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RESUMO 

O nematoide de cisto da soja, Heterodera glycines, é considerado uma das principais 

doenças da cultura da soja devido aos sérios prejuízos que pode causar e por sua facilidade de 

disseminação. O objetivo deste trabalho foi determinar o potencial das enzimas hidrolíticas 

produzidas a partir de Trichoderma asperellum no manejo do nematoide de cisto da soja. O 

ensaio foi conduzido no Laboratório de Química de Proteínas da Universidade Federal de Goiás 

e o fungo utilizado foi o Trichoderma asperellum estirpe T00, fornecido pelo Departamento de 

Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Goiás. Os esporos de T. 

asperellum foram inoculados em frascos contendo 100 mL de meio líquido TLE (Peptona 

bacteriológica, ureia, KH2PO4, (NH4)2SO4, (MgSO4)7H20, CaCl2 –Anidro, Solução Elementos 

traços (0,01%), glicose e quitina) e as fontes de quitina do meio foram quitina triturada, quitina 

triturada juntamente com cistos de H. glycines e carrapatos. Foi realizada a diálise e liofilização 

das amostras e foram separadas pequenas amostras para realização da atividade enzimática dos 

meios produzidos. Os testes com H. glycines foram realizados em placas de Petri com três 

repetições, e os cistos foram dispostos em papel filtro. A inoculação das enzimas foi realizada 

na dose de 10 microlitros por placa com os diferentes tratamentos (enzimas produzidas a partir 

de cistos de nematoide, quitina triturada e carrapato). As avaliações de cisto degradados foram 

feitas em 24, 48 e 72 horas após a inoculação e a contagem do número de ovos por cisto foi 

realizada 72 horas após a inoculação. A atividade específica das enzimas comprovam a presença 

de glucanase, nagase e quitinase no meio, e sua utilização promoveu uma degradação dos cistos 

do nematoide, e a concentração de 20 mg/mL reduziu o número de ovos de H. glycines. 
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ABSTRACT 

 The soybean cyst nematode (SCN), Heterodera glycines, is considered one of the 

major diseases of soybean crop due to the serious damage it can cause and its ease of 

dissemination. The objective of this work was to determine the potential of the hydrolytic 

enzymes produced by Trichoderma asperellum in the management of the SCN. The assay was 

carried out in the Laboratory of Protein Chemistry of the Federal University of Goiás and the 

fungus used was Trichoderma asperellum strain T00, provided by the Department of 

Biochemistry and Molecular Biology of the Federal University of Goiás. The T. asperellum 

spores were inoculated into flasks containing 100 mL of TLE liquid medium (Bacteriological 

peptone, urea, KH2PO4, (NH4)2SO4, (MgSO4)7H20, CaCl2-Anhydrous, Trace Elements 

Solution (0.01%), glucose, and chitin) and the chitin sources of the medium were ground chitin, 

ground chitin with H. glycines cysts and ticks. After the dialysis and lyophilization, small 

samples were separated to perform the enzymatic activity of the media produced. Tests with H. 

glycines were performed on Petri dishes with three replicates, and the cysts were put on filter 

paper. The inoculation of the enzymes was made at a dose of 10 microliters per plate, with the 

different treatments: enzymes produced from nematode cysts, ground chitin, and tick. The 

degraded cyst evaluations were done at 24-, 48-, and 72-hours after inoculation and counting 

the number of eggs per cyst was performed 72-hours after inoculation. The specific activity of 

the enzymes confirms the presence of glucanase, nagase and chitinase in the medium, and its 

use promoted a degradation of the nematode cysts, and the concentration of 20 mg / mL reduced 

the number of eggs of H. glycines. 

 

  

Keywords: Chitinases; enzymatic activity; Cyst nematode. 
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INTRODUÇÃO 

A soja (Glycine max) é uma leguminosa originária da China e pertence à família Fabaceae 

(SEDIYAMA et al., 2009).  Este grão, rico em proteínas, tem uma ampla participação do 

complexo agroindustrial, sendo hoje produzida e negociada por produtores de diversos países 

(HIRAKURI et al., 2011). Segundo a Conab (2016) a estimativa para a produção de grãos para 

a safra 2016/2017 é de 213,1 milhões de toneladas, e estima-se para a soja uma projeção de 

crescimento de 7,3 % na produção, atingindo 102,4 milhões de toneladas. 

