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RESUMO 

 

Os nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) podem ser considerados como os fitonematoides 

mais importantes para diversas culturas agrícolas, pois causam perdas médias na ordem de 25% 

na produtividade, são cosmopolitas, polífagos e possuem uma alta eficiência reprodutiva.  O 

controle desses nematoides é difícil e pode demandar a integração de diversas medidas de 

controle. O controle de nematoides com fungos nematófagos e extratos vegetais vem ganhando 

destaque devido a demanda por produtos agrícolas produzidos sem agrotóxicos. Os fungos 

nematófagos já são utilizados comercialmente para o controle de Meloidogyne. Entretanto, 

somente poucas espécies desses fungos são utilizadas. Os cogumelos são espécies de fungos 

capazes de controlar os nematoides pela produção de substâncias nematicidas e estruturas de 

predação. Entretanto, a maioria dos estudos foram realizados em condições in vitro, 

evidenciando o efeito direto dos cogumelos sobre os nematoides. Considerando que as espécies 

Lentinula edodes, Macrocybe titans e Pleurotus eryngii possuem potencial de controle de M. 

javanica, objetivou-se no Capítulo I desse trabalho: i) verificar o potencial de produção de 

mudas de tomate cultivadas em substrato de cogumelo; ii) avaliar o controle de M. javanica a 

partir do cultivo de mudas de tomate em substrato de cogumelo; iii) verificar se a incorporação 

do substrato de cogumelo ao solo pode auxiliar no manejo de M. javanica em tomateiro. Além 

do efeito direto sobre os nematoides como estruturas de predação e produção de toxinas, os 

cogumelos podem afetar indiretamente os nematoides. Esse efeito indireto dos cogumelos 

ocorre pela indução de mecanismos de resistência das plantas aos nematoides. Assim, 

objetivou-se no Capítulo II desse trabalho verificar os mecanismos de resistência induzidos por 

L. edodes e P. eryngii contra M. javanica em plantas de tomateiros. Além dos cogumelos, os 

extratos vegetais podem atuar de maneira direta sobre os nematoides produzindo substâncias 

tóxicas. O extrato de Nim (Azadirachta indica) é rico em compostos químicos com potencial 

nematicida. Assim, objetivou-se no Capítulo III verificar a utilização de dois produtos 

comerciais a base de extrato bruto de Nim, o OpeNeem Flex e OpeNeem Plus para o controle 

de M. javanica em plantas de tomateiro. Os resultados obtidos no Capítulo I indicam que a 

produção de mudas de tomateiro em substrato de cogumelos não possui potencial de controle 

de M. javanica. Entretanto, a incorporação do substrato de cogumelo no substrato de cultivo de 

tomate em concentrações ≥12,5% para os isolados LEMID-Led02, LEMID-Mti01 e LEMID-

Per01 e ≥25% para o isolado LEMID-Led01 reduziu o fator de reprodução do nematoide. 

Portanto, esta medida de controle torna-se uma ferramenta útil a ser incorporada no manejo 

integrado de M. javanica. No Capítulo II, os resultados apontam que as análises bioquímicas 



 

 

 

 

demonstraram ocorrer indução de resistência nas plantas de tomateiro pelos substratos de 

cogumelos, ativando as enzimas relacionadas a defesa vegetal β-1,3-glucanase e quitinase, 

sendo a rota preferencial de defesa. No Capítulo III, os valores estimados de concentração 

efetiva de 50% de controle (CE50) de eclosão de J2’s foram de 0,44 e 0,40%, e para a mortalidade 

dos J2’s foram estimadas em 13,9 e 19,3%, respectivamente para OpeNeem Flex para OpeNeem 

Plus. As aplicações dos formulados OpeNeem Flex e OpeNeem Plus sobre plantas de 

tomateiros infestados com J2’s de M. javanica não apresentou efeitos significativos sobre a 

altura e massa da matéria seca das plantas de tomateiros, mas resultou na redução significativa 

do fator de reprodução de M. javanica. As concentrações de 1,0% dos formulados de Nim 

reduziu o fator de reprodução de M. javanica em 48,2% para OpeNeem Flex e 59,4% para 

OpeNeem Plus, controle semelhante ao obtido com a Abamectina (58,8%). Assim, a aplicação 

de formulados obtidos de subprodutos da produção de óleo de Nim possuem potencial de 

controle de M. javanica em plantas de tomateiro.  

 

Palavras-chave: Azadirachta indica; indução de resistência; Lentinula edodes; Meloidogyne 

javanica; Pleurotus eryngii



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Root-knot nematodes (Meloidogyne spp.) can be considered the most important plant parasitic 

nematodes for several agricultural crops, as they cause average losses in the order of 25% in 

productivity, are cosmopolitan, polyphagous and have a high reproductive efficiency. 

Controlling these nematodes is difficult and may require the integration of different control 

measures. The control of nematodes with nematophagous fungi and plant extracts has gained 

prominence due to the demand for agricultural products without pesticides. Nematophagous 

fungi are already commercially used to control Meloidogyne. However, only a few species of 

these fungi are used. Mushrooms are fungal species capable of controlling nematodes by 

producing nematicidal substances and predation structures. However, most studies were carried 

out under in vitro conditions, showing the direct effect of mushrooms on nematodes. 

Considering that the species Lentinula edodes, Macrocybe titans and Pleurotus eryngii have 

potential to control M. javanica, the objective of Chapter I of this study was to: i) verify the 

production potential of tomato seedlings cultivated in mushroom substrate; ii) evaluate the 

control of M. javanica from the cultivation of tomato seedlings in mushroom substrate; iii) 

verify if the incorporation of mushroom substrate to the soil can help in the management of M. 

javanica in tomato. In addition to the direct effect on nematodes, such as the formation of 

predation structures and toxin production, mushrooms can indirectly affect nematodes. This 

indirect effect of mushrooms occurs through the induction of plant resistance mechanisms to 

nematodes. Thus, the objective of Chapter II of this study was to verify the resistance 

mechanisms induced by L. edodes and P. eryngii against M. javanica in tomato plants. In 

addition to mushrooms, plant extracts can act directly on nematodes, producing toxic 

substances. Neem extract (Azadirachta indica) is rich in chemical compounds with nematicidal 

potential. Thus, the objective of Chapter III was to verify the use of two commercial products 

based on crude Neem extract, OpeNeem Flex and OpeNeem Plus, for the control of M. javanica 

in tomato plants. The results obtained in Chapter I indicate that the production of tomato 

seedlings in mushroom substrate has no potential to control M. javanica. However, the 

incorporation of mushroom substrate in tomato cultivation substrate at concentrations ≥12.5% 

for the isolates LEMID-Led02, LEMID-Mti01 and LEMID-Per01 and ≥25% for the isolate 

LEMID-Led01 reduced the reproduction factor of the nematode. Therefore, this control 

measure is a useful tool to be incorporated into the integrated management of M. javanica. In 

Chapter II, the biochemical analyzes showed that there was induction of resistance in tomato 

plants by mushroom substrates, with the activation of the β -1,3-glucanase and chitinase 



 

 

 

 

enzymes related to plant defense, being the preferred defense pathway. In Chapter III, the 

estimated values of effective concentrations for 50% control (EC50) of J2's hatching were 0.44 

and 0.40%, and for the mortality of J2's they were estimated at 13.9 and 19.3%, respectively for 

OpeNeem Flex for OpeNeem Plus. The applications of OpeNeem Flex and OpeNeem Plus 

formulations on tomato plants infested with M. javanica J2's did not show significant effects on 

height and dry matter of tomato plants but resulted in a significant reduction in the reproduction 

factor of M. javanica. Concentrations of 1.0% of the Neem formulations reduced the 

reproduction factor of M. javanica by 48.2% for OpeNeem Flex and by 59.4% for OpeNeem 

Plus, a control similar to that obtained with Abamectin (58.8%). Thus, the application of 

formulations obtained from Neem oil by-products have potential to control M. javanica in 

tomato plants. 

Keywords: Azadirachta indica; resistance induction; Lentinula edodes; Meloidogyne javanica; 

Pleurotus eryngii.



 

 

 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO GERAL ........................................................................................... 3 

2 CAPÍTULO I - O SUBSTRATO DE COGUMELO PODE SER UMA 

ALTERNATIVA PARA CONTROLAR NEMATOIDES DAS GALHAS EM 

TOMATEIROS .......................................................................................................... 8 

2.1 INTRODUÇÃO.......................................................................................................... 10 

2.2 MATERIAL E MÉTODOS........................................................................................ 11 

2.2.1 Preparação de inóculo de nematoide .......................................................................... 11 

2.2.2 Preparação do substrato de cogumelo ........................................................................ 11 

2.2.3 Produção de mudas de tomate em substrato de cogumelo ......................................... 12 

2.2.4 Produção de mudas de tomate em substrato de cogumelo para o controle de 

Meloidogyne javanica ................................................................................................ 13 

2.2.5 Incorporação de substrato de cogumelo no solo de cultivo de tomateiros para o controle 

de Meloidogyne javanica............................................................................................ 13 

2.2.6 Análise estatística ....................................................................................................... 14 

2.3 RESULTADOS .......................................................................................................... 14 

2.3.1 Produção de mudas de tomate em substrato de cogumelo ......................................... 14 

2.3.2 Produção de mudas de tomate em substrato de cogumelo para o controle de 

Meloidogyne javanica ................................................................................................ 16 

2.3.3 Incorporação de substrato de cogumelo no solo de cultivo de tomateiros para o controle 

de Meloidogyne javanica............................................................................................ 16 

2.4 DISCUSSÃO .............................................................................................................. 18 

2.5 DECLARAÇÃO DE CONTRIBUIÇÃO DE AUTORIA .......................................... 21 

2.6 AGRADECIMENTOS ............................................................................................... 21 

2.7 REFERÊNCIAS ......................................................................................................... 22 

3 CAPÍTULO II – ALTERAÇÕES BIOQUÍMICAS EM TOMATEIROS 

CAUSADAS POR SUBSTRATOS DE COGUMELOS CONTRA 

NEMATOIDES DAS GALHAS .............................................................................. 27 

3.1 INTRODUÇÃO.......................................................................................................... 28 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS........................................................................................ 30 

3.2.1 Inóculo de Meloidogyne javanica e preparo dos substratos de cogumelo ................. 30 

3.2.2 Tratamentos e delineamento experimental ................................................................. 30 

3.2.3 Coleta das amostras e análise ..................................................................................... 31 



 

 

 

 

3.2.4 Análise de dados ......................................................................................................... 34 

3.3 RESULTADOS .......................................................................................................... 34 

3.4 DISCUSSÃO .............................................................................................................. 37 

3.5 DECLARAÇÃO DE CONTRIBUIÇÃO DE AUTORIA .......................................... 39 

3.6 AGRADECIMENTOS ............................................................................................... 39 

3.7 REFERÊNCIAS ......................................................................................................... 40 

4 CAPÍTULO III – EFEITO DE FORMULAÇÕES COMERCIAIS DE NIM 

SOBRE OS NEMATOIDES DAS GALHAS ......................................................... 45 

4.1 INTRODUÇÃO.......................................................................................................... 47 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS........................................................................................ 48 

4.2.1 Formulados de Nim .................................................................................................... 48 

4.2.2 Obtenção do inóculo de Meloidogyne javanica ......................................................... 48 

4.2.3 Experimentos in vitro de eclosão e mortalidade de J2 ................................................ 49 

4.2.4 Experimento de penetração e desenvolvimento de J2 nas raízes de tomateiros ......... 50 

4.2.5 Experimento de desenvolvimento de reprodução de Meloidogyne javanica em plantas 

de tomateiro ................................................................................................................ 51 

4.2.6 Análise estatística ....................................................................................................... 52 

4.3 RESULTADOS .......................................................................................................... 53 

4.3.1 Experimentos in vitro de eclosão e mortalidade de J2 ................................................ 53 

4.3.2 Experimento de penetração e desenvolvimento de J2 nas raízes de tomateiros ......... 54 

4.3.3 Experimento de desenvolvimento de reprodução de Meloidogyne javanica em plantas 

de tomateiro ................................................................................................................ 55 

4.4 DISCUSSÃO .............................................................................................................. 56 

4.5 DECLARAÇÃO DE CONTRIBUIÇÃO DE AUTORIA .......................................... 59 

4.6 AGRADECIMENTOS ............................................................................................... 59 

4.7 REFERÊNCIAS ......................................................................................................... 59 

5 CONCLUSÕES GERAIS ........................................................................................ 63 

6 REFERÊNCIAS GERAIS ....................................................................................... 64 



3 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

No mundo foram produzidas 180,7 milhões de toneladas de tomate (Solanum 

lycopersicum L.) em 2019, em 5 milhões de ha (FAO, 2021). O Brasil é o décimo maior 

produtor de tomates do mundo (FAO, 2021), sendo que a cultura tem grande importância 

econômica (QUEZADO-DUVAL et al., 2013), produzindo cerca de 3,9 milhões de toneladas 

em cerca 54,5 mil ha em 2019. Os cinco maiores estados produtores são: Goiás, São Paulo, 

Minas Gerais, Bahia e Paraná, que respondem por cerca de 78% do total nacional. O Paraná foi 

o quinto estado em produção, produzindo cerca de 229 mil toneladas (SEAB/ DERAL, 2020) 

A produção do tomate possui importância econômica para o Brasil devido as condições 

ambientais serem favoráveis para a produção. A temperatura afeta drasticamente a cultura do 

tomateiro, sendo que a temperatura ótima para a produção de tomates varia de 21 a 28 °C 

durante o dia e de 15 a 20 °C durante a noite (FILGUEIRA, 2000). A produção de tomates em 

temperaturas fora do intervalo ótimo de cultivo resulta em estresse nas plantas, menor fixação 

dos frutos e redução da qualidade dos frutos (FONTES; SILVA, 2019). Além disso, o cultivo 

de tomate em temperaturas distantes do intervalo ótimo favorece o desenvolvimento de pragas 

e doenças (SOUZA; RESENDE, 2003).  

Os nematoides são patógenos causadores de doenças em tomateiros que se desenvolvem 

no mesmo intervalo das temperaturas ótimas para esta planta. Em consequência disso, as perdas 

em tomateiros suscetíveis podem chegar a 80% devido ao parasitismo de Meloidogyne spp. 

Goeldi (KAŞKAVALCI; ÖNCÜER, 1999). Esse gênero de nematoide é popularmente 

conhecido como nematoide das galhas, sendo capaz de parasitar mais de 2000 hospedeiros 

(KHALIL, 2013) e é possivelmente o patógeno de plantas mais prejudicial do mundo 

(TRUDGILL; BLOK, 2001). No Brasil, as espécies Meloidogyne javanica (Treub, 1885) 

Chitwood, 1949 e Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949 são 

frequentemente encontradas parasitando tomateiros (ROSA; WESTERICH; WILCKEN, 

2014). Por exemplo, M. incognita, pode ser encontrada de regiões temperadas a tropicais, em 

qualquer lugar onde a temperatura mais baixa está acima de 3° C, o que torna a doença causada 

por este nematoide muito difícil de ser controlada (SASSER et al., 1983). 

Na expectativa de atingir a máxima produtividade, os produtores utilizam estratégias de 

controle para manejar a população de nematoides. O controle químico é frequentemente 

utilizado no controle de nematoides em sistemas convencionais de cultivo. Atualmente há 

poucos nematicidas disponíveis no mercado brasileiro. Em 2021 no Estado do Paraná, é 

permitido o uso de Fluensulfone, Metam-sódio, Abamectina e extrato de alho para o controle 
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de Meloidogyne spp. em tomateiros (MAPA, 2021). Entretanto, a demanda mundial sobre a 

utilização de métodos de controle menos agressivos ao meio ambiente e a saúde humana, 

suprimiu o uso de alguns nematicidas químicos, e em alguns casos, muitos nematicidas foram 

banidos de alguns países ou tiverem seu uso restringido (COLLANGE et al., 2011). Em 

consequência disso, o manejo integrado vem ganhando destaque no controle de nematoides. 

No manejo integrado de nematoides, as estratégias incluem os princípios de 

exclusão/evasão, redução do inoculo inicial, supressão da reprodução de nematoides e restrição 

de danos a cultura (BARKER; KOENNING, 1998). A principal medida de controle baseada no 

princípio de exclusão é a seleção de mudas sadias, que consequentemente impede a inserção de 

nematoides em uma área de cultivo (BRIDGE, 1996; COLLANGE et al., 2011). Entretanto, 

algumas vezes a inserção de nematoides é acidental, podendo ocorrer não somente pelo material 

propagativo, mas também por meio da água de irrigação (HUGO; MALAN, 2016),implementos 

agrícolas e/ou pelos calçados dos trabalhadores rurais (COLLANGE et al., 2011). 

