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RESUMO 

MEDEIROS, Hugo Agripino de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 
2014. Indução de resistência em tomateiro à Meloidogyne javanica por Pochonia 
chlamydosporia e Trichoderma atroviride.  Orientador: Leandro Grassi de Freitas. 
Co-orientadores: Fabrício de Ávila Rodrigues e Silamar Ferraz. 
. 
A cultura do tomate apresenta grande importância a nível mundial, possuindo como 

um dos principais patógenos os nematoides do gênero Meloidogyne. O manejo 

químico desse patógeno é complicado além de, atualmente, serem raras e instáveis as 

fontes de resistência. Assim, buscando-se uma forma de resistência alternativa, a 

presente tese teve como objetivos: i) avaliar, por meio da atividade de enzimas de 

defesa, a capacidade de Pochonia chlamydosporia em induzir resistência local; e ii) 

analisar, a partir da expressão de genes de defesa, a capacidade de Trichoderma 

atroviride em desencadear resistência sistêmica e se esta pode ser herdada pela 

progênie. Em ambos experimentos o patossistema-alvo foi plantas de tomateiro 

parasitadas por Meloidogyne javanica. Observou-se que P. chlamydosporia e T. 

atroviride são capazes de causar indução de resistência local e sistêmica, 

respectivamente. Na indução de resistência local, P. chlamydosporia desencadeia a 

atividade diferencial das enzimas polifenoloxidase e peroxidase, resultando na 

diminuição do número de galhas. Entretanto, a atividade da fenilalanina amônia liase 

esteve reprimida, indicando que a resistência pode ser independente da ativação da 

rota do ácido salicílico. Adicionalmente, notou-se que a aplicação dos indutores 

acibenzolar-S-metil (ASM), metil jasmonato (MeJa) e Etefon reduz a eficiência da 

resistência local provocada por P. chlamydosporia. O fungo T. atroviride também 

apresentou a capacidade de desencadear resistência, entretanto de forma sistêmica. A 

partir dos resultados dos ensaios com raiz bipartida, constatou-se a atividade da rota 

de defesa do ácido salicílico (PR1), a qual bloqueou a sinalização via ácido 

jasmônico (LOX1). Ademais, os genes da peroxidase (TPX1), da NADPH oxidase 

(LERBOH1) e da chalcona sintase (LECHS2) apresentaram expressão diferencial ao 

longo do tempo, demonstrando a sua participação e importância durante a defesa 

induzida por T. atroviride. A atividade conjunta dos genes acima relacionados 

culminou no atraso do desenvolvimento do ciclo de M. javanica, bem como na 

formação do sítio de alimentação, fatos esses que resultaram na redução no número 

de galhas. A resistência induzida por T. atroviride foi repassada à progênie de forma 

mais intensa, afetando, além da formação da galha, a reprodução de Mj. As 
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características de sinalização e genes expressos foram praticamente as mesmas.  A 

exceção fica por conta do gene LECHS2, o qual não apresentou influência na 

resistência das plantas F1 ao parasitismo de M. javanica. 
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ABSTRACT 
 

MEDEIROS, Hugo Agripino de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February 
2014. Induced resistance in tomato to Meloidogyne javanica by Pochonia 
chlamydosporia and Trichoderma atroviride. Adviser: Leandro Grassi de Freitas. 
Co-advisers: Fabrício de Ávila Rodrigues and Silamar Ferraz. 

 

Tomato is an important vegetable crop worldwide, been the nematodes of the genus 

Meloidogyne important pathogens. Chemical control of this pathogen is complicated 

and the sources of resistance are rare and unstable. Thus, looking for an alternative 

resistance, this thesis aimed : i) to evaluate, through the activity of defense enzymes, 

the ability of Pochonia chlamydosporia to induce local resistance; and ii) analyze, 

through the expression of defense genes, the ability of Trichoderma atroviride in 

trigger systemic resistance and whether it can be inherited by offspring . The 

pathosystems used in both works were tomato roots parasitized by Meloidogyne 

javanica. Based on the results, it was observed that P. chlamydosporia and T. 

atroviride are able to causing local and systemic resistance, respectively. For the 

local resistance, P. chlamydosporia triggers the differential activity of polyphenol 

oxidase and peroxidase enzymes, resulting in decreased numbers of galls. 

Nevertheless, the phenylalanine ammonia lyase activity was repressed, indicating 

that the local resistance may be independent of the activation of salicylic acid 

signaling pathway. Additionally, it was observed that the application of acibenzolar-

S-methyl (ASM), methyl jasmonate (MeJA) and ethephon reduces the efficiency of 

the local resistance caused by P. chlamydosporia. The fungus T. atroviride also 

showed the ability to trigger resistance, however systemically. Based on experiment 

results using the split root model, we found the activity of salicylic acid-mediated 

defense signaling (PR1), which blocked the jasmonic acid signaling pathway 

(LOX1). Furthermore, peroxidase (TPX1), NADPH oxidase (LERBOH1) and 

chalcone synthase (LECHS2) genes, showed differential expression over time, 

demonstrating their participation and importance on T.atroviride-induced resistance. 

The combined activity of the genes previously listed resulted in a delay on the cycle 

of M. javanica, as well as the formation of the feeding site, resulting in the reduction 

in the number of galls. Induced resistance by T. atroviride was passed on to progeny, 

more intensely and having almost the same characteristics signaling and gene 
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activity. The only exception was the LECHS2 gene, which did not influence the 

resistance of F1 plants to parasitism of M. javanica. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

Atualmente, são conhecidas mais de 4100 espécies de nematoides parasitos de 

plantas (15), fato que representa uma importante restrição à produção agrícola mundial. 

Os danos causados por nematoides têm sido estimados em $ 157 bilhões por ano (1). No 

entanto, é provável que isto seja uma subestimativa da verdadeira perda, devido à falta 

de conhecimento dos produtores sobre nematoides e a não especificidade dos sintomas 

gerados por estes (32). 

Dentre os nematoides de importância econômica, os nematoides das galhas (do 

inglês: ―root-knot nematodes‖) são responsáveis pelas maiores perdas a nível mundial 

(11, 41). Esses são incluídos dentro do gênero Meloidogyne Göldi, 1892 (Meloidogyne 

= fêmea em forma de melão) que está composto por 98 espécies e parasitam quase todas 

as espécies de plantas cultivadas (32). 

Os nematoides das galhas alimentam-se em células do tecido radicular das 

plantas, onde induzem a formação das galhas, resultado da hipertrofia e hiperplasia das 

células (14, 24, 57). Segundo Kaloshian et al (33), a infecção por nematoides induz à 

reprogramação transcricional massiva em ambas interações compatíveis e 

incompatíveis. Os sintomas na parte aérea das plantas não são facilmente visíveis e 

semelhantes àqueles produzidos por um sistema radicular danificado (57), sendo 

provável a ocorrência de altos níveis de infecção sem que necessariamente haja 

sintomas evidentes (41).  

Embora existam muitas espécies descritas, apenas um pequeno conjunto dessas 

está amplamente disseminado, sendo Meloidogyne incognita, M. javanica, M. arenaria 

e M. hapla  as espécies mais bem conhecidas e estudadas (11, 34, 57). A maioria dos 

estudos focados nessas quatro espécies tem sido baseada em pesquisas com tomate ou 

tabaco como espécies hospedeiras (41).  
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De acordo com Nyczepir & Thomas (51), historicamente, as práticas de controle 

recomendadas para áreas infestadas com Meloidogyne frequentemente incluíam 

aplicações de nematicida pré e ou pós-plantio. No entanto, em virtude de muitos dos 

nematicidas estarem banidos ou sendo retirados do mercado devido à problemas de 

impacto ambiental e de saúde humana, práticas alternativas ao controle químico estão 

sendo cada vez mais investigadas e implementadas (42, 50). 

Fungos nematófagos são um dos potenciais microrganismos que podem ser 

usados no controle alternativo de nematoides. Estes fungos compreendem mais de 200 

espécies, as quais compartilham a característica de parasitar nematoides (ovos, juvenis e 

adultos) e utilizá-los como fonte de nutrientes (67). Dependendo do modo de ação, os 

fungos nematófagos são divididos em quatro grupos: fungos predadores ou armadilha, 

fungos endoparasitas, fungos produtores de toxinas e fungos parasitas de ovos e fêmeas 

de nematoides (30). 

 Pochonia chlamydosporia é um importante fungo parasita de ovos de 

nematoides (53) e sua associação com ovos do gênero Meloidogyne foi relatada por 

diversos autores (19, 25, 44, 58, 64). A principal protease produzida por P. 

chlamydosporia é a VCP1, a qual apresenta atividade no processo de infecção 

promovendo a dissolução da camada proteica externa da parede de ovos de M. incognita 

(59, 60). Tikhonov et al (65) foram os primeiros a purificar e caracterizar proteína da 

quitinase de P. chlamydosporia (CHI43), a qual apresentou efeito antagônico a ovos de 

Globodera pallida. Em trabalho semelhante, Mi et al (40) clonaram o gene pcchi4 

referente à outra quitinase e observaram que este afeta a estrutura de ovos de M. 

incognita. 

Pochonia chlamydosporia possui a capacidade de colonizar a rizosfera de muitas 

espécies de plantas, mesmo na ausência de nematoides (68) e de promover o 
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crescimento das plântulas (43). Além disso, ao colonizar o sistema radicular, o fungo 

induz uma resposta de defesa das planas através da formação de papilas na parede 

celular, que funcionam como barreiras contra a penetração e a troca de metabólitos entre 

o hospedeiro e o patógeno (10). 

Para a utilização de P. chlamydosporia no campo, os clamidósporos são o tipo 

de inóculo preferencial para aplicação, visto que os conídios e fragmentos de hifas 

possuem baixas taxas de sobrevivência no solo e são alvos de fungistase quando 

adicionados ao solo sem uma complementação energética (39). Alguns bioprodutos à 

base de isolados promissores de P. chlamydosporia têm sido desenvolvidos no Brasil, 

Cuba e Portugal, por meio de tecnologias que permitem a produção de clamidósporos 

em larga escala (38). 

Outro gênero fúngico, Trichoderma (teleomorfo Hypocrea), tem sido 

amplamente estudado no controle de fitopatógenos (23, 28, 29, 45). Trichoderma spp. 

são encontrados em diversos ecossistemas e são capazes de colonizar a parte aérea e as 

raízes, crescendo endofíticamente, bem como em resíduos de planta e matéria orgânica, 

atuando, assim, como saprófitas (22, 27, 46). O potencial de espécies de Trichoderma 

como agentes de biocontrole de doenças de plantas foi relatado pela primeira vez no 

início da década de 1930 (71) e, nos anos seguintes, o controle de várias doenças foram 

constatadas por diversos autores (9). Vários isolados de Trichoderma estão incluídos 

como biofungicidas em produtos para controle biológico registrados, embora muitas 

formulações para uso comercial contra patógenos de plantas não estejam registrados 

como produtos para proteção de plantas (23).  

Trichoderma tem sido utilizado em vários estudos de controle de nematoides (2, 

35, 47, 48, 61).  O atributo mais importante que faz Trichoderma um antagonista eficaz 

de microrganismos contendo quitina é a sua capacidade de produzir enzimas 



 

 

5 

 

quitinolíticas . O aumento da atividade de protease e quitinase durante o parasitismo de 

ovos por Trichoderma spp. constitui-se no fator responsável pela redução da infestação 

do patógeno (61, 63). 

As plantas, diferentemente de animais, não possuem sistema circulatório de 

defesa nem tampouco células de defesa móveis, entretanto, são capazes de estabelecer 

respostas ao ataque do patógeno que são altamente específicas e que frequentemente 

geram uma ―memória‖ (62). Assim, as doenças de plantas têm sido consideradas como 

um processo coevolucionário em ecossistemas naturais, onde as plantas desenvolveram 

sofisticados mecanismos para reconhecer e defender-se contra patógenos (49), sendo 

estas respostas dependentes da imunidade inata de cada célula e de sinais sistêmicos 

emitidos a partir dos sítios de infecção (31). 

Na primeira linha de defesa da planta estão os padrões moleculares associados a 

patógenos ou micróbios (do inglês: ―pathogen- or microbe-associated molecular 

patterns‖ - PAMPs e MAMPs, respectivamente), tais como a quitina ou flagelina, que 

são reconhecidos por receptores localizados na membrana (do inglês: ―Pattern-

recognition receptors‖ – PRRs). A percepção de MAMPs ou PAMPs por PRRs leva à 

ativação de múltiplas cascatas de sinalização (8), desencadeando a resistência 

denominada PTI (do inglês: ―PAMP pattern-triggered immunity‖) (31). Entretanto, o 

patógeno pode suplantar a PTI por meio da produção de proteínas efetoras (produzidas 

por genes Avr), que impedem o reconhecimento dos PAMPs e permitem que o patógeno 

continue a colonização do tecido. 

A segunda linha de defesa da planta atua principalmente no citoplasma, onde as 

proteínas NB-LRR (do inglês: nucleotide-binding leucine rich repeat) são codificadas 

por genes de resistência da planta (R), que reconhecem proteínas efetoras codificadas 

pelos genes Avr. O reconhecimento e atenuação das proteínas Avr pelas proteínas R 
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resulta na imunidade desencadeada por efetor, ETI (do inglês: effector-trigered 

immunity) (20).  O modelo acima descrito é denominado ―zig-zag‖, proposto por Jones 

& Dangl (31), no qual os autores descrevem a interação entre as defesas da planta e sua 

supressão por patógenos, modelo este atualmente aceito para explicar a evolução da 

defesa das plantas. Adicionalmente, os autores também comentam que a resistência 

basal compreende a quantidade de resistência residual que é ativada por patógenos 

virulentos em plantas hospedeiras suscetíveis após a supressão da defesa ativa pelos 

efetores do patógeno.  

