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RESUMO 

 

O nematoide de galhas, Meloidogyne javanica, é um patógeno danoso para a cultura da soja. 

Entender como os semioquímicos liberados pelo sistema radicular da soja afetam o juvenil do 

segundo estádio (J2) de M. javanica pode auxiliar no desenvolvimento de novas medidas de 

manejo para este patógeno. No presente estudo, foi desenvolvida uma técnica em ambiente 

aberto para o estudo da quimiotaxia de J2 em solo. Nossos resultados indicam que as raízes de 

soja cv. Monsoy 5917 IPRO liberam semioquímicos que são atraentes (p < 0,05) aos juvenis. 

Contudo, a maioria dos J2 permaneceu próximo ao local de infestação, aparentemente sem 

sofrer atuação dos semioquímicos. A seguir, por meio da cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massa (GC-MS), identificou-se os compostos orgânicos voláteis (COVs) 

liberados pelo sistema radicular da soja. Um total de 13 compostos foram detectados nas 

emissões da soja, dos quais seis: acetato de etila, benzoato de etila, etanol e tetradecano, 2-

pentilfurano e 3-pentanona, foram adquiridos e testados em ensaios de quimiotaxia in vitro.  

Além destes COVs testou-se também os compostos vanilina e ácido salicílico e estes não foram 

identificados no GC-MS da soja e foram utilizados para vias de comparação por constar na 

literatura como atraentes aos J2 de Meloidogyne sp. Os J2 não foram atraídos por nenhum dos 

seis COVs detectados na raiz da soja, mas foram altamente atraídos pelos compostos vanilina 

e ácido salicílico. Por fim, utilizando-se a técnica de quimiotaxia aqui desenvolvida testou-se 

os compostos vanilina e ácido salicílico em vasos contendo a mistura de areia e solo. No 

primeiro ensaio, na região de aplicação do composto ácido salicílico foram recuperados em 

média 6x mais J2. Entretanto, no segundo ensaio nenhum dos compostos atraiu os J2. 

 

Palavras chaves: Nematoide das galhas, Atração e Repelência, Aleloquímicos 

  



 

 

 

ABSTRACT 

 

The root-knot nematode, Meloidogyne javanica, is a harmful pathogen for soybeans. 

Understanding how the semiochemicals released by the soybean root system affect the second 

juvenile (J2) of M. javanica can help in the development of new management measures for this 

pathogen. In the present study, an open environment technique was developed for the study of 

J2 chemotaxis in soil. Our results indicate that the roots of soybean cv. Monsoy 5917 IPRO 

release semiochemicals that are attractive (p < 0.05) to juveniles. However, most J2 remained 

close to the infestation site, apparently without being affected by the semiochemicals. Next, by 

means of gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), the volatile organic 

compounds (VOCs) released by the soybean root system were identified. A total of 13 

compounds were detected in soybean emissions, of wich six: ethyl acetate, ethyl benzoate, 

etanol, tetradecane, 2-pentylfuran and 3-pentanone, were acquired and tested in vitro 

chemotaxis assays. In addition to these VOCs, the compounds vanillin and salicylic acid were 

also tested and these were not identified in the GC-MS of soybeans and were used for 

comparison routes beacuse they appear in the literature as attractive to the J2 of Meloidogyne 

sp. The J2s were not attracted to any of the six VOCs detected in soybean root, but were highly 

attracted to the compounds vanillin and salicylic acid. Finally, using the chemotaxis technique 

developed here, the compounds vanillin and salicylic acid were tested in pots containing a 

mixture of sand and soil. In the first test, in the region of application of the salicylic acid 

compound, an average of 6x more J2 was recovered. However, in the second assay none of the 

compounds attracted J2. 

 

Keywords: Root-knot nematode, Attraction and Repulsion, Allelochemicals 
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1     INTRODUÇÃO 

 

A soja [Glycine max (L.) Merr.] é a espécie vegetal mais plantada no Brasil, com uma 

produção global de aproximadamente 360 milhões de toneladas ao ano (CONAB, 2021). Suas 

sementes são ricas em proteínas e lipídeos, fatos que garantem sua importância na indústria 

alimentar (GONÇALVES et al., 2014). Inúmeras pragas e doenças afetam negativamente a sua 

produtividade. Os fitonematoides estão entre os principais agentes bióticos que causam danos 

ao cultivo da soja. Em geral, a perda agrícola causada por eles nas diversas culturas gira em 

torno de 157 bilhões de dólares ao ano (SINGH et al., 2013), dos quais uma grande parte é 

atribuída aos nematoides de galhas (Meloidogyne sp.) (JONES, 2013). 

Os nematoides de galhas são patógenos endoparasitas obrigatórios que estão 

amplamente disseminados, infectando diversas culturas importantes (FERRAZ; BROWN, 

2016). Além de reduzir a produtividade, ao danificar o sistema radicular com as formações de 

galhas, prejudicando a absorção de água e nutrientes, eles também podem inibir as defesas dos 

hospedeiros, tornando as plantas suscetíveis ao ataque de outros fitopatógenos (GOVERSE; 

SMANT, 2014). Entre as espécies que mais causam danos, destacam- se aquelas encontradas 

em climas tropicais, como M. incognita e M. javanica (JONES et al., 2013).   

O manejo dos nematoides de galhas é um desafio para a agricultura, pois uma vez 

estabelecido em determinada área a erradicação torna-se praticamente impossível. As medidas 

de controle envolvem a redução populacional dos fitonematoide de importância econômica na 

área de cultivo, no sentido de manter a população abaixo do limiar de danos econômicos 

(FERRAZ; BROWN, 2016). Atualmente, a estratégia mais comum para controlar esses 

patógenos têm sido por meio do uso de nematicidas sintéticos. Contudo, muitos deles são 

altamente tóxicos para a saúde humana, organismos não-alvo, e por isso muitos produtos 

tiveram seu uso descontinuados (FERRAZ et al., 2012).  

Desta forma, atualmente buscam-se métodos alternativos de controle, que compartilham 

alta eficiência de controle com baixo distúrbio ao meio ambiente. Uma opção seria utilizar os 

compostos emitidos por raízes que atuam na quimiotaxia do nematoide em relação ao seu 

hospedeiro. Entender como os nematoides interagem com estes compostos pode ser um passo 

importante no desenvolvimento de nova estratégia de manejo (SIKDER; VESTERGARD 

2020).  

As raízes das plantas produzem uma diversidade de compostos secundários, que são 

liberados na rizosfera e medeiam interações com organismos habitantes do solo, inclusive com 

os nematoides. Cerca de 1% dos compostos exsudados são caracterizados como moléculas de 
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baixo peso molecular, com até 20 átomos de carbonos, com alta pressão de vapor e baixo ponto 

de ebulição, denominados de compostos orgânicos voláteis (COVs) (DUDAREVA et al., 

2006). Estas moléculas podem provocar diferentes respostas nos fitonematoides, como 

interferir na eclosão de juvenis, reduzir a infectividade e reprodução, além de atuar como fontes 

de estímulos químicos (atrativos ou repelentes) (KIHIKA et al., 2017; SILVA et al., 2019).  

A resposta de organismos em relação a estímulos químicos pode ser definida como 

quimiotaxia. Este é o principal meio pelo qual os fitonematoides localizam as raízes da planta 

hospedeira no solo (REYNOLDS et al., 2011). Por meio dos órgãos sensoriais, o juvenil de 

segundo estádio (J2) de Meloidogyne é responsável por reconhecer e perceber uma série de 

estímulos químicos oriundos do hospedeiro (CROLL, 1977; JONES et al., 2013). Segundo 

Reynolds et al., (2011), os nematoides de galhas seguem a rota mais curta quando migram em 

direção a uma planta hospedeira. No entanto, para espécies não hospedeiras eles seguem 

caminhos mais longos. Tal fato pode indicar que metabólitos específicos da raiz atuam como 

atrativos influenciando os padrões de movimento dos nematoides para encontrar o hospedeiro 

mais adequado. Incluem-se ainda as moléculas que afugentam os fitonematoides em direção às 

raízes denominadas de repelentes.  

Nos últimos anos, pesquisas sobre a atuação dos COVs na orientação dos fitonematoides 

têm sido estimuladas. Tem-se demostrado que J2 de Meloidogyne spp. são atraídos por COVs 

liberados pelas raízes de plantas (RASMANN et al. 2012; KIHIKA et al., 2017; MURUNGI et 

al. 2018). Por exemplo, o composto salicilato de metila, identificado a partir da raiz de pimenta 

(Capsicum annum) cuja cultivar é susceptível, mostrou-se atraente aos J2 de M. incognita 

(KIHIKA et al., 2017). Do mesmo modo, o 2-isopropil-3- metoxipirazina e tridecano, emitido 

pela raiz de espinafre (Spinacea oleracea), causaram a atração de M. incognita (MURUNGI et 

al. 2018). Em outro estudo envolvendo a quimiotaxia de COVs liberados pelo sistema radicular, 

constatou-se que a resistência de plantas a fitonematoides pode envolver compostos voláteis 

repelentes. A cultivar de pimenta AVDRC PP0237 que é resistente a fitonematoides, emite o 

composto timol, que é repelente a J2 de Meloidogyne incognita deste patógeno (KIHIKA et al., 

2017).  

Entender melhor as emissões voláteis das raízes nas diversas culturas usadas na 

 agricultura com relação a atração e repelência a fitonematoides é o desafio que apenas começou 

nos últimos anos. Desta forma, no presente estudo objetivou-se: i - Estudar a quimiotaxia de M. 

javanica aos compostos emitidos por sistema radicular da cultura da soja (Glycine Max. L. 

marril). ii - Identificar através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas os 

compostos voláteis emitidos por raiz e caule da cultivar Monsoy 5917 IPRO. iii - Desenvolver 
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e descrever uma nova técnica para estudos de quimiotaxia de fitonematoides por plantas e 

moléculas em ambiente aberto. iv - Realizar ensaios de quimiotaxia de J2 de M. javanica com 

os COVs identificados nas emissões radiculares da soja e os COVs vanilina e ácido salicílico 

com a metodologia in vitro com ágar-água.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Meloidogyne spp 

 

Os nematoides de galhas (Meloidogyne spp.) são patógenos endoparasitas sedentários e 

compreendem o grupo de maior importância das plantas cultivadas (JONES et al., 2013), devido 

a sua ampla distribuição geográfica e vasta gama de hospedeiros (FERRAZ; BROWN, 2016). 

A suscetibilidade das culturas aos fitonematoides é um dos maiores obstáculos à produção de 

alimentos no Brasil e no mundo (SASSER, 1980). Em torno de 100 espécies do gênero 

Meloidogyne estão descritas na literatura, parasitando mais de 2000 culturas (MOREIRA et al., 

2018). Dentre essas espécies, quatro têm se destacado como as mais problemáticas sendo elas: 

M. javanica, M. incognita, M. arenaria como as principais espécies de climas tropicais e M. 

hapla a principal espécie de clima temperado (JONES et al., 2013), e são responsáveis por 

aproximadamente 95% dos prejuízos causados na agricultura (NOE, 2010). 

Os nematoides de galhas apresentam as fases de ovo, quatro estádios juvenis (J1, J2, J3 

e J4) e adultos, com duração média de 28 dias para completar o ciclo de vida (FERRAZ; 

BROWN, 2016), que é influenciado por muitos fatores, como temperatura, planta hospedeira, 

umidade, dentre outros. O ciclo começa com as fêmeas ovipositando os ovos em uma matriz 

gelatinosa (MOENS; PERRY; STARR, 2009). A matriz gelatinosa envolta nos ovos é chamada 

de massas de ovos, que os protegem de condições ambientais adversas e de predadores 

(EVANS; PERRY, 2009). As massas de ovos podem ficar retidas dentro do parênquima cortical 

ou na superfície externas das raízes e conterem em média 400 a 500 ovos. Na primeira fase, o 

ovo passa pela embriogênese resultando no desenvolvimento do primeiro estádio juvenil (J1), 

que passa pela primeira ecdise dentro do ovo para formar o juvenil de segundo estádio (J2). Sob 

condições ideais de temperatura e umidade os J2 eclodem usando seus estiletes para quebrar a 

casca dura do ovo e, então, tem início à fase migradora e infectiva (JONES et al., 2013). 

Os J2 pré infectivos se movimentam no solo em busca de raízes de plantas hospedeiras 

guiadas por estímulos químicos radiculares (FERRAZ; BROWN 2016; CEPULYTÈ et 

al.,2018). Quando encontram as raízes, os J2s penetram preferencialmente na região da coifa 

ou zona de alongamento (CAMPOS et al., 2011). Com a ajuda do estilete bucal secretam 

enzimas degradadoras da parede celular. Os J2 penetrantes, migram intercelularmente em 

direção ao cilindro vascular, iniciando o parasitismo pela formação de um sítio de alimentação 

que resultará na formação de quatro a oito células nutridoras (células gigantes) de onde obtém 

o alimento (MOENS; PERRY; STARR, 2009). Durante a fase de alimentação, as células 



19 

próximas das células gigantes sofrem hiperplasia devido ao distúrbio hormonal o que origina o 

principal sintoma típico do nematoide do gênero Meloidogyne spp. as galhas. Posteriormente, 

os J2 perdem a mobilidade e tornam-se sedentários pelo resto do seu ciclo de vida (FERRAZ; 

BROWN, 2016). Os nematoides passam por mais outras três ecdises dentro do hospedeiro até 

atingirem a fase adulta (macho ou fêmea) As fêmeas, na maturidade tornam-se obesas, com 

formato de pera (MOENS; PERRY; STARR, 2009). 

 

2.2 Movimento dos fitonematoides 

 

Os nematoides parasitas de plantas se movimentam através da propulsão ondulatória 

(FERRAZ; BROWN, 2016). Devido à sincronização e alternância lateral da parte anterior do 

nematoide durante o movimento serpentiforme, as musculaturas dorsoventrais são estimuladas 

alternadamente e promovem a formação de meia onda (CROLL, 1967). As ondas corporais 

ocorrem quando há o relaxamento dos músculos dorsoventrais (ROBINSON; PERRY, 2006), 

controladas pelo sistema neuromuscular (GART; VELLA; JUNG, 2011). Movimentos 

ondulatórios são formas adaptativas que possibilitam os nematoides a se movimentarem pelas 

superfícies de folhas, água, raiz, solo e matéria orgânica (BURR; ROBINSON, 2004). Robson 

e Perry (2006) mencionam que os nematoides de galhas se movem mais lentamente do que a 

maioria dos nematoides, mas é importante salientar que o comprimento da onda no corpo de 

cada nematoide é específico e depende do ambiente em que ele se move. Wallace (1968) 

observou que os nematoides necessitam de uma fina película de água para mover-se livre e 

ativamente entre as partículas do solo e, à medida que se movem, aparece uma “trilha” com o 

mesmo comprimento do corpo chamado de pista sinusoidal. 

A movimentação dos fitonematoides no solo é bastante limitada, e se fossem depender 

somente dos seus movimentos próprios não seriam amplamente disseminados nas áreas 

agrícolas. Por esta razão, os nematoides possuem outras formas de dispersões, nos quais estão 

envolvidos os processos naturais e antropogênicos. Fatores humanos são as principais formas 

dos nematoides parasitas de plantas espalharem-se passivamente em curtas ou longas 

distâncias. Nas atividades agrícolas, por exemplo, os veículos favorecem a dispersão para 

aquelas áreas que ainda não foram afetadas (FERRAZ; BROWN, 2016). No entanto, a migração 

ativa no solo ocorre somente quando a umidade, a textura e a temperatura do solo são favoráveis 

(WALLACE, 1973; CASTILLO; VOVLAS, 2007; FUJIMOTO et al., 2010). 

 

2.3 Quimiotaxia  
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A quimiotaxia pode ser definida como a atração ou repelência de organismos a estímulos 

químicos (REYNOLDS et al., 2011). Os nematoides respondem a uma ampla gama de 

estímulos químicos por meio de órgãos receptores sensoriais (CROLL, 1977). Dentre os 

principais órgãos sensoriais dos nematoide existem seis papilas labiais externas, quatro papilas 

cefálicas, dois anfídios localizados na região dos lábios laterais e na região caudal é encontrado 

um par de fasmídeos (JONES, 2002). Os anfídios são os maiores e mais complexos órgãos 

sensoriais, pois estão expostos ao ambiente por um poro na cutícula, funcionando como 

quimiorreceptores (RASMAN et al., 2012). 

As raízes das plantas emitem uma diversidade de compostos na rizosfera e esses 

compostos mediam interações subterrâneas com organismos benéficos e fitopatogênicos. Os 

exsudatos incluem secreção de íons, enzimas, mucilagens e uma ampla variedade de 

metabólitos primários e secundários (BERTIN et al., 2003). Esses compostos (exsudatos) 

podem provocar diferentes respostas nos fitonematoides como, desencadear a eclosão de 

juvenis e atrair ou repelir espécies de nematoides (MURINGI et al., 2018; SILVA et a., 2019). 

Durante a coevolução com as plantas, os fitonematoides se adaptaram para reconhecer e 

responder a estímulos químicos derivados do hospedeiro (CURTIS, 2008), sendo a quimiotaxia 

o principal meio no qual os nematoides são capazes de localizar uma possível planta hospedeira 

no solo (REYNOLDS et al., 2011). 

Assim, os nematoides podem ser atraídos por compostos solúveis em água de longa 

cadeia de carbono e/ou compostos gasosos produzidos pelas raízes (BIRD, 2004). Esses 

compostos podem ser classificados de acordo com a distância em que atuam, sendo 

denominados: 1) atrativos de longas distâncias, 2) atrativos de curtas distâncias e 3) atrativos 

locais (PERRY, 2005). Os atrativos de longas distâncias atraem os nematoides por meio dos 

compostos orgânicos voláteis (COVs). Os atrativos de curtas distâncias direcionam os 

nematoides por meio de substâncias solúveis em água e enquanto os atrativos locais permitem 

que os nematoides endoparasitas como Meloidogyne spp. migrem e penetrem no local de 

infecção preferido nas raízes (CURTIS, 2008). Por exemplo, J2 de Meloidogyne incognita pode 

ser atraído por COVs a longas distâncias (ČEPULYTE et al., 2018), por meio de substâncias 

solúveis em água, além dos atrativos locais que o direciona  para a região da coifa, local onde 

ocorre a penetração nas raízes (CAMPOS et al., 2011). 

Os fitonematoides conseguem diferenciar as raízes de diferentes culturas por meio de 

bases olfativas. Muringi et al. (2018) observaram em ensaio de olfatômetro de dupla escolha, 

que os J2 de M. incognita têm uma atração maior por raízes de tomate do que as raízes de 

espinafre. No mesmo estudo, verificaram que a molécula, salicilato de metila, emitida nas raízes 
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de tomate contribui fortemente para a atração dos nematoides para as raízes (MURINGI et al., 

2018). No entanto, a composição das emissões voláteis de cultivares podem ser diferentes e 

consequentemente influenciar na atração e repelência do nematoide. Kihika et al., (2017) 

observaram que α-pineno, limoneno, 2-metoxi-3- (1-metilpropil) -pirazina, salicilato de metila 

e tridecano emitidos por raízes de diferentes cultivares de Capsicum annum atraem J2 de M. 

incognita. Já o composto timol, também presente nesse volatiloma, foi capaz de induzir uma 

quimiotaxia negativa (repelente). Recentemente, foram relatados que as poliaminas, 

aminopropilamino-antraquinona, 1,3-diaminopropano putrescina e cadaverina, presentes em 

exsudatos de tomate e soja atraem J2 de M. incognita (OOTA et al., 2020). Oka (2020) avaliou, 

in vitro, a quimiotaxia de 60 compostos químicos aromáticos, dos quais 35 compostos atraíram 

três espécies de nematoides-de-galhas (M. hapla, M. javanica e M. marylandi). Curiosamente, 

nenhum dos compostos testados influenciaram a quimiotaxia de M. incognita.  Reynolds et al. 

(2011) observaram que J2 de Meloidogyne incognita e M. graminicola tendem a seguir a rota 

mais direta possível para chegar ao hospedeiro preferido. Contudo, percorreram a rota mais 

longa em direção de hospedeiros pobres (resistente), indicando que os metabólitos específicos 

nas raízes talvez atuem como atrativos ou repelentes e, de certa forma, influenciam os padrões 

de movimento dos nematoides para encontrar seus hospedeiros adequados. 

 

2.4 Técnicas de estudo em quimiotaxia com fitonematoides 

 

Nos últimos anos alguns pesquisadores têm buscado entender em nível molecular como 

se estabelece a atração dos fitonematoides em direção as raízes, o que já se conhece desde longa 

data. Contudo, ainda são escassas as plantas estudadas. A partir do entendimento de como este 

processo de atração e repelência ocorre, tecnologias podem ser desenvolvidas e utilizadas no 

controle de fitonematoides, tanto repelindo nematoides pelas raízes como atraindo o 

fitonematoide para substância tóxica peletizada (nematicida). Para esta busca de aplicabilidade 

das moléculas atrativas e repelentes a fitonematoides necessita-se evoluir em técnicas que 

permitam ensaios mais próximos da realidade do campo. Até então os testes de atração e 

repelência têm sido feitos em placas de Petri preenchidas com ágar-água (SHIVAKUMARA et 

al., 2018; LIU et al., 2019; OOTA, et al., 2020; OKA, 2020), utilizando-se conexão entre vasos 

e tubos (DONG et al., 2014; WANG et al., 2019; PACHECO et al., 2022) e olfatômetros 

adaptados aos estudos com nematoides (REYNOLDS et al., 2011; KIHIKA et al., 2017; 

MURING et al., 2018; KIRWA et al., 2018 ), porém todos em ambientes fechados. É urgente 

a busca de técnicas em sistemas abertos que representam o ambiente mais próximo encontrado 
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pelo J2 no solo para estudos de atração e repelência a fitonematoides e buscar municiar o 

melhoramento de plantas e o desenvolvimento de novos nematicidas com outras vertentes do 

conhecimento sobre fitonematoides. 
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3 METODOLOGIA 

  

3.1 Planta empregada nos ensaios 

 

Sementes de soja cultivar Monsoy 5917 IPRO (Glycine max L. Marril) foram adquiridas 

localmente (Empresa – O Grupo Terras Gerais) e utilizadas nos estudos de quimiotaxia dos 

fitonematoides. Além disso, esta cultivar é considerada no mercado como suscetível a 

Meloidogyne javanica. Para o ensaio de desenvolvimento da nova técnica para estudos de 

quimiotaxia em vasos, as sementes foram semeadas em sementeiras de isopor (67 cm x 40 cm 

x 5 cm) contendo substrato esterilizado do tipo Plantmax. A seguir, foram colocadas em casa 

de vegetação do laboratório de Nematologia da Universidade Federal de Lavras – UFLA. Na 

identificação dos COVs emitidos por sistema radicular da soja (Monsoy 5917 IPRO), as 

sementes foram superficialmente esterilizadas e semeadas em copos plásticos de 300 mL 

contendo areia esterilizada por autoclavagem e levadas para a câmara de crescimento a 25ºC. 

Após a emissão de dois pares de folhas definitivas, o caule e a raiz foram seccionados para 

emissão dos COVs tanto da raiz e do caule. 

 

3.2 Obtenção da população de Meloidogyne javanica 

 

Juvenis de segundo estádio (J2) e ovos de M. javanica provenientes de populações puras 

foram multiplicadas em plantas de tomateiros, cultivar Santa Clara ® e mantidas em casa de 

vegetação do laboratório de Nematologia – UFLA. As raízes de tomateiros infestados durante, 

aproximadamente, três meses foram lavadas em água parada e cortadas a 0,5 cm de 

comprimento. A seguir, as raízes foram trituradas em liquidificador com solução de hipoclorito 

de sódio à 0,5% por, aproximadamente, 40 segundos, conforme técnica de Hussey e Baker 

(1973), modificado. A suspensão foi vertida em peneiras de 0,074 mm (200 mesh) acoplada a 

de 0,025 mm (500 mesh) e os ovos ficaram retidos na peneira de 500 mesh. Os ovos, assim 

obtidos, foram incubados em câmara de eclosão, pela técnica do funil de Baermann (1971) com 

modificações (Figura 1). Os J2 eclodidos nas primeiras 24h foram então descartados, e 

utilizados nos experimentos aqueles eclodidos entre 48 e 120h. 
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Fonte: Andrade-Souza (2022) 

3.3 Desenvolvimento da nova técnica para estudos de atração de fitonematoides por 

plantas e por moléculas em vasos. 

 

A motivação para desenvolver esta nova técnica se baseou no fato de que a maioria dos 

estudos sobre quimiotaxia de fitonematoides tem sido conduzido em ambiente fechado, por 

exemplo, em placas de Petri. Assim a quimiotaxia em vaso aproxima-a pesquisa à realidade do 

campo. Até o momento, nenhum ensaio com técnica semelhante usando vasos plásticos e telas 

excluídora de raízes foi descrito. Para tanto, foram desenvolvidos dois experimentos com o 

intuito de definir as metodologias e a validação da nova técnica. Foram estudados os exsudatos 

radiculares da soja na atratividade de M. javanica e testadas as moléculas voláteis que foram 

atraentes em testes in vitro, usando a nova técnica em vasos. 

A nova técnica foi desenvolvida empregando uma tela de 0,025 mm de abertura que 

impedia o prolongamento das raízes além da região central de cinco centímetros (cm), mas 

permitia a passagem do J2 de M. javanica, denominada de tela excluídora de raízes (Figura 2a). 

A tela foi envolta no cilindro metálico de cinco cm de diâmetro para mantê-la em posição 

correta e as bordas foram costuradas formando uma “cesta” (Figura 2a). Assim o espaço além 

dos cinco cm centrais rizosférico não continham raízes. 

 

Figura 1 – Funil de Baermann modificado 
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Fonte: Andrade-Souza (2022) 

 

Com o auxílio de outros dois cilindros metálicos de sete e 11 cm de diâmetro, foram 

delimitadas as regiões no interior dos vasos plásticos, denominados: atrativa 1, de cinco cm de 

diâmetro onde se plantava a muda de soja dentro da “cesta” ou colocava a solução da molécula 

a testar; atrativa 2 localizada entre o limite da região atrativa 1 e o cilindro de sete cm; neutra 

formada pelo espaço entre os cilindros metálicos de sete e 11 cm e repelente delimitada entre 

o cilindro de 11 cm e a borda do vaso de 15 cm de diâmetro (Figuras 2b e 3ab). Na região neutra 

foi o local de infestação dos J2 de M. javanica. A infestação dos J2 ocorreu em uma distância   

a dois cm da borda da tela excluídora de raiz e à 0,5 cm do cilindro de 11 cm de diâmetro. Os 

cilindros metálicos de sete e 11 cm de diâmetro possibilitaram definir está distância.  

 

 

Figura 2 – A) tela excluídora de raiz “cesta” com uma plântula de soja. B) cilindros                                                                                               

metálicos de cinco, sete e 11cm de diâmetro. 

5 cm 

7 cm 

11 cm 

10 cm 

A B 
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Fonte: Andrade-Souza (2022) 

 

3.4 Experimento 1- Ensaio de quimiotaxia de J2 de M. javanica com soja e a nova técnica  

 

A validação inicial do ensaio de quimiotaxia com soja foi conduzida em casa de 

vegetação do laboratório de Nematologia do departamento de Fitopatologia (DFP) da 

Universidade Federal de Lavras – UFLA. O experimento foi conduzido com o inóculo de J2 de 

M. javanica e soja para observar o poder de atratividade da cultivar Monsoy 5917 IPRO. 

A migração dos J2 foi estudada usando vasos plásticos de 15 cm de diâmetro e 12 cm 

de altura. Os vasos foram preenchidos com 1 kg de solo e areia (proporção 2:1, 

respectivamente) esterilizados por autoclavagem por 2 horas e mantido com conteúdo de água 

em, aproximadamente, 50% da capacidade de campo (CC). A irrigação ocorreu no final da tarde 

para evitar a evapotranspiração. 

A muda de soja a ser transplantada na tela excluídora de raiz foi lavada o sistema 

radicular com água deionizada para a retirada do excesso de substrato. Foram empregadas 

plântulas de soja em estádio vegetativo V3-V4 (Figura 4a). A tela excluídora de raiz foi 

preenchida com, aproximadamente, 150 g de solo e areia e o restante do solo e areia foi 

completado ao redor da tela excluídora e posteriormente, os vasos foram transferidos para a 

casa de vegetação (Figura 4b) com variação de temperatura. Vasos com telas excluídora de 

raízes, mas sem plantas serviu como controle (estímulo neutro). Após três dias de transplantio 

das mudas de soja foi feita a infestação do solo com os J2. 

Figura 3 – A) Tubos metálicos de 11, sete e cinco cm alocados dentro do vaso de 15 cm de 

diâmetro e 12 cm de altura. B) Esquema do vaso com as distribuições espaciais: 

A1 região de atração 1; A2 região de atração 2; N região neutra; R região 

repelente. 

A B 
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Os J2 eclodidos entre 48h e 120h foram coletados de funis de Baermann modificado e 

transferidos para câmara de Peters. O número de J2 foi determinado com o auxílio de um 

microscópio invertido com ampliação de 100x usando um contador de células manual, e a 

suspensão foi ajustada para 458 J2 por 1 mL. Aproximadamente, 4000 J2 móveis foram 

infestados por vaso a uma profundidade de três cm. A distribuição do inóculo ocorreu em 

círculo na região neutra (dois cm da borda da tela excluídora de raiz) colocando 1000 J2 por 

local de infestação em pontos cardiais equidistantes e os buracos foram fechados logo após a 

infestação (Figura 4c). 

 

Figura 4 – A) Muda de soja em estádio vegetativo V3-V4. B) Vasos localizados em casa de    

vegetação do laboratório de Nematologia-UFLA. C) Tela excluídora de raiz com 

muda de soja alocada no centro do vaso. Setas pretas indicando o local de infestação 

dos J2 de M. javanica a dois cm da borda da tela excluídora de raiz.  

Fonte: Andrade-Souza (2022) 

A irrigação não foi realizada durante as 24h após a infestação para evitar a percolação 

desnecessária dos J2. Para a irrigação foi utilizado um pulverizador manual com bomba de 

pressão e válvula de controle automático, além de possuir bico com ajuste de jato (Figura 5a). 

A posição de operação foi padronizada para todos os vasos. O pulverizador foi disposto no 

centro do vaso e com gotas finas que simulavam “chuva” (Figura 5b), com a teoria de que a 

movimentação dos J2 não fossem facilitadas em direção as raízes se tivesse uma intensidade 

mais controlada do que se a irrigação fosse feita com o auxílio de uma pisseta. Fertilizantes não 

foram colocados durante a condução do experimento, a fim de observar o efeito único do 

A B C 

A B C 
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exsudato da raiz. O experimento foi em delineamento de blocos inteiramente casualizados com 

nove repetições por tratamento (com planta e sem planta) e repetido duas vezes no tempo. 

 

Fonte: Andrade-Souza (2022) 

Cinco dias após a infestação dos J2 de M. javanica, os vasos foram levados para o 

laboratório de Nematologia - UFLA e feita a avaliação das quatros regiões do solo dentro do 

vaso. Para isto, foram colocados os dois tubos metálicos (sete e 11cm) que serviram como 

suporte para a separação das regiões e também para “cortar” o solo. Depois de colocar os tubos 

metálicos (sete e 11 cm) a obtenção das regiões foi feita de dentro para fora (Figura 6). Assim, 

foi retirada a região central contida na cesta formada pela tela excluídora de raízes com a 

plântula de soja e toda a rizosfera denominada região atrativa 1. A plântula de soja foi retirada 

com cuidado da tela excluídora. Em um Becker foram lavadas tantos as raízes e o solo aderido 

na tela excluídora. O solo presente dentro da tela excluídora foi vertido para o mesmo Becker 

e feito a extração dos J2. O solo da região atrativa 1 bem como o da região atrativa 2 foram 

recolhidos integralmente e, separadamente, realizada a extração dos J2. As regiões neutras e 

repelentes também foram coletadas separadamente e transferidas para um Becker. No entanto, 

os solos destas duas regiões (neutra e repelente) foram pesados, homogeneizados em sacos 

plásticos por, aproximadamente, 40 segundos, e usados somente a metade do solo para facilitar 

na hora da extração e depois foram multiplicados com seus respectivos pesos o número de J2 

total. Os tubos metálicos foram sempre lavados com água e sabão para a retirada do solo aderido 

nas paredes afim de evitar a contaminação entre as parcelas. Os J2 foram extraídos por técnica 

A B 

Figura 5 – A) Pulverizador manual com bomba de pressão e válvula de controle de pressão 

automático com bico de ajuste de jato. B) Simulação da aplicação da água com o 

pulverizador manual. 

 

 

 

 

 



29 

de flutuação centrífuga (JENKINS, 1964) com modificação. Foram contados os números de J2 

em microscópio de objetiva invertida, no qual toda a suspensão foi vertida numa caixa de 

contagem determinando o número de juvenis recuperados das regiões atrativas 1, atrativas 2, 

neutra e repelente. Ao mesmo tempo, os sistemas radiculares da soja foram corados com 

fucsina ácida (BYRD JR. et al., 1983). 

 

Fonte: Andrade-Souza (2022) 

3.5  Caracterização dos compostos voláteis emitidos por raiz e caule de soja da cultivar 

Monsoy 5917 

 

Raízes e caules de plântulas de soja com dois pares de folhas verdadeiras foram 

separados. O sistema radicular e o caule foram lavados com água deionizada autoclavada a 

121ºC por 20 minutos. A seguir, raízes e caules, separadamente, foram cortados em segmentos 

de aproximadamente de 1 cm e transferidos para tubos de SPME. Os tubos foram então 

fechados hermeticamente e em seguida levados imediatamente à Central de Análise e 

Prospecção Química (CAPQ/UFLA) para a caracterização dos compostos orgânicos voláteis 

presentes nas amostras. 

Os vapores formados foram colhidos e injetados em cromatógrafo a gás para análise das 

moléculas. Os parâmetros empregados para a microextração em fase sólida (SPME) no modo 

headspace (ARTHUR, PAWLISZYN, 1990) foram os seguintes: fibra DVB/CAR/PDMS 

Figura 6  – Tubos metálicos sendo colocados no vaso com o auxílio de um martelo para separar 

as diferentes regiões (A1; A2; N e R). Da esquerda para direita, sendo colocado 

primeiro o tubo de sete cm de diâmetro, e em seguida o de 11 cm de diâmetro.  

https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-021-02322-8#ref-CR5
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(Divinilbenzano, Carboxen, Polidimetilsiloxano); temperatura de extração a 55ºC, agitação da 

amostra a 250 RPM, tempo de extração de 35 minutos e tempo de dessorção no injetor do GC 

de 2 minutos. Para a separação e identificação dos COVs foi utilizado um cromatógrafo a gás 

acoplado a um espectrômetro de massas GC-MS QP 2010 Ultra (Shimadzu, Japan) equipado 

com injetor automático para líquidos e gases AOC-5000 (Shimadzu, Japan) e coluna HP-5 (5% 

ferril-95% dimetilisiloxano) de dimensões 30 x 0,25 mm x 0,25 μm. A temperatura do injetor 

foi de 250ºC, da interface de 240ºC e a da fonte de íons do detector de 200ºC. O injetor foi 

operado no modo splitless. Como gás de arraste foi utilizado He grau 5.0 a 1,0 mL min-1. A 

programação da temperatura do forno do GC foi de 40ºC até 160ºC a 3ºC min-1 e até 240ºC a 

10ºC min-1. O MS foi operado no modo de varredura na faixa de 40-350 u.m.a. Para 

identificação dos COVs nas amostras, os espectros de massas de cada pico do cromatograma 

foram extraídos através do programa Automated Mass Spectral Decoavolution and 

Identification System (AMDIS) v. 2.63. A identificação dos COVs foi realizada por comparação 

dos espectros de massas dos picos das amostras com espectros da biblioteca NIST pelo 

programa Mass Spectral Search Program v. 1.7 (NIST, Washington DC, USA) e por 

comparação entre os índices de retenção obtidos experimentalmente (RI Exp.) com os índices 

de retenção da literatura (RI Lit.) (NIST, 2013; ASMUS, 2007 ). Para a comparação entre os 

espectros de massa foram considerados somente os picos em que a similaridade entre os 

espectros fossem maiores que 80%. Os índices de retenção experimentais foram obtidos através 

da injeção de uma série homóloga de alcanos. 

 

3.6 Ensaio de quimiotaxia in vitro de J2 de M. javanica aos COVs 

 

Ápos a identificação dos compostos voláteis presentes no sistema radicular e caule por 

GC-MS, foi feito uma vasta revisão de literatura das moléculas que por ventura pudessem estar 

descritas ou não na literatura. Posteriormente, foram selecionadas algumas delas e adquiridas 

no mercado pela empresa Sigma-Aldrich, St. Louis, MO. Para este ensaio foram adquiridos os 

compostos: acetato de etila, benzoato de etila, etanol e tetradecano, 2-pentilfurano e 3-

pentanona, que estavam presentes no volatiloma da soja. Adicionalmente e como comparativos, 

foram empregados os compostos e ácido salicílico que são descritos na literatura como 

atraentes. A pureza de todos os produtos químicos era de 97% ou mais. 

Os ensaios de quimiotaxia foram realizados de acordo com o método descrito por 

Bargmann, Hartwieg e Horvitz (1993), com modificações. Em Placa de Petri de 55x15mm de 

óxido de etileno e alta transparência esterelizadas foram preenchidos com oito mL de meio de 
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ágar-água a 2% (massa/volume). As superfícies superiores das placas foram divididas em três 

partes. A) área teste; B) neutra e C) área controle (Figura 7a). Para o experimento, uma 

suspensão de 15 μL – 20 μL contendo 100-180 J2 foram colocados na posição B das placas 

(Figura 7b). 

Para testar o efeito dos COVs, 1 μL da molécula líquida não diluída ou 0,5 mg de 

composto sólido dissolvido em 2 μL de metanol, foram pipetados na superficie do meio ágar-

água na posição A. O tratamento mistura dos compostos voláteis da soja foram preparados sem 

diluição e usando uma concentração estoque contendo 80 μL de cada molécula da soja e 

aplicado deste estoque 1 μL no ágar-água. Na posição C, foi colocado nada ou o diluente 

metanol. As placas de controle receberam apenas fitonematoides ou fitonematoides e metanol. 

As placas de Petri foram fechadas e mantidas sobre uma bancada do laboratório em temperatura 

ambiente em torno de 25ºC. As quantidades dos voláteis aplicadas no ágar-água foram baseadas 

no artigo do Oka (2020). O ensaio foi repetidos duas vezes no tempo e o número de repetições 

variou em cada tratamento devido a perda da parcela experimental. 

O número de J2 nas áreas A e C foram contados 16 horas mais tarde com o auxilio de 

um microscopio de objetiva invertida. Com o número de J2 obtido calculou-se o índice de 

quimiotaxia (IQ) conforme Bargmann, Hartwieg e Horvitz (1993).  IQ = (número de J2 na área 

teste – o número de J2 na área controle) / (Nº total de J2 em área teste + número de J2 na área 

controle). Um IQ> 0,2 foi considerado altamente atraente. Um IQ 0,1, mas < 0,2 como pouco 

atraente. Um IQ> -0,1 mas < 0,1 como nenhuma resposta. Um IQ > -0,2, mas < -0,1 

ligeiramente repelente. Um IQ < -0,2 como altamente repelente. 

 

Fonte: Andrade-Souza (2022) 

Figura 7 – A) Esquema da placa de Petri de 5,5 cm de diâmetro para o ensaio de quimiotaxia 

de J2 de M. javanica. Foram demarcadas três áreas: A - área teste; B - área neutra; 

C - área controle. B) gotas de aproximadamente 20 microlitros contendo J2 de M. 

javanica que foram depositados na área neutra da placa. 

A B 
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3.7 Experimento 2- Ensaio de quimiotaxia em vasos usando J2 de M. javanica e moléculas 

voláteis  

 

Foram estudados em vasos os compostos voláteis que se mostraram atrativas nos testes 

in vitro. O experimento foi montado conforme descrito em 3.4, porém sem o uso da tela 

excluídora de raiz, uma vez que não se usou plantas. Os J2 de M. javanica foram coletados 48h 

– 120h e a suspensão foi calibrada para, aproximadamente, 456 J2 por 1 mL, infestando, 

aproximadamente, 4000 J2 móveis por vasos. 

Com o auxílio de um cilindro metálico de cinco cm de diâmetro, foi feito um risco no 

solo para marcar o centro onde a molécula seria aplicada. A partir da marca, foi definida a 

distância de três cm para a infestação do J2 (Figura 8a). A infestação do fitonematoide e a 

aplicação das moléculas ocorreram no mesmo dia. As moléculas testes foram usadas nos seus 

estados sólidos em 1 g sem diluição em metanol (Figura 8b). No centro da marca, foi feito uma 

abertura de quatro cm de profundidade onde a molécula foi depositada e, em seguida, o solo foi 

reposto (Figura 8c). Um tratamento sem molécula usando somente água serviu como controle. 

A irrigação ocorreu do mesmo modo conforme já descrito no 3.4. 

Três dias após a infestação dos fitonematoides no solo, os vasos foram levados para o 

laboratório e feito a extração dos J2 do solo somente da região atrativa 1. Então, a estrutura da 

unidade experimental (vasos) foi desmontada utilizando o cilindro metálico de cinco cm de 

diâmetro para “cortar” o solo e despejado em um becker. Posteriormente, os J2 foram extraídos 

por técnica de flutuação centrífuga (JENKINS, 1964) com modificação. Foram contados os 

números de J2 em microscópio de objetiva invertida, no qual toda a suspensão foi vertida numa 

caixa de contagem determinando o número de juvenis recuperados somente da região atrativa 

1. 

Fonte: Andrade-Souza (2022)  

Figura 8 – A) Setas vermelhas indicando o local de infestação dos J2 de M. javanica a três cm 

de da marca do solo. B) Moléculas testes em estado sólido. C) Momento de 

aplicação da molécula. 

A B C 
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3.8 Análise Estatística  

 

Utilizou-se o delineamento em blocos inteiramente casualizados para o ensaio de 

validação da nova técnica de quimiotaxia. Os dados deste ensaio foram previamente submetidos 

à transformação (Log x) para atender os pressupostos de normalidade (Shapiro-Wilk) e de 

homogeneidade (Barlett). Então eles foram submetidos a análise de variância ANOVA em 

esquema fatorial 2 (planta e sem planta) x 4 (regiões atrativas 1; atrativas 2, neutras e 

repelentes). O Teste de t de Student foi utilizado para determinar se havia diferenças entre os 

números de J2 em áreas similares entre os vasos com e sem planta. Os experimentos, in vitro, 

de quimiotaxia foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado. As repetições do 

experimento (experimentos 1 e 2) foram submetidas à ANOVA e não houve diferença entre 

elas (P > 0,05), então calculou-se o índice de quimiotaxia IQ (= número de J2 na área teste – o 

número de J2 na área controle) / (Nº total de J2 em área teste + número de J2 na área controle). 

No ensaio de quimiotaxia com as moléculas voláteis atraentes testadas em vasos, os dados 

também foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias referentes aos 

diferentes tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). Todas as análises 

estatísticas foram realizadas no software R Programming R 3.5.1 (RStudio, Boston, MA, EUA).  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Desenvolvimento da nova técnica para estudos de atração de fitonematoides por 

plantas e por moléculas em vasos. 

 

A nova técnica possibilitou separar com precisão as diversas regiões do solo e areia 

atrativa 1, atrativa 2, neutra e repelente. O uso da tela excluídora de raiz na região atrativa 

1 permitiu avaliar a migração dos J2 de M. javanica para além destas regiões atrativas em um 

espaço sem raízes (regiões atrativas 2, neutra e repelente). 

 

4.2 Experimento 1- Ensaio de quimiotaxia de J2 de M. javanica com soja e a nova técnica. 

 

Após o término de cada extração de nematoides do solo, nenhum J2 foi encontrado na 

tela utilizada para delimitar a região atrativa 1. A porcentagem de recuperação de J2 de M. 

javanica após o processo de extração variou de 7,5 a 10%. Não houve diferença estatística (P 

> 0,05) entre o número de J2 recuperado nos vasos com plantas e sem plantas (Tabela 1). Poucos 

J2 penetraram no sistema radicular da soja, correspondendo a uma média inferior a 0,2% (<10) 

do número total de J2 colocados no solo (4000).  

 

Tabela 1 – Média total da taxa de recuperação de juvenis de segundo estádio J2 de Meloidogyne 

javanica extraídos do solo e areia sobre os estímulos com plantas e sem plantas dos 

experimentos I e II 

a - Número médio de J2 recuperados por vaso. b - Número médio de J2 observados no interior do sistema 

radicular de soja. N.S Indica que não houve diferença estatística (P > 0.05) entre médias da mesma coluna 

de acordo com o Teste t de Student. Dados originais foram transformados para Logx para satisfazer os 

pressupostos de homogeneidade de variâncias e normalidade. Fonte: Andrade-Souza (2022). 

 

Nos dois ensaios realizados em vasos, a distribuição dos J2 ao longo das diferentes 

regiões foi influenciada pela presença da planta de soja (P < 0,01) (Tabela 2 e 3).  

  

 Experimento I Experimento II 

 J2 recuperadosa J2 dentro da raizb J2 recuperados a J2 dentro da raizb 

Soja 325,2NS <10 299,4NS <10 

Controle 400,98NS 0 352,6NS 0 
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Tabela 2 – Resumo da anova do primeiro ensaio sobre o efeito do estímulo da planta de soja na 

migração dos juvenis segundo estádio (J2) de Meloidogyne javanica, nas diferentes 

regiões dos vasos preenchidas com solo. 

Fonte: Andrade-Souza (2022) 

Tabela 3 –  Resumo da anova do segundo ensaio sobre o feito do estímulo da planta de soja na  

migração dos juvenis segundo estádio (J2) de Meloidogyne javanica, nas diferentes 

regiões dos vasos preenchidas com solo. 

GL- grau de liberdade. SQ – soma dos quadrados. QM – quadrado médio. Fonte: Andrade-Souza (2002). 

Nos dois ensaios de quimiotaxia em vasos, houve diferença na migração de J2 ao longo 

das diferentes regiões (Tabela 2 e 3). Em ambos os experimentos, tanto nos vasos com plantas 

como naqueles sem plantas, o maior percentual de J2 concentrou-se no ponto de infestação 

(região neutra) e na região repelente, sendo que estes valores variaram de 25,95% a 46,23% 

para as regiões neutras e 32,33% a 50,38% para as regiões repelentes (Figura 9).  

Figura 9 – Percentual de juvenis de segundo estádio (J2) de Meloidogyne javanica recuperado 

nas diferentes regiões nos experimentos I e II, após cinco dias de infestação do solo. 

Barras cinzas – refere-se ao tratamento sem plantas. Barras pretas – refere-se ao 

tratamento com a soja. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: Andrade-Souza (2022) 

Fonte GL SQ QM F p 

Estímulo (planta) 1 0.725 0.725 9.565 >0.065 

Regiões 3 11.540 3.847 50.740 <0.001 

Estímulo*Região 3 1.978 0.659 8.695 <0.001 

Resíduo 55 4.170 0.076   

Fonte GL SQ QM F p 

Estímulo (planta) 1 1.9547 0.6516 22.197 <0.001 

Regiões 3 0.0006 0.0006 0.019 >0.891 

Estímulo*Região 3 1.1324 0.3775 12.859 <0.001 

Resíduo 51 1.4971 0.0294   
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No experimento I, o Teste de t Student para as duas amostras independentes mostrou 

que há efeito da presença das raízes de soja sobre o número de J2 na região atrativa 1 (t(8,64)= 

- 4,27; p < 0,001) e na região atrativa 2 (t(14) = - 2,92; p < 0,05) (Figura 11). Na região atrativa 

1, os vasos com plantas de soja continham em média quatro vezes mais J2 que aqueles sem 

plantas.  

No segundo experimento, observou-se a mesma tendência nos dados em relação a região 

atrativa 1, onde foram recuperados mais (t(10)= - 4,73; p < 0,0001) J2 em comparação aos 

vasos sem plantas (Figura 10). Na região atrativa 1, vasos com o estímulo da soja apresentaram 

em média mais que o dobro de J2 que os vasos sem soja. Neste experimento, não houve 

diferença significativa (p > 0,05) entre as regiões atrativas 2 dos vasos com soja e aqueles sem 

plantas (Figura 10). 

Fonte: Andrade-Souza (2022) 

A análise descritiva dos dados demonstra a ocorrência de uma grande dispersão dos 

dados na região repelente de todos os tratamentos. Este padrão também foi observado na região 

neutra dos vasos com planta (Figura 11). 

  

Figura 10  – Número de J2 de Meloidogyne javanica recuperados nas regiões atrativas 1 e nas 

regiões atrativas 2 nos experimentos I e II. *** Valor de P altamente significativo 

**Valor de P moderadamente significativo * Valor de P significativo pelo Teste 

t de Student (P<0,05). NS- não significativo pelo teste de T student (P>0,05).  
 

 



37 

Fonte: Andrade-Souza (2022) 

4.3  Caracterização dos compostos voláteis emitidos por raíz e caule de soja da cultivar 

Monsoy 5917 

 

A análise química usando SPME - GC/MS detectou 13 compostos voláteis da raiz/caule 

da cultivar Monsoy 5917 IPRO (Tabela 4) Os 13 compostos voláteis foram detectados no 

sistema radicular, mas apenas o etanol e 1,1-dietoxy-etano estavam presentes no caule. Todos 

os compostos voláteis foram identificados com baixa intensidade (“v”) (Tabela 4). A massa da 

amostra foi pequena e por isso os picos detectados foram poucos intensos. 

 

Tabela 4 – Compostos voláteis identificados em raiz e caule de soja 'Cultivar Monsoy 5917' por 

SPME – GC-MS. 

Pico 
RT* 

(min) 

Nome do 

composto 

IR 

exp.a 
IR lit.b 

Classe 

composto 

Fórmula do 

composto 

Monsoy 5917 

IPRO 

Raiz Caule 

1 2,10 Acetaldeído x x Aldeído CH3CHO v  

2 2,20 Etanol x x Álcool C2H5OH v v 

3 2,84 Acetato de etila 608 606 Éster C4H8O2 v  

4 3,59 1-penten-3-ol 679 688 Álcool C5H10O v  

Figura 11 – Representação Box Plot para o conjunto de dados do experimento de validação da 

técnica de quimiotaxia em ambiente aberto com vasos. A e B) Resultados 

referentes ao experimento I. C e D) Resultados referentes ao experimento II. 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C5H10O


38 

* Tempo de retenção/minuto; a - Índice de retenção experimental; b - Índice de retenção teórico. Fonte: 

Andrade-Souza (2022). 

 

4.4 Ensaio de quimiotaxia in vitro de J2 de M. javanica aos COVs  

 

Após a revisão de literatura das 13 moléculas encontradas na análise cromatográfica dos 

COVs emitidos pela soja, seis foram selecionadas para o teste de quimiotaxia dos J2 de M. 

javanica em placas de Petri (Figura 12). As demais moléculas não foram adquiridas devido ao 

alto custo e disponibilidade do produto.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Andrade-Souza (2022) 

 

5 3,59 3-pentanona 695 700 Cetona C₅H₁₀O v  

6 4,32 1,1-dietoxy-etano 724 730 Éter C6H14O2 v v 

7 5,94 Hexanal 800 800 Aldeído C6H12O v  

8 13,13 2-pentilfurano 985 991 Furano C9H14O v  

9 16,40 

7-Methyl-

1,6dioxaspiro[4.5] 

decane 

1055 ? Éter C9H16O2 v  

10 21,90 Benzoato de etila 1169 1170 Éster C9H10O2 v  

11 31,80 1-tetradeceno 1375 1381 Alceno C14H28 v  

12 32,04 Tetradecano 1400 1400 Alcano C14H30 v  

13 37,95 Pentadecanal 1722 1712 Aldeído C15H30O v  

Figura 12 – Estruturas químicas das moléculas voláteis selecionadas para o ensaio de 

quimiotaxia. I- acetato de etila. II- benzoato de etila. III- etanol. IV- tetradecano. 

V- 2-pentilfurano. VI- 3-pentanona. VII- ácido salicílico e VIII-vanilina. As 

moléculas ácido salicílico e vanilina não foram identificadas na raiz da soja. 

 

 

I II III VI 

VII VIII

///////

///////

/////// 

V VI 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C9H14O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C9H16O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C9H10O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H30O
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Nenhum dos seis compostos emitidos por raízes de soja foi altamente atraente ao J2 M. 

javanica. Como comparativo com as demais moléculas voláteis encontradas no volatiloma da 

soja, o ácido salicílico e vanilina (IQ = 0,263 e 0,568, respectivamente) na dose de 0,5 mg, 

mostraram-se altamente atraentes, com IQ foi maior que > 0,2 (Tabela 5). No entanto, os 

compostos benzoato de etila, acetato de etila e tetradecano foram altamente repelentes IQ < -

0,2 (IQ = -0,239, -0,255 e -0,211, respectivamente).  Etanol foi apenas pouco repelente (IQ = -

0,169). Duas moléculas voláteis não tiveram respostas para atrair ou repelir nematoide, sendo 

elas 3-pentanona e pentilfurano (IQ = -0,0088 e 0,019, respectivamente) juntamente com os 

tratamentos controle e metanol. A mistura de todas as moléculas voláteis de soja mostrou-se 

apenas pouco atraente (IQ = 0,111). 

 

Tabela 5 – Índice de quimiotaxia de J2 de Meloidogyne javanica em relação as moléculas testes 

colocados em placa de Petri. Os J2 foram expostos aos compostos por 16 horas. 

a - Número de repetições. z - Índice de quimiotaxia = (Nº de J2 área a – Nº de J2 na área c) / (Nº J2 

área a + Nº de J2 área c). v - Erro padrão. Fonte: Andrade-Souza (2022). 

 

4.5 Experimento 2- Ensaio de quimiotaxia em vasos usando J2 de M. javanica e moléculas 

voláteis  

 

No experimento I (Figura 13), a aplicação do composto ácido salicílico na região 

atrativa 1, foi significativamente maior do que aqueles encontrados onde foi depositado a 

Compostos Na Dose IQz SEv 

Vanilina 18 0,5 mg 0,568 0,04 

Ácido salicílico 17 0,5 mg 0,263 0,04 

Metanol 14 1 μL 0,019 0,04 

3- Pentanona 7 1 μL -0,088 0,11 

2 -Pentilfurano 17 1 μL 0,019 0,07 

Etanol 15 1 μL -0,169 0,03 

Benzoato de etila 17 1 μL -0,239 0,07 

Acetato de etila 17 1 μL -0,255 0,04 

Tetradecano 17 1 μL -0,211 0,04 

Mistura 15 1 μL 0,111 0,04 

Controle 17 0 -0,021 0,04 
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molécula vanilina ou água (controle). No entanto, no experimento II esses três valores não 

diferiram entre si.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Andrade-Souza (2022) 

  

Figura 13  – Distribuição de J2 Meloidogyne javanica para as moléculas voláteis ácido salicílico 

e vanilina aplicados em vasos contendo mistura de solo e areia e extraídos os J2 de 

M. javanica apenas da região atrativa 1. Os dados são apresentados como médias 

e letras diferentes indicam diferença significativa entre os tratamentos pelo teste de 

Scott Knott (P<0,05) Ns- os tratamentos não foram significativos pelo teste de Scott 

Knott (P > 0,05). 
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5 DISCUSSÃO 

 

A quimiotaxia é um comportamento importante para os fitonematoides, pois eles são 

obrigados a infectar um hospedeiro apropriado para completar seus ciclos de vida (TSAI et al., 

2021). Uma série de técnicas tem sido relatada para estudar a quimiotaxia de fitonematoides 

(SPENCE et al., 2008). Destas técnicas, as que fazem uso de placas de Petri preenchidas com 

ágar-água são comumente as mais relatadas  (MURING et al., 2018; LIU et al., 2019; OOTA, 

et al., 2020; OKA, 2020; PACHECO et al., 2022). A praticidade e simplicidade tornam os 

ensaios em placas de Petri vantajosos. Outros estudos de quimiotaxia incluem o uso de 

olfatômetros (KIRWA et al., 2018) vasos e copos conectados por tubos (WANG, et al., 2019; 

PACHECO et al., 2022), colunas verticais (OLIVEIRA et al., 2020; LEITÃO et al., 2021) e 

tubos falcons (CHENG et al., 2021). Entretanto, essas técnicas apresentam limitações, como: i) 

alto custo, o olfatômetro, por exemplo, pode custar até US$ 1700 dólares; ii) nas placas de Petri 

os nematoides se movem em um  sistema bidimensional (JONES, 2013); iii) uso de tubos com 

diâmetros internos pequenos, em alguns casos inferiores a 1 cm (PROT, 1976). Em função das 

lacunas que precisam ser preenchidas em ensaios de quimiotaxia, nós propomos uma nova 

metodologia de baixo custo de implementação, utilizando vasos plásticos que representa o 

ambiente próximo ao encontrado pelos fitonematoides no solo. Também exploramos outras 

perspectivas usando pela primeira vez a tela excluídora de raiz, que impede que o crescimento 

das raízes encurte a distância em relação ao inóculo presente no solo. Assim criamos um sistema 

que direciona os J2 em direção a uma fonte de estimulo central em função dos compostos 

liberados do sistema radicular. A nova técnica também possibilitou a separação do solo no vaso 

em regiões atrativa 1, atrativa 2, neutra e repelente permitindo a extração dos J2 dessas 

regiões separadamente e os estudos de migração desses patógenos  

A presença da soja na região Atrativa 1 teve um efeito positivo sobre o número de J2 

recuperados nesta região e na região Atrativa 2, indicando que eles migraram do ponto de 

infestação, direcionados pela presença de um gradiente de semioquímicos atraentes liberados 

pelas raízes da soja. (P<0,05). 

Por outro lado, os resultados do presente estudo indicam que a presença do sistema 

radicular da soja no solo não resultou na formação de um forte gradiente de atração dos J2 em 

direção as regiões atrativas, pois independente da presença da soja, a maior quantidade de J2 

sempre foi recuperada nas regiões neutra e repelente. No trabalho de Liu et al. (2019) J2 de 

M. incognita exibiu uma forte quimiotaxia a compostos radiculares da soja. Wang et al. (2018) 

observaram que M. incognita foram apenas atraídos para as pontas das raízes da soja do que a 
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extratos e exsudatos coletados da raiz, sendo estes repelentes aos J2. As divergências entres os 

estudos pode estar relacionada a metodologia dos ensaios, aos métodos de extração dos 

compostos e da concentração liberada. As raízes das plantas exsudam uma diversidade de 

metabólitos primários e secundários que podem incluir atrativos e repelentes específicos do 

hospedeiro (PERRY, 2005; DUDAREVA et al., 2006; ČEPULYTĖ et al. 2018). 

Além disso, muitos J2 podem ser impedidos de reconhecerem os semioquímicos 

atrativos por deficiência no sistema fisiológico ficando parados no local de infestação (região 

neutra) ou as diferenças em doses de semioquímicos causar tanto atração como repelência 

(KIHIKA et al., 2017). Nos estudos de quimiotaxia tridimensionais, alguns fatores além da 

liberação dos semioquímicos da raiz são importantes como, a distância entre o ponto de 

infestação e a raiz do hospedeiro. Longas distâncias podem resultarem em J2 desorientados, e 

assim leva-os a consumirem todas as suas reservas de energias, tornando-os inativos (ROCHA 

et al., 2007; ROCHA et al., 2016). O diâmetro interno do aparato experimental constitui outro 

fator importante que influência na direcionalidade dos estudos de migração, pois diâmetros 

menores que 4,4 cm podem restringir a dispersão horizontal e impor a migração vertical 

(SPENCE et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2020; LEITÃO et al., 2021). No presente estudo, o 

diâmetro interno dos vasos foi de 15 cm, dessa forma incitou uma melhor motilidade horizontal 

dos J2.  

A explicação para o fato de mais J2 ter sido recuperado próximo o ponto de infestação, 

nas regiões neutras e repelentes, pode estar na migração aleatória dos J2 que independe do 

estímulo da planta. Dados semelhantes foram observados com outras espécies de nematoide de 

galhas, em estudos de migração vertical, no qual a maioria dos nematoides permaneceu no local 

de infestação, não respondendo aos estímulos radiculares (OLIVEIRA et al., 2020; LEITÃO et 

al., 2021). Há relatos em que algumas espécies de nematoides das galhas como M. 

chitwoodi (PINKERTON et al., 1987),  M. arenaria (SANTOS, 1973 ), M. enterolobii 

(OLIVEIRA et al., 2020), M. floridensis e M. incognita (LEITÃO et al., 2021) não responderam 

fortemente os semioquímicos liberados pelas raízes  se mantendo próximos ao local de 

infestação. 

 A identificação de compostos voláteis em raiz e caule de soja revelou classes químicas 

distintas com a presença de três aldeídos, dois álcoois, um alcano, um alceno, uma cetona, dois 

éteres, dois ésteres e um furano. De uma visão ecológica e ampla, esses resultados exibem a 

diversidade na química de plantas hospedeiras interespécies (WILSCHUT et al., 2016; 

MURINGI et al., 2018) e intraespécies (VELLOSO et al., 2021). Entretanto, alguns dos COVs 

identificados no presente estudo coincidiram com aqueles encontrados por Velloso et al. (2021) 

https://link.springer.com/article/10.1007/s11104-020-04677-z#ref-CR7
https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-021-02322-8#ref-CR27
https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-021-02322-8#ref-CR40
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilschut%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29118781
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sendo o etanol, acetato de etila, 2-pentilfurano, 3-pentanona e hexanal como indutores da 

eclosão de Heterodera glycines em soja. As demais moléculas não estavam presentes. Tais 

diferenças na composição do volatiloma do presente trabalho contrastando com Velloso et al. 

(2021) talvez possam ser explicados pela diferença no processo de coleta dos voláteis no qual  

houve uma formação da câmara de gás que permaneceu fechado por cinco dias e na diferença 

das cultivares de soja usadas nos dois estudos. 

Nos estudos de quimiotaxia em placas de Petri contendo ágar, os compostos voláteis 

testados mostraram diferentes modos de respostas quimiotácticas. Por exemplo, J2 de M. 

javanica foi altamente atraído por compostos não relacionados ao sistema radicular de soja, 

como a vanilina e ácido salicílico. Estes resultados estão de acordo com Oka (2020), no qual 

testou 60 compostos com estruturas químicas semelhantes ao carvacrol, dentre estes, os 

compostos vanilina e ácido salicílico foram reportados como altamente e moderadamente 

atraentes a J2 de M. javanica, respectivamente.   

No presente estudo, pela primeira vez testou-se a quimiotaxia dos compostos acetato de 

etila, benzoato de etila, tetradecano, 2-pentilfurano e 3-pentanona identificados nas raízes da 

soja. Esses resultados indicam que nenhuma destas moléculas são atraentes aos J2 com a dose 

de 1 μL. Curiosamente, três compostos foram altamente repelentes, como benzoato de etila; 

acetato de etila e tetradecano. Por outro lado, 3-pentanona e 2-pentilfurano não tiveram 

nenhuma resposta aos J2. A dose testada pode ter sido insuficiente para afetar a percepção dos 

J2 em direção das moléculas aplica no ágar.  

Outro aspecto envolvido na atração de soja a M. javanica neste estudo, é que nem todas 

as moléculas encontradas no volatiloma desta planta foram compradas e testadas como os 

compostos acetaldeído; 1-penten-3-ol; 1,1 dietoxi-etano; hexanal; 7-Metil-1,6dioxaspiro[4.5] 

decano; 1-tetradeceno e pentadecanal. Deste modo, outras moléculas poderiam ter resposta 

positiva aos J2. No entanto, com as moléculas presentes em tratamento mistura, a respota dos 

J2 foi pouco atraente no indice de quimiotaxia. Talvez tenha ocorrido  sinergismo entre as 

moléculas capaz de desencandear um pequeno estímulo aos J2. Assim sugere-se que, todas as 

moléculas em sinergismo e doses diferentes  emitidas por esta cultivar poderiam causar efeito 

mais robusto na atração dos J2. 

Para o teste, in vivo, os compostos vanilina e ácido salicílico foram selecionados e 

testados pela primeira vez no solo. Tais compostos apresentaram comportamentos distintos nos 

dois experimentos no tempo. No primeiro experimento, o composto ácido salicílico teve uma 

média superior de J2 recuperados do solo, com a aplicação de 1g da molécula e diferiu 

estaticamente dos demais tratamentos. Entretanto, no segundo experimento, as duas moléculas 
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não diferiram significativamente do tratamento controle A razão para este comportamento 

distinto não é conhecida, sendo assim necessário mais estudos de quimiotaxia utilizando esta 

dose e avaliando as demais regiões atrativas 1, atrativas 2, neutras e repelentes, para 

observar a dispersão dos juvenis e a sua viabilidade. 
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6 CONCLUSÃO  

 

- Foi desenvolvido uma nova técnica para estudos de quimiotaxia de fitonematoides por 

plantas e moléculas em vasos e que possibilitou representar o ambiente próximo ao encontrado 

pelos fitonematoides no solo. 

- A tela excluídora de raízes na região atrativa 1 e os cilindros metálicos de sete e 11 cm 

de diâmetro possibilitaram separar em quatro regiões do solo no interior do vaso, como atrativa 

2, neutra e repelente. 

- Os J2 de M. javanica colocados longe das raízes da soja foram encontradas em maior 

quantidade na região atrativa 1 comparados com a densidade deles em tratamento controle. 

- A distribuição dos J2 ao longo das regiões delimitadas pela nova técnica foi 

influenciada pela presença da soja. 

- Foram encontradas 13 moléculas nas emissões de raízes da soja, cultivar Monsoy 5917 

IPRO. 

- Os J2 não foram atraídos por nenhum dos seis COVs detectados na raiz da soja, mas 

foram altamente atraídos pelos compostos vanilina e ácido salicílico. 

- A nova técnica desenvolvida para os estudos com molécula in vivo, comprovou a 

atração das moléculas vanilina e ácido salicílico como já estudada por outros pesquisadores por 

J2 de M. javanica em testes in vitro.  
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MATERIAL ADICIONAL 

 

Nota da autora: Alguns entraves foram observados durante a condução do experimento 

com plantas. Quando as sementes de soja foram semeadas diretamente no interior da região 

atrativa, à medida que o sistema radicular secundário foi crescendo e seguindo a curvatura para 

baixo ou indo em direções laterias, eles foram passando por entre os pontos onde foi feita a 

costura. Desta forma, houve a necessidade de passar cola quente onde tinha sido feito os pontos 

das costuras para evitar que as raízes escapassem. No entanto, as raízes continuaram escapando 

por entre os poros da tela excluídora. Concluindo-se que, as pontas das raízes desta cultura soja  

são muito finas e penetram em poros bastante pequenos e são capazes de detectar os espaços 

vazios ao redor e seguir por eles. Em vista disso, recomenda-se: se o experimento for semeadura 

direta, realizar as avaliações até atingir dois pares de folhas ou trabalhar com plantas 

transplantadas; Não usar as telas excluídoras mais que três vezes; Atenção no momento da 

lavagem, por exemplo, não deixar de molho em hipoclorito de sódio á 9% por muito tempo ou 

passar escova com força bruta, pois estica e desagasta a tela. 

No transplante das mudas de soja, o melhor não foi encher toda a tela excluídora de raiz 

primeiro para depois fazer o transplatio. As mudas então, foram alocadas no centro da tela e 

despejado o solo:areia, assim o sistema radicular pode ser distribuído melhor no interior da tela 

excluídora de raiz. Recomenda-se, abrir melhor as raízes secundárias depois que as mudas 

estiverem mais secas, e não deixar com a curvatura toda para baixo quando ficam 

excessivamente molhadas, acredita-se que deste modo as raízes não fiquem compactadas com 

o solo e ajudem a ficarem mais próximas das laterais da tela excluídora de raiz. Para facilitar a 

desmontagem da unidade experimental e separar as áreas neutra e repelente, sugere-se a 

confecção de “alças” metálicas nos tubos metálicos para ajudar no “corte” do solo. 

 