Quando a presença de nematoides é detectada na área de cultivo, o princípio da evasão 

é aplicado na ausência de cultivares resistentes ou espécies imunes. Entretanto, mesmo 

apresentando bons resultados de controle, a utilização de cultivares resistentes ou espécies 

vegetais imunes pode se tornar um problema para os próximos anos. Atualmente há relatos de 

suplantação de resistência, principalmente em relação ao gene de resistência mi. Populações 

virulentas de M. incognita no Brasil foram selecionadas e suplantaram a resistência do gene mi 

do híbrido de tomateiro ‘Heinz 9992’ (SILVA et al., 2019). Além da seleção de populações 

resistentes, as condições ambientais podem reduzir a eficiência dos genes de resistência, visto 

que cultivares e porta-enxertos resistentes apresentam aumento do número de galhas radiculares 

em temperaturas superiores a 28° C (DEVRAN; SOGUT; MUTLU, 2010; HWANG et al., 

2000; JABLONSKA et al., 2007). A utilização de diferentes medidas de controle, como a 

rotação de cultivares resistentes com cultivares suscetíveis e plantas não hospedeiras podem ser 

aliados para reduzir a pressão de seleção de linhagens de nematoides, evitando a suplantação 

de resistência (TZORTAKAKIS; GOWEN, 1996). 

Enfim, o controle químico é danoso ao meio ambiente e a saúde humana, o princípio da 

evasão está cada vez mais difícil de ser aplicada, e as condições ambientais exigidas para a 

produção do tomateiro são muito semelhantes que as condições favoráveis ao nematoides, tudo 

isso torna o controle um desafio. Outro fator complicador é que a resistência dos cultivares 

atuais pode ser suplantada e novos cultivares demoram para serem lançadas. Neste cenário a 

busca por novas formas de controle para o manejo de nematoides é uma opção que deve ser 

investigada.  
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As medidas de controle biológico vêm ganhando destaque pela abordagem não 

prejudicial à saúde humana, ecologicamente correto, economicamente viável, oferecendo uma 

alternativa sustentável e econômica aos nematicidas químicos (SHAMALIE; FONSEKA; 

RAJAPAKSHA, 2012). Atualmente são conhecidos diversos seres vivos que influenciam na 

vida dos nematoides. Esses seres vivos incluem plantas, algas, bactérias, fungos, protozoários 

e outros nematoides (MUKHTAR; PERVAZ, 2003), capazes de predar e parasitar nematoides 

(EAPEN; BEENA; RAMANA, 2005; LIU; XIANG; CHE, 2009) ou produzir substâncias 

nematicidas (AKHTAR, 2000; BALDIN et al., 2012; KWOK et al., 1992; LI et al., 2007; 

PINEDA-ALEGRÍA et al., 2021; SOARES; SUFIATE; DE QUEIROZ, 2018; SUFIATE et al., 

2017). Dentre esses seres vivos, os fungos e as bactérias já vêm sendo utilizadas em produtos 

nematicidas comercializados e aplicados como o controle químico. 0o9 

No Brasil, os agentes de controle biológico de nematoides disponíveis são 49 produtos 

comerciais constituídos por fungos e bactérias, contendo uma única espécie ou mais espécies. 

Cerca de 73,4% dos produtos disponíveis para o controle biológico de nematoides possuem 

bactérias em sua formulação. As espécies de bactérias utilizadas são Bacillus amyloliquefaciens 

(28,6%), Bacillus firmus (6,1%), Bacillus subtilis (26,5%), Bacillus licheniformis (6,1%), 

Bacillus velezensis (4,1%) e Pasteuria nishizawae (2,0%). Os fungos nematófagos estão 

presentes na formulação de 34,7% dos produtos de controle biológico de nematoides. As 

espécies de fungos nematófagos utilizados são Purpureocillium lilacinum (14,3%, sin. 

Paecilomyces lilacinus), Pochonia chlamydosporia (8,2%), Trichoderma asperellum (2,0%), 

Trichoderma harzianum (8,2%), Trichoderma koningiopsis (2,0%) (MAPA, 2021). 

Os fungos nematófagos são comuns no solo e podem produzir estruturas especializadas 

para a captura de nematoides, tais como anéis constritores, redes tridimensionais de hifas e 

estruturas adesivas, além de liberarem compostos tóxicos na solução do solo (MUKHTAR; 

PERVAZ, 2003). Alguns desses fungos nematófagos produzem basidiocarpos (cogumelos) e 

são utilizados principalmente para a alimentação humana. Os cogumelos dos gêneros Agaricus, 

Amauroderma, Coprinus, Flammulina, Hericium, Hohenbuehelia, Lentinula, Macrocybe, 

Omphalotus, Peziza, Pleurotus, Resupinatus e Stropharia apresentam algum potencial 

nematicida (ASLAM, 2013; BARRON; THORN, 1987; COMANS-PÉREZ et al., 2014; 

DEGENKOLB; VILCINSKAS, 2016; DONG et al., 2006; HIBBETT; THORN, 1994; 

ISHIZAKI; NOMURA; WATANABE, 2015; KWOK et al., 1992; LI et al., 2007; LUO et al., 

2004, 2006, 2007; OKORIE; ONONUJU; OKWUJIAKO, 2011; STADLER et al., 1994; 

THORN; BARRON, 1984). Considerando o potencial dos cogumelos cultivados no Brasil para 

o controle de Meloidogyne, Hahn et al. (2019) realizaram testes in vitro com 24 isolados de 15 
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espécies de cogumelos e concluíram que isolados de L. edodes (LEMID-Led01 e LEMID-

Led02), M. titans (LEMID-Mti01) e P. eryngii (LEMID-Per01) possuem efeito direto sobre os 

nematoides, e por isso têm potencial para uso no manejo de M. javanica. No entanto, 

experimentos realizados em condições in vitro requerem estudos complementares in vivo para 

verificar a interação planta-nematoide. Diante da possibilidade de avaliar o potencial do 

controle de nematoides como organismos antagônicos, o Capítulo I deste trabalho apresentar 

um estudo in vivo do potencial nematicida dos cogumelos L. edodes (LEMID-Led01 e LEMID-

Led02), M. titans (LEMID-Mti01) e P. eryngii (LEMID-Per01) para o controle de M. javanica 

em plantas de tomateiro. 

A interação do substrato de cogumelos com os nematoides estudado no capítulo I pode 

ocorrer de forma direta, onde o cogumelo age sobre os nematoides pela produção de toxinas ou 

estruturas de predação. O efeito direto pela produção de toxinas pelos cogumelos L. edodes e 

P. eryngii foi verificada anteriormente em experimentos in vitro (HAHN et al., 2019). 

Entretanto, os efeitos indiretos do substrato de cogumelos sobre os nematoides estão associados 

à interação dos nematoides com as plantas de tomateiro. Essa interação indireta ocorre por 

mecanismos de resistência expressados pelas plantas em resposta aos cogumelos e aos 

nematoides.  

O potencial de indução de resistência dos cogumelos já foi estudado para doenças 

bacterianas (KWAK et al., 2015; SILVA; PASCHOLATI; BEDENDO, 2013) e fúngicas 

(PARADA et al., 2011, 2012). Entretanto, pouco se conhece sobre o potencial de controle de 

nematoides pela indução de resistência utilizando agentes biológicos. Sendo assim, o objetivo 

do Capítulo II é identificar os mecanismos bioquímicos envolvidos no controle da doença pela 

indução de resistência de plantas de tomateiros cultivados em solos incorporados com 

substratos de cogumelos das espécies L. edodes e P. eryngii. 

Um outro assunto relevante para pesquisa com nematoides são a busca de substâncias 

químicas derivadas de planta com alto potencial de controle para nematoides. Por exemplo, o 

uso de toxinas produzidas pelo metabolismo secundário das plantas é amplamente usado no 

manejo de nematoides parasitas de plantas (CHITWOOD, 2002; OKA, 2010) e consiste em 

uma medida de controle alternativo. A incorporação de resíduos orgânicos ou a aplicação de 

extratos vegetais impacta fortemente as propriedades físicas e biológicas do solo e pode 

promover um ambiente favorável aos microrganismos antagonistas dos nematoides. Dentre as 

plantas com potencial nematicida, destaca-se o Nim (Azadirachta indica A. Juss).  

O Nim possui dois produtos importantes para a agricultura, o óleo de Nim e a torta de 

Nim. O óleo de Nim é o óleo que sai na extração, já torta de Nim é um subproduto da prensagem 
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a frio das sementes (nozes) de Nim contendo menos azadiractina que o óleo. A maioria dos 

trabalhos que utilizaram azadiractina purificada não apresentou os efeitos nematicidas e 

nematostático esperados (JAVED et al., 2008a). Isso pode ser devido à instabilidade da 

azadiractina em solução aquosa (JARVIS; JOHNSON; MORGAN, 1998). Outros fatores 

podem estar associados à aplicação de compostos purificados obtidos do Nim, que podem não 

possuir as propriedades nematicidas ou nematostática necessárias para o controle eficiente 

(JAVED et al., 2008a). 

Além da semente do Nim, outras partes da planta como folhas e galhos não lenhosos 

possuem diversas substâncias. As folhas e as sementes de Nim contêm uma série de 

triterpenóides como a nimbina e o salannina (JARVIS; JOHNSON; MORGAN, 1998). Outros 

compostos químicos também foram encontrados nas folhas de Nim, como: nimbina, 

nimbaneno, 6-desacetilnimbineno, nimban-diol, nimbolida, ácido ascórbico, n-hexacosanol, 7-

desacetil-7-benzoilazadiradiona, 7-desacetil-7-benzoilunotina, 17- Hidroxiazadiradiona e 

nimbiol (HOSSAIN et al., 2013). Possivelmente muitos compostos obtidos do Nim possuem 

efeitos nematicidas, entretanto sua identidade ainda é incerta (AKHTAR, 2000; CHITWOOD, 

2002; JAVED et al., 2008a). Na tentativa de utilizar o potencial desses compostos presentes 

nos subprodutos da produção de óleo de Nim (folhas e ramos) e comercializá-los, algumas 

empresas desenvolveram novos produtos. Deste modo, surge um novo mercado e novas 

alternativas para serem testadas para o controle de nematoides. Assim, o capítulo III deste 

trabalho apresentar um estudo in vitro e in vivo do potencial nematicida dos formulados 

comerciais de Nim OpeNeem Flex e OpeNeem Plus para o controle de M. javanica em plantas 

de tomateiro. 

Considerando o exposto, os objetivos deste trabalho foram de verificar i) o potencial de 

produção de mudas de tomate cultivadas em substrato de cogumelo; ii) o controle de M. 

javanica a partir do cultivo de mudas de tomate em substrato de cogumelo; iii) se a incorporação 

do substrato de cogumelo ao solo pode auxiliar no manejo de M. javanica em tomateiro; iv) os 

mecanismos de resistência induzidos por L. edodes e P. eryngii contra M. javanica em plantas 

de tomateiros e v) a utilização de dois produtos comerciais a base de extrato bruto de Nim, o 

OpeNeem Flex e OpeNeem Plus para o controle de M. javanica em plantas de tomateiro.
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RESUMO 

O tomate é afetado pelo parasitismo dos nematoides das galhas (Meloidogyne spp.). Dentre as 

medidas de controle, o uso de cogumelos capazes de produzir substâncias nematicidas ou 

estruturas de predação tem se tornado uma possibilidade para o manejo dos nematoides. Assim, 

os objetivos deste estudo foram verificar: i) o potencial de produção de mudas de tomate 

cultivadas em substrato de cogumelo; ii) o controle de M. javanica a partir do cultivo de mudas 

de tomate em substrato de cogumelo e iii) se a incorporação do substrato de cogumelo ao solo 

pode auxiliar no manejo de M. javanica em tomateiro. Isolados de Lentinula edodes (LEMID-

Led01 e LEMID-Led02), Macrocybe titans (LEMID-Mti01) e Pleurotus eryngii (LEMID-

Per01) foram pré-selecionados como espécies potenciais para o controle de nematoides. Os 

quatro substratos de cogumelos foram testados, e cada um dos substratos foi misturado em 

substrato de muda comercial nas concentrações de 0, 25, 50, 75 e 100% para o crescimento de 

mudas de tomate. Mudas cultivadas em substrato de cogumelo a 100% de cada um dos quatro 

isolados foram infestadas com M. javanica. A incorporação do substrato do cogumelo ao solo 

foi testada nas concentrações de 0,0, 12,5, 25,0, 37,5 e 50,0% e posteriormente os tomateiros 

foram cultivados e então o solo foi infestado com M. javanica. O uso de substrato de cogumelo 

para a produção de mudas de tomateiro afetou a emergência, altura e massa da matéria seca 

total das mudas. O uso de substrato 100% de cogumelo não teve potencial para controlar M. 

javanica no cultivo de mudas de tomate. A incorporação do substrato cogumelo ao solo reduziu 

a altura e a massa da matéria seca total dos tomateiros infestados com M. javanica. No entanto, 

a incorporação do substrato de cogumelo no substrato de cultivo de tomate em concentrações 

≥12,5% para os isolados LEMID-Led02, LEMID-Mti01 e LEMID-Per01 reduziram em mais 
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de 33,42, 50,17 e 35,19% no fator de reprodução de M. javanica, respectivamente.  No caso do 

LEMID-Led01, as concentrações de ≥25% de substrato reduziu em mais de 41,10% o fator de 

reprodução de M. javanica. Portanto, a incorporação do substrato de cogumelos ao solo é uma 

medida de controle potencialmente útil a ser incorporada no manejo integrado do nematoide M. 

javanica, mas o substrato 100% de cogumelo não deve ser utilizado para produção de mudas. 

 

Palavras-chave: Lentinula edodes; Macrocybe titans; Pleurotus eryngii; nematoides das 

galhas 

 

ABSTRACT 

Tomatoes are affected by root-knot nematode (Meloidogyne spp.) parasitism. Among the 

control measures, the use of mushrooms capable of producing nematicidal substances or 

predation structures has become a possibility for the management of nematodes. Thus, the 

objectives of this study were to verify: i) the production potential of tomato seedlings cultivated 

in mushroom substrate; ii) the control of M. javanica from the cultivation of tomato seedlings 

in mushroom substrate and iii) whether the incorporation of mushroom substrate to the soil can 

help in the management of M. javanica in tomato. Isolates of Lentinula edodes (LEMID-Led01 

and LEMID-Led02), Macrocybe titans (LEMID-Mti01) and Pleurotus eryngii (LEMID-Per01) 

were pre-selected as potential species for nematode control. The four mushroom substrates were 

tested, and each substrate was mixed in commercial seedling substrate at concentrations of 0, 

25, 50, 75 and 100% for the growth of tomato seedlings. Seedlings grown in 100% mushroom 

substrate of each of the four isolates were infested with M. javanica. The incorporation of 

mushroom substrate to the soil was tested at concentrations of 0.0, 12.5, 25.0, 37.5 and 50.0%, 

the tomato plants were cultivated, and the soil was infested with M. javanica. The use of 

mushroom substrate to produce tomato seedlings affected the emergence, height and total dry 

matter mass of the seedlings. The use of 100% mushroom substrate had no potential to control 

M. javanica in tomato seedling cultivation. However, incorporation of mushroom substrate in 

tomato cultivation substrate at concentrations ≥12.5% for isolates LEMID-Led02, LEMID-

Mti01 and LEMID-Per01 reduced M. javanica reproduction factor by more than 33.42, 50.17 

and 35.19%, respectively. In the case of LEMID-Led01, concentrations of ≥25% of substrate 

reduced the reproduction factor of M. javanica by more than 41.10%. Therefore, soil 

incorporation of mushroom substrate is a potentially useful control measure to be incorporated 

into integrated management of M. javanica nematode, but 100% mushroom substrate should 

not be used for seedling production. 
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2.1 INTRODUÇÃO 

 O tomate (Solanum lycopersicum L.) é uma hortaliça apreciada em todo o mundo, 

sendo uma fonte rica em micronutrientes como minerais, vitaminas e antioxidantes para uma 

dieta humana bem balanceada (SEID et al., 2015). Em 2019, foram produzidas 180,7 milhões 

de toneladas da fruta em 5 milhões de ha, sendo o Brasil o 10º maior produtor (FAO, 2021). No 

entanto, a produção é afetada por doenças em vários estágios do desenvolvimento do tomate. 

São conhecidas pelo menos cerca de 200 doenças e distúrbios fisiológicos que ocorrem no 

tomate (SINGH; SINGH; KUMAR, 2017), sendo os nematoides do gênero Meloidogyne spp. 

de grande importância (SEID et al., 2015). No Brasil, as espécies Meloidogyne javanica (Treub) 

Chitwood e Meloidogyne incognita (Kofoid e White) Chitwood são frequentemente associadas 

ao tomate (BELAN et al., 2009) e o manejo destas doenças é fundamental para a cultura. 

O controle químico é frequentemente usado no manejo de nematoides em tomateiros. 

No entanto, atualmente existem poucos nematicidas disponíveis para uso em tomateiros no 

Brasil (MAPA, 2021). Devido ao impacto negativo dos nematicidas no meio ambiente e na 

saúde humana, novas medidas de controle de origem natural estão sendo desenvolvidas, as 

quais estão inseridas no contexto da agricultura sustentável (BRIDGE, 1996). Assim, o controle 

biológico realizado pela aplicação de microrganismos vivos e/ou seus derivados, óleos 

essenciais, extratos vegetais, substâncias bioativas naturais e resíduos industriais (PHILBRICK 

et al., 2020) é uma alternativa atraente para o manejo de nematoides. 