Juntamente com a resistência genética, determinada pela presença de 

determinados gene (s), há outra forma de resistência em plantas, denominada resistência 

induzida (do inglês: ―induced resistance‖ - IR) (70). Esta é ativada sob influência de 

metabólitos de patógenos e vários outros fatores bióticos e abióticos denominados 

elicitores, que refletem um potencial adaptativo do organismo. Vale ressaltar que a IR 

em plantas ativam os mesmo mecanismo de defesa que é operado na resistência 

determinada geneticamente (72). 

De acordo com Walters et al (70), o tratamento de plantas com vários agentes, 

incluindo microrganismos, fragmentos da parede celular, extratos vegetais e produtos 

químicos sintéticos, pode induzir a resistência ao ataque de patógenos, tanto localmente 

quanto sistemicamente. Os mediadores mais bem conhecidos na sinalização sistêmica 

são os derivados oxigenados ácidos graxos (ácido jasmônico - AJ, ácido metil 

jasmônico e outros jasmonatos) e derivados hidróxidos do ácido benzoico, como por 

exemplo o ácido salicílico (AS) (16, 36, 62, 72). 

 Dependendo do tipo de infecção e da natureza do estresse, as plantas ativam 

diferentes sistemas de sinalização para promover a proteção de seus tecidos (17). Com o 

objetivo de alcançar o estado de estabilidade, as plantas ajustam as interações entre os 
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diferentes sistemas de sinalização. Isso pode ser notado nas vias do AS e AJ que são 

incluídas em um complexo sistema de comunicação e que são antagonistas (37). 

Sabe-se há vários anos que a resistência basal em plantas pode ser potencializada 

por determinados fatores ambientais (4). A resistência induzida é baseada no fenômeno 

denominado ―priming‖, o qual desencadeia a resposta da resistência basal, causando 

uma ativação mais rápida e mais forte dessas defesas subsequentemente ao ataque do 

patógeno ou do inseto (13). 

Em plantas sob priming, as respostas de defesa não são ativadas diretamente 

pelo agente desencadeador, mas são memorizadas e expressas de maneira mais rápida 

após a percepção de um segundo sinal biótico de estresse, processo esse que possui uma 

base epigenética (21, 26, 55, 69). Estudos recentes têm começado a analisar como 

mecanismos regulatórios epigenéticos, tais quais metilação do DNA e a remodelação da 

cromatina, podem influenciar na duração da expressão gênica e na imunidade da planta 

(6, 66). 

Vários trabalhos comprovam a capacidade de Trichoderma spp. em induzir 

resistência a diversos fitopatógenos, tais como Alternaria solani em tomate (12, 

18), Fusarium oxysporum em pepino e tomateiro (5, 52), Plasmopara viticola em 

videira (54, 56), Phytophthora capsici em pimenta (7) e Uromyces appendiculatus em 

feijoeiro (3). 

Entretanto, não se dispõe de estudos sobre indução de resistência desencadeada 

por P. chlamydosporia ou T. atroviride ao nematoide das galhas. Assim, baseando-se no 

acima exposto, a presente tese possui como objetivo avaliar a inducibilidade da resposta 

de defesa de plantas de tomateiro, colonizadas por P. chlamydosporia ou Trichoderma 

atroviride, ao parasitismo de M. javanica. 
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CAPÍTULO 1 

Indução de resistência local em tomateiro ao nematoide das galhas 
mediada por Pochonia chlamydosporia 
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RESUMO 

MEDEIROS, Hugo Agripino, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 
2014. Indução de resistência local em tomateiro ao nematoide das galhas mediada 
por Pochonia chlamydosporia. Orientador: Leandro Grassi de Freitas. Co-orientador: 
Fabrício de Ávila Rodrigues e Silamar Ferraz. 

 
No presente trabalho foi analisada, por meio da atividade de enzimas de defesa, a 

capacidade de Pochonia chlamydosporia, isolado Pc-10 (Pc), em induzir resistência 

local em raízes de tomateiro parasitadas por Meloidogyne javanica (Mj). Os tratamentos 

consistiram da aplicação foliar dos indutores acibenzolar-S-metil (ASM), metil 

jasmonato (MeJa) e ácido 2-cloroetil fosfônico (Etefon, Etf), isoladamente ou em 

combinação com Pc. Aos 27 dias após o semeio, infestou-se o solo referentes aos 

tratamentos com Pc com suspensão contendo 5.000 clamidósporos/g de solo. Três dias 

após a infestação com Pc, as plantas foram pulverizadas com os indutores ASM, MeJa e 

Etf, nas doses de 1,0; 0,5 e 0,5 mM, respectivamente. Às 48h após a aplicação dos 

indutores, infestou-se o solo com 200 juvenis de segundo estádio de Mj. As coletas de 

três raízes/tratamento para análise das enzimas polifenoloxidase, peroxidase e 

fenilalanina amônia liase foram realizadas às 24, 96 e 168 horas após a infestação do 

solo com o patógeno. A coleta de quatro raízes/tratamento para a avaliação do número 

de galhas (NG) foi realizada aos 30 dias após a infestação do solo com Mj. A unidade 

experimental consistiu de uma planta por vaso de 2 litros. As plantas tratadas apenas 

com MeJa ou Pc obtiveram o menor NG, enquanto que àquelas tratadas com ASM e Etf 

não apresentaram redução significativa. A aplicação de Pc combinada com os demais 

indutores reduziu a eficiência do fungo em desencadear resistência local. A análise da 

atividade enzimática ao longo do tempo das enzimas polifenoloxidase e peroxidase 

evidenciou a influência positiva destas na resposta de defesa local, enquanto que a 

atividade fenilalanina amônia liase foi praticamente nula. Esse é o primeiro relato de P. 

chlamydosporia induzindo resistência a um fitopatógeno. 

Palavras-chave: Meloidogyne javanica, enzimas de defesa, controle biológico, 
indutores de resistência, resistência local. 
 

 

 

 

 



 

 

17 

 

INTRODUÇÃO 

 

Os nematoides são fitopatógenos de grande importância na agricultura e 

seus efeitos danosos sobre as culturas têm forte impacto econômico e social (8, 69). As 

perdas causadas por esses organismos são estimadas em 157 milhões de dólares por ano 

em todo mundo (1).  O gênero Meloidogyne, conhecido como o dos nematoides das 

galhas, apresenta mais de 80 espécies, sendo M. incognita, M. javanica, M. arenaria e 

M. hapla as mais comuns e polífagas, com até 3000 espécies de plantas hospedeiras (63, 

93). O ciclo de vida desse gênero é composto pelo estádio de ovo, por quatro estádios 

juvenis (J1 – J4) e um estádio adulto, sendo o J2 o estádio infectivo. A duração do ciclo 

de vida é dependente da espécie do nematoide e das condições ambientais mas, em 

geral, dura de três a seis semanas (13, 47). 

O estádio J2 é atraído para a raiz seguindo um gradiente de exsudados e CO2, e 

penetra logo após a região da coifa, onde as células jovens da epiderme ainda não 

apresenta grande deposição de celulose e pectina em suas paredes. Uma vez no interior 

da raiz, o J2 migra até as células do tecido parenquimático da planta onde se estabelece, 

perfura a parede celular de células do parênquima e injeta, por meio do estilete, 

proteínas produzidas pelas suas glândulas esofágicas (74). Cinco a sete células 

parenquimáticas não diferenciadas se tornarão o sítio de alimentação permanente do 

nematoide durante o seu ciclo, sendo então denominadas células gigantes (44, 77). O 

primeiro sinal de indução de células gigantes é a formação de células binucleadas, que 

após sucessivas divisões nucleares mitóticas sem divisão celular, tornam-se células 

poliploides com até 100 núcleos (12, 36).  

A estratégia mais utilizada para conter o parasitismo de nematoides tem sido a 

aplicação de nematicidas químicos. Entretanto, seu uso torna-se economicamente viável 

apenas em culturas de alto valor de mercado, possuindo ainda um futuro questionável 
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devido ao risco que apresenta à segurança ambiental (5, 69). Adicionalmente, em razão 

do número limitado de cultivares resistentes disponíveis e adaptadas às diversas regiões 

agrícolas, assim como a suplantação da resistência conferida pelo gene Mi  no campo em 

condições de altas temperaturas, as possibilidades de manejo de nematoides tornaram-se 

reduzidas (64, 70). Dessa forma, vários grupos de pesquisa tem se empenhado em obter 

estratégias de manejo alternativas ao uso de nematicidas químicos, estando entre essas o 

uso de organismos antagonistas a nematoides (16, 39, 78).  

 O fungo Pochonia chlamydosporia (Goddard) Gams & Zare possui uma ampla 

distribuição mundial e tem sido um dos agentes de controle biológico mais estudados 

contra nematoides endoparasitas sedentários (23, 60, 66, 67, 98, 109, 114). Os primeiros 

relatos deste fungo parasitando nematoides foram realizados em ovos de H. schachtii 

(111) e H. avenae (48), e tem sido frequentemente associado à supressividade de solos 

desde então (2, 49, 114). P. chlamydosporia é capaz de colonizar simbioticamente a 

superfície do sistema radicular e de parasitar ovos e fêmeas de fitonematoides que se 

encontram parasitando essas raízes (109). O fácil processo de cultivo em laboratório, o 

acesso a isolados e a eficiência no controle de nematoides têm contribuído para 

utilização de P. chlamydosporia em controle biológico (60).  

Segundo Walters et al. (105), a resistência a patógenos pode ser induzida em 

plantas por meio da aplicação de uma variedade de agentes bióticos e abióticos, 

resultando em uma resposta de amplo espectro e duração variável, possuindo no ácido 

salicílico (AS) e no ácido jasmônico (AJ) as moléculas-chave envolvidas na resposta de 

defesa. Tais moléculas desencadeiam os fenômenos da resistência sistêmica adquirida 

(do inglês: ―Systemic Acquired Resistance‖- SAR) e da resistência sistêmica induzida 

(do inglês: ―Induced Systemic Resistance‖ - ISR), respectivamente (50, 51, 117). As 

plantas evoluíram diferentes modos de detectar e limitar a invasão de patógenos (59). O 
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mecanismo pelo qual a planta aumenta o seu nível de resistência, intensificando a 

capacidade de resposta do seu sistema de defesa no momento do reconhecimento de 

determinados sinais, é denominado "priming" (3, 17, 73, 86). Do ponto de vista 

evolutivo, a seleção natural favorece à inducibilidade, ou seja, as defesas das plantas 

somente serão produzidas na presença de estresse biótico, a exemplo dos patógenos (73, 

90). Dessa forma, o priming configura-se como uma solução para compensar o dilema 

entre a ativação da defesa contra patógenos e o custo envolvido neste processo (42, 

102). 

Os compostos acibenzolar-S-metil, metil jasmonato e etefon são ativadores 

químicos que possuem a capacidade de desencadear resistência, auxiliando na resposta 

de defesa da planta a fitopatógenos (33, 34, 65, 71, 107). O acibenzolar-S-metil foi 

primeiro produto químico sintético desenvolvido como um ativador de SAR (104), 

sendo vendido até pouco tempo no Brasil com o nome comercial de Bion®. No entanto, 

embora a resistência induzida por estes agentes seja de amplo espectro e de longa 

duração, estes raramente impedem a infecção (103) 

Paralelamente aos indutores químicos sintéticos, vários relatos existentes na 

literatura fundamentam a eficiência da resistência induzida por microrganismos, tais 

como fungos e rizobactérias, no controle de nematoides com diferentes hábitos de 

alimentação, à destacar: Meloidogyne spp. (22, 100, 101), Pratylenchus penetrans, 

Radopholus similis (28, 85) e Xiphinema index (41). Os modos de ação relacionados 

com o desencadeamento da resistência por agentes bióticos têm sido atribuídos, de 

modo geral, ao AS (19, 83), AJ e etileno (106, 110), às espécies reativas de oxigênio 

(100), aos compostos fenólicos e PR-proteínas (41, 115), bem como da quitinase (41, 

54). 
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Visto a aptidão de P. chlamydosporia no controle de nematoides e a inexistência 

de trabalhos relacionados à capacidade de indução de resistência por este fungo, o 

objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficiência de P. chlamydosporia em limitar, 

via resistência induzida, o desenvolvimento de M. javanica no tecido radicular de 

tomateiro.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Material vegetal 

Sementes de tomateiro (Solanum lycopersicum, cv. Santa Clara) foram semeadas 

em vasos de 2 litros contendo solo e areia (3:1) esterilizados, efetuando-se o desbaste e 

mantendo apenas uma planta por vaso. No momento do semeio e nas três semanas 

seguintes, aplicou-se 100 ml de solução nutritiva contendo, em mg/L 104,42 de K2SO4; 

192 de KCl; 61 de uréia; 150,35 de MgSO4.7H2O; 1,61 de H3BO3; 4,10 de 

MnCl2.4H2O; 0,27 de NH4MO7O24.4H2O; 6,67 de ZnSO4; 1,74 de CuSO4.5H2O; 4,08 de 

FeSO4.7H2O e 5,58 de EDTA bisódico.  

