mi-msp24

Flp14,
Flp18,
Msp1l,
Msp16,
Msp20

Minc01696,
Minc00344,
Minc00801

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

Imerséo

In planta

A. thaliana

A. thaliana

N. tabacum

N. tabacum

A. thaliana

A. thaliana

A. thaliana

A. thaliana

P. angularis

G. max

Reducdes significativas de 20-80%
no n° de ovos, J2, galhas e no FR do
nematoide

Reducdes significativas de 20-80%
no n° de ovos, J2, galhas e no FR do
nematoide

Redugdes significativas no n° de
ovos, J2, galhas e no FR do
nematoide

Reducdes significativas no n° de
ovos, J2, galhas e no FR do
nematoide

Reducéo de 89% no n° de galhas

Reducdo de 78% no n° de galhas

Reducgdo de 86% no n° de galhas

Reducgdo de 89% no n° de galhas

Reducdo média de até 53% no n° de

galhas e reducédo média de até 43%

no n° de massas de ovos entre 0s 5
genes alvos analisados

Reduc&o de até 83% no n° de galhas
e de aproximadamente 80% no n° de
massas de ovos entre os trés genes
alvos analisados

Basso et al. (2020b)

Basso et al. (2020b)

Basso et al. (2020b)

Basso et al. (2020b)

Joshi et al. (2020)

Joshi et al. (2020)

Joshi et al. (2020)

Joshi et al. (2020)

Hada et al. (2021)

Mendes et al. (2022)




Minc00801

Mi-msp10

Mi-msp23

Mi-msp2

Minc03328

Minc16803

Mi-flp14

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

N. tabacum

A. thaliana

A. thaliana

A. thaliana

A. thaliana

A. thaliana

S. melongena

Reducéo de até 80% no n° de galhas
e de massas de ovos

Reducéo de 61% no n° de galhas, de

59% no n° de fémeas, de 76% no n°

de massas de ovos e de 92% no FR
do nematoide

Reducdo de 51% no n° de galhas, de

49% no n° de fémeas, de 60% no n°

de massas de ovos e de 75% no FR
do nematoide

Reducdo de 63% no n° de galhas, de
68% no n° de fémeas e de 100% no
n° de massas de ovos

Reducdo de até 85% no n° de galhas
e reducdo de até 90% no n° de
massas de ovos

Reducdo de até 84% no n° de galhas
e reducdo de até 93,3% no n° de
massas de ovos

Reducéo de 40-48% no n° de galhas,
de 40-50% no n° de fémeas e de 35-
40% no n° de massas de ovos

Mendes et al. (2022)

Kumar et al. (2022)

Kumar et al. (2022)

Joshi et al. (2022)

Moreira et al. (2022)

Moreira et al. (2024)

Kamaraju et al. (2024)