Os fungos nematófagos têm destaque no controle biológico, pois possuem estratégias 

de sobrevivência que variam entre o parasitismo e a predação (LIU; XIANG; CHE, 2009). Mais 

de 185 espécies de fungos nematófagos com potencial para o manejo de Meloidogyne spp. são 

conhecidos (HAHN et al., 2018). Dentre essas espécies, os cogumelos vêm ganhando destaque 

devido à capacidade predatória de nematoides (BARRON; THORN, 1987; LUO et al., 2004, 

2006, 2007) e produção de substâncias nematicidas (DEGENKOLB; VILCINSKAS, 2016; LI 

et al., 2007; SUFIATE et al., 2017). Outro fator importante seria o uso do substrato esgotado 

da produção de cogumelos como uma fonte mais econômica para investigar a ação nematicida. 

Considerando o potencial dos cogumelos cultivados no Brasil para o controle de 

Meloidogyne, Hahn et al. (2019) realizaram testes in vitro com 24 isolados de 15 espécies de 

cogumelos e concluíram que isolados de L. edodes (LEMID-Led01 e LEMID-Led02), M. titans 

(LEMID-Mti01) e P. eryngii (LEMID-Per01) têm potencial para uso no manejo de M. javanica. 
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No entanto, experimentos realizados em condições in vitro requerem estudos complementares 

in vivo para verificar a interação planta-nematoide. Com base no exposto, o objetivo deste 

estudo foi avaliar a utilização do substrato de cogumelo de quatro isolados das espécies 

selecionadas no manejo de M. javanica durante o crescimento da muda e na incorporação ao 

substrato de crescimento de tomateiros. 

 

2.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.2.1 Preparação de inóculo de nematoide 

As populações de nematoides utilizadas no trabalho fazem parte da coleção de nematoides 

do Laboratório de Epidemiologia para o Manejo Integrado de Doenças (LEMID). Os 

nematoides foram obtidos de tomateiros infestados com M. javanica identificados pelo padrão 

perineal (TAYLOR; SASSER, 1978) e pela técnica de eletroforese de isoenzimas 

(CARNEIRO; ALMEIDA, 2001; CARNEIRO; ALMEIDA; QUÉNÉHERVÉ, 2000). A 

população foi multiplicada em tomateiros cv. Santa Clara mantida em estufa. A suspensão de 

ovos de M. javanica utilizada nos experimentos foi obtida pela extração dos nematoides das 

raízes por flotação centrífuga em sacarose com caulim (COOLEN; D’HERDE, 1972). As raízes 

com galhas de M. javanica foram cortadas e trituradas em liquidificador por 20 segundos e 

filtradas em duas peneiras de 200 e 500 Mesh, respectivamente. A suspensão retida na peneira 

500 Mesh foi centrifugada em tubos Falcon de 100 cm3 contendo 1 cm3 de caulim e submetida 

à centrifugação a 530 g por 4 minutos. O sobrenadante foi substituído por sacarose (456 g L-1), 

homogeneizado e submetido à flotação a 530 g por 1 minuto. Os nematoides no sobrenadante 

foram lavados com água corrente em peneiras de 200 e 500 mesh. Os ovos e eventuais juvenis 

do segundo estágio (J2) de M. javanica foram estimados e utilizados para infestar o solo nos 

experimentos. 

 

2.2.2 Preparação do substrato de cogumelo 

Os isolados de cogumelos utilizados neste trabalho foram previamente selecionados 

(HAHN et al., 2019) e armazenados no Laboratório de Epidemiologia para o Manejo Integrado 

de Doenças (LEMID). Os isolados foram mantidos em placas de Petri de 9 cm de diâmetro 

contendo meio Batata, Dextrose e Agar (BDA). Os cogumelos foram cultivados em substrato 

composto por serragem grossa (marcenaria do setor de Ciências Agrárias da Universidade 

Federal do Paraná - UFPR), farelo de trigo (Anaconda, Curitiba), calcário agrícola (Solo 

Branco) e gesso (AM Gesso), em a proporção de 88: 10: 1: 1 (v v-1). O substrato foi misturado 
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manualmente e embalado em sacos de polipropileno com dimensões de 30 × 45 cm fechados 

com rolha de espuma e amarrados com elásticos de látex. Os sacos com o substrato foram 

autoclavados a 121 ° C por 1 hora, e posteriormente permaneceram em câmara de fluxo laminar 

por 12 horas para refrigeração. A infestação foi realizada pela adição de 7 g de meio de cultura 

BDA colonizado em placas de 90 mm com o micélio de 14 dias na parte superior da embalagem. 

O substrato infestado foi incubado à temperatura ambiente por 120 dias no escuro. 

 

2.2.3 Produção de mudas de tomate em substrato de cogumelo 

Este experimento foi realizado para avaliar o efeito do substrato cogumelo em relação 

aos aspectos agronômicos do tomateiro avaliando, antes mesmo de testar o substrato de 

cogumelo no manejo de M. javanica. Para tanto, foram conduzidos quatro experimentos (um 

por isolado) em delineamento de blocos ao acaso com 5 tratamentos e quatro repetições. Cada 

experimento consistiu em isolados de L. edodes (LEMID-Led01 e LEMID-Led02), M. titans 

(LEMID-Mti01) e P. eryngii (LEMID-Per01). Os tratamentos consistiram em substratos 

preparados utilizando o substrato cogumelo e substrato comercial (Mecplant, Telêmaco Borba, 

Brasil) nas concentrações de 0, 25, 50, 75 e 100% v v-1. Cada repetição consistia em uma 

bandeja descartável de polietileno (Nutriplan, Cascavel, Brasil) contendo 32 células cone 

invertidas com dimensões de 3 cm de diâmetro e 5 cm de altura. As concentrações de substrato 

foram depositadas nas respectivas bandejas, irrigadas e incubadas por 7 dias. As sementes do 

tomate 'Santa Clara' foram semeadas e cobertas com substrato comercial, com uma semente por 

célula. As bandejas foram armazenadas em casa de vegetação com temperatura média de 25 ± 

5 ° C e irrigação por aspersão. 

Para avaliação foi quantificada a porcentagem de emergência pelo número de mudas 

emergidas em relação às 32 células, 10 dias após a semeadura. As plantas foram irrigadas 

diariamente por aspersão e sistema de fertirrigação uma vez por semana com solução de 

irrigação contendo 1,26 g de N; 1,08 g de P2O5; 3,24 g de K2O; 558 mg de S; 9 mg de Fe; 2,7 

mg de Zn; 4,5 mg de Mn; 4,5 mg de B; 1,8 mg de Cu; 0,7 mg de Mo; 117 mg de Mg; 9 mg de 

Ni; 1,26 g de Ca e 261 mg de Mg (Plantpar, Umuarama, Brasil). Aos 43 dias após a semeadura, 

quatro plantas de cada repetição eram selecionadas aleatoriamente para determinar a altura das 

plantas e o peso da matéria seca em estufa de ar forçado a 60 ° C por 72 h. O experimento foi 

realizado duas vezes. 
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2.2.4 Produção de mudas de tomate em substrato de cogumelo para o controle de 

Meloidogyne javanica 

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados com 5 

tratamentos e quatro repetições para avaliar o potencial de manejo de M. javanica em mudas de 

tomate 'Santa Clara' com substrato de cogumelo. Os tratamentos corresponderam a mudas 

cultivadas em substratos 100% cogumelo de L. edodes (LEMID-Led01 e LEMID-Led02), M. 

titans (LEMID-Mti01) e P. eryngii (LEMID-Per01), além de uma testemunha cultivada com 

substrato de muda comercial (Mecplant, Telêmaco Borba, Brasil). Cada repetição consistiu em 

um vaso de 2 dm3 contendo Latossolo (EMBRAPA, 2018) e areia na proporção de 1: 1 (v v-1), 

previamente autoclavado a 121 ° C por 1 hora e fertilizado (60 mg dm-3 de N; 500 mg dm-3 de 

P2O5 e 150 mg dm-3 de K2O) contendo uma planta. 

As mudas produzidas com o substrato cogumelo em bandeja descartável de polietileno 

(Nutriplan, Cascavel, Brasil), com 128 células cônicas invertidas (3 cm de diâmetro por 5 cm 

de altura), 43 dias após a semeadura, foram transplantadas com o substrato para o respectivo 

vaso. Em seguida, foi realizada a inoculação com 2.500 ovos (População Inicial - PI) de M. 

javanica sendo depositados no solo em covas de 3 cm de profundidade e 2 cm de distância da 

planta. As plantas foram irrigadas diariamente por sistema de gotejamento. Trinta dias após a 

inoculação, as plantas foram suplementadas com 30 mg dm-3 de N e 75 mg dm-3 de K2O. 

As plantas foram avaliadas 60 dias após a inoculação. Inicialmente, a altura da planta e 

o peso da matéria seca da parte aérea foram determinados em estufa de ar forçado a 60 °C por 

72 h. O sistema radicular foi utilizado para a extração de nematoides pelo método de flotação 

centrífuga em sacarose com caulim (COOLEN; D’HERDE, 1972). Logo após a extração, as 

raízes foram secas e sua massa da matéria seca total determinada pela adição do peso das raízes 

ao peso da parte aérea. Os nematoides do solo foram extraídos por flotação centrífuga em 

sacarose (JENKINS, 1964). A população final (PF) foi estimada pela soma do número de 

nematoides presentes no sistema radicular e do número de nematoides do solo. O fator de 

reprodução (RF) foi calculado dividindo a PF pela PI do nematoide (OOSTENBRINK, 1966). 

 

2.2.5 Incorporação de substrato de cogumelo no solo de cultivo de tomateiros para o controle 

de Meloidogyne javanica 

O potencial de controle de M. javanica pela incorporação de substrato de cogumelo foi 

avaliado através da realização de um experimento para cada um dos quatro isolados seguindo 

um delineamento de blocos ao acaso com cinco tratamentos e quatro repetições. Cada 

experimento consistiu em isolados de L. edodes (LEMID-Led01 e LEMID-Led02), M. titans 
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(LEMID-Mti01) e P. eryngii (LEMID-Per01). Os tratamentos foram cinco concentrações (0,0, 

12,5, 25,0, 37,5 e 50,0% v v-1) de substrato de cogumelo. Para complementar a respectiva 

proporção, foi utilizada uma mistura de LATOSSOLO VERMELHO (EMBRAPA, 2018) mais 

areia na proporção de 1: 1 (v v-1), previamente autoclavado a 121 ° C por 1 hora. Cada repetição 

consistia em um vaso com uma planta. 

As concentrações do substrato cogumelo foram depositadas em vasos de 2 dm3, 

fertilizados (60 mg dm-3 de N; 500 mg dm-3 de P2O5 e 150 mg dm-3 de K2O) e incubados por 7 

dias. As mudas de tomate 'Santa Clara' foram produzidas em substrato comercial e 

transplantadas para os respectivos vasos contendo as diferentes concentrações do substrato 

cogumelo. A inoculação, condução e avaliação foram realizadas seguindo a metodologia do 

experimento descrita no item 2.2.4. O experimento foi repetido uma vez. 

 

2.2.6 Análise estatística 

Os dados foram submetidos à transformação Box-Cox com o pacote 'MASS' (RIPLEY 

et al., 2021). A normalidade foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade da 

variância pelo teste de Bartlett. Foi realizada a Análise de Variância (ANOVA), com teste de 

agregação das médias (teste de Scott-Knott), ao nível de significância de 5%. As análises 

estatísticas foram realizadas utilizando o pacote ExpDes.pt (FERREIRA; CAVALCANTI; 

NOGUEIRA, 2021) no software R (R CORE TEAM, 2021). 

 

2.3 RESULTADOS 

 

2.3.1 Produção de mudas de tomate em substrato de cogumelo 

No primeiro experimento que avaliou as mudas produzidas em substrato de L. edodes 

(LEMID-Led01), não houve diferença na emergência de mudas e nas concentrações do 

substrato cogumelo utilizado (Figura 2.1 A). Porém, houve redução na altura das mudas (Figura 

2.1 B) e na massa da matéria seca total das mudas (Figura 2.1 C) produzidas em concentrações 

≥25% de substrato de cogumelos. Resultados semelhantes foram observados com o uso do 

substrato do cogumelo P. eryngii (LEMID-Per01) (Figura 2.1 J-L). No experimento com o 

substrato de L. edodes do isolado LEMID-Led02, não foram observadas diferenças na 

emergência (Figura 2.1 D) e na altura da muda (Figura 2.1 E) entre as concentrações de 

substrato dos cogumelos testados. No entanto, a massa da matéria seca total das mudas (Figura 

2.1 F) foi reduzida em concentrações ≥25% do substrato L. edodes do isolado LEMID-Led02. 

O substrato de M. titans (LEMID-Mti01) reduziu a emergência de plântulas (Figura 2.1 G) de 
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tomate quando utilizado substrato 100% cogumelo, nas demais concentrações não houve 

diferença em relação à testemunha. Em relação à altura (Figura 2.1 H) e à massa seca total das 

mudas (Figura 2.1 I), houve redução nas concentrações ≥25% do substrato cogumelo. 

 

 

Figura 2. 1 - Efeito de substratos de cogumelos como meio de cultivo na emergência, altura e 
massa da matéria seca total de mudas de tomate 'Santa Clara'. Quatro experimentos 
independentes foram realizados com concentrações de 0,0 (controle), 25,0, 50,0, 75,0 e 100,0% 
de substrato de Lentinula edodes (LEMID-Led01 - A, B e C; LEMID-Led02 - D, E e F), 
Macrocybe titans (LEMID-Mti01 - G, H e I) e Pleurotus eryngii (LEMID-Per01 - J, K e L). Os 
dados representam a média (± desvio padrão, n = 8) de dois experimentos, cada um realizado 
em quatro blocos. nsAs médias não diferem estatisticamente pelo teste ANOVA P ≥0,05). * 
Médias seguidas por letras iguais pertencem ao mesmo agrupamento segundo o teste de Scott-
Knott (P ≤ 0,05). 
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2.3.2 Produção de mudas de tomate em substrato de cogumelo para o controle de 

Meloidogyne javanica 

Altura da planta, peso seco da planta e fator de reprodução do nematoide em mudas de 

tomate cultivadas em substratos de isolados de cogumelos na concentração de 100% infestados 

com M. javanica são mostrados na Figura 2.2. Em relação à altura das plantas, não foi observada 

diferença entre as médias de tratamento (Figura 2.2 A). A massa seca total das plantas (Figura 

2.2 B) foi reduzida nos tratamentos com mudas produzidas nos substratos dos quatro isolados 

de cogumelos, sendo a maior massa observada na muda cultivada em substrato comercial 

(testemunha). Substrato de cogumelo a 100% não reduziu o fator de reprodução de M. javanica 

em mudas de tomate (Figura 2.1 C).  

 

 

 

Figura 2. 2 - Efeito da utilização de 100% de substrato de cogumelo na altura da planta (A), 
massa seca da planta (B) e fator reprodutivo do nematoide (C) de mudas de tomate 'Santa Clara' 
cultivadas em substrato de cogumelo e infestadas com M. javanica após o transplante. Os dados 
representam a média (± desvio padrão, n = 4), executado em quatro blocos. nsAs médias não 
diferem estatisticamente pelo teste ANOVA P ≥0,05). * Médias seguidas por letras iguais 
pertencem ao mesmo agrupamento segundo o teste de Scott-Knott (P ≤ 0,05). 

 

2.3.3 Incorporação de substrato de cogumelo no solo de cultivo de tomateiros para o controle 

de Meloidogyne javanica 

Altura da planta, massa seca da planta e fator de reprodução do nematoide sob o efeito 

da incorporação do substrato de quatro isolados de cogumelos no solo de mudas de tomate 

infestadas com M. javanica são apresentadas na Figura 2.3. No experimento que avaliou a 

incorporação do substrato de L. edodes (LEMID-Led01) no solo, observou-se que a altura das 

plantas (Figura 2.3 A) e a massa seca total (Figura 2.3 B) das plantas não apresentaram diferença 

entre as concentrações de substrato do cogumelo utilizadas. Em relação ao fator de reprodução 

de M. javanica, houve redução nas concentrações ≥ 25% (Figura 2.3 C). No experimento com 
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L. edodes LEMID-Led02, não houve diferença na altura das plantas entre as concentrações de 

substrato testadas (Figura 2.3 D). Em relação à massa seca total das plantas, houve redução nas 

concentrações ≥12,5%, (Figura 2.3 E). Houve também uma redução no fator de reprodução de 

M. javanica em concentrações ≥12,5% (Figura 2.3 F). 

 

 

Figura 2. 3 - Efeito da incorporação de substrato de cogumelo ao solo na altura da planta, massa 
seca total da planta e fator de reprodução (RF) de M. javanica infestando tomateiro 'Santa 
Clara'. Quatro experimentos independentes foram realizados com concentrações de 0,0 
(controle), 12,5, 25,0, 37,5 e 50,0% de substrato de Lentinula edodes (LEMID-Led01 - A, B e 
C; LEMID-Led02 - D, E e F), Macrocybe titans (LEMID-Mti01 - G, H e I) e Pleurotus eryngii 
(LEMID-Per01 - J, K e L). Os dados representam a média (± desvio padrão, n = 8) de dois 
experimentos, cada um realizado em quatro blocos. nsAs médias não diferem estatisticamente 
pelo teste ANOVA P ≥0,05). *Médias seguidas por letras iguais pertencem ao mesmo 
agrupamento segundo o teste de Scott-Knott (P ≤ 0,05). 
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A incorporação do substrato de M. titans (LEMID-Mti01) resultou em uma pequena 

redução na altura do tomateiro quando incorporado ao solo nas concentrações de 12,5 e 25,0% 

(Figura 2.3 G). A massa seca total das plantas de tomate diminuiu com a incorporação em 

concentrações ≥37,5% (Figura 2.3 H). A incorporação de concentrações ≥12,5% de substrato 

ao solo proporcionou redução no fator de reprodução de M. javanica em tomateiros (Figura 2.3 

I). No experimento que avaliou a incorporação do substrato de P. eryngii (LEMID-Per01) ao 

solo, observou-se que as concentrações de 12,5, 25,0 e 37,5% do substrato cogumelo resultaram 

em aumento no crescimento do tomateiro (Figura 2.3 J). Em relação à massa seca total, houve 

redução na média apenas com a incorporação de 50% do substrato (Figura 2.3 K). O fator de 

reprodução de M. javanica foi reduzido com a incorporação de concentrações ≥12,5% de 

substrato (Figura 2.3 L). 