Infestação do solo com Pochonia chlamydosporia 

O isolado Pc-10 de P. chlamydosporia (Pc) foi utilizado neste estudo por ter sido 

selecionado em trabalhos anteriores (23, 24, 29) devido a sua capacidade de reduzir 

populações de nematoides e de produzir grande número de clamidósporos. Aos 27 dias 

após o semeio, os tratamentos referentes à Pc tiveram o solo infestado com o fungo na 

forma de suspensão, a fim de proporcionar a concentração final de 5.000 

clamidósporos/g de solo.  
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Pulverização dos indutores de resistência 

Três dias após a aplicação de Pc, realizou-se a aplicação dos indutores de 

resistência acibenzolar-S-metil: ASM (Bion®, Syngenta), ácido 2-cloroetil fosfônico: 

Etf (Etefon, Sigma-Aldrich) e metil jasmonato: MeJa (Sigma, Aldrich) nas 

concentrações de 1; 0,5 e 0,5 mM, respectivamente, em um volume de 50ml/planta. Em 

seguida, cada planta foi coberta individualmente com saco plástico por um período de 

12 horas. As plantas do tratamento controle foram pulverizadas com água destilada.  

Infestação do solo com M. javanica 

Dois dias após a pulverização dos indutores, realizou-se a infestação do solo 

com 200 juvenis de segundo estádio (J2) de M. javanica (Mj) obtidos por meio da 

metodologia do Funil de Baermann (6). A população de Mj utilizada foi derivada de 

plantas de tomate mantidas na casa-de-vegetação do Departamento de Fitopatologia - 

UFV. Aos 30 dias após a infestação do solo com Mj, realizou-se a coleta de 4 

plantas/tratamento para a avaliação do número de galhas (NG).  

Análise enzimática e nematológica  

 Às 24, 96 e 168 horas após a infestação (hai) do solo com Mj, efetuaram-se as 

coletas de três raízes/tratamento para a realização das análises enzimáticas. Em cada 

coleta, as raízes foram lavadas com água para eliminar os resíduos de solo, 

acondicionadas cuidadosamente em papel alumínio e rapidamente depositadas em 

nitrogênio líquido, sendo posteriormente armazenadas a -80ºC. Posteriormente, 

procedeu-se as análises das enzimas de defesa: polifenoloxidases (PFO) (EC 1.10.3.1), 

peroxidases (POX) (EC 1.11.1.7) e fenilalanina amônia-liases (FAL) (EC 4.3.1.5).  
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Determinação das atividades da PFO, POX e FAL  

Na análise da PFO, POX e FAL em cada tempo amostrado, foram processadas 

as três raízes anteriormente coletadas, constituindo-se cada planta, uma repetição 

biológica. Para a extração da enzima PFO, o total de 1 g de raiz foi macerado em 

nitrogênio líquido. O pó resultante da maceração foi homogeneizado em 10 ml do 

tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 6,8) contendo 1mM fluoreto de 

fenilmetilsulfonil (PMSF), 0,1 mM ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 100 

mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O homogeneizado foi centrifugado a 20.000 g 

durante 15 min a 4ºC e o sobrenadante utilizado como o extrato enzimático bruto.  

A atividade da PFO foi analisada seguindo a determinação colorimétrica da 

oxidação de pirogalol de acordo com Kar & Mishra (46). Adicionou-se uma solução 

contendo 450 µL de água destilada, 250 µL do tampão fosfato de potássio (100 mM; pH 

6,8) e 200 µL de pirogalol (100 mM) a 40 µL extrato enzimático bruto (25 ºC). Os tubos 

de ensaio foram cobertos com papel alumínio visando sua proteção contra a luz. 

Registrou-se a absorbância da purpurogalina colorida a 420 nm à cada 10 s após a 

adição do extrato enzimático bruto à solução do substrato, totalizando seis leituras. 

Utilizou-se o coeficiente de extinção de 2,47 mM-1 cm-1 para calcular a atividade da 

PFO (14), a qual foi expressa em µmol min-1 mg-1 de purpurogalina produzida.  

A atividade da POX foi determinada semelhantemente à da PFO, modificando-

se para 250 µL o volume de água destilada utilizada para a solução do substrato, bem 

como para 30 µL o volume de extrato enzimático bruto. As médias das atividades da 

POX, PFO e PAL foram subtraídas dos valores encontrados nas plantas do tratamento 

controle, fazendo com que a atividade das enzimas esteja referenciada, em cada ponto, 

ao eixo das abscissas. 
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Para análise da FAL, macerou-se 1 g de raiz em nitrogênio líquido. Em seguida, 

homogeneizou-se o macerado em 25 ml de tampão borato de sódio (50 mM; pH 8,3) 

contendo 1% PVP (0,25 g), 0,25 ml de PMSF (1 mM), procedimento esse realizado a 

frio. O homogeneizado foi centrifugado a 8.000 g durante 15 min a 4ºC. O sobrenadante 

foi separado e utilizado como o extrato enzimático bruto.  

Adicionou-se 100 µL de extrato enzimático bruto à solução contendo 350 µL do 

tampão Tris-HCl (25 mM; pH 8,8) e 550 µL de L-fenilalanina (100 mM). Em seguida, 

incubou-se a mistura da reação em banho-maria a 40ºC durante 4 h. Nas amostras 

controle, substituiu-se o substrato L-fenilalanina pelo tampão Tris utilizando o mesmo 

volume de 550 µL. A reação foi interrompida pela adição de 60 µL de HCl 6N. A 

absorbância dos derivados do ácido transcinâmico foi registrada após a adição do 

extrato enzimático bruto à mistura do substrato, sendo a leitura realizada a 290 nm. O 

coeficiente de extinção de 104 mM-1 cm-1 (119) foi utilizado para calcular a atividade da 

FAL, a qual foi expressa em mol h-1 mg-1 de proteína. Os conteúdos solúveis proteicos 

dos extratos foram avaliados pelo método de Warburg & Christian (108). 

Delineamento experimental e análise estatística 

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) 

em esquema fatorial 2 x 5 (Tabela 1), sendo cada tratamento constituído por 14 

repetições.  Com o objetivo de eleger amostras para a análise da atividade enzimática, 

selecionou-se os tratamentos: Controle, Pc, Mj, Pc+Mj. Os dados da atividade 

enzimática referentes à PFO e POX (24 hai) foram transformados para Log10 visando 

atender a pressuposições das análises estatísticas. Os dados da PFO, POX, FAL e NG 

foram submetidos à ANOVA e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de 
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Duncan à 5% de probabilidade. As análises foram realizadas utilizando-se o software 

STATISTICA 7.0 (Statsoft, Tulsa, Oklahoma, USA). 

Tabela 1. Tratamentos aplicado às plantas de 
tomateiro utilizadas no ensaio de indução de 
resistência 

Controle (água destilada) Pc  
Mj  Pc + Mj  
ASM + Mj  Pc + ASM + Mj 
MeJa + Mj Pc + MeJa + Mj 
Etf + Mj Pc + Etf + Mj 

Pc: Pochonia chlamydosporia; Mj: Meloidogyne javanica; ASM: 
acibenzolar-S-metil; MeJa: metiljasmonato; Etf: etefon. 

 

RESULTADOS 

Indução de resistência 

A interação entre os fatores Pc e indutores foi estatisticamente significativa, 

ocorrendo portanto diferenças na resistência induzida em tomateiro na combinação de 

diferentes indutores com Pc (Tabela 2).  

 

Tabela 2: Quadro de análise de variância referente à análise do número de 
galhas (NG) obtidos resultantes do ensaio de indução de resistência utilizando 
diferentes indutores e a combinação destes com Pochonia  

Fonte de 
Variação 

Graus de 
Liberdade 

Soma dos 
Quadrados 

Quadrado 
Médio F p 

Intercepto 1 33652,05 33652,05 335,6929 0,000000 

Indutores 3 134,66 44,89 0,4478 0,721139 

Pc 1 1283,36 1283,36 12,8021 0,001518 

Indutores + Pc 3 920,83 306,94 3,0619 0,047428 

Erro 24 2405,92 100,25 
  

Total 32 38396,83 
   Pc: Pochonia chlamydosporia 
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Em relação à indução a partir da utilização dos elicitores químicos, observou-se 

que plantas pulverizadas apenas com MeJa obtiveram o menor NG, diferenciando-se do 

tratamento controle mas, em contrapartida,  apresentando igualdade estatística com os 

demais elicitores. O efeito da aplicação isolada de ASM e Etf sobre o NG não 

apresentou diferença em relação ao controle (Figura 1). 

A aplicação de Pc isoladamente reduziu o NG significativamente quando 

comparado aos demais tratamentos. Não obstante, a aplicação dos indutores químicos 

em plantas previamente colonizadas por Pc culminou na redução da eficiência do fungo  

em reduzir o NG (Figura 1). 

 

 
Figura 1. Número de galhas em tomateiro decorrente do parasitismo de Meloidogyne 
javanica (Mj) aos 30 dias após a infestação do solo com 200 juvenis de segundo estádio 
(J2) de Mj. NG: número de galhas; ASM: acibenzolar-S-metil; MeJa: metiljasmonato; 
Etf: etefon. Colunas preenchidas de azul indicam tratamentos sem Pochonia 
chlamydosporia, enquanto àquelas preenchidas de vermelho indicam tratamentos com 
P. chlamydosporia.  Os dados foram submetidos à ANOVA e à comparação de médias 
pelo teste de Duncan (P < 0,05; n = 4). Colunas seguidas de letras minúsculas diferentes 
indicam diferença significativa entre os indutores aplicados. Colunas seguidas de letras 
maiúsculas diferentes indicam diferença significativa dentro dos tratamentos referentes 
a cada indutor na ausência (-PC) ou presença (+PC) de P. chlamydosporia. A barra em 
cada coluna representa o erro padrão da média. 
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Atividade das enzimas de defesa 

PFO 

Às 24 hai, a PFO apresentou uma atividade elevada em Pc+Mj, diferenciando-se 

dos demais tratamentos, os quais apresentaram atividades similares às das plantas sadias 

(Figura 2). Às 96 hai, observa-se a o aumento da atividade da PFO no tratamento 

Pc+Mj, enquanto que os tratamento Pc e Mj aumentam relativamente pouco os níveis da 

PFO, continuando estatisticamente iguais ao controle. Em relação às 168 hai, a 

atividade da PFO em Pc+Mj foi reduzida quando comparada à medida anterior (96 hai), 

voltando ao patamar equivalente aquele observado às 24 hai. O tratamento Pc 

apresentou atividade estatisticamente igual às do tratamento Pc+Mj no tempo de 168 

hai, enquanto que as plantas do tratamento Mj apresentam uma queda acentuada na 

atividade enzimática, chegando a níveis negativos (Figura 2). 

 

 
Figura 2. Monitoramento, ao longo do tempo, da atividade enzimática da 
polifenoloxidase (PFO) às 24, 96 e 168 horas após a infestação (hai) do solo com 200 
juvenis de segundo estádio (J2) de Meloidogyne javanica (Mj). Os tratamentos 
consistiram de plantas de tomateiro em solo infestado apenas com P. chlamydosporia 
(Pc), com Mj, ou com ambos Pc e Mj. Os valores médios de atividade da PFO estão 
referenciados, em cada ponto, ao eixo das abscissas (valores médios do tratamento 
controle). Os dados foram submetidos à ANOVA e à comparação de médias pelo teste 
de Duncan (P < 0,05; n = 3). Os asteriscos indicam diferença significativa entre os 
tratamentos referentes a cada tempo de coleta. A barra em cada ponto representa o erro 
padrão da média. 
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POX 

Houve maior atividade da POX às 24 hai nos tratamentos Pc e Pc+Mj, as quais 

diferenciaram-se estatisticamente daquelas parasitadas apenas por Mj, destacando que 

neste último tratamento foi observada a repressão na atividade da referida enzima 

(Figura 3). Em relação ao padrão da atividade da POX nas coletas de 96 e 168 hai, estes 

são praticamente idênticos entre os tratamentos, não apresentando diferenças estatísticas 

quando comparadas às plantas sadias (Figura 3).  

 

 
Figura 3. Monitoramento, ao longo do tempo, da atividade enzimática da peroxidase 
(POX) às 24, 96 e 168 horas após a infestação (hai) do solo com 200 juvenis de segundo 
estádio (J2) de Meloidogyne javanica (Mj). Os tratamentos consistiram de plantas de 
tomateiro em solo infestado apenas com P. chlamydosporia (Pc), com Mj, ou com 
ambos Pc e Mj. Os valores médios de atividade da PFO estão referenciados, em cada 
ponto, ao eixo das abscissas (valores médios do tratamento controle). Os dados foram 
submetidos à ANOVA e à comparação de médias pelo teste de Duncan (P < 0,05; n = 
3). Os asteriscos indicam diferença significativa entre os tratamentos referentes a cada 
tempo de coleta. A barra em cada ponto representa o erro padrão da média. 

 
 

FAL  

A resposta da FAL, às 24 hai, foi estatisticamente igual para os tratamentos testados, 

sendo o seu nível de atividade próximo a zero (Figura 4). Todavia, às 96 hai, observou-

se um pico na atividade da FAL nas plantas tratadas apenas com Pc. A atividade da 

FAL às 96h manteve-se estável e próximo a zero para os tratamentos Mj e Pc+Mj. O 

nível da produção da FAL às 168 hai manteve-se praticamente nulo nos tratamentos Pc 
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e Pc+Mj. Contudo, no tratamento Mj às 168 hai, ocorreu o aumento dos níveis dessa 

enzima nos tecidos radiculares (Figura 4). 

