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BRITO, Olivia Diulen Costa. Universidade Estadual do Oeste do Paraná, março de 

2022. Atividade nematicida e indução de resistência em tomateiro Micro-Tom 

contra Meloidogyne spp. por frações proteicas de Pycnoporus sanguineus 

Orientador: Prof. Dr. José Renato Stangarlin. 

Os nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) são patógenos limitantes na 
produção agrícola de diversas culturas de importância econômica. O uso de 
indutores de resistência pode ser mais uma alternativa para o manejo destes 
parasitas, face à dificuldade de seu controle. O fungo basidiomiceto Pycnoporus 
sanguineus tem apresentado resultados promissores para indução de resistência em 
vários patossistemas, contudo, é pouco conhecido seus efeitos em interações 
planta-nematoide. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi obter frações proteicas 
do extrato aquoso de P. sanguineus por cromatografia de filtração em gel (CFG) 
para indução de resistência em tomateiro MicroTom contra Meloidogyne spp. A partir 
do extrato aquoso de basidiocarpos, foi feita a precipitação proteica com gradiente 
crescente de etanol de 20%, 40%, 60%, 80% e 95%, os quais foram individualmente 
centrifugados. Em seguida, cada precipitado proteico (ou corte etanólico) foi 
fracionado utilizando CFG, sendo os picos proteicos separados e identificados pela 
massa molecular. Cada precipitado proteico, bem como as proteínas isoladas foram 
testadas para atividades nematicida e nematostática in vitro contra M. incognita e M. 
javanica, avaliando-se motilidade e mortalidade. Para os ensaios de indução de 
resistência, mudas de tomateiro MicroTom tiveram seu sistema radicular imerso por 
10 segundos em cada tratamento, e após três dias do transplante, as mudas foram 
inoculadas com 1.000 ovos de cada nematoide. O ensaio foi conduzido em câmara 
de crescimento com fotoperíodo de 12 horas de luz a 26 °C, e após 45 dias foram 
avaliados número de galhas e número de ovos e de juvenis de segundo estádio (J2) 
na raiz, e calculado o fator de reprodução. Amostras de raiz também foram coletadas 
no tempo para análise das enzimas de defesa peroxidase (POX), polifenoloxidase 
(POL) e fenilalanina amônia-liase (FAL) envolvidas na indução de resistência. Foram 
obtidas seis frações proteicas por CFG, identificadas como I, II, III, IV, V e VI, com 
massas moleculares de 4,81; 47,98; 0,17; 25,78; 4,25 e 4 KDa respectivamente. In 
vitro, apenas o extrato aquoso não fracionado e os cortes etanólicos 95% para M. 
javanica e 40%, 60%, 80% e 95% para M. incognita proporcionaram mortalidade e 
imobilidade dos nematoides, enquanto as frações proteicas não tiveram efeito 
nematicida/nematostático. Nos ensaios de indução de resistência, o corte 60% e as 
frações de I a VI reduziram em até 58% o número de galhas e em até 41% o número 
de ovos + J2 por grama de raiz para M. javanica. Para M. incognita esses mesmos 
tratamentos favoreceram a infecção com incremento de até 59% no número de 
galhas.  Quanto à atividade enzimática nas raízes, as frações proteicas II e V para 
M. javanica incrementaram em até quatro vezes a atividade de POX, mas reduziram 
a atividade de POL e não influenciaram a atividade de FAL, ao passo que a fração 
VI para M. incognita não teve nenhum efeito nas três enzimas estudadas. Dessa 
forma, basidiocarpos de P. sanguineus possuem frações proteicas capazes de 
reduzir a infecção de M. javanica em tomateiro MicroTom, o que pode ocorrer por 
indução de resistência envolvendo a atividade da enzima peroxidase. 
 
Palavras-chave: controle alternativo, fitonematoides, eliciadores de resistência. 



 
 

 
 

BRITO, Olivia Diulen Costa. Universidade Estadual do Oeste do Paraná, March - 

2022. Obtention of protein fractions of Pycnoporus sanguineus by gel filtration 

chromatography for induction of resistance in tomato against Meloidogyne 

spp. Advisor: PhD. José Renato Stangarlin. 

The root-knot nematode (Meloidogyne sp.) is one of the limiting pathogens in the 
production of several crops of economic importance. The use of resistance inducers 
may be an option for the management of these parasites, since their control is very 
difficulty. The basidiomycete fungus Pycnoporus sanguineus has shown promising 
results for inducing resistance in several pathosystems, however, its effects on plant-
nematode interactions are poorly understood. Thus, the objective of this work was to 
obtain protein fractions from the aqueous extract of P. sanguineus by gel filtration 
chromatography (GFC) to induce resistance in MicroTom tomato plants against 
Meloidogyne spp. From the aqueous extract of basidiocarps, protein precipitation 
was performed with an increasing gradient of ethanol of 20%, 40%, 60%, 80% and 
95%, which were individually centrifuged. Then, each protein precipitate (or ethanolic 
cut) was fractionated using CFG, and the protein peaks were separated and 
identified by molecular mass. Each protein precipitate as well as the isolated proteins 
were tested for nematicidal and nematostatic activity in vitro against M. incognita and 
M. javanica, evaluating motility and mortality. For resistance induction assays, 
MicroTom tomato seedlings had their root system immersed for 10 seconds in each 
treatment, and after three days of transplantation, seedlings were inoculated with 
1,000 eggs of each nematode. The assay was carried out in a growth chamber with a 
photoperiod of 12 hours of light at 26 °C, and after 45 days the number of galls and 
number of eggs and number of second-stage juveniles (J2) in the root were 
evaluated, and the reproduction factor was calculated. Root samples were also 
collected in time for analysis of the defense enzymes peroxidase (POX), 
polyphenoloxidase (POL) and phenylalanine ammonia lyase (FAL) involved in the 
induction of resistance. Six protein fractions were obtained by CFG, identified as I, II, 
III, IV, V and VI, with molecular masses of 4.81; 47.98; 0.17; 25.78; 4.25 and 4 KDa 
respectively. In vitro, only the unfractionated aqueous extract and the ethanolic cuts 
95% for M. javanica and 40%, 60%, 80% and 95% for M. incognita provided 
nematode mortality and immobility, while the protein fractions had no 
nematicide/nematostatic effects. In resistance induction tests, 60% ethanolic cut and 
fractions I to VI reduced the number of galls and the number of eggs + J2 per gram of 
root by up to 58% and 41%, respectively, for M. javanica, while for M. incognita these 
same treatments favored the infection with an increase of up to 59% in the number of 
galls. As for the enzymatic activity in the roots, protein fractions II and V for M. 
javanica increased four-folds POX activity, but reduced POL and did not influence 
FAL activity, while fraction VI for M. incognita had no effect on these three enzymes. 
Thus, P. sanguineus basidiocarps contain protein fractions capable of reducing M. 
javanica infection in MicroTom tomato plants, which can occur by inducing resistance 
involving the peroxidase enzyme. 
 
Keywords: alternative control, phytonematodes, resistance elicitors. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Os nematoides das galhas, Meloidogyne spp., estão distribuídos por todo o 

mundo e infectam raízes de milhares de espécies de plantas. Este gênero tem mais 

de 90 espécies descritas, sendo que M. incognita, M. javanica, M. hapla e M. 

arenaria são as mais comuns e amplamente distribuídas (PINHEIRO, 2017). Estes 

nematoides causam prejuízos em diversas culturas, e seu controle é complexo pois 

após se instalarem na área é praticamente impossível sua erradicação, sendo 

necessário a associação de diversas técnicas de manejo para se obter um controle 

eficiente (MACHADO, 2015).  

Com a expansão da agricultura e a busca crescente por maior produção, 

tem-se observado aumento no uso de nematicidas, que pode ser aplicado no sulco 

de semeadura ou por tratamento de sementes (MACHADO, 2015), no entanto, o uso 

constante de nematicidas pode causar impactos ambientas. Além disso, a eficiência 

dos nematicidas para controle dos nematoides das galhas é limitada pelo fato deste 

patógeno permanecer no interior das raízes durante a maior parte do seu ciclo 

(SALGADO et al., 2007).  

Desta forma, o uso de indutores de resistência mostra-se uma alternativa 

viável para o controle de nematoides, com baixo ou nenhum impacto ambiental 

(CAETANO, 2011). A indução de resistência baseia-se em aumentar a capacidade 

de defesa das plantas contra fitopatógenos, através da ativação de mecanismos de 

defesa que pode ocorrer pelo tratamento com agentes bióticos ou abióticos 

(PASCHOLATI; Leite, 1995). 

Dentre os agentes bióticos, tem-se os extratos de fungos basidiomicetos 

como Pycnoporus sanguineus, que têm apresentado resultados promissores em 

diversos patossistemas, sendo observada a capacidade de indução de enzimas de 

defesa vegetal como fenilalanina amônia-liase, β-1,3 glucanase, peroxidase e 

polifenoloxidase, bem como de espécies reativas de oxigênio (VIECELLI et al., 2009; 

2010; TOILLIER et al., 2010; BALDO et al., 2011). 

Os extratos de fungos contêm diversas substâncias, no entanto, para 

caracterização de molécula com efeito indutor, se faz necessária a purificação do 

eliciador. Uma das formas de purificação é a cromatografia líquida de baixa pressão 

também conhecida como cromatografia de filtração em gel, que é um método físico-
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químico de separação de moléculas (COLLINS, 2006), como proteínas, 

glicoproteínas, ácidos nucléicos e polissacarídeos (YU et al., 2006). 

Este trabalho teve como objetivo obter frações proteicas de basidiocarpos de 

P. sanguineus por meio da cromatografia líquida de baixa pressão, a fim testar e 

selecionar estas frações quanto à sua atividade nematicida e seu potencial para 

indução de resistência contra Meloidogyne spp. em tomateiro Micro-Tom. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 

2.1 DOENÇAS EM PLANTAS 
 

Segundo a definição de Agrios (2005), “Doença é o mal funcionamento de 

células e tecidos do hospedeiro que resulta da sua contínua irritação por um agente 

patogênico ou fator ambiental e que conduz ao desenvolvimento de sintomas. 

Doença é uma condição envolvendo mudanças anormais na forma, fisiologia, 

integridade ou comportamento da planta. Tais mudanças podem resultar em dano 

parcial ou morte da planta ou de suas partes”. 

De acordo com esta definição, as doenças podem bióticas quando causadas 

por agentes infecciosos, ou abiótica causada por condições desfavoráveis do 

ambiente e de natureza não infecciosa. Dessa forma, anomalias fisiológicas 

causadas por deficiência ou desequilíbrio nutricional devido a solos de baixa 

fertilidade, temperaturas excessivamente altas ou baixas, déficit hídrico ou excesso 

de umidade, ausência ou excesso de luz, entre outros, está dentro do conceito de 

doenças não infecciosas, deste modo não transmitidas de uma planta doente para 

uma planta sadia (DOS SANTOS SOARES; MACHADO, 2007; FERRAZ, 2018)  

Diferente dos agentes não infecciosos, as doenças causadas por agentes 

infecciosos podem ser transmitidas de uma planta doente para uma planta sadia. 

Dentre os agentes infecciosos estão os fungos, bactérias, vírus, protozoários e 

nematoides (CORREIA; MICHEREFF, 2018; MICHEREFF, 2001; FERRAZ, 2018), 

sendo este último o patógeno abordado por este estudo. No geral, os patógenos 

podem destruir ou causar distúrbios fisiológicos na célula parasitada, mas os 

distúrbios podem também ir além do local parasitado devido a substâncias 

produzidas pelos mesmos, os chamados fatores de patogenicidade como enzimas, 

toxinas e hormônios (MICHEREFF, 2001; FERRAZ, 2018).   

 

2.2. NEMATOIDES 
 

O nome nematoide deriva do grego nematis que quer dizer “em forma de fio”. 