 

2.4 DISCUSSÃO 

O manejo de nematoides é extremamente complexo devido às diversas interações que 

ocorrem no ecossistema agrícola. O controle biológico com fungos nematófagos tem sido usado 

para reduzir as perdas com nematoides. Neste trabalho verificamos o potencial de controle de 

M. javanica utilizando o substrato de cogumelos das espécies L. edodes (LEMID-Led01 e 

LEMID-Led02), M. titans (LEMID-Mti01) e P. eryngii (LEMID-Per01) reduzindo o fator de 

reprodução de M. javanica nas plantas de tomate. Portanto, essa estratégia de manejo de 

nematoides pode ser aplicada a partir de resíduos da produção agrícola, combinando a 

destinação desses resíduos com o manejo de nematoides e com baixo impacto ao meio ambiente 

e à saúde humana. 

A produção de mudas de tomate cultivadas em diferentes concentrações de substratos 

de cogumelos apresentou redução na altura (exceto L. edodes LEMID-Led02) e na massa seca 

das mudas, mas não apresentou redução na emergência, exceto no caso de M. titans em a 

concentração de 100%. No entanto, não foi observada morte de plantas, permitindo a realização 

dos testes com plantas infestadas por M. javanica. A redução na altura e na massa seca das 

mudas também foi observada em outros estudos. O substrato de P. ostreatus utilizado para o 

crescimento de mudas de tomate, abobrinha e pimenta reduz a germinação, a massa fresca das 

mudas (MEDINA et al., 2009) e a altura das plantas (PRIADI et al., 2016). Concentrações 

≥50% do substrato Pleurotus sajor-caju reduzem a altura e a massa seca das plantas de Brassica 

oleracea var. Alboglabra (SENDI et al., 2013). O substrato seco de Agaricus subrufescens 

reduz a altura e o peso fresco das mudas de tomate (LOPES et al., 2015b), e o substrato de 

Flammulina velutipes reduz a altura e a massa seca das mudas de melão (VAN TAM; WANG, 
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2015). O uso do substrato cogumelo para o crescimento de mudas de tomate não apresentou 

resultados satisfatórios como estratégia de manejo de nematoides, reduzindo a massa seca total 

das plantas e não diminuindo o fator de reprodução de M. javanica. No entanto, há estudos 

relatando o potencial dessa estratégia no manejo de outras doenças de plantas, como o 

tombamento causado por Rhizoctonia solani em mudas de tomate cultivadas em substrato de L. 

edodes e P. eryngii (HERAWATI; ISTIFADAH, 2019) e antracnose causada por 

Colletotrichum lagenarium em mudas de pepino cultivadas em substrato de L. edodes 

(INAGAKI; YAMAGUCHI, 2009). 

Uma explicação para a interferência no crescimento das mudas em substrato de 

cogumelo é que possivelmente a quantidade de substrato de cogumelo presente nas mudas não 

foi suficiente para reduzir a população de nematoides. Portanto, optou-se por avaliar a 

incorporação do substrato do cogumelo ao solo de cultivo, para o qual isolados de L. edodes 

(LEMID-Led01 e LEMID-Led02), M. titans (LEMID-Mti01) e P. eryngii (LEMID -Per01) 

foram eficientes na redução do fator de reprodução de M. javanica em tomateiro. Assim, o 

substrato de cogumelo pode ser utilizado como medida de controle de nematoides e é uma 

alternativa para o descarte de substrato de cogumelo que pode ser incorporado ao solo para o 

manejo de nematoides de galhas. 

O efeito nematicida dos extratos de L. edodes foi previamente estudado para M. javanica 

(HAHN et al., 2019), Bursaphelenchus xylophilus (DONG et al., 2006) e Haemonchus 

contortus (PINEDA-ALEGRÍA et al., 2021). Estudos sobre a interação de micélio de L. edodes 

na capacidade de predar M. javanica (HAHN et al., 2019), B. xylophilus (ISHIZAKI; 

NOMURA; WATANABE, 2015; MAMIYA, 2006a; MAMIYA; HIRATSUKA; MURATA, 

2005) e Haemonchus contortus (COMANS-PÉREZ et al., 2021) já foram realizados. 

Considerando que o cogumelo pode afetar diretamente os nematoides, possivelmente existe um 

efeito direto da aplicação do substrato do cogumelo na população de M. javanica, conforme 

observado por Hahn et al (2019) com extratos do substrato de L. edodes. A incorporação do 

substrato L. edodes em plantas de quiabo infestadas com M. incognita mostrou uma redução 

significativa no número de nematoides (SANTOS et al., 2018). 

Anteriormente, o efeito direto do filtrado da cultura, do extrato do substrato da cultura 

e o potencial predatório do micélio de M. titans sobre M. javanica já haviam sido observados 

(HAHN et al., 2019). Porém, não houve estudo prévio sobre a incorporação do substrato de 

cultivo de M. titans para o controle de doenças de plantas, possivelmente porque o primeiro 

cultivo artificial desse cogumelo ocorreu apenas em 2004 (STIJVE, 2004). 
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A incorporação de substrato de P. eryngii ao solo apresentou potencial para a redução 

do fator de reprodução de M. javanica. Pelo que sabemos, não há estudos prévios da 

incorporação do substrato de P. eryngii ao solo para o controle de nematoides. Entretanto, 

outras espécies de cogumelos do gênero Pleurotus foram estudadas. Ao ser incorporada ao solo 

cultivado de Violeta Africana infestada por M. javanica, concentrações ≥ 30% de substrato de 

Pleurotus ostreatus reduziram o número de nematoides (ABBASI; TORKASHVAN; 

RAHANANDE, 2014). A aplicação de substrato de P. ostreatus reduz o número de nematoides 

nas raízes da soja (OKORIE; ONONUJU; OKWUJIAKO, 2011). O substrato de P. ostreatus 

na concentração de 50% quando incorporado ao solo apresentou potencial para o controle de 

M. incognita em plantas de alface (RIBAS et al., 2009). O substrato de Pleurotus sajor-caju 

quando aplicado ao solo de cultivo de tomate reduz a população de M. incognita e aumenta a 

produtividade (MOSTAFA; AWD ALLAH; AWAD-ALLAH, 2019). Mesmo não havendo 

estudos sobre a utilização do substrato de P. eryngii para o controle de nematoides, o efeito 

nematicida direto desse cogumelo já foi observado em diversos trabalhos. Em experimentos in 

vitro, os extratos obtidos de P. eryngii apresentaram efeito sobre ovos e juvenis de M. javanica 

(HAHN et al., 2019; HEYDARI; POURJAM; GOLTAPEH, 2006; SUFIATE et al., 2017). A 

atividade predatória de P. eryngii também foi observada em H. contortus (COMANS-PÉREZ 

et al., 2021), B. xylophilus (MAMIYA, 2006a; MAMIYA; HIRATSUKA; MURATA, 2005) e 

Ancylostoma caninum Ercolani (LOPES et al., 2015a). 

O uso do substrato do cogumelo é uma estratégia de controle biológico, em que o 

micélio do cogumelo pode produzir substâncias nematicidas e nematostática (HAHN et al., 

2019; KWOK et al., 1992; TRUONG et al., 2007) e estruturas de predação (BARRON; 

THORN, 1987; LUO et al., 2004, 2006, 2007). Ao aplicar o substrato dos cogumelos no solo, 

ocorre a liberação desses compostos e pode afetar não só a população de nematoides, mas 

também as plantas. O cogumelo bioluminescente Neonothopanus nambi Speg. induziu 

resistência a M. incognita em tomateiros (NAMANUSART; SAKSIRIRAT; TANTHANUCH, 

2016). O efeito indutor de cogumelos também é conhecido por exemplo com Lyophyllum 

decastes (PARADA et al., 2011) e P. eryngii (PARADA et al., 2011, 2012) no controle da 

antracnose (Colletotrichum orbiculare) em pepinos. Outro exemplo é de L. edodes no controle 

da murcha de Phytophthora (Phytophthora capsici) em pimenta (KANG et al., 2017), Agaricus 

subrufescens (syn. Agaricus brasiliensis) e L. edodes no controle do cancro bacteriano 

(Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) em tomate (SILVA; PASCHOLATI; 

BEDENDO, 2013) e, L. edodes e Agaricus blazei no controle da murcha bacteriana (Ralstonia 

solanacearum) em tomate (SILVA; PASCHOLATI; BEDENDO, 2007). 
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O substrato do cogumelo também pode ser incluído no controle cultural de doenças de 

plantas devido à adição de matéria orgânica (BEDENDO; MASSOLA JÚNIOR; AMORIM, 

2018), sendo uma das estratégias de manejo ecológico do nematoide (BRIDGE, 1996). A adição 

de matéria orgânica pode influenciar na disponibilidade de nutrientes, pH, porosidade que 

consequentemente afeta a capacidade hídrica do solo, além da atividade e biodiversidade da 

microbiota do solo. Como exemplo dessas alterações causadas pelo substrato do cogumelo no 

solo, a incorporação do substrato de L. edodes e A. subrufescens aumentou significativamente 

a respiração do solo de cultivo de alface (RIBAS et al., 2009). Além disso, substratos com alta 

relação C / N, como substratos de cogumelos não compostado, imobilizam o nitrogênio do solo 

na biomassa microbiana, evitando a absorção pelas plantas (KANAMORI; YASUDA, 1979). 

A importância da relação C / N fica evidente no estudo de Ribas et al (2009), onde a alta relação 

C / N do substrato de L. edodes (86/1) inibe o desenvolvimento das plantas de alface, enquanto 

a relação C/ N do substrato de A. subrufescens (15/1) favorece o desenvolvimento de plantas 

de alface. 

A incorporação do substrato dos cogumelos L. edodes, M. titans e P. eryngii ao solo 

torna esta técnica uma ferramenta útil a ser incorporada no manejo integrado de M. javanica 

em tomateiro. Como o substrato do cogumelo incorporado ao solo reduziu até 9,9% (M. titans) 

da altura e até 38,6% (L. edodes - LEMID-Led02 incorporado) da massa seca do tomateiro, 

novos estudos precisam ser realizados verificar a necessidade de fertilização complementar e o 

efeito na produtividade das plantas, além de avaliar o potencial de indução de resistência por 

cogumelos em tomateiro infectado por nematoides e outros patógenos. 
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RESUMO 

Os tomateiros são severamente afetados pelo nematoide das galhas (Meloidogyne javanica). O 

controle biológico de M. javanica com fungos nematófagos é preferível em relação ao controle 

químico por ser menos agressivo à saúde e ao meio ambiente. Dentre os fungos nematófagos, 

os cogumelos apresentam efeito sobre os nematoides reduzindo a eclosão, causando a 

mortalidade de juvenis e reduzindo o fator de reprodução. Entretanto, pouco se conhece sobre 

os mecanismos de controle envolvidos na interação planta-nematoide. Sendo assim, o objetivo 

deste trabalho foi identificar os mecanismos bioquímicos envolvidos no controle da doença pela 

indução de resistência de plantas de tomateiros tratados com: i) solo e areia (1:1 v v-1) infestado 

com M. javanica; ii) solo, areia e substrato de Lentinula edodes (1:1:2 v v-1); iii) solo, areia e 

substrato de L. edodes (1:1:2 v v-1) infestado com M. javanica; iv) solo, areia e substrato de 

Pleurotus eryngii (1:1:2 v v-1) e v) solo, areia e substrato de P. eryngii (1:1:2 v v-1) infestado 

com M. javanica em 4 períodos de avaliação (0, 4, 10 e 20 dias). A área abaixo das curvas de 

altura das plantas, massa fresca da parte aérea e massa fresca total das plantas de tomateiros 

foram semelhantes entre os tratamentos no período avaliado. Não houve diferenças na atividade 

da enzima fenilalanina amônia-liase e alteração dos compostos fenólicos, envolvidos na rota 

dos fenilpropanoides. Entretanto, as análises bioquímicas demonstraram ocorrer indução de 

resistência nas plantas de tomateiro pelos substratos de cogumelos independente da inoculação 

do nematoide, ativando as enzimas relacionadas a defesa vegetal β-1,3-glucanase e quitinase, 

sendo a rota preferencial de defesa.  

 

Palavras-chave: Indução de resistência; Quitinase; β-1,3-glucanase; nematoides das galhas 
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ABSTRACT 

Tomato plants are severely affected by the root-knot nematode (Meloidogyne javanica). 

Biological control of M. javanica with nematophagous fungi is preferable over chemical control 

as it is less damaging to health and the environment. Among nematophagous fungi, mushrooms 

have a direct effect on nematodes, reducing hatching, causing juvenile mortality, and reducing 

the reproduction factor. However, little is known about the control mechanisms involved in the 

plant-nematoid interaction. Therefore, the objective of this work was to identify the biochemical 

mechanisms involved in disease control by inducing resistance in tomato plants treated with: i) 

soil and sand (1:1 v v-1) infested with M. javanica; ii) soil, sand and substrate of Lentinula 

edodes (1:1:2 v v-1); iii) soil, sand and substrate of L. edodes (1:1:2 v v-1) infested with M. 

javanica; iv) soil, sand and substrate of Pleurotus eryngii (1:1:2 v v-1) and v) soil, sand and 

substrate of P. eryngii (1:1:2 v v-1) infested with M. javanica at 4 evaluation times (0, 4, 10 and 

20 days). The area under the curves of plant height, aerial part fresh mass and total fresh mass 

of tomato plants were similar between treatments in the period evaluated. There were no 

differences in the activity of the phenylalanine ammonia-lyase enzyme and alteration of the 

phenolic compounds involved in the phenylpropanoid pathway. However, biochemical 

analyzes showed that there was resistance induction in tomato plants by the mushroom 

substrates, activating enzymes related to plant defense β-1,3-glucanase and chitinase, being the 

preferred defense pathway. 

 

Keywords: Resistance induction; Chitinase; β-1,3-glucanase; root-knot nematodes 

 

3.1 INTRODUÇÃO 

A cultura do tomate (Solanum lycopersicum L.) é comum em áreas tropicais e 

subtropicais. Em 2019, foram cultivados no mundo 5 milhões de ha com a cultura, produzindo 

180.7 milhões de toneladas da fruta (FAO, 2021). Entretanto, um dos fatores que prejudicam a 

produção dos tomates são as doenças, das quais são destacadas as doenças causadas pelos 

nematoides. O gênero de nematoides de maior importância para o tomateiro é o Meloidogyne 

Goeldi (SEID et al., 2015). No Brasil, às espécies M. javanica (Treub) Chitwood e M. incognita 

(Kofoid e White) Chitwood são frequentemente associadas à redução de produtividade em 

tomateiros (BELAN et al., 2009). 

O manejo de nematoides é importante para redução das perdas na produção de tomate. 

Entretanto, o manejo é complexo pois demanda da integração de medidas de controle a fim de 

reduzir os nematoides de forma sustentável (BARKER; KOENNING, 1998; BRIDGE, 1996). 
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Dentre as medidas disponíveis, o controle biológico com os fungos nematófagos vem ganhando 

destaque, pois são capazes de produzir estruturas de predação e parasitismo ou substâncias 

nematicidas (BARRON; THORN, 1987; CASTAÑEDA-RAMÍREZ et al., 2020; 

DEGENKOLB; VILCINSKAS, 2016; LI et al., 2007; LUO et al., 2004, 2006, 2007; SOARES; 

SUFIATE; DE QUEIROZ, 2018; SUFIATE et al., 2017). Já foram relatadas 185 espécies de 

fungos nematófagos com potencial para o manejo de Meloidogyne spp. (HAHN et al., 2018). 

Entretanto, dentre essas espécies com potencial nematicida, os cogumelos atraem a atenção por 

possuir diversas propriedades medicinais, incluindo antitumoral, antimutagênico, antidiabético, 

antinflamatória, antibacteriano, antifúngico, antiviral e antitrombótico (CASTAÑEDA-

RAMÍREZ et al., 2020). Esse conjunto de propriedades estimulou a pesquisa sobre seu 

potencial nematicida.  