 

 
Figura 4. Monitoramento, ao longo do tempo, da atividade enzimática da 
fenilalanina amônia-liase (FAL) às 24, 96 e 168 horas após a infestação 
(hai) do solo com 200 juvenis de segundo estádio (J2) de Meloidogyne 
javanica (Mj). Os tratamentos consistiram de plantas de tomateiro em solo 
infestado apenas com P. chlamydosporia (Pc), com Mj, ou com ambos Pc e 
Mj. Os valores médios de atividade da PFO estão referenciados, em cada 
ponto, ao eixo das abscissas (valores médios do tratamento controle). Os 
dados foram submetidos à ANOVA e à comparação de médias pelo teste de 
Duncan (P < 0,05; n = 3). Os asteriscos indicam diferença significativa 
entre os tratamentos referentes a cada tempo de coleta. A barra em cada 
ponto representa o erro padrão da média. 

 

 

DISCUSSÃO 

 

Os resultados do presente trabalho demonstram que Pochonia chlamydosporia 

(Pc) foi capaz de induzir resistência local ao parasitismo de Meloidogyne javanica (Mj). 

Estudos demonstraram que indutores de AJ aplicados exogenamente desencadeiam 

resistência a Meloidogyne spp. em tomateiro (20, 33, 96, 117), soja (82) e a 

Rotylenchulus reniformis em abacaxi (86). Semelhantemente, nesse estudo, as plantas 

pulverizadas com MeJa apresentaram o menor NG.  Os jasmonatos são derivados de 

moléculas de lipídeos provenientes do ácido α-linolénico, sintetizadas através da rota 
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octadecanoide, e estão envolvidos em uma gama de processos de respostas a estresses 

bióticos e abióticos, bem como à resistência de plantas a insetos (79, 88). Ademais, o AJ 

em plantas está correlacionado com a produção de flavonoides, inibidores de 

proteinases, peróxido de hidrogênio, polifenoloxidases e substâncias orgânicas voláteis 

com atividade antimicrobiana (33, 45, 71, 80, 95, 117), compostos estes que podem ter 

influenciado no ciclo de vida do nematoide nas raízes de tomateirotecido vegetal. 

Além do AJ, o AS possui um papel central na sinalização das respostas de defesa 

das plantas contra patógenos (99). No presente estudo, observou-se a redução não 

significativa do NG por meio da aplicação exógena do ASM. Embora o AS seja 

tipicamente ativo contra patógenos biotróficos (37), existem vários relatos contrastantes 

em relação à eficiência de elicitores desse hormônio na restrição da colonização do 

tecido vegetal pelos nematoides (15, 65, 81).  

Em trabalho realizado por Sanz-Alférez et al. (81) observou-se que a resistência 

não é obtida através da aplicação de elicitores do AS, sendo detectada apenas uma 

redução parcial do NG, fato esse ocorrido no presente estudo. Em contrapartida, 

Molinari & Baser (65) demonstraram que a aplicação de ácido salicílico e ASM foram 

eficientes como indutores de resistência em tomateiro a M. incognita, desde que 

observado o método de aplicação e a concentração do composto. Os autores dos 

trabalhos supracitados discutem que a eficácia dos ativadores em desencadear a 

resistência ao nematoide das galhas é dependente da quantidade e concentração aplicada 

do indutor, as quais determinam o montante do químico absorvido pela planta. Além 

disso, estudos demonstram a capacidade dos nematoides em suprimir a resistência (35, 

112), podendo esse processo ser deferido por meio de silenciamento de genes da planta 

relacionados à defesa (81).  
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No presente trabalho, plantas tratadas com Etf, indutor de etileno, apresentaram 

comportamento similar às plantas tratadas com ASM. Analogamente ao AS, a 

discrepância da função de sinalização do etileno na resistência à doenças tem sido 

abordada em estudos com diferentes interações planta-patógeno (94). Em tomateiro, o 

etileno tem sido associado à indução de respostas de defesa do hospedeiro, bem como à 

promoção da doença. Porém, em relação à atividade desse hormônio volátil no 

desencadeamento de resistência à fitonematoides, os relatos na literatura são escassos. 

Recentemente, Mantelin et al. (59) constataram que a sinalização via etileno não é 

essencial na resistência de plantas de tomate portadoras do gene Mi  mas, em 

compensação, contribui para a resistência basal em plantas suscetíveis. Os resultados do 

presente estudo comprovam a redução do NG quando aplicado Etf exogenamente mas, 

no entanto, tal diferença não foi significativa.  

O tratamento Pc apresentou a menor média de NG, quando aplicado sozinho. 

Esse resultado comprova a eficiência de P. chlamydosporia em desencadear a 

resistência local em raízes de tomateiro ao parasitismo de M. javanica, visto que no 

presente estudo utilizou-se como inóculo a fase J2 do nematoide, a qual P. 

chlamydosporia não é capaz de predar (60). Além disso, o experimento teve 30 dias de 

duração, contados a partir da data da infestação do solo com Mj, fato esse que elimina a 

possibilidade de formação adicional de galhas resultantes de indivíduos provenientes da 

reprodução do inóculo inicial do nematoide. 

Um fato interessante apontado na análise dos resultados é a redução da 

eficiência de PC em desencadear resistência quando da aplicação dos indutores 

químicos em plantas colonizadas previamente pelo fungo. Walters et al. (105) 

comentam que a indução de resistência configura-se como uma resistência de amplo 

espectro contra microrganismos e que, portanto, é razoável sugerir que isso possa 
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interferir com o mutualismo planta-micróbio. Ainda segundo esses autores, tomando-se 

como exemplo o impacto de indutores sobre a interação entre fungos e a planta, três 

respostas diferentes têm sido observadas: (i) a inibição da colonização das raízes (21, 

32), (ii) a redução transitória da colonização (92) e (iii) a não resposta da planta à 

colonização do fungo (87). Portanto, a aplicação dos referidos indutores pode ter 

interferido no processo de colonização e estabelecimento, ou ainda no processo de 

desencadeamento de respostas da planta à colonização por P. chlamydosporia, 

prejudicando assim a indução de resistência a Mj promovida pela aplicação de Pc 

isoladamente. 

Analisando-se o comportamento da atividade da PFO no tratamento Pc+Mj ao 

longo do tempo, nota-se que, às 24 hai, PFO apresenta uma maior atividade quando 

comparada aos demais tratamentos, os quais não diferenciam-se das plantas controle. 

Essa elevada atividade em Pc+Mj pode ter influenciado diretamente na penetração e na 

mobilidade do nematoide no interior da planta, visto que os componentes resultantes da 

atividade da PFO são altamente reativos, modificando as ligações cruzadas de vários 

constituintes celulares (4, 45, 56). Às 96 hai observa-se a duplicação da atividade da 

PFO, momento esse em que o nematoide está em pleno processo de estabelecimento do 

sítio de alimentação (76) e, portanto, mais suscetível ao sistema de defesa da planta 

devido ao seu hábito sedentário. Além de interferir com a estrutura celular, a PFO 

contribui para a defesa celular da planta por meio da oxidação dos compostos fenólicos 

e sua conversão em quinonas antimicrobianas (45, 68, 91), compostos esses tóxicos aos 

nematoides.  

Vale destacar que, quando as plantas são tratadas apena com Pc ou com Mj 

isoladamente, os níveis da PFO às 24 e 96 hai apresentaram-se no mesmo patamar das 

plantas sadias. Todavia, quando ambos organismos interagem com a planta de 
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tomateiro, ocorreu um aumento significativo da atividade desta enzima nos referidos 

tempos, podendo este fenômeno ser resultado de um estado de priming (17, 18) que, 

embora não apresente significância estatística entre os demais tratamentos, 

provavelmente possui papel fundamental no rápido acúmulo da referida enzima em 

Pc+Mj. Fato semelhante foi observado por Hao et al. (41) em relação à expressão dos 

genes da quitinase (CHI), shiquimate (ESPS) e integridade da membrana plasmática 

(HIP), em videira induzida por Glomus intraradices no controle de Xiphinema index, 

genes estes que só apresentaram regulação positiva na interação fungo-videira-

nematoide.  

Em relação às 168 hai, constatou-se a redução da atividade da PFO, da mesma 

forma como ocorreu no tratamento Mj, porém neste último a nível negativo. Esse 

comportamento pode ser reflexo da drástica alteração no padrão transcricional das 

plantas infectadas por Meloidogyne (27, 40, 76) que durante o parasitismo pode estar 

interferindo na atividade da PFO. Entretanto, como a atividade da enzima em plantas 

tratadas com Pc+Mj foi elevada, possivelmente o nematoide não conseguiu reduzi-la a 

ponto de torna-la nula ou negativa. Essa conclusão pode ser corroborada se 

compararmos o padrão da curva dos tratamentos Mj e Pc+Mj com aquele que possui 

apenas Pc.  

A atividade da POX no tratamentos que possuíam Pc (Pc e Pc+Mj) foi elevada, 

diferenciando-se das plantas parasitadas apenas por Mj. Vale ressaltar que P. 

chlamydosporia induz a formação de papila na raiz durante sua interação com a planta 

(9, 31, 61), estrutura esta que funciona como barreira contra a penetração e a troca de 

metabólitos entre o hospedeiro e o patógeno, além de servir como um mecanismo de 

reparo da parede celular após a invasão (72), podendo esse processo conduzido pela 

POX (10). 
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Às 24 hai, observou-se uma baixa atividade da POX na raiz parasitada apenas 

por Mj. Este comportamento pode ser reflexo da repressão dos genes de defesa da 

planta referentes à POX pela ação de Mj, fato este relatado por diversos autores (7, 43, 

52). Outra hipótese seria o atraso da defesa da planta resultante do não reconhecimento 

de Mj que é devido, pelo menos em parte, à alteração da composição da cutícula após 

cada ecdise. A cutícula contém proteínas denominadas lectinas, as quais ligam-se aos 

carboidratos do hospedeiro dificultando, assim o, reconhecimento do nematoide (25). 

Entretanto, até o presente momento, nenhum receptor PAMP foi identificado em plantas 

que estejam dirigidos a nematoides (113). Outra estratégia utilizada por Meloidogyne 

para suprimir a ação da POX é a produção da enzima peroxirredoxina, que é excretada 

durante a migração no tecido via poro excretor e situada por toda a periferia do corpo do 

nematoide quando estabelecido seu estado sedentário, protegendo-o durante o 

parasitismo (30). 

Embora os valores da atividade da POX nos tratamentos Pc e Pc+Mj às 24 hai 

não diferenciem estatisticamente, pode-se inferir o efeito de priming devido ao aumento 

da atividade desta enzima quando na presença do nematoide. O mesmo ocorreu para as 

demais coletas, onde o comportamento da atividade da POX desses dois tratamentos às 

96 e 168 hai são semelhantes. Ainda que não haja diferenças entre todos os tratamentos 

testados nas coletas de 96 e 168 hai, pode-se observar a atividade positiva da POX nos 

tratamentos Pc e Pc+Mj, enquanto que no tratamento Mj àquela foi sempre negativa.  

Ao final, se analisarmos o comportamento da atividade enzimática da POX em 

plantas colonizadas por Pc e Pc+Mj, notar-se-á que as curvas são praticamente idênticas 

entre si e reguladas positivamente, enquanto que no tratamento Mj apresentou-se 

reprimida em todos os tempos, respaldando assim a mudança no padrão da atividade 

dessa enzima nessas interações e no desencadeamento da resistência. Devido à 
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complexidade das reações mediadas pela POX, efeitos adicionais sobre a produção de 

outros compostos de defesa podem ocorrer quando a expressão da referida enzima é 

alterada (89). Além disso, algumas isoformas de POX possuem a capacidade de inativar 

compostos derivados do nematoide, a exemplo da oxidação de toxinas e da degradação 

enzimas hidrolíticas, tornando-as compostos neutros (116). Dessa forma, caso a POX 

induzida por P. chlamydosporia não esteja agindo diretamente sobre o patógeno (62), 

esta pode estar atuando como catalizador na produção compostos que reforçam a parede 

celular tais como lignina, suberina e  papilas (57, 97). 

O AS é um composto fenólico que pode ser sintetizado pela planta a partir do 

corismato, utilizando-se duas vias distintas, as quais envolvem a isocorismato sintase e 

ou a fenilalanina amônia liase (99). Esse tipo de sinalização é desencadeada 

principalmente em interações com patógenos biotróficos  (75). Observou-se que às 24 

hai, atividade da FAL foi praticamente nula em todos os tratamentos, ocorrendo às 96 

hai, uma elevação na atividade dessa enzima em Pc. Tal fato pode ser decorrente da 

resposta da planta à interação com Pc ser mediada, possivelmente, pela produção de 

FAL, o que limitaria a colonização de seus tecidos pelo fungo via AS. Entretanto, a 

planta permite a colonização das células da epiderme e do córtex (31, 58), não 

permitindo que o fungo atinja os vasos condutores, o que certamente o tornaria um 

agente patogênico. 

A atividade da FAL nos tratamentos que possuíam Mj às 96 hai, foi reprimida 

quando comparada ao tratamento que continha apenas Pc. Esse comportamento pode 

estar relacionado à supressão da defesa da planta induzidas por Mj. Trabalhos recentes 

demonstram que Meloidogyne induz uma drástica alteração no padrão transcricional das 

plantas infectadas (27, 40, 76), inclusive com a regulação negativa de genes 

relacionados com a defesa da planta, estando entre estes a repressão da ativação da rota 
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do AS (76). Vale salientar que a resistência de tomateiros portadores do gene Mi é 

consequência da produção de AS, uma vez que plantas deficientes na produção desse 

composto foram suscetíveis ao parasitismo do nematoide (11), sendo possível restaurar 

a resistência a partir da aplicação exógena de benzotiadiazole (55). Dessa forma, a 

regulação negativa do AS pode ter auxiliado a colonização de P. chlamydosporia na 

raiz, visto que uma das formas de defesa planta, como já discutido anteriormente, é 

relacionada com a produção desse composto (38, 99, 118). 

