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Resumo 
 

SILVA, Wellington Rodrigues. Fitonematoides em videira e pessegueiro: 
caracterização de espécies de Mesocriconema e Pratylenchus, reação de porta-
enxertos, interação com Ilyonectria macrodidyma e primeiro relato de Meloidogyne 
morocciensis em pessegueiro no Brasil. 2022. 184f. Tese (Doutorado em 
Fitossanidade). Programa de Pós-Graduação em Fitossanidade. Universidade 
Federal de Pelotas. Pelotas, 2022. 

 

O declínio e morte da videira (DMV) tem se tornado um entrave à viticultura, 
causando grande preocupação aos produtores. Em levantamentos nematológicos, 
foram relatadas populações elevadas do nematoide-anelado (Mesocriconema 
xenoplax) e do nematoide-das-lesões-radiculares (NLR) (Pratylenchus brachyurus) 
associadas ao DMV. O envolvimento destes fitonematoides na predisposição ao 
DMV ainda precisa ser mais bem estudado. Da mesma forma, algumas espécies do 
nematoide-das-galhas importantes ao pessegueiro ainda não foram detectadas no 
Brasil. Diante disso, teve-se por objetivo neste estudo: a) identificar a nematofauna 
e caracterizar as espécies de Mesocriconema e Pratylenchus associadas a pomares 
de videira com sintomas de declínio no Sul do Brasil; b) avaliar a reação de genótipos 
de videira a M. xenoplax e P. brachyurus e as possíveis alterações bioquímicas das 
plantas; d) estudar a interação entre M. xenoplax, P. brachyurus, M. macrodidyma 
(fungo causador do pé-preto) e diferentes genótipos de videira e; e) relatar a 
ocorrência de uma nova espécie de Meloidogyne parasitando pessegueiro no Brasil. 
Foram identificadas três espécies de Mesocriconema associadas à vinhedos em 
declínio nos estados de Santa Catarina (SC) e Rio Grande do Sul (RS), entre elas, 
M. xenoplax, M. curvatum e M. rusticum; e, duas espécies de NLR, P. brachyurus e 
P. zeae, foram associadas a vinhedos com DMV em SC. Os porta-enxertos 548-44, 
IBCA-125 e VR 043-43 comportara-se como resistentes e tolerantes a M. xenoplax, 
enquanto que óPaulsen 1103ô e óGravesacô como suscetíveis e tolerantes ao referido 
nematoide. Mesocriconema xenoplax afetou negativamente os teores de massa 
fresca da parte aérea e da raiz, e, alterou os teores de pigmentos fotossintéticos e 
de carboidratos totais em genótipos suscetíveis. O aumento das atividades das 
enzimas FAL, CAT, SOD, POD, PPO, APX, SOD e GLU associou-se à reação de 
resistência e a tolerância dos genótipos estudados. O efeito da interação entre M. 
xenoplax e I. macrodidyma potencializou os danos vasculares em genótipos de 
videira suscetíveis; e, o parasitismo de M. xenoplax favoreceu a infecção por I. 
macrodidyma em genótipos suscetíveis. Foram identificados porta-enxertos imunes 
a P. brachyurus (1111-21, 548-44, IBCA-125 e VR 043-43), enquanto outros 
(Paulsen 1103, Gravesac, IAC 313 Tropical, Salt Creek, Chardonnay e Bordô) 
comportaram-se como suscetíveis a referida espécie. O parasitismo de 
P. brachyurus afetou negativamente os teores de massa fresca de parte aérea e raiz, 
alterou os teores de pigmentos fotossintéticos e o balanço de carboidratos totais em 
genótipos suscetíveis. Houve sinergismo nas interações entre P. brachyurus, I. 
macrodidyma e genótipos de videira suscetíveis. O efeito combinado de P. 
brachyurus e I. macrodidyma potencializou os danos vasculares em genótipos de 
videira suscetíveis. A espécie M. morocciensis foi registrada pela primeira vez 
parasitando plantas de pessegueiro no Brasil. 
 
 
 
 
 

Palavras-chave: Vitis spp., Prunus spp. nematoide-anelado, nematoide-das-lesões-
radiculares, pé-preto. 
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Abstract 
 

SILVA, Wellington Rodrigues. Nematode community in grapevine and peach, 

reaction of Vitis spp. Genotypes, interaction with Ilyonectria macrodidyma and first 

report of Meloidogyne morocciensis on peach tree in Brazil. 2022. 184f. Thesis 

(Doctors in Science). Crop Protection Graduation Program. Federal University of 

Pelotas, Pelotas, 2022. 
 