Com o aumento do potencial produtivo da cultura juntamente com o seu cultivo em 

diversos ambientes, as doenças surgem como um fator restritivo para a produção deste grão, 

necessitando assim de uma maior atenção principalmente em medidas de controle (MEYER et 

al., 2014). Já foram identificadas aproximadamente 40 doenças na cultura, causadas por fungos, 

bactérias, nematoides e vírus no Brasil (EMBRAPA, 2003). 

O nematoide de cisto da soja, Heterodera glycines Ichinohe (1952), é considerado uma das 

principais doenças da cultura da soja devido aos sérios prejuízos que pode causar e por sua 

facilidade de disseminação (EMBRAPA, 2011). Foi detectado no Brasil pela primeira vez na 

safra de 1991/92 (LIMA et al., 1992; LORDELLO et al., 1992; MONTEIRO & MORAIS, 

1992), e hoje está presente em cerca de 10 Estados, incluindo Goiás (EMBRAPA, 2003). A 

partir da sua detecção, sua disseminação foi rápida e os danos foram muito graves à produção 

de soja, especialmente no cerrado brasileiro (DIAS et al., 2009).  

A presença deste nematoide na lavoura dificulta a absorção de água e nutrientes pela planta 

devido a sua penetração direta nas raízes da soja, resultando em um porte reduzido das plantas 

e clorose na parte aérea, que pode chegar a ocasionar a morte do vegetal. Os sintomas 

geralmente se apresentam em forma de reboleiras, e a doença é conhecida como nanismo 

amarelo da soja (GRIGOLLI & ASMUS, 2014). 

Pertence à família Heteroderidade, o H. glycines é uma das espécies capazes de formarem 

cistos. A forma infectante do nematoide são os juvenis de segundo estádio (J2), logo após sua 

eclosão. Eles penetram nas raízes e vão se nutrindo e se tornando cada vez mais robustos para 

então sofrerem mais duas ecdises (J3 e J4). Com a realização da quarta e última ecdise, os 

machos param de se alimentar e deixam as raízes, e as fêmeas se fixam as raízes e adquirem 

um formato de limão, e retém a maioria dos ovos no interior dos úteros e estes podem ser 

liberados para fora para então iniciar um novo ciclo (FILHO et al, 1995). O ciclo de vida varia 
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de 21 a 24 dias com temperaturas de 23°C a 25°C, sendo assim possível 4 a 5 gerações em 

apenas um ciclo de soja (TIHOHOD, 2000). 

Os juvenis de H.glycines são capazes de se movimentarem no solo apenas alguns 

centímetros por ano. Sendo assim, o homem é o principal disseminador deste nematoide para 

áreas até então livres, através do transporte de plantas infestadas e solo aderido a sementes e 

implementos agrícolas (TIHOHOD, 2000). 

Áreas onde há a detecção da infestação de H. glycines surge uma necessidade do produtor 

conviver com o mesmo, pois as chances de erradicação são quase nulas. Por isso, devem ser 

adotadas práticas que minimizem as perdas, como rotação de culturas com plantas não 

hospedeiras e uso de cultivares resistentes (DIAS et al., 2010). Dependendo da infestação da 

área, é recomendado utilizar o plantio de culturas como arroz, algodão, sorgo, milho, mamona 

e girassol durante a safra, eliminando a cultura da soja por um ano, com o intuito de reduzir a 

população do nematoide (GRIGOLLI & ASMUS, 2014). 

O uso de cultivares resistentes é o método de controle mais aceito pelo produtor (DIAS et 

al, 2010). O grande problema é que o patógeno apresenta uma enorme variabilidade genética, 

fato que diminui a vida útil das cultivares resistentes (DIAS et al, 2010). Para evitar a perda da 

resistência, as variedades com essa característica devem ser utilizadas juntamente com a rotação 

com plantas não hospedeiras e variedades de soja suscetível ao nematoide a fim de reduzir a 

pressão de seleção devido a variabilidade genética (CAVINESS, 1992). 

Outras alternativas de controle que se destaca é o biológico, de suma importância devido à 

ausência de um controle químico eficiente (ARAUJO et al., 2002). O controle biológico tem se 

destacado como uma alternativa mais viável fincanceiramente e ambientalmente quando 

comparado ao controle químico (ARAUJO & MARCHESI, 2009). O gênero Trichoderma 

abrange espécies de fungos que possuem a capacidade de parasitar outros fungos, e não são 

parasitas de plantas pelo fato de apresentarem compostos que induzem resistência localizada 

ou sistêmica (HARMAN et. al, 2004). Sendo assim, os fungos deste gênero se tornaram o 

agente de biocontrole mais estudado e mais utilizado (BETTIOL, 2009). 