Às 168 hai, o nematoide está no processo final de estabelecimento do sítio de 

alimentação, o qual já apresenta a formação de células gigantes contendo vários 

núcleos, resultado de repetidas cariocineses sem citocinese (26, 53), tornando-se, 

portanto, mais difícil a limitação dos danos causado por esse fitopatógeno. Portanto, os 

resultados do presente trabalho indicam o acúmulo de FAL não participa da resposta de 

defesa induzida por P. chlamydosporia a M. javanica. Comportamento semelhante foi 

observado por Siddiqui & Shaukat (84), os quais observaram que Pseudomonas spp. 

induziram resistência contra M. javanica por meio de uma via de transdução de sinal, a 

qual é independente do acúmulo de AS nas raízes. 

Esse é o primeiro relato de P. chlamydosporia, fungo amplamente estudado no 

controle de nematoides, induzindo resistência a um fitopatógeno. Parte do repertório da 

defesa elicitada baseia-se na atividade da polifenoloxidase e peroxidase, enzimas estas 

que podem contribuir pela ação direta no patógeno ou contribuindo para a formação de 

barreiras para o reforço da estrutura celular (45, 68). A FAL aparentemente, não atua 

diretamente no desencadeamento da resistência local a M. javanica. Dessa forma, além 

do parasitismo direto do fungo sobre ovos de M. javanica, P. chlamydosporia possui 

ainda um modo de ação adicional, o qual está relacionado com indução de resistência 

local e a ativação do estado de priming na planta. 
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CAPÍTULO 2 

Aspectos moleculares e herdabilidade da resistência induzida por 
Trichoderma atroviride em tomateiro ao nematoide das galhas  
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RESUMO 

MEDEIROS, Hugo Agripino, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 
2014. Aspectos moleculares e herdabilidade da resistência induzida por 
Trichoderma atroviride em tomateiro ao nematoide das galhas. Orientador: Leandro 
Grassi de Freitas. 
 
No presente estudo foi avaliada a capacidade de Trichoderma atroviride T11 (Ta) em 

desencadear resistência sistêmica a Meloidogyne javanica (Mj) em plantas de tomateiro, 

utilizando o sistema de raiz bipartida. Desenvolveram-se três ensaios sendo, o ensaio I 

avaliou a resistência e a expressão dos genes PR1, LOX1, TPX1, LERBOH1 e LECHS2 

ao longo do tempo na interação tomateiro-Ta-Mj. O ensaio II analisou o número total de 

nematoides na raiz (NTNR) e os estádios de desenvolvimento destes. Por fim, o ensaio 

III teve como escopo avaliar, a partir do plantio de sementes derivadas das plantas do 

ensaio I, a herdabilidade da resistência induzida por Ta. Com base nos resultados, pode-

se concluir que Ta induz resistência sistêmica à Mj em plantas de tomateiro por meio da 

via do ácido salicílico, tendo como um dos fatores determinantes a produção de lignina, 

espécies reativas de oxigênio e fitoalexinas. Tais fatores tiveram efeito principalmente 

no desenvolvimento do ciclo de vida e do sítio de alimentação do nematoide, resultando 

na manutenção de estádios mais jovens de Mj e consequentemente na redução do 

número de galhas (NG). Porém, a indução de resistência, no ensaio I, não interferiu na 

reprodução de Mj. A resistência induzida por Ta foi herdada pela progênie e esta 

apresentou a ativação da mesma rota sinalizadora que às plantas parentais, entretanto de 

forma mais intensa, o que resultou na redução do NG e interferiu na reprodução de Mj, 

diminuindo o número de massas de ovos (NMO). Os genes TPX1 e LERBOH1 

apresentaram expressão elevada, enquanto que LECHS2 não participou do 

desencadeamento da resistência. Esse é o primeiro relato de Trichoderma induzindo 

resistência a um nematoide fitoparasita, bem como a aquisição da resistência induzida 

por esse referido fungo pela progênie de plantas de tomateiro. 

Palavras-chave: Meloidogyne javanica, expressão de genes de defesa, mecanismos 
epigenéticos, herdabilidade, priming. 
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INTRODUÇÃO 

 

O gênero Meloidogyne Göldi, compreende um grupo de parasitas obrigatórios de 

plantas altamente polífagos, amplamente distribuído e responsável por perdas 

significativas na agricultura mundial (50, 66, 73). No entanto, é geralmente admitido 

que quatro espécies principais Meloidogyne incognita, M. arenaria, M. javanica e M. 

hapla, bem como algumas espécies emergentes como M. enterolobii Yang & Eisenback 

e M. chitwoodi Golden et al., são responsáveis pela maioria dos danos causados às 

culturas (17).  

As espécies do gênero Meloidogyne, vulgarmente denominado como nematoide 

das galhas, alimentam-se em células parenquimáticas radiculares, nas quais estabelecem 

seu sítio de alimentação por meio da indução de repetidas cariocineses sem que haja 

citocineses, tornando-as multinucleadas. Na sequência, ocorre hiperplasia e hipertrofia 

das células que levarão à formação do sintoma típico de galhas (16, 23, 58). Estas 

modificações são mediadas, pelo menos em parte, por meio de secreções do estilete, as 

quais são produzidas pelas glândulas esofágicas do nematoide (42, 81). Estas glândulas 

liberam moléculas denominadas efetores, que possuem como funções bloquear o 

sistema de defesa da planta, bem como modificar a célula do hospedeiro, tornando-a 

uma fonte permanente de alimento (34, 46, 65).  

 O manejo de nematoides constitui uma tarefa difícil e tem sido baseado, nos 

últimos 50 anos, na aplicação de nematicidas químicos. Entretanto, apesar desses 

nematicidas serem moderadamente eficientes, seu uso tem sido questionado devido à 

crescente preocupação referente à contaminação ambiental e riscos à saúde humana, 

bem como ao alto custo de aplicação (67, 73, 74). Dessa forma, estudos sobre o uso de 

microrganismos antagonistas estão recebendo atenção cada vez maior (26, 36, 73), 
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sendo os fungos organismos particularmente interessantes para o manejo de nematoides 

(100). 

O fungo Trichoderma tem sido amplamente estudado no controle de 

fitopatógenos e, dentre estes, nematoides (2, 30, 54, 72, 85, 89, 92, 95, 102). Os 

mecanismos de parasitismo, antibiose e competição de Trichoderma spp. tem sido 

explorados em diversos trabalhos (22, 91) e, segundo Szabó et al. (102), mais de 100 

diferentes metabólitos com atividade antimicrobiana tem sido descritos, estando 

incluídas várias enzimas degradadora de parede celular (glucanases, quitinase, proteases 

e lipases).  

Além da ação direta do fungo sobre fitopatógenos, Trichoderma também é capaz 

de induzir, durante a interação com a planta, uma intensa resposta de defesa desta contra 

organismos invasores (10, 39, 61, 71, 97). A resistência desencadeada por Trichoderma 

é resultante da produção de uma variedade de padrões moleculares associados a 

micróbios, MAMPs  a exemplo da hidrofobina SM1 (24, 25), da xilanase Xyn2/Eix (83) 

e da endopoligalacturonase ThPG1 (69). Esses MAMPs atuam estimulando diversos 

tipos de defesa na planta, tais como a imunidade desencadeada por micróbios (MAMP-

triggered immunity, MTI)(59). 

A resistência induzida por Trichoderma em diferentes interações envolve vários 

aspectos, destacando-se entre eles a ativação de diferentes componentes de defesa da 

planta, à citar: ácido salicílico (AS) (19, 63, 86, 87, 105), ácido jasmônico (AJ) e etileno 

(56, 77, 88), quitinase, β-1,3-glucanase (93, 109), peroxidase (87, 93), bem como o 

acúmulo de fitoalexinas (19, 86, 114). 

Nos últimos anos, a indução de defesa sistêmica a fitonematoides, promovida 

por diferentes organismos a partir da colonização das raízes, tem sido relatada em várias 

culturas, incluindo Xiphinema index em videira (38), Pratylenchus coffeae e 
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Radopholus similis em bananeira (27) e Meloidogyne spp. em tomateiro (53, 94, 112).  

Entretanto, não se dispõe de dados na literatura sobre resistência desencadeada por 

Trichoderma ao nematoide das galhas, sendo esse aspecto importante para o 

entendimento da relação nematoide-planta-fungo e para a implantação de uma nova 

estratégia de manejo com a otimização da aplicação do biocontrolador. 

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de indução 

de resistência sistêmica de Trichoderma atroviride em tomateiro a Meloidogyne 

javanica, assim como a herdabilidade da resistência induzida na progênie das plantas. 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

O presente trabalho consistiu de três ensaios individuais nos quais: ensaio I consistiu 

em avaliar o nível de doença da planta, a reprodução de Mj e a expressão de genes 

relacionados com a sinalização/defesa da planta. Em seguida, para complementar o 

ensaio I, elaborou-se o ensaio II com o intuito de mensurar a penetração e o 

desenvolvimento do nematoide no tecido hospedeiro. Por fim, para a montagem do 

ensaio III, foi realizada a partir da coleta e plantio das sementes de todos os tratamentos 

do ensaio I, com o escopo de avaliar a herdabilidade da resistência induzida. Abaixo, 

seguem em detalhes os procedimentos adotados nos ensaios supracitados. 

Material vegetal 

No ensaio I, foram utilizadas sementes de tomateiro (Solanum lycopersicum cv. 

Marmande). Procedeu-se a desinfestação destas imergindo-as em solução de etanol a 

70% sob agitação durante 10 minutos. Em seguida, descartou-se o etanol e adicionou-se 

uma solução de hipoclorito de sódio a 50%, submetendo-se novamente à agitação 

durante 10 minutos. Em câmara de fluxo laminar, descartou-se a solução de hipoclorito 
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e realizou-se a lavagem das sementes por três vezes com água destilada esterilizada. Por 

fim, as sementes foram armazenadas a 4°C, por 12 h, em tubo de ensaio contendo água 

destilada esterilizada. Posteriormente, as sementes foram semeadas em vasos de 1/2 

litro contendo substrato organomineral Tref® previamente autoclavado por 2 vezes à 

121°C. 

Foram utilizadas plantas de tomateiro de cinco semanas transplantas sob o sistema 

de raiz bipartida, como descrito por Moreno et al. (70), sendo cada porção da raiz 

depositada em um vaso de 1/2 litro, contendo substrato Tref® e vermiculita, na 

proporção 3:1 previamente autoclavado por duas vezes a 121°C. 

Ensaio I: Indução de resistência 

O substrato em torno de uma das porções das raizes, de acordo com o tratamento, 

foi infestado uma semana após o transplantio pela deposição de 1 mL da suspensão de 

107ml-1 esporos de T. atroviride T11 (Ta). Cinco dias após a infestação do solo com Ta, 

a outra porção da raiz foi inoculada com 500 juvenis de segundo estádio (J2) de M. 

javanica (Mj) obtidos segundo metodologia proposta por Baermann (7). Cada unidade 

experimental foi composta por uma planta com o sistema radicular bipartido, sendo os 

tratamentos desenhados da seguinte forma: (vaso 1 = indutor e vaso 2 = resposta): água-

água, Ta-água, água-Mj, Ta-Mj, Ta+Mj-água (Figura 1). 
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Figura 1: Modelo esquemático de raiz bipartida aplicado nos ensaios I e II. Foram utilizadas 
plantas de tomateiro de cinco semanas. Os tratamentos consistiram em plantas em solo o qual foi 
aplicado apenas água (água-água), plantas em solo infestado apenas com T. atroviride (Ta-água) ou com 
M. javanica (água-Mj), bem como plantas em solo infestado com T. atroviride e M. javanica 
separadamente (Ta-Mj) ou no mesmo vaso (Ta+Mj-água). 
 

Às 24, 96 e 144 horas após a infestação (hai) do solo com Mj, realizou-se coletas de 

cinco raízes-resposta/tratamento para a análise da expressão gênica. Aos 30 dias após a 

infestação, foram coletadas, nos tratamentos que continham o Mj, cinco 

raízes/tratamento para avaliação do número de galhas (NG), número de massas de ovos 

(NMO). Os dados obtidos foram utilizados para calcular o NMO/NG. Para a análise do 

NMO, procedeu-se a coloração das massas de ovos utilizando fucsina ácida, de acordo 

com Silva et al. (96). 

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 

dez repetições por tratamento. Os dados foram transformados, quando necessário, para 

atender as pressuposições estatísticas de normalidade e homogeneidade de variâncias. 

Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas 

pelo teste de Tukey (P  ≤ 0,05) utilizando o software Statistica 7.   