Considerando o potencial dos cogumelos cultivados no Brasil para o controle de 

Meloidogyne, Hahn et al. (2019) realizaram testes in vitro com resultados que indicaram 

potencial nematicida dos isolados de Lentinula edodes (LEMID-Led01) e Pleurotus eryngii 

(LEMID-Per01) para o controle de M. javanica. Esses resultados indicavam o efeito direto dos 

cogumelos sobre os nematoides pela produção de toxinas nematicidas ou atividade predatória 

das hifas dos cogumelos. Esse efeito direto de L. edodes e P. eryngii também foi observado por 

outros autores contra os nematoides M. javanica (HEYDARI; POURJAM; GOLTAPEH, 2006; 

SUFIATE et al., 2017) e Bursaphelenchus xylophilus (DONG et al., 2006; ISHIZAKI; 

NOMURA; WATANABE, 2015; MAMIYA, 2006a, 2006b). 

A eficácia dos cogumelos no controle do nematoide das galhas constatado in vitro 

também foi confirmado em condições in vivo. A incorporação do substrato de L. edodes e P. 

eryngii ao solo infestado reduziu o fator de reprodução de M. javanica em plantas de tomateiro 

‘Santa Clara’ (Capítulo I). No entanto, não temos informações se a eficácia é apenas do efeito 

direto ou se ocorre também o efeito indireto por meio da indução de resistência das plantas aos 

nematoides.  

A indução de resistência pode ser utilizada como uma medida de controle com potencial 

de reduzir a severidade das doenças de plantas (DEBONA et al., 2009). O potencial de indução 

de resistência dos cogumelos já foi estudado para doenças bacterianas (KWAK et al., 2015; 

SILVA; PASCHOLATI; BEDENDO, 2013) e fúngicas (PARADA et al., 2011, 2012). 

Considerando o potencial de cogumelos em causar alterações bioquímicas nas plantas de 

tomateiro, o objetivo deste estudo é investigar os possíveis mecanismos de resistência induzidos 

por L. edodes e P. eryngii contra M. javanica em plantas de tomateiros. 
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3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.2.1 Inóculo de Meloidogyne javanica e preparo dos substratos de cogumelo 

A população de M. javanica foi obtida originalmente de raízes de tomate. A 

identificação das espécies seguiu a metodologia do padrão perineal de fêmeas adultas 

(TAYLOR; SASSER, 1978) e pela técnica de eletroforese de isoenzimas (CARNEIRO; 

ALMEIDA, 2001; CARNEIRO; ALMEIDA; QUÉNÉHERVÉ, 2000). A multiplicação da 

população foi realizada em tomateiros cultivar 'Santa Clara' em casa de vegetação. Os 

nematoides foram extraídos das raízes de tomateiros (COOLEN; D’HERDE, 1972) e a 

suspensão de ovos foi coletada com uma peneira de 200 Mesh sobre uma de 500 Mesh (HAHN 

et al., 2019). 

Dois isolados de cogumelos comerciais das espécies L. edodes (LEMID-Led01) e P. 

eryngii (LEMID-Per01) foram previamente selecionados devido seu potencial de controle de 

M. javanica (HAHN et al., 2019). O substrato para o cultivo dos cogumelos foi composto por 

serragem grossa (marcenaria do setor de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Paraná 

- UFPR), farelo de trigo (Anaconda, Curitiba), calcário agrícola (Solo Branco) e gesso (AM 

Gesso), em a proporção de 88: 10: 1: 1 (v v-1). O substrato foi misturado manualmente e 

embalado em sacos de polipropileno com dimensões de 30 × 45 cm fechados com rolha de 

espuma e amarrados com elásticos de látex. O substrato embalado foi autoclavado a 121 °C por 

1 hora e esfriado em câmara de fluxo laminar por 12 horas. A infestação foi realizada pela 

adição de 7 g de meio de cultura batata, dextrose e ágar colonizado em placas de 90 mm com o 

micélio de 14 dias na depositado na parte superior da bolsa. O substrato infestado foi incubado 

à temperatura ambiente por 120 dias no escuro. O solo e areia utilizados em combinação com 

os substratos de cogumelo foram autoclavados previamente a 121° C por 1 h. O solo utilizado 

correspondia ao horizonte B latossólico de um latossolo vermelho (EMBRAPA, 2018). 

 

3.2.2 Tratamentos e delineamento experimental  

A indução de resistência promovida pelos substratos de cogumelos foi avaliada em um 

experimento fatorial 5 x 4, em delineamento inteiramente ao acaso com 3 repetições. Os 

tratamentos  corresponderam às condições de cultivo das mudas de tomateiro, 1) solo e areia 

(1:1 v v-1) infestado com M. javanica; 2) solo, areia e substrato de L. edodes (1:1:2 v v-1); 3) 

solo, areia e substrato de L. edodes (1:1:2 v v-1) infestado com M. javanica; 4) solo, areia e 

substrato de P. eryngii (1:1:2 v v-1) e 5) solo, areia e substrato de P. eryngii (1:1:2 v v-1) 

infestado com M. javanica e os 4 períodos de avaliação (0, 4, 10 e 20 dias). Cada repetição 
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consistiu em um copo de poliestireno contendo os substratos de cada tratamento com uma planta 

de tomateiro. O experimento foi repetido uma vez. 

Para a produção das mudas de tomateiro, sementes do cultivar Santa Clara foram 

semeadas em bandejas de poliestireno com 128 células contendo substrato comercial 

(Mecplant, Telêmaco Borba, Brazil) e vermiculita na proporção de 1:1 (v v-1). As bandejas 

foram mantidas em casa de vegetação (UR > 60% e temperatura de 14 a 32° C) recebendo 

irrigação por aspersão sempre que necessário. A cada 5 dias, as mudas foram irrigadas com 

solução nutritiva hidropônica contendo 1.26 g de N; 1.08 g de P2O5; 3.24 g de K2O; 558 mg de 

S; 9 mg de Fe; 2.7 mg de Zn; 4.5 mg de Mn; 4.5 mg de B; 1.8 mg de Cu; 0.7 mg de Mo; 117 

mg de Mg; 9 mg de Ni; 1.26 g de Ca e 261 mg de Mg (Plantpar, Umuarama, Brazil).  

Os copos de poliestireno de 180 mL de capacidade com um furo no fundo com seus 

respectivos tratamentos sem a inoculação dos nematoides foram preparados quando as mudas 

tinham 30 dias após a emergência. Os copos contendo os tratamentos foram incubados por 15 

dias em câmara de crescimento a 25° C, com fotoperíodo de 12 h e umidade relativa superior a 

70%. O substrato foi irrigado a cada 2 dias. Aos 45 dias após a emergência das mudas, um 

orifício de 4 cm de profundidade foi aberto com o auxílio de um tubo Falcon de 50 mL e uma 

muda de tomateiro foi colocada em cada copo de poliestireno. As mudas correspondentes ao 

período 0 de avaliação foram coletadas e armazenadas à -20° C. Logo após o transplante da 

muda de tomateiro, um orifício de 2 cm de profundidade foi aberto com o auxílio de um tubo 

Microtubo cônico de 2 mL próximo do colo das plantas dos tratamentos que continham a 

inoculação de M. javanica. Nesse orifício foi depositado 500 μL de suspensão contendo 1000 

ovos e eventuais juvenis. As plantas foram mantidas no interior de câmara de crescimento a 

25 °C, com fotoperíodo de 12 h e umidade relativa aproximada de 70%. Durante o experimento, 

as plantas foram regadas sempre que necessário com a solução de hidropônica com metade da 

concentração. 

 

3.2.3 Coleta das amostras e análise 

As mudas coletadas no dia 0, 4, 10 e 20 dias após o transplante foram lavadas em água 

corrente e posteriormente o excesso de água foi retirado utilizando papel toalha. Um corte foi 

realizado no colo da planta para destacar a parte aérea do sistema radicial. A massa da matéria 

fresca total das plantas e a altura de plantas correspondente ao comprimento entre o colo da 

planta e a gema apical foi mensurado. Foi mensurado o índice de galhas das raízes (BRIDGE; 

PAGE, 1980). As raízes foram fragmentadas em pedaços de 2 cm de comprimento. Uma 

amostra aleatória de 0,1 g de raízes frescas foi coletada para quantificação de nematoides nas 
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raízes. A parte aérea e as raízes foram embaladas individualmente em folhas de alumínio, e 

mergulhadas em nitrogênio líquido e posteriormente armazenadas à -20 °C. 

Para a quantificação dos nematoides, 100 mg de raízes infestadas com nematoides 

foram incubadas por 4 min em um Microtubo de 2 mL com 1 mL de solução de NaClO à 1,5%. 

Após a incubação, o NaClO foi escorrido e as raízes lavadas por 3 vezes com 1 mL de água. 

Foram adicionados 1 mL de fucsina ácida (1,0 g de fucsina ácida, 250 mL de ácido acético e 

750 mL de água destilada) aos tubos Microtubo e posteriormente incubados em banho-maria 

até atingir 100° C por 30 s. Os tubos foram mantidos em temperatura ambiente por 10 min. O 

corante foi escorrido, e as raízes lavadas 3 vezes com 1mL de água. Foram adicionados 1 mL 

de solução de H2O2 a 30% nos tubos Microtubo, e posteriormente submetido à agitação a 5 g 

por 1 h. A solução de H2O2 foi removida e substituída por 500 μL de glicerina acidificada (500 

mL de glicerina e 5 mL de HCl 2 N). Os tubos foram incubados em banho-maria até atingir 

100° C por 30 s. Após atingir o balanço térmico, as raízes foram pressionadas entre duas lâminas 

de microscopia (BYRD; KIRKPATRICK; BARKER, 1983). A quantificação dos nematoides 

no interior das raízes foi realizada em microscópio de luz em ampliação de 100×. 

O extrato proteico foi obtido pela maceração de 0,2 g de material vegetal em almofariz 

previamente gelado contendo 0,1g de micropérolas de vidro, 0,1g de resina Dowex 1-X8, 0,1 g 

de PVPP e 4 mL de tampão borato de sódio 0,1M (pH 8,8) contendo EDTA 1mM, e ácido 

ascórbico 50 mM. O material completamente macerado foi centrifugado a 13500 g, a 4ºC por 

30min (GUZZO; MARTINS, 1996). Uma alíquota de 1200 μL do sobrenadante foi coletado, 

armazenado em um tubo Microtubo de 2 mL e congelado a -20 °C. 

A atividade das enzimas β-1,3-glucanase, quitinase e fenilalanina-amônioliase foi 

determinada em relação ao teor de proteínas no tecido vegetal. A determinação do teor total de 

proteínas utilizou 40 μL de extrato proteico, adicionados a 460 μL de água destilada e 1 mL de 

reagente de Bradford e homogeneizados por 5 min (BRADFORD, 1976). A absorbância foi 

lida a 595 nm em espectrofotômetro.  A concentração de proteína foi estimada com base em 

uma curva padrão de albumina de soro bovino. Os resultados foram expressos em mg g-1 de 

tecido vegetal fresco. 

A estimativa da atividade da β-1,3-glucanase foi determinada pela quantificação 

colorimétrica da hidrólise da β-1,3-glucana (GUZZO; MARTINS, 1996; WIRTH; WOLF, 

1992). Foram utilizados 200 μL de extrato proteico diluído em 400 μL de tampão acetato de 

sódio 50mM (pH 5) e 200 μL de substrato enzimático (CM-Curdlan-RBB 4mg ml-1). O extrato 

foi agitado em vórtex e posteriormente incubado a 40° C por 2 h. A reação enzimática foi 

paralisada com a adição de 200 μL de HCl (2N) e esfriado em banho de gelo por 10 min. O 
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extrato foi centrifugado a 10.000 g por 5 min. A absorbância foi lida a 600 nm em 

espectrofotômetro. As concentrações foram determinadas usando uma curva padrão de glicose 

e os resultados foram expressos unidade enzimática min-1 mg-1 de proteína. 

A estimativa da atividade da enzima quitinases foi determinada pela quantificação 

colorimétrica da hidrólise da quitina (GUZZO; MARTINS, 1996; WIRTH; WOLF, 1992). 

Foram utilizados 400 μL de extrato proteico diluído em 500 μL tampão fosfato de sódio 0,2 M 

com 100 mg de substrato para quitinases. O extrato foi agitado em vórtex e posteriormente 

incubado a 50° C por 1 h. A reação enzimática foi paralisada com a fervura do banho maria por 

5 min. O extrato foi centrifugado a 7000 RPM por 10 min. A absorbância foi lida a 595 nm em 

espectrofotômetro. Os resultados foram expressos unidade enzimática min-1 mg-1 de proteína. 

A estimativa da atividade da enzima fenilalanina-amônioliase foi realizada pela 

diferença absorbância resultante da conversão da fenilalanina em ácido trans-cinâmico 

(RODRIGUES; BEZERRA NETO; COELHO, 2006). Foram macerados 0,2 g de material 

vegetal em almofariz previamente gelado com 4,0 mL do tampão TRIS – HCl pH 8. O tampão 

de extração foi preparado com uma mistura de 22,2 g de Tris; 0,37 g de EDTA; 85,5 g de 

sacarose; 10 g de PVP e completou-se o volume para 1000 mL de água destilada. O pH foi 

ajustado para 8,0 com ácido clorídrico 2,0 N. O material completamente macerado foi 

centrifugado a 6000 g por 10 min a 4 °C. Uma alíquota de 200 μL do sobrenadante foi coletado 

e depositado em um tubo de ensaio de 15 mL, acrescido de 5 mL do tampão de extração. O 

extrato foi agitado em vórtex e uma alíquota de 1,5 mL do extrato foi transferido para um novo 

tubo de ensaio, acrescido de 1,0 mL do tampão de extração e 0,5 mL de fenilalanina (49,6 mg 

mL-1), e agitado em vórtex novamente. A solução foi incubada em banho-maria por 1 h a 40 

ºC. Após a incubação os tubos foram transferidos para um banho de gelo para paralisar a reação 

enzimática. A absorbância foi lida a 290 nm em espectrofotômetro. As concentrações foram 

estimadas com uma curva padrão de ácido trans-cinâmico e os resultados foram expressos como 

unidade enzimática min-1 mg-1 de proteína. 

A estimativa da concentração de fenóis totais foi realizada pelo método 

espectrofotométrico com o reagente de Folin – Ciocalteau (BIELESKI; TURNER, 1966; 

JENNINGS, 1981). Foram macerados 0,2 g de material vegetal em almofariz com 5 mL da 

solução de extração. A solução de extração foi preparada utilizando metanol, clorofórmio e 

água na proporção de 12:5:3 v v-1. O material completamente macerado foi centrifugado a 6.000 

rpm a 20 ºC por 20 minutos. Uma alíquota de 500 μL do sobrenadante foi coletado e depositado 

em um tubo de ensaio de 15 mL, acrescido de 500 μL água destilada e 500 μL de reagente Folin 

– Ciocalteau diluído em água destilada (1:10 v v-1). O extrato foi agitado em vórtex, e após 15 
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min foram adicionados 5 mL do reagente alcalino A (carbonato de sódio 2% em solução de 

hidróxido de sódio 0,1 N). A solução foi agitada em vórtex e incubada por 50 min. A 

absorbância foi lida a 760 nm em espectrofotômetro. No controle negativo foi usada água 

destilada no mesmo volume do extrato vegetal. O resultado foi expresso em mg g-1 de tecido 

vegetal fresco. 

 

3.2.4 Análise de dados 

Com os dados de altura de plantas, massa fresca total e variáveis bioquímicas para os 

tratamentos ao longo do tempo foi obtida a área abaixo da curva de progresso (AACP). Os 

dados de AACP foram submetidos a testes de normalidade e homogeneidade de variância, em 

esquema fatorial 5x2, sendo o primeiro fator os tratamentos e o segundo fator o momento 

(repetição) dos experimentos. Para atingir a normalidade dos resíduos e homogeneidade das 

variâncias, os dados foram transformados para log10(y). Foi realizada a análise de variância 

(ANOVA) e posteriormente teste de Scott-Knott, ao nível de significância de 5% no pacote 

‘ExpDes.pt’ (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2021). 

 

3.3 RESULTADOS 

O efeito entre os experimentos não foi significativo para as variáveis avaliadas. Assim, 

os dados dos dois experimentos foram analisados em conjunto (n = 6). A AACP para a altura 

de plantas e massa fresca total não apresentaram diferenças estatísticas entre os tratamentos 

testados (Figura 3.1).  

 

 

Figura 3.1 – Área abaixo da curva de progresso (AACP) para a altura e massa fresca total das 
plantas de tomateiros ‘Santa Clara’ do momento de aplicação dos tratamentos no dia 0 até o dia 
20 de avaliação. Os dados representam a média (± desvio padrão, n = 6) de dois experimentos, 
cada um realizado em três repetições. nsAs médias não diferem estatisticamente pelo teste 
ANOVA (P ≥0,05).  
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Figura 3.2 – Índice de galhas e número de nematoides da espécie Meloidogyne javanica 
contabilizados no interior das raízes de tomateiros das plantas testemunhas (Controle) e 
cultivadas em substrato de Lentinula edodes (Led01 infestado) e Pleurotus eryngii (Per01 
infestado) avaliadas nos diferentes dias após a inoculação (DAI) dos nematoides. Os 
tratamentos sadios não receberam suspensões de M. javanica e não apresentaram sintomas da 
formação de galhas nas raízes das plantas de tomateiros ‘Santa Clara’. Os dados representam a 
média (± desvio padrão, n = 6) de dois experimentos, cada um realizado com três repetições. 