Algumas linhagens possuem a capacidade de produzir enzimas que degradam paredes 

celulares de outros organismos, garantindo um biocontrole em diversas doenças (SILVA et al, 

2011). A sua atividade de biocontrole está relacionada a síntese de enzimas hidrolíticas tais 

como: quitinases, glucanases, proteases e nagases que degradam a parede celular de outros 

organismos (SILVA et al, 2011). No geral, a parede celular dos microorganismos é composta 
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de glucanase que fazem ligação cruzada com quitina. Devido a essa composição, essa 

degradação da parede celular dos fitopatógenos são realizadas principalmente por β- 1,3-

glicanases, quitinases e proteases, chamadas enzimas hidrolíticas (SIQUEIRA, 2012). 

As quitinases são enzimas hidrolíticas que são responsáveis pela degradação da quitina 

(Henrissat & Bairoch, 1993). A quitina é um componente estrutural presente em uma grande 

quantidade de organismos, incluindo fungos, insetos, crustáceos e ovos de nematoides 

(COHEN, 1993). 

Gan et.al, (2007), estudando o potencial da quitinase e seu papel no biocontrole de 

Meloidogyne incognita, observaram em três dias de incubação de ovos de nematoide com 

quitinase LPCHI1 que 38,2% dos óvulos imaturos não se desenvolveram em ovos ou juvenis, 

em contraste com o controle em que apenas 19,8% não conseguiram se desenvolver. A 

incubação com protease purificada fez com que 45,9% dos ovos não eclodissem, e o tratamento 

combinando quitinase e protease diminuiu a taxa de incubação em 56,5%. Os ovos tratados 

com enzima apresentaram um aspecto inchado, e a casca dos ovos perderam a suas estruturas 

originais, apresentando ovos deformados e casca degradada. 

Os nematoides apresentam a quitina como um componente estrutural da casca do ovo. São 

proteínas extracelulares porém apresentam um papel biológico na eclosão dos ovos (GAOA, 

2002). Por apresentarem quitina, os estudos entre as enzimas hidrolíticas de Trichoderma 

asperellum para controlar os nematoides são promissores e de grande importância.  
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OBJETIVO 

 

O presente trabalho teve como objetivo determinar o potencial das enzimas hidrolíticas 

produzidas a partir de Trichoderma asperellum no manejo do nematoide de cisto da soja.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

O ensaio foi conduzido no Laboratório de Química de Proteínas da Universidade 

Federal de Goiás e as enzimas produzidas a partir da utilização do fungo Trichoderma 

asperellum, na presença do meio líquido TLE, a partir de diferentes fontes de quitinas. Todo o 

meio líquido passou por processo de diálise, quantificação enzimática e liofilização das 

amostras. 

 

Produção de enzimas hidrolíticas a partir de T. asperellum 

 

O fungo utilizado foi o Trichoderma asperellum estirpe T00 fornecido pelo 

Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Goiás. Foram 

retirados 100 µL da solução de esporos do fungo e adicionados a uma placa de Petri contendo 

meio MEA (Ágar Extraído de Malte para Microbiologia) para crescimento, por um período de 

7 dias. 

Para o preparo da suspensão de esporos, foi acrescentado na câmara de fluxo laminar 

10 mL de solução salina na placa de Petri que houve o crescimento do fungo Trichoderma 

asperellum. Com a utilização de uma alça de Drigalski foi feita uma raspagem na mesma placa 

contendo o micélio do fungo, e este material foi recolhido e adicionado em um tubo tipo Falcon, 

ficando com 10 mL de solução fúngica (Falcon 1). No tubo Falcon 2 e 3 foram adicionados 9 

mL de solução salina em cada. Do tubo Falcon 1 contendo 10 mL de solução fúngica foi retirado 

1 mL e adicionado ao segundo tubo Falcon, contendo apenas solução salina (10-2 de solução de 

esporos). Do tubo Falcon 2 foi retirado 1 mL de solução fúngica com salina e adicionado ao 

tubo Falcon 3 (10-3 de solução de esporos). Foi realizada a leitura a fim de confirmar a solução 

de esporos em câmara de Neubauer em microscópio óptico com aumento de 40 vezes. 