Os nematoides são pertencentes ao filo Nematoda, onde são observadas duas 

classes (Chromadorea e Enoplea) (DE LEY; BLAXTER, 2002; FERRAZ, 2018). A 

maioria dos nematoides são de vida livre (alimentando-se de bactérias, fungos, 
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protozoários, algas, anelídeos oligoquetas ou outros nematoides). Entretanto, alguns 

nematoides são parasitas de plantas ou animais. O parasitismo de plantas ocorre 

principalmente em órgãos subterrâneos, como raízes, tubérculos, bulbos, rizomas e 

frutos hipógeos, porém, alguns se especializaram em parasitar a parte aérea das 

plantas (caules, folhas, flores, frutos e sementes) (FERRAZ, 2018; FERRAZ; 

BROWN, 2016).  

Os nematoides de plantas ou fitonematoides têm formato vermiforme, também 

chamado de filiforme, mas algumas fêmeas podem ter a largura do corpo 

notavelmente aumentada para produção de ovos, resultando em forma de pera 

(Meloidogyne e Globodera), limão (Heterodera) e rim (Rotylenchulus). Nematoides 

com aumento exagerado do corpo são sedentários, enquanto os nematoides com 

forma filiforme durante todo o ciclo de vida são migradores (FERRAZ, 2018). 

Os fitonematoides afetam negativamente a produtividade de diversas culturas. 

No mundo os prejuízos anuais chegam a US$ 100 bilhões, aproximadamente 12% 

da produção de alimentos (SILVA et al., 2019). Há grande diversidade de gêneros e 

espécies de fitonematoides que causam danos em diversas culturas; a seguir estão 

os principais gêneros de importância para o Brasil. 

O gênero Meloidogyne Goeldi, 1887, também conhecido como ‘nematoide 

das galhas’ tinha 96 espécies conhecidas até 2009, e diversas espécies que causam 

danos no Brasil (HUNT; HANDOO, 2009), sendo altamente polífago e um dos 

principais gêneros que atacam os tomateiros e importantíssimo para agricultura 

brasileira (PINHEIRO, 2017).  

O segundo gênero em importância para o Brasil é Pratylenchus Filipjev, 1936, 

chamado de ‘nematoide das lesões radiculares’ (FERRAZ, 2018), e suas espécies 

parasitam diferentes culturas (CASTILLO; VOVLAS, 2007).  

Para o gênero Radophulos Thorne, 1949, a espécie mais importante é R. 

similis (Cobb) Thorne, conhecido como ‘nematoide cavernícola’, grande problema 

sanitário na cultura da banana em todo o mundo (ALI et al., 2017).   

O gênero Heterodera Schimidt, 1871, passou a ser de grande importância no 

Brasil a partir de 1992, quando houve os primeiros registros da espécie H. glycines 

Ichione, o ‘nematoide do cisto da soja’, que tem causado grande prejuízo na 

sojicultora brasileira (FERRAZ, 2018).  
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No Brasil, para o gênero Rotylenchulus Linford & Oliveira, 1940, se verificou a 

ocorrência apenas de R. reniformis o ‘nematoide reniforme’, que causa danos em 

diversas culturas, como o abacaxi, algodão, café, soja e feijão, entre outras, em 

diferentes regiões (LIRA et al., 2018).  

O gênero Tylenchulus Cobb, 1913, com a espécie T. semipenetrans Cobb 

Linford & Oliveira, conhecido como ‘nematoide dos citros’, causa danos relevantes 

na cultura do citros em todo o mundo (STEFANELO; CARES, 2016).  

 

2.3 NEMATOIDE DAS GALHAS  
 

O gênero Meloidogyne pertence a classe Chromadorea, ordem Rhabditida, 

Subordem Tylenchina, Superfamília Tylenchoidea e família Meloidogynidae (DE 

LEY; BLAXTER, 2002; KARSSEN; MOENS, 2006). Desde 1855, na Europa, havia 

relatos de plantas com sintomas de parasitismo por estes nematoides, no entanto, o 

gênero foi criado só em 1887 no Brasil, pelo zoólogo europeu Emilio A. Goeldi, com 

a espécie tipo M. exigua Goeldi (Ferraz, 2018). 

No Brasil há relato de 20 espécies, que foram caracterizadas por métodos 

bioquímicos, por meio de esterase, e por métodos moleculares com uso de 

marcadores SCAR (HUNT; HANDOO, 2009, CARNEIRO et al., 2016).  

As espécies com maior ocorrência e que causam grandes prejuízos são M. 

javanica (Treub) Chitwood, M. incognita (Kofoid e White) Chitwood, M. arenaria 

(Neal) Chitwood e M. hapla Chitwood, pois possuem ampla gama de hospedeiros e 

vasta distribuição geográfica, representando mais de 95% dos nematoides das 

galhas em solos cultivados no mundo (EISENBACK; TRIANTAPHYLLOU, 1991; 

TIHOHOD, 1993; PINHEIRO et al., 2014a;  CARNEIRO et al., 2016), Estas espécies 

são encontradas em diversos tipos de solo, porém, são mais prejudiciais e mais 

severas em solos arenosos, com pouca matéria orgânica e clima quente (PINHEIRO 

et al., 2014b). 

O ciclo de vida dos nematoides das galhas pode levar de três a seis semanas 

para se completar, dependendo da espécie e das condições ambientais 

(CASTAGNONE-SERENO et al., 2013), mas geralmente é de aproximadamente 

quatro semanas, com faixa de temperatura ótima para o desenvolvimento de 25 a 30 

ºC (FERRAZ, 2018). O ciclo compreende quatro estádios juvenis além dos estádios 

adultos, ou seja, o macho e a fêmea. Esta põe os ovos envoltos por uma matriz 
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gelatinosa. Essas etapas são separadas por ecdises, durante as quais a cutícula é 

recolocada (CASTAGNONE-SERENO et al., 2013). 

Meloidogyne spp. inicia seu ciclo de vida com ovo, e a embriogênese se inicia 

horas depois da fêmea depositá-lo. O desenvolvimento embrionário origina o juvenil 

de primeiro estádio (J1), e ainda dentro do ovo o J1 passa pela primeira ecdise, 

originando o juvenil de segundo estádio (J2), a qual é a fase infectante de 

Meloidogyne (PERRY; MOENS; STARR, 2009). O J2 eclode do ovo e migra até o 

hospedeiro sendo direcionado por estímulos químicos por intermédio dos 

quimiorreceptores (os anfídios) (WILLIAMSON; HUSSEY, 1996; FERRAZ, 2018) e 

assim invadem a raiz na zona de alongamento. A penetração depende de força 

mecânica, através do estilete, e de ação química, através da liberação de enzimas 

via estilete, que são produzidas pelas glândulas esofagianas, e incluem pectato 

liase, celulases, expansinas, poligalacturonases, xilanases e endoglucanases 

(BOHLMANN; SOBCZAK, 2014).  

            A partir da zona de alongamento da raiz, o J2 migra intercelularmente, 

utilizando as enzimas para degradar a lamela média, indo em direção ao meristema 

apical da raiz. Ao atingirem o ápice radicular os J2 migram de volta para a porção 

central da raiz, deste modo o nematoide não atravessa a endoderme, mas a 

contorna (WYSS, GRUNDLER; MUNCH, 1992; HOLBEIN; GRUNDLER; SIDDIQUE, 

2016). Tendo atingido o pró-cambio, o J2 introduz o estilete em algumas células 

vegetais e induz a formação de um sítio de alimentação permanente, tornando-se 

então sedentários (ABAD et al., 2003), uma característica exclusiva das fêmeas. 

Dessa forma, após estabelecer a alimentação, o J2 passa por mudanças 

morfológicas e se torna sedentário, tendo mais três ecdises, formando os juvenis de 

terceiro e quarto estádio, que possuem o formato do corpo salsichoide e não se 

alimentam e, por fim, formam o adulto (CAILLAUD et al., 2008; PERRY; MOENS; 

STARR, 2009). As fêmeas adultas apresentam formato piriforme e aumento de 

tamanho, o que torna a fêmea sedentária e incapaz de migrar. Os machos, quando 

presentes, voltam a apresentar formato vermiforme e não se alimentam. O sexo é 

determinado pelas condições ambientais, e é possível observar os machos em 

condições de estresse, como alta população ou má nutrição da planta 

(TRIANTAPHYLLOU, 1985; WILLIAMSON; HUSSEY, 1996). 
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Para iniciar a formação do sítio de alimentação, secreções da glândula 

esofágica são injetadas nas células da raiz por meio do estilete, induzindo uma 

transformação das células vegetais em células gigantes, multinucleadas e ativas que 

suprem as necessidades nutricionais do parasita, e cuja manutenção dependente de 

estímulo contínuo por parte dos nematoides (WILLIAMSON; HUSSEY, 1996; 

CASTAGNONE-SERENO et al., 2013). A formação de células gigantes se origina de 

repetidas divisões nucleares da célula de alimentação inicial sem divisão celular 

(CAILLAUD et al., 2008). 

Cada J2 desencadeia o desenvolvimento de cinco a sete células gigantes, 

que podem ser até 100 vezes maiores que as células normais do parênquima 

vascular da raiz, e conter até 100 núcleos. Também há maior quantidade de 

organelas citoplasmáticas, como mitocôndrias, plastídios e ribossomos, bem como 

um aparelho de Golgi bem desenvolvido e o retículo endoplasmático liso, em 

contrapartida, nestas células o vacúolo tem tamanho reduzido ou encontra-se 

ausente. Com a formação do sítio de alimentação ocorre espessamento e 

remodelação das paredes celulares (WILLIAMSON; HUSSEY, 1996; 

CASTAGNONE-SERENO et al., 2013) e, concomitante à formação de células 

gigantes, ocorre a hiperplasia e a hipertrofia das células, formando as galhas 

(MOENS et al., 2009), sintoma típico deste gênero de nematoide. 

A reprodução é exclusivamente por partenogênese mitótica, para a maioria 

das espécies de nematoide das galhas estudadas até o momento. Nas espécies de 

grande importância agrícola, como M. arenaria, M. incognita e M. javanica, a 

reprodução envolve uma única divisão mitótica sem redução no número de 

cromossomos (TRIANTAPHYLLOU, 1985 FERRAZ, 2018). Nessas espécies 

machos podem ser observados esporadicamente, sendo a definição do sexo 

controlada epigeneticamente (TRIANTAPHYLLOU, 1981; BLANC-MATHIEU et al., 

2017). Eles podem produzir esperma e acasalar com as fêmeas, porém, mesmo que 

o esperma possa ser eventualmente observado na espermateca feminina e o núcleo 

do esperma alcance o óvulo, foi relatado que o núcleo do espermatozoide se 

desintegra no citoplasma do óvulo durante ou logo após divisão mitótica e, deste 

modo, ao que parece, nunca se funde com o núcleo do óvulo (TRIANTAPHYLLOU, 

1981; CASTAGNONE-SERENO et al., 2013). 
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Como citado anteriormente, Meloidogyne spp., ao penetrarem na raiz, incitam 

a formação do sítio de alimentação, que leva a formação do sintoma tipo destes 

nematoides, as galhas, do qual o nematoide passa a depender para adquirir 

nutrientes por todo seu ciclo. A ação de parasitismo gera o dreno de nutrientes e 

fotoassimilados e privação do suprimento de água e nutrientes para a parte aérea da 

planta, que culminará em crescimento reduzido e deficiência nutricional, que são 

sintomas observados na forma de reboleira no campo (MELO et al., 2012; SIKORA 

et al., 2018). 

 
2. 4 CONTROLE DE NEMATOIDES 
 

Os principais métodos de manejo para o nematoide das galhas têm sido a 

rotação de culturas com plantas não hospedeiras ou antagonistas, o uso de 

cultivares resistentes quando disponíveis, e a utilização de nematicida, porém, estes 

últimos são tóxicos ao ambiente e ao homem (MACHADO, 2015).  