Ensaio II: Penetração e estádios de desenvolvimento 

 Os procedimentos de instalação do ensaio III foram semelhantes ao do ensaio I, 

alterando-se apenas o número de J2 aplicado ao solo (300 J2 neste caso) e o momento 

da coleta para as análises de penetração e estádios de desenvolvimento, o qual foi 

realizada ao décimo quinto dia após a infestação do solo com Mj. Quatro raízes por 
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tratamento foram coletadas e submetidas ao processo de coloração utilizando fucsina 

ácida de acordo com Bybd et al. (15). Após a coloração, as análises do número total de 

nematoides na raiz (NTNR) e dos estádios de desenvolvimento (J2, J3, J4 e adulto) 

foram realizadas segundo Abad et al. (1). O ensaio foi instalado em delineamento 

inteiramente casualizado com quatro repetições. Os dados foram transformados, quando 

necessário, visando atender as pressuposições estatísticas de normalidade e 

homogeneidade de variâncias. Os resultados obtidos foram submetidos à análise de 

variância e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P  ≤ 0,05) utilizando o software 

Statistica 7.   

Análise da expressão gênica 

Para a análise da expressão gênica, cinco raízes/tratamento do ensaio I foram 

coletadas, lavadas com água para retirada do substrato e armazenadas imediatamente em 

nitrogênio líquido. O RNA total foi extraído utilizando o reagente TRIZOL® 

(Invitrogen), seguindo as instruções do fabricante, sendo em seguida, purificado com 

RNeasy MinElute Cleanup kit (Qiagen). A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir 

de 1 µL (1.000 ng)  de RNA  utilizando-se Transcriptor PrimeScript RT reagente Kit® 

conforme recomendação do fabricante. A transcrição reversa seguida de PCR 

quantitativo em tempo-real (qRT-PCR) foi realizada utilizando Kapa Sybr® Fast qPCR 

Kit (Kapa Biosystems) em um sistema detector de sequências (Step One Plus®, Applied 

Biosystems) seguindo as instruções do fabricante. Os ciclos de temperatura foram 

programados da seguinte forma: um ciclo de 20 s a 95°C, 40 ciclos de 3 s a 95°C e 30 s 

a 60°C. Os dados foram analisados no software Step One® v.2.2.2 (Applied 

Biosystems), e os dados foram normalizados tomando como base a expressão endógena 

da actina (ACT). Os primers utilizados nesse estudo são listados na Tabela 1. 
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Tabela 1.  Lista dos primers utilizados na análise de qRT-PCR  

  Primers (sequência 5’-3’)  

Genes         Forward                  Reverse Referência 

LOX1 GCCTCTCTTCTTGATGGAG GTAGTGAGCCACTTCTCCAA Monte, E.* 

PR1 CCTCAAGATTATCTTAACGCTC TACCATTGCTTCTCATCAACC Monte, E.* 

TPX1 GCTTTGTCAGGGGTTGTGAT TGCATCTCTAGCAACCAACG (31) 

LERBOH1 GTCAGGCTTCTACAGAAAAC GTTGATTACAGTAGCCGGTTC (84) 

LECHS2 TTCGGTTAAGCGGCTCATGA CTCGAGCACCCTTGTTGTTCTC (4) 

MYC2 CTGAAAAGAAGCCGAGGAAGC GCATCTCCAAGAAGTGATGCC Este trabalho 

ACT CACCACTGCTGAACGGGAA GGAGCTGCTCCTGGCAGTTT Monte, E.* 

LOX1: lipoxigenase 1; PR1: proteína-PR1; TPX1: peroxidase; LERBOH1: NADPH oxidase; LECHS2: 
chalcona sintase; MYC2: fator transcricional; ACT: actina; * primers cedidos pelo professor Enrique 
Monte (não publicado). 

Ensaio III: Herdabilidade da resistência induzida 

Para avaliar a herdabilidade da resistência induzida desencadeada por Ta, coletaram-

se dois frutos provenientes de plantas distintas dentro de cada tratamento no ensaio I. As 

sementes retiradas dos frutos, foram lavadas e armazenadas a 4°C por 12 h. 

Posteriormente, as sementes foram desinfestadas seguindo o mesmo procedimento 

supracitado, procedendo-se o plantio destas em vasos de 1/2 litro contendo substrato 

comercial Tref® previamente autoclavado por 2 vezes à 121°C. Aos 15 dias após o 

plantio efetuou-se a coleta de dez plantas por tratamento para análise da expressão dos 

genes PR1, LOX1, TPX1, LERBOH1, LECHS2 e MYC2, a qual foi realizada seguindo a 

mesma metodologia do utilizada no ensaio I. Aos 21 dias após o plantio, infestou-se o 

substrato com 1000 ovos de Mj. Aos 30 dias após a infestação do substrato, foram 

avaliados o NG, NMO e, a partir desses dados, calculou-se o NMO/NG. 

O ensaio foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com cinco 

repetições. Os dados foram transformados, quando necessário, visando atender as 

pressuposições estatísticas de normalidade e homogeneidade de variância. Os resultados 
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obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo teste de 

Tukey (P  ≤ 0,05) utilizando o software Statistica 7. 

 
RESULTADOS 

Ensaio I: Indução de resistência 

Foram observadas diferenças significativas entre as análises das médias 

referentes às variáveis NG, NMO e NMO/NG no ensaio I. Em relação ao NG, o 

tratamento controle (água-Mj) apresentou a maior média, enquanto Ta-Mj e Ta+Mj-

água obtiveram os menores valores, diferenciando-se do tratamento controle, assim  

como entre si (Figura 2A). No que concerne ao NMO, a média do tratamento Ta-Mj foi 

estatisticamente igual à de água-Mj bem como à de Ta+Mj-água. Contudo, houve 

diferença significativa entre água-Mj e Ta+Mj-água (Figura 2B). No tocante ao 

NMO/NG, esta seguiu a mesma tendência da variável NMO (Figura 2C). 

 
FIGURA 2. Análise da resistência e da reprodução decorrente do parasitismo de Meloidogyne 
javanica em tomateiro aos 30 dias após a infestação do solo (Ensaio I). A: Número de galhas 
(NG); B: número de massas de ovos (NMO) e C: número de massas de ovos/número de galhas 
(NMO/NG). Os tratamentos consistiram de plantas em solo o qual foi aplicado apenas água (água-
água), plantas em solo infestado apenas com T. atroviride (Ta-água) ou com M. javanica (água-
Mj), bem como plantas em solo infestado com T. atroviride e M. javanica separadamente (Ta-Mj) 
ou no mesmo vaso (Ta+Mj-água). A unidade experimental foi constituída por uma planta com o 
sistema radicular bipartido. Os dados foram submetidos à ANOVA e à comparação de médias pelo 
teste de Tukey (P<0,05; n=5). Colunas seguidas de diferentes letras indicam diferença significativa 
entre tratamentos. A barra em cada coluna representa o erro padrão da média. 
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Ensaio II. Penetração e estádios de desenvolvimento  

Diferenças significativas foram observadas entre os tratamentos em relação à 

variável NTNR, bem como entre as fases do ciclo de vida do patógeno, após 15 dias a 

infestação do solo com Mj (Figuras 3A e 3B). A análise dos dados demonstra que o 

NTNR de água-Mj  foi estatisticamente igual ao de Ta-Mj e maior do que Ta+Mj-água. 

Estes dois últimos tratamentos não apresentaram diferenças significativas entre si 

(Figura 3A). 

Quanto aos estádios de desenvolvimento, o número de J2 foi estatisticamente 

semelhante entre água-Mj e Ta-Mj, e maior neste último do que em Ta+Mj-água 

(Figura 3B). Com relação ao estádio J3, não foram observadas diferenças significativas 

entre os tratamentos. Tendo-se em consideração o estádio J4, o número de nematoides 

em água-Mj foi maior do que em Ta+Mj-água, mas estatisticamente semelhante a Ta-

Mj . Quanto à fase adulta, as médias de Ta-Mj e Ta+Mj-água foram significativamente 

menores do que no tratamento controle (Figura 3B). 

 
FIGURA 3. Número de juvenis e fases de desenvolvimento de Meloidogyne javanica que 
penetraram à raiz aos 15 dias após a infestação do solo com 300 J2 (Ensaio II). A: Número total 
de nematoides na raiz (NTNR); B: Estádio de desenvolvimento de M. javanica (J2= juvenil de 
segundo estádio, J3 = juvenil de terceiro estádio, J4 = juvenil de quarto estádio). Os tratamentos 
consistiram em plantas em solo o qual foi aplicado apenas água (água-água), plantas em solo 
infestado apenas com T. atroviride (Ta-água) ou com M. javanica (água-Mj), bem como plantas 
em solo infestado com T. atroviride e M. javanica separadamente (Ta-Mj) ou no mesmo vaso 
(Ta+Mj-água). A unidade experimental foi constituída por uma planta com o sistema radicular 
bipartido. Os dados das variáveis J3 e J4 foram transformados para Log10 e da variável Adulto 
foram transformados para Log x+1, sendo apresentados nos gráficos os valores não 
transformados. Os dados foram submetidos à ANOVA e à comparação de médias pelo teste de 
Tukey (P<0,05; n=4). Colunas seguidas de diferentes letras indicam diferença significativa entre 
tratamentos. A barra em cada coluna representa o erro padrão da média. 
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Análises da expressão gênica 

Ensaio I: Análise da rota de sinalização  

De forma holística, quando se analisa a expressão de PR1 ao longo do tempo, nota-

se que nos tratamentos que contém Ta, ocorre o aumento da expressão desse gene ao 

longo do tempo sendo, de forma geral, regulado positivamente. Já a análise da 

expressão de LOX1 permitiu inferir que o mesmo só foi expresso positivamente às 24 

hai, nos tratamentos Ta-água e água-Mj, sendo reprimido em todos os tratamentos nos 

demais tempos, resultando em níveis negativos (Figura 4). 

Analisando-se cada tratamento isoladamente, verificou-se que em Ta-água, às 24 

hai, ocorre a expressão de LOX1 e a repressão de PR1. Não obstante, constata-se a 

inversão desse panorama às 96 hai, quando observa-se a elevada expressão de PR1 e a 

manutenção de sua regulação positiva às 144 hai, contrastando com LOX1 que reduz 

significativamente nos referidos tempos (Figura 4). Em referência a água-Mj, nota-se 

que às 24 hai os valores da expressão dos genes LOX1 e PR1 foram positivos e 

semelhantes entre si. Porém, às 96 hai houve uma redução nos níveis negativos em 

ambas expressões, sendo esta mais acentuada em LOX1, o qual continua sendo regulado 

negativamente às 144 hai, enquanto que em PR1 aumenta a sua expressão, alcançando 

níveis positivos (Figura 4). 

Tendo em consideração plantas do tratamento Ta-Mj coletadas às 24 hai, constatou-

se a regulação negativa de ambos os genes LOX1 e PR1. Contudo, às 96 hai, ocorre uma 

superexpressão do gene PR1 elevando-o a níveis positivos, enquanto que a expressão de 

LOX1 permanece reprimida e praticamente inalterada, sendo reduzida ainda mais às 144 

hai. Neste mesmo tempo, a expressão de PR1 apresenta um pequeno aumento (Figura 

4).  
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FIGURA 4. Monitoramento, ao longo do tempo, da expressão gênica de LOX1 
(marcador do ácido jasmônico) e de PR1 (marcador do ácido salicílico) no ensaio I. Os 
tratamentos consistiram em plantas em solo no qual foi aplicado apenas água (água-
água), plantas em solo infestado apenas com T. atroviride (Ta-água) ou com M. javanica 
(água-Mj), bem como plantas em solo infestado com T. atroviride e M. javanica 
separadamente (Ta-Mj). A unidade experimental foi constituída por uma planta com o 
sistema radicular bipartido. Os valores médios do nível de expressão relativa foram 
quantificados a partir de extração do RNA de cinco plantas/tratamento, e referenciados 
ao eixo das abscissas (média da expressão relativa do tratamento controle). A barra em 
cada ponto representa o erro padrão da média. 

 

Ensaio I: Análise de genes de defesa 

O nível de expressão de TPX1 em Ta-Mj foi negativo às 24 hai, sofrendo 

significativo aumento com o decorrer do tempo. Plantas do tratamento Ta-água 

apresentaram comportamento semelhante ao tratamento supracitado, embora 

apresentando níveis mais baixos de expressão. Em relação ao tratamento água-Mj, este 

exibiu valores positivos às 24 hai, sendo suprimidos nos demais tempos analisados, 

alcançando níveis negativos (Figura 5). 

Houve regulação negativa do gene LERBOH1 nos tratamentos água-Mj e Ta-

água em todos os tempos analisados, sendo àquela mais intensa em Ta-água. O 

tratamento Ta-Mj apresentou níveis de regulação de LERBOH1 semelhantes aos dos 

demais tratamentos às 24 hai mas, a partir das 96 hai, houve um incremento em sua 
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expressão a qual atingiu níveis positivos (Figura 5). Já em relação a LECHS2, observou-

se a supressão da expressão desse gene em praticamente todos os tratamentos e tempos 

analisados, à exceção de Ta-Mj, o qual apresentou níveis positivos às 144 hai (Figura 

5). 

 
FIGURA 5. Monitoramento, ao longo do tempo, da expressão gênica de TPX1: peroxidase; 
LERBOH1: NADPH oxidase; LECHS2: chalcona sintase no ensaio I. Os tratamentos consistiram em 
plantas em solo no qual foi aplicado apenas água (água-água), plantas em solo infestado apenas com 
T. atroviride (Ta-água) ou com M. javanica (água-Mj), bem como plantas em solo infestado com T. 
atroviride e M. javanica separadamente (Ta-Mj). Os valores médios do nível de expressão relativa 
foram quantificados a partir de extração do RNA de cinco plantas/tratamento, e referenciados ao 
eixo das abscissas (média da expressão relativa do tratamento controle). A barra em cada ponto 
representa o erro padrão da média. 