Os esporos de T. asperellum foram inoculados em frascos contendo 100 mL do meio 

líquido TLE, com a composição de sais descrita na Tabela 1. Os sais que compõem o meio TLE 

foram devidamente pesados e depositados em um Erlenmeyer juntamente com 1 litro de água 

destilada para o preparo do meio líquido para produção das enzimas. 
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Tabela 1. Composição do meio líquido TLE utilizado para a produção das enzimas a partir de 

T. asperellum. Goiânia-GO, 2017. 

Composição Quantidade 

Peptona bacteriológica  1 g 

Ureia 0,3 g 

KH2PO4 2 g 

(NH4)2SO4  1,4 g 

(MgSO4)7H20  0,3 g 

CaCl2 –Anidro  0,15 g 

Solução Elementos traços (0,01% ) 4 mL 

Glicose 0,2 g 

Quitina 5 g 
KH2PO4: Fosfato monopotássico; (NH4)2SO4: Sulfato de amônio; (MgSO4)7H20: Sulfato de magnésio heptahidratado; CaCl2: Cloreto de cálcio. 

O líquido foi colocado em um agitador magnético para solubilização completa dos sais. 

Foram preparados 5 Erlenmeyer de 500 mL, com as soluções descritas na Tabela 2. Os 

Erlenmeyer contavam com diferentes fontes de quitina, sendo que para o Erlenmeyr 1, foi 

utilizado para a produção de enzimas quitina triturada como fonte de quitina. No Erlenmeyer 

de número 2, foi utilizado cistos de nematoides juntamente com quitina triturada como fonte de 

quitina. O Erlenmeyer de número 3 foi utilizado para a produção de enzimas a partir de 

carrapatos, sendo os crustáceos como fonte de quitina. O Erlenmeyer de número 4 foi realizado 

para o controle de crescimento, e o de número 5 para o controle de contaminação. 

 

Tabela 2. Composição dos substratos utilizados como fonte de quitina para produção de 

enzimas, Goiânia-GO, 2017. 

Erlenmeyer  
TLE 

(mL) 

Solução de 

esporos (mL) 

Aminoácidos 

(g) 
Fonte de Quitina 

1 100,00 1,00 0,01 0,5 g de QT 

2 100,00 1,00 0,01 0,4513 g de QT + 0,0487 g de CN 

3 100,00 1,00 0,01 0,5 g de carrapato 

  4* 100,00 1,00 0,01 0,5 g de glicose 

    5** 100,00 0,00 0,01  0,5 g de QT 
QT: Quitina triturada; CN: cistos de H. glycines; *Controle de crescimento; **Controle de contaminação. 

 O erlenmeyers foram tampados com esponjas e folhas de papel, e levados para autoclave 

até atingir a temperatura de 120°C. Após a autoclavagem do meio, é que foram adicionados 1 

mL de solução de esporos de Trichoderma asperellum em cada frasco de 500 mL na câmara de 

fluxo, e incubados em um agitador rotativo (180 rpm), durante o período de 6 dias. 

Após o período de 6 dias, a solução foi filtrada utilizando papel filtro, com a finalidade 

de descartar a parte sólida e recolher apenas o sobrenadante. Após a filtragem, a diálise foi 
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realizada para a remoção de sais da amostra para posterior liofilização. Para este procedimento, 

foram utilizadas membranas de diálise cortadas em pedaços que foram hidratados com água 

destilada. A solução foi colocada dentro da membrana, que foi tampada e colocada no agitador 

magnético por 30 minutos em água destilada. Após este tempo, a água destilada do frasco foi 

trocada e colocada no agitador por um período de 1 hora. Este processo de troca de água foi 

repetido por mais 2 vezes, e depois da última troca foi deixado 24 horas no agitador. 

Após o período de 24 horas, o meio foi separado para a determinação da atividade 

enzimática, e em seguida as amostras foram liofilizadas com o auxílio de um Liofilizador 

Liotop 101, por um período de 4 dias, e o material obtido foi colocado em tubos do tipo Falcon.  

 

 

Atividade enzimática  

 

 A atividade de quitinase foi analisada pela incubação de 250 µL de quitina coloidal 

juntamente com 250 µL do meio preparado com TLE e esporos de T. asperellum em banho 

maria a 37°C por 1 hora. Em seguida, o meio foi centrifugado (4000 rpm) por 5 minutos. Após 

a centrifugação, foi retirado 125 µL do meio juntamente com 25 µL de tetraborato de potássio 

deixando ferver por 3 minutos. Em seguida, foi adicionado 750 µL de reagente DMAB (dimetil 

aminobenzaldeído) e incubado a 37°C por 10 minutos. A leitura foi feita 

espectrofotometricamente a 585 nm (MOLANO et al, 1977). 

 A atividade de protease foi determinada pela incubação de 100 µL do meio, 400 µL de 

tampão fosfato de sódio 0,1 mol/L e 500 µL de caseína 1% (m/v) a 37°C por um período de 20 

minutos. A reação foi interrompida com 1,0 mL de solução de ácido tricloroacético (TCA) 10%, 

e centrifugado durante 5 minutos. A leitura foi feita espectrofotometricamente a 280 nm 

(ARNON, 1970). 

 A atividade de β-1,3-glucanase foi analisada como descrito por Noronha e Ulhoa (2000). 

Foi incubado 50 µL do meio líquido juntamente com 100 µL de Laminarina 0,25%, a 40°C por 

60 minutos. Foi adicionado 900 µL de ácido 3,5-dinitrosalicílico (ADNS) e fervido por 5 

minutos. A leitura foi feita espectrofotometricamente a 550 nm (BARA, LIMA E ULHOA, 

2003). 

 Para a atividade de N-acetilglicosaminidase foi retirado 50 µL da amostra juntamente 

com 100 µL de p-nitrofenol-N-acetilglicosamina 0,005 mol L-¹ (PNP –NAG) e 350 µL de 
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Tampão Acetato de sódio e incubado a 37°C por 15 minutos. A solução foi parada com a adição 

de 1 mL de Na2Co3 e a leitura foi feita espectrofotometricamente a 405 nm (YABUKI et al., 

1986). 

 

Avaliação de enzimas hidrolíticas na degradação de cistos e ovos de H. glycines 

 

Para extração dos cistos, foi coletado 100 cm³ de solo dos inóculos provenientes da casa-

de-vegetação do IF Goiano – Campus Urutaí. O solo foi retirado e colocado em um Becker de 

2 litros de capacidade. No Becker, foi adicionado água, e a suspensão foi deixada decantar por 

30 segundos, e em seguida, o material foi vertido em uma peneira de 20 mesh sobre 60 mesh. 

O processo foi repetido por três vezes, e o material retido na peneira de 60 mesh foi filtrado em 

um papel de filtro sobre uma calha telada (ANDRADE et al., 1995). 

Os testes foram realizados com todos os tratamentos em triplicata, onde os cistos foram 

dispostos em papel filtro em placas de petri. As aplicações das enzimas preparadas foram 

realizadas apenas no primeiro dia, com a dose de 10 microlitros em todas as placas. As placas 

foram deixadas em temperatura ambiente (25°C) e as avaliações dos cistos foram feitas em 24 

horas, 48 horas e 72 horas após a aplicação. Foram realizados dois ensaios, com os tratamentos 

apresentados na tabela 3. 

Após 72 horas, os cistos tratados com as enzimas foram retirados das placas de Petri e 

rompidos em uma peneira de 100 mesh sobre uma peneira de 400 mesh. Os ovos foram retidos 

na peneira de 400 mesh e vertidos em um becker de 50 mL. A suspensão foi homogeneizada e 

os ovos foram quantificados com o auxílio de um microscópio óptico com aumento de 50 vezes 

em câmara de Peters, seguindo a metodologia descrita por Tihohod (1993). 
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Tabela 3. Tratamentos e soluções correspondentes aos ensaios realizados juntamente com as 

concentrações enzimáticas. Goiânia-GO, 2017. 

ENSAIO 1 

Tratamentos Concentração 

Controle - tampão acetato de sódio 

10 mg/mL 

Controle – gel 

Enzimas - nematoides T 

Enzimas - carrapatos G 

Enzimas - carrapatos T 

Enzimas - Quitina triturada T 

Enzimas - Quitina triturada G 

 

ENSAIO 2 

Tratamentos Concentração 

Controle - tampão acetato de sódio 

10 mg/mL 

Controle – gel 

Enzimas - nematoides T 

Enzimas - quitina triturada T 

Enzimas - quitina triturada G 

Controle - tampão acetato de sódio 

20 mg/mL 

Controle – gel 

Enzimas - nematoides T 

Enzimas - quitina triturada T 

Enzimas - quitina triturada G 
T: Enzimas ressuspendidas em tampão acetato de sódio; G: enzimas ressuspendidas em gel 

 

  

Análise estatística 

 Os dados foram analisados utilizando o programa SISVAR 5.6. Os dados que não 

apresentaram normalidade foram transformados. Todas as transformações seguiram 

√𝑥 + 1 para a realização da ANOVA. O teste utilizado foi o Teste de Tukey à 5% de 

probabilidade. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 A utilização de T. asperellum em meio TLE combinada com quitina triturada, e cistos 

de H. glycines levaram a produção de enzimas como quitinase, β-1,3-glucanase e N-

acetilglicosaminidase (Tabela 4), confirmando assim que foram produzidas enzimas nos meios 

que foram preparados. Nota-se que as enzimas produzidas com H. glycines apresentaram uma 

quantidade de enzimas considerável, assim como as produzidas apenas com quitina triturada, 

sendo assim houve uma semelhança na produção de enzimas de ambos os meios. Dessa forma, 

a quitina triturada pode ser utilizada em substituição aos cistos de H. glycines para o preparo 

das enzimas, resultando assim em um processo viável de produção. 

Silva e Ulhoa caracterizando bioquimicamente β-1,3-glucanase produzida por T. 

asperellum, observaram que o fungo apresentou atividade de glucanase em todas as fontes de 

carbono utilizadas, porém a maior quantidade estava presente no meio contendo quitina 

triturada como fonte de carbono. Sendo assim, a produção de enzima é dependente da fonte de 

carbono utilizada. Alguns fatores podem alterar a produção de enzimas, como aeração, pH, cepa 

utilizada e temperatura de incubação (DAHYIA et al, 2006). 

 

Tabela 4. Concentração de enzimas obtidas de Trichoderma asperellum utilizando quitina 

triturada e cistos de nematoides. Goiânia – GO, 2017.  

Meios Enzima 
Atividade  

(µg mL-1) 

Atividade específica 

 (U mg-1 proteína) 

Quitina triturada 

β-1,3-glucanase 4900 261,11 

NAGase 5790 30,85 

Quitinase 1960 10,44 

Quitina triturada 

e H. glycines 

β-1,3-glucanase 4960 29,29 

NAGase 33300 196,65 

Quitinase 1500 8,85 

 

 O número de cistos degradados em 24, 48 e 72 horas de avaliação diferiram em função 

dos diferentes tratamentos empregando ou não enzimas hidrolíticas (Tabela 5). As 24 horas 

após a instalação do ensaio, observou-se um maior número de cistos degradados nos 

tratamentos: controle gel, enzimas nematoides, enzimas carrapato gel e enzima carrapato 

tampão. Já nas avaliações as 48 h e 72 h todos os tratamentos diferiram do controle tampão. O 

número de cistos degradados aumentou em função do tempo de avaliação, com exceção do 

controle utilizando tampão que quando comparado as enzimas não apresentou degradação dos 
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cistos (Figura 1). O número de ovos por cisto foi menor nos tratamentos controle gel, enzimas 

nematoides, enzima carrapato tampão e quitina gel (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Cistos degradados de Heterodera glycines a cada 24 horas e contagem de ovos de 

cistos submetidos às enzimas do primeiro ensaio, utilizando a concentração de 10 mg/mL. 

Goiânia – GO, 2017. 

Tratamentos 
Cistos degradados* Número de ovos 

 por cisto* 24 horas 48 horas 72 horas 

Controle Tampão 0,33 bA 0,33 bA  0,33 bA 57,48 a 

Controle gel 2,33 aB 5,33 aB 11,33 aA   24,26 b 

Enzimas nematoides 2,00 aB 6,33 aAB 10,00 aA    22,04 b 

Enzima carrapato gel 2,66 aA 3,33 aA  5,66  aA 72,75 a 

Enzima carrapato tampão 1,33 aB 3,33 aAB  7,00  aA   35,55 b 

Quitina tampão 0,33 bB 5,66 aA  9,00  aA  66,35 a 

Quitina gel 0,66 bB 6,33 aA 10,66 aA  33,20 b 

CV % 27,97 24,75 28,18 20,46 
Médias seguidas de mesma letra minúscula dentro de cada coluna, e maiúscula dentro de cada linha não diferem entre si pelo Teste de Tukey.  

*Os dados apresentados são originais. Análise feita a partir de dados transformados. 

 

Quanto a interação dos diferentes períodos de avaliação (24, 48 e 72 horas) dentro de 

cada tratamento, pode-se observar que apenas para o controle tampão e para o tratamento 

enzima carrapato gel, os resultados não diferiram estatisticamente. Resultados diferente foi 

encontrado para os demais tratamentos, onde pode ser observado que o aumento do período de 

permanência dos cistos nos tratamentos acaba por implicar num maior número de cistos 

degradados (Tabela 5). 

Os resultados encontrados concordam com o observado na literatura para Meloidogyne 

javanica, em que observou-se a redução da reprodução do nematoide e do número de ovos e 

juvenis por grama de raiz com a aplicação de quitina no solo, e quitina no solo juntamente com 

quitosana via foliar (MOTA & SANTOS, 2016). 

Tikhonov et. al (2002), estudando o efeito das quitinases purificadas em Globodera 

pallida (nematoides formadores de cisto) observaram que as cutículas dos ovos não tratados 

com enzimas apresentavam um aspecto suave. Com o tratamento com quitinases purificadas e 

produzidas a partir dos fungos Verticillium chlamydosporium e Verticillium suchlasporium 

houve danos na cutícula de ovos de Globodera pallida. 

Bactérias produtoras de quitinase também influenciaram na eclosão de ovos do 

nematoide de cisto da batata Globodera rostochiensis. Segundo Cronin et.al, (1997), a presença 

da quitinase purificada inibiu significativamente a eclosão dos ovos quando comparado com o 
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controle. Foram testadas 39 bactérias produtoras de quitinase, e todas elas inibiram e eclosão 

dos ovos, mesmo que em graus diferentes. Esses resultados corroboram com os observados por 

Tian et. al, 2000, que estudando diferentes níveis de quitina em substrato para controle de 

Heterodera glycines relataram que houve uma diminuição do número de nematoide para todos 

os isolados bacterianos testados com o aumento do nível de quitina.  

 

  

 

 

 

 

 

Figura 1. Cistos de H. glycines dispostos em placas de Petri, contendo os tratamentos: controle 

utilizando tampão, e enzimas de T. asperellum utilizando cistos de nematoides, em 24, 48 e 72 

horas de avaliação. A (Tampão 24 horas); B (Tampão 48 horas); C (Tampão 72 horas); D 

(Enzimas nematoides 24 horas); E (Enzimas nematoides 48 horas); F (Enzimas nematoides 72 

horas). 

 Levando em consideração o segundo ensaio, onde foi avaliada a relação de diferentes 

concentrações, com diferentes períodos de avaliação em função de diferentes tratamentos, não 

observaram-se diferenças significativas quando comparadas as médias de cistos degradadas 

para as concentrações estudadas (Tabela 7). 

Avaliando as diferentes concentrações das enzimas hidrolíticas (10 e 20 mg/mL), os 

resultados demonstram que todos os tratamentos diferiram do controle tampão as 24, 48 e 72 

horas (Tabela 7). Já em relação as análises dos diferentes tempos de avaliação em função de 

cada tratamento, para o segundo ensaio, observou-se que apenas o tratamento com enzimas 

nematoides na concentração de 20 mg/mL, apresentou resultados estatisticamente significantes, 

diferindo dos demais tratamentos, evidenciando que o aumento do tempo de exposição dos 

cistos ao tratamento promove aumento no número de cistos degradados (Tabela 7). Os 

resultados da concentração de 10 mg/mL não apresentaram diferença significativa entre os 

períodos de avaliação dentro de cada tratamento (Tabela 7). 

A B C 

D E F 
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Tabela 7. Cistos degradados de Heterodera glycines submetidos à enzimas utilizando 

diferentes concentrações e diferentes períodos de avaliação. Goiânia – GO, 2017. 

Tratamentos 

Cistos degradados 

10 mg/mL 20 mg/mL 

24 horas 48 horas 72 horas 24 horas* 48 horas 72 horas 

Controle Tampão 0,33 bA 1,00 bA 1,00 bA 0,33 bA 1,00 bA 1,00 bA 

Controle gel 8,66 aA 9,66 aA 10,00 aA 8,66 aA 9,66 aA 10,00 aA 

Enzimas nematoides 6,33 aA 7,33 aA 8,66 aA 6,33 aB 7,00 aAB 9,00 aA 

Quitina tampão 7,33 aA 7,66 aA 9,00 aA 6,00 aA 7,00 aA 8,33 aA 

Quitina gel 8,00 aA 8,33 aA 8,66 aA 8,00 aA 8,33 aA 9,66 aA 

Média    6,13A                                                                       6,79 A 7,46 A 5,86 A      6,59A 7,59 A 

CV % 24,27 13,82 10,8 15,61 22,3 11,52 
Médias seguidas de mesma letra minúscula dentro de cada coluna, e maiúscula dentro de cada linha para as diferentes concentrações, não 
diferem entre si pelo Teste de Tukey. 

*Os dados apresentados são originais. Análise feita a partir de dados transformados. 

Com relação ao número de ovos por cisto, no ensaio com concentração de 10 mg/mL 

não foi detectada diferença significativas entre os tratamentos (Figura 3). No entanto, na 

concentração de 20 mg/mL os tratamentos empregando enzimas de nematoides, quitina tampão 

e quitina gel tiveram um menor número de ovos por cistos quando comparado aos tratamentos 

controle tampão e gel (Figura 3). O número de ovos foi comparado entre as diferentes 

concentrações (10 e 20 mg/mL), apresentando significativa redução do número de ovos por 

cisto na concentração de 20 mg/mL para os tratamentos enzimas nematoides, quitina tampão e 

quitina triturada (Figura 3). 

 

Figura 3. Comparação das médias de número de ovos dos diferentes tratamentos em função 

da concentração enzimática. 
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 Nos três ensaios realizados, o controle diferenciou dos demais tratamentos em relação 

ao número de cistos degradados ao longo das avaliações. Zhang e outros colaboradores (2014), 

estudando o efeito de Trichoderma longibrachiatum em Heterodera avanae, relataram em 

ensaios in vitro que concentrações 1,5 x 104 a 1,5 x 108 esporos/mL tiveram um efeito forte e 

letal sobre os cistos do nematoide. No mesmo trabalho, a quitina coloidal e os cistos de 

nematoides induziram a produção de quitinase de T. longibrachiatum. A ação inibidora do 

Trichoderma em outros patógenos se dá principalmente pela ação combinada de enzimas que 

degradam parede celular juntamente com diferentes metabólitos secundários que o mesmo 

produz (REINO et.al, 2008). 

 A cutícula do ovo de Heterodera glycines apresenta uma camada vitelina exterior, uma 

camada média de quitina, e uma interior de lipídeo (BURGWYN et.al, 2003). A redução do 

número de ovos nos tratamentos contendo as enzimas pode ser explicada pelo fato da quitina 

ser um componente estrutural das paredes celulares, sendo assim as quitinases contribuem para 

o micoparasitismo. (KARLSSON et.al, 2016).  Graminha et. al (2001) citado por Santin (2008), 

relata que um grande número de microorganismos contam com a presença de atividade 

quitinolíticas, sendo assim os fungos que são produtores de quitinase são eficientes no 

parasitimos de ovos. 

O fungo Paecilomyces lilacinus em estudos de protease e quitinase e seus efeitos sobre 

os ovos de nematoides, apresentou capacidade de através de suas serino proteases de reduzir o 

número de juvenil, e também interromper o desenvolvimento de Meloidogyne javanica (KHAN 

et al, 2004). Os mesmos autores observaram mudanças nas estruturas da casca de ovo e na 

eclosão de juvenis de Meloidogyne javanica utilizando protease e quitinase de Paecelomyces 

lilaciunus aplicadas individualmente ou em combinação. A eclosão dos juvenis foi menor 

quando os ovos foram expostos a protease e a combinação de protease com quitinase.  

Outros fungos também foram relatados no controle de fitonematoides. Sabe-se que o 

fungo Purpureocillium lilacinum parasita ovos de Meloidogyne spp. O fungo se alimenta de 

quitina, que é encontrada em quantidade apreciável em uma das camadas dos ovos, sendo assim 

o parasitismo se concentra na parte externa das raízes, nas massas de ovos formadas pelo 

fitonematoide (FERRAZ & BROWN, 2016).  Segundo Soares, (2014), os Fungos 

Monacrosporium thaumasium e Monacrosporium sinense mostraram que suas enzimas 
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extracelulares apresentam atividade nematicida sobre diferentes nematoides, em seus estudos 

sobre produção, purificação e identificação de enzimas extracelulares de fungos nematófagos.  

Os ovos do nematoide apresentam estrutura biológica bem resistente, porém são 

suscetíveis de serem atacados por fungos. A quitinase entra com a importância de romper ou 

causar ruptura nas cascas de ovos (GORTARI & HOURS, 2008). Isso explica a menor 

quantidade de ovos encontrada em cistos tratados com enzimas a partir de T. asperellum. 
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CONCLUSÃO 

 

Existe a presença de enzimas hidrolíticas nos meios preparados a partir de quitina 

triturada, tanto com e sem a adição de cistos de H. glycines, comprovado pela atividade 

específica da β-1,3-glucanase, NAGase, e Quitinase. 

A utilização de enzimas hidrolíticas produzidas a partir de substrato de quitina triturada 

com ou sem a adição de cistos de H. glycines promovem uma degradação dos cistos desse 

nematoide.  

Os estudos realizados nos ensaios laboratoriais de contagem de ovos demonstraram que 

houve uma diminuição do número de ovos de H. glycines tratados com enzimas de T. 

asperellum na concentração de 20 mg/mL. 

Devem ser conduzidos mais estudos com as enzimas produzidas a partir de T. 

asperellum no sentido de otimizar a aplicação das mesmas no solo, objetivando o manejo de H. 

glycines. 
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