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RESUMO 

 

TREVISOLI, Edilaine, D. V. G. Universidade Estadual do Oeste do Paraná, fevereiro de 2016. 

Purificação de eliciadores de defesa vegetal em soja e feijoeiro a partir de nematoides 

fitopatogênicos. Orientador: José Renato Stangarlin. Coorientador: Odair José Kuhn. 

 

A indução de resistência em plantas contra patógenos é um método de controle alternativo de 

doenças, e que envolve a ativação dos mecanismos de resistência da planta, como a indução de 

fitoalexinas. As moléculas eliciadoras possuem a capacidade de induzir e ativar tais repostas, e 

assim sendo, técnicas têm buscado isolar e caracterizar frações com caráter eliciador. O trabalho 

teve por objetivo purificar, por cromatografia de troca iônica cromatografia de filtração em gel, 

moléculas eliciadoras a partir de nematoides fitopatogênicos, e testá-las na indução de faseolina 

em hipocótilos de feijoeiro e gliceolina em cotilédones de soja. O tampão Tris HCl 0,05 M (pH 

6,8) foi utilizado como tratamento controle e o acibenzolar-S-metil (50 mg i.a. L-1) e o 

Saccharomyces cerevisiae (20 mg mL-1) foram utilizados como tratamento padrão de indução. 

Cromatografia de troca iônica (CTI) e cromatografia de filtração em gel (CFG) foram realizadas 

para separar frações com poder eliciador a partir de quinhentas fêmeas de nematoides de 

Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica. Para a purificação de eliciadores a patir de 

Meloidogyne javanica, por CTI, foram obtidos seis frações glicídicas e seis glicoproteicas. 

Estas, por sua vez, foram purificadas em CFG, sendo obtidos no total sessenta e três frações. 

As mesmas foram classificadas de acordo com sua natureza, sendo vinte e seis glicídicas e trinta 

e sete glicoproteicas, com massas moleculares variando de 29,19 a 2.989,25 kDa. Em relação a 

purificação de eliciadores de Meloidogyne incognita por CTI, foram obtidos nove frações 

glicídicas e cinco glicoproteicas. A partir destas, foram obtidos por CFG um total de cinquenta 

e oito frações, sendo vinte e cinco glicídicas e trinta e três glicoproteicas, com massas 

moleculares variando de 37,42 a 200,32 kDa. Das frações purificadas a partir de Meloidogyne 

javanica oito apresentaram potencial indutor de faseolina. Para gliceolina quinze frações 

mostraram efeito indutor. Em relação as frações purificadas a partir de Meloidogyne incognita, 

nenhuma fração apresentou potencial indutor de faseolina superior ao tratamento padrão. 

Entretanto, vinte e duas frações suprimiram a atividade de indução de fitoalexina. Para 

gliceolina dez frações induziram a mesma, enquanto que, vinte e três frações suprimiram a 

indução da gliceolina. A cromatografia foi eficiente na purificação de compostos eliciadores. 

Compostos com características supressoras de gliceolina e faseolina foram verificadas nos 

bioensaios. Para aquelas frações obtidas por CTI e posteriormente submetidas a CFG que não 

induziram fitoalexina, sugere-se que as moléculas necessitam atuar juntas para haver efeito 

eliciador e assim induzir a resposta de defesa no vegetal. 

 

Palavras-chave: Meloidogyne incognita; Meloidogyne javanica; cromatografia de troca 

iônica; cromatografia de filtração em gel; indução de resistência; fitoalexina. 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

ABSTRACT 

 

TREVISOLI, Edilaine, D. V. G. Universidade Estadual do Oeste do Paraná, in february 2016.  

Plant defense elicitors purification in soybean and bean from pathogenic nematodes. 

Advisor: José Renato Stangarlin. Co-Advisor: Odair José Kuhn 

 

The induction of resistance in plants to pathogens is an alternative method of disease control, 

wich involves activation of plant resistance mechanisms such as induction of phytoalexins. The 

elicitors molecules are able to induce and activate those responses, and therefore, techniques 

have sought to isolate and characterize fractions with elicitor character. The study aimed to 

purify, through ion exchange chromatography and gel filtration chromatography, eliciting 

molecules from pathogenic nematodes, and test them in phaseolin induction in beans 

hypocotyls beans and gliceolin in soybean cotyledons. The buffer solution Tris HCl 0.05 M 

(pH 6.8) was used as control and the acibenzolar-S-methyl (50 mg a.i. L-1) and Saccharomyces 

cerevisiae (20 mg mL-1) were used as induction standard treatments. Ion exchange 

chromatography (IEC) and gel filtration chromatography (GC) were performed to separate 

fractions with eliciting power from 500 female nematodes of Meloidogyne incognita and 

Meloidogyne javanica. For purification of elicitors from Meloidogyne javanica, through IEC, 

six glycidic fractions and six glycoproteins were obtained. These were purified on GC, 

obtaining sixty-three fractions. They have been classified according to their nature, as twenty-

six glycidic and thirty-seven glycoprotein with molecular weights ranging from 29.19 to 

2989.25 kDa. Regarding the elicitors purification of Meloidogyne incognita through IEC, nine 

glycidic and five glycoprotein fractions were obtained. From these fractions, a total of fifty-

eight fractions was obtained through GC, twenty-five glycidic and thirty-three glycoprotein 

with molecular weights ranging from 37.42 to 200.32 kDa. From the fractions purified from 

Meloidogyne javanica eight had inducing potential of phaseolin. For gliceolin fifteen fractions 

showed inducing effect. Regarding the fractions purified from Meloidogyne incognita, no 

fraction has inductive potential of phaseolin superior to the standard treatment. However, 

twenty-two fractions suppressed phytoalexin inducing activity. For gliceolin ten fractions 

induced the same, whereas, twenty-three fractions suppressed the induction of gliceolin. 

Chromatography was efficient in the purification of elicitors compounds. Compounds with 

suppressing characteristics of gliceolin and phaseolin were checked in bioassays. For those 

fractions obtained through IEC, and then submitted to GC that did not induce phytoalexin, it is 

suggested that molecules need to act together to have elicitor effect and thus induce defense 

response in the plant. 

Keywords: Meloidogyne incognita; Meloidogyne javanica; ion exchange chromatography; gel 

filtration chromatography; induction of resistance; phytoalexin. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Na fitopatologia a resistência é regra e a suscetibilidade a patógenos é exceção. O 

aparecimento e o desenvolvimento de uma doença são resultado da interação entre hospedeiro 

suscetível, patógeno virulento e ambiente favorável. A incompatibilidade desses três 

componentes resulta na não manifestação da doença. Ademais, um dos primeiros eventos que 

ocorre é o reconhecimento do patógeno pela planta hospedeira e a ativação dos seus 

mecanismos de defesa (PASCHOLATI, 2011). 

Assim sendo, a indução de resistência de plantas a doenças se tornou uma ferramenta 

de fundamental importância para pesquisas voltadas a estudos sobre problemas fitossanitários, 

uma vez que um dos principais enfoques da agricultura agroecológica é o controle alternativo 

de doenças pela indução dos mecanismos de defesa vegetal. Bonaldo, Pascholati e Romeiro 

(2005) sugerem que o controle de patógenos como vírus, bactérias, fungos e nematoides podem 

ser estabelecidos por mecanismos de indução de resistência e que, segundo Stangarlin et al. 

(1999), são ativados por moléculas eliciadoras, que exibem atividade contra fitopatógenos.   

Os eliciadores são moléculas liberadas do patógeno ou da própria planta, por ação do 

patógeno, e que são reconhecidas por receptores presentes na membrana da célula vegetal 

(DURRANT; DONG, 2004; JALALI; BHARGAVA; KAMBLE, 2006). Os eliciadores de 

patógenos pertencem a uma classe de moléculas sinalizadoras que participam da troca de sinais 

entre planta e patógeno (KAMOUN, 2006). Segundo Hahn (1996), as moléculas eliciadoras 

induzem respostas de defesa vegetal, tal como a indução da síntese de fitoalexinas, que para 

Barros et al. (2010) e Mazaro et al. (2013) são compostos biocidas atuantes na defesa 

bioquímica da planta contra patógenos. A gliceolina isolada da soja (PAXTON, 1995) e a 

faseolina do feijoeiro (MÜLLER, 1958), são exemplos de fitoalexinas atualmente estudadas e 

que desempenham papel importante como resposta de defesa interação planta-patógeno 

(FRANZENER et al., 2000). 

Atualmente, existem indutores de resistência disponíveis no mercado, cujas moléculas 

purificadas e testadas apresentaram caráter eliciador capaz de ativar e/ou induzir respostas de 

defesa nas plantas. Sobrinho et al. (2005) apresentam produtos contendo moléculas indutoras 

sendo comercializados, entre eles Bion® (acibenzolar-S-metil, ASM: ácido benzo (1, 2, 3) 

tiadiazol-7-carbotióico), Messenger® (formulado a base da proteína harpina da bactéria 

Erwinia amylovora) e Elexa® (derivado de quitina e quitosana). 
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A caracterização de eliciadores presentes em fêmeas de nematoides pode otimizar o 

avanço nos estudos de produtos com moléculas eliciadoras e, assim, desenvolver novas 

alternativas que seja viável e sustentável para controle de doenças. A capacidade de moléculas 

eliciadoras provenientes de fêmeas de nematoides na indução de fitoalexinas ainda é 

desconhecida. Desta maneira, a purificação de eliciadores, por cromatografia, tem como 

objetivo obter frações protéicas e glicídicas, concentrar o princípio ativo e caracteriza-las como 

sendo moléculas de potencial indutor de resistência vegetal. 

O presente estudo teve por objetivo purificar, por cromatografia de troca iônica e 

cromatografia de filtração em gel, moléculas eliciadoras a partir dos fitonematoides 

Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica e testá-las na indução das fitoalexinas faseolina 

em hipocótilos de feijoeiro e gliceolina em cotilédones de soja. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 DOENÇAS DE PLANTAS 

 

Paralelamente a expansão da cadeia produtiva as plantas passaram a ser acometidas 

por vários problemas fitossanitários, o que inviabilizou os sistemas de cultivo de muitas áreas. 

Entre estes se enquadram nematoides fitopatogênicos de importância econômica para a cultura 

da soja e feijão, e que pertencem ao genêro Meloidogyne sp. (SCHMITT; NOEL, 1984; 

LORDELLO, 1988). O gênero Meloidogyne sp. abrange inúmeras espécies, dentre as quais 

destacam-se Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica (CAMPOS, 1999), com 

predomínio em diversas áreas de produção de soja e feijão, onde são encontrados parasitando 

suas raízes, reduzindo o potencial produtivo da cultura (SCHMITT; NOEL, 1984). 

As espécies M. incognita e M. javanica são patógenos biotróficos (HAEGEMAN et 

al., 2012), formadores de galhas, responsáveis por causar grandes perdas na produção (SIMÃO 

et al., 2010; BAIDA et al., 2011). Os nematoides formadores de galhas induzem a formação de 

sítios de alimentação nas células de várias espécies de plantas, de maneira que estas se ampliam 

e são convertidas em células gigantes multinucleadas, que passam ser fonte de alimento para o 

seu desenvolvimento até o estádio adulto (CAILLAUD et al., 2008; HAEGEMAN et al., 2012). 

Estimativas mostram que os danos ocasionados por estes fitonematoides variam entre 

40% a 90%, de maneira que em alguns casos a doença pode levar à morte das plantas (COSTA 

et al., 2001; SIMÃO et al., 2005). Baida et al. (2011) complementam que a suscetibilidade dos 

materiais tem contribuído para a disseminação dos nematoides, uma vez que a escassez de 

informações e o desconhecimento dos produtores, ao fazerem uso de plantas hospedeiras 

suscetíveis em cultivos sucessivos, aumentam os casos de ocorrência do fitonematoide. Cabe 

ressaltar que (MENDES; RODRIGUEZ, 2000; FERRAZ et al., 2012) devido à vasta 

distribuição geográfica e a ampla gama de hospedeiros que os mesmos parasitam, poucas são 

as culturas que podem ser utilizadas como medidas de controle no sistema de rotação de cultura. 

Juliatti et al. (2010) afirmam que ainda são poucas as fontes de resistência de feijoeiro 

a Meloidogyne sendo exploradas. De acordo com Asmus (2001) e Castro, Lima e Carneiro 

(2003), a cultura da soja apresenta grande suscetibilidade a M. javanica, pois segundo Roese, 

Oliveira e Lanes (2004), embora existam cultivares resistentes, muitas das cultivadas no Brasil 

apresentam histórico de suscetibilidade a M. incognita e M. javanica. 

O maior registro de ocorrência da doença é em regiões de temperaturas mais elevadas 

(RIBEIRO; FERRAZ, 1983; PEDROSA; MOURA; SILVA, 2000), sendo a faixa ótima de 
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temperatura, em ambiente solo, entre 15 a 30 °C, enquanto que a umidade ideal para sua 

sobrevivência varia entre 40% a 60% (FERRAZ et al., 2012). Nas áreas infestadas por M. 

incognita e M. javanica, geralmente, são observadas manchas em reboleiras, cujas folhas das 

plantas mostram-se cloróticas e/ou necrosadas, menor porte da planta, nanismo, menor massa, 

intenso brotamento de vagens, amadurecimento prematuro das plantas, menor enchimento de 

grãos e danos mecânicos, murcha das plantas nas horas mais quentes do dia e redução das raízes 

laterais. 

 As raízes infectadas apresentam galhas em número e tamanho variado, e as fêmeas 

possuem formato de pêra de coloração branco-peróla (CHARCHAR; HORINO; MOITA, 1995; 

FERRAZ; MONTEIRO, 1995; DIAS et al., 2010; BAIDA et al., 2011). Cabe ressaltar, que a 

principal e melhor maneira de controle de nematoide é evitar a sua entrada em áreas isentas do 

mesmo, pois uma vez presente, é difícil seu controle e despende de altos investimentos, além 

de que a erradicação se torna praticamente impossível e as medidas adotadas visam apenas 

reduzir a população no solo (FERRAZ et al., 2012). 

Os nematoides do gênero Meloidogyne, por formarem galhas e obstruírem a passagem 

de água e nutrientes nos vasos condutores, promovem redução do crescimento da parte área da 

planta (TIHOHOD, 2000). Nas galhas são observadas massas de ovos, que ao sofrer ecdise, 

eclodem juvenis de segundo estádio (J2), que migram até o hospedeiro e infectam novas raízes. 

Por sua vez, ao inserir seu estilete no citoplasma da célula hospedeira o nematoide injeta 

substâncias tóxicas que resultam em mudanças morfológicas e fisiológicas nas raízes das 

plantas, as quais formam células nutridoras, e estabelecem, assim, um sítio de alimentação 

(FERRAZ, 2001; FERRAZ; MONTEIRO, 2011).  

 

2.2 CONTROLE DE DOENÇAS DE PLANTAS 

 

A utilização de insumos químicos passou a ser uma prática comum entre os 

agricultores, que objetivam controlar a incidência de doenças (KUHN; PORTZ; 

STANGARLIN, 2009), visto que muitos são os investimentos em produtos químicos, e 

imperiosa é a busca para o controle de patógenos, pois estes limitam e comprometem o 

desenvolvimento de uma agricultura rentável (MOREIRA et al., 2008). Atrelado ao aumento 

da incidência das doenças causadas por fungos, bactérias, nematoides e vírus (JUHÁSZ et al., 

2013) os produtores se deparam e enfrentam um grande desafio, que é, controlar as doenças e 

manter a produção de alimentos em nível sustentável (LOPES et al., 2012). O controle de 

nematoides pode ser feito pelo uso de nematicidas, mas por ser um método caro e de carácter 
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tóxico ao ambiente surge a necessidade de novos métodos alternativos (ADEGBITE; 

ADESIYAN, 2005).  

De acordo com Stangarlin et al. (2011) plantas usadas no controle de pragas são 

consideras como alternativas para o controle de doenças, pois têm compostos secundários que 

ativam mecanismos de defesa latentes nas plantas tratadas, e que podem apresentar atividade 

antimicrobiana contra patógenos de plantas. Müller et al. (2016) complementam que o extrato 

aquoso de Rosmarinus officinalis, apresentou potencial para o controle de M. incognita em 

cultivares de soja (CD 206 e CD 215) com redução do número de eclosão de J2, o número de 

galhas e do fator de reprodução. 

 Nunes, Monteiro e Pomela (2010) comentam que o controle biológico pode ser uma 

alternativa mais barato, de fácil aplicação, não é tóxico, não deixa resíduos e não resulta em 

desequilibrio ambiental. Ainda, Hallmann et al. (2004), complementam que bactérias 

endofíticas apresentam potencial para o controle de fitonematoides, principalmente 

endoparasitas. Além disso, destacam-se sistemas de rotação e sucessão de culturas 

(LEANDRO; ASMUS, 2015). Ainda, Dias-Arieira et al. (2013) afirmam que seu controle é 

complexo e exige planejamento. 

 No entanto, os produtores acreditavam que o controle químico seria o método mais 

eficaz, e então passaram a subestimar as práticas de manejo, que são consideradas 

indispensáveis para o controle de doenças tais como, o sistema de rotação de culturas, sementes 

certificadas, desinfecção de ferramentas e utensílios e cultivares resistentes (MOREIRA et al., 

2008). Em virtude disso, mesmo com o emprego de insumos modernos, este passou a ter seu 

uso limitado e deixou de conferir resultados promissores para a produtividade das lavouras, 

pois o uso indiscriminado dos insumos químicos trouxeram falhas no controle da doença e 

impacto sobre a biodiversidade que culminou em maiores custos de produção, devido a seleção 

de raças de patógenos cada vez mais resistentes e com maior variabilidade genética, em virtude 

das mutações (BONALDO et al., 2004; BONALDO et al., 2007; BORSATO; DI PIERO; 

STADNIK, 2010). 

 Cabe mencionar que com a aplicação dos insumos químicos, em curto prazo, há um 

efeito positivo para o aumento da produtividade agrícola, entretanto, em longo prazo, o efeito 

acumulativo destas substâncias químicas são nocivas à saúde humana e animal pela ingestão de 

alimentos contaminados (GHINI; KIMATI, 2000; MOREIRA et al., 2008), desequilíbrio dos 

agroecossistemas e maior pressão de seleção de indivíduos com caráter de resistência às 

substâncias químicas utilizadas (WALTERS; NEWTON; LYON, 2007; GUGINSKI-PIVA et 
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al., 2015), pois sua efetividade é temporária e apresentam modos e sítios específicos de ação 

(GUGINSKI-PIVA et al., 2015). 

Diante desta problemática, novos métodos de controle de doenças passaram a ser 

ferramentas de estudos, a fim de minimizar os efeitos negativos causados ao ambiente, 

decorrentes do uso de agroquímicos. Nesse sentido, métodos alternativos como cultural, 

biológico e físico passaram a ser empregados no controle da doença (STANGARLIN et al., 

2010), com o intuito de construir uma agricultura alternativa e/ou sustentável. Viecelli et al. 

(2009) e Matiello e Bonaldo (2013) ressaltam a importância dos métodos de controle baseados 

na indução dos mecanismos de resistência em plantas com produtos naturais. Os resultados 

alcançados resultaram na produção de alimentos com maior segurança alimentar (ANDRADE 

et al., 2013), maior economia em função dos menores custos de aplicação e produtos agrícolas 

com baixa toxicidade ao homem e animais, isentos de resíduos tóxicos (ALMEIDA et al., 

2012). 