A problem of complex etiology, Grapevine Decline Disease (GDD), has become a 

notable obstacle to viticulture, causing great concern to producers. In recent surveys, 

high populations of ring nematode (Mesocriconema xenoplax) and root lesion 

nematode (Pratylenchus brachyurus) associated with GDD have been reported. The 

involvement of these plant parasitic nematodes in the GDD still needs to be better 

studied, especially in interaction with other pathogens, such as the fungus Ilyonectria 

macrodidyma, which causes the black foot in grapevines. Thus, the aims of this study 

were: a) identify the nematode community and to characterize Mesocriconema species 

associated with vineyards with symptoms of GDD in southern Brazil; b) to evaluate the 

reaction of rootstocks to M. xenoplax and P. brachyurus; d) to study the interaction 

among M. xenoplax, P. brachyurus, I. macrodidyma and different grapevine genotypes 

and e) report the occurrence of a new species of Meloidogyne parasitizing peach trees 

in Brazil. Three species of Mesocriconema were identified in the states of Santa 

Catarina and Rio Grande do Sul, including M. xenoplax, M. curvatum and M. rusticum. 

However, new protocols for amplification of mtCOI need to be tested for Criconematids. 

The rootstocks 548-44, IBCA-125 and VR 043-43 were resistant and tolerant to M. 

xenoplax, while the rootstocks Paulsen 1103 and Gravesac were susceptible and 

tolerant to the nematode. Mesocriconema xenoplax affected shoot and root fresh 

mass, altering photosynthetic pigments and total carbohydrates in susceptible 

genotypes. The increase in the activities of FAL, CAT, SOD, POD, PPO, APX, SOD 

and GLU enzymes was associated with the resistance reaction and tolerance of the 

studied grapevine genotypes. The effect of the interaction between M. xenoplax and 

I. macrodidyma potentiated vascular damage in susceptible grapevine genotypes. The 

parasitism of M. xenoplax favored infection by I. macrodidyma in susceptible grapevine 

genotypes. Two species of the root lesion nematode, P. brachyurus and P. zeae, were 

associated with declining vineyards in Santa Catarina state. Rootstocks immune to P. 

brachyurus (1111-21, 548-44, IBCA-125 and VR 043-43) were identified, while other 

genotypes (Paulsen 1103, Gravesac, IAC 313 Tropical, Salt Creek, Chardonnay and 

Bordô) were susceptible to that species. Pratylenchus brachyurus reduced the fresh 

mass of shoot and root, altered the levels of photosynthetic pigments and the balance 

of total carbohydrates in susceptible genotypes. There was synergism in the 

interactions between P. brachyurus, I. macrodidyma and susceptible grapevine 

genotypes. The combined effect of P. brachyurus and I. macrodidyma potentiated 

vascular damage in susceptible grapevine genotypes, predisposing plants to GDD. 

The species M. morocciensis was reported for the first time in Brazil parasitizing peach 

tree plants. 

Key words: Vitis spp., Prunus spp. ring nematode, lesion nematode, black foot 
disease. 
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1. Introdução Geral 

 

A videira (Vitis L.) é uma espécie frutífera originária de regiões de clima 

temperado e altamente adaptável à climas subtropicais e tropicais, sendo cultivada 

em quase toda extensão do território brasileiro (MELLO, 2016). O Rio Grande do Sul 

é o maior produtor nacional de uvas, contribuindo com 90% da produção de uvas finas 

do país (CONAB, 2020). Segundo dados publicados pelo Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística (IBGE, 2021), na colheita de 2020/2021, foram colhidos 1,69 

milhões de toneladas de uva no país, sendo que o RS concentrou 56% da produção, 

seguido de Pernambuco (23%).  

Devido à grande variação de latitude e altitude do Brasil, a cultura da videira 

encontra-se difundida por todo o país, sendo cultivada entre os paralelos 30ºS e 9ºS, 

abrangendo desde o Rio Grande do Sul até Rio Grande do Norte, com considerável 

diversidade ambiental entre as zonas de produção, incluindo regiões de clima 

temperado, subtropical e tropical, cada uma com suas características e problemas 

fitossanitários distintos de cada região (AMORIM; SPÓSITO; KUNIYUKI, 2016).  

Entre os principais problemas fitossanitários na cultura da videira, as 

nematoses merecem destaque devido ao nível de dano que ocasionam. Os principais 

fitonematoides relatados na cultura são o nematoide-das-galhas (gênero Meloidogyne 

Goeldi, 1892), o nematoide-adaga (gênero Xiphinema Cobb, 1913), nematoide-das-

lesões-radiculares (gênero Pratylenchus Filipjev, 1936), nematoide-dos-citros 

(Tylenchulus semipenetrans Cobb, 1913), nematoide-anelado (gênero 

Mesocriconema Andrassy, 1965), nematoide-reniforme (Rotylenchulus reniformis 

Linford & Oliveira, 1940), entre outros gêneros como Longidorus Micoletzky, 1922, 

Paratrichodorus Siddiqi, 1974 e Trichodorus Cobb, 1913 (TELIZ et al., 2007; GOMES; 

CAMPOS; COSTA, 2009; ZASADA et al., 2012; DIVERS et al., 2019).  