Ensaio III: Herdabilidade da resistência induzida 

Análise da resistência 

As plantas do tratamento Ta-Mj e Ta+Mj-água apresentaram, aos 15 dias após o 

semeio, menor desenvolvimento das partes aéreas quando comparadas com os demais 

tratamentos (Figura 6). 
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FIGURA 6. Plantas F1 aos 15 dias após a semeadura. Os tratamentos 
consistiram no plantio de sementes proveniente das plantas do Ensaio I, 
constituído por plantas em solo no qual foi aplicado apenas água (água-água), 
plantas em solo infestado apenas com T. atroviride (Ta-água) ou com M. 
javanica (água-Mj), bem como plantas em solo infestado com T. atroviride e 
M. javanica separadamente (Ta-Mj) ou no mesmo vaso (Ta+Mj-água). 
 

Com base nos resultados do ensaio III, constatou-se diferença significativa entre 

as médias referentes às variáveis NG, NMO e NMO/NG.  Com relação à NG, os 

tratamentos água-água e água-Mj apresentaram as maiores médias. Ta-água e Ta+Mj-

água foram iguais entre si, enquanto que Ta-Mj apresentou a menor média, não 

diferenciando de Ta+Mj-água (Figura 7A).  

No tocante à NMO, os tratamentos água-água e água-Mj obtiveram as maiores 

médias, não diferenciando estatisticamente entre si, mas sim em relação aos demais 

tratamentos. Ta-água, Ta-Mj e Ta+Mj-água não apresentaram diferenças significativas 

entre si (Figura 7B). No que diz respeito à NMO/NG, o comportamento dos tratamentos 

relativos à essa variável foi semelhante ao de NMO (Figura 7C). 
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FIGURA 7. Análise da resistência na progênie de tomateiros submetidos à indução de 
resistência e da reprodução decorrente do parasitismo de Meloidogyne javanica em 
tomateiro aos 30 dias após a infestação do solo (Ensaio III). A: Número de galhas (NG); 
B: número de massas de ovos (NMO) e C: número de massas de ovos/número de galhas 
(NMO/NG) resultante do parasitismo de M. javanica aos 30 dias após a inoculação. Os 
tratamentos consistiram no plantio de sementes proveniente das plantas do Ensaio I, o 
qual foi constituído por plantas em solo o qual foi aplicado apenas água (água-água), 
plantas em solo infestado apenas com T. atroviride (Ta-água) ou com M. javanica 
(água-Mj), bem como plantas em solo infestado com T. atroviride e M. javanica 
separadamente (Ta-Mj) ou no mesmo vaso (Ta+Mj-água). A unidade experimental foi 
constituída por uma planta por vaso. Os dados da variável NMO foram transformados 
para Log10, sendo apresentado no gráfico os valores não transformados. Os dados foram 
submetidos à ANOVA e à comparação de médias pelo teste de Tukey (P<0,05; n=5).  
Colunas seguidas de diferentes letras indicam diferença significativa entre tratamentos. 
A barra em cada coluna representa o erro padrão da média. 

 

 

Análise da rota de sinalização  

As plantas F1 apresentaram expressão diferencial entre LOX1 e PR1 para todos 

os tratamentos, sendo observada a maior discrepância na expressão desses genes em Ta-

Mj, no qual a expressão de PR1 foi maior do que a de LOX1 (Figura 8). 

A expressão de ambos os genes foi negativa em Ta-água, enquanto que nos 

tratamentos água-Mj  e Ta-Mj-água a expressão de PR1 foi induzida e a de LOX1 

reprimida (Figura 8). 
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FIGURA 8. Análise da expressão gênica de LOX1 (marcador do ácido jasmônico) e de 
PR1 (marcador do ácido salicílico) aos 15 dias após o plantio (Ensaio III). Os 
tratamentos consistiram no plantio de sementes proveniente das plantas do Ensaio I, 
constituído por plantas em solo no qual foi aplicado apenas água (água-água), plantas 
em solo infestado apenas com T. atroviride (Ta-água) ou com M. javanica (água-Mj), 
bem como plantas em solo infestado com T. atroviride e M. javanica separadamente 
(Ta-Mj) ou no mesmo vaso (Ta+Mj-água). A unidade experimental foi composta por 
uma planta por vaso. Os valores médios do nível de expressão relativa foram 
quantificados a partir de extração do RNA de dez plantas/tratamento, e referenciados ao 
eixo das abscissas (média da expressão relativa do tratamento controle). A barra em 
cada coluna representa o erro padrão da média. 

 
 

Análise dos genes de defesa  

A expressão do gene TPX1 foi reprimida em quase todos os tratamentos, à 

exceção de Ta-Mj, o qual apresentou regulação positiva (Figura 8). No que se refere a 

LERBOH1, os tratamentos que continham Ta apresentaram regulação positiva, enquanto 

que em água-Mj ocorreu a repressão da expressão desse gene, resultando em níveis 

negativos. Com relação a LECHS2, as plantas do tratamento água-Mj exibiram o nível 

mais elevado de expressão do gene LECHS2, seguida por Ta-Mj-água, diferentemente 

do que foi observado em Ta-água e Ta-Mj os quais apresentaram valores negativos 

(Figura 9).  

Análise do fator de transcrição MYC2 

O fator de transcrição MYC2 teve sua expressão reprimida em Ta+Mj-água e 

Ta+Mj, observando-se maior nível de repressão neste último tratamento. Nos demais 
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casos, a expressão desse gene foi positiva, ocorrendo o maior nível de expressão em 

água-Mj (Figura 9).  

 

 
FIGURA 9. Análise da expressão gênica de TPX1: peroxidase; LERBOH1: NADPH oxidase; 
LECHS2: chalcona sintase; MYC2: fator de transcrição; aos 15 dias após o plantio (Ensaio III). Os 
tratamentos consistiram no plantio de sementes proveniente das plantas do Ensaio I, constituído por 
plantas em solo no qual foi aplicado apenas água (água-água), plantas em solo infestado apenas com 
T. atroviride (Ta-água) ou com M. javanica (água-Mj), bem como plantas em solo infestado com T. 
atroviride e M. javanica separadamente (Ta-Mj) ou no mesmo vaso (Ta+Mj-água). A unidade 
experimental foi composta por uma planta por vaso. Os valores médios do nível de expressão relativa 
foram quantificados a partir de extração do RNA de dez plantas/tratamento, e referenciados ao eixo 
das abscissas (média da expressão relativa do tratamento controle). A barra em cada coluna representa 
o erro padrão da média. 
 

 

 

DISCUSSÃO 

Indução de resistência 

Os resultados do presente estudo demonstram que Trichoderma atroviride (Ta) 

foi capaz de induzir resistência sistêmica ao parasitismo de Meloidogyne javanica (Mj), 

além de confirmar a ação direta do fungo sobre o nematoide ou ainda uma possível 

indução de resistência local. O principal efeito via planta desencadeado por Ta foi a 

redução do NG, podendo-se supor que a indução de resistência comprometeu a 

penetração/migração do nematoide no tecido vegetal ou prejudicou o estabelecimento 
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do sítio de alimentação, diminuindo assim a formação do sintoma típico de galha. 

Observando-se o comportamento das variáveis NMO e NMO/NG no tratamento Ta-Mj, 

infere-se que a indução da resistência não interfere de forma significativa na reprodução 

do nematoide, uma vez que as médias das referidas variáveis, embora menores, não 

apresentaram diferenças significativas em relação à água-Mj. 

À parte da resistência induzida, constatou-se que em Ta+Mj-água, tratamento 

que continha o fungo e o nematoide no mesmo vaso, as variáveis NG, NMO e 

NMO/NG apresentaram valores menores do que àqueles encontrados nas plantas 

controle, ficando evidente a atuação direta de Ta sobre Mj. Vários estudos apontam o 

efeito deletério de diferentes espécies de Trichoderma sobre Meloidogyne spp. (12, 45, 

71, 75, 90, 92), atuando por meio do parasitismo de ovos e de J2, assim como por 

antibiose (89, 92, 101). Tais fatores somados diminuíram os danos causados por Mj às 

plantas de tomate.  

Visando avaliar a possível causa da redução do NG encontrado em Ta-Mj no 

ensaio I, realizou-se um ensaio para estimar o NTNR e os diferentes estádios de 

desenvolvimento de Mj no interior do tecido (ensaio II). Os valores de NTNR foram 

estatisticamente iguais entre Ta-Mj e o tratamento controle, concluindo-se 

consequentemente que a indução de resistência não interfere na penetração do 

nematoide na raiz. Não obstante, os resultados da análise das fases de desenvolvimento 

de Mj demonstram que ocorre um atraso no ciclo do nematoide em Ta-Mj, observando-

se com maior frequência estádios J2 e, com menor frequência, estádios de 

desenvolvimento mais avançados (J3 – adulto), quando comparados com o tratamento 

controle. Vos et al. (111) observaram comportamento semelhante em raízes de 

tomateiro colonizadas por Glomus mosseae, onde foi constatado o menor número de J3 

e J4 bem como de fêmeas adultas quando comparado às plantas controle. Dessa forma, 
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fica explícito que o menor NG encontrado em Ta-Mj no ensaio I é resultado do atraso 

no desenvolvimento do ciclo de Mj, que acaba por não induzir a formação da célula 

gigante no tempo analisado.  

 Ainda referente ao ensaio II, foi relatado em Ta-Mj-água valores 

estatisticamente menores de NTNR, bem como em praticamente todos os estádios de 

desenvolvimento, quando comparado com o controle. Esse fato vem corroborar o efeito 

direto do fungo sobre o nematoide, o qual influenciou a penetração de Mj no tecido da 

planta, resultando assim no menor NTNR, bem como nas variáveis NG, NMO e 

NMO/NG do ensaio I. É importante frisar que Trichoderma possui a capacidade e 

alterar os exsudados radiculares de plantas, fazendo com que a composição destes tenha 

influência direta no comportamento de organismos patogênicos presentes na rizosfera 

(6, 32, 47, 117). Adicionalmente, Vos et al. (110) relataram que a adição dos exsudados 

de raízes de plantas de tomate colonizadas por Glomus mosseae reduziu a penetração de 

M. incognita e paralisou temporariamente os J2. Analogamente aos estudos 

supracitados, Ta pode ter interferido, via alteração dos exsudados, no movimento do 

nematoide na rizosfera e, consequentemente, impossibilitado a sua penetração na raiz. 

Buscando-se uma explicação, ao nível genético/fisiológico, para os fatos acima 

discutidos, avaliou-se a expressão de genes relacionados às rotas do ácido salicílico e do 

ácido jasmônico, para os quais foram utilizados os marcadores PR1 e LOX1, 

respectivamente. Um dos objetivos dessa análise foi identificar qual seria a rota de 

sinalização predominante da indução de resistência na interação tomateiro-

Trichoderma-Meloidogyne, uma vez que Trichoderma pode induzir, na planta, 

diferentes vias de sinalização hormonal, bem como promover a síntese de compostos 

característicos de ambas resistência sistêmica adquirida (do inglês: ―Systemic Acquired 

Resistance‖ - SAR) e resistência sistêmica induzida  (do inglês: ―Induced Systemic 
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Resistance‖ - ISR) (19, 29, 41, 76, 86). De forma complementar, outro ponto a ser 

discutido a partir dos dados de expressão é o tipo de defesa desencadeada contra Mj, 

uma vez que vários estudos comprovam a eficiência de elicitores de SAR e de ISR na 

indução de resistência a Meloidogyne (28, 68).  

Visto os resultados, conclui-se que a rota desencadeada pela interação entre o 

tomateiro-Ta-Mj é a do ácido salicílico, dada a regulação positiva do gene PR1 em 

detrimento aos níveis quase sempre negativos da expressão de LOX1. 

Interessantemente, a expressão de PR1 referente a Ta-água e a Ta-Mj possui 

praticamente o mesmo comportamento às 24 e 96 hai. A diferença entre ambos 

tratamentos é notada quando, às 144 hai, o tratamento que não possui o nematoide (Ta-

água) apresenta uma redução no nível de expressão de PR1, enquanto que Ta-Mj, o qual 

contém o patógeno, a expressão do referido gene aumenta significativamente. Esse 

comportamento evidencia o efeito priming e ratifica a sinalização da defesa via ácido 

salicílico. 

 A elevada expressão de genes tais como PR1 e, ou, AS foram observados por 

diversos autores em diferentes interações planta-Trichoderma-patógeno (19, 86, 116). 

Contudo, Hermosa et al. (41) comentam que a indução de respostas das plantas por 

Trichoderma é um fenômeno dependente do tempo, da concentração, e do genótipo de 

ambos os organismos. Segarra et al. (87) constataram que a concentração de 

Trichoderma influi diretamente na produção de AS e de peroxidase em plantas de 

pepino parasitadas por Pseudomonas syringae pv. lachrymans. Os autores observaram o 

aumento na expressão desses compostos após o tratamento com T. asperellum na 

concentração de 107, concentração esta utilizada no presente trabalho.  

Em relação à expressão do gene LOX1, notou-se valores positivos somente às 24 

hai nos tratamentos Ta-água e água-Mj, sendo a mesma reprimida nos demais tempos e 
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tratamentos. A regulação negativa de LOX1 pode ser devida ao antagonismo entre as 

rotas de sinalização, o qual pode ser observado claramente em todos os gráficos de 

expressão gênica dos referidos marcadores. Apesar das interações entre as vias de 

resposta do AS e AJ possam ser antagônicas, sinérgicas ou neutras, o primeiro tipo de 

interação parece prevalecer (78). A interação entre essas duas rotas aperfeiçoa a 

resposta imune contra patógenos individuais (99) embora, na natureza, as plantas sejam 

simultaneamente ou sequencialmente atacadas por múltiplos patógenos com diferentes 

estratégias de parasitismo e estilos de vida. Assim, a comunicação entre as rotas do AS 

e AJ constitui-se em um importante mecanismo para, dependendo da sequência e tipo de 

organismo patogênico em questão, priorizar a atividade de uma rota à outra (55, 79).  

Uma vez concluído, a partir da expressão de PR1, que o AS participa 

diretamente na ativação de defesa desencadeada por Ta a Mj, buscou-se avaliar a 

expressão de genes de defesa que resultassem no atraso do desenvolvimento de Mj e, 

ou, na formação da célula gigante. Assim, foram selecionados os genes TPX1, referente 

à peroxidase que atua especificamente na lignificação dos tecidos da raiz de tomateiro 

(14, 60), e LERBOH1, gene correspondente à NADPH oxidase, que compreende um dos 

fatores que governam a produção de ROS, as quais participam na sinalização celular 

associada a ferimentos (48), à reação de hipersensibilidade (115) e à defesa contra 

fitopatógenos (104). Além destes, selecionou-se o gene LECHS2, responsável pela 

produção de chalcona sintase (ChS), um dos precursores das fitoalexinas (21, 33, 35). 

Com base nos resultados, constatou-se que TPX1 apresentou, em Ta-Mj, uma 

regulação próxima a zero às 24 hai, possuindo maior expressão nos tempos posteriores 

(96 e 144 hai). Por conseguinte, deduz-se que devido ao reconhecimento do nematoide 

no ato da penetração e migração no sistema radicular, a planta ativou o mecanismo de 

defesa que já encontrava-se em estado de priming devido à ação de Ta, conduzido a 
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rápida elevação dos níveis de TPX1. O estado de priming pode ser ratificado pelo 

comportamento do gráfico do tratamento Ta-água, no qual não há o contato da planta 

com o patógeno e a expressão de TPX1, embora em níveis inferiores de expressão, é 

semelhante ao do tratamento Ta-Mj até às 96 hai. Esse tipo de reação é característico de 

plantas sob estado de priming (3, 18, 107). 

Quando parasitadas por Mj, as plantas referentes ao tratamento Ta-Mj aumentam 

a produção de TPX1 significativamente no período entre 96 e 144 hai. Pelo fato de 

TPX1 mediar a formação e deposição da lignina na parede celular (60), é razoável 

inferir que as paredes celulares da raiz tornaram-se mais lignificadas e, 

consequentemente, mais resistentes à migração e ao estabelecimento do sítio de 

alimentação por parte de Mj. A lignina é um termo genérico utilizado para um grande 

grupo de polímeros aromáticos resultante da oxidação de 4-hidroxiphenilpropanoides 

(11, 108). Estes polímeros são depositados, por meio de estímulos bióticos e abióticos, 

na parede celular tornando-a rígida e impermeável (13), sendo essa uma característica 

típica de HR e da resistência sistêmica adquirida (SAR) em interações planta-patógeno 

(52). Em recente trabalho, Portillo et al. (80) relataram que expressão de TPX1 foi 

reprimida na interação compatível e induzida na interação incompatível (cultivar 

portadora do gene Mi -1), impedindo assim o desenvolvimento da célula gigante em 

raízes de tomateiro. Ademais, a superexpressão de TPX1 em plantas suscetíveis impediu 

a reprodução do nematoide e expansão da célula gigante, indicando a importância da 

repressão desse gene durante o estabelecimento do nematoide. De forma complementar, 

determinadas isoformas da peroxidase são capazes de suprimir as enzimas hidrolíticas e 

oxidar as toxinas derivadas do nematoide, tornando-as compostos neutros (118). 

De forma complementar, em água-Mj, ocorre a supressão da expressão de TPX1, 

a qual foi regulada positivamente às 24 hai, sendo em seguida reprimida. Supõe-se que 
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tal fato seja devido à interferência de Mj que, uma vez presente nas raízes do 

hospedeiro, induz à repressão do gene codificador da peroxidase, bloqueando assim 

uma das linhas de defesa da planta. Diversos autores comprovaram que Meloidogyne 

possui a capacidade de modular a expressão de genes que são normalmente expressos 

pela planta durante a defesa (9, 37, 43, 44, 57), estando entre outros, àqueles 

relacionados ao AS, peroxidases e ROS (10, 42, 58) 

LERBOH1 é o gene responsável pela NADPH oxidase, a qual participa dos 

sistemas enzimáticos de geração de ROS mais bem estudados (62). No presente estudo, 

Ta-Mj foi o único tratamento que apresentou regulação positiva de LERBOH1, sendo 

sua maior expressão obtida às 144 hai. A geração de ROS a partir de RBOHs (do inglês: 

―respiratory burst oxidase homologues‖) está associada com o reconhecimento do 

patógeno durante a explosão oxidativa relacionada à percepção de MAMPs/PAMPs 

durante a resposta de hipersensibilidade (103). Melillo et al. (64) apontam que a 

produção transiente de ROS em tecidos radiculares durante a penetração de M. 

incognita em ambos genótipos suscetíveis e resistentes (gene Mi ) de tomateiro, 

refletindo provavelmente uma resposta geral da planta à ferimentos. Entretanto, a 

manutenção do acúmulo de ROS foi somente detectada em plantas resistentes, onde 

ROS foi especificamente localizado em células e espaços intercelular circunvizinho à 

região anterior do nematoide, onde uma reação de hipersensibilidade foi observada.  

No que diz respeito a LECHS2, gene responsável pela produção da ChS, 

observou-se expressão positiva apenas em Ta-Mj às 144 hai, sendo este gene reprimido 

nos demais tratamentos. A ChS é o membro mais bem estudado da superfamília 

policetídeos sintase, sendo esta enzima responsável por fornecer os materiais de partida 

para um conjunto diverso de metabólitos, principalmente flavonoides (35), dando 

origem a compostos antimicrobianos denominados fitoalexinas e fitoantecipinas, os 
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quais atuam na resposta de defesa da planta a estresses bióticos e abióticos (21). O 

acúmulo de fitoalexinas em resposta ao ataque de patógenos já foi relatado em várias 

interações planta-patógeno (33, 49, 113), interferindo principalmente na respiração e 

motilidade de fitonematoides (8, 51, 82). Assim, o nível de expressão de LECHS2 

observado nesse estudo pode refletir um mecanismo adicional desencadeado por Ta 

quando na presença de Mj, limitando a colonização do tecido pelo patógeno.  

Estudos recentes têm analisado a herdabilidade, pela progênie de plantas, da 

resistência induzida bem como a durabilidade desta (5, 106). No presente trabalho, a 

indução de resistência ao parasitismo de Mj desencadeada por Ta foi herdada, pela 

geração F1 de Ta-Mj, a qual apresentou elevada expressão de componentes do seu 

sistema de defesa, destacando-se principalmente a expressão do gene PR1, o mesmo 

ativado nas plantas parentais.  

Interessantemente, corroborando o fato já mencionado por Slaughter et al. (98), 

a resistência induzida foi repassada à geração seguinte com maior intensidade. Esse 

aumento está refletido nas variáveis NMO e NMO/NG, referentes ao tratamento Ta-Mj, 

que no ensaio com as plantas parentais não apresentaram diferença em relação à água-

Mj, enquanto que no ensaio com as plantas F1, os seus valores foram estatisticamente 

menores do que nos referidos tratamentos controle (água-água e água-Mj). O nível de 

expressão de PR1 encontrado em plantas F1 derivadas de Ta-Mj, não foi constatado nos 

demais tratamentos que continham Ta (Ta-água e Ta-Mj), ficando a expressão destes no 

mesmo patamar das plantas controle. Estudos recentes têm começado a analisar como 

mecanismos epigenéticos podem influenciar na duração da expressão gênica e 

imunidade da planta (5, 106).  

Observa-se que, aos 15 dias após o semeio, a plantas derivada de Ta-Mj 

apresentou um desenvolvimento muito aquém daquelas advindas dos outros 
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tratamentos. Nota-se também um atraso no desenvolvimento da planta referente a 

Ta+Mj-água. Esse fato pode ser explicado se analisarmos a expressão do gene MYC2, o 

qual foi reprimido nos referidos tratamentos. Segundo Hermosa et al. (40), MYC2 

constitui um dos fatores responsáveis pelo balanço entre o desenvolvimento vegetativo 

e a atividade do sistema de defesa da planta. Esses mesmos autores explicam que, 

quando há uma redução na expressão de MYC2, este então não se liga às proteínas JAZ , 

as quais acabam formando um complexo com as proteínas DELLA, desencadeando 

assim a ativação da defesa da planta. Assim, devido às plantas parentais terem sido 

submetidas à interação com Ta e Mj concomitantemente, esta repassou a informação à 

progênie para que priorizassem a ativação de sua defesa ao desenvolvimento vegetativo.  

As regulações positivas de TPX1 e LERBOH1 também foram verificadas nas 

plantas F1 do ensaio III. A expressão do gene TPX1, apresentou regulação positiva 

apenas em Ta-Mj enquanto que LERBOH1 apresentou expressão positiva derivadas dos 

tratamentos que continham Ta, diferentemente daquelas derivadas de água-Mj, que 

exibiram regulação negativa. Dessa forma a mesma base da resistência induzida parece 

se manter na geração seguinte, em parte, devido à mesma resposta de defesa. 

Não obstante, parece que a herdabilidade da regulação positiva observada em 

TPX1 e LERBOH1 não ocorre com o gene LECHS2, um dos responsáveis pela produção 

de fitoalexinas (20, 21). A expressão de LECHS2 mostrou-se maior nas plantas 

derivadas do tratamento água-Mj, sendo levemente positiva em Ta+Mj-água e regulada 

negativamente em Ta-água e Ta-Mj. Esse dado abre uma lacuna para que possa avaliar 

quais os mecanismos de resistência induzida são capazes de ser repassados à geração 

seguinte. 

O presente trabalho relata pela primeira vez a capacidade de Trichoderma em 

induzir resistência a um fitonematoide, bem como a herdabilidade da resistência 
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desencadeada por esse fungo. A resistência em plantas de tomateiro se deu por meio da 

indução da expressão dos genes da peroxidase, NADPH oxidase e chalcona sintase. A 

interação proporcionou a redução do NG devido ao atraso do ciclo do nematoide e 

estabelecimento do sítio de alimentação. Além disso, comprovou-se a herdabilidade do 

estado de priming, o qual foi repassado com maior intensidade, fazendo com que a 

planta, através da repressão do fator de transcrição MYC2, reduzisse o seu 

desenvolvimento vegetativo e primasse pela ativação do sistema de defesa. A resistência 

nas plantas F1 apresentou níveis mais altos, o que afetou a reprodução do nematoide.   
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

Pochonia chlamydosporia, isolado Pc-10, induz resistência local em raízes de tomateiro 
à Meloidogyne javanica, resultando na redução do número de galhas; 

As enzimas polifenoloxidase e peroxidase participam diretamente na resposta de defesa 
local induzida por P. chlamydosporia em raízes de tomateiro à M. javanica; 

A enzima fenilalanina amônia liase não participa da defesa induzida por P. 
chlamydosporia em raízes de tomateiro à M. javanica; 

Trichoderma atroviride, isolado T11, possui efeito deletério direto sobre M. javanica, 
diminuindo sua penetração no tecido hospedeiro; 

T. atroviride induz resistência sistêmica à M. javanica por meio de colonização das 
raízes de tomateiro; 

A resistência sistêmica interfere no ciclo de M. javanica e na formação do sítio de 
alimentação do patógeno, culminando na redução do número de galhas em raízes de 
tomateiro; 

A sinalização via ácido salicílico (marcada pelo gene PR1) é desencadeada durante a 
resistência induzida na planta por T. atroviride; 

A rota do ácido jasmônico (marcada pelo gene LOX1) não participa diretamente na 
resistência induzida por T. atoviride à M. javanica em tomateiro; 

Os genes TPX1, LERBOH1 e LECHS2, correspondentes à peroxidase, NADPH oxidase 
e chalcona sintase, respectivamente, participam diretamente da defesa induzida por T. 
atroviride à M. javanica em tomateiro; 

A resistência induzida por T. atroviride é herdada pela progênie das plantas colonizadas 
pelo fungo, sendo tal resistência mais intensa do que àquela observada nas plantas 
parentais; 

A resistência induzida herdada pelas plantas F1 interfe na formação das galhas e na 
oviposição de M. javanica; 

As plantas F1 ativam a sinalização via ácido salicílico, semelhantemente às plantas 
parentais; 

A rota do ácido salicílico atua em maior intensidade nas plantas em ambas gerações 
analisadas, quando comparada à do ácido jasmônico, fazendo com que os níveis deste se 
mantenham sempre em patamares menores do que daquele; 

Os genes TPX1 e LERBOH1 apresentam-se em estado de priming e participam da 
resposta de defesa herdada pelas plantas F1 ao parasitismo de M. javanica, enquanto 
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que o estado de priming do gene LECHS2 não foi repassado à progênie das plantas de 
tomateiro;  

As plantas F1 resultantes daquelas que interagiram com ambos organismos (T. 
atroviride e M. javanica) prezam pela ativação do seu sistema de defesa em detrimento 
ao seu desenvolvimento vegetativo, por meio da repressão do gene MYC2.  

 