 

2.2.1 Alternativas de Controle de Doenças 

 

Com o intuito de proteger as plantas e manter um sistema de defesa de doenças menos 

dependente de moléculas químicas (BALLARÉ, 2014), novas alternativas de controle tem 

substituído a utilização de químicos e contribuído para uma agricultura moderna e sustentável 

(ALABOUVETTE; OLIVAIN; STEINBERG, 2006; BORSATO; DI PIERO; STADNIK, 

2010). Para tanto, uma das perspectivas do controle alternativo é o controle biológico e a 

indução dos mecanismos de resistência das plantas (MORAES, 1992), além do uso de extratos 

naturais que apresentam propriedades antimicrobianas e ou indutoras de resistência 

(STANGARLIN; KUHN; SCHWAN-ESTRADA, 2008). 

O controle biológico tem por objetivo estabelecer uma relação entre plantas e 

organismos não patogênicos (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005). Nesse sentido, 

estes buscam proteger as plantas e controlar os agentes fitopatogênicos com outros organismos 

vivos, o qual podem atuar por antibiose, parasitismo, competição, predação ou hipovirulência 

(COOK; BAKER, 1983). Em relação a resistência induzida, esta pode ser definida como sendo 

mecanismos de resistência que permanecem inativos ou latentes nas plantas e são acionados ou 

ativados por moléculas indutoras, com potencial eliciador, que induzem a resistência das plantas 

quando tratadas com agentes bióticos ou abióticos (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 

2005; CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN, 2005).  
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Para Barros et al. (2010), a ativação dos mecanismos de defesa ocorre nos sítios de 

infecção, bem como, nos locais próximos a região que foi induzida. De acordo com esses 

autores, em função da adaptabilidade das plantas, estas conseguem sobreviver mesmo quando 

o seu desenvolvimento está comprometido devido a infecção causada pelo patógeno. Nos 

mecanismos de indução várias são as respostas de defesa das plantas, como a resposta de 

hipersensibilidade (FILIPPI; SILVA; PRABHU, 2007), síntese de fitoalexinas (DURANGO et 

al., 2002; RODRIGUES et al., 2007; STANGARLIN et al., 2010; ARRUDA et al., 2012;) 

atividade de lipoxigenases, peroxidases, fenilalanina amônia-liase, quitinases, β-1,3-

glucanases, e síntese de fenóis (CAVALCANTI; RESENDE; OLIVEIRA, 2007; COLPAS et 

al., 2009; VIECELLI et al., 2009; GALHÃO et al., 2010; KUHN; PASCHOLATI, 2010; 

ALMEIDA et al., 2012; GUIMARÃES et al., 2015), síntese de proteínas relacionadas à 

patogênese (BARROS et al., 2010) e de espécies reativas de oxigênio (LALOI; APEL; 

DANON, 2004; BALDO et al., 2011; WU; SHAN; HE, 2014). 

Vários são os métodos alternativos de controle, e entre os potenciais estão os 

metabólitos e polímeros de estruturas celulares de Saccharomyces boulardii com atividade 

eliciadora na indução de fitoalexinas gliceolina e deoxiantocianidinas em soja e sorgo, 

respectivamente (STANGARLIN et al., 2010). Atrelado aos benefícios a saúde, ao ambiente e 

ao menor custo de tecnologia, os fungos do gênero Trichoderma são amplamente empregados 

no controle biológico. Nesse sentido, o Trichoderma atroviride apresenta potencial para reduzir 

a severidade da Sigatoka negra em bananeira (CAVERO et al., 2015).  

Heling, Kuhn e Stangarlin (2015) estudaram Bacillus cereus, Saccharomyces 

boulardii e Saccharomyces cerevisiae como agentes de controle biológico de Mycosphaerella 

fragariae, doença foliar em plantas de morangueiro. Os agentes de controle S. cerevisiae, B. 

cereus, controle (Azoxistrobina + Ciproconazole) e S. boulardii reduziram a severidade dos 

sintomas no final do ciclo da cultura em 53,05%, 49,59%, 49,71% e 33,16%, respectivamente, 

quando comparado a testemunha (sem o agente de controle). De maneira complementar às 

informações de severidade, foi reportado redução da área abaixo da curva de progresso da 

doença (AACPD) para as plantas tratadas com S. cerevisiae e B. cereus, resultado semelhante 

aquele apresentado pelo tratamento controle, com diferença significativa em 49,76%, 48,07% 

e 47,24% respectivamente, em relação a testemunha. A aplicação de S. boulardii reduziu 

30,10% a AACPD em relação a testemunha, porém sem apresentar diferenças aos demais 

tratamentos. Ao avaliarem os valores de proteínas totais, quitinases, β-1,3-glucanases e 

peroxidases, de amostras dos folíolos, não foram observadas alterações significativas para 

nenhuma das variáveis e para nenhum dos tratamentos aplicados em relação a testemunha. O 
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mesmo justifica que sob as condições avaliadas os tratamentos não responderam de maneira a 

causar efeitos nas atividades das enzimas avaliadas. 

Programas de controle biológico de nematoides a partir de inimigos naturais é mais 

uma das estratégias a qual têm sido exploradas. Dentre os inimigos naturais estão elencados os 

fungos, bactérias, nematoides predadores, protozoários e ácaros (CARNEIRO et al., 1999). 

Bacillus subtilis apresenta mecanismos de ação, como a produção de endotoxinas que 

interferem na ovoposição e eclosão dos juvenis, característica esta que pode ser utilizada na 

produção de substâncias nematotóxicas (SHARMA; GOMES, 1996). Embora Vaz et al. (2011) 

não tenham encontrado resultados promissores para B. subtilis como agente de biocontrole de 

M. javanica e M. incognita, Coimbra, Campos e Souza (2005) com 34 isolados e Freitas et al. 

(2005) com seis isolados, verificaram redução no número de galhas por planta de M. javanica 

e M. incognita, e M. javanica, respectivamente. 

O controle biológico no manejo de nematoides foi reportado por Araújo e Marchesi 

(2009) que além de estudarem o efeito de B. subtillis como promotores de crescimento em 

plantas, verificaram que o tratamento biológico demonstrou potencial antagonista, com redução 

do número de juvenis e no desenvolvimento de massas de ovos de nematoides formadores de 

galhas nas raízes de tomateiro. A atividade nematicida das bactérias está associada a 

metabólitos sintetizados por estas que induzem a resposta de hipersensibilidade nas células das 

plantas e tornam as fêmeas sensíveis e incapazes de produzir ovos, além de degradar a massa 

gelatinosa que envolve os mesmos. Por este e entre outros motivos o B. subtillis é considerado 

um agente de suma importância para o controle biológico e a sua utilização é um método 

alternativo e que pode ser empregado em sistemas de manejo integrado para reduzir a 

reprodução dos nematoides. 

Outros trabalhos também reportaram o uso de microrganismos antagônicos como 

agentes de biocontrole de doenças, tal como Lopes et al. (2012) ao purificarem compostos 

metabólicos secundários de Pseudomonas sp., por cromatografia líquida a vácuo, e observaram 

atividade antibiótica no controle de Xanthomonas axonopodis em eucalipto, sendo esta uma 

nova alternativa de controle.  

Alguns trabalhos também têm demonstrado o uso de extratos de plantas com 

propriedades nematicidas como alternativas para controle de nematoides, como Borges et al. 

(2013) no controle de Tubixaba tuxaua e M. incognita com extrato aquoso de crotalaria, açafrão 

da terra, nim, fermentado de caldo de cana-de-açúcar por leveduras, Mateus et al. (2014) no 

controle de M. incognita com extratos aquosos das plantas medicinais, gervão, pau-amargo, 
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picão e tansagem e Almeida et al. (2012) que avaliaram o efeito nematicida e nematostático de 

extratos vegetais de folhas de urtiga, nim, mamona e mandioca. 

A aplicação de extratos naturais de plantas com potencial antimicrobiano direto e 

indutor de defesa das plantas também foram testados por Stangarlin, Kuhn e Schwan-Estrada 

(2008). A presença do polissacarídeo ulvana em algas marinhas foi estudada por Borsato, Di 

Piero e Stadnik (2010) como alternativa de controle de Uromyces appendiculatus na indução 

de resistência em cultivares de feijoeiro.  

Por apresentar baixo potencial de contaminação e não causar problemas à saúde 

humana Guginski-Piva et al. (2015) estudaram o extrato etanólico de própolis no controle de 

oídio em pepino, o qual apresentou eficácia sobre o mesmo quando aplicado de forma 

preventiva. Ainda, segundos os autores o extrato de própolis também pode ser considerado um 

produto de controle alternativo e como um indutor de gliceolina em cotilédones de soja. 

Cabe ressaltar que as estratégias que vêm sendo propostas com o intuito de reduzir as 

práticas de químicos no controle de doenças, ainda são recentes. A corrida desenfreada por 

produção de alimentos mais saudáveis e conservação dos sistemas ambientais é uma das 

principais preocupações nos dias atuais, porém, embora seja alvo de estudos, poucos são os 

agentes de controle biológico disponíveis no mercado. Nesse sentido, a intenção é avaliar o 

avanço e as falhas nos estudos e o propósito do controle biológico para prevenir possíveis erros 

que venham a ser cometidos (ALABOUVETTE; OLIVAIN; STEINBERG, 2006). 

 

2.3 INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA 

 

Com o intuito de diminuir o uso indiscriminado de agroquímicos e conscientizar a 

população sobre o cenário dos problemas ambientais, segurança alimentar e manejo 

fitossanitário é que muitas pesquisas estão fundamentadas em novos métodos alternativos para 

o controle de doenças de plantas pela indução de resistência (ANDRADE et al., 2013). A 

indução de resistência passou a ser estudada como uma alternativa para controle de doenças 

(SILVA; CANTERI; LEITE JÚNIOR, 2012), visto que para Stangarlin et al. (1999) e Latif et 

al. (2014) agentes indutores, conhecidos como eliciadores, são capazes de ativar mecanismos 

de defesa latentes existentes na planta, protegendo-a contra subsequentes infecções causadas 

por patógenos, abordagem esta que passou a ser definida como resistência induzida. 

A indução de resistência se baseia na ativação de mecanismos de defesa, associada a 

expressão de um conjunto de genes de defesa, que visa restringir o crescimento e ou atividade 



21 
 

do patógeno, bem como diminuir a incidência da doença (MÉTRAUX, 2001), porém raramente 

a indução promove controle completo da doença (WALTERS, 2009). 

A interação entre patógeno e plantas pode ser do tipo compatível quando o hospedeiro 

é suscetível à doença, ou incompatível, quando o mesmo apresenta resistência ao ataque do 

patógeno (HEIL; BOSTOCK, 2002). Na incompatibilidade ocorre a percepção e/ou 

reconhecimento de sinais por receptores celulares, que por sua vez são translocados para sítios 

de ação dentro da célula (transdução do sinal) por mensageiros secundários. Tais sinais são 

traduzidos em respostas celulares, genes de defesa são ativados e como resultado ocorre a 

síntese de proteínas relacionadas à patogênese (proteínas-RP) e de enzimas que participam da 

produção de fitoalexinas (BOSTOCK, 2005; RESENDE et al., 2007).  

A indução de resistência apresenta duas definições: a Resistência Sistêmica Adquirida 

(RSA) e a Resistência Sistêmica Induzida (RSI) (PASCHOLATI et al., 2010). A expressão 

desta pode levar a planta a ter uma proteção local e/ou sistêmica e de longa duração 

(DURRANT; DONG, 2004), uma vez que em ambas, a planta tem seu mecanismo de defesa 

ativado quando tratadas com agentes indutores ou na presença do patógeno que leva a mesma 

a reconhecer o agente invasor (VALLAD; GOODMAN, 2004). 

A indução da resistência sistêmica adquirida depende do ácido salicílico como via de 

sinalização para a expressão de genes em proteínas-RP, como β-1,3-glucanases, quitinases e 

peroxidases. A exposição da planta à agentes virulentos, avirulentos, não patogênicos e a 

indutores químicos induz a RSA, que será estabelecida somente após o intervalo de tempo 

necessário para acumular proteínas-RP (PASCHOLATI et al., 2010).  

Em relação a resistência sistêmica induzida, esta depende do ácido jasmônico e etileno 

como vias de sinalização, sem envolver a síntese de proteínas-RP. Neste caso, a resistência do 

hospedeiro está associada a capacidade de percepção do patógeno que culmina em alterações 

metabólicas da planta, e o agente indutor geralmente é um microrganismo não patogênico 

(BONALDO et al., 2004). 

Quando a planta tem seus mecanismos de defesa induzidos vários eventos são 

ativados, dentre eles se destacam a síntese de metabólitos secundários tóxicos a patógenos, 

espécies reativas de oxigênio, ativação de genes que codificam proteínas-RP, tais como as β-

1,3-glucanases (PR-1, PR-2) e as quitinases (PR-3). A resposta de hipersensibilidade (RH), 

aumento e alterações nas concentrações de fenilpropanóides, produtos do metabolismo como 

fitoalexinas e compostos fenólicos, ativação de enzimas chaves como as peroxidases e a 

fenilalanina amônia-liase (FAL) e alterações estruturais como lignificação, deposição de calose 

e formações de papilas também são ativados (CAVALCANTI et al., 2006).  
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2.3.1 Mecanismos de Resistência nas Plantas 

Embora as plantas se mostrem aparentemente indefesas ao ataque de agentes 

patogênicos, elas respondem contra invasores por estratégias de defesa, ou seja, mecanismos 

relacionados com a ativação de genes (DANGL; DIETRICH; THOMAS, 2000; FERNANDES 

et al., 2009) capazes de reconhecer a invasão de patógenos (WU; SHAN; HE, 2014). As plantas 

apresentam capacidade de percepção de eliciadores e/ou moléculas associadas aos 

microrganismos (TON et al., 2002), de maneira que, as respostas levam as mesmas ao 

reconhecimento do patógeno, a qual pode retardar ou impedir a entrada e a atividade de infecção 

do mesmo, sejam eles, fungos, bactérias, vírus, nematoides e/ou insetos, nos tecidos do vegetal 

(AGRIOS, 2005; PASCHOLATI, 2011).  

A indução de resistência do hospedeiro em contato com um patógeno é um processo 

contínuo e está fundamentada na expressão gênica dos mecanismos da planta, uma vez que, a 

natureza é dinâmica e coordenada, e o nível de resistência do vegetal depende da velocidade, 

magnitude e localização da área infectada (PASCHOLATI, 2011), além da influência dos 

hormônios e do tipo de interação planta patógeno (GLAZEBROOK, 2005; BRODERSEN et 

al., 2006).  

As plantas no seu processo evolutivo desenvolveram estratégias de defesa que 

envolveram o reconhecimento, ataque e defesa, com o intuito de se proteger dos processos de 

infecção contra patógenos virulentos (WALTERS; NEWTON; LYON, 2005), caráter este que 

pode ser explicado pelo elevado grau de especificidade das plantas em relação à presença de 

patógenos (TON et al., 2002). 

Esses mecanismos desenvolvidos pelas plantas foram divididos em duas categorias: 

os pré-formados (passivos ou constitutivos), em que a resistência se faz presente nas plantas 

mesmo na ausência do patógeno: e os pós-formados (ativos ou induzíveis), que é caracterizado 

pela ausência e/ou presença em baixos níveis no vegetal, sendo ativados em reposta ao 

reconhecimento do patógeno, que ocorrem por rotas de sinalização existentes. Estes por sua 

vez, ainda são subdivididos em mecanismos estruturais e bioquímicos (GARCION; 

LAMOTTE; MÉTRAUX, 2007; SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 

2008; PASCHOLATI, 2011). Os estruturais, chamados de barreiras físicas, além de fazerem 

parte da estrutura fisiológica e morfológica da planta, também exibem papel fundamental como 

fatores de resistência, pois estes buscam promover o atraso da penetração e/ou colonização do 

patógeno, o que culmina na restrição e no desenvolvimento da doença (STANGARLIN et al., 

2011). Os fatores bioquímicos correspondem a substâncias produzidas pela atividade 
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metabólica das células da planta hospedeira de caráter, muitas vezes, tóxica ao patógeno, a qual 

inibe o seu crescimento e promove condições adversas para a sobrevivência do mesmo 

(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008; PASCHOLATI, 2011).  

Os grupos são compreendidos em: 1) Mecanismos pré-formados: a) Estruturais: 

cutícula, tricomas, estômatos, vasos condutores, camada de sílica; b) Bioquímicos: fénois, 

alcalóides, lactonas, terpenóides, proteínas, ácido clorogênico, ácido protocatecóico e catecol, 

α-tomatina, avenacinas, tuliposídeos, glicosídeos fenólicos, inibidores proteicos e enzimas de 

defesa vegetal; 2) Mecanismos pós-formados: a) Estruturais: formação de halos, papilas e 

lignificação, que são barreiras celulares, e camadas de cortiça, camadas de abscisão, tilose, 

deposição de gel e cristais de hesperidinas, sendo estas barreiras histológicas; b) Bioquímicos: 

espécies reativas de oxigênio; óxido nítrico; fitoalexinas (CLARKE et al., 2000; 

HUMPHREYS; CHAPPLE, 2002; SEREGÉLYES et al., 2003; LALOI; APEL; DANON, 

2004; SOYLU; SOYLU; MANSFIELD, 2004; KIRALY; BARNA; KIRALY, 2007; 

PASCHOLATI, 2011; STANGARLIN et al., 2011).  

Após a planta reconhecer a presença do patógeno, as células vegetais, acionam 

cascatas de sinalização e, como respostas, seus mecanismos de defesa são ativados. Esta 

percepção resulta na transdução de sinais que ocorrem quando moléculas eliciadoras se ligam 

às moléculas receptoras presentes na membrana da célula vegetal, e informações são 

translocadas entre essas células, ao passo que, mensageiros secundários são ativados e genes 

específicos relacionados a defesa são expressos (MÉTRAUX, 2001; DE WIT, 2007).  

Os sinais que são liberados pelas folhas infectadas desencadeiam mudanças no fluxo 

iônico na membrana plasmática, geração de espécies reativas de oxigênio (peróxido de 

hidrogênio e radical superóxido) (MÉTRAUX, 2001), produção e acúmulo de compostos 

fenólicos (ácidos clorogênico, caféico e ferrúlico) (BARROS et al., 2010), além da ativação de 

proteínas relacionadas à patogênese, como quitinase, responsável por hidrolisar a quitina 

(ALMEIDA et al., 2012) e a β-1,3 glucanases que degradam β-glucanas (WU; BRADFORD, 

2003) presentes na parede celular de patógenos fúngicos. 

Cabe ressaltar que os mecanismos de resistência são mediados por genes, e entre eles 

destacam-se os genes R, caracterizados pelo seu elevado grau de especificidade de 

reconhecimento (ELVIRA et al., 2008). Essa particularidade dos genes R é observada quando 

ocorre a ativação de várias vias de defesa da planta que geram fluxos de íons celulares, e 

promovem o acúmulo de superóxidos e peróxido de hidrogênio, óxido nítrico, resposta de 

hipersensibilidade e produção de metabólitos de caráter tóxico a patógenos (DANGL; JONES, 

2001). 
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De maneira complementar, a interação planta patógeno pode levar a expressão de 

diferentes isoformas de proteínas relacionadas à patogenicidade (ELVIRA et al.; 2008), e esta 

condição está atrelada a capacidade da expressão gênica (HUANG et al., 2005; YANG et al., 

2007). Deste modo, os fatores associados às respostas de resistência da planta, como a síntese 

e atividade de enzimas podem variar em função da espécie, tecido vegetal, os estádios 

fisiológico e nutricional, efeito da radiação solar, temperatura e pH (ALMEIDA et al., 2012). 

2.3.2 Fitoalexinas 

Fitoalexina (do grego phyton = planta e alexin = composto que repele) foi descoberta 

no século IX, porém no século XX a sua síntese e as respostas de defesa foram estudadas em 

cultivares de plantas resistentes e suscetíveis a patógenos (MÜLLER; BORGER, 1940).  

As fitoalexinas são metabolitos secundários sintetizadas pelas plantas sob condição de 

estresse químico, físico e/ou biológico. São moléculas de baixa massa molecular e exibem 

atividade antimicrobiana, e se acumulam dentro das células vivas, temporariamente, próximo 

ou no local dos sítios de infeção, como resposta de defesa das plantas a exposição de patógenos 

(PAXTON, 1995; BRAGA, 2008).  

O grupo das fitoalexinas está relacionado com a defesa vegetal (BARROS et al., 2010) 

e sua síntese pode ser induzida em resposta a ação de agentes bióticos ou abióticos, de maneira 

que as moléculas capazes de ativar esse mecanismo de resistência são denominadas de 

eliciadores ou elicitores (BONALDO et al., 2004), como carboidratos, proteínas, enzimas, 

lipídios, glicoproteínas, polipeptídeos (PASCHOLATI, 2011) oligossacarídeos, oligopeptídeos 

e ácidos graxos (STANGARLIN et al., 1999), os quais podem ser de origem microbiana 

(eliciador exógeno) ou da própria planta (eliciador endógeno) (BRAGA, 2008; PASCHOLATI, 

2011).  

Deffune (2001) sugere que o acúmulo das fitoalexinas pode limitar o crescimento do 

patógeno devido sua característica de toxidez, além de causar uma resposta de 

hipersensibilidade no tecido infectado que induz lesão do tipo necrótica. Segundo Pascholati 

(2011), o principal modo de ação destas são as alterações na membrana plasmática do patógeno 

que culmina na perda de eletrólitos e morte celular, além da perda da integridade estrutural e 

funcional da membrana. 

As fitoalexinas englobam diferentes classes de metabólitos químicos e naturais, e mais 

de 350 compostos foram caracterizados, como ácido benzóico, enxofre na forma de ciclo-

octaenxofre (S8), fenóis do tipo flavonóide, poliacetileno, isoprenos, terpenóides, esteroides, 
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dihidrofenantrenos, estilbenos, cumarinas, alcaloides, furanoacetilenos, antraquinonas e 

polienos (CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN, 2005; BRAGA, 2008; TAIZ; 

ZEIGER, 2009; PASCHOLATTI, 2011), presentes em mais de 31 famílias de plantas, em 

destaque Leguminosae, Solanaceae, Orchidaceae e Poaceae (PASCHOLATTI, 2011).  

Em soja foi isolada a fitoalexina gliceolina, um pterocarpanóide derivado da via 

fenilpropanóide, rota em que ocorre uma série de isómeros. A isoflavona daidzeína é o 

precursor da gliceolina (PAXTON, 1995) e genisteína (hidroxila doisoflavona) é acumulada 

em tecidos de soja em resposta ao eliciador (RIVERA-VARGAS; SCHMITTHENNER; 

GRAHAM, 1993; GRAHAM; GRAHAM, 2000). Segundo Franzener et al. (2000), essa 

fitoalexina desempenha um importante papel na interação planta-patógeno em resposta a 

infecção e ao tratamento com agentes eliciadores, que podem ser de origem microbiana ou da 

própria planta. 

Em feijão, a fitoalexina de maior relevância na interação patógeno-planta é a faseolina, 

que foi identificada, primeiramente, por Müller (1958), e desde então, Durango et al. (2002) 

sugerem que vários trabalhos têm demonstrado seu efeito no controle de fitopatógenos. 

Muitas das fitoalexinas produzidas pelas plantas requerem a atividade de enzimas 

biossintéticas, a exemplo da síntese de novo de fenilalanina amônia-liase (FAL), responsável 

pela síntese dos fenilpropanóides, juntamente com a participação da fenilalanina e a sua 

conversão em ácido transcinâmico, reação catalisada pela FAL com produção de compostos 

que atuam na resistência das plantas (HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000; LATUNDE-

DADA; LUCAS, 2001; NAKAZAWA; NOUZUE; YASUDA, 2001; BAIS et al., 2005). A 

pisatina (ervilha), faseolina (feijão) e a gliceolina (soja) podem ser produzidas a partir das 

flavanonas, pela atividade da enzima isoflavonóide sintase, que a transforma em isoflavonóides 

(GARCION; LAMOTTE; MÉTRAUX, 2007).  

Cabe ressaltar que, as fitoalexinas são sintetizadas após os metabólitos primários 

participarem de uma nova rota de processamento secundário, condição está observada para o 

substrato fenilalanina que participa da síntese das fitoalexinas, que são os metabólitos 

secundários produzidos. Nesta via sintética, há caminhos que atuam na especialização e 

coordenação dessas respostas, cuja participação envolve um elemento sequência “cis-acting” 

de DNA comum com um promotor específico para cada gene que codifica enzimas para a 

síntese das fitoalexinas. A exemplo disso, é a FAL multigene regulada nos níveis de mRNA e 

em nível proteico que atuam na rota de biossíntese das fitoalexinas de flavonóides 

(HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000). 
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Os genes hidroximetilglutaril-CoA redutase 2, sesquiterpene ciclase, e 5-

epiaristoloqueno sintase, estão envolvidos na biossíntese do composto capsidiol, um terpenóide 

que pertence à classe das fitoalexinas, expresso nas plantas de pimenta em resposta a infeção 

por patógenos (FERNÁNDEZ-HERRERA et al., 2012). O sítio de infecção estabelecido nas 

raízes das plantas por nematoides fitopatogênicos, como Meloidogyne, Heterodera e 

Globodera, induzem alterações morfológicas nas células da mesma, pois estas passam a ser 

fonte de alimento para os nematoides, e durante o processo de infecção, mudanças na expressão 

dos genes passam a ocorrer (JAMMES et al., 2005). Essas alterações ativam as rotas para a 

biossíntese de fitoalexinas durante a infecção que são compostos biocidas com potencial tóxico 

contra bactérias, fungos e nematoides (CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN, 2005). 

O potencial das fitoalexinas na indução dos mecanismos de resistência das plantas, 

durante a infeção causada por agentes patogênicos, pode ser avaliado por meio de critérios que 

as definem como sendo compostos antimicrobianos. Como características primordiais as 

fitoalexinas devem-se acumular e inibir a invasão do patógeno em resposta a infeção 

(GARCION; LAMOTTE; MÉTRAUX, 2007). 

Bednarek et al. (2005) complementam que várias são as espécies de plantas capazes 

de produzir fitoalexinas, no entanto, em alguns casos, a sua relevância para a defesa da planta 

é desconhecida. Para Braga (2008), em nível de resposta, a produção de fitoalexinas nas 

espécies de plantas resistentes e suscetíveis é a mesma, porém, o que as diferencia é a rapidez 

com que essas moléculas são sintetizadas pelo metabolismo do vegetal. 

Baseado na literatura, vários são os trabalhos que demonstram o potencial de plantas 

na indução de mecanismos de defesa atrelados a sua capacidade de induzir a síntese e o acúmulo 

de fitoalexinas. Exemplo disso são os derivados da folha de pitangueira com carácter eliciador 

na indução de gliceolina (pterocarpanóide) em cotilédones de soja (FRANZENER et al., 2000; 

MAZARO et al., 2008). Estes atuam na liberação de sinais moleculares, que são reconhecidos 

por processos de transdução e tradução de sinais, que ativam os genes relacionados à defesa 

(BOSTOCK, 2005), e culminam na síntese de novo de uma variedade de proteínas e compostos 

antimicrobianos (VILLAR-LUNA et al., 2015), onde rotas metabólicas para a síntese de 

fitoalexinas são ativadas (MAZARO et al., 2008).  

A produção da fitoalexina gliceolina também foi reportado por Mazaro et al. (2013), 

por preparados de Calendula officinalis, em que a composição química apresenta ingredientes 

ativos capazes de ativar as rotas de defesa da planta. Segundo Meinerz et al. (2014), compostos 

fenólicos presentes em plantas de avenca (Adiantum capillus-veneris), de natureza molecular 
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ainda desconhecida, apresentam caráter eliciador na indução de deoxiantocianidinas em 

mesocótilos de sorgo. 

Simões et al. (2005) relataram em esporos do fungo sapróbio Mucor ramosissimus a 

presença de fragmentos de polissacarídeo do tipo mucorano, eliciadores com potencial indutor 

na biossíntese e acúmulo de fitoalexinas em soja. Os autores complementam ainda, que os 

tecidos dos cotilédones de soja reconheceram os fragmentos de heteropolímeros de ácidos 

urônicos como eliciadores de fitoalexinas. 

Stangarlin et al. (2010) utilizaram cotilédones de soja para avaliar o potencial elicitor 

da levedura Saccharomyces boulardii na forma do produto comercial Floratil (Merck), massa 

de células e de filtrado do meio do crescimento das leveduras e verificaram efeito dose-

dependente na indução da fitoalexina gliceolina. Para mesocótilos de sorgo, apenas o filtrado e 

Floratil tiveram efeito dose-dependente na síntese de deoxiantocianidinas. Arruda et al. (2012) 

verificaram que extratos aquosos de Agaricus blazei, Lentinula edodes e Pycnoporus 

sanguineus induziram o acúmulo da fitoalexina gliceolina, em dose dependente para 

cotilédones de soja.  

Beninca et al. (2008) não verificaram indução de fitoalexinas em cotilédones de soja 

para os extratos orgânicos diclorometânico, hexânico e etanólico de basidiocarpos de 

Pycnoporus sanguineus, mas foi registrado atividade indutora para a síntese de 

deoxiantocianidinas em mesocótilos de sorgo. 

3.3.3 Eliciadores 

Inicialmente os eliciadores eram definidos como sendo indutores da síntese de 

fitoalexinas em tecidos vegetais, no entanto, estes passaram a ser designados como moléculas 

capazes de induzir qualquer resposta de defesa em plantas, seja celular, como resposta de 

hipersensibilidade (HR) e/ou molecular, como a ativação transcricional de genes de defesa 

(DIXON; HARRISON; LAMB, 1994). Para tanto os eliciadores passaram a ser utilizados como 

compostos ou tratamentos capazes de alterar rotas metabólicas e influenciar na síntese de 

moléculas (XU et al., 2008). 

Kamoun (2006) define ainda eliciadores como sendo moléculas de agentes 

patogênicos que disparam respostas de defesa nas plantas, e como resultado, aumentam a 

resistência da mesma a patógenos invasores. Bonaldo et al. (2004) afirmam ainda que suas 

funções são determinadas por várias características estruturais, além de exibirem uma ampla 
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natureza química, a qual Resende et al. (2007) as definem como sendo moléculas capazes de 

induzirem a produção de fitoalexinas e de várias proteínas RP.  

Zanardo, Pascholati e Fialho (2009) complementam que o aumento da capacidade da 

planta em expressar suas respostas de defesa contra agentes patogênicos consiste do tratamento 

com eliciadores. Estes por sua vez podem ser classificados como (PITTA-ALVAREZ; 

SPOLLANSKY; GIULIETTI, 2000; PASCHOLATI, 2011) abióticos que incluem luz 

ultravioleta, metal pesado (HgCl2), que são agentes induzem estresse nas plantas, (MÉTRAUX, 

2007) íons metálicos, moléculas orgânicas como acibenzolar-S-metil (ASM), (RESENDE et 

al., 2007) temperatura, ácido salicílico, ácido jasmônico e etileno.  

Em relação aos agentes bióticos, estes são classificados como organismos vivos, 

parte desses, ou mesmo seus metabólitos (DI PIERO; GARCIA JUNIOR; TONUCCI, 2005; 

BECKERS; CONRATH, 2007). Os eliciadores bióticos endógenos são de origem vegetal, que 

são moléculas liberadas pela própria planta tal como oligogalacturonídeos e outros oligômeros 

da parede celular (PASCHOLATI, 2011).  

Em relação aos eliciadores de origem microbiana, estes são conhecidos como 

exógenos, produzidos ou liberados pelos patógenos, sendo fragmentos de parede celular que 

pertencem a diferentes classes químicas como, polímeros de carboidratos, glicoproteínas, 

oligopeptídeos, lipopolissacarídeos peptídeos, proteínas, lipídios e ácidos graxos (WALTERS; 

NEWTON; LYON, 2005; PASCHOLATI, 2011). Esses eliciadores podem ainda ser 

classificados quanto ao nível de especificidade. Os eliciadores gerais ou inespecíficos 

desencadeiam respostas de defesa em plantas hospedeiras e não hospedeiras, ao passo que os 

específicos são codificados por genes de avirulência de patógenos (Avr), que por sua vez 

induzem respostas apenas em cultivares de plantas que contêm o gene (R) de resistência a 

doença (MONTESANO; BRADER; PALVA, 2003; RESENDE et al., 2007). 

Alamino et al. (2013) ressaltam sobre a relevância do avanço nas pesquisas com o 

emprego de eliciadores na ativação dos genes de defesa em plantas. Para Durrant e Dong (2004) 

e Jalali, Bhargava, Kamble (2006) ao serem reconhecidos pelos receptores, os eliciadores 

desencadeiam respostas de defesa nas células das plantas que levam a síntese e o acúmulo de 

metabólitos secundários (fitoalexinas e compostos fenólicos) glicoproteína rica em 

hidroxiprolina, ativação de mensageiros secundários (ácido salicílico, ácido jasmônico e 

etileno) que atuam como sinalizadores para a expressão de proteínas-RP, (GRANT; LAMB, 

2006) abertura de canais de íons, ativação de quinases no citoplasma, acidificação do 

citoplasma, alteração nos níveis de cálcio do citoplasma, cascata de sinalização via MAP-
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quinases, deposição de calose e lignificação de tecidos como reforços da parede celular, e 

resposta de hipersensibilidade. Outro mecanismo ativado pelos eliciadores é a geração de 

espécies ativas de oxigênio (ERO), tais como peróxido de hidrogênio (H2O2), ânion superóxido 

(O2
‑) e hidroxila (OH‑), as quais causam danos irreparáveis (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 

2002; MARCHESE et al., 2008). 

Os eliciadores estimulam os mecanismos de defesa da planta, de modo que na presença 

do patógeno as respostas a esta condição são mais rápidas e intensas, pois o reconhecimento do 

eliciador culmina em uma completa cascata de sinalizações que ativam o sistema de defesa do 

vegetal (LATIF et al., 2014). A literatura sugere que muitos dos eliciadores estudados tem um 

amplo espectro de indução de resistência de longa duração, embora existam aqueles de efeito 

temporário (WALTERS et al., 2005), característica esta que irá depender da relação entre 

planta, patógeno e ambiente (LATIF et al., 2014). 

Durante o processo de evolução as plantas desenvolveram mecanismos capazes de 

reconhecer os sinais que indicam a presença de um microrganismo (GASSMANN; 

BHATTACHARJEE, 2012). Neste processo de reconhecimento estão envolvidos padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs) e a microrganismos (MAMPs) (NEWMAN et 

al., 2013). Os PAMPs ou MAMPs são moléculas que pertencem a diferentes classes e atuam 

como moléculas eliciadoras de defesa vegetal (MITHÖFER; BOLAND, 2008). O 

reconhecimento destas moléculas ocorre por receptores presentes na membrana celular ou no 

interior da célula, sendo estas proteínas transmembranas (HOGENHOUT et al., 2009; BECK 

et al., 2012).  

O metabolismo da planta hospedeira pode passar por rápidas e transitórias alterações 

quando os PAMPs são reconhecidos por seus receptores, e a exemplo disso é verificado a 

ativação de cascatas de MAP quinases. Os autores ressaltam ainda, da necessidade de novos 

estudos sobre os padrões moleculares para melhor compreender como as plantas respondem 

durante o processo de infecção (CAVALCANTE et al., 2013). Alguns exemplos de PAMPs 

que exibem função na indução de defesa em plantas são β-glucanas, quitina, ergosterol (HE; 

SHAN; SHEEN, 2007), elicitinas, xilanase, invertase, transglutaminase, flagelina, fucanas 

sulfatados, proteínas indutoras de necrose e glicoproteínas (NURNBERGER; LIPKA, 2005). 

Em um outro processo de reconhecimento estão envolvidas as moléculas efetoras, 

definidas como sendo moléculas liberadas ou associadas a um organismo que modificam a 

fisiologia de outro organismo (KAMOUN, 2006). Atrelado a evolução dos mecanismos de 

defesa das plantas os patógenos também desenvolveram estratégias de ataque, como a secreção 

de proteínas capazes de suprimir respostas de defesa vegetal, e como resultado, resultar em 
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suscetibilidade da planta desencadeada por efetores (BIRCH et al., 2008; ZHANG et al., 2010). 

Com o avanço de técnicas moleculares e sequenciamento foi possível elucidar muitas das 

estratégias de infecção dos patógenos, tal como as funções bioquímicas de moléculas efetoras 

de fungos, oomicetos, bactérias e nematoides, além dos mecanismos de defesa das plantas 

contra os mesmos (DALIO et al., 2014). 

Baseado nesta interação constante entre planta-patógeno (COLL; EPPLE; DANGL, 

2011) é que as plantas também evoluíram um mecanismo efetor como um sistema de defesa ao 

ataque de agentes patogênicos, por meio de proteínas R (CAVALCANTE et al., 2013) e que 

culminam na defesa da planta (OBWALD et al., 2014). 

A literatura reporta alguns exemplos de eliciadores de grande relevância para estudos 

de indução dos mecanismos de resistência de plantas. Um exemplo disso é a proteína harpina, 

produzida por bactérias e utilizada nos dias atuais como eliciador comercial, com função de 

ativar a síntese de moléculas sinalizadoras, como o ácido salicílico, acído jasmônico e o etileno 

(CLARKE et al., 2005). Alamino et al. (2013) se propuseram a estudar o efeito dos eliciadores 

acibenzolar-S-metil e proteína harpina na indução de resistência contra Colletotrichum 

gloeosporioides. Os mesmos concluíram que ambos eliciadores proporcionaram redução da 

esporulação do patógeno e da lesão causada nos frutos de maçã, bem como o aumento da 

atividade da enzima peroxidase. 

Zanardo, Pascholati e Fialho (2009) relataram que a levedura comercial 

Saccharomyces cerevisiae contém frações indutoras de resistência à Colletorichum lagenarium, 

quando testadas em cotilédones de pepineiro. Os autores verificaram ainda, que a autoclavagem 

do extrato bruto aquoso de S. cerevisiae foi necessária para a extração de moléculas de caráter 

eliciador, uma vez que estas são termoestáveis. Ainda, por cromatografia de troca aniônica 

compostos com atividade eliciadora foram purificados. Peng et al. (2004) estudaram plântulas 

de pepino tratadas com extrato de pectinase, a partir do produto de fermentação de Penicillium 

oxalicum, tiveram aumento na atividade das enzimas polifenoloxidase, peroxidase e 

fenilalanina amônia-liase relacionadas a defesa contra Cladosporium cucumerinum, doença 

conhecida como sarna em pepino.  

A fim de aprimorar os sistemas de cultivo por estratégias alternativas e 

economicamente viáveis, além de minimizar o uso de insumos químicos no controle de 

Phytophthora melonis em plantas de pepino, Abkhoo e Sabbagh (2015) concluiram que o 

extrato comercial de Ascophyllum nodosum promoveu aumento na atividade das enzimas β-1,3 

glucanase, peroxidade, polifenoloxidase, lipoxigenase, fenilalanina amônia-liase e sintase 

galactinol, e aumento no teor de fenóis totais e do nível de trancrição de genes de defesa. Os 
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autores complementam que o extrato de algas marinhas pode conter moléculas elicitoras que 

condiciona a planta a níveis ideais de resistência contra agentes patogênicos. 

 

2.4 MÉTODOS DE CROMATOGRAFIA DE FILTRAÇÃO EM GEL E CROMATOGRAFIA 

DE TROCA IÔNICA 

 

O termo cromatografia surgiu das palavras gregas chrom (cor) e grafe (escrever) e foi 

estudado em 1906 pelo botânico Mikhail Semenovich Tswett, considerado hoje, como pai da 

cromatografia. Embora tenha sido estudada anteriormente por outros pesquisados, a técnica 

ficou estagnada até a década de 30, quando foi redescoberta por Tswett. Com o avanço 

tecnológico e o potencial da técnica, a cromatografia se difundiu em várias áreas de estudo. 

Tswett contribuiu com o desenvolvimento do método ao descrever a separação de componentes 

de extratos de folhas, utilizando colunas de vidro preenchidas com carbonato de cálcio (fase 

estacionária) e o éter de petróleo como eluente (fase móvel) (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998; 

COLLINS, 2006). Como resultado da purificação, Tswett observou bandas coloridas separadas 

ao longo da coluna, formados no adsorvente, e eluídos em velocidades diferentes, para assim 

ocorrer a separação dos componentes (ETTRE, 2003). 

Posteriormente aos estudos de Tswett, em 1930, Kuhn e Lederer passaram a 

aperfeiçoar o método de cromatografia em coluna, pela separação e identificação de xantofilas 

da gema do ovo. A coluna empregada para o método apresentou como fase estacionária o 

carbonato de cálcio e como fase móvel o éter de petróleo. Paralelamente a estes trabalhos, 

outros foram desenvolvidos, sempre com o intuito de amplificar e melhorar as aplicações da 

técnica (COLLINS, 2006). 

A técnica cromatográfica pode ser classificada por critérios de: 1) Classificação pela 

forma física do sistema cromatográfico: pode ser dividida em cromatografia de coluna ou 

planar; 2) Classificação pela fase móvel empregada: caracterizada pela cromatografia gasosa, 

supercrítica e a líquida. A cromatografia líquida pode ainda ser subdividida em a cromatografia 

líquida clássica (CLC), de modo que, a fase móvel é arrastada ao longo da coluna apenas pela 

força da gravidade, e a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), onde se utilizam fases 

estacionárias de partículas menores, e com auxílio de uma bomba de alta pressão a fase móvel 

é eluída; 3) Classificação pela fase estacionária utilizada: são utilizadas fases estacionárias 

sólidas, líquidas e quimicamente ligadas; 4) Classificação pelo método de separação: destacam-

se os métodos de adsorção, partição, troca iônica e exclusão molecular (DEGANI; CASS; 

VIEIRA, 1998). 
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A cromatografia é considerada como uma ferramenta analítica baseada na separação 

de moléculas e que engloba um conjunto de métodos físico-químicos que visam purificar 

diferentes componentes de uma amostra (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998). A técnica de 

cromatografia se destaca por ser um método de análise de fácil separação, identificação e 

quantificação das diversas espécies químicas presentes nos componentes de uma mistura 

(COLLINS, 2006), que pode ser empregado na identificação de compostos, tal como a 

purificação de moléculas desejáveis e a separação daquelas indesejadas (COLTRO-RONCATO 

et al., 2015), com auxílio de padrões previamente existentes. 

A cromatografia está entre as principais técnicas de análise e separação de substâncias, 

como fluídos biológicos, produtos naturais e sedimentos de rios, devido a sua eficiência na 

caracterização de moléculas e a capacidade de resolução das colunas (LANÇAS, 2009). 

A separação dos componentes de uma mistura está fundamentada na sua migração, 

que envolve a interação destas com duas fases imiscíveis que estão em íntimo contato. A fase 

móvel pode ser uma solução de tampão fosfato, Tris, borato, citrato, entre outras, eluídas por 

uma coluna em fluxo contínuo, sendo monitorada por um detector de luz ultra-voleta (UV). 

Para a purificação de proteínas e ácidos nucleicos existe um comprimento de onda já definido, 

sendo 280 nm e 260 nm, respectivamente. A coluna preenchida por uma matriz sólida e porosa 

é chamada de fase estacionária, cujo papel é retardar a passagem dos componentes de uma 

mistura, resultando em diferentes velocidades de migração das moléculas carregadas pela fase 

móvel (COLLINS, 2006).  

Inúmeros são os métodos de separação, e podem ser empregados de acordo com o 

objetivo da análise. No caso da cromatografia gasosa, esta é empregada na separação de 

componentes voláteis como álcoois, cetonas, aldeídos, ao passo que a cromatografia líquida é 

utilizada para purificar moléculas como proteínas, aminoácidos, carboidratos, ácidos nucléicos, 

vitaminas e esteroides (SCOTT, 2003).  

Dentro da cromatografia líquida destaca-se a cromatografia de troca iônica, que foi 

registrada na literatura, pela primeira vez, pelos químicos Way e Thompson em 1850, a partir 

de observações feitas sobre a capacidade do solo em remover íons de amônia e de potássio. A 

sua fase estacionária possui trocadores aniônicos, com sítios carregados positivamente, retendo 

ânions, e os trocadores catiônicos, carregados negativamente e retendo cátions. As proteínas, 

bem como outras moléculas, se ligam aos trocadores de cátions e ânions de acordo com a sua 

afinidade. A variação das cargas dos polímeros que apresentam em sua estrutura ácido-base são 

dependentes do pH, o qual pode influenciar na separação de uma proteína pelas diferenças de 

afinidade entre os trocadores de íons. No processo de eluição, a fase móvel carrega 
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primeiramente as proteínas que tem baixa afinidade pelo trocador de íons, e o eluato é obtido 

primeiro, ao contrário das proteínas de maior afinidade em que sua separação é retardada pela 

interação com o trocador (fase estacionária). Por sua vez, as proteínas que ficaram adsorvidas 

à resina são eluídas através de um gradiente contínuo de concentração de sal, melhorando a 

purificação das proteínas (SPADARO, 2006). 

A cromatografia de filtração em gel, chamada também de exclusão molecular, separa 

as moléculas de acordo com o seu volume hidrodinâmico e massa molar. A fase estacionária se 

caracteriza por ser inerte e apresenta características que definem a distribuição e a velocidade 

de separação das substâncias. A matriz (fase estacionária), por onde a fase móvel é eluída, é 

formada de poros que interagem com a distribuição das partículas, pois aquelas de maior 

tamanho migram com velocidade superior e são separadas primeiro, ao ser comparada às de 

menor tamanho. Isso ocorre porque as moléculas de menor massa molecular penetram nos poros 

e percorrem um caminho maior pela fase estacionária, de maneira que moléculas de maior 

massa levam um tempo maior para ser detectada pela UV. Cabe ressaltar que o princípio da 

purificação é obter uma resolução de qualidade, e assim, estimar a massa molecular da partícula 

pela sua posição registrada no cromatograma (ROTHSCHILD, 2006).  

Dada sua importância, vários são os trabalhos reportados na literatura, cujo método 

empregado na purificação de molécula foi a cromatografia. Meinerz et al. (2014) purificaram e 

selecionaram frações de extrato bruto de folhas da planta Adiantum capillus-veneris, por 

precipitação com sulfato de amônio e cromatografia de filtração em gel, e verificaram a 

capacidade das mesmas na síntese de fitoalexinas deoxiantocianidinas em mesocótilos de sorgo. 

Gonçalves et al. (2014) testaram a metodologia de purificação de moléculas de caráter eliciador, 

a partir de fêmeas de nematoides fitopatogênicos por cromatografia de filtração em gel.  

Moreira et al. (2008) purificaram frações de extratos alcoólicos de citronela por 

cromatografia de filtração em gel e por cromatografia de camada delgada, e testaram a indução 

de fitoalexinas em sorgo e soja e a atividade antifúngica sobre Colletotrichum lagenarium. Di 

Piero, Wulff e Pascholati (2006) utilizaram cromatografia de troca iônica para obter frações do 

fungo shiitake (Lentinula edodes) e avaliaram a atividade de peroxidase no controle de 

Colletotrichum lagenarium em mudas de pepino. Bonaldo e Pascholati (2007) purificaram 

frações de Saccharomyces cerevisiae e avaliaram sua influência na germinação de conídios e 

formação de apressórios de Colletotrichum sublineolum e Colletotrichum lagenarium.  

Outros trabalhos com cromatografia se referem aos de  Temporal (2014), na 

caracterização parcial do extrato etanólico de Cymbopogon citratus; Franzener (2011) com a 

purificação de frações a partir do extrato aquoso de Eucalyptus citriodora por cromatografia de 
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troca iônica e filtração em gel; Iurkiv (2009) que avaliou a purificação parcial de compostos a 

partir Pycnoporus sanguineus por cromatografia de troca iônica e de exclusão molecular; e 

Simões et al. (2005) que purificaram moléculas eliciadoras a partir de esporos de Mucor 

ramosissimus por cromatografia de troca iônica. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 OBTENÇÃO DA POPULAÇÃO DE NEMATOIDES (Meloidogyne javanica E 

Meloidogyne incognita) 

 

As populações de M. incognita e M. javanica utilizadas foram obtidas de plantas de 

tomateiro cv. ‘Santa Clara’ proveniente de uma propriedade rural localizada no Município de 

Marechal Cândido Rondon, e identificadas com base na configuração perineal (HARTMAN; 

SASSER, 1985). A manutenção do inóculo foi feita em vasos plásticos com capacidade de 5 L 

contento uma mistura de solo e areia durante o período de 2013 e 2015 no Complexo de 

Controle Biológico e Cultivo Protegido Prof. Dr. Mário César Lopes, pertence a Universidade 

Estadual do Oeste do Paraná- UNIOESTE, campus Marechal Cândido Rondon, Paraná.  

 

3.2 EXTRAÇÃO DE FÊMEAS DE NEMATOIDES FORMADORES DE GALHAS 

 

As raízes das plantas contendo galhas foram coletadas e a partir destas, com auxílio de 

uma agulha, 500 fêmeas individuais, de cada espécie de nematoide, foram extraídas e 

selecionadas no Laboratório de Nematologia da Universidade Estadual do Oeste do Paraná, 

campus de Marechal Cândido Rondon, Paraná. Após a separação das mesmas, estas foram 

maceradas em 200 μL de tampão Tris-HCl a 0,5 M, pH 6,8 em tubo para microcentrífuga com 

auxílio de um bastão de vidro. Após, o volume da amostra foi completado para 1 mL com o 

mesmo tampão. Posteriormente, o macerado foi filtrado em filtros de seringa (Millipore) com 

0,45 μm de diâmetro e o volume da amostra foi ajustado para 2 mL com o mesmo tampão. 

 

3.3 CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA (CTI) 

3.3.1 Purificação de Eliciadores, a Partir de Nematoides Fitopatogênicos M. incognita e 

M. javanica, Através de Cromatografia de Troca Iônica (CTI) 

A cromatografia de troca iônica (CTI) foi realizada em coluna de vidro (5 cm x 20 cm) 

preenchida com resina de troca iônica (UNOsphereTM Q Strong Anion Exchange) (fase 

estacionária), e equilibrada com o tampão Tris-HCl 0,025 M (pH 7,5) (fase líquida) e o processo 

foi conduzido em temperatura ambiente.  
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Uma amostra de 1,5 mL da preparação foi aplicada e eluída com o tampão de 

equilíbrio, com fluxo de 1,5 mL min-1, sendo coletadas frações de 6 mL. Após a saída do 

material não adsorvido, o material retido foi deslocado por gradiente linear de NaCl, no tampão 

de equilíbrio, nas concentrações subsequentes de 0 a 100%, sendo que a determinação foi 

medida pela condutividade elétrica das frações eluídas em gradiente salino. O monitoramento 

das frações proteicas foi detectado em espectrofotômetro a 280 nm, e a de carboidratos foi 

determinado segundo o método descrito por Lever (1972). As frações foram reunidas de acordo 

com o perfil de distribuição de proteínas e de carboidratos.  

Para eliminação do NaCl, as frações foram dialisadas em membrana de limite de 

exclusão molecular de 12-16 kDa contra polietilenoglicol (PEG) 20.000 em água destilada em 

um volume de 4 L a 4 ºC, com 6 horas de intervalo entre as trocas de água (três trocas) 

(FRANZENER, 2011). As frações eluídas somente em tampão Tris-HCl também foram 

concentradas nas membranas de diálise. As alíquotas das frações obtidas foram ajustadas para 

um volume final de 3 mL com tampão Tris-HCl 0,05 M (pH 6,8). O tampão de equilíbrio 

sempre foi deaerado por bomba de vácuo antes de ser eluído pela coluna. 

Deste perfil de eluição foram obtidas um total de 12 frações para M. javanica e 14 

frações para M. incognita, que foram testadas quanto à capacidade de induzir as fitoalexinas 

gliceolina e faseolina, em cotilédones de soja e hipocótilos de feijoeiro, respectivamente.  

 

3.4 CROMATOGRAFIA DE FILTRAÇÃO EM GEL (CFG) 

 3.4.1 Metodologia de Calibração da Coluna de Filtração em Gel 

Para a calibração da coluna utilizou-se Blue Dextrana (2000 kDa) para determinar o 

void volume (V0): 5 mg dissolvido em 2 mL de tampão Tris-HCl 0,05 M (pH 6,8) (tampão de 

equilíbrio). O grupo de proteínas padrão utilizado foi: tireoglobulina (670 kDa), globulina (158 

kDa), ovalbumina (44 kDa), mioglobina (17 kDa) e vitamina B12 (1,35 kDa), solubilizadas em 

500 μL de tampão Tris-HCl. Cerca de 250 μL deste homogeneizado, mais 1.250 μL de água 

destilada foram aplicadas sobre o leito da coluna e eluída com tampão de equilíbrio. A 

cromatografia das proteínas calibrantes foi realizada nas mesmas condições que a cromatografia 

das proteínas (mesmo fluxo, absorção ótica, tampão e coluna), conforme descrito a seguir. 

3.4.2 Purificação De Eliciadores, a Partir De Fêmeas De Nematoides Fitopatogênicos M. 

incognita e M. javanica, Pela Cromatografia De Filtração Em Gel (CFG) 
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A cromatografia de filtração em gel (CFG) foi realizada em coluna uma coluna de 

vidro (1,5 cm x 50,0 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). Aplicou-se 1,5 mL das frações reunidas da CTI sobre o leito da coluna, e 

eluiu-se com o tampão Tris-HCl 0,05 M (pH 6,8), sendo coletadas frações de 1 mL, num fluxo 

de 0,5 mL min-1. O monitoramento das frações proteicas foi detectado em espectrofotômetro a 

280 nm, e a de carboidratos foi determinado segundo o método descrito por Lever (1972). As 

frações foram reunidas de acordo com o perfil de distribuição de proteínas e de carboidratos. 

Os picos de frações obtidos de M. javanica foram 63 e de M. incognita foram 58, sendo testados 

quanto à capacidade de induzir fitoalexinas gliceolina e faseolina, em cotilédones de soja e 

hipocótilos de feijoeiro, respectivamente.  

A massa molecular relativa de cada fração detectada foi estimada por uma curva de 

calibração. Para proteína a curva foi construída plotando-se em um gráfico o log das massas 

moleculares das proteínas e o quociente do volume de eluição dessas proteínas pelo “void 

volume” (Ve/Vo) (y = 8867,4e-3,231x) (Figura 1). A curva padrão de açúcares redutores (glicose) 

foi obtida pelo método de Lever (1972) (y = 0,0414x-0,0297) (Figura 2). 

 

 

 

Figura 1 - Curva padrão para a determinação de massa molecular em coluna de filtração em gel 

(1,5 cm x 50,0 cm) de Sephacryl S-100-HR. Padrões moleculares: tireoglobulina (670 kDa), 

globulina (158 kDa), ovalbumina (44 kDa), mioglobina (17 kDa) e vitamina B12 (1,35 kDa). 

O volume vazio (Vo) da coluna foi determinado com azul de dextrana. Amostra de 1,5 mL 

eluídas em Tris-HCl 0,05 M, pH 6,8. Frações coletadas de 1 mL, a um fluxo de 0,5 mL min-1. 
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3.5 AÇÚCARES REDUTORES 

 

O conteúdo de açúcares redutores foi determinado pelo método de Lever (1972). A 

reação envolveu a adição de 500 μL da amostra mais 1,5 mL de solução de hidrazida do ácido 

p-hidroxibenzóico (PAHBAH) 0,5% (0,5 g de hidrazida do ácido p-hidroxibenzóico diluída em 

10 mL de HCl 0,5 M e acrescida de 40 mL de NaOH 0,5 M). A mistura foi mantida em banho 

maria a 100oC durante 5 min e resfriada em banho de gelo. Para a calibração da amostra 

utilizou-se 500 μL do tampão Tris HCl 0,05 M (pH: 6,8) mais 1,5 mL de hidrazida do ácido p-

hidroxibenzóico. A leitura da absorbância foi realizada a 410 nm, em espectrofotômetro, 

descontando-se os valores de absorbância do branco. A quantidade de açúcares foi determinada 

utilizando-se curva-padrão de concentrações de glicose, sendo: (y = 0,0414x-0,0297) (Figura 

2). 

 

 

Figura 2 - Curva padrão para a dosagem de carboidratos redutores através do método de Lever 

(1972). 

 

3.6 DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS TOTAIS 

 

A metodologia de Bradford (1976) foi empregada para a quantificação do conteúdo 

total de proteínas. Deste modo, foram homogeneizados 750 µL de tampão Tris-HCl 0,05 M 

(pH 6,8), 50 µL da amostra de fêmeas de nematoide e 200 µL de reagente de Bradford. O 

reagente de Bradford foi preparado em um balão volumétrico adicionando-se 250 mg de corante 

Coomassie Brilhant Blue G-250, 125 mL de etanol P.A, 250 mL de ácido fosfórico (H3PO4) e 

completado o volume com água destilada para 500 mL. Após adicionar o reagente sob agitação 
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e incubar por 5 min, foi realizada a leitura da absorbância a 595 nm em espectrofotômetro. Cada 

amostra foi formada por três réplicas. A absorbância foi plotada em curva padrão para proteína 

com base em albumina de soro bovino (y = 0,0434x + 0,0431, onde y é a absorbância a 595 nm 

e x a concentração de proteína (µg)) (Figura 3). 

 

 

Figura 3 - Curva padrão para a dosagem de proteínas através do método de Bradford (1976), 

utilizando reagente concentrado. 

 

 3.7 BIOENSAIO PARA PRODUÇÃO DE FITOALEXINAS 

3.7.1 Indução De Fitoalexinas Em Cotilédones De Soja 

 

Sementes de soja (Glycine max L.), cultivar VMAX, foram sanitizadas em hipoclorito 

de sódio 1% (5 min), lavadas em água destilada e semeadas em bandejas plásticas contendo 

areia autoclavada (três vezes por 1 hora à temperatura de 121 oC e 1 atm). Após sete dias, os 

cotilédones, recém-abertos foram destacados para realização do bioensaio. 

Os cotilédones destacados foram colocados em placas de Petri (cinco 

cotilédones/placa) contendo duas folhas de papel de filtro esterilizadas e umedecidas com 1 mL 

de água destilada esterilizada. Em cada cotilédone foi feita uma “cunha” na superfície adaxial, 

com o auxílio de um estilete e, em cada uma destas, foi adicionada uma alíquota de 20 µL dos 

tratamentos. As placas ficaram incubadas em estufa para BOD, à temperatura de 25 ºC, no 

escuro, por 20 horas. Após esse período, os cotilédones incisados e tratados foram transferidos 

para frascos contendo 15 mL de água destilada esterilizada e deixados em agitação (agitador 

orbital/150 rpm) durante 1 hora, para extração da gliceolina. Em seguida, o sobrenadante foi 
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lido e a fitoalexina (gliceolina) foi mensurada em espectrofotômetro a 285 nm, e posteriormente 

os cotilédones foram lavados com água destilada, secos e pesados em balança analítica. O teor 

de gliceolina na amostra foi obtido pelo valor de absorbância dividido pela massa dos 

cotilédones (ABS/gmf-1). Como tratamento controle foi utilizada a solução tampão Tris-HCl 

0,05 M e como tratamento padrão de indução foi utilizado a suspensão de células de 

Saccharomyces cerevisiae (20 mg mL-1 produto comercial Fermento Biológico Fresco 

Fleishmann) (MEINERZ et al., 2008). 

3.7.2 Indução De Fitoalexinas Em Hipocótilos De Feijoeiro 

Sementes de feijão (Phaseolus vulgaris L.) cultivar IPR-Colibri foram sanitizadas em 

hipoclorito de sódio 1% por 5 min e lavadas em água destilada esterilizada, semeadas em 

bandejas plásticas contendo areia autoclavada (três vezes por uma 1 hora à temperatura de 121 

oC e 1 atm) e mantidas no escuro. Após sete dias, segmentos de hipocótilos estiolados com 0,5 

cm foram destacados das plântulas, lavados em água destilada e secos sobre papel filtro estéril. 

Quatro segmentos de hipocótilo de 0,5 cm foram colocados em tubo para microcentrífuga e 

imersos em 500 µL das frações purificadas. Os tubos foram mantidos a 25 oC no escuro por 48 

horas. Os hipocótilos tratados foram transferidos para frascos contendo 4 mL de etanol 80%, 

mantidos a 4 ºC, por 48 horas, e agitados (agitador orbital/150 rpm) por 1 hora para extração 

da faseolina. Em seguida, o sobrenadante foi lido e a fitoalexina (faseolina) foi mensurada em 

espectrofotômetro a 280 nm. Em seguida os hipocótilos foram lavados em água destilada, secos 

e pesados em balança analítica. 

O teor de faseolina na amostra foi obtido pelo valor de absorbância dividido pela massa 

dos cotilédones (ABS/gmf-1). Como tratamento controle foi utilizada a solução tampão Tris-

HCl 0,05 M e como tratamento padrão de indução foi utilizado o indutor de defesa vegetal 

acibenzolar-S-metil (50 mg i.a. L-1) (Bion ®) (BAILEY; BURDEN, 1983). 

 

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS DE FITOALEXINA 

 

Os ensaios de fitoalexinas foram conduzidos em delineamento inteiramente 

casualizado, com quatro repetições, submetidos à análise de variância e aplicado teste de Scott-

Knott (P ≤ 0,05). A homogeneidade das variâncias foi determinada pelo teste de Liliefors. A 

transformação de dados foi utilizada quando necessária. O programa utilizado para análise 

estatística foi o software Genes (CRUZ, 2006). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. FRAÇÕES OBTIDAS A PARTIR DE FÊMEAS DE NEMATOIDE Meloidogyne javanica 

 

A maioria dos picos para carboidratos purificados apresentaram pequena magnitude, 

porém, a presença de um pico de natureza glicídica de maior absorbância foi registrada 

(0,132 nm), sem coincidir com o pico proteico, que corresponde ao material retido na resina. 

Como a resina utilizada é de troca aniônica, os carboidratos que ficaram ligados nela 

apresentam carga líquida negativa, sendo necessário ser eluídas nas condições de NaCl. Para os 

demais picos proteicos que coincidiram com os glicídicos, estes foram considerados como 

sendo glicoproteicos (Figura 4). 

A partir da purificação de moléculas de fêmeas de nematoides M. javanica por CTI, 

as frações que apresentaram caráter espectrofotométricos semelhantes foram reunidas em três 

frações de natureza glicoproteicas (4, 5, 6) e três de natureza glicídicas (frações: 1, 2, 3) para 

aquelas não ligadas à resina e que apresentam carga líquida positiva. Para as frações em que as 

moléculas se encontraram ligadas à resina (eluídas contra um gradiente de concentração de 

NaCl e, em seguida, dialisadas contra água destilada) foram registradas três frações de natureza 

glicoproteicas (10, 11, 12) e três de natureza glicídica (7, 8, 9) (FIGURA 4, TABELA 1).   
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Figura 4 - Cromatografia de troca iônica a partir de amostras de fêmeas de nematoide 

Meloidogyne javanica. Uma amostra de 1,5 mL foi aplicada sobre a coluna de vidro (5 cm x 20 

cm) preenchida com resina de troca iônica (UNOsphereTM Q Strong Anion Exchange) 

equilibrada e eluída com Tampão Tris-HCl 0,025 M (pH 7,5), sendo coletadas frações de 6 mL, 

num fluxo de 1,5 mL min-1. O material adsorvido foi eluído com gradiente linear de NaCl (0 a 

100%) no mesmo tampão. Proteína (○) foi determinada em 280 nm e carboidradotos (●) pelo 

método de Lever (1972). Concentrações de NaCl (-) foram determinadas indiretamente por 

condutividade. 
 

4.1.2 Bioensaio De Fitoalexina Em Hipocótilos De Feijoeiro 

 

As frações purificadas pela CTI a partir das fêmeas de M. javanica e testadas na 

produção da fitoalexina faseolina em hipocótilos de feijoeiro, são apresentadas na Tabela 1. 

Para o teste Scott-Knott, as frações 1, 6 e 5 (não ligadas à resina) foram agrupadas no 

1º grupo, os quais apresentaram carácter eliciador, com potencial ativador da fitoalexina 

faseolina, das quais, as concentrações de proteína total detectadas foram de 0,000 µg mL-1, 

0,412µg mL-1 e 0,343 µg mL-1, respectivamente. Para teores de carboidratos as concentrações 

obtidas foram 1,249 µg mL-1, 2,529 µg mL-1 e 2,214 µg mL-1, respectivamente. Ainda, para a 

fração 3, que respondeu de maneira similar ao ASM (acibenzolar-S-metil), os teores de proteína 

total e carboidratos foram de 0,000 µg mL-1 e 0,838 µg mL-1, respectivamente. Cabe ressaltar 

que para essas frações, assim como para as demais agrupadas em outros grupos, as 
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concentrações de carboidratos mostraram-se sempre maiores quando comparados aos de 

proteína total. 

A quantidade de amostra utilizada para realizar a análise de proteína total foi de 50 µl, 

em função da quantidade disponível para a realização dos testes. Essa quantidade por sua vez, 

pode exercer influência na leitura e não representar a quantidade real de proteína presente na 

amostra. 

As frações 1, 6 e 5 induziram a síntese de faseolina em 35,17%, 29,05% e 28,44%, 

respectivamente, maiores em relação ao tratamento padrão de indução ASM. Com relação a 

fração 3, esta proporcionou o mesmo nível de indução de faseolina que o tratamento padrão. 

Para as frações 7, 10, 4 e 2 não foi verificado influência na indução da fitoalexina, sendo esses 

valores semelhantes ao tratamento controle Tris HCl 0,05 M. Já, as frações 11, 8, 12 e 9 

apresentaram efeito de supressão na indução da fitoalexina faseolina, com porcentagem de 

28,06%, 37,00%, 40,68% e 45,95%, respectivamente, menor que o tratamento controle. 

 

Tabela 1 - Frações, natureza, teor de proteína total (µg mL-1), teor de carboidrato (µg mL-1) e 

acúmulo de faseolina em hipocótilos de feijoeiro (nm g.m.f-1), tratados com as frações 

glicoproteicas e glicídicas provenientes da cromatografia de troca iônica (CTI), a partir de 

Meloidogyne javanica 

Frações  

da CTI 

 

Natureza 
Teor de Proteína 

Total 
(µg proteína mL-1) 

Teor de 

Carboidrato 
(µg glicose mL-1) 

Faseolina 
(280 nmg.m.f.-1) 

1 Glicídica 0,000 1,249 17,68 A 

6 Glicoproteica 0,412 2,529 16,88 A 

5 Glicoproteica 0,343 2,214 16,80 A 

3 Glicídica 0,000 0,838 15,01 B 

7 Glicídica 0,000 1,683 11,83 C 

10 Glicoproteica 0,786 1,852 11,32 C 

4 Glicoproteica 0,878 1,877 10,90 C 

2 Glicídica 0,000 1,128 10,73 C 

11 Glicoproteica 0,117 1,732   7,64 D 

8 Glicídica 0,000 0,789   6,69 D 

12 Glicoproteica 0,343 2,456   6,30 D 

9 Glicídica 0,000 1,828   5,74 D 

ASM * -- -- -- 13,08 B 

Tris HCl ** -- -- -- 10,62 C 

CV %    15 
*Acibenzolar-S-metil (50mg i.a. L-1), utilizado como tratamento padrão de indução; **Solução tampão utilizada 

como fase móvel na cromatografia (tratamento controle); Teste Scott-Knott a 0,05 %. 

 

 

Na tentativa de purificar novas frações das fêmeas de M. javanica, com potencial 

indutor de fitoalexinas, aquelas obtidas pela CTI foram submetidas à CFG, e foi possível obter 
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picos diferentes. Nota-se que os perfis da CFG são representados na Tabela 2, cujo total de 

frações reunidas, de acordo com o perfil de eluição, totalizaram em 63 frações. O grupo de 

moléculas purificadas pela técnica apresentou natureza glicoproteica e glicídica, de massas 

moleculares conhecidas, que foram testadas em bioensaio de indução das fitoalexinas faseolina 

e gliceolina em feijoeiro e soja, respectivamente.  

 

 

Tabela 2 - Cromatogramas de frações glicoproteicas e glicídicas provenientes da cromatografia 

de troca iônica (CTI) com suas correspondentes frações obtidas pela cromatografia de filtração 

em gel (CFG), a partir de Meloidogyne javanica 

Frações 

CTI 

Frações 

CFG 
Profile 

1 

38 

1 

2 

3 

4 

39 

 

2 

40 

5 

6 

7 

8 

41 

 

3 

42 

9 

10 

11 

43 

44 

45 
 

4 

46 

12 

13 

14 

47 
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5 

48 

15 

16 

17 

18 

49 

 

6 

50 

19 

20 

21 

51 

 

7 

52 

22 

23 

53 

 

8 

54 

24 

25 

55 

 

9 

56 

26 

27 

57 

 

10 

28 

58 

29 

30 

59 
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11 

31 

60 

32 

33 

34 

61 

 

12 

35 

62 

36 

37 

63 

 
Perfil protéico (lido diretamente a 280 nm de absorbância) e glicídico (lido indiretamente a 410 nm de absorbância) 

obtido por cromatografia de filtração em gel a partir das frações 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12 da cromatografia 

de troca iônica.  

 

A maioria das frações purificadas apresentou em sua composição maior concentração 

de carboidratos do que proteínas, exceto para as frações 17 (10,873 µg mL-1 e 3,326 µg mL-1), 

33 (7,102 µg mL-1 e 3,085 µg mL-1), 20 (4,848 µg mL-1 e 3,930 µg mL-1), 26 (6,833 µg mL-1 e 

3,374 µg mL-1), 36 (4,614 µg mL-1 e 3,423 µg mL-1) e 5 (2,793 µg mL-1 e 2,674 µg mL-1) em 

que a concentração de proteínas foi maior em relação a de carboidratos, respectivamente, todas 

de natureza glicoproteica. 

A utilização CFG foi eficiente para a purificação de compostos provenientes da CTI, 

com potencial para atividade sobre os hipocótilos de feijoeiro, embora nem todas as frações 

tenham apresentado essa mesma propriedade (Tabela 3). Pelo teste Scott-Knott as frações 6, 

15, 17, 2 e 22 foram agrupadas no I grupo, e indicaram maior potencial de atividade indutora 

de faseolina, caracterizadas como sendo eliciadores de natureza glicoproteica, e com valores 

médios de 124,59%, 98,68%, 94,06%, 86,14% e 77,56%, respectivamente, maiores que o 

tratamento padrão de indução ASM. Estas frações correspondem às obtidas na CTI não 

adsorvidas na resina (carga positiva).  

As frações 1 e 5 da CTI, que apresentaram atividade indutora de fitoalexina faseolina, 

quando foram submetidas à CFG resultaram nas frações 15, 17 e 2 capazes de induzir respostas 

de defesa nos hipocótilos de feijoeiro, com massas moleculares em torno de 329,31 kDa, 78,89 

kDa e 107,62 kDa, respectivamente. Já as frações 2 (moléculas de carga líquida positiva) e 7 

(moléculas de carga líquida negativa) purificadas pela CTI não apresentaram efeito indutor de 
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faseolina, porém quando submetidas a CFG resultaram nas frações 6 e 22 de caráter eliciador, 

com massas moleculares de 114,51 kDa e 188,25 kDa, respectivamente.  

Com relação às frações 7 (natureza glicoproteica e massa molecular de 69,66 kDa) 56 

(natureza glicídica) e 3 (natureza glicoproteica e massa molecular de 61,52 kDa) obtidas pela 

CFG, estas também apresentaram potencial de indução de faseolina, com 45,05%, 44,39% e 

38,94%, respectivamente, comparado ao tratamento com ASM. A fração 7, que demonstrou 

potencial de indução, corresponde a fração 2 da CTI, cuja mesma não apresentou efeito indutor 

de faseolina, ao passo que, a fração 56 é correspondente a fração 9 (moléculas de carga líquida 

negativa) da CTI que teve efeito de supressão de fitoalexina. Ainda, a fração 3 obtida na CFG, 

corresponde a fração 1 (moléculas de carga líquida positiva) da CTI, da qual induziu a síntese 

de fitoalexina.  

 As frações 33, 20, 10, 27, 34, 16, 26, 29, 36, 55, 1, 54, 45, 24, 42, 40, 41, 21, 38 e 25 

apresentaram o mesmo nível de indução de faseolina que o tratamento padrão ASM, de modo 

que, para as de natureza glicoproteica, as massas moleculares são conhecidas. As demais 

frações apresentadas não induziram fitoalexinas, sendo os valores semelhantes ao tratamento 

controle Tris HCl 0,05 M. 

 

Tabela 3 - Frações, natureza, teor de proteína total (µg.mL-1), massa molecular (kDa), teor de 

carboidrato (µg mL-1) e acúmulo de faseolina em hipocótilos de feijoeiro (nm g.m.f-1), tratados 

com as frações glicoproteicas e glicídicas provenientes da cromatografia de filtração em gel 

(CFG), a partir de Meloidogyne javanica 

Frações  

da CFG 
Natureza 

Teor de Proteína 

Total 
(µg proteína mL-1) 

Massa 

Molecular 
(kDa) 

Teor de 

Carboidrato 
(µg glicose 

mL-  1) 

Faseolina 
(280 

nmg.m.f.-1) 

6 Glicoproteica 1,142 114,51 3,229     13,61 A 

15 Glicoproteica 0,159 329,31 3,882     12,04 A 

17 Glicoproteica 10,873 78,89 3,326     11,76 A 

2 Glicoproteica 0,505 107,62 2,626     11,28 A 

22 Glicoproteica 3,869 188,25 4,220     10,76 A 

7 Glicoproteica 1,280 69,66 3,471 8,79 B 

56 Glicídica 0,000 -- 3,471 8,75 B 

3 Glicoproteica 0,067 61,52 2,457 8,42 B 

33 Glicoproteica 7,102 166,25 3,085 7,44 C 

20 Glicoproteica 4,848 101,13 3,930 6,69 C 

10 Glicoproteica 0,820 57,81 4,002 6,44 C 

27 Glicoproteica 0,659 37,42 4,147 6,41 C 

34 Glicoproteica 0,159 54,33 3,519 6,21 C 

16 Glicoproteica 1,392 114,51 3,664 6,19 C 

26 Glicoproteica 6,833 176,91 3,374 6,13 C 

29 Glicoproteica 0,113 176,91 3,302 5,94 C 

36 Glicoproteica 4,614 213,16 3,423 5,93 C 
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55 Glicídica 0,000 -- 2,940 5,84 C 

1 Glicoproteica 0,243 156,24 2,698 5,69 C 

54 Glicídica 0,000 -- 3,205 5,58 C 

45 Glicídica 0,000 -- 3,278 5,55 C 

24 Glicoproteica 1,964 176,91 3,205 5,52 C 

42 Glicídica 0,000 -- 3,060 5,43 C 

40 Glicídica 0,000 -- 2,795 5,39 C 

41 Glicídica 0,000 -- 2,867 5,30 C 

21 Glicoproteica 0,947 47,98 2,988 5,27 C 

38 Glicídica 0,000 -- 3,109 5,26 C 

25 Glicoproteica 0,059 47,98 3,471 5,24 C 

46 Glicídica 0,000 -- 2,795 5,21 D 

49 Glicídica 0,000 -- 2,360 5,21 D 

39 Glicídica 0,000 -- 3,205 5,09 D 

8 Glicoproteica 0,455 42,37 4,002 5,02 D 

37 Glicoproteica 0,059 54,33 3,616 4,99 D 

12 Glicoproteica 0,021 107,62 3,036 4,99 D 

47 Glicídica 0,000 -- 3,616 4,99 D 

4 Glicoproteica 0,044 33,04 4,002 4,95 D 

52 Glicídica 0,000 -- 2,964 4,95 D 

31 Glicoproteica 0,417 2.123,97 3,640 4,87 D 

61 Glicídica 0,000 -- 0,790 4,85 D 

30 Glicoproteica 0,113 54,33 3,036 4,85 D 

35 Glicoproteica 0,466 2.989,25 4,002 4,81 D 

13 Glicoproteica 0,021 89,31 3,616 4,75 D 

53 Glicídica 0,000 -- 2,529 4,73 D 

59 Glicídica 0,000 -- 2,481 4,70 D 

18 Glicoproteica 0,521 42,37 3,688 4,68 D 

50 Glicídica 0,000 -- 2,577 4,65 D 

57 Glicídica 0,000 -- 3,930 4,61 D 

44 Glicídica 0,000 -- 2,981 4,59 D 

5 Glicoproteica 2,793 188,25 2,674 4,57 D 

32 Glicoproteica 0,348 188,25 3,254 4,55 D 

28 Glicoproteica 0,267 2.723,24 2,988 4,49 D 

14 Glicoproteica 0,036 42,37 3,809 4,45 D 

63 Glicídica 0,000 -- 1,200 4,42 D 

23 Glicoproteica 0,924 42,37 3,205 4,40 D 

51 Glicídica 0,000 -- 2,601 4,31 D 

19 Glicoproteica 0,735 200,32 3,688 4,29 D 

60 Glicídica 0,000 -- 2,360 4,22 D 

11 Glicoproteica 0,498 29,19 2,263 4,18 D 

62 Glicídica 0,000 -- 1,635 4,17 D 

48 Glicídica 0,000 -- 2,432 4,16 D 

58 Glicídica 0,000 -- 2,312 4,07 D 

43 Glicídica 0,000 -- 3,713 4,07 D 

9 Glicoproteica 0,659 121,86 3,785 3,96 D 

ASM* -- -- -- -- 6,06 C 

TrisHCl* -- -- -- -- 4,75 D 

CV %     16 
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*Acibenzolar-S-metil (50 mg i.a. L-1), utilizado como tratamento padrão de indução; **Solução tampão utilizada 

como fase móvel na cromatografia (tratamento controle); Teste Scott-Knott a 0,05 %. 

 

4.1.3. Bioensaio De Fitoalexina Em Cotilédones De Soja 

 

As frações purificadas pela cromatografia de troca iônica a partir das fêmeas de M. 

javanica e testadas na produção da fitoalexina gliceolina em cotilédone de soja, são 

apresentadas na Tabela 4. 

Com base no teste Scott-Knott, a fração 12 (ligada à resina), de natureza glicoproteica, 

agrupada no 1º grupo, apresentou concentrações de proteína total e carboidrato em 0,343 µg 

mL-1 e 2,456 µg mL-1, respectivamente. Para as frações 8 e 9 (não ligadas à resina), ambas de 

natureza glicídica, foram agrupadas no 2º grupo, sendo os teores de proteína total de 0,0 µg mL-

1 e 0,0 µg mL-1 e carboidratos 0,789 µg mL-1 e 1,828 µg mL-1, respectivamente. De maneira 

complementar para todas as frações testadas no ensaio de fitoalexina, as concentrações de 

carboidratos mostraram-se sempre maiores em relação aos valores de proteína total (Tabela 4). 

O tratamento padrão de indução (Saccharomyces cerevisiae), reconhecido como indutor 

de fitoalexinas em soja (LABANCA, 2002), apresentou maior nível de indução de gliceolina. 

Para tanto, as frações 12, 8 e 9 também apresentaram efeito indutor da fitoalexina, porém com 

valores 17,39%, 56,52% e 60,87% respectivamente, menores que o tratamento padrão. Os 

teores de proteína total e carboidratos encontrados para a fração 8 foram de 0,000 µg mL-1 e 

0,789 µg mL-1, respectivamente, e para a fração 9 foram de 0,000 µg mL-1 e 1,828 µg mL-1. 

Ainda, verifica-se que para ambas não foi registrado teor de proteínas totais, mas somente de 

carboidratos, provavelmente por serem de natureza glicídica.  Com relação às frações 11, 5 e 4, 

não foi observado efeito indutor de gliceolina, sendo esses valores semelhantes ao tratamento 

controle Tris HCl 0,05 M. Para as frações 2, 7, 6, 10, 3, 1, estas suprimiram a indução da 

fitoalexina gliceolina em 39,28%, 58,93%, 62,50%, 96,43%, 96,43%, 98,21%, 

respectivamente, em relação ao tratamento controle. 
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Tabela 4 - Frações, natureza, teor de proteína total (µg mL-1), teor de carboidrato (µg mL-1) e 

acúmulo de gliceolina em cotilédones de soja (nm g.m.f.-1), tratados com as frações 

glicoproteicas e glicídicas provenientes da cromatografia de troca iônica (CTI), a partir de 

Meloidogyne javanica 

Frações 

da CTI 
Natureza 

Teor de Proteína 

Total 
(µg proteína mL-1) 

Teor de 

Carboidrato 
(µg glicose mL-1) 

Gliceolina 
(285 nmg.m.f.-1) 

12 Glicoproteica 0,343 2,456  0,19 B 

8 Glicídica 0,000 0,789  0,10 B 

9 Glicídica 0,000 1,828  0,09 B 

11 Glicoproteica 0,117 1,732  0,06 C 

5 Glicoproteica 0,343 2,214  0,06 C 

4 Glicoproteica 0,878 1,877  0,06 C 

2 Glicídica 0,000 1,128  0,03 D 

7 Glicídica 0,000 1,683  0,02 D 

6 Glicoproteica 0,412 2,529  0,02 D 

10 Glicoproteica 0,786 1,852  0,02 D 

3 Glicídica 0,000 0,838  0,02 D 

1 Glicídica 0,000 1,249  0,01 D 

Tris HCl* -- -- --  0,56 C 

Saccharomyces 

cerevisiae ** 
-- -- --  0,23 A 

CV %    15 
*Solução tampão utilizada como fase móvel na cromatografia (tratamento controle); ** Saccharomyces 

cerevisiae (Fermento Biológico Fresco Fleishmann) (20 mg mL-1), utilizado como tratamento padrão de indução; 

Teste Scott-Knott a 0,05 %. 

 

Em cotilédones de soja as frações da CFG também se mostraram eficientes, sendo que 

as frações 7, 17 e 26 foram inseridas no I grupo segundo o teste Scott-Knott, e apresentaram 

atividade de gliceolina superior ao tratamento padrão indutor S. cerevisiae em 421,05%, 

410,53% e 289,47%, respectivamente (Tabela 5). As frações 7 e 17 apresentam massas 

moleculares de 69,66 kDa e 78,89 kDa e correspondem as frações 2 e 5 (não ligadas à resina da 

CTI), que não induziram a síntese da fitoalexina. Em relação à fração 26 de massa molecular 

de 176,91 kDa, esta corresponde a fração 9 da CTI, a qual se encontrava, inicialmente, ligada a 

resina de CTI. Os resultados indicam que para esta fração não houve perda de compostos 

eliciadores durante a fase de diálise pela membrana, já que o limite de exclusão molecular da 

mesma é de 12 a 16 kDa, o que normalmente por vir a ocorrer durante o procedimento de 

remoção do sal da amostra (Tabela 5).  
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Tabela 5 – Frações, natureza, teor de proteína total (µg mL-1), massa molecular (kDa), teor de 

carboidrato (µg mL-1) e acúmulo de gliceolina em cotilédones de soja (nm g.m.f.-1), tratados 

com as frações glicoproteicas e glicídicas provenientes da cromatografia de filtração em gel 

(CFG), a partir de Meloidogyne javanica 

Frações 

da CFG 
Natureza 

Teor de 

Proteína 

Total 
(µg proteína 

mL-1) 

Massa 

Molecular 
(kDa) 

Teor de 

Carboidrato 
(µg glicose 

mL-1) 

Gliceolina 
(285 nm 

g.m.f.-1) 

7 Glicoproteica 1,280 69,66 3,471 0,99 A 

17 Glicoproteica 10,873 78,89 3,326 0,97 A 

26 Glicoproteica 6,833 176,91 3,374 0,74 A 

3 Glicoproteica 0,067 61,52 2,457 0,73 B 

2 Glicoproteica 0,505 107,62 2,626 0,63 C 

33 Glicoproteica 7,102 166,25 3,085 0,61 C 

13 Glicoproteica 0,021 89,31 3,616 0,55 C 

6 Glicoproteica 1,142 114,51 3,229 0,54 C 

36 Glicoproteica 4,614 213,16 3,423 0,45 C 

10 Glicoproteica 0,820 57,81 4,002 0,45 C 

22 Glicoproteica 3,869 188,25 4,220 0,34 C 

24 Glicoproteica 1,964 176,91 3,205 0,31 C 

20 Glicoproteica 4,848 101,13 3,930 0,27 C 

5 Glicoproteica 2,793 188,25 2,674 0,24 C 

29 Glicoproteica 0,113 176,91 3,302 0,22 C 

16 Glicoproteica 1,392 114,51 3,664 0,21 D 

19 Glicoproteica 0,735 200,32 3,688 0,21 D 

25 Glicoproteica 0,059 47,98 3,471 0,18 D 

23 Glicoproteica 0,924 42,37 3,205 0,17 D 

37 Glicoproteica 0,059 54,33 3,616 0,17 D 

14 Glicoproteica 0,036 42,37 3,809  0,16 D 

30 Glicoproteica 0,113 54,33 3,036   0,16 D 

8 Glicoproteica 0,455 42,37 4,002  0,15 E 

21 Glicoproteica 0,947 47,98 2,988  0,14 E 

39 Glicídica 0,000 -- 3,205  0,14 E 

41 Glicídica 0,000 -- 2,867  0,14 E 

18 Glicoproteica 0,521 42,37 3,688  0,14 E 

42 Glicídica 0,000 -- 3,060  0,14 E 

27 Glicoproteica 0,659 37,42 4,147  0,14 E 

12 Glicoproteica 0,021 107,62 3,036  0,13 E 

43 Glicidica 0,000 -- 3,713  0,13 E 

34 Glicoproteica 0,159 54,33 3,519  0,12 E 

11 Glicoproteica 0,498 29,19 2,263  0,12 E 

40 Glicidica 0,000 -- 2,795  0,12 E 

44 Glicidica 0,000 -- 2,891  0,12 E 

32 Glicoproteica 0,348 188,25 3,254  0,12 E 

53 Glicidica 0,000 -- 2,529  0,11 E 

59 Glicidica 0,000 -- 2,481  0,11 E 

51 Glicidica 0,000 -- 2,601  0,11 E 

48 Glicidica 0,000 -- 2,432  0,11 E 

55 Glicidica 0,000 -- 2,940  0,11 E 
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63 Glicidica 0,000 -- 1,200  0,11 E 

9 Glicoproteica 0,659 121,86 3,785  0,11 E 

49 Glicidica 0,000 -- 2,360  0,11 E 

4 Glicoproteica 0,044 33,04 4,002  0,11 E 

28 Glicoproteica 0,267 2.723,24 2,988  0,10 E 

52 Glicidica 0,000 -- 2,964  0,10 E 

50 Glicidica 0,000 -- 2,577  0,10 E 

38 Glicidica 0,000 -- 3,109  0,10 E 

57 Glicidica 0,000 -- 3,930  0,10 E 

46 Glicidica 0,000 -- 2,795  0,10 E 

54 Glicidica 0,000 -- 3,205  0,10 E 

61 Glicidica 0,000 -- 0,790  0,10 E 

62 Glicidica 0,000 -- 1,635  0,10 E 

31 Glicoproteica 0,417 2.123,97 3,640  0,09 E 

1 Glicoproteica 0,243 156,24 2,698  0,09 E 

58 Glicidica 0,000 -- 2,312  0,09 E 

45 Glicidica 0,000 -- 3,278  0,09 E 

35 Glicoproteica 0,466 2.989,25 4,002  0,09 E 

56 Glicidica 0,000 -- 3,471  0,09 E 

15 Glicoproteica 0,159 329,31 3,882  0,09 E 

47 Glicidica 0,000 -- 3,616  0,09 E 

60 Glicidica 0,000 -- 2,360  0,08 E 

Tris HCl* -- -- -- --  0,09 E 

Saccharomyces 

cerevisiae ** 
-- -- -- --  0,19 D 

CV %     16 
*Solução tampão utilizada como fase móvel na cromatografia (tratamento controle); ** Saccharomyces 

cerevisiae (Fermento Biológico Fresco Fleishmann) (20 mg mL-1), utilizado como tratamento padrão de indução; 

Teste Scott-Knott a 0,05 %. 

 

A fração 3, de natureza glicoproteica (61,52 kDa), agrupada no 2º grupo, também 

apresentou resposta indutora de gliceolina, com valor médio de 284,21% a mais em relação ao 

tratamento padrão com S. cerevisiae. A mesma corresponde a fração 1 da CTI, em que nesta 

não foi verificada atividade de indutora de fitoalexina, mas sim supressora (Tabela 4). 

Em relação ao 3º grupo, encontram-se as frações (todos com suas respectivas massas 

moleculares): 2 (107,62 kDa), 33 (166,25 kDa), 13 (89,31 kDa), 6 (114,51 kDa), 36 (213,16 

kDa), 10 (57,81 kDa), 22 (188,25 kDa), 24 (176,91 kDa), 20 (101,13 kDa), 5 (188,25 kDa) e 

29 (176,91 kDa), que apresentaram atividade indutora de gliceolina, com 231,58%, 221,05%, 

189,47%, 184,21%, 136,84%, 136,84%, 78,95%, 63,16%, 42,10%, 26,31% e 15,79%, 

respectivamente, maiores que o tratamento S. cerevisiae. As frações da CTI correspondentes a 

estas, estão apresentadas na Tabela 2. Cabe ressaltar, que as frações 36 e 37 da CFG resultaram 

em uma menor atividade de gliceolina ao serem comparadas a fração 12 obtida inicialmente 

pela CTI, que apresentou o mesmo nível de indução que o tratamento padrão. Desta maneira, a 



53 
 

resposta de defesa promovida após o processo de separação pela CFG resultou em frações de 

baixa eficiência na produção de gliceolina.  

As frações 16, 19, 25, 23, 37, 14 e 30 proporcionaram o mesmo nível de indução de 

gliceolina que o tratamento padrão. De maneira complementar, todas as frações indutoras de 

fitoalexina mencionadas acima apresentam como característica natureza glicoproteica. Para as 

demais frações, agrupadas no 5º grupo, elas se mostraram ineficientes quanto a indução da 

síntese de fitoalexina em cotilédones de soja, sendo esses valores semelhantes ao tratamento 

controle Tris HCl 0,05 M (Tabela 5). 

 

4.2. FRAÇÕES OBTIDAS A PARTIR DO NEMATOIDE Meloidogyne incognita 

 

 

Figura 5 - Cromatografia de troca iônica a partir de amostras de fêmeas de nematoide 

Meloidogyne incognita. Uma amostra de 1,5 mL foi aplicada sobre a coluna de vidro (5 cm x 

20 cm) preenchida com resina de troca iônica (UNOsphereTM Q Strong Anion Exchange) 

equilibrada e eluída com Tampão Tris-HCl 0,025 M (pH 7,5), sendo coletadas frações de 6 mL, 

num fluxo de 1,5 mLmin-1. O material adsorvido foi eluído com gradiente linear de NaCl (0 a 

100 %) no mesmo tampão. Proteina (○) foi determinada em 280 nm e carboidradotos (●) pelo 

método de Lever (1972). Concentrações de NaCl (-) foram determinadas indiretamente por 

condutividade. 
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A CTI, eluída com o tampão Tris HCl, permitiu obter um perfil com frações de caráter 

espectrofotométrico semelhantes. Em um primeiro momento, foram coletadas as frações não 

ligadas à resina, sendo quatro frações de natureza glicoproteica (1, 2, 3 e 4) e três frações de 

natureza glicídica (5, 6 e 7), logo, as mesmas apresentam carga líquida positiva. As frações que 

ficaram retidas à resina (eluídas contra um gradiente de concentração de NaCl e, em seguida, 

dialisadas contra água destilada) foram separadas em uma fração de natureza glicoproteica (10) 

e em seis frações glicídicas (8, 9, 11, 12, 13 e 14), caracterizadas como sendo moléculas de 

carga líquida negativa (Figura 5, Tabela 6). Assim, os picos proteicos coincidentes com picos 

de açúcares redutores são glicoproteínas. 

 

4.2.1. Bioensaio De Fitoalexina Em Hipocótilos De Feijoeiro 

 

As frações purificadas pela cromatografia de troca iônica a partir das fêmeas de 

Meloidogyne incognita e testadas na produção da fitoalexina faseolina, em hipocótilos de 

feijoeiro, são apresentadas na Tabela 6. 

A fração 8 induziu a síntese de faseolina, com valor médio 93,77% maior que o 

tratamento padrão de indução ASM (acibenzolar-S-metil). Com relação às frações 13, 10 e 11 

o efeito indutor de fitoalexina foi 51,44%, 40,25% e 34,66% maior em relação ao ASM, assim 

como para as frações 9, 14 e 12, que apresentaram o mesmo nível de indução de faseolina 

(25,24%, 22,20% e 15,17%) que o ASM. 

Com relação às frações 5 e 7, não foi reportado indução da síntese de fitoalexinas nos 

hipocótilos de feijoeiro, sendo esses valores semelhantes ao tratamento controle (Tris HCl 0,05 

M). As frações 2, 3, 4, 6 e 1 suprimiram a indução da fitoalexina faseolina, com valores 17,97%, 

19,92%, 29,69%, 33,98% e 36,52%, respectivamente, menores que o tratamento controle. 
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Tabela 6 – Frações, natureza, teor de proteína total (µg mL-1), teor de carboidrato (µg mL-1) e 

acúmulo de faseolina em hipocótilos de feijoeiro (nm g.m.f.-1), tratados com as frações 

glicoproteicas e glicídicas provenientes da cromatografia de troca iônica (CTI), a partir de 

Meloidogyne incognita 

Frações 

da CTI 

 

Natureza 
Teor de Proteína 

Total 
(µg proteína mL-1) 

Teor de 

Carboidrato 
(µg glicose mL-1) 

Faseolina 
(280 nm g.m.f.-1) 

8 Glicídica 0,000 1,249       12,13 A 

13 Glicídica 0,000 0,886 9,48 B 

10 Glicoproteica 0,624 0,789 8,78 B 

11 Glicídica 0,000 1,611 8,43 B 

9 Glicídica 0,000 1,877 7,84 C 

14 Glicídica 0,000 1,369 7,65 C 

12 Glicídica 0,000 1,128 7,21 C 

5 Glicídica 0,000 0,862 5,03 D 

7 Glicídica 0,000 1,079 4,74 D 

2 Glicoproteica 0,555 1,200 4,20 E   

3 Glicoproteica 0,279 0,838 4,10 E  

4 Glicoproteica 0,302 0,959 3,60 E 

6 Glicídica 0,000 0,862 3,38 E 

1 Glicoproteica 0,624 1,079 3,25 E 

Tris HCl* -- -- -- 5,12 D 

ASM** -- -- -- 6,26 C 

CV %    16 
*Solução tampão utilizada como fase móvel na cromatografia (tratamento controle); **Acibenzolar-S-metil (50 

mg i.a. L-1), utilizado como tratamento padrão de indução; Teste Scott-Knott a 0,05 %. 

 

Com o intuito de purificar novas frações de caráter eliciador a partir de fêmeas de M. 

incognita, com atividade indutora de fitoalexinas, as frações obtidas pela CTI foram submetidas 

à CFG. Pelos perfis da cromatografia de filtração em gel (CFG) representados na Tabela 7, 

pode-se verificar a separação de 58 frações. O grupo de moléculas purificadas apresentaram 

natureza glicoproteica e glicídica, de massas moleculares conhecidas, as quais, foram testadas 

em bioensaios de indução das fitoalexinas faseolina e gliceolina em feijoeiro e soja, 

respectivamente.  
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Tabela 7 - Cromatograma de frações proteicas e glicídicas provenientes da cromatografia de 

troca iônica (CTI) com suas correspondentes frações obtidas pela cromatografia de filtração em 

gel (CFG), a partir de Meloidogyne incognita 

Frações 

da CTI 

Frações 

da CFG 
Profile 

1 

1 

2 

3 

 

2 

4 

5 

6 

7 

8 

 

3 

9 

10 

11 

 

4 

12 

13 

14 

15 

 

5 

16 

17 

18 

19 

20 
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6 

21 

22 

23 

24 

 

7 

25 

26 

27 

28 

 

8 

29 

30 

31 

32 

 

9 

33 

34 

35 

36 

 

10 

37 

38 

39 

40 

 

11 

41 

42 

43 

44 

45 
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12 

46 

47 

48 

49 

 

13 

50 

51 

52 

53 

 

14 

54 

55 

56 

57 

58 

 
Perfil protéico (lido diretamente a 280 nm de absorbância) e glicídico (lido indiretamente a 410 nm de absorbância) 

obtido por cromatografia de filtração em gel a partir das frações 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14 da 

cromatografia de troca iônica.  

 

As frações purificadas apresentaram em sua composição maior concentração de 

carboidratos do que proteínas, exceto as frações 56 (4,114 µg mL-1 e 2,167 µg mL-1), 13 (11,987 

µg mL-1 e 1,949 µg mL-1), 51 (3,800 µg mL-1 e 2,553 µg mL-1), 17 (9,214 µg mL-1 e 1,031µg 

mL-1), 10 (9,076 µg mL-1 e 3,302 µg mL-1), 34 (14,929 µg mL-1 e 1,176 µg mL-1), 1 (1,211 µg 

mL-1  e 0,959 µg mL-1 ) e 22 (8,477 µg mL-1 e 1,273 µg mL-1) em que a concentração de 

proteínas foi maior em relação a de carboidratos, respectivamente, todas de natureza 

glicoproteica. 

Quando as frações da CTI foram submetidas à CFG, a purificação resultou em frações 

com diferentes características, como de indutoras, ou de baixa e/ou sem atividade de fitoalexina. 

Desta maneira, o tratamento padrão ASM demonstrou maior resposta de indução de faseolina 

em relação às demais frações testadas, não havendo, portanto, moléculas caracterizadas como 

eliciadores. As frações 56, 50, 19, 23, 58, 38, 57, 24, 29 e 13, agrupadas no 2º grupo, não 

apresentaram efeito indutor de fitoalexina, sendo os valores inferiores ao ASM. Com relação 
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às frações do 3º grupo, também não foi reportada indução da síntese de gliceolina, sendo esses 

valores semelhantes ao tratamento controle.  

Para as frações agrupadas no 4º e 5º grupos, estas suprimiram a indução da fitoalexina 

nos hipocótilos de feijoeiro. As massas moleculares de cada fração são apresentadas na 

Tabela 8. Portanto, sugere-se que para está condição estudada, a CFG não foi eficiente na 

separação de compostos, provenientes das frações de CTI, com atividade eliciadora de 

fitoalexina em feijoeiro. 

 

Tabela 8 - Frações, natureza, teor de proteína total (µg mL-1), massa molecular (kDa), teor de 

carboidrato (µg mL-1) e acúmulo de faseolina em hipocótilos de feijoeiro (nm g.m.f.-1), tratados 

com as frações glicoproteicas e glicídicas provenientes da cromatografia de filtração em gel 

(CFG), a partir de Meloidogyne incognita 

 

Frações 

da CFG 

 

Natureza 

Teor de 

Proteína 

Total 
(µg proteína mL-

1) 

Massa 

Molecular 
(kDa) 

Teor de 

Carboidrato 
(µg  glicose  mL- 1) 

Faseolina 
(280 

nm  g.m.f.-1) 

56 Glicoproteica 4,114 176,91 2,167 8,29 B 

50 Glicídica 0,000 -- 3,737 8,11 B 

19 Glicoproteica 0,028 42,37 2,650 7,92 B 

23 Glicoproteica 0,059 61,52 2,650 7,81 B 

58 Glicídica 0,000 -- 2,167 7,70 B 

38 Glicoproteica 0,205 156,24 1,514 7,44 B 

57 Glicoproteica 0,090 47,98 2,094 7,14 B 

24 Glicídica 0,000 -- 1,370 7,04 B 

29 Glicídica 0,000 -- 2,601 6,99 B 

13 Glicoproteica 11,987 146,83 1,949 6,81 B 

54 Glicídica 0,000 -- 5,065 6,28 C 

4 Glicídica 0,000 -- 0,838 6,16 C 

40 Glicídica 0,000 -- 4,341 6,15 C 

16 Glicídica 0,000 -- 2,167 6,13 C 

8 Glicídica 0,000 -- 2,167 6,00 C 

48 Glicoproteica 0,059 47,98 3,254 5,94 C 

26 Glicoproteica 0,551 156,24 2,650 5,93 C 

27 Glicoproteica 0,067 61,52 1,587 5,87 C 

49 Glicídica 0,000 -- 4,486 5,78 C 

44 Glicoproteica 0,082 54,33 2,553 5,77 C 

51 Glicoproteica 3,800 200,32 2,553 5,75 C 

53 Glicídica 0,000 -- 4,944 5,72 C 

17 Glicoproteica 9,214 121,86 1,031 5,71 C 

9 Glicídica 0,000 -- 2,940 5,60 C 

37 Glicídica 0,000 -- 2,070 5,55 C 

28 Glicídica 0,000 -- 1,490 5,44 C 

10 Glicoproteica 9,076 137,98 3,302 5,38 C 

47 Glicoproteica 1,733 188,25 2,601 5,34 C 

39 Glicoproteica 0,167 54,33 3,930 5,32 C 
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34 Glicoproteica 14,929 188,25 1,176 5,32 C 

11 Glicoproteica 0,036 42,37 1,708 5,32 C 

52 Glicoproteica 0,059 42,37 3,085 5,07 D 

3 Glicídica 0,000 -- 1,780 5,06 D 

36 Glicídica 0,000 -- 3,254 4,72 D 

30 Glicoproteica 0,604 146,83 3,339 4,69 D 

12 Glicídica 0,000 -- 1,853 4,67 D 

7 Glicoproteica 0,182 37,42 1,128 4,66 D 

5 Glicoproteica 0,044 156,24 3,036 4,59 D 

15 Glicoproteica 0,075 61,52 1,684 4,32 D 

20 Glicídica 0,000 -- 1,611 4,13 E 

41 Glicídica 0,000 -- 4,365 4,09 E 

2 Glicoproteica 0,013 69,66 1,345 4,08 E 

1 Glicoproteica 1,211 200,32 0,959 4,06 E 

33 Glicídica 0,000 -- 2,650 4,06 E 

46 Glicídica 0,000 -- 2,722 3,87 E 

25 Glicídica 0,000 -- 1,635 3,85 E 

32 Glicídica 0,000 -- 3,302 3,67 E 

35 Glicoproteica 0,228 54,33 3,254 3,62 E 

42 Glicoproteica 0,044 176,91 2,722 3,58 E 

45 Glicídica 0,000 -- 2,722 3,50 E 

22 Glicoproteica 8,477 146,83 1,273 3,44 E 

21 Glicídica 0,000 -- 1,080 3,37 E 

31 Glicoproteica 0,090 61,52 2,650 3,09 E  

Tris HCl* --  -- -- 5,18 C 

ASM** --  -- -- 10,89 A 

CV %     19 
*Solução tampão utilizada como fase móvel na cromatografia (tratamento controle); **Acibenzolar-S-metil 

(50mg i.a. L-1), utilizado como tratamento padrão de indução; Teste Scott-Knott a 0,05 %. 

 

 

4.2.2. Bioensaio De Fitoalexina Em Cotilédones De Soja 

 

As frações purificadas pela cromatografia de troca iônica a partir das fêmeas de M. 

incognita e testadas na produção da fitoalexina gliceolina em cotilédones de soja, são 

apresentadas na Tabela 9. 

As frações 9, 8, 14 e 13 (ligadas à resina), todas de natureza glicídica, induziram a 

síntese de gliceolina, com valores 52,63%, 31,58%, 26,31% e 21,05% maiores em relação ao 

tratamento padrão de indução S. cerevisiae. Em relação às frações 11, 12 e 10 (ligadas à resina), 

1 e 2 (não ligadas à resina), estas apresentaram o mesmo nível de indução de gliceolina (10,53%, 

5,26%, 5,26%, 5,26% e 10,53%), respectivamente, comparado ao tratamento padrão. Para as 

frações 4, 7, 5, 3 e 6 não foi verificada influência na indução da fitoalexina, sendo esses valores 

semelhantes ao tratamento controle (Tris HCl 0,05 M).  
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Tabela 9 – Frações, natureza, teor de proteína total (µg mL-1), teor de carboidrato (µg mL-1) e 

acúmulo de gliceolina em cotilédones de soja (nm g.m.f.-1), tratados com as frações 

glicoproteicas e glicídicas provenientes da cromatografia de troca iônica (CTI), a partir de 

Meloidogyne incognita 

Frações 

da CTI 
Natureza 

Teor de Proteína 

Total 
(µg proteína mL-1) 

Teor de 

Carboidrato 
(µg glicose mL-1) 

Gliceolina 
(285 nm g.m.f.-1) 

9 Glicídica 0,000 1,877 0,29 A 

8 Glicídica 0,000 1,249 0,25 A 

14 Glicídica 0,000 1,369 0,24 A 

13 Glicídica 0,000 0,886 0,23 A 

11 Glicídica 0,000 1,611 0,21 B 

12 Glicídica 0,000 1,128 0,20 B 

10 Glicoproteica 0,624 0,789 0,20 B 

1 Glicoproteica 0,624 1,079 0,20 B 

2 Glicoproteica 0,555 1,200 0,17 B 

4 Glicoproteica 0,302 0,959 0,08 C 

7 Glicídica 0,000 1,079 0,04 C 

5 Glicídica 0,000 0,862 0,04 C 

3 Glicoproteica 0,279 0,838 0,03 C 

6 Glicídica 0,000 0,862 0,02 C 

Tris HCl* -- -- -- 0,04 C 

Saccharomyces 

cerevisiae** 
-- -- -- 0,19 B 

CV %    27 
*Solução tampão utilizada como fase móvel na cromatografia (tratamento controle); ** Saccharomyces 

cerevisiae (Fermento Biológico Fresco Fleishmann) (20 mg mL-1), utilizado como tratamento padrão de indução; 

Teste Scott-Knott a 0,05 %. 

 

 

As frações 18, 17 e 14 purificadas por CFG, com massas moleculares de 61,52 kDa, 

121,86 kDa e 78,89 kDa, apresentaram o mesmo nível de indução de gliceolina que o tratamento 

padrão com S. cerevisiae. As frações 18 e 17 correspondem a fração 5, não ligadas a resina da 

CTI, que não apresentaram atividade indutora de gliceolina. O mesmo foi observado para a 

fração 14 da CFG, que é referente à fração 4 da CTI. Desta maneira, a CFG foi eficiente na 

separação de compostos provenientes das frações da CTI com características indutoras. Cabe 

ressaltar que, para estas frações, a concentração de carboidratos foi sempre maior que a de 

proteínas totais (Tabela 10). 

Ao testar as frações 47 (188,25 kDa), 34 (188,25 kDa), 46 (--), 13 (146,83 kDa), 22 

(146,83 kDa), 52 (42,37 kDa) e 10 (137,98 kDa), com suas respectivas massas moleculares 

conhecias, verificou-se efeito indutor de fitoalexina, porém com valores inferiores as frações 

agrupadas no 1º grupo. Todas as frações apresentam natureza glicoproteica, exceto a fração 46 

que é glicídica. As frações 13, 22 e 10 correspondem as frações 4, 6 e 3 da CTI, e que quando 
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testadas nos ensaios de fitoalexinas não foi verificado atividade das mesmas nos cotilédones de 

soja. 

As frações, agrupadas no 4º grupo se mostraram ineficientes na indução da síntese de 

fitoalexina em cotilédones de soja, sendo esses valores semelhantes ao tratamento controle Tris 

HCl 0,05 M, enquanto que aquelas agrupadas no 5º grupo apresentaram efeito de supressão de 

indução da fitoalexina gliceolina. 

 

Tabela 10 – Frações, natureza, teor de proteína total (µg mL-1), massa molecular (kDa), teor de 

carboidrato (µg mL-1) e acúmulo de gliceolina em cotilédones de soja (nm g.m.f.-1), tratados 

com as frações glicoproteicas e glicídicas provenientes da cromatografia de filtração em gel 

(CFG), a partir de Meloidogyne incognita 

Frações 

     da CFG 

 

Natureza 

Teor de Proteína 

Total 
(µg proteína    

mL-1) 

Massa 

Molecular 
(kDa) 

Teor de 

Carboidrato 
(µg  glicose   

mL-1) 

Gliceolina 
(285 nm 

g.m.f.-1) 

18 Glicoproteica 0,474 61,52 1,249 0,96 A 

17 Glicoproteica 9,214 121,86 1,031 0,87 A 

14 Glicoproteica 3,085 78,89 1,152 0,84 A 

47 Glicoproteica 1,733 188,25 2,601 0,79 B 

34 Glicoproteica 14,929 188,25 1,176 0,77 B 

46 Glicídica 0,000 -- 2,722 0,76 B 

13 Glicoproteica 11,987 146,83 1,949 0,75 B 

22 Glicoproteica 8,477 146,83 1,273 0,69 B 

52 Glicoproteica 0,059 42,37 3,085 0,64 B 

10 Glicoproteica 9,076 137,98 3,302 0,63 B 

49 Glicídica 0,000 -- 4,486 0,58 C 

15 Glicoproteica 0,075 61,52 1,684 0,54 C 

32 Glicídica 0,000 -- 3,302 0,53 C 

53 Glicídica 0,000 -- 4,944 0,53 C 

9 Glicídica 0,000 -- 2,940 0,50 C 

45 Glicídica 0,000 -- 2,722 0,48 C 

31 Glicoproteica 0,090 61,52 2,650 0,47 C 

20 Glicídica 0,000 -- 1,611 0,46 C 

26 Glicoproteica 0,551 156,24 2,650 0,46 C 

19 Glicoproteica 0,028 42,37 2,650 0,46 C 

8 Glicídica 0,000 -- 2,167 0,46 C 

1 Glicoproteica 1,211 200,32 0,959 0,45 C 

21 Glicídica 0,000 -- 1,080 0,45 C 

37 Glicídica 0,000 -- 2,070 0,45 C 

3 Glicídica 0,000 -- 1,780 0,45 C 

23 Glicoproteica 0,059 61,52 2,650 0,44 C 

33 Glicídica 0,000 -- 2,650 0,44C 

50 Glicídica 0,000 -- 3,737 0,44 C 

24 Glicídica 0,000 -- 1,370 0,44 C 

2 Glicoproteica 0,013 69,66 1,345 0,44 C 

4 Glicídica 0,000 -- 0,838 0,44 C 

35 Glicoproteica 0,228 54,33 3,254 0,43 C 
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54 Glicídica 0,000 -- 5,065 0,41 C 

12 Glicídica 0,000 -- 1,853 0,41 C 

51 Glicoproteica 3,800 200,32 2,553 0,41 C 

56 Glicoproteica 4,114 176,91 2,167 0,39 D 

6 Glicoproteica 0,013 89,31 1,176 0,39 D 

41 Glicídica 0,000 -- 4,365 0,39 D 

30 Glicoproteica 0,604 146,83 3,399 0,38 D 

44 Glicoproteica 0,082 54,33 2,553 0,37 D 

7 Glicoproteica 0,182 37,42 1,128 0,37 D 

5 Glicoproteica 0,044 156,24 3,036 0,37 D 

55 Glicoproteica 0,067 226,83 1,104 0,37 D 

48 Glicoproteica 0,059 47,98 3,254 0,36 D 

38 Glicoproteica 0,205 156,24 1,514 0,36 D 

36 Glicídica 0,000 -- 3,254 0,36 D 

43 Glicoproteica 8,247 137,98 2,891 0,35 D 

27 Glicoproteica 0,067 61,52 1,587 0,35 D 

40 Glicídica 0,000 -- 4,341 0,33 D 

39 Glicoproteica 0,167 54,33 3,930 0,33 D 

29 Glicídica 0,000 -- 2,601 0,31 D 

57 Glicoproteica 0,090 47,98 2,094 0,31 D 

28 Glicídica 0,000 -- 1,490 0,31 D 

25 Glicídica 0,000 -- 1,635 0,30 D 

11 Glicoproteica 0,036 42,37 1,708 0,30 D 

42 Glicoproteica 0,044 176,91 2,722 0,29 D 

58 Glicídica 0,000 -- 2,167 0,29 D 

16 Glicídica 0,000 -- 2,167 0,29 D 

Tris HCl* -- -- -- -- 0,58 C 

Saccharomyces 

 cerevisiae ** 
-- -- -- 0,98 A 

CV %     24 
*Solução tampão utilizada como fase móvel na cromatografia (tratamento controle); ** Saccharomyces cerevisiae 

(Fermento Biológico Fresco Fleishmann) (20 mg mL-1), utilizado como tratamento padrão de indução; Teste Scott-

Knott a 0,05 %. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Em um primeiro momento, a utilização do método de cromatografia no 

desenvolvimento do presente trabalho foi baseada na rapidez, simplicidade, fácil manipulação, 

por ser menos dispendioso e pela eficiência em purificar moléculas, tal como, reportado por 

Collins (2006) e Camacho et al. (2012). 

Entre os métodos empregados na purificação de moléculas a partir de microrganismos 

destaca-se a cromatografia, técnica utilizada no presente estudo que permitiu a separação de 

moléculas presentes em fêmeas de nematoides, moléculas estas com características relevantes 

para o estudo de mecanismos de resistência em plântulas de soja e feijoeiro. 

As frações cromatográficas de M. javanica da CTI testadas em bioensaios com 

hipocótilos de feijoeiro apresentaram diferentes respostas no processo de indução de 

mecanismos de defesa vegetal, de maneira que foi observada a presença de moléculas 

eliciadoras, que resultaram no acúmulo de fitoalexina. Tal resultado está atrelado à atividade 

conjunta de moléculas a partir dos picos obtidos. Frações com atividade supressoras também 

foram encontradas. Para tanto, as frações referentes à CTI, quando submetidas à CFG, também 

foram eficientes e resultaram em componentes com atividade individual capazes de induzir 

fitoalexina em plântulas de feijoeiro. 