 

Os tratamentos que tiveram plantas inoculadas com M. javanica apresentaram sintomas 

de galhas confirmando a eficiência da inoculação e consequentemente a viabilidade do inóculo 

para que pudesse ser avaliado o efeito dos substratos de cogumelo na presença e ausência do 

nematoide. Após 4 dias da inoculação começaram a apresentar pequenas galhas nas raízes das 

plantas de tomateiros (Figura 3.2).  As plantas não inoculadas com a suspensão de M. javanica 

não apresentaram sintomas de galhas.  

As médias das AACP das análises bioquímicas foram analisadas separadamente para o 

sistema radicial e a parte aérea das plantas (Tabela 3.1). Os valores médios de AACP para o 

teor de proteínas totais, atividade da fenilalanina-amônioliase e o teor de fenóis totais não 

apresentaram diferenças estatísticas entre os tratamentos testados para raízes e parte aérea. Os 

valores médios da AACP da atividade da β-1,3-Glucanase nas raízes das plantas de tomateiros 

apresentaram diferenças entre os tratamentos. Os valores médios da atividade da β-1,3-

Glucanase nas raízes de plantas de tomateiro sadias e infestadas com o M. javanica cultivadas 

com substrato de P. eryngii e infestadas com o M. javanica cultivadas em substrato de L. edodes 

foram superiores aos valores médios das plantas de tomateiro infestadas com o M. javanica sem 

os cogumelos e em plantas de tomateiro sadias cultivadas em substrato de L. edodes. Na parte 

aérea das plantas de tomateiro, a atividade da β-1,3-Glucanase foi superior nos tratamentos 

contendo P. eryngii e L. edodes, com e sem a inoculação de M. javanica comparado as plantas 

inoculadas com M. javanica sem a presença do substrato de cogumelo. Em relação à atividade 

da quitinase nas raízes e na parte aérea, os valores médios da AACP nos tratamentos com o 

substrato de contendo P. eryngii e L. edodes com e sem a inoculação foram superiores aos 
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valores médios da atividade da enzima do tratamento controle sem a aplicação do substrato de 

cogumelos e inoculado com o nematoide (Tabela 3.1). De modo geral, a inoculação de 

nematoides não foi um fator significativo para a AACP da atividade das enzimas β-1,3-

glucanase e quitinase na presença dos substratos de cogumelos 

 

Tabela 3.1 – Médias estimadas para a área abaixo da curva de progresso das alterações 
bioquímicas das plantas de tomateiros ‘Santa Clara’ do momento de aplicação dos tratamentos 
no dia 0 até o dia 20 de avaliação.  

Tratamento Proteínas β-1,3-
Glucanase Quitinase Fenilalanina 

amônioliase 
Fenóis 
totais 

Raízes 
Meloidogyne javanica 51.17 ns 0.397 b 9.16 b 0.046 ns 5.54 ns 
Lentinula edodes 54.06  0.431 b 12.60 a 0.058  6.59  
Pleurotus eryngii 69.03  0.511 a 12.99 a 0.054  6.97  
M. javanica +  
L. edodes 93.77  0.501 a 12.06 a 0.046  5.37  

M. javanica +  
P. eryngii 67.95  0.465 a 12.95 a 0.042  6.51  

Parte aérea 
Meloidogyne javanica 158.91 ns 0.294 b 7.71 b 0.031 ns 20.79 ns 
Lentinula edodes 209.03  0.344 a 9.56 a 0.022  21.31  
Pleurotus eryngii 175.07  0.343 a 10.15 a 0.035  21.27  
M. javanica +  
L. edodes 192.94  0.340 a 9.43 a 0.032  18.22  

M. javanica +  
P. eryngii 196.94  0.323 a 9.58 a 0.020  21.59  

Os dados representam a média (n = 6) de dois experimentos, cada um realizado com três 
repetições. As plantas de tomateiros foram infestadas com Meloidogyne javanica. Os dados 
representam a média (± desvio padrão, n = 6) de dois experimentos, cada um realizado em 
quatro blocos. *Médias seguidas por letras iguais pertencem ao mesmo agrupamento segundo 
o teste de Scott-Knott (P≤0,05). 

 

A atividade da β-1,3-Glucanase nas raízes e na parte área das plantas de tomateiro 

aumenta aos 4 dias após a aplicação a inoculação (DAI), mantendo os níveis da atividade até 

os 20 DAI, sendo observado aos 4 dias após a aplicação A atividade da quitinase nas raízes 

aumentou aos 4 dias após aplicação dos tratamentos, mantendo a atividade até os 20 dias após 

a aplicação dos tratamentos (Figura 3.3). 
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Figura 3.3 - Curvas de β-1,3-glucanase e quitinases estimados nas raízes e na parte aérea das 
plantas de tomateiros ‘Santa Clara’ durante o desenvolvimento entre o momento de aplicação 
dos tratamentos no dia 0 até o dia 20 dias após a inoculação (DAI). Os tratamentos infestados 
receberam suspensões de Meloidogyne javanica, enquanto os tratamentos sadios não receberam 
suspensões de M. javanica. Os dados representam a média (± erro padrão, n = 6) de dois 
experimentos, cada um realizado com três repetições. 

 

3.4 DISCUSSÃO 

A utilização do substrato de cogumelos das espécies de L. edodes e P. eryngii 

incorporados ao solo não interferiram no acúmulo de proteínas, na atividade da fenilalanina-

amônioliase e no teor de fenóis totais nas raízes e na parte aérea de plantas de tomateiro. 

Entretanto, os tratamentos afetaram a atividade das enzimas β-1,3-Glucanase e quitinase, 

indicando que os cogumelos podem causar alterações bioquímicas nas plantas de tomateiro, 

induzindo a produção de proteínas relacionadas a resistência das plantas independente da 

presença do M. javanica. Esses resultados indicam um efeito dos cogumelos sobre o aumento 

da atividade da via metabólica das proteínas de resistência em detrimento a via metabólica dos 

fenilpropanoides. Sendo assim, este trabalho mostra que a eficácia dos cogumelos no controle 

do nematoide das galhas pode ser justificado devido ao efeito direto pela produção de toxinas 

nematicidas ou atividade predatória das hifas dos cogumelos como observado por Hahn et al. 

(2019) e possivelmente a um efeito indireto devido a um aumento da atividade da via 

metabólica das proteínas de resistência como observado neste estudo.   

A aplicação dos substratos de cogumelos sobre as plantas de tomateiro não afetou a 

atividade da enzima fenilalanina-amônioliase nas raízes e na parte aérea das plantas. Essa 
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enzima é fundamental para a via do ácido chiquímico, convertendo a fenilalanina que é o 

principal precursor da via dos fenilpropanoides, da biossíntese de fitoalexinas fenólicas e 

lignina (VOGT, 2010). Consequentemente, a ausência de indução para a aumento da atividade 

da fenilalanina-amônioliase não resultou em diferenças entre as concentrações de fenóis totais 

entre os tratamentos. Os compostos fenólicos desempenham papel importante na resistência de 

plantas de bananeira ao nematoide Radopholus similis (DHAKSHINAMOORTHY et al., 2014; 

HOLSCHER et al., 2014). Entretanto, a indução de resistência pela aplicação do fungo 

nematófago Pochonia chlamydosporia em plantas de tomateiro infestadas com M. javanica 

(MEDEIROS et al., 2015) e a levedura Lachancea thermotolerans em plantas de soja infestadas 

com M. incognita (MIORANZA et al., 2021)também não induziram alterações significativas 

na atividade da fenilalanina-amônioliase. 

O aumento da atividade da β-1,3-glucase nas plantas de tomateiro cultivadas em 

substrato de P. eryngii e L. edodes pode ser justificado pela presença do glucano, um 

polissacarídeo presente nesses cogumelos (AVNI et al., 2017; BAK et al., 2014). As β-1,3-

glucanases hidrolisam as ligações β-1,3-D-glucosídicas, degradando esse polímero que é o 

principal componente das paredes celulares dos fungos (HONG et al., 2002). 

Consequentemente, as β-1,3-glucanases hidrolisam o β-1,3-glucano presente na parede celular 

dos fungos (SINGH; SINGH, 2018) sendo associada a defesa das plantas aos fungos 

fitopatogênicos (CASTRESANA et al., 1990).  

O aumento da atividade da enzima quitinase pode ser propiciado pela presença de 

quitina na constituição dos cogumelos, representando em média 25% da fibra alimentar total 

dos cogumelos comestíveis (MANZI et al., 2004). A quitina também é um dos principais 

componentes dos nematoides (CHEN et al., 2015) sendo principalmente responsável pelo 

enrijecimento dos ovos (MCCLURE; BIRD, 1976). Entretanto, a presença do nematoide não é 

um fator determinante para a indução de resistência, visto que a quitina do cogumelo pode 

sinalizar e ser reconhecida pela planta. A quitinase pode ter algum efeito no mecanismo de 

resistência das plantas levando a uma redução do nematoide por degradação da parede celular 

e causar degradação das células da cutícula do nematoide. Deste modo, a planta acumula 

quitinases (SHARMA et al., 2011) que podem inibir o desenvolvimento dos nematoides 

(KHAN; WILLIAMS; NEVALAINEN, 2004). O maior acúmulo de quitinase foi observado 

em tomateiros tratados com Pseudomonas fluorescens Pf 128, que reduziu a penetração do 

nematoide nos tecidos radiculares do tomateiro (SANKARI; JONATHAN; KAVITHA, 2010). 

No presente estudo, os tratamentos foram aplicados por incorporação ao solo, com 

contato direto com o patógeno. Entretanto, o aumento da atividade das enzimas β-1,3-
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glucanases e quitinase na parte aérea das plantas de tomateiro, distante do contato direto com 

os tratamentos indica a indução de resistência sistêmica. Resultados semelhantes foram 

observados com o uso do substrato de Lyophyllum decastes incorporado ao solo, propiciando 

resultados satisfatórios no controle de antracnose (Colletotrichum orbiculare) que ataca a parte 

aérea de plantas de pepino (PARADA et al., 2011, 2012). Novos estudos podem ser realizados 

para verificar esse efeito de indução sobre as doenças que afetam a parte aérea das plantas de 

tomateiro, como por exemplo Phytophthora infestans e Alternaria tomatophila.  

Novos estudos precisam ser realizados para verificar a interação dos substratos de 

cogumelos com o agroecossistema. A decomposição do substrato de cogumelos quando 

aplicado ao solo pode resultar na produção de substâncias desconhecidas que afetam 

diretamente os nematoides. Os ácidos orgânicos são tóxicos para os nematoides parasitas de 

plantas (OKA, 2010), embora sejam liberados durante a decomposição de materiais ricos em 

carbono mantido sob condições anaeróbicas (BLOK et al., 2000; MOMMA et al., 2006). Os 

processos de decomposição do substrato resultam em alterações químicas do solo, que incluem 

pH, que consequentemente favorecem a geração de amônia e ácido nítrico, e são tóxicos aos 

nematoides (OKA, 2010). As alterações físicas do solo também podem ser observadas na 

estrutura do solo, visto que a adição da matéria orgânica resulta na alteração da porosidade e 

estrutura do solo (NTALLI et al., 2020). Além disso, a própria decomposição pode favorecer o 

desenvolvimento da microbiota antagonista do solo (além do próprio cogumelo), reduzindo a 

população dos nematoides (BRIDGE, 1996; OKA, 2010). A eficiência econômica do controle 

dos nematoides com o uso do substrato de cogumelos também precisa ser testada. 
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RESUMO 

Os tomateiros são prejudicados pelo parasitismo de Meloidogyne javanica, um nematoide 

parasita de plantas e polífago capaz de causar grandes danos a cultura. O controle alternativo 

de M. javanica com extratos vegetais é uma estratégia importante no manejo ecológico de 

nematoides. A produção de óleo de Nim (Azadirachta indica) resulta em subprodutos ricos em 

substâncias nematicidas em sua composição, das quais são utilizadas na formulação de 

OpeNeem Flex e OpeNeem Plus. Ovos e juvenis de segundo estádio (J2’s) de M. javanica foram 

expostos aos formulados de Nim, OpeNeem Flex e OpeNeem Plus. Os ovos de M. javanica 

foram submetidos às concentrações de 0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 0,75% (v v-1) dos formulados, 

e os J2’s foram submetidos às concentrações de 0,0; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0% (v v-

1) dos formulados. As plantas de tomateiros foram tratadas com as concentrações de 0,00, 0,25, 

0,50, 0,75, 1,00, 1,50, 2,00, 2,50 e 3,00% dos formulados para avaliação da penetração de J2’s 

de M. javanica nas raízes. Os formulados OpeNeem Flex e OpeNeem Plus foram aplicados em 

plantas de tomateiros infestados com ovos de M. javanica para comparação com o controle 

obtido pela aplicação de Carbofurano e Abamectina. Os valores estimados de concentração 

efetiva de 50% de controle (CE50) de eclosão de J2’s foram de 0,44 e 0,40%, e para a mortalidade 

dos J2’s foram estimadas em 13,9 e 19,3%, respectivamente para OpeNeem Flex para OpeNeem 

Plus. As aplicações dos formulados OpeNeem Flex e OpeNeem Plus sobre plantas de 

tomateiros infestados com J2’s de M. javanica não apresentou efeitos significativos sobre a 

altura e massa seca das plantas de tomateiros, mas resultou na redução significativa do fator de 

reprodução de M. javanica. As concentrações de 1,00% dos formulados de Nim reduziu o fator 

de reprodução de M. javanica em 48,2% para OpeNeem Flex e 59,4% para OpeNeem Plus, 
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controle semelhante ao obtido com a Abamectina (58,8%). Este estudo indica que a aplicação 

de formulados obtidos de subprodutos da produção de óleo de Nim possuem potencial de 

controle de M. javanica em plantas de tomateiro.  

 

Palavras-chave: Dose-resposta; Concentração efetiva; Azadirachta indica; Meloidogyne 

javanica 

 

ABSTRACT 

Tomato plants are parasitized by Meloidogyne javanica, a polyphagous plant parasitic 

nematode capable of causing great damage to the crop. Alternative control of M. javanica with 

plant extracts is an important strategy in the ecological management of nematodes. The 

production of Neem oil (Azadirachta indica) results in by-products rich in nematicidal 

substances, which are used in the formulation of OpeNeem Flex and OpeNeem Plus. Eggs and 

second instar juveniles (J2's) of M. javanica were exposed to these formulations. The eggs of 

M. javanica were subjected to concentrations of 0.0; 0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5 and 0.75% (v v-1) of 

the formulations, and the J2's were submitted to concentrations of 0.0; 0.5; 1.0; 2.5; 5.0; 10.0; 

15.0 and 20.0% (v v-1) of the formulations. The tomato plants were treated with concentrations 

of 0.00, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.50, 2.00, 2.50 and 3.00% of those formulations for evaluating 

the penetration of M. javanica J2's in the roots. The OpeNeem Flex and OpeNeem Plus formulas 

were applied to tomato plants infested with M. javanica eggs for comparison with the control 

obtained by the application of Carbofuran and Abamectin. The estimated values of effective 

concentrations for 50% control (EC50) of hatching of J2's were 0.44 and 0.40% and the mortality 

of J2's was estimated at 13.9 and 19.3% for OpeNeem Flex for OpeNeem Plus, respectively. 

Applications of OpeNeem Flex and OpeNeem Plus formulas on tomato plants infested with M. 

javanica J2's did not show significant effects on height and dry mass of tomato plants but 

resulted in a significant reduction in the reproduction factor of M. javanica. Concentrations of 

1.00% of the Neem formulations reduced the reproduction factor of M. javanica by 48.2% for 

OpeNeem Flex and 59.4% for OpeNeem Plus, a control similar to that obtained with Abamectin 

(58.8%). This study indicates that the application of formulations obtained from Neem oil by-

products have potential to control M. javanica in tomato plants. 

 

Keywords: Dose-response; Effective concentration; Azadirachta indica; Meloidogyne javanica 
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4.1 INTRODUÇÃO 

O tomate (Solanum lycopersicum L.) é um fruto muito apreciado mundialmente. Em 

2019, a produção mundial foi de 180,7 milhões de toneladas, cultivados em 5,0 milhões de ha 

(FAO, 2021). No Brasil, a produção anual de 2019 foi estimada em 3,9 milhões de toneladas, 

distribuídos em 54,5 mil ha (FAO, 2021). Considerando o elevado valor econômico da cultura, 

é importante que não ocorram perdas de produtividade causadas por pragas e doenças. Os 

nematoides são um dos causadores das maiores perdas em tomateiros suscetíveis, podendo 

chegar a 80% devido o parasitismo de Meloidogyne spp. Goeldi (KAŞKAVALCI; ÖNCÜER, 

1999). Esse gênero de nematoides é popularmente conhecido como nematoide das galhas, 

parasitando mais de 2000 hospedeiros (KHALIL, 2013) e possivelmente o fitonematoide mais 

importantes do mundo (TRUDGILL; BLOK, 2001). No Brasil, as espécies Meloidogyne 

javanica (Treub) Chitwood e Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood são 

encontradas parasitando tomateiros (ROSA; WESTERICH; WILCKEN, 2014).  

O manejo dos nematoides é difícil e demanda da integração de diversos métodos de 

controle. O controle químico é frequentemente utilizado no controle de nematoides, mas 

atualmente há poucos nematicidas disponíveis no mercado brasileiro. Além disso, no Estado do 

Paraná, a grade de agrotóxicos disponíveis para o controle desses patógenos é mais restrita do 

que para outros estados do Brasil. Atualmente, para o controle de Meloidogyne spp. em 

tomateiros é permitido o uso de Fluensulfone, Metam-sódio, Abamectina e extrato de alho 

(MAPA, 2021; SEAB-PR, 2021). A escassez de produtos químicos e a necessidade de reduzir 

a aplicação de agrotóxicos devido a toxicidade vem favorecendo o desenvolvimento do 

mercado de produtos biológicos e alternativos para o controle de nematoides.  

Os nematicidas alternativos obtidos de plantas e microrganismos são menos agressivos 

ao meio ambiente e a saúde humana (OKA, 2010). Toxinas produzidas por diversas espécies 

de plantas possuem efeito sobre Meloidogyne. O Nim (Azadirachta indica A. Juss) produz 

metabólitos secundários utilizados para o controle de pragas, e se destaca pela azadiractina 

(AERTS; MORDUE, 1997; COLLANGE et al., 2011; KHALIL, 2013; OKA, 2010). Essa 

substância está presente em abundância no óleo extraído das sementes, e possui efeito inseticida 

(AERTS; MORDUE, 1997; AKHTAR, 2000). 

A popularização do óleo de Nim favoreceu o surgimento de cultivos comerciais de Nim 

para produção de óleo. Na prensagem a frio das sementes, restam os subprodutos como a torta 

de Nim. A aplicação de torta de Nim no solo tem potencial para o controle de nematoides 

(JAVED et al., 2007, 2008a; JAVED; ABDULLAH; FAYYAZ, 2007; OKA, 2010). Além 

disso, o manejo comercial das árvores também produz outro subproduto, que são as folhas e os 
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ramos resultante das podas. As folhas e as sementes de plantas de Nim contêm uma série de 

triterpenóides como a nimbina e a salannina (JARVIS et al., 1998; SCHAAF et al., 2000). 

Outros compostos voláteis como álcoois e ésteres (BARROS et al., 2014), e compostos não 

voláteis como o nimbaneno, 6-desacetilnimbineno, nimban-diol, nimbolida, ácido ascórbico, n-

hexacosanol, 7-desacetil-7-benzoilazadiradiona, 7-desacetil-7-benzoilunotina, 17-

hidroxiazadiradiona e nimbiol também são encontrados nas plantas de Nim (HOSSAIN et al., 

2013). 

Na tentativa de utilizar o potencial desses compostos presentes nos subprodutos da 

produção de óleo de Nim (folhas e ramos) e comercializá-los, algumas empresas desenvolveram 

novos produtos. Deste modo, surge um novo mercado e novas alternativas para o controle de 

nematoides. Com base no exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a utilização de dois 

produtos comerciais a base de Nim, o OpeNeem Flex e OpeNeem Plus para o controle de M. 

javanica em plantas de tomateiro. 

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.2.1 Formulados de Nim 

Os produtos formulados OpeNeem Flex e OpeNeem Plus foram cedidos pela empresa 

OpeNeem For Life S.A. (São Paulo). As plantas de Nim utilizadas na produção dos formulados 

foram cultivadas na Fazenda da OpeNeem no município de São João de Pirabas no estado do 

Pará. O formulado OpeNeem Flex é produzido utilizando o extrato hidro-alcoólico de folhas e 

ramos de Nim. O formulado OpeNeem Plus possui em sua constituição 90% de extrato hidro-

alcoólico de folhas e ramos de Nim, acrescido de 5% de óleo de laranja (D’Limoneno) e 5% de 

adjuvantes. 

 

4.2.2 Obtenção do inóculo de Meloidogyne javanica 

A população de M. javanica foi obtida de raízes de tomate cultivadas na Fazenda 

Canguiri, pertencente à Universidade Federal do Paraná, localizada no município de Pinhais, 

Paraná. A identificação das espécies foi realizada utilizando o padrão perineal de fêmeas adultas 

(TAYLOR; SASSER, 1978)e pela técnica de eletroforese de isoenzimas (CARNEIRO; 

ALMEIDA, 2001; CARNEIRO; ALMEIDA; QUÉNÉHERVÉ, 2000). Os nematoides foram 

multiplicados em tomateiros do cultivar Santa Clara mantidos em casa de vegetação 

(temperatura ambiente de 8 a 36° C) e em câmara de cultivo com temperatura de 28 ± 3° C e 

umidade relativa de 80 ± 20% (InstalaFrio, Curitiba). Os nematoides utilizados como inóculo 
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foram extraídos pela metodologia de flotação centrifuga em sacarose com caulim (COOLEN; 

D’HERDE, 1972). As raízes foram trituradas em liquidificador com água por 15 segundos. A 

suspensão de raízes e nematoides foi separada por um conjunto de peneiras de 60 e 500 Mesh, 

nesta ordem. A suspensão retida na peneira 500 Mesh foi centrifugada a 530 g (Eppendorff, 

Hamburgo, Germany) por 4 minutos. O sobrenadante foi descartado e a massa compacta de 

raízes, caulim e nematoides foi ressuspendido com solução de sacarose (453,6 g de açúcar 

refinado e água até completar 1 L) e centrifugada novamente a 530 g por 1 min. A suspensão 

de sacarose contendo os nematoides foi vertida sobre um conjunto de peneiras de 60, 200 e 500 

Mesh, respectivamente, e lavada em água corrente. A suspensão retida na peneira de 500 Mesh 

era principalmente ovos com eventuais J2, sendo utilizada nos experimentos de eclosão. A 

suspensão de ovos foi submetida a uma câmara de eclosão aerada para obtenção de J2’s com 24 

a 48 h de vida (HAHN et al., 2019). Os J2’s obtidos foram utilizados nos experimentos de 

mortalidade e penetração nas raízes de tomateiros.  

 

4.2.3 Experimentos in vitro de eclosão e mortalidade de J2 

Buscando identificar concentrações com efeito nematicida, os formulados OpeNeem 

Flex e OpeNeem Plus foram analisados em testes in vitro para estimar a concentração efetiva 

de 50% de controle (CE50) de eclosão (testes de eclosão) e mortalidade de J2’s (teste de 

mortalidade) de M. javanica. Quatro experimentos foram conduzidos, sendo dois experimentos 

para os testes de eclosão (um para cada produto) e dois experimentos para os testes de 

mortalidade (um para cada produto), seguindo o delineamento de blocos casualizados com 7 

concentrações e três repetições. Para os testes de eclosão, as concentrações dos formulados 

OpeNeem Flex e OpeNeem Plus utilizados nos experimentos foram de 0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 

0,5 e 0,75% (v v-1). Nos experimentos de mortalidade, as concentrações utilizadas foram de 0,0; 

0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0% (v v-1). Os experimentos foram realizados em placas de 

ELISA de 96 poços com fundo chato, sendo cada repetição 1 poço. Em cada poço da placa foi 

depositado 20 μL de suspensão de nematoides (cerca de 200 ovos nos experimentos de eclosão 

ou 50 J2’s nos experimentos de mortalidade), 80 μL de sulfato de estreptomicina (0,5 mL L-1, 

Dinâmica, Indaiatuba) com polisorbato 20 (0,5 mL L-1 - Tween 20®, Vetec, Rio de Janeiro) e 

100 μL do tratamento com os formulados diluídos em diferentes concentrações. Os poços das 

placas foram fechados com filme plástico adesivo (Politac, Polifix, Terra Preta) e incubadas no 

escuro a 28±2 °C.  

A eclosão dos J2’s de M. javanica foi avaliada em um microscópio de luz com ampliação 

de 40x (Zeiss) após 16 dias de incubação. Os J2’s eclodidos e os ovos restantes foram 
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quantificados e a taxa de eclosão foi calculada pela Eq. 1. Os experimentos de mortalidade 

foram avaliados após 48 horas de incubação. Em cada amostra do teste de mortalidade foram 

adicionados 20 μL de solução de NaOH (1 N). Após 1 minuto, a contagem dos J2’s mortos foi 

realizada no microscópio de luz com ampliação de 40x (Zeiss). Os J2’s que permaneceram 

retilíneos após a adição de NaOH foram considerados mortos (CHEN; DICKSON, 2000; 

HARADA; YOSHIGA, 2015). As taxas de mortalidade foram calculadas pela Eq. 2. Os 

experimentos foram repetidos uma vez. 

 

Eq. 1 

 

 

Eq. 2 

 

 

4.2.4 Experimento de penetração e desenvolvimento de J2 nas raízes de tomateiros 

Para identificar as concentrações com efeito sobre a penetração de J2’s de M. javanica 

nas raízes de tomateiros, mas que não causassem danos graves às plantas, foram realizados dois 

experimentos, um com o formulado OpeNeem Flex e outro com o OpeNeem Plus. Cada 

experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados com 5 concentrações e três 

repetições. Os experimentos de penetração de J2’s de M. javanica nas raízes de tomateiro foram 

realizados em tubetes de mudas com 150 mL de capacidade. Para os testes de penetração foram 

utilizadas as concentrações de 0,00; 0,25; 0,75; 1,50 e 3,00% (v v-1 de substrato). Um 

experimento prévio mergulhando mudas de tomateiro com raízes nuas em diferentes 

concentrações dos formulados diluídos em água e incubados por 24 h indicavam a ocorrência 

de lesões nas concentrações superiores à 3.00% dos formulados. 

O substrato utilizado para a realização dos experimentos foi composto de LATOSSOLO 

VERMELHO (EMBRAPA, 2018) e areia (1:1 v v-1). A fertilidade foi corrigida acrescentando 

5,21 g dm-3 de calcário dolomítico, 0,17 g dm-3 de ureia, 0,35 g dm-3 de KCl e 2,78 g dm-3 de 

Super Fosfato Simples. O substrato foi autoclavado a 120° C por 1 hora. As diferentes 

concentrações foram obtidas pela diluição dos produtos (0; 375; 1125; 2250 e 4500 μl de 

produto comercial) em água, totalizando 25 ml de calda aplicados com um Becker sobre a 

superfície do substrato de cada tubete. Em seguida foi transplanta uma muda de tomateiro 

‘Santa Clara’ com 30 dias após a emergência, cultivada em bandeja de polietileno de 128 células 
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(Nutriplan, Cascavel) contendo substrato comercial (MecPlant, Telêmaco Borba). Após o 

transplante das mudas, uma cavidade de 3 cm de profundidade foi aberta com microtubo de 2.0 

mL ao lado do colo da planta. Na cavidade foi depositado 100 μL de suspensão contendo cerca 

de 100 J2’s de M. javanica (População inicial, PI). Os tubetes foram colocados dentro de copos 

de poliestireno (tipo sundae, Copaza, Içara) e encaixados em grades de sustentação. As mudas 

foram mantidas em câmara de crescimento a 25±3 °C, UR de 80±20% e fotoperíodo de 12 horas 

de luz. As regas foram realizadas pelo copo de acordo com a necessidade.  

As plantas foram avaliadas aos 30 dias após a inoculação. Inicialmente foi determinada 

a altura das plantas e o peso de massa seca da parte aérea por meio de uma em estufa de 

ventilação forçada a 60° C por 72 h. O sistema radicular foi utilizado para a extração dos 

nematoides pelo método de flotação centrifuga em sacarose com caulim (COOLEN; 

D’HERDE, 1972). As raízes trituradas após a extração de nematoides retidas na peneira de 60 

Mesh foram coletadas e secas para determinação da massa seca total da planta. A população 

final (PF) foi estimada pelo número de nematoides presentes nas raízes. O fator de reprodução 

(Eq. 3) foi calculado pela divisão da PF pela PI de nematoides (OOSTENBRINK, 1966). 

Devido a morte das plantas na concentração de 3.00%, os experimentos foram repetidos com 

concentrações intermediárias de 0.0; 0.5; 1.0; 2.0 e 2.5% (v v-1 de substrato).  

 

Eq. 3 

 

 

 

4.2.5 Experimento de desenvolvimento de reprodução de Meloidogyne javanica em plantas 

de tomateiro 

Ao constatar que a concentração de 1.0% dos formulados apresentou resultados 

satisfatórios nos testes de penetração, foi realizado um experimento para comparar os 

formulados com a abamectina e carbofurano. Um experimento foi conduzido seguindo o 

delineamento de blocos casualizados com 5 tratamentos e quatro repetições. Os experimentos 

foram realizados em vasos de alumínio contendo 2 L. Os tratamentos utilizados correspondiam 

aos formulados OpeNeem Flex e OpeNeem Plus (1.0% v v-1 ou 20 ml por vaso), carbofurano 

(10 μl por vaso, furadan 350 SC, FMC), abamectina (2 μl por vaso, vertimec 18 EC, Syngenta) 

e controle (água). 
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O substrato utilizado nos experimentos foi preparado de acordo com a metodologia 

descrita no item 3.2.3. O substrato (regado 24 horas antes com água) foi pulverizado na 

superfície com 20 ml por vaso dos produtos OpeNeem Flex e OpeNeem Plus, e 20 ml por vaso 

de carbofuran (10 μl por vaso) e a abamectina (2 μl por vaso) diluídos em água. O controle 

recebeu a aplicação de 20 ml por vaso de água. Na sequência, um orifício de 3 cm de 

profundidade foi aberto com um tubo Falcon de 50 mL. No fundo do orifício foi depositado 1.0 

ml de suspensão contendo cerca de 5000 ovos de M. javanica. Sobre a suspensão de nematoides 

foi transplantada uma muda de tomateiro do ‘Santa Clara’ com 30 dias após a emergência, 

cultivada em bandeja de polietileno de 128 células (Nutriplan, Cascavel) contendo substrato 

comercial (MecPlant, Telêmaco Borba). Após 90 dias da inoculação, as plantas foram avaliadas 

de acordo com a metodologia descrita no item 2.3. O experimento foi repetido uma vez. 

 

4.2.6 Análise estatística  

As análises estatísticas foram realizadas com o software R (R CORE TEAM, 2021). As 

curvas de dose-resposta para eclosão e mortalidade dos J2’s de M. javanica foram ajustadas, e 

o modelo estatístico foi determinado pelo menor peso para o Critério de informação de Akaike 

(WAGENMAKERS; FARRELL, 2004) obtidos pela função mselect() do pacote ‘drc’ (RITZ; 

STREBIG, 2016). A análise de variância (ANOVA) foi aplicada aos dados para identificação 

e remoção de termos experimentais não significativos (P<0.05), exceto blocos. Os parâmetros 

do modelo de regressão e a CE50 foram estimados utilizando as funções drm() e ED() do pacote 

‘drc’. 

Os dados dos experimentos de penetração de J2’s de M. javanica nas raízes de tomateiros 

foram transformados para log10(y) para satisfazer as pressuposições e o então o modelo de 

regressão linear. Os termos experimentais não significativos foram removidos pelo teste f de 

Fisher da ANOVA (P<0.05), exceto blocos. O efeito da concentração sobre a resposta foi 

testado pelo teste t de Student sobre os parâmetros do modelo de regressão utilizando o pacote 

‘agricolae’ (MENDIBURU, 2021). 

Os dados dos experimentos de reprodução de M. javanica foram transformados para 

log10(y) para satisfazer as pressuposições e o então o modelo de regressão linear. Os estudos 

dos termos experimentais significativos identificados pela ANOVA (P<0.05) foram realizados 

por meio de comparações múltiplas de médias usando o teste de Tukey utilizando o pacote 

‘agricolae’ (MENDIBURU, 2021). 
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4.3 RESULTADOS 

 

4.3.1 Experimentos in vitro de eclosão e mortalidade de J2 

Os experimentos in vitro apresentaram um efeito de dose-resposta para eclosão e 

mortalidade de M. javanica. As curvas de dose-respostas da eclosão dos ovos de M. javanica à 

imersão nos formulados OpeNeem Flex e OpeNeem Plus são apresentadas na forma de curvas 

sigmoides (Figura 4.1). O teste de Wald indicou que não há significância entre a repetição do 

experimento no tempo. Sendo assim, os dois experimentos foram analisados conjuntamente (n 

= 6). O modelo estatístico que apresentou o menor Critério de informação de Akaike 

(WAGENMAKERS; FARRELL, 2004) foi Weibull de três parâmetros (W2.3) para eclosão e 

Weibull de quatro parâmetros (W2.4) para mortalidade de J2’s de M. javanica. O critério de 

informação de Akaike indica que os dados apresentaram um ajuste satisfatório ao modelo 

estatístico, mesmo apresentando valores de coeficiente de determinação baixos (Tabela 4.1).  

 

Tabela 4. 1 - Seleção de modelo por comparação de modelos diferentes usando os seguintes 
critérios: o valor de log de verossimilhança, o critério de informação de Akaike (AIC), o erro 
padrão residual estimado ou o valor p de um teste de falta de ajuste para um controle eficaz a 
50% (CE50) de J2's eclodidos (testículos de eclosão) e mortos (teste de mortalidade) de 
Meloidogyne javanica. 

Modelo LogLik AIC Lack of fit Res var R2 
Eclosão de J2's 

W2.3( ) -314.998 643.997 0.991 113.999 0.690 
LL.3( ) -315.549 645.099 0.958 115.505 0.686 
W2.4( ) -314.964 647.929 0.957 116.905 0.690 
LL.4( ) -315.400 648.800 0.892 118.124 0.687 
G.4( ) -316.187 650.374 0.727 120.357 0.681 
LL.5( ) -314.869 651.738 0.852 119.792 0.691 

J2's Mortos 
W2.4( ) -293.432 604.863 1.759E-02 70.013 0.712 
LL.4( ) -293.972 605.944 1.227E-02 70.919 0.940 
G.4( ) -294.391 606.781 9.252E-03 71.629 0.745 
LL.5( ) -294.442 610.884 2.052E-03 73.655 0.693 
W2.3( ) -341.081 696.161 1.137E-17 212.129 0.701 
LL.3( ) -341.274 696.548 9.722E-18 213.108 0.735 

LogLik: O valor da probabilidade de LogLik; AIC: critério de informação de Akaike; Lack of 
fit: teste de significância de falta de ajuste; Res var: Variância residual; W2.3 (): modelo 
Weibull de três parâmetros; LL.3 (): modelo Log-Logístico de três parâmetros; W2.4 (): modelo 
Weibull de quatro parâmetros; LL.4 (): modelo Log-Logístico de quatro parâmetros G.4 (): 
modelo de Gompertz de quatro parâmetros; LL.5 (): modelo Log-Logístico de cinco 
parâmetros. 
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Os valores de CE50 para eclosão de M. javanica foram estimados na concentração de 

0.44% para OpeNeem Flex e 0.40% para OpeNeem Plus. Nos testes de mortalidade, o modelo 

estatístico de Weibull de quatro parâmetros apresentou melhor ajuste, estimando a concentração 

de CE50 em 12.90% para OpeNeem Flex e 12.30% para o OpeNeem Plus (Figura 4.1). O 

intervalo de confiança para os valores estimados de CE50 indicam que não há diferença 

estatística entre os valores de CE50 estimados entre os produtos OpeNeem Flex e OpeNeem 

Plus para eclosão e mortalidade de J2’s de M. javanica. 

 

 

 

Figura 4.1 - Porcentagem de juvenis nascidos e mortos de Meloidogyne javanica (J2's) após 48 
h de exposição a diferentes concentrações da formulação comercial de Nim (Azadirachta 
indica). Curva de Weibull com três parâmetros da exposição de incubação de J2's ao OpeNeem 
Flex, com estimativa de CE50 em 0,44% (A); Curva de três parâmetros de Weibull para a 
exposição de incubação de J2's ao OpeNeem Plus, com estimativa de CE50 em 0,40% (B); Curva 
de Weibull com quatro parâmetros para a exposição de mortalidade de J2 ao OpeNeem Flex, 
com estimativa de CE50 em 13,90% (C); Curva de Weibull com quatro parâmetros para a 
exposição de mortalidade de J2's ao OpeNeem Plus, com estimativa de CE50 em 13,30% (D). 
Bandas acinzentadas representam o intervalo de confiança (0,95%) da curva estimada. As 
barras representam o valor estimado de CE50 com intervalo de confiança (0,95%). Os pontos 
representam os dados (n = 6) de dois experimentos, cada um realizado em três blocos. 

 

4.3.2 Experimento de penetração e desenvolvimento de J2 nas raízes de tomateiros 

O teste de Wald indicou que não há significância entre a repetição do experimento no 

tempo. Sendo assim, os dois experimentos foram analisados conjuntamente (n = 6). As 

concentrações de 2.5 e 3.0% dos formulados foram retiradas das análises devido a morte das 
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plantas. O efeito de experimentos e dos produtos não foi significativo no modelo de regressão 

linear. O efeito das concentrações dos formulados OpeNeem Flex e OpeNeem Plus não 

apresentou valor significativo para o valor β da regressão linear para altura (0.164 e 0.152) e 

massa seca total de plantas (0.0190 e 0.0422), respectivamente (Figura 4.2). O fator de 

reprodução de M. javanica apresentou redução significativa com o aumento das concentrações 

dos formulados OpeNeem Flex e OpeNeem Plus. A redução do fator de reprodução de M. 

javanica foi de 81.71 e 94.73% nas concentrações de 1.0 e 2.0 de OpeNeem Flex, 

respectivamente. Para o OpeNeem Plus, a redução no fator de reprodução foi de 84.28 e 91.47% 

nas concentrações de 1.0 e 2.0% respectivamente. O valor β da regressão linear para o fator de 

reprodução foi de -0.684 para OpeNeem Flex e -0.583 para OpeNeem Plus.  

 

 

Figura 4.2 - Efeito das concentrações dos formulados OpeNeem Flex e OpeNeem Plus sobre a 
altura, massa seca de plantas e o fator de reprodução de M. javanica em plantas de tomateiros. 
Altura de plantas de tomateiros tratados com OpeNeem Flex (A) e OpeNeem Plus (D); Massa 
seca total de plantas de tomateiros tratados com OpeNeem Flex (B) e OpeNeem Plus (E); Fator 
de reprodução de M. javanica em plantas de tomateiro tratadas com OpeNeem Flex (C) e 
OpeNeem Plus (F). Bandas acinzentadas representam o intervalo de confiança (0.95%) da curva 
estimada. O eixo y é representado na escala de log10(y). Os pontos representam os dados (n = 
3) de dois experimentos, cada um realizado em três blocos. 

 

4.3.3 Experimento de desenvolvimento de reprodução de Meloidogyne javanica em plantas 

de tomateiro 

O teste de Wald indicou que não há significância entre a repetição do experimento no 

tempo. Sendo assim, os dois experimentos foram analisados conjuntamente (n = 6).  Os dados 

de altura e massa seca total das plantas de tomateiro infestados por M. javanica não 

apresentaram diferença estatística entre as concentrações dos formulados OpeNeem Flex e 
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OpeNeem Plus testados (P>0.05). No caso do FR, houve diferença significativa entre os 

formulados OpeNeem Flex e OpeNeem Plus (P<0.05). Os formulados OpeNeem Flex, 

OpeNeem Plus, abamectina e carbofurano resultaram na redução do FR de M. javanica em 

plantas de tomateiro (Figura 4.3). As concentrações de 1.00% dos formulados de Nim reduziu 

o fator de reprodução de M. javanica em 48.22% para OpeNeem Flex e 59.42% para OpeNeem 

Plus. 

 

 

Figura 4.3 - Efeito dos tratamentos no comprimento do broto (A); massa seca total (B) e fator 
de reprodução (C). Os dados representam a média ± desvio padrão (n = 8) de dois experimentos, 
cada um realizado em quatro blocos. nsAs médias não diferem estatisticamente pelo teste 
ANOVA (P ≥0,05). * Médias seguidas de letras iguais não diferem estatisticamente teste de 
Tukey. Médias seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P ≤ 
0,05). 

 

4.4 DISCUSSÃO 

Os nematoides são um grupo de patógenos de plantas de importância mundial. O uso 

dos extratos vegetais é potencialmente aplicável para o manejo de nematoides. Dentre os 

nematicidas obtidos de extratos vegetais, os formulados de Nim possuem um potencial para ser 

explorado. Os produtos obtidos pelo extrato alcoólico da parte aérea das plantas de Nim, como 

o OpeNeem Flex e OpeNeem Plus, apresentam potencial de controle de M. javanica em plantas 

de tomateiro.  

Os formulados de OpeNeem Flex e OpeNeem Plus inibiram a eclosão e causaram a 

mortalidade in vitro de J2’s de M. javanica. As concentrações de 0.44 e 0.40% do OpeNeem 

Flex e OpeNeem Plus, respectivamente, foram capazes de inibir em 50% a eclosão de J2’s de 

M. javanica. O extrato aquoso e o extrato alcoólico de folhas de Nim reduz a eclosão de M. 

javanica (JAVED et al., 2008b) e M. incognita (NILE et al., 2018) em condições in vitro. As 

concentrações de 13,9 e 13,3% do OpeNeem Flex e OpeNeem Plus, respectivamente, foram 

capazes de matar 50% dos J2’s de M. javanica. Resultados semelhantes foram observados com 

o extrato aquoso de torta e folhas de Neem nas concentrações de 10%, no qual foi observado a 
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mortalidade de 35 e 26% dos J2’s de M. javanica, respectivamente (JAVED et al., 2008b). 

Considerando a proximidade dos valores de CE50 entre os formulados, os resultados demostram 

que para fins de manejo, a aplicação dos formulados de OpeNeem Flex e OpeNeem Plus está 

direcionada à redução da eclosão dos J2’s e não na mortalidade dos J2’s. Desta forma, a 

aplicação de concentrações de 0,44% de OpeNeem Flex e 0,40% de OpeNeem Plus, 

possivelmente apresentam resultados de viabilidade econômica superior à aplicação de 13,9% 

de OpeNeem Flex e 13,3% de OpeNeem Plus. 

A penetração de J2’s nas raízes de tomateiro após 30 dias da inoculação e tratamento 

com os formulados OpeNeem Flex e OpeNeem Plus apresentaram redução no fator de 

reprodução de M. javanica, sem apresentar efeito significativo na altura e massa seca total das 

plantas de tomateiros. O extrato etílico da torta de Nim afeta a penetração de J2’s nas raízes de 

tomateiro após 21 dias da inoculação e tratamento, apresentando redução de nematoides no 

interior das raízes, sem ocorrer a redução da massa das plantas (JAVED et al., 2008a). Foi 

observado o surgimento de uma injuria no colo das plantas com evolução para o tombamento e 

morte das plantas de tomateiro com a aplicação de concentrações iguais ou superiores a 2.5% 

de ambos os formulados. A aplicação da concentração máxima de 2.0% suportada pelas plantas 

estimada nos testes de penetração, resultaria na redução de 94.73 e 91.47% do fator de 

reprodução pela aplicação do formulado OpeNeem Flex e OpeNeem Plus, respectivamente. Na 

concentração de 1.0%, a redução no fator de reprodução seria de 81.71 e 84.28%, para o 

OpeNeem Flex e OpeNeem Plus, respectivamente. Ou seja, dobrar a concentração do produto 

aplicado resultaria somente em uma redução de 13.02% para o OpeNeem Flex e de 7.19% para 

o OpeNeem Plus. Sendo assim, a aplicação da concentração de 2% dos produtos no solo 

possivelmente é inviável economicamente, e optamos por aplicar a concentração intermediária 

de 1% nos testes de reprodução de M. javanica.  

Nos testes de reprodução de M. javanica, os formulados OpeNeem Flex e OpeNeem 

Plus aplicados na concentração de 1.0% reduziram o fator de reprodução de M. javanica em 

raízes de plantas de tomateiro. A redução do fator de reprodução obtido pela aplicação dos 

formulados de Nim foi semelhante ao controle obtido pela aplicação da Abamectina. Entretanto, 

há uma diferença entre a aplicabilidade dos produtos, pois foram necessários 20 mL por vaso 

dos formulados OpeNeem Flex ou OpeNeem Plus, comparados aos 2 μl por vaso de abamectina 

necessários para atingir um índice de controle semelhante. A necessidade da aplicação de altas 

quantidades de formulados já havia sido apontada pela necessidade de aplicação de mais de 500 

L ha-1 de extratos de Nim formulados para o controle de nematoides (OKA, 2010). 
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A redução dos nematoides propiciada pela aplicação de diferentes formulações de Nim 

é relatada em diversos trabalhos. A aplicação de folhas e da torta de Nim em pó (JAVED et al., 

2007), na forma de extrato bruto (JAVED et al., 2008b), ou somente a torta (RIZVI et al., 2015) 

aplicada no solo reduz a infestação de M. javanica em plantas de tomateiro. A redução do fator 

de reprodução dos nematoides do gênero Meloidogyne é associada aos compostos de Nim com 

efeito nematostático. Um dos compostos mais conhecidos é a azadiractina (um triterpenóide da 

classe dos limonóides), que inibe o crescimento e o desenvolvimento de insetos, bloqueando a 

biossíntese dos hormônios do crescimento e impedindo a ecdise (MORDUE et al., 1998). O 

extrato aquoso de azadiractina purificada não inibiu a eclosão dos J2’s de M. javanica (JAVED 

et al., 2008b) e nem parou o desenvolvimento dos J2’s em plantas de tomateiro (JAVED et al., 

2007), sugerindo que o composto não foi absorvido ou não é diretamente tóxico para causar a 

morte dos nematoides.  

Outros triterpenóides como a nimbina e a salannina são reconhecidos por apresentarem 

efeito nematostático. Da mesma forma que a azadiractina, a nimbina e a salannina purificadas 

não causam a morte de J2’s de M. incognita. Entretanto, há redução da mobilidade dos 

nematoides, e consequentemente redução da penetração de J2’s nas raízes das plantas 

(MOJUMDER; KAMRA; DUREJA, 2002). A redução da mobilidade dos J2’s também 

demonstra importância durante o processo de eclosão dos J2’s dos ovos (JAVED et al., 2008b). 

A imobilização dos J2’s também ocorre por compostos voláteis existentes na planta de Nim, 

resultando na incapacidade dos J2’s em penetrar as raízes das plantas (BARROS et al., 2014). 

Existem diversos fatores que devem ser considerados em relação a eficiência dos 

formulados aplicados no solo. Inicialmente, devemos considerar que em uma situação de campo 

haverá a rápida degradação dos compostos, pela decomposição dos formulados. O extrato bruto 

de folhas de Nim pode persistir no solo e inibir M. javanica por até 16 semanas (JAVED et al., 

2007; JAVED; ABDULLAH; FAYYAZ, 2007). Entretanto, a água de irrigação dissolve os 

formulados constantemente e os lixivia em profundidade. Sendo assim, novos estudos propondo 

a aplicação de formulados de Nim em diferentes intervalos de aplicação e até mesmo por meio 

de fertirrigação precisam ser desenvolvidos para tornar o uso da tecnologia viável.  

Os resultados indicam que os formulados de Nim OpeNeem Flex e OpeNeem Plus nas 

concentrações de 1,0% podem ser usadas no controle de M javanica em plantas de tomateiros. 

Essa concentração é superior à concentração necessária para inibir a eclosão de 50% dos juvenis 

(0,4% de OpeNeem Flex e 0,44% de OpeNeem Plus), entretanto, não é suficiente para causar a 

morte de 50% dos juvenis (13,90% de OpeNeem Flex e 13,30% de OpeNeem Plus). 
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5 CONCLUSÕES GERAIS 

A produção de mudas de tomateiro em substrato de cogumelo afetou a emergência, 

altura e massa seca total das mudas. Mudas de tomate cultivadas em substrato 100% cogumelo 

não apresentaram potencial para controlar M. javanica. A incorporação do substrato cogumelo 

ao solo afetou a altura e a massa seca total dos tomateiros infestados com M. javanica. No 

entanto, a incorporação do substrato de cogumelo no substrato de cultivo de tomate em 

concentrações ≥12,5% para os isolados LEMID-Led02, LEMID-Mti01 e LEMID-Per01 e 

≥25% para o isolado LEMID-Led01 reduziu o fator de reprodução do nematoide. Portanto, esta 

medida de controle torna-se uma ferramenta útil a ser incorporada no manejo integrado do 

nematoide M. javanica. 

A utilização do substrato de cogumelos das espécies de L. edodes e P. eryngii 

incorporados ao solo não interferiram no acúmulo de proteínas, na atividade da fenilalanina-

amônioliase e no teor de fenóis totais nas raízes e na parte aérea de plantas de tomateiro. 

Entretanto, os tratamentos afetaram a atividade das enzimas β-1,3-Glucanase e quitinase, 

indicando que os cogumelos podem causar alterações bioquímicas nas plantas de tomateiro, 

induzindo a produção de proteínas relacionadas a resistência das plantas. Esses resultados 

indicam um efeito dos cogumelos sobre o aumento a atividade da via metabólica das proteínas 

de resistência em detrimento a via metabólica dos fenilpropanoides. 

Os valores estimados de concentração efetiva de 50% de controle (CE50) de eclosão de 

J2’s foram de 0,44 e 0,40%, e para a mortalidade dos J2’s foram estimadas em 13,9 e 19,3%, 

respectivamente para OpeNeem Flex para OpeNeem Plus. As aplicações dos formulados 

OpeNeem Flex e OpeNeem Plus sobre plantas de tomateiros infestados com J2’s de M. javanica 

não apresentou efeitos significativos sobre a altura e massa seca das plantas de tomateiros, mas 

resultou na redução significativa do fator de reprodução de M. javanica. As concentrações de 

1,00% dos formulados de Nim reduziu o fator de reprodução de M. javanica em 48,2% para 

OpeNeem Flex e 59,4% para OpeNeem Plus, controle semelhante ao obtido com a Abamectina 

(58,8%). Este estudo indica que a aplicação de formulados obtidos de subprodutos da produção 

de óleo de Nim possuem potencial de controle de M. javanica em plantas de tomateiro.  
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