Conforme dados do Agrofit (2021), para uso comercial no controle de M. 

incognita em tomateiro, há atualmente três produtos à base de abamectina (Abadin 

72 EC com classe toxicológica (CT) 3 - Moderadamente Tóxico, Epimec com CT 4 - 

Produto pouco tóxico e Augory com CT 1 - Extremamente Tóxico) e um à base de   

Allium sativum (Vigga com CT 5 - Produto pouco provável de causar dano agudo). 

Para M. javanica há dois produtos registrados à base de abamectina (Abadin 72 EC 

e Epimec), um a base de metam-sódico (Bunema 330 SL com CT 4) e outro a base 

de fluensulfona (Nimitz EC com CT 5). 

A rotação de culturas se baseia em alternar, dentro de uma mesma área 

cultivada, diferentes espécies vegetais ao longo de um determinado período de 

tempo (BOITEUX; PINHEIRO; FONSECA, 2019), sendo as plantas não hospedeiras 

ou antagonistas e cultivares resistentes os principais e mais efetivos métodos para o 

manejo de nematoides, eliminando parcial ou totalmente estes fitopatógenos, devido 

à ausência de alimento (PINHEIRO, 2017). 

Plantas não hospedeiras, como amendoim (Arachis sp.), braquiárias 

(Brachiaria spp.), milheto [Pennisetum glaucum (L.) R. BR.], mamona (Ricinus 

communis L.) e cultivares de milho (Zea mays L.) são uma opção eficiente para o 

controle em área com M. javanica ou M. incognita (PINHEIRO, 2014; PINHEIRO; 

CASTRO; RAGASSI, 2019). As Brássicas também são eficientes na rotação de 
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culturas, pois possuem altos níveis de resistência, a exemplo da couve-chinesa 

(Brassica rapa L. subsp. chinensis), mostarda preta [Brassica nigra (L.) Kosh] e 

repolho (Brassica oleracea L. var. capitata) (RANDHAWA; SHARMA, 2008; 

MASHEVA et al, 2012; CURTO et al., 2016). 

Plantas antagonistas podem permitir que os nematoides entrem nas raízes, 

mas não permitem que eles se desenvolvam até a fase adulta (PINHEIRO et al., 

2014b). As crotalárias (Crotalaria spectabilis (Roth), Crotalaria juncea (L.)), cravo-de-

defunto (Tagetes patula L., Tagetes minuta L., Tagetes erecta L.) e mucunas 

[Mucuna aterrima (Piper & Tracy) Holland] são exemplos de plantas que reduzem os 

níveis populacionais de nematoides devido ao antagonismo (MIAMOTO et al., 2021; 

NERIMAN; AŞKIN, 2018; FERREIRA et al., 2020; PINHEIRO; CASTRO; RAGASSI, 

2019).  

É importante a escolha adequada da planta não hospedeira ou antagonista 

para se utilizar na área infestada, pois o controle não é para todos os gêneros ou 

espécies de nematoides, a exemplo da mucuna-preta que é eficiente no controle de 

M. incognita, mas não tem efeito para M. javanica (PINHEIRO; CASTRO; RAGASSI, 

2019). 

Quanto a variedades resistentes ao nematoide das galhas, a maioria das 

cultivares comerciais são portadores do gene Mi (VERDEJO-LUCAS et al., 2012; 

BOITEUX; PINHEIRO; FONSECA, 2019).  Este gene foi identificado no tomateiro 

selvagem Solanum peruvianum L. Mill. (PI 128657), que confere resistência a 

distintas populações/raças das espécies M. incognita, M. javanica e M. arenaria 

(WATTS,1947; GILBERT; McGUIRRE, 1956; VERDEJO-LUCAS et al., 2012; 

BOITEUX; PINHEIRO; FONSECA, 2019). Estes nematoides penetram em plantas 

suscetíveis ou com gene Mi do mesmo modo, porém, quando o J2 tenta estabelecer 

o sítio de alimentação na planta portadora do gene, ocorre a reação de 

hipersensibilidade, que é a morte das células próximas e no local da infecção 

(DROPKIN, 1969; BOITEUX; PINHEIRO; FONSECA, 2019).  

As cultivares ‘Débora Plus’ e ‘Débora VFN’ (para mesa) e ‘IPA-5’ e ‘Viradoro’ 

(para processamento industrial) com resistência a M. incognita raça 1 e M. javanica, 

(PINHEIRO, 2014) e o híbrido ‘BRS Nagai’ com resistência a diferentes espécies e 

raças do gênero Meloidogyne (BOITEUX et al., 2018), são exemplos de resistências 

conferidas pelo gene Mi, no entanto, a resistência é perdida quando a temperatura 
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do solo passa de 28 °C (WILLIAMSON, 1998; PINHEIRO, 2014a), e frequentemente 

o gene Mi não confere resistência em populações de nematoide geograficamente 

isoladas (PINHEIRO, 2014a). 

Estes métodos de controle apresentam limitações e o emprego de forma 

isolada pode não reduzir a população dos nematoides abaixo do limiar de danos 

econômicos. O uso de métodos alternativos, como indutores de resistência, pode ser 

uma opção viável para o manejo de doenças, sendo um método com baixa ou 

nenhuma toxidez (CAETANO, 2011). É importante ressaltar que a indução de 

resistência não descarta os métodos de controle químicos e culturais, mas é 

ecologicamente seguro. 

 

2.5 INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA 
 
 

A indução de resistência envolve a ativação de mecanismos de defesa 

latentes existentes nas plantas em resposta a agentes bióticos (microrganismos) ou 

abióticos (PASCHOLATI; DALIO, 2018). Os agentes indutores responsáveis pela 

resposta de resistência nas plantas são chamados de eliciadores (SMITH, 1996), e 

representam um sinal externo que se liga a um possível receptor na superfície da 

célula vegetal, iniciando uma interação complexa em níveis bioquímicos e 

moleculares, impedindo ou dificultando a infecção pelo patógeno e, 

consequentemente, o desenvolvimento da doença (BARROS et al., 2010, SILVA JR; 

BEHLAU, 2018).  

A resistência induzida pode ocorrer de duas formas, pela resistência sistêmica 

adquirida (RSA) ou pela resistência sistêmica induzida (RSI), e apesar de serem 

fenotipicamente semelhantes quanto ao modo de ação (AKRAM et al., 2008, 

PASCHOLATI; DALIO, 2018), são fenômenos distintos, sendo diferenciadas pelo 

tipo de agente indutor e pela via de sinalização do hospedeiro que resulta na 

expressão de resistência (VAN LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998).  

O que define a via a ser ativada é a natureza do agente indutor (CAMARGO, 

2018): a RSA pode ser induzida por meio da ação de patógenos necrotróficos ou 

produtos químicos como o acibenzolar-S-metil (ASM), sendo mediada pelo 

sinalizador ácido salicílico (AS) e envolvendo o acúmulo de proteínas relacionadas à 

patogênese (proteínas-RP), podendo resultar em alterações visuais como necrose 

por exemplo (MOLINARI; BASER, 2010). Por outro lado, a RSI é induzida por 
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agentes não patogênicos, microrganismos benéficos, como rizobactérias promotoras 

de crescimento (BARROS et al., 2010, MOLINARI; BASER, 2010; SALGADO et al., 

2007), e é mediada pelo acúmulo de ácido jasmônico (JA) e etileno (ET) (SALGADO 

et al., 2007), não ocorrendo o acúmulo de proteínas-RP, e a planta que sofreu 

indução não exibe alterações morfológicas. Mesmo se tratando de fenômenos 

distintos a reprogramação transcricional para ambas é por meio da proteína NPR1 

(CAARLS; PIETERSE; VAN WEES, 2015). 

Dentre os mecanismos envolvidos na indução de resistência, tem-se os 

compostos fenólicos, que são originados do metabolismo secundário e participam de 

funções essenciais das plantas como crescimento e reprodução. Estes compostos 

também são formados em condições de estresse a exemplo de infecções, 

ferimentos e radiações ultravioleta, atuando como agente anti-patogênico, sendo 

produzidos rapidamente e se acumulando após a infecção (SHAHIDI; NACZK, 1995; 

NACZK; SHAHIDI, 2004). Podem ser encontrados em formas livres ou complexadas 

com açúcares e proteínas, como os flavonoides, os ácidos fenólicos, os taninos e os 

tocoferóis (NACZK; SHAHIDI, 2004). 

As espécies reativas de oxigênio também estão envolvidas principalmente 

por meio da deposição do ânion superóxido (O2
.-) e peróxido de hidrogênio (H2O2). 

Estas são produzidas em grande quantidade quando a planta sofre o ataque de 

patógenos (HU et al., 2009) levando a uma ‘’explosão oxidativa’’, que pode ser 

tóxica ao patógeno, no entanto, em altas concentrações, também podem ser tóxicos 

as plantas (ŁUKASIK et al., 2012).  

As enzimas envolvidas nos mecanismos de indução de resistência podem 

catalisar reações para formações de compostos a exemplo da fenilalanina amônia-

liase (FAL) que está localizada no ponto de ramificação entre os metabolismos 

primário e secundário, participando da catalização de reações na formação de 

compostos fenólicos, fitoalexinas fenólicas e ligninas, que estão relacionados com a 

resistência de plantas a patógenos (TAIZ; ZEIGER, 2013). As peroxidases (POX) 

catalisam reações de diversos compostos, dentre eles os fenóis (HIRAGA, 2001), e 

também atuam na formação da lignina e de componentes da parede celular (VAN 

LOON; VAN STRIEN, 1999). 

A lignina é um polímero do grupo dos fenilpropanoides, tendo funções nos 

metabolismos primário e secundário, conferindo suporte mecânico e exercendo 
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funções protetoras nos vegetais, podendo interferir no desenvolvimento de 

patógenos por meio de modificações celulares (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999, 

TAIS; ZEIGER, 2013). Outras enzimas podem atuar potencializando o efeito de 

outros mecanismos de defesa, como as polifenoloxidases (PPO), que oxidam 

compostos fenólicos transformando-os em quinonas altamente tóxicas a 

microrganismos (AGRIOS 2005; TAIZ; ZAIGER 2013). 

Durante o processo de indução de resistência toxinas são geradas e 

comprometem o funcionamento da célula, para isso as enzimas como a catalase 

(CAT) agem desintoxicando as células vegetais em condições de estresse, atuando 

na dismutação direta de H2O2 em H2O e O2 (GILL; TUTEJA, 2010). A ascorbato 

peroxidase (APx), assim como a catalase, catalisa a decomposição do peróxido de 

hidrogênio (H2O2), diminuído os níveis no interior da célula (FÜRSTENBERG-HÄGG 

et al., 2013), efeito que também é observado pela enzima superóxido dismutase 

(SOD) a qual oferece a primeira linha de defesa para proteção de efeitos tóxicos dos 

altos níveis das espécies reativas de oxigênio (GILL; TUTEJA, 2010). 

Os processos envolvidos na indução de resistência podem gerar custos 

metabólicos para planta, uma vez que há competição por substrato e energia, deste 

modo a planta deve balancear os investimentos nesses processos (GAYLER et al., 

2004). Alguns genes podem balancear o metabolismo e equilibrar os custos da 

planta, logo será dada menor importância a determinada atividade fisiológica, que 

passa a ser tornar secundária devido o processo de indução (LOGEMANN et al., 

1995). Devido ao custo metabólico as plantas que investem suas energias no 

processo de defesa, sem a presença de patógeno, estão gastando seus recursos 

sem necessidade, o que poderá refletir na produtividade (KUHN; PASCHOLATI, 

2010, IRITI; FAORO, 2003).  

Muitas pesquisas vêm sendo realizadas para elucidar a indução de 

resistência, bem como estudos que comprovam a eficiência desse método por meio 

de diversos agentes indutores. 

Para os agentes indutores bióticos a indução ocorre por organismos viáveis 

ou inativos, como a  Pochonia chlamydosporia (GHAHREMANI et al., 2019, DE 

MEDEIROS et al., 2019), o fungo filamentoso Trichoderma spp. (DE MEDEIROS et 

al., 2017, Martínez-Medina et al., 2017, MOSAHANEH et al., 2021) e as bactérias 

Pseudomonas spp. (MOSAHANEH et al., 2021 VIGILA, SUBRAMANIAN, 
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DEVRAJAN, 2019) e Bacillus spp. (VILJOEN,et al, 2019, VIGILA, SUBRAMANIAN, 

DEVRAJAN, 2019), todos testados em tomateiro contra M. javanica e M. incognita.  

Quanto aos indutores abióticos, há vários exemplos como ácido beta-

aminobutírico contra M. javanica e M. incognita no tomateiro (ATTIA, 2019; 

CHAREHGANI et al.,2021), acibenzolar-S-metil contra Meloidogyne spp. em tomate, 

alface e soja (ASIF et al., 2020; HERNANDES et al., 2017, BRITO et al., 2016), 

fosfitos contra Pratylenchus brachyurus no milho (PUERARI et al. 2015) e silicatos 

contra Meloidogyne graminicola no arroz (SOARES et al., 2021; ZHAN et al., 2018). 

Os extratos vegetais e fúngicos também são agentes abióticos eficientes na 

indução de resistência, como extratos de alecrim no controle de M. incognita em soja 

(MÜLLER et al., 2016) e extrato de folhas de pinhão-manso (Jatropha curcas) no 

controle de M. javanica em tomateiro (OGWULUMBA; OGWULUMBA, 2018). Dentre 

os extratos fúngicos, àqueles a base de basidiocarpos têm mostrado resultados 

promissores, como Lentinula edodes e Agaricus blazei contra Ralstonia 

solanacearum (SILVA et al., 2007), L. edodes contra Phytophthora na pimenteira 

(KANG et al., 2017), L. edodes contra Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis em tomateiro (SILVA, PASCHOLATI, BEDENDO, 2013), e 

Pycnoporus sanguineus no controle de Alternaria solani e Xanthomonas vesicatoria 

no tomateiro (ASSI et al., 2017).  

No entanto, quando se trata do uso de extratos fúngicos para controle de 

nematoides os trabalhos são poucos. A seguir são apresentados relatos do uso de 

basidiocarpos para controle de fitonematoides. 

O composto com cogumelo Pleurotus sajor-caju cultivado em arroz ou palha 

de trigo foi incorporado no solo contra M. incognita em tomateiros em condições de 

campo. Os tratamentos reduziram em mais de 80% a população de nematoides, 

além de reduções por volta de 70% no número de galhas e massa de ovos 

(MOSTAFA; ALLAH; AWAD-ALLAH, 2019). 

Palizi et al. (2009) relataram que a incorporação direta de compostos com 

diferentes espécies do gênero Pleurotus no solo suprimiu mais de 85% dos cistos do 

nematoide de cisto da beterraba (Heterodera schachtii) em condições de campo, e in 

vitro, utilizando filtrados de cultura de Pleurotus spp., a mortalidade foi de 20% a 

96% dependendo da espécie. Os extratos de Pleurotus também paralisaram os 

nematoides de 50% a 90% de acordo com a espécie. 
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Tratamentos com a fração de acetato de etila de Ganoderma lucidum e L. 

edodes inibiram a eclosão de ovos em 92,6% e 85,6%, e causaram 93,2% e 81,2% 

de mortalidade de juvenis de M. incognita, respectivamente, quando usados na 

concentração de 1000 mg L-1 de moléculas bioativas após 72 horas de incubação 

(AKSHAYA et al., 2021). 

 

2.6 Pycnoporus sanguineus NO CONTROLE DE DOENÇAS 
 

Entre os fungos com potencial para controle de doenças em plantas está 

Pycnoporus sanguineus. Este fungo pertence a divisão Basidiomycota, família 

Polyporaceae, sendo conhecido popularmente por orelha-de-pau. Seu basidioma ou 

corpo de frutificação (basidiocarpo) é semicircular e se distribui horizontalmente nos 

caules de árvores mortas, tendo superfície lisa e levemente zonada de modo 

concêntrico, com dimensões variáveis e coloração vermelha-alaranjada, ocorrendo 

em regiões tropicais e subtropicais dos Hemisférios Norte e Sul (NOBLES; FREW, 

1962). É um fungo saprófita capaz de degradar celulose, hemicelulose e lignina, que 

são fontes complexas de carbono (ZIGLIO; SARDELA; GONÇALVES, 2018). Além 

da eficiência em degradar materiais lignocelulósicos, vem-se estudando a 

capacidade de P. sanguineus induzir resistência contra fitopatógenos.  

O extrato de P. sanguineus foi utilizado contra Pseudocercospora griseola 

em feijoeiro, resultando em atividade antimicrobiana sobre o patógeno e indução de 

peroxidases e polifenoloxidases, de forma localizada e sistêmica (VIECELLI et al., 

2009; 2010). No patossistema envolvendo Colletotrichum lindemuthianum em 

feijoeiro, o extrato de P. sanguineus promoveu a indução de fenilalanina amônia-

liase, β-1,3 glucanase e espécies reativas de oxigênio (BALDO et al. 2011). 

Para o controle de bactérias foram utilizados extratos aquosos de 

basidiocarpo, micélio e filtrado de cultura de P. sanguineus contra Xanthomonas 

axonopodis pv. phaseoli. O filtrado da cultura e o extrato dos basidiocarpos tiveram 

atividade antimicrobiana, e quando testados no feijoeiro tiveram potencial para 

controle, que esteve relacionado com a atividade antimicrobiana direta e/ou indução 

de resistência envolvendo a ativação das enzimas de defesa vegetal peroxidase, 

polifenoloxidase, β-1,3 glucanase e fenilalanina amônia-liase (TOILLIER et al., 

2010).  
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No controle da mancha bacteriana causada por Xanthomonas vesicatoria e 

da pinta preta causada por Alternaria solani, P. sanguineus não apresentou atividade 

antibacteriana e antifúngica in vitro, no entanto, in vivo houve redução da severidade 

das doenças em tomateiro, tendo até 79% de eficiência no controle das mesmas, 

provavelmente por indução de resistência (ASSI et al., 2017).  

Em outro trabalho, o filtrado de P. sanguineus também foi testado em tomate 

para o controle de pinta preta. As plantas foram pulverizadas com filtrado e 120 

horas após a inoculação houve o incremento em 22% na atividade de lipoxigenase, 

porém não foi eficiente no controle da severidade da pinta-preta em tomateiro 

(ALENCAR et al., 2020). 

Os resultados utilizando P. sanguineus são promissores, no entanto há muitos 

patossistemas a serem investigados a fim de se verificar a capacidade de indução 

de resistência causada por este fungo, tais como os patossistemas com 

fitonematoides. 

 

2.7 MICROTOM COMO MODELO DE ESTUDO 
 

Plantas modelo como Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), arroz (Oryza sativa) 

e tabaco (Nicotiana tabacum) tem grande importância para a descoberta científica 

eficiente, possibilitando estudos fisiológicos e genéticos e o desenvolvimento de 

novos métodos (DIAO et al., 2014, LI et al., 2018, SIERRO et al., 2014). No entanto, 

com a diversidade de linhagens de plantas, alguns processos importantes não são 

encontrados em Arabidopsis, arroz ou tabaco, dessa forma novas espécies modelo 

são necessárias (DIAO et al., 2014).  

O tomateiro Solanum lycopersicum L. cv. MicroTom tem se tornado uma 

excelente opção para pesquisas básicas e/ou aplicadas em plantas, pois tem 

pequeno porte, crescimento rápido, ciclo de vida curto da semeadura até a colheita 

dos frutos, diversidade de metabólitos secundários, tecidos que facilitam análises 

bioquímicas (CAMPOS et al., 2010; RANJAN, ICHIHASHI, SINHA, 2012; 

GONZALEZ et al., 2015; PARROTTA et al., 2020) e seu genoma sequenciado 

(TOMATO GENOME CONSORTIUM, 2012). 

O MicroTom foi inicialmente produzido para finalidades ornamentais, mas no 

final da década de 90 foi proposto como modelo genético (MEISSNER et al., 1997). 

O tomateiro cv MicroTom é proveniente do cruzamento de duas plantas anãs, a 
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Florida Basket e a Ohio-4013-3, conferindo características de planta miniatura. Seus 

frutos são pequenos e vermelhos e com sementes viáveis, a planta tem cerca de 15 

cm, podendo ser cultivada em pequenos vasos com apenas 50-100 mL, capacidade 

de crescimento em altas densidades e com ciclo de vida entre 70 e 90 dias (SUN et 

al., 2006; MEISSNER et al. 1997). Com essas propriedades, o MicroTom pode se 

desenvolver em laboratório com a mesma estrutura mínima necessária para 

Arabidopsis (PINO et al., 2010). 

O MicroTom está sendo amplamente utilizado em estudos de 

desenvolvimento de frutas (SERRANI et al., 2007; GONZALEZ, 2019), interações 

hormonais (CAMPOS et al., 2009; MANNUCCI, et al., 2020), respostas de estresses 

abiótico / biótico (GRATÃO et al., 2008; BARSANTI; COLTELLI; GUALTIERI, 2019; 

BACHA et al., 2017), colonização por fungos micorrízicos (IBIANG; 

INNAMI; SAKAMOTO, 2018, FRACETTO, PERES, LAMBAIS, 2017), regulação de 

pequenos genes de RNA e expressão gênica  (FRACETTO, PERES, LAMBAIS, 

2017; HOFFMANN et al., 2021). 

O tomateiro MicroTom é suscetível a diversos patógenos como as bactérias 

Pseudomonas syringae pv. tomato e Ralstonia solanacearum, os fungos Botrytis 

cinerea, Phytophthora infestans, Oidium lycopersici e Sclerotinia sclerotiorum, os 

vírus Cucumber mosaic virus – CMV, Tomato aspermy virus – TAV, Tomato mosaic 

virus – ToMV (ARIE et al., 2007; TUNES et al., 2019), e os nematoides M. incognita 

e Rotylenchulus reniformis (AZEVEDO et al., 2020; CHANGKWIAN et al., 2019 , 

NYAKU, et al., 2014; NYAKU et al., 2021). Deste modo, o MicroTom é um excelente 

modelo para estudos para interação planta-patógeno e testes para controle dos 

mesmos. 

 

 
3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

Os experimentos foram conduzidos na Universidade Estadual do Oeste do 

Paraná, no Laboratório de Nematologia, Campus de Marechal Cândido Rondon – 

PR. 

 

3.1 POPULAÇÕES DE M. incognita E M. javanica 
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As populações de M. incognita e de M. javanica foram obtidas de raízes de 

tomateiro mantidos em casa-de-vegetação do Laboratório de Nematologia da 

Unioeste, e identificadas com base na configuração da região perineal (HARTMAN; 

SASSER, 1985). 

Para extração de ovos e nematoides das raízes foi utilizada a metodologia 

descrita em Freitas et al. (2007), baseada na metodologia de Hussey & Barker 

(1973) modificada por Boneti & Ferraz (1981). As raízes foram cortadas e trituradas 

em liquidificador por 20 segundos, e o triturado foi vertido sobre peneira de 0,427 

mm de abertura de malha (48 Mesh) acoplada na peneira de 0,025 mm de abertura 

de malha (500 Mesh). Os ovos e juvenis de segundo estádio (J2) retidos na peneira 

de 500 Mesh foram transferidos para lâmina de Peters e quantificados com 

microscópio óptico. 

Para obtenção somente de J2, foi seguida a metodologia descrita por 

Franzener et al. (2007), por meio de câmara de eclosão ou funil de Baermann 

(BAERMANN, 1917). Para tanto, após a extração de ovos e J2 segundo a 

metodologia de Freitas et al. (2007), estes foram colocados na câmara de eclosão, 

formada com papel absorvente em formato de cone, fixados em um funil com água e 

vedada a parte inferior do funil, assim, os J2 eclodidos podiam migrar para o fundo 

do funil por 24 horas. 

 

3.2 OBTENÇÃO DO EXTRATO DE P. sanguineus E PRECIPITAÇÃO PROTEICA 

 

 Basidiocarpos de P. sanguineus (Cadastro SISGEN n° AF83853), produzidos 

conforme a técnica de Martinazzo-Portz (2011), foram secos em estufa a 40 ºC por 2 

h e moídos em moinho de faca (PEITER-BENINCA et al., 2008). Para obtenção do 

extrato aquoso foi utilizado pó seco de basidiocarpos de P. sanguineus hidratado por 

24 h a 4 oC em água estéril, na proporção de 14 mL para cada grama de pó (DI 

PIERO et al., 2006). Após esse período, a mistura foi filtrada em papel de filtro 

Whatman no 1 e, em seguida, em membrana de 0,22 μm de diâmetro de poro. A 

solução extraída foi denominada extrato bruto aquoso (EB) e foi armazenada a 4 ºC 

até o momento de uso, não ultrapassando sete dias de armazenamento (BALDO et 

al., 2011). 

 A partir desse extrato aquoso foi feita a precipitação proteica utilizando etanol 

95% em banho de gelo para manter a temperatura a 4 °C. A precipitação foi 
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fracionada com cinco cortes: 20%, 40%, 60%, 80% e 95% de etanol. Após cada 

corte a solução foi centrifugada a 10.000xg por 20 min. As proteínas presentes em 

cada fração foram ressuspensas em 3,5 mL de tampão Tris-HCl 10 mM, pH 8,0. O 

volume final foi ajustado para 10 mL com o mesmo tampão e o teor de proteínas 

totais de cada corte foi determinado pela curva-padrão y = 0,0434x + 0,0431 (R² = 

0,9804), onde y é o valor de absorbância em 595 nm e x é a concentração proteica 

(albumina de soro bovino) em µg mL-1 (BRADFORD, 1976). 

 

3.3 FRACIONAMENTO DO EXTRATO PROTEICO DE P. sanguineus UTILIZANDO 

CROMATOGRAFIA DE FILTRAÇÃO EM GEL (CFG) 

 

Cada fração proteica do extrato de P. sanguineus, obtidas da precipitação 

etanólica, foi fracionada por cromatografia de filtração em gel (CFG). A CFG foi 

realizada em coluna de vidro (1,5 cm x 50 cm) preenchida com Sephacryl S-100-HR 

(Sigma Aldrich), formando um gel sedimentado (fase estacionária). A coluna foi 

equilibrada com tampão Tris-HCl 0,05 M (pH 6,8) (fase móvel). Foram aplicados 2,0 

mL de cada fração proteica (ou corte etanólico) obtidos a partir do extrato aquoso de 

P. sanguineus. As amostras foram eluídas na coluna com o tampão Tris-HCl 0,05 M 

(pH 6,8), sendo coletadas frações de 1 mL, em fluxo de 0,5 mL min-1. O 

monitoramento das frações proteicas foi detectado em espectrofotômetro a 280 nm. 

A coleta das frações e o monitoramento proteico foram realizados em sistema 

cromatográfico BioLogic LP, da Bio Rad. As frações foram reunidas de acordo com o 

perfil de distribuição de proteínas.  

A massa molecular relativa de cada fração detectada foi estimada pela curva 

de calibração y = 8867,4e-3,231x (GONÇALVES-TREVISOLI et al., 2016), que foi 

obtida para esta coluna levando-se em consideração as massas moleculares (valor y 

da equação em KDa) das proteínas tireoglobulina (670 KDa), globulina (158 KDa), 

ovalbumina (44 KDa), mioglobina (17 KDa) e vitamina B12 (1,35 KDa), e o quociente 

do volume de eluição (Ve) dessas proteínas pelo “void volume” (Vo) (valor x da 

equação). O “void volume” foi obtido com blue dextrana (2000 KDa) (Vo = 26 mL). 
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3.4  ATIVIDADES NEMATICIDA E/OU NEMATOSTÁTICA IN VITRO DAS 

FRAÇÕES PROTEICAS DE P. sanguineus CONTRA M. incognita E M. 

javanica 

 

Para o ensaio de atividades nematicida e/ou nematostática foi adotado o 

delineamento inteiramente casualizado, com quatro repetições e 13 tratamentos: 

cinco cortes etanólicos (Tabela 1), seis frações proteicas obtidas na CFG (frações I a 

VI – Tabela 2), extrato aquoso bruto (não fracionado e não diluído) e a testemunha 

água. Os tratamentos foram avaliados quanto às suas atividades nematicida e/ou 

nematostática para M. incognita e M. javanica.  

Para motilidade e mortalidade, foram utilizados 200 J2 em frascos plásticos 

com 4 mL (1 mL com a suspensão de nematoides e 3 mL de  tratamento) de cada 

tratamento, sendo ambos ensaios avaliados conforme metodologia modificada de 

Coltro-Roncato et al. (2016). A motilidade foi observada após 24 h, avaliando-se o 

número de J2 aparentemente inativos. Em seguida, os J2 foram transferidos para 

peneira de 500 Mesh descartando o tratamento, substituindo-se o extrato por água, 

e após 24 horas de incubação em água, para diferir os nematoides imóveis dos 

mortos, foi adicionado a cada parcela experimental 10% (v:v) de hidróxido de sódio a 

1%, com propósito de excitar os nematoides vivos e assim quantificar os nematoides 

mortos. 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância a 5% de 

probabilidade de erro, e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, 

usando o programa estatístico Sisvar (FERREIRA, 2011). 

 

3.5 INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA EM TOMATEIRO MICROTOM CONTRA M. 
incognita E M. javanica 
 

3.5.1 ENSAIOS COM TODOS OS CORTES ETANÓLICOS E FRAÇÕES 
PROTEICAS 
 

Nos ensaios de indução de resistência foi utilizado o tomateiro MicroTom. As 

sementes foram colocadas em bandejas de 128 células contendo substrato 

comercial. Após 15 dias, as plântulas foram transplantadas para vasos de 500 mL 

contendo substrato comercial. As sementes foram obtidas pelo cultivo de MicroTom 

em casa de vegetação. Quando as plantas tinham frutos maduros, estes foram 

colhidos, as sementes retiradas, lavadas em água corrente para remover o excesso 
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de mucilagem, secas a sombra por 48 h a 27 ºC, e depois foram armazenas a 4 ºC 

em envelopes de papel alumínio. 

No momento do transplante, cada muda teve seu sistema radicular imerso 

por 10 segundos em cada um dos 13 tratamentos indicados no item 3.4. Após três 

dias do transplante, as mudas foram inoculadas com uma suspensão contendo 

2.000 ovos e J2 (População inicial - Pi) de M. incognita ou M. javanica por planta, em 

três orifícios realizados em torno da muda, a 1,5 cm de distância entre si e 2,0 cm de 

profundidade. O ensaio foi conduzido por 45 dias em câmara de crescimento com 

fotoperíodo de 12 horas de luz (200 µmol m-2 s-1) a 26 °C, com lâmpadas de LED 

(LAZZARINI et al., 2017), em delineamento em blocos casualizados com seis 

repetições. 

Após 45 dias da inoculação as plantas foram coletadas e a parte aérea 

separada do sistema radicular. Na parte aérea avaliou-se as massas fresca e seca, 

sendo esta obtida após secagem em estufa de circulação forçada de ar, a 65 ºC, até 

a massa constante. O sistema radicular foi cuidadosamente lavado, colocado sobre 

papel absorvente para eliminação do excesso de água e, em seguida, foi 

determinada a massa fresca.  

Posteriormente, avaliou-se os parâmetros nematológicos: primeiramente 

contou-se o número de galhas por sistema radicular, em seguida os nematoides 

foram extraídos, conforme metodologia citada anteriormente, e avaliou-se a 

população final (PF) de M. incognita e de M. javanica (número de ovos + J2 por 

sistema radicular). A partir desse dado foi obtido o número de nematoides por grama 

de raiz, pela divisão da população final de nematoides pela massa fresca de raízes. 

O cálculo do fator de reprodução [FR = população final/população inoculada 

(OOSTENBRINK, 1966)] também foi realizado. 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância a 5% de 

probabilidade de erro, e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, 

usando o programa estatístico Sisvar (FERREIRA, 2011). 

 

3.5.2 ENSAIOS COM FRAÇÕES PROTEICAS SELECIONADAS 

 A partir dos resultados obtidos no ensaio anterior com todos os cortes 

etanólicos e frações proteicas, foram identificados os tratamentos com maior 

potencial para controle de M. javanica e M. incognita em tomateiro MicroTom, 
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realizando-se assim novos ensaios apenas com os selecionados. A seleção dos 

tratamentos envolveu não apenas os valores de redução de variáveis nematológicas 

ou de incremento de variáveis vegetativas, mas também a quantidade (volume) de 

cada corte ou fração que viabilizasse a montagem de novos ensaios. 

O experimento foi conduzido por 45 dias em câmara de crescimento com 

fotoperíodo de 12 horas de luz e avaliado conforme descrito anteriormente (item 

3.5.1). Além das variáveis analisadas descritas no item 3.5.1, adicionalmente 

avaliou-se massa de ovos nas raízes, que foram coradas com Floxina B (15 mg L-1) 

e, após 20 min, lavadas para tirar o excesso de corante (TAYLOR & SASSER, 

1978). O número de massa de ovos foi contado com auxílio de lupa de mesa. 

O experimento foi realizado em blocos casualizados, com 10 repetições. Os 

dados obtidos foram submetidos à análise de variância a 5% de probabilidade de 

erro e, quando significativos, avaliados por teste de Tukey. Para o teste de 

comparação com controle foi realizado o teste de Dunnett. Utilizou-se os programas 

estatísticos Sisvar (FERREIRA, 2011) e Genes (CRUZ, 2013). 

 

3.6 ANÁLISES BIOQUÍMICAS 
 

Concomitantemente ao ensaio de indução de resistência com frações 

proteicas selecionadas (item 3.5.2) foram retiradas amostras para análise bioquímica 

de enzimas envolvidas na defesa vegetal. Para tanto, foram coletadas amostras de 

0,5 g de raiz nos seguintes tempos: zero (no momento dos tratamentos, ou seja, no 

momento do transplante), 3 dias (no momento da inoculação, ou seja, três dias após 

os tratamentos) e 7, 11, 15, 19 e 23 dias após os tratamentos.  

Em cada tempo de coleta, amostrava-se um grupo distinto de plantas, uma 

vez que a amostragem era destrutiva. Imediatamente após as coletas, as raízes 

foram cuidadosamente lavadas em água corrente, secas com papel toalha, pesadas 

em balança analítica e acondicionadas em papel alumínio, sendo na sequência 

armazenadas a -20 ºC para as análises de peroxidase, polifenoloxidase e 

fenilalanina amônia-liase. 

 

3.6.1 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANÁLISES ENZIMÁTICAS 
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As amostras de raízes (0,5 g) foram colocadas em tubos de microcentrífuga 

com volume de 2 mL, contendo matrix D (esfera de zircônio para macerar a raiz) e 1 

mL de tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 7,0) contendo 0,1 mM EDTA e 1% 

(massa/massa) de poli-vinil-pirrolidona. Em seguida, os tubos foram levados ao 

homogeneizador de amostras FastPrep-24TM 5G, por 40 segundos e força de 7 m s-

1. 

Este macerado foi centrifugado por 25 min a 10.000xg, à 4 °C. O 

sobrenadante, considerado o extrato enzimático, foi transferido para microtubos e 

armazenados a -20 ºC. O extrato foi utilizado para a determinação do conteúdo 

protéico e atividade das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amônia-

liase. 

 O conteúdo proteico foi determinado pelo método de Bradford (1976). Para 

isto foi adicionado 2,5 mL do reagente de Bradford em 50 µL do sobrenadante obtido 

anteriormente, e misturados em vórtex. Foi realizada a leitura após 5 min em 

espectrofotômetro a 595 nm. Como padrão foi utilizado albumina de soro bovino e a 

concentração de proteína na amostra foi expressa (mg proteína mL−1). 

 

3.6.2. ATIVIDADE DE FENILALANINA AMÔNIA-LIASE (FAL) 
 
 

A atividade da FAL foi determinada pela quantificação colorimétrica do ácido 

trans-cinâmico liberado do substrato fenilalanina (UMESHA, 2006). A mistura da 

reação, incubada a 40 °C por 2 h, continha100 L do extrato enzimático, 400 L do 

tampão Tris-HCl 25 mM pH 8,8 e 500 L de fenilalanina (50 mM em tampão Tris-HCl 

25 mM pH 8,8). A absorbância foi determinada a 290 nm, contra tampão de 

extração, sendo subtraído de cada amostra o valor do controle (esse controle 

correspondia a uma mistura 100 L do extrato proteico e 900 L de tampão Tris-HCl 

25 mM pH 8,8 ). As leituras de absorbância foram plotadas em curva padrão para o 

ácido trans-cinâmico e a atividade enzimática expressa em g de ácido trans-

cinâmico min-1 mg de proteína-1. 

 

3.6.3. ATIVIDADE DE POLIFENOLOXIDASE (PPO) 
 
 

A atividade de PPO foi determinada pela técnica de Duangmal & Apenten 

(1999). O ensaio consistiu em mensurar a oxidação do catecol convertendo-o em 
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quinona. O substrato foi composto por catecol na concentração de 20 mM dissolvido 

em tampão fosfato de sódio 100 mM, pH 6,8. A reação se desenvolveu misturando 

900 µL do substrato e 100 µL do extrato enzimático. A temperatura de reação foi 30 

ºC. Leituras em espectrofotômetro a 420 nm foram realizadas de forma direta por um 

período de 2 min. O diferencial entre a última e a primeira leitura foi utilizado para 

determinação da atividade. Os resultados foram expressos em unidades de 

absorção min-1mg−1proteína. 

 

3.6.4. ATIVIDADE DE PEROXIDASE (POX) 
 
 

A atividade da POX foi determinada de acordo com Lusso & Pascholati 

(1999), pela conversão do guaiacol a tetraguaiacol, em espectrofotômetro a 470 nm. 

Foi utilizado 0,1 mL do extrato enzimático e 2,9 mL de substrato (solução com 250 

µL de guaiacol e 306 µL de H2O2 em 100 mL de tampão fosfato 0,01 M pH 6,0). Sua 

atividade foi expressa em unidade de absorção min-1mg−1proteína. 

 

 
4 RESULTADOS 

 

4.1 CORTES ETANÓLICOS DOS EXTRATOS DE P. sanguineus 

 O teor de proteínas dos cinco cortes etanólicos obtidos a partir do extrato 

aquoso de P. sanguineus estão apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Teor de proteína dos cortes etanólicos obtidos de basidiocarpos de P. 

sanguineus em gradientes crescentes de etanol. 

Corte etanólico 
Teor de proteína 

(µg mL-1) 

20% 179,70 

40% 686,40 

60% 1.074,60 

80% 520,90 

95% 186,40 
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 Pode-se observar que o precipitado ou corte etanólico com maior teor de 

proteínas totais foi o de 60%, seguido pelos cortes de 80% e 40%, enquanto os 

menores teores proteicos estão nos cortes 95% e 20%. Todos os cortes foram 

testados individualmente nos ensaios para atividade nematicida/nematostática in 

vitro, bem como foram fracionados por CFG. 

 

 

4.2 FRAÇÕES PROTEICAS OBTIDAS POR CFG A PARTIR DOS CORTES 

ETANÓLICOS DO EXTRATO DE P. sanguineus 

 

 As frações proteicas obtidas por cromatografia de filtração em gel estão 

apresentadas na Tabela 2. Foram obtidas: uma fração proteica para o corte 

etanólico 20%, duas para o corte 40%, e uma para cada corte 60%, 80% e 95%. 

Para facilitar a apresentação desses dados, essas seis frações proteicas foram 

identificadas como I, II, III, IV, V e VI, cujos volumes de eluição (Ve) foram 

respectivamente: 60,5 mL, 42 mL, 87,5 mL, 47 mL, 61,5 mL e 62 mL. As massas 

moleculares das frações I a VI foram respectivamente 4,81; 47,98; 0,17; 25,78; 4,25 

e 4 KDa. Embora o corte etanólico 60% tenha apresentado o maior teor de proteínas 

totais (Tabela 1), o fracionamento do mesmo indicou a presença de apenas uma 

proteína. Apenas o corte 40% apresentou duas frações proteicas, com a menor e a 

maior massa molecular entre as seis proteínas obtidas por CFG. 

 

Tabela 2. Frações proteicas obtidas por cromatografia de filtração em gel de cortes 

etanólicos do extrato aquoso de basidiocarpos de P. sanguineus. 

Corte etanólico Fração proteica 
Massa molecular 

(KDa)* 

20% I 4,81 

40% 
II 47,98 

III 0,17 

60% IV 25,78 

80% V 4,25 

95% VI 4,00 

*Massas moleculares determinadas pela equação y= 8867,4 e-3,231 x. 
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Todas as frações proteicas identificadas foram testadas individualmente nos 

ensaios para atividade nematicida/nematostática in vitro, bem como nos ensaios de 

indução de resistência. 

 

4.3 ATIVIDADE NEMATICIDA E/OU NEMATOSTÁTICA IN VITRO DAS FRAÇÕES 

PROTEICAS DE P. sanguineus CONTRA M. incognita E M. javanica 

 

O grupo que causou a maior inibição da motilidade em M. javanica foi o do 

extrato não fracionado e corte etanólico 95%. No outro extremo está o grupo da 

testemunha e da fração proteica I com a maior motilidade (ou sem inibição). O grupo 

formado por corte etanólico 80% e frações II, III e IV reduziu a motilidade de M. 

javanica em média 80%, enquanto o grupo formado pelos cortes etanólicos 40% e 

60% reduziu em média 91% a motilidade. Os demais tratamentos apresentaram 

valores intermediários de inibição (Tabela 3). 

Quanto à mortalidade M. javanica, novamente o grupo formado pelo extrato 

aquoso e o corte etanólico 95% apresentou a maior toxidade. A testemunha, o corte 

etanólico 20% e as frações I e VI apresentaram a menor mortalidade. O grupo dos 

cortes 40% e 60% causou em média 91% de mortalidade e o grupo do corte 80% 

teve mortalidade de 72% (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Motilidade e mortalidade de Meloidogyne javanica na presença de extrato 

aquoso bruto (não fracionado), cortes etanólicos e frações proteicas de Pycnoporus 

sanguineus. 

Tratamentos Motilidade (%) Mortalidade (%) 

Testemunha (água) 98,54 a     0 g 

Extrato aquoso    0 g 100,00 a 

Corte etanólico 20% 74,56 b 2,78 g 

Corte etanólico 40% 06,51 f 90,15 b 

Corte etanólico 60% 10,25 f 91,61 b 

Corte etanólico 80% 15,89 e 72,24 c 

Corte etanólico 95% 02,90 g 96,89 a 

Fração proteica I 94,80 a 01,19 g 

Fração proteica II 20,07 e  47,73 d 
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Fração proteica III 20,52 e 47,23 d 

Fração proteica IV 21,50 e 42,03 e 

Fração proteica V 35,41 d 12,62 f 

Fração proteica VI 61,17 c 0,78 g 

CV (%) 8,68 5,22 

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott 

a 5% de probabilidade de erro. CV: coeficiente de variação. 

 
Para motilidade de M. incognita, o grupo do extrato não fracionado causou 

100% de imobilidade. O grupo da testemunha e da fração proteica I resultou na 

maior motilidade (ou sem inibição). Os cortes etanólicos 40%, 60%, 80% e 95%, 

cada um formando um grupo individual, reduziram a motilidade de M. incognita em 

média 91%. Os demais tratamentos apresentaram valores intermediários de inibição 

(Tabela 4). 

Para mortalidade, novamente o grupo formado pelo extrato aquoso 

apresentou a maior toxidade. A testemunha, o corte etanólico 20% e as frações I e 

VI apresentaram a menor mortalidade. Os cortes 40%, 60%, 80% e 95%, cada um 

formando um grupo individual, causaram em média 86% de mortalidade. Os demais 

tratamentos apresentaram valores intermediários de inibição (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Motilidade e mortalidade de Meloidogyne incognita na presença de extrato 

aquoso bruto (não fracionado), cortes etanólicos e frações proteicas de Pycnoporus 

sanguineus. 

Tratamentos Motilidade (%) Mortalidade (%) 

Testemunha (água) 99,94 a     0 j 

Extrato aquoso 0 j 100,00 a 

Corte etanólico 20% 74,87 b 1,01 j 

Corte etanólico 40% 6,97 i 87,43 d 

Corte etanólico 60% 10,65 h 89,75 c 

Corte etanólico 80% 16,58 g 71,83 e 

Corte etanólico 95% 3,52 j 97,03 b 

Fração proteica I 98,11 a 1,72 j 

Fração proteica II 23,96 e 56,61 f 
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Fração proteica III 19,72 f 48,83 g 

Fração proteica IV 23,51 e 39,95 h 

Fração proteica V 39,68 d 13,31 i 

Fração proteica VI 64,14 c 0 j 

CV (%) 3,17 2,23 

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott 

a 5% de probabilidade de erro. CV: coeficiente de variação. 

 

4.4 INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA DAS FRAÇÕES PROTEICAS DE P. sanguineus 

EM TOMATEIRO MICROTOM CONTRA M. incognita E M. javanica 

 

4.4.1 Ensaios com todos os cortes etanólicos e frações proteicas 
 

Para M. javanica, com relação ao número de galhas, o grupo formado por 

corte etanólico 60% e frações III e V, e o grupo formado pelas frações II, IV e VI 

reduziram esse parâmetro em média em 40% e 58%, respectivamente, em relação à 

média do grupo da testemunha. Para ovos + J2 total, o grupo formado por extrato 

aquoso, cortes 20% e 40% e fração V aumentou em média 93% essa variável em 

relação à média do grupo da testemunha. Para ovos + J2 por grama de raiz houve 

redução média de 41% para o grupo formado pelas frações I, II, III e VI em relação à 

média do grupo da testemunha. Considerando-se o valor inoculado de 2.000 ovos + 

J2 e os valores de ovos + J2 total obtidos ao final do ensaio, todos os valores de 

fator de reprodução (FR) foram superiores a 1 (Tabela 5). 

 

Tabela 5.  Número de galhas, ovos + J2 total por sistema radicular, ovos + J2 por 

grama de raiz e fator de reprodução (FR) em tomateiro MicroTom tratado com 

extrato aquoso bruto (não fracionado), cortes etanólicos e frações proteicas de 

Pycnoporus sanguineus e inoculado com Meloidogyne javanica. 

Tratamentos Galhas Ovos + J2 total Ovos + J2 g raiz -1 FR 

Testemunha (água) 616 a 17.068 b 4.790 a 8,53 

Extrato aquoso 479 a 30.115 a 5.584 a 15,06 

Corte etanólico 20% 509 a 23.236 a 4.547 a 11,62 

Corte etanólico 40% 510 a 33.313 a 5.744 a 16,65 

Corte etanólico 60% 275 b 19.344 b 4.436 a 9,67 
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Corte etanólico 80% 547 a 19.584 b 4.237 a 9,79 

Corte etanólico 95% 501 a 16.444 b 5.246 a 8,22 

Fração proteica I 504 a 10.920 b 3.539 b 5,46 

Fração proteica II 254 c 7.936 b 2.178 b 3,97 

Fração proteica III 368 b 12.565 b 3.239 b 6,28 

Fração proteica IV 201 c 18.230 b 5.364 a 9,11 

Fração proteica V 298 b 29.970 a 5.594 a 14,98 

Fração proteica VI 205 c 13.852 b 2.906 b 6,92 

CV (%) 19,35 38,64 39,41 - 

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott 

a 5% de probabilidade de erro. CV: coeficiente de variação. 

 

 Para as variáveis de crescimento de tomateiro inoculado com M. javanica 

(Tabela 6), houve significância apenas para massa fresca de raiz (MFR), com 

incremento médio de 43% para o grupo formado pelo extrato aquoso, cortes 20%, 

40%, 60% e 80% e frações V e VI, em relação à média do grupo da testemunha. 

 

Tabela 6. Massa fresca da parte aérea (MFA), massa seca da parte aérea (MSA) e 

massa fresca da raiz (MFR) de tomateiro MicroTom tratado com extrato aquoso 

bruto (não fracionado), cortes etanólicos e frações proteicas de Pycnoporus 

sanguineus e inoculado com Meloidogyne javanica. 

Tratamentos MFA (g) MSA (g) MFR (g) 

Testemunha (água) 20,36 a 2,19 a 3,74 b 

Extrato aquoso 22,04 a 2,73 a 5,46 a 

Corte etanólico 20% 20,30 a 2,42 a 5,02 a 

Corte etanólico 40% 21,24 a 2,50 a 5,88 a 

Corte etanólico 60% 22,10 a 2,54 a 4,68 a 

Corte etanólico 80% 18,88 a 2,41 a  4,44 a 

Corte etanólico 95% 19,28 a 2,30 a 3,00 b 

Fração proteica I 18,32 a 2,20 a 3,34 b 

Fração proteica II 18,86 a 2,28 a 3,80 b  

Fração proteica III 19,46 a 2,37 a 3,84 b 

Fração proteica IV 17,28 a 2,12 a 3,42 b 
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Fração proteica V 18,14 a 2,36 a  5,36 a 

Fração proteica VI 18,86 a 1,88 a 4,52 a 

CV (%) 19,77 16,81 21,06 

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott 

a 5% de probabilidade de erro. CV: coeficiente de variação. 

 
 
 Os resultados para M. incognita encontram-se na Tabela 7. Para o número de 

galhas, o grupo formado por extrato aquoso, cortes 40%, 80% e 95% e frações IV, V 

e VI incrementou em média 59% essa variável em relação à média do grupo 

formado pela testemunha. Houve incremento de 265% para ovos + J2 total no grupo 

formado por extrato aquoso, cortes 80% e 95% e fração VI, e incremento de 232% 

para ovos + J2 por grama de raiz para o grupo formado por extrato aquoso, cortes 

80% e 95% e frações II, V e VI, sempre em relação às médias dos grupos com a 

testemunha. Considerando-se o valor inoculado de 2.000 ovos + J2 e os valores de 

ovos + J2 total obtidos ao final do ensaio, todos os valores de fator de reprodução 

(FR) foram superiores a 1. 

 

Tabela 7. Número de galhas, ovos + J2 total por sistema radicular, ovos + J2 por 

grama de raiz e fator de reprodução (FR) em tomateiro MicroTom tratado com 

extrato aquoso bruto (não fracionado), cortes etanólicos e frações proteicas de 

Pycnoporus sanguineus e inoculado com Meloidogyne incognita. 

Tratamentos Galhas Ovos + J2 total Ovos + J2 g raiz -1 FR 

Testemunha (água) 179 b  4.480 b 1.383 b 2,24 

Extrato aquoso 467 a 11.957 a 1.825 a 5,98 

Corte etanólico 20% 258 b 4.164 b 550 b 2,10 

Corte etanólico 40% 365 a 4.328 b 498 b 2,16 

Corte etanólico 60% 199 b 8.568 b 1.168 b 4,28 

Corte etanólico 80% 303 a 15.568 a 2.688 a 7,78 

Corte etanólico 95% 404 a 17.370 a 2.248 a 8,68 

Fração proteica I 188 b 4.745 b 1.136 b 2,37 

Fração proteica II 261 b 6.200 b 2.130 a 3,10 

Fração proteica III 284 b 4.504 b 1.091 b 2,25 

Fração proteica IV 326 a 6.064 b 1.178 b 3,03 
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Fração proteica V 360 a 9.216 b 1.843 a 4,61 

Fração proteica VI 318 a 16.756 a 3.180 a 8,38 

CV (%) 32,59 44,29 53,33 - 

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott 

a 5% de probabilidade de erro. CV: coeficiente de variação. 

 

 

 

Os resultados para as variáveis de crescimento de tomateiro inoculado com 

M. incognita estão na Tabela 8. Para massa fresca de parte aérea, o grupo formado 

por extrato aquoso e fração VI incrementou em média 35% essa variável, no 

entanto, houve redução de 49% para o grupo formado pelos cortes 20%, 40%, 60%, 

80% e 95%, sempre em relação à média do grupo da testemunha. Para massa seca 

de parte aérea, houve incremento de 44% para o grupo extrato aquoso e frações II, 

IV e VI, e redução de 53% para o grupo dos cortes etanólicos 40%, 60%, 80% e 

95%, em relação à média do grupo da testemunha. Para massa fresca de raiz houve 

incremento de 62% no grupo dos cortes etanólicos 20%, 40%, 60%, 80% e 95% em 

relação à média do grupo da testemunha. 

 

Tabela 8. Massa fresca da parte aérea (MFA), massa seca da parte aérea (MSA) e 

massa fresca da raiz (MFR) de tomateiro MicroTom tratado com extrato aquoso 

bruto (não fracionado), cortes etanólicos e frações proteicas de Pycnoporus 

sanguineus e inoculado com Meloidogyne incognita. 

Tratamentos MFA (g) MSA (g) MFR (g) 

Testemunha (água) 8,58 b 0,78 b 3,30 b 

Extrato aquoso 10,94 a 1,22 a 6,62 b 

Corte etanólico 20% 4,68 c 0,76 b 7,94 a 

Corte etanólico 40% 5,24 c 0,45 c 8,50 a 

Corte etanólico 60% 3,20 c 0,30 c 7,26 a 

Corte etanólico 80% 4,00 c 0,36 c 6,68 a 

Corte etanólico 95% 4,04 c 0,38 c 8,26 a 

Fração proteica I 7,52 b 0,78 b 4,52 b 

Fração proteica II 9,36 b 1,04 a 3,76 b 
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Fração proteica III 6,84 b 0,74 b 4,26 b 

Fração proteica IV 8,56 b 1,02 a 5,24 b 

Fração proteica V 8,58 b 0,88 b 5,00 b 

Fração proteica VI 11,40 a 1,30 a 5,42 b 

CV (%) 23,83 34,86 25,00 

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott 

a 5% de probabilidade de erro. CV: coeficiente de variação. 

 

4.4.2 Ensaios com frações selecionadas 
 

Para os ensaios com M. javanica foram selecionadas as frações proteicas II e 

V. Para M. incognita foi selecionada apenas a fração proteica VI.  Para esses 

ensaios utilizando frações selecionadas, não houve diferença estatística para as 

variáveis nematológicas e vegetativas, tanto para M. javanica (Tabelas 9 e 10) 

quanto para M. incognita (Tabelas 11 e 12). 

 

Tabela 9. Número de massas de ovos, galhas, ovos + J2 total por sistema radicular 

e ovos + J2 por grama de raiz em tomateiro MicroTom tratado com frações proteicas 

de Pycnoporus sanguineus e inoculado com Meloidogyne javanica. 

Tratamentos Massa de 

Ovos ns 
Galhas ns 

Ovos + J2 

total ns 

Ovos + J2 

g raiz -1 ns 

Testemunha (água) 100 126 19.051 4.767 

Fração proteica II 81 93 15.348 3.501 

Fração proteica V 85 93 13.747 3.610 

CV (%) 53,28 47,41 48,91 55,52 

ns: não significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. CV: coeficiente de 

variação. 

 

Tabela 10. Massa fresca da parte aérea (MFA), massa seca da parte aérea (MSA) e 

massa fresca da raiz (MFR) de tomateiro MicroTom tratado com frações proteicas de 

Pycnoporus sanguineus e inoculado com Meloidogyne javanica. 

Tratamentos    MFA (g) ns      MSA (g) ns     MFR (g) ns 

Testemunha (água) 22,87 2,63 4,14 

Fração proteica II 22,27 2,60 4,74 
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Fração proteica V 21,51 2,53 3,92 

CV (%) 17,79 17,42 20,76 

ns: não significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. CV: coeficiente de 

variação. 

 

Tabela 11. Número de massas de ovos, galhas, ovos + J2 total por sistema radicular 

e ovos + J2 por grama de raiz em tomateiro MicroTom tratado com fração proteica 

de Pycnoporus sanguineus e inoculado com Meloidogyne incognita. 

Tratamentos Massa de 

Ovos ns 
Galhas ns 

Ovos + J2 

total ns 

Ovos + J2 

g raiz -1 ns 

Testemunha (água) 44 65 3.188 1.692 

Fração proteica VI 40 56 3.139 1.685 

CV (%) 53,73 40,04 41,53 34,32 

ns: não significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. CV: coeficiente de 

variação. 

 
Tabela 12. Massa fresca da parte aérea (MFA), massa seca da parte aérea (MSA) e 

massa fresca da raiz (MFR) de tomateiro MicroTom tratado com fração proteica de 

Pycnoporus sanguineus e inoculado com Meloidogyne incognita. 

Tratamentos      MFA (g) ns      MSA (g) ns MFR (g) ns 

Testemunha (água) 14,26 1,88 1,92 

Fração proteica VI 14,43 1,74 1,87 

CV (%) 15,19 18,71 25,42 

ns: não significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. CV: coeficiente de 

variação. 

 

4.5 MECANISMOS DE DEFESA ENVOLVIDOS NA INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA 

DAS FRAÇÕES PROTEICAS SELECIONADAS DE P. sanguineus EM 

TOMATEIRO MICROTOM CONTRA M. incognita E M. javanica 

Para tomateiro MicroTom tratado com as frações proteicas II e V e inoculado 

com M. javanica, houve diferença apenas no tempo sete dias após os 

tratamentos (ou quatro dias após a inoculação), com incremento da atividade de 

peroxidase (Figura 1A) para as plantas tratadas com essas frações proteicas em 

relação à testemunha, com atividade em média 4,94 vezes maior. 
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Para polifenoloxidase houve diferença no tempo três dias após os tratamentos 

(ou momento da inoculação) e também no tempo 11 dias após os tratamentos 

(ou oito dias após a inoculação). No entanto, a diferença foi representada por 

redução na atividade enzimática nas plantas tratadas com essas frações 

proteicas, cujos valores foram em média 78% e 72% menores nos tempos três e 

11 dias respectivamente (Figura 1B). 

 Para a atividade de fenilalanina amônia-liase nas plantas tratadas com as 

frações proteicas II e V e inoculadas com M. javanica, não houve diferença entre 

os tratamentos dentro de nenhum tempo amostrado (dados não mostrados). 

 

 

A 
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Figura 1. Atividade das enzimas peroxidase (A) e polifenoloxidase (B) em raízes de 

tomateiro MicroTom tratadas com frações proteicas de Pycnoporus sanguineus e 

inoculadas com Meloidogyne javanica. O tratamento ocorreu no momento do 

transplante (tempo zero) através da imersão das raízes. A inoculação ocorreu três 

dias após os tratamentos. Testemunha (água): ●; fração proteica II: ■; fração 

proteica V: □. Médias seguidas de mesma letra dentro de cada tempo não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05). 

 

 Para o patossistema tomateiro-M. incognita, cujas plantas foram tratadas com 

a fração proteica VI, não houve alteração nas atividades de peroxidase, 

polifenoloxidase e fenilalanina amônia-liase (dados não mostrados). 

 

 

 

 

5. DISCUSSÃO 
 
 

No presente estudo o extrato aquoso não fracionado de P. sanguineus e os 

cortes etanólicos de 95% para M. javanica e de 40%, 60%, 80% e 95% para M. 

B 
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incognita foram os tratamentos que mais reduziram a mobilidade dos J2 desses 

nematoides. Isto indica a presença de compostos nematostáticos, o que também foi 

observado por Hahn et al. (2019), em que o extrato de P. sanguineus reduziu em 

mais de 90% a mobilidade de M. javanica. Esses mesmos autores verificaram que 

filtrados do meio de cultivo de outras espécies de basidiomicetos também reduziram 

a mobilidade de Meloidogyne spp., como de Lentinula edodes, Pleurotus 

pulmonarius, Pleurotus ostreatus, Pleurotus djamor e Coprinus comatus, com 

valores de até 100% de J2 imóveis de M. javanica após 24 h de exposição ao 

tratamento. 

Para mortalidade de M. javanica e M. incognita, o extrato de P. sanguineus 

não fracionado por cromatografia ou precipitado com etanol causou até 100% de 

morte dos J2, efeito nematicida que também foi observado para filtrados brutos de 

cultura de Ganoderma lucidum, L. edodes, Schizophyllum commune e Pycnoporus 

spp., com mortalidade de 93,5%, 90,83%, 83,50% e 40,50%, respectivamente 

(THEMUHI et al., 2020). Dessa forma, estudos comprovam a eficiência de extratos 

de basidiomicetos na atividade inibitória contra nematoides (DONG et al., 2006; 

ISHIZAKI; NOMURA; WATANABE, 2015; HAHN et al., 2019; THEMUHI et al., 2020). 

Alguns compostos com ação nematostática e nematicida já foram 

identificados como os extraídos de P. ostreatus, caracterizados como uma toxina 

similar aos peróxidos, que inibiu 95% do movimento do nematoide Bursaphelenchus 

xylophilus (KWOK et al., 1992), além de ácidos graxos como coriólico e linoleico 

(STADLER et al., 1994; LI et al., 2007; LIU et al., 2011; BUA-ART et al., 2011; 

SIVANANDHAN et al., 2017), aldeídos como 5-pentil-2-furaldeído e 5(4-penteni)-2-

furaldeído isolados de Irpex lacteus (HAYASHI; WADA; MUNAKATA, 1981), 

compostos fenólicos (FERREIRA, BARROS e ABREU, 2009; DEGENKOLB e 

VILCINSKAS, 2016) e pentadecanoic acid, octadecadienoic acid, octadecanoic acid, 

and the terpene β-sitosterol (CHAURASIA, BHARATI, KUMAR, 2020). Há ainda 

toxinas paralisantes extraídas de Pleurotus cystidiosus (LUO et al., 2004). Para P. 

sanguineus, the alkaloid phenoxazone, isolated from fruiting bodies (GIL, 1994), 

showed nematicidal activity against M. incognita (LD50: 50 μg mL-1) (LI et al., 2007). 

Compostos nematicidas/nematostáticos de natureza proteica, como neste 

trabalho com P. sanguineus, foram identificados em Hypsizygus marmoreus, que 

produziu duas proteases de 30,2 e 33,7 kDa capazes de reduzir em até 52% a 
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viabilidade de Panagrellus redivivus (SOARES et al., 2019), em Flammulina 

velutipes (FERREIRA et al., 2019), e em Pleurotus eryngii que produziu proteases e 

quitinases em filtrado de cultura que reduziram a viabilidade de ovos de M. javanica 

(SULFIATE et al., 2017). No entanto, para esses dois basidiomicetos, esses 

compostos proteicos foram obtidos a partir do composto exaurido ou do filtrado de 

cultura, diferentemente deste trabalho com P. sanguineus, cujas frações proteicas 

foram obtidas diretamente dos basidiocarpos. 

As frações proteicas apresentaram baixa taxa de mortalidade e baixa inibição 

de motilidade, provavelmente o fracionamento reduziu os compostos nematicidas de 

cada tratamento, baixando a efetividade na supressão de M. javanica e M. incognita. 

Além disso, a ação nematicida de basidiomicetos pode ter a interferência de diversos 

fatores como temperatura, tempo de incubação do confronto, características 

genéticas de cada linhagem e diferenças entre as espécies de nematoides (PALIZI 

et al., 2009). 

Extrato metanólico de oito espécies de basidiomicetos (Cordyceps militaris, 

Metacordyceps neogunni, Hericium erinaceus, Dictyosphora indusiata, Cerioporus 

squamosus, Tirmanea nivea, Tirmanea pinoyi e Agaricus impudicans), em 

concentração de 80 µL mL-1, causaram mortalidade de J2 de M. incognita em níveis 

que variaram de 79% a 97%, além de reduzir entre 59% e 81% a eclosão de ovos, 

no entanto, a composição química desses extratos não foi analisada (SOLIMAN et 

al., 2022). É possível observar que estes extratos foram eficientes mesmo nesta 

baixa concentração, contudo, deve-se ressaltar que os autores rotoevaporaram o 

metanol, concentrando assim os compostos nematicidas, diferentemente deste 

trabalho onde foi utilizado extrato aquoso de P. sanguineus e, portanto, com menor 

concentração de compostos ativos. Obviamente, em concentrações maiores o efeito 

nematicida é potencializado, como os extratos, como os extratos de Ganoderma 

lucidum e Lentinus edodes, que em concentração de 1000 ppm causaram mais de 

90% de mortalidade de J2 de M. incognita (AKSHAYA et al., 2021). 

Nos ensaios in vivo para seleção das frações proteicas para o controle de M. 

javanica, selecionou-se as frações com menor número de nematoides e em volume 

viável para realização de novos ensaios, sendo elas as frações II e V, 

respectivamente. Nos testes com M. incognita alguns tratamentos aumentaram o 

número de nematoides em relação a testemunha, sendo selecionado a fração VI 
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afim de analisar se a mesma teria algum efeito em reduzir a atividade das enzimas 

de defesa estudadas. 

Na literatura há muitos relatos da atividade nematicida in vitro de compostos 

extraídos de macrofungos basidiomicetos, bem como pelo controle biológico por 

parasitismo direto (ELKHATEEB, DABA, GAZIEA, 2021). Há também trabalhos que 

utilizam substrato colonizado por basidiomicetos e incorporado ao solo, como 

Lentinula edodes (SANTANA-SANTOS et al., 2022) e Pleurotus ostreatus (MARINO; 

SILVA, 2013) para controle de M. incognita em alface. No entanto, são escassos 

trabalhos para controle in vivo de nematoides quando se considera apenas o uso de 

compostos produzidos por basidiomicetos. Neste contexto há o trabalho de Wille et 

al. (2019) em que os extratos de P. ostreatus, P. citrinopileatus, P. pulmonarius e 

Boletus sp., aplicados em solo infestado com M. incognita, reduziu em média 70% a 

reprodução do nematoide. 

Com relação a P. sanguineus, o extrato aquoso de basidiocarpos foi 

pulverizado semanalmente nas folhas de tomateiro três dias antes da inoculação 

com M. javanica, que resultou em até 90% de controle, claramente indicando o 

potencial indutor de resistência desse fungo (BARBOSA et al., 2021). 

Nos ensaios de indução de resistência houve incremento na atividade da 

peroxidase na interação MicroTom – M. javanica, que ocorreu sete dias após os 

tratamentos (ou quatro dias após a inoculação). A peroxidase participa de vários 

processos fisiológicos como a síntese de lignina, produção de algumas fitoalexinas e 

reação de hipersensibilidade (TAIZ; ZEIGER, 2013), o que pode explicar a redução 

no número de galhas e número de ovos + J2 por grama de raiz nessa interação. 

Nematoides formadores de galha do gênero Meloidogyne são endoparasitas 

sedentários e biotróficos, que dependem de células nutridoras, induzidas pelos 

mesmos, para sua alimentação e sobrevivência. As formas infectantes J2 penetram 

e migram intercelularmente através da raiz até a zona de divisão celular, onde 

células do parênquima vascular são selecionadas para formar o sítio de alimentação 

(FULLER, LILLEY e URWIN, 2008). Dessa forma, qualquer processo de lignificação 

das paredes celulares, resultante de uma maior atividade de peroxidase, bem como 

a deposição de suberina e calose, poderiam restringir a migração do nematoide no 

processo inicial de penetração, reduzindo o número de infecções nas raízes (SATO, 

KADOTA e SHIRASU, 2019). 
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Ao contrário do observado para peroxidase, para polifenoloxidase houve 

redução de 72% a 78% na atividade enzimática no tomateiro tratado com as frações 

proteicas de P. sanguineus (Figura 1B). Esse efeito de supressão enzimática já foi 

observado em soja e sorgo tratados com extrato aquoso de P. sanguineus em 

ensaios para indução das fitoalexinas gliceolina e deoxiantocianidinas, 

respectivamente (PEITER-BENINCA et al., 2008). As polifenoloxidases transformam 

fenóis em quinonas, que são tóxicas a microrganismos fúngicos e bacterianos 

(STANGARLIN et al., 2011), que não é o caso deste trabalho com nematoides, do 

Reino Animalia. 

A resposta de hipersensibilidade (RH) é outro mecanismo que poderia estar 

envolvido na redução da população de M. javanica em tomateiro MicroTom tratado 

com a fração proteica II de P. sanguineus. A RH, que é um tipo de resistência bem 

caracterizada para tomateiro contendo o gene Mi-1, ocorre rapidamente após a 

invasão da raiz pelo nematoide (SATO, KADOTA e SHIRASU, 2019), e é 

caracterizada pela geração de espécies reativas de oxigênio nas células associadas 

com os J2, impedindo que o sítio de alimentação seja estabelecido, resultando na 

saída do nematoide da raiz ou na sua morte (MELILLO et al., 2006). Nessa 

interação, a geração das espécies reativas de oxigênio peróxido de hidrogênio e 

radical superóxido ainda está sendo estudada pelo nosso grupo de pesquisa através 

de análises histológicas. 

Outros mecanismos de defesa poderiam ainda estar naturalmente envolvidos 

no controle de nematoides, incluindo os chamados anti-nematode phytochemicals, 

atuando em pré (phytoanticipins) e pós penetração (phytoalexins), geralmente 

produtos do metabolismo secundário das plantas como phenolic compounds, 

terpenoids, saponins (as α-tomatine), benzoxazinoids, organosulfur compounds, 

alkaloids, and glucosinolates (este último para plantas da família Brassicacea) 

(DESMEDT et al., 2020), além de inibidores de proteinases, que são frequentemente 

induzidos em plantas por injúria e por herbivoria, e lectinas, como Concanavalina-A 

(FULLER, LILLEY e URWIN, 2008), que são proteínas ou glicoproteínas que podem 

ser reconhecidas e ligadas de maneira permanente a glucanase específicas de 

nematoides. 
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6. CONCLUSÕES 

Os resultados deste trabalho indicaram o potencial nematostático e 

nematicida do extrato aquoso não fracionado e dos cortes etanólicos provenientes 

de basidiocarpos de P. sanguineus contra M. javanica e M. incognita. No entanto, 

nos ensaios de indução de resistência, houve controle apenas na interação M. 

javanica - tomateiro Micro-Tom, o que pode ter ocorrido pela ativação da enzima 

peroxidase pelas frações proteicas II e V. 
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