Em relação ao bioensaio em cotilédones de soja, a partir das frações de CTI, não foi 

verificada a presença de moléculas eliciadoras capazes de induzir maior nível de fitoalexina 

que S. cerevisiae, tratamento utilizado como padrão de indução. Ainda foi relatada a presença 

de moléculas supressoras para a síntese de gliceolina. No entanto, quando submetidas à CFG, 

foram obtidas frações de carácter eliciador. Portanto, sugere-se a presença de moléculas com 

características diferenciadas, como indutoras e como supressoras, nas fêmeas de M. javanica, 

para a condição testada. 

Para a espécie M. incognita, em hipocótilos de feijoeiro, a purificação inicial feita pela 

CTI resultou em frações com presença de moléculas eliciadoras, bem como supressoras. 

Entretanto, na CFG, nenhuma fração teve efeito como eliciadora, mas sim como supressora. 

Em relação a atividade indutora de gliceolina, em cotilédones de soja, frações eliciadoras foram 

purificadas da CTI, porém não foi constatada atividade eliciadora de frações purificadas na 

CFG com valores superiores ao tratamento padrão. Ainda, foi constatada a presença de frações 

supressoras da atividade da fitoalexina.  

Segundo Smith (1996) os eliciadores são constituídos por uma ampla natureza química 

de moléculas, e por isso não existe uma única característica estrutural que possa definir a sua 
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atividade eliciadora, pois para Dixon e Lamb (1990) pode haver duas ou mais moléculas 

eliciadoras atuando juntas e simultaneamente.  

Em um trabalho desenvolvido por Zanardo, Pascholati e Fialho (2009), frações do 

sobrenadante, obtido da precipitação etanólica do extrato bruto aquoso de Saccharomyces 

cerevisiae, apresentaram atividade indutora de resistência em cotilédones de pepineiro. A 

presença dessas frações, separadas por cromatografia de troca aniônica, demonstram a 

eficiência do método quanto ao processo de purificação de moléculas com atividade eliciadora 

para trabalhos com indução de resistência. Ainda de maneira complementar, os autores 

verificaram que as frações apresentaram maior concentração de carboidratos em relação ao de 

proteínas nas amostras purificadas. Estes resultados corroboram com os observados no presente 

estudo, em que a maioria das frações purificadas pela CTI e CFG apresentaram maior 

concentração de carboidratos do que proteínas. 

A purificação e caracterização parcial de eliciadores de Adiantum capillus-veneris 

capazes de ativar a síntese de fitoalexinas deoxiantocianidinas em sorgo foi realizada pela 

técnica de CFG e relatado por Meinerz et al. (2014), que observaram que o método utilizado 

foi eficaz para selecionar frações com potencial para serem empregados em estudos de indução 

de resistência em plantas a doenças. Moreira et al. (2008) caracterizaram moléculas eliciadoras 

de fitoalexinas em mesocótilos de sorgo, presentes em frações de extratos metanólicos e 

etanólicos de citronela, por CFG.  

Cabe ressaltar, que no presente trabalho, o método utilizado se mostrou válido. O fato 

de frações purificadas na CTI não terem efeito indutor de faseolina e gliceolina, mas que quando 

submetidas ao CFG assim o tiveram, indica que, provavelmente, para que estas moléculas sejam 

reconhecidas como eliciadores pela planta há a necessidade da atividade individual das mesmas. 

Para as frações da CTI que foram efetivas na indução de fitoalexina e quando purificadas na 

CFG não apresentaram a mesma resposta, acredita-se que há a necessidade das moléculas 

estarem atuando juntas para ocorrer este fenômeno. Sendo assim, as frações que são resultantes 

da CTI e as subsequentes separações destas por CFG, resultam em novas frações com 

características e com grupos de moléculas diferenciadas, tanto para proteínas quanto para 

carboidratos.  

De maneira complementar, segundo a literatura, não há relatos sobre a obtenção de 

frações purificadas a partir de fêmeas de nematoides fitopatogênicos, mas as técnicas de 

cromatografia de troca iônica e exclusão molecular merecem destaque pela sua importância e 

relevância no que diz a respeito as pesquisas que objetivam purificar e caracterizar moléculas a 
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partir de outros agentes, e assim estudar o seu potencial indutor de resistência em plantas a 

doenças. 

Isso está relacionado com o fato de que as plantas reconhecem e reagem contra 

patógenos por meio da produção de radicais de O2, produção de barreiras estruturais e toxinas 

que bloqueiam a atividade do patógeno (JONES; DANGL, 2006). Essas respostas de defesa 

podem ser induzidas quando a planta reconhece padrões moleculares associados aos patógenos 

(PAMPs).  

Os PAMPs são moléculas conservadas por patógenos que as utilizam para sua 

sobrevivência (GHEYSEN; JONES, 2013). De acordo com Hegeman et al. (2012), as proteínas 

presentes nas secreções dos nematoides são destinadas a proteger os mesmos de respostas de 

defesa do hospedeiro. A exemplo disso destaca-se a glutationa-S-transferase (GST) expressa 

nas glândulas da faringe de M. incongita (DUBREUIL et al., 2007). No entando, os autores 

verificaram ainda, a atuação da GST na detoxificação de metabólitos secundários que a planta 

utiliza para impedir a invasão do patógeno.  

Em Globodera rostochiensis foi identificada a peroxidase glutationa secretada e 

expressa em sua hipoderme, porém, também foi relatada sua produção em plantas, a qual pode 

estar relacionada com as vias de sinalização de defesa da planta (GHEYSEN; JONES, 2013). 

Frente ao exposto, as frações purificadas no presente estudo e posteriormente testadas 

em ensaios de indução de fitoalexinas gliceolina e faseolina, demonstraram potencial indutor 

das mesmas em cotilédones de soja e hipocótilos de feijoeiro. A maioria das frações reunidas 

no presente trabalho apresentou natureza glicoproteica, ou seja, presença de proteínas e 

carboidratos nas frações. A informação corrobora com o descrito por Braga (2008) em que na 

maioria das moléculas eliciadores purificadas é encontrado o carboidrato fazendo-se presente 

como componente das frações purificadas, juntamente com as proteínas, formando assim os 

eliciadores de natureza glicoproteica.  

A hipótese de existir eliciadores na composição da cutícula e na parede celular das 

fêmeas de nematoides, bem como a secreção de proteínas pelo J2 (juvenil de segundo estágio) 

foi baseada na capacidade das frações purificadas em induzir a síntese das fitoalexinas faseolina 

e gliceolina. Frente a isso, ao realizar a purificação parcial de frações a partir de fêmeas de 

nematoides de M. javanica e M. incognita pela técnica de CTI e seguida da CFG, o mecanismo 

de ação e o efeito destas frações na atividade indutora de fitoalexina em cotilédones de soja e 

hipocótilos de feijoeiro foi apontada nos bioensaios. De maneira complementar, existem 

eliciadores, glicoproteínas, na região anterior do nematóide, capazes de induzir a síntese de 

fitoalexinas (FARIA et al., 2003).  
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A resposta de defesa da planta a presença do nematoide é detectada dentro do 

citoplasma do sítio de alimentação, logo após a invasão do mesmo. Estas respostas de defesa 

evoluem a partir da necrose das células vizinhas (reação de hipersensibilidade) que buscam 

prevenir a formação de novos sítios de alimentação (FARIA et al., 2003). Além das respostas 

de hipersensibilidade verificadas como mecanismo de defesa, outras respostas são observadas 

como acúmulo de composto fenólicos, produção de fitoalexina, atividade da fenilalanina 

amonialiase (GIEBEL, 1982), acúmulo de peroxidase (IBRAIM, 1991) polifenoloxidase, 

quitinases (QIU et al., 1997). 

Cabe mencionar ainda, que a importância da indução da síntese de fitoalexinas é que 

estas afetam as funções do nematoide, tal como a ruptura da plasmalema e das membranas 

vasculares, bem como a inibição da respiração mitocondrial. A mobilidade do nematoide 

também pode ser afetada (GIEBEL, 1973).  

As características indutoras das frações purificadas podem estar atreladas às moléculas 

presentes nos nematoides, pois segundo Ferraz e Monteiro (2011), a cutícula que envolve a 

parede do corpo do nematoide é uma estrutura metabolicamente ativa e é composta basicamente 

por proteínas, sendo importantes para estudos de indução de resistência, visto que, ainda é 

desconhecida.  

Ainda, os nematoides possuem glândulas esofagianas subventrais, as quais produzem 

proteínas que atuam na formação dos sítios de alimentação. Durante a fase de eclosão e no 

estágio J2 são encontradas essas glândulas com células altamente funcionais, e que 

desempenham papel fundamental no início do parasitismo dos nematoides nas plantas, o que 

por sua vez, também recebe atenção por atuarem na ativação de rotas de sinalização dos 

mecanismos de defesa vegetal (JONES et al., 2003). A importância de se conhecer essas 

proteínas presentes nos nematoides deve-se ao fato de que durante a fase de infecção, ao 

penetrar o estilete na célula vegetal, o nematoide injeta proteínas que culminam em alterações 

fisiológicas e morfológicas das células, e como resultado originam células gigantes que irão 

produzir mais proteínas para serem utilizadas na alimentação dos nematoides (MITKOWSKLI; 

ABAWI, 2003). 

Portanto, a presença destas proteínas que fazem parte da composição da cutícula, bem 

como nas glândulas de J2, ainda no interior dos ovos, a qual constituem as fêmeas, podem 

justificar o fato de que algumas das frações selecionadas no presente estudo apresentaram 

capacidade de induzir os cotilédones de soja e hipocótilos feijoeiro a produzirem fitoalexinas. 

Jones, Smant e Blok (2000) e Robertson et al. (2000) comentam que a cutícula dos nematoides 

é constituída basicamente por proteínas, a qual muitas de importância para o parasitismo, já 
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foram identificadas, e além disso são encontrados hidratos de carbono e lipídios compondo a 

estrutura da mesma.  

Estas proteínas podem ou não resultar na indução dos mecanismos de defesa das 

plantas, pois para Temporal (2014) existem eliciadores específicos que ativam rotas ou vias de 

sinalização e, assim, induzem a expressão de genes específicos. Para Graham (1995) os 

eliciadores podem induzir os precursores do tecido vegetal a produzirem fitoalexinas, próximo 

ao local da infecção ou onde o tratamento foi aplicado. 

A indução de genes associados à defesa de plantas a patógenos foi reportado por 

Manosalva et al. (2015), que em seu estudo objetivaram avaliar a percepção e as respostas de 

defesa das plantas quanto a presença de moléculas de sinalização, produzidas por nematoides 

parasitas de plantas. Essas moléculas, chamadas de ascarosides, são glicosídeos compostos que 

ao sofrerem hidrólise formam açúcares, e que segundo os autores, podem ser percebidos pelas 

plantas por receptores que ativam respostas de defesa a diversos patógenos. 

De acordo com os resultados alcançados pelos mesmos autores dentro do gênero 

Meloidogyne spp., foi caracterizado em maior quantidade o ascaroside ASCR#18, composto 

com 11carbonos de cadeia lateral, assim como para as espécies Heterodera glycines e 

Pratylenchus brachyurus que também revelaram a presença de ASCR #18, porém em menor 

número. Quando raízes de Arabidopsis foram tratadas com diferentes concentrações de ASCR 

#18, 24 horas antes das folhas serem inoculadas com Pseudomonas syringae pv. tomato e com 

o patógeno viral (Virus-TCV), verificou-se que na concentração 1 mM houve redução no 

crescimento dos patógenos, bem como no desenvolvimento dos sintomas da doença. Além 

disso, foi verificado que o nível de infecção de nematoides em raízes de Arabidopsis reduziu 

sob efeito direto de ASCR #18. Ainda, com o intuito de estudar as respostas de defesa e 

resistência em tomate, batata e cevada, por meio da percepção do ascaroside, foi observada a 

expressão de genes, ativação da proteína-quinase, assim como das rotas de sinalização ácido 

salicílico e ácido jasmônico. Sendo assim, os autores concluíram que ASCR #18 é percebido 

pelas plantas como sinal molecular capaz de induzir resistência em Arabidopsis, tomate, batata 

e cevada aos patógenos estudados. 

Para o presente trabalho, no caso das frações em que não induziram fitoalexinas existe 

duas hipóteses em que os resultados podem estar baseados. A primeira esta relacionada com o 

volume de tratamento utilizado, pois Hahn (1996) sugere que o baixo rendimento das frações 

purificadas pode mascarar as respostas de defesa ou a ativação das rotas de sinalização.  

Ainda, alguns trabalhos sugerem que a atividade eliciadora pode ser reduzida em 

função da diluição do tratamento, porém no presente estudo pode-se observar que a 
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concentração de proteínas e carboidratos geralmente foi maior para as frações provenientes da 

CFG quando comparado a CTI. De maneira complementar, Bonaldo et al. (2007) verificaram 

que a diluição do extrato bruto de eucalipto induziu a fitoalexina deoxiantocianidina em 

mesocótilos de sorgo. Bonaldo (2005) também observou que as diluições 10, 100, 1.000 e 

10.000 vezes do preparado de S. cerevisiae induziram fitoalexinas em mesocótilos de sorgo. 

Ainda, deve-se considerar que durante o procedimento de diálise das frações eluídas em NaCl 

pode haver perdas de compostos pela membrana de diálise. Segundo Queiroz, Collins e Jardim 

(2001) os compostos de baixa massa molecular podem permear pela membrana e/ou sofrerem 

diluições. Baseado nessas informações, pode-se ressaltar também a possível ausência de 

capacidade eliciadora nessas moléculas purificadas 

Uma segunda hipótese seria frações com a presença de supressores de fitoalexinas, 

pois para o presente trabalho, além de indutores também foram encontrados inibidores, e que 

de acordo com Temporal (2014), o agrupamento de moléculas supressoras pode resultar em 

frações com baixa atividade de indução de enzimas e de fitoalexinas. A supressão das respostas 

de defesa das plantas pode estar relacionada com a presença de proteínas, chamadas de efetores, 

que quando secretadas pelos nematoides suprimem as respostas de defesa do hospedeiro e 

auxiliam a infecção do mesmo (KVITKO et al., 2009). Essas proteínas regulam os mecanismos 

de defesa da planta, as quais induzem as células do vegetal a manter ou formar novos sítios de 

alimentação (GHEYSEN; MITCHUM, 2011), pois interagem e afetam a regulação da 

expressão de genes que culminam em alterações na função da célula hospedeira (GAO et al., 

2003). 

Quando uma fração purificada apresenta eliciadores capazes de induzir mecanismos 

de defesa vegetal e são reconhecidos pelos receptores celulares, vários sinais são enviados e 

então convertidos em respostas celulares. Nesse momento, genes ativados induzem a síntese de 

várias enzimas e entre elas estão envolvidas as que produzem fitoalexinas. No entanto, a síntese 

de faseolina e gliceolina nem sempre foi observada no presente trabalho, e este resultado pode 

estar relacionado com a ativação de outros mecanismos não avaliados neste estudo, mas que 

não descartam a possibilidade estudar outras rotas de ativação de resistência do hospedeiro.  

Em outro trabalho desenvolvido por Gheysen e Mitchum (2011), os autores ressaltam 

que as proteínas efetoras dos nematoides podem evitar ou reprimir as respostas de defesa, e ao 

interagirem com as proteínas das plantas passam a controlar o desenvolvimento das mesmas, 

tal como o crescimento celular e transporte de auxinas. Doyle e Lambert (2003) relataram que 

a enzima corismato mutase, da qual são derivadas as fitoalexinas, ácido salicílico e auxinas 

produzidas na via do chiquimato, foi encontrada nas secreções de M. javanica, e como resultado 
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houve alterações no metabolismo secundário das células hospedeiras. Segundo Davis et al. 

(2008) a maioria dessas proteínas são produzidas nas glândulas esofagianas do nematoide 

(subventral e dorsal), e com auxílio do estilete são injetadas no citoplasma da planta.  

Proteínas de M. incognita, envolvidas no parasitismo, têm sido purificadas e avaliadas 

quanto a sua capacidade de suprimir as respostas de defesa do hospedeiro e causar a infecção 

(BELLAFIORE et al., 2008). Os efetores de nematoides interagem com proteínas do hospedeiro 

e manipulam a fisiologia da planta (QUENTIN; ABAD; FAVERY, 2013), tal como os 

processos de sinalização e equilíbrios hormonal e celular (WANG et al., 2011).  

Hewezi et al. (2010) verificaram que o Heterodera schachtii produz uma proteína 

efetora (10A06) que interage com a espermidina sintase presente nas plantas, que por sua vez 

altera a síntese de poliamninas e reduz a capacidade da planta em produzir compostos de defesa 

associados com o ácido salicílico. Hamamouch et al. (2012) observaram que a suscetibilidade 

de plantas de Arabidopsis à infecção causada por H. schachtii foi devido a inibição de proteínas 

relacionadas a patogênese, a β-1,3-endoglucanase, a partir de efetores (30C02). Para Rehman 

et al. (2009) a molécula efetora SprySec, secretada pelo nematoide Globodera spp., interagiu 

diretamente com a proteína de resistência de plantas de tomate sem induzir respostas de defesa. 

Outros exemplos de moléculas secretadas por nematoides e que exercem influencia 

direta na interação planta-patógeno foram identificadas, tal como a proteína 16D10 presente na 

glândula dorsal de M. incognita, a qual foi encontrada interagindo com as proteínas das plantas 

durante o estabelecimento do seu parasitismo (HUANG et al., 2006). As proteases também são 

outro exemplo de proteínas secretadas por nematoides e que atuam nos mecanismos de 

infecção, as quais pertencem a diferentes classes como cisteínicas, serínicas, metaloproteases 

aspárticas e treonínicas (LOPEZ-OTIN; OVERALL, 2002).  

As proteínas constituem uma grande porcentagem da massa dos organismos vivos, e 

Castagnone-Sereno et al. (2011) relataram que foram identificados diversos genes de proteases 

que compõe o genoma dos nematoides de galhas. Os autores afirmam ainda que essas proteínas 

podem servir como objeto de estudos no controle de nematoides fitopatogênicos. Essa 

característica reforça a importância do presente trabalho e de novas pesquisas voltadas a 

purificação de moléculas eliciadoras de caráter indutor de defesa vegetal a partir de nematoides. 

Portanto, enquanto algumas proteínas efetoras suprimem as respostas de defesa das 

plantas, outras podem participar da sinalização de defesa das plantas hospedeiras e ou promover 

a formações dos sítios de alimentação dos nematoides (HAEGEMAN et al., 2012).  
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6. CONCLUSÃO 

 

O perfil cromatográfico de amostras provenientes de fêmeas dos nematoides M. 

incognita e M. javanica, por cromatografia de troca iônica e filtração em gel, indicaram a 

presença de eliciadores glicoproteicos e glicídicos capazes de induzir a síntese fitoalexinas.  

Supressão de indução de gliceolina e faseolina foi verificada para algumas das frações 

testadas nos bioensaios. 

Frações obtidas por cromatografia de troca iônica e posteriormente submetidas a 

cromatografia de filtração influenciaram na produção de fitoalexinas, pois algumas moléculas 

necessitam estarem atuando juntas para haver efeito eliciador e outras separadas e assim induzir 

a resposta de defesa no vegetal. 
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