Historicamente, os viticultores da região Sul do Brasil enfrentam problemas de 

mortalidade de videiras, os quais se intensificaram entre as décadas de 1980 e 1990, 

quando o cultivo apresentou diminuição considerável da área plantada e registros de 

muitos casos de perdas de vinhedos inteiros (SHUCK et al., 1993; MENEZES-NETTO 

et al., 2016). A redução da área cultivada e do grande número morte de plantas foi 

atribuída a síndrome conhecida como declínio e morte da videira (DMV), um problema 

caracterizado pela morte acentuada de plantas, as quais apresentam sintomas de 
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clorose internerval, redução de vigor e entrenós curtos. De etiologia complexa, o DMV 

tem sido associado a fatores bióticos e abióticos e, entre os fatores bióticos está o 

nematoide-anelado (Mesocriconema xenoplax [Raski, 1952] Loof & De Grisse, 1989) 

e fungos causadores de doenças do troco da videira, como Ilyonectria macrodidyma 

(Halleen, Schroers & Crous) Chaverri & Salgado, Phaeomoniella chlamydospora 

(Gams, Crous, Wingf. & Mugnai) Crous & Gams e espécies de Phaeoacremonium 

Gams, Crous & Wingf. (GARRIDO et al., 2004; GOMES; CAMPOS; COSTA, 2009; 

CAVALCANTI et al., 2013; DIVERS et al., 2019). 

Mesocriconema xenoplax é um nematoide cosmopolita, altamente nocivo a 

diversas culturas, entre elas a videira (PINOCHET; CISNEROS, 1986; WALKER, 

1995). Em algumas áreas tradicionais de vinhedos, é registrado como o mais 

abundante fitoparasita (PINKERTON et al., 1999; GOMES; CAMPOS; COSTA, 2009; 

MALOSSINI et al., 2011; SCHREINER; ZASADA; PINKERTON, 2012). Este 

nematoide reduz o crescimento das raízes, a colonização de fungos micorrízicos 

arbusculares e a produtividade em plantios novos (PINKERTON et al., 2004). 

Schreiner e Pinkerton (2008) demostraram que o nematoide-anelado se reproduz 

rapidamente em porta-enxertos e cultivares copa de videira, reduzindo os teores de 

carboidratos das raízes em 39%, a colonização arbuscular em 40% e a absorção de 

fósforo e potássio em 20%. 

O parasitismo de M. xenoplax em videira provoca o escurecimento local e 

rápido do sistema radicular, seguido da destruição dos tecidos, resultando no 

atrofiamento dessas raízes (SANTO; BOLANDER, 1977; KUHN, 2015). Análises de 

ultraestrutura de tecidos infectados por M. xenoplax demostraram severa destruição 

dos tecidos nas camadas do córtex radicular (LOWNSBERRY et al., 1978), podendo 

servir de entrada para outros patógenos. Contudo, o real papel desses fitonematoides 

no estabelecimento do DMV ainda não está bem esclarecido, necessitando de 

estudos adicionais com o objetivo de correlacionar esses agentes com a doença. 
Os sintomas característicos do DMV em plantas adultas são expressos na 

forma de clorose internerval nas folhas, similar à deficiência de potássio e magnésio, 

decorrente de restrições na absorção e transporte de nutrientes. Em seguida as folhas 

começam a encarquilhar e, em alguns casos, observa-se necrose em suas bordas 

(BOTTON; COLLETA, 2000; HICKEL; BOTTON; SCHUCK, 2010). Por fim, as plantas 

afetadas apresentam baixo vigor, entrenós curtos, e frequentemente acabam 

morrendo (MENEZES-NETTO et al., 2016). Em plantios novos, os sintomas do DMV 
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são observados no segundo ano, quando a planta é induzida ao estresse e ao 

enfraquecimento progressivo, devido ao comprometimento do sistema radicular, 

podendo causar a morte já no terceiro ano, reduzindo o estande de plantas do vinhedo 

(HICKEL; BOTTON; SCHUCK, 2010; MENEZES-NETTO et al., 2016). Esses 

sintomas são reflexo da intensa alimentação do nematoide nas raízes, afetando a 

fisiologia da videira, principalmente pela redução das reservas de carboidratos nas 

raízes e no tronco, necessárias para suportar os seguintes anos de crescimento e 

desenvolvimento das plantas, aliados aos demais fatores envolvidos no DMV 

(SCHREINER; ZASADA; PINKERTON, 2012). 

Acredita-se que fungos causadores de doenças do tronco da videira como 

I. macrodidyma (agente causal do pé-preto), Phaeomoniella chlamydospora e 

Phaeoacremonium spp. (doença de Petri ou chocolate) também estejam envolvidos 

no DMV por serem capazes de enfraquecer as plantas, porém ainda são necessários 

estudos específicos envolvendo interações entre estes patógenos com demais 

agentes associados ao DMV, principalmente fitonematoides (GARRIDO et al., 2004; 

CAVALCANTI et al., 2013). 

O status taxonômico do gênero Mesocriconema é controverso e os 

taxonomistas ainda não chegaram a um consenso sobre a validade e composição das 

espécies (CORDERO; ROBBINS; SZALANSKI, 2012). Para a identificação destes 

nematoides, além das observações morfológicas e das medidas convencionais de 

morfometria, utilizam-se os valores de R e afins (RB, Rst, RV, Ran, Rex, Rvan), 

relativos ao número de anéis do corpo e posição de certos órgãos em função destes 

anéis (MONTEIRO; FERRAZ; INOMOTO, 1995). Entretanto, mesmo fazendo uso 

destes parâmetros, ainda é difícil a correta identificação de espécies de 

Mesocriconema, devido aos táxons intimamente relacionados, ou seja, as diferenças 

entre as espécies são tão pequenas que chegam a colocar em questão se alguns 

indivíduos realmente se trata de outra espécie ou são morfotipos, indivíduos com 

variações morfológicas pertencentes a uma mesma espécie (CORDERO; ROBBINS; 

SZALANSKI, 2012; KAUR; TRAKUR; KHAN, 2012). 

Devido ao difícil trabalho de identificar morfológica e morfometricamente as 

espécies, têm se recorrido à biologia molecular, através da análise das diferenças 

existentes entre as sequências de determinados genes, permitindo o conhecimento 

do genoma desses indivíduos. Um método que tem sido frequentemente utilizado para 

comparar a diversidade e identificar espécies de criconematídeos é o DNA barcode, 
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através da caracterização de uma região de aproximadamente 800 pares de base do 

gene mitocondrial citocromo oxidase (COI) (POWERS et al., 2014; MUNAWAR et al., 

2017; OLSON et al., 2017). 

Em relação a reação de genótipos de videira frente aos fitonematoides, há um 

significativo número de estudos disponíveis, produzidos principalmente no exterior, 

mais comumente nos Estados Unidos. Entretanto, no Brasil e no exterior, tais estudos 

priorizam a caracterização da reação a espécies do nematoide-das-galhas 

(Meloidogyne spp.) (ANWAR; McKENRY, 2002; FERRIS; ZHENG; WALKER, 2012; 

GOMES; SOMAVILLA; QUECINI, 2014; VEGA-CALLO; TAMO-ZEGARRA; BELLÉ, 

2021), sendo raros os estudos envolvendo a reação a M. xenoplax ou a Pratylenchus 

brachyurus, espécie que também vêm sendo frequentemente associada a vinhedos 

em declínio (DIVERS et al., 2019; SILVA et al., 2019). Ademais, o impacto destes 

nematoide no crescimento e produtividade de videiras ainda é pouco compreendido, 

pois os estudos envolvendo este patossistema não mencionam alterações nos 

parâmetros de desenvolvimento das plantas, perdas ou as alterações bioquímicas por 

ele desencadeadas, baseando-se apenas no fator reprodutivo do nematoide (RASKI; 

RADEWALD, 1958; PINKERTON et al. 1999; SCHREINER; ZASADA; PINKERTON, 

2012; FORGE et. al, 2020). 

No Brasil, o controle de nematoses na vitivinicultura fundamenta-se no emprego 

de porta-enxertos resistentes e/ou tolerantes, especialmente aos nematoides-das-

galhas (GOMES; SOMAVILLA; QUECINI, 2014), uma vez que não há nematicidas 

químicos com registro no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

(AGROFIT, 2022) e não se tem informação sobre o nível de controle dos produtos 

biológicos sobre os nematoides-praga alvos. Diante disso vê-se como necessária a 

identificação das principais espécies de fitonematoides associadas a vinhedos em 

declínio, a determinação da reação dos principais genótipos de videira frente a estes 

fitonematoides e sua interação com o fungo I. macrodidyma na predisposição de 

plantas ao declínio. 
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2. CAPÍTULO I. Espécies de Mesocriconema associadas ao declínio e morte 

da videira no Sul do Brasil 

 

2.1. Introdução 

 

O cultivo da videira (Vitis spp.) encontra-se difundido por quase todo o território 

brasileiro, em razão da adaptabilidade da cultura as regiões de clima subtropical e 

tropical, sendo cultivada entre os paralelos 30ºS e 9ºS de latitude, abrangendo desde 

o Rio Grande do Sul até Rio Grande do Norte e com problemas fitossanitários distintos 

de cada região (SENTELHAS, 1998; TONIETTO; MANDELLI, 2003). No Sul do Brasil, 

a região da Serra Gaúcha, no Rio Grande do Sul, e o Alto Vale do Rio do Peixe, em 

Santa Catarina, são consideradas grandes polos do setor vitivinícola do país e, 

historicamente, enfrentam problemas de mortalidade de plantas, atribuídas a 

síndrome conhecida como declínio e morte da videira (DMV) (SHUCK et al., 1993; 

DAMBROS et al., 2016; MENEZES-NETTO et al., 2016). 

Entre os problemas fitossanitários que afetam a videira, aqueles incitados por 

fitonematoides, como destacado por Téliz et. al (2007) e Gomes, Campos e Costa 

(2009), ocupam posição relevante, devido aos prejuízos para a cultura, principalmente 

no estabelecimento do pomar, redução do vigor, qualidade dos frutos e mortalidade 

de plantas, onde as perdas são estimadas entre 12 e 60% (NICOL; van HEESWIJCK, 

1997; TELIZ et al., 2007; BOTTON et al., 2020). 

Diversas espécies de fitonematoides são onipresentes nas mais variadas 

regiões vitivinícolas do mundo (NICOL; van HEESWIJCK, 1997; HRYCAN et al., 

2020). De modo geral, entre as espécies listadas, estão alguns parasitas tidos como 

comuns e importantes para os vinhedos, como as espécies de nematoide-das-galhas, 

Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949, M. javanica (Treub, 

1885) Chitwood, 1949, M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949, M. ethiopica 

Whitehead, 1968, e M. hapla Chitwood, 1949, o nematoide-anelado, Mesocriconema 

xenoplax (Raski, 1952) Loof & De Grisse, 1989, o nematoide-adaga, principalmente 

Xiphinema index Thorne & Allen, 1950 e X. americanum Cobb, 1913, o nematoide-

dos-citros, Tylenchus semipenetrans Cobb, 1913, e o nematoide-das-lesões-

radiculares, como Pratylenchus brachyurus (Godfrey, 1929) Filipjev & Schuurmans 

Stekhoven, 1941 e P. vulnus Allen & Jensen, 1951 (PINKERTON et al., 1999; 
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WALKER; STIRLING, 2008; GOMES; CAMPOS; COSTA, 2009; ASKARY et al., 2018; 

DIVERS et al., 2019). 

O gênero Mesocriconema Andrassy, 1965, é composto por nematoides 

ectoparasitas, polífagos, cosmopolitas e nocivos a diversas culturas, entre elas a 

videira (WALKER, 1995; PINKERTON et al., 2004). Entre as mais de 100 espécies 

descritas dentro deste gênero (BRZESKI; LOOF; CHOI, 2002), M. xenoplax tem sido 

frequentemente relatada em vinhedos onde as plantas apresentam sintomas de 

declínio (PINKERTON et al., 1999; GOMES; CAMPOS; COSTA, 2009; DIVERS et al., 

2019). Recentemente, Divers (2018) relatou a presença de um complexo de espécies 

parasitando videiras com sintomas de DMV, incluindo M. curvatum (Raski, 1952) Loof 

& De Grisse, 1989, M. rusticum (Micoletzky, 1915) Loof & De Grisse, 1989, 

M. sphaerocephala (Taylor, 1936) Loof, 1989, e mais quatro espécies com 

identificação inconclusiva. Entretanto, o estudo foi realizado com base em um conjunto 

comparativamente pequeno de caracteres morfométricos e alométricos e ausência de 

análise molecular.  

O status taxonômico do gênero Mesocriconema é controverso e muitos 

taxonomistas ainda não chegaram a um consenso sobre a validade e composição das 

espécies, observando-se discrepâncias entre autores quanto ao posicionamento e 

aceitação da validade das espécies (CORDERO; ROBBINS; SZALANSKI, 2012; 

POWERS et al., 2017). Além disso, a descrição de novas espécies do gênero 

Mesocriconema foi, por muito tempo, baseada em caracteres morfológicos e 

morfométricos, analisados, principalmente, por microscopia de luz. No entanto, por 

apresentarem características, muitas vezes, pouco distintas, alguns morfotipos são 

incorretamente identificados. 

Para a identificação de criconematídeos, além das observações morfológicas e 

das medidas convencionais de morfometria, utilizam-se os valores de R e afins (RB, 

Rst, RV, Ran, Rex, Roes, Rvan), relativos ao número de anéis do corpo e posição de 

certos órgãos em função destes anéis (DE GRISSE, 1969; BRZESKI; LOOF; CHOI, 

2002). Entretanto, mesmo fazendo uso destes parâmetros, ainda é difícil a correta 

identificação de espécies de Mesocriconema, devido aos táxons intimamente 

relacionados, ou seja, as diferenças entre as espécies são tão pequenas que chegam 

a colocar em questão se alguns indivíduos realmente se trata de outra espécie ou são 

morfotipos, indivíduos com variações morfológicas pertencentes a uma mesma 

espécie (CORDERO; ROBBINS; SZALANSKI, 2012).  
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Utilizados em estudos de diversidade de fitonematoides, principalmente em 

criconematídeos, os marcadores de DNA mitocondrial, como o gene citocromo 

oxidase subunidade I (COI), são conhecidos por fornecer uma resolução mais fina da 

diversidade de linhagens do que os 18S, tornando-se útil em estudos de 

caracterização de espécies crípticas, filogeografia e filogenia (TANG et al. 2012; 

POWERS et al., 2014; OLSON et al., 2017). Em uma breve consulta a base de dados 

do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), observa-se que, atualmente, o grande 

número de informações disponíveis sobre o gênero Mesocriconema e afins 

(Criconemoides Taylor 1936, Hemicriconemoides Chitwood & Birchfield, 1957, 

Discocriconemella De Grisse & Loof, 1965 e Nothocriconemoides [Maas, Loof & De 

Grisse, 197]) são provenientes da região COI. 

Diante da incontestável dificuldade de identificação de espécies de 

Mesocriconema, sugerida pelas análises morfológicas, morfométricas e alométricas, 

admite-se a execução de estudos comparativos entre as espécies. Assim, diante 

importância que esse grupo de nematoides representa para a vitivinicultura, reunir 

informações moleculares quanto a caracterização e identificação das espécies 

envolvidas no DMV torna-se importante para conhecer e traçar futuras estratégias 

visando o manejo da doença. Em vista do exposto, no presente estudo, teve-se por 

objetivo identificar e caracterizar o complexo de espécies de Mesocriconema 

associados a pomares de videira em declínio no Sul do Brasil, através de uma 

abordagem integrativa. 

 

 

2.2. Material e Métodos 

 

O estudo descrito a seguir foi realizado no Laboratório de Fitopatologia da 

Embrapa Clima Temperado, em parceria com o Laboratório de Virologia Vegetal da 

Universidade Federal de Pelotas.  Populações de Mesocriconema spp. coletadas por 

Divers (2018) em vinhedos com sintomas de declínio no Rio Grande do Sul e Santa 

Catarina foram mantidas em plantas de pessegueiro e utilizadas neste estudo para 

identificação das espécies (Tabela 1).      Em um primeiro momento, quinze 

populações foram analisadas morfológica e morfometricamente.     Para determinação 

das espécies foi considerado o Conceito Unificado de Espécies, reformulado por 

Queiroz (2005).
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Tabela 1. Códigos das amostras coletadas em vinhedos com sintomas de declínio, com seus respectivos porta-enxertos, 

coordenadas geográficas e município/estado. 

1/Porta-enxerto de pessegueiro. 

 

Código da amostra Porta-enxerto Coordenadas geográficas Cidade/Estado Coletor 

Mayer Capdeboscq1/  Não identificado Pelotas/RS Não informado 

1 Paulsen 1103 27Á2ô0,23ò S 51Á8ô6,008ò W Videira/SC Divers (2018) 

2 Paulsen 1103 27Á2ô0,23ò S 51Á8ô5,045ò W Videira/SC Divers (2018) 

7 VR043-43 27Á2ô023ò S 51Á8ô6,008ò W Pinheiro Preto/SC Divers (2018) 

8 Pé franco 27Á3ô20,29ò S 51Á14ô2,593ò W Pinheiro Preto/SC Divers (2018) 

9 Pé franco 27Á2ô22,81ò S 51Á15ô4,064ò W Pinheiro Preto/SC Divers (2018) 

10 Paulsen 1103 Não identificado Tangará/SC Divers (2018) 

11 Paulsen 1103 Não identificado Tangará/SC Divers (2018) 

12 Paulsen 1103 Não identificado Tangará/SC Divers (2018) 

367 Paulsen 1103 29Ü14ô923ò S 51Ü14ô376ò W Caxias do Sul/RS Divers (2018) 

369 Pé franco 29Á14ô477ò S 51Á14ô363ò W Caxias do Sul/RS Divers (2018) 

376 Paulsen 1103 29Ü12ô102ò S 51Ü33ô16ò W Garibaldi/RS Divers (2018) 

378 Paulsen 1103 29Ü12ô64ò S 51Ü33ô64ò W Garibaldi/RS Divers (2018) 

380 Não identificado 29Ü14ô811ò S 51Ü38ô334ò W Garibaldi/RS Divers (2018) 

422 Paulsen 1103 29Ü04ô505ò S 51Ü14ô246ò W Flores da Cunha/RS Divers (2018) 
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2.2.1. Caracterização morfológica, morfométrica e alométrica  

 

Isolados do nematoide-anelado, obtido das coletas em pomares de videira com 

sintomas de declínio, e um isolado proveniente de pomar de pessegueiro com 

sintomas de morte precoce em Pelotas/RS, foram utilizados para montagens 

temporárias em lâminas de vidro. 

As montagens temporárias foram preparadas conforme técnica descrita por 

Tihohod (1993). Após a identificação das lâminas, os espécimes foram examinados e 

documentados em um sistema de aquisição de imagens, que consistiu em uma 

câmera de vídeo (Leica DFC 295) acoplada ao microscópio óptico (Leica DM 1000), 

nas objetivas de 20X e 40X e na objetiva de imersão de 100X, e a um 

microcomputador, utilizando o software LAS Core, versão 3.7 para as 

fotomicrografias. 

A partir de 15 fêmeas adultas de cada isolado de Mesocriconema foram obtidas 

imagens de corpo inteiro e de detalhes dos anéis, estilete, esôfago, vulva, cauda, e 

outros, permitindo a avaliação de quatro caracteres morfológicos e a determinação de 

27 variáveis morfométricas e alométricas, listadas nas Tabelas 2 e 3: 

 

Tabela 2. Características morfológicas utilizadas para a identificação de espécies de 

Mesocriconema. 

 

 

Os dados morfométricos foram submetidos a análise de componentes 

principais (ACP), utilizando-se para este fim uma matriz de correlação. Primeiramente, 

uma ACP foi efetuada para selecionar o número de componentes principais (CP) 

capazes de reter a maior variância. Em seguida, uma segunda ACP foi realizada para 

obter os agrupamentos. As análises foram realizadas utilizando os pacotes 

FactoMineR (HUSSON et al., 2017) e factoextra (KASSAMBARA; MUNDT, 2020), 

disponíveis no software R Studio (versão 4.0) (R Development Core Team 2022). 

Parte do corpo Variações morfológicas observadas 

Cauda Cônica, arredondada, truncada e cônica aguda 

Anéis Margens suaves, irregulares ou crenadas 

Vulva Lábio anterior da vulva reto ou em lóbulos 

Vagina Vagina em formato reto ou sigmoide 
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Tabela 3. Parâmetros para a identificação de espécies de Mesocriconema. 

 

 

 

 

 

 

 

Medidas em µm Medida 

L Comprimento total do corpo 

St Comprimento do estilete 

Ø Maior largura do corpo 

Oes Comprimento do esôfago 

T Comprimento da cauda  

Lô Distância do extremo anterior ao ânus 

V Distância do extremo anterior à vulva 

VL Distância do extremo posterior à vulva 

VA Distância da vulva ao ânus 

VB Diâmetro do corpo ao nível da vulva 

RB Largura de um anel do corpo 

Número de anéis  

R Número de anéis do corpo 

RA Número de anastomoses nos anéis  

RSt Nº de anéis extremo anterior à base do bulbo do estilete 

RV Número de anéis entre a vulva e o extremo posterior 

Ran Número de anéis entre o ânus e o extremo posterior 

Rvan Número de anéis entre a vulva e o ânus 

Roes Número de anéis na região esofagiana 

Rex Nº de anéis entre extr. ant. e 1º anel após o poro excretor 

Índices                      

a Comprimento do corpo / maior largura do corpo 

b Comprimento do corpo / comprimento do esôfago 

c Comprimento do corpo / comprimento da cauda 

d Comprimento da cauda/ VL 

Percentagem                        

V% Distância do extremo anterior à vulva x 100/ L 

Vô Dist©ncia do extremo anterior ¨ vulva x 100 Lô 

St%L Comprimento do estilete x 100/L 

St%Oes Comprimento do estilete x 100/Comprimento do esôfago 
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2.2.2. Caracterização molecular 

 

Para esta etapa, foram testados dois protocolos antes da amplificação dos 

espécimes. No primeiro, descrito por Powers et al. (2014), uma fêmea de cada isolado 

Mesocriconema, foi removida da lâmina temporária, transferida para lamínula com 

18µL de água estéril e rompida com a ponta de uma ponteira de micropipeta. Em 

seguida, cada espécime foi macerado e transferido para microtubo de (0,2mL). No 

segundo protocolo, proposto por Subbotin et al. (2005), o nematoide macerado e em 

microtubo (0,2mL) foi submetido a um pré-tratamento que consistiu na adição de 2,0µL 

de tampão de PCR 10X, 2,0µL de proteinase K, seguido de duas incubações, uma a 

65ºC por 60 min e outra a 95ºC por 15 min. As condições da PCR, descritas a seguir, 

foram as mesmas para os dois protocolos de pré-tratamento das amostras. 

Por fornecer uma resolução mais fina da diversidade, foi realizada amplificação 

de fragmentos do gene mitocondrial COI, utilizando os primers (iniciadores) COI- F5 

(5ô-AATWTWGGTGTTGGAACTTCTTGAAC-3ô) e COI-R9 

(5ô- CTTAAACATAATGRAAATGGCAACATATAGTC-3ô), descritos por Powers et al. 

(2014) e que resultam em fragmentos de aproximadamente 790pb. As reações de 

amplificação foram conduzidas em termociclador BioRad T100, em um volume final 

de 30µL, composto por 9µL da amostra com nematoide macerado, 2,4µL de cada 

primer a 20µM, para uma concentração final de 1,6µM; 15µL de GoTaq® Green 

Master Mix 2X (Promega), para uma concentração final da enzima de 0.03U/µL; e 

1,2µL de água deionizada esterilizada livre de nucleases. As condições para 

amplificação incluíram uma desnaturação inicial de 5 minutos a 94ºC, seguido por 50 

ciclos de 94ºC por 30 segundos, 48ºC por 30 segundos para a fase de anelamento, 

1,5 minutos a 72ºC para extensão, com variação de 0,5ºC/segundo e uma extensão 

final de 5 minutos a 72ºC. 

O produto amplificado foi submetido à eletroforese em gel de agarose a 1% em 

tamp«o TBE 0,5X a 100V/cm, utilizando 10ɛL de rea«o. Em seguida, os fragmentos 

foram purificados utilizando o reagende de limpeza de produtos de PCR ExoSAP-ITTM 

(Thermo Fisher Scientific), seguindo o protocolo do produto. Os fragmentos obtidos 

foram encaminhados para sequenciamento das bases nucleotídicas e as sequências 

de DNA editadas e depositadas no GenBank. 
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2.2.3. Análise Filogenética 

 

As sequências de nucleotídeos foram comparadas pelo algoritmo Blastn, 

disponível online (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), e depositadas no GenBank, 

gerando um código de acesso para cada sequência (Tabela 4). As sequências foram 

alinhadas com Clustal W, disponível no software MEGA X (KUMAR et al. 2018), 

usando valores de parâmetro padrão. A árvore filogenética foi construída pela análise 

de Neighbor-Joining (modelo definido de acordo com o alinhamento) com a opção de 

exclusão por pares de intervalos, utilizando o software Geneious v.2022.1. 

(GENEIOUS, 2022). A árvore foi desenhada com comprimentos de ramos medidos no 

número de substituições por local. O teste de ramificação interior foi realizado com 

1.000 repetições de bootstrap para avaliar a estabilidade relativa das ramificações. 

Outras sequências de Mesocriconema foram selecionadas da pesquisa Blastn (com 

identidade Ó97) e inclu²das na an§lise (Tabela 4). Discocriconemella limitanea 

(KU552168) foi usado como outgroup. As medidas de distinção dos grupos de 

haplótipos foram avaliadas utilizando o software Arlequin v. 3.5.2.2 (EXCOFFIER, 

2010).  

 

Tabela 4. Espécies de Mesocriconema coletadas por Powers et al. (2014) e incluídas 

no estudo filogenético. Discocriconemella limitanea foi utilizada como outgroup. 

Espécie/isolado Código Espécie/isolado Código 

M. curvatum 122 KJ787843 M. sphaerocephalum 1454 KU236638 

M. curvatum TN11 MN734383 M. sphaerocephalum N3199 MN711166 

M. discus 431 KJ787866 M. sphaerocephalum N5926 MN711168 

M. discus 444 KJ787869 M. sphaerocephalum N5928 MN711170 

M. discus N3670 KY574622 M. sphaerocephalum N7127 MN711173 

M. ornatum N6893 MN711100 M. xenoplax N2893 MN711196 

M. ornatum N2716 MN711099 M. xenoplax N5712 MN711217 

M. rusticum N3235 MN711105 M. xenoplax N7175 MN711231 

M. rusticum 691 KJ787854 M. xenoplax N9103 MN711236 

M. rusticum 99 KJ787852 M. xenoplax N2844 MN711187 

M. rusticum 742 KJ787855 D. limitanea P184026 MN710980 
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2.3. Resultados e Discussão 

 

Foram identificadas três espécies de Mesocriconema, a saber: M. xenoplax, M. 

curvatum e M. rusticum (Tabela 5). Presente em todas as amostras, M. xenoplax 

predominou como a espécie mais frequente, sendo exceção apenas para a amostra 

7, com 40,0% frequência, cuja frequência de M. curvatum foi predominante (46,7%). 

Esta última espécie foi detectada em oito amostras, seguida por M. rusticum que foi 

detectada em quatro amostras. Entre as amostras provenientes de pomares de videira 

de Santa Catarina, apenas na amostra 8 não foi observada mistura de espécies, sendo 

exclusivamente composta pela espécie M. xenoplax. Da mesma forma, entre as 

amostras do Rio Grande do Sul, apenas a amostra 367 mostrou-se homogênea, 

composta pela mesma espécie em questão. Na amostra Mayer, proveniente de pomar 

de pessegueiro, também foi observado apenas a espécie M. xenoplax. 

 

Tabela 5. Espécies de Mesocriconema detectadas por meio de caracteres 

morfológicos e morfométricos e suas respectivas frequências. 

Amostra Espécie Freq. (%)/2 Amostra Espécie Freq. (%) 

Mayer/1 M. xenoplax 100,0 
12 

M. xenoplax 66,7 

2 
M. xenoplax 80,0 M. rusticum 33,3 

M. rusticum 20,0 367 M. xenoplax 100,0 

7 

M. xenoplax 40,0 
369 

M. xenoplax 80,0 

M. curvatum 46,7 M. rusticum 20,0 

M. rusticum 13,3 
376 

M. xenoplax 73,3 

8 M. xenoplax 100,0 M. curvatum 26,7 

9 
M. xenoplax 73,3 

378 
M. xenoplax 66,7 

M. curvatum 26,7 M. curvatum 33,3 

10 
M. xenoplax 73,3 

380 
M. xenoplax 60,0 

M. curvatum 26,7 M. rusticum 40,0 

11 
M. xenoplax 60,0 

422 
M. xenoplax 73,3 

M. curvatum 40,0 M.  curvatum 26,7 

/1Amostra proveniente de pomar de pessegueiro. /2Frequência de detecção. 
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Os dados referentes às caracterizações morfológicas, morfométricas e 

alométricas estão expostos nas tabelas 6 e 7, para as três espécies detectadas. Em 

relação à morfologia (Figuras 1, 2 e 3), M. xenoplax diferiu de M. curvatum e M. 

rusticum principalmente pelo formato da vulva, o qual em M. xenoplax observa-se uma 

leve curvatura, caracterizando-a como sigmoide. A presença de lóbulos na vulva foi 

uma das características de maior dificuldade de observação durante as análises, pois 

é uma característica que para ser visualizada é preciso que a fêmea esteja com o lado 

ventral voltado para cima. Por outro lado, apesar da facilidade de observar a anelação 

dos exemplares, sua classificação é de grande dificuldade, visto as diferenças sutis 

entre anulações irregulares e suaves, da mesma forma que a classificação do formato 

da cauda. Uma característica marcante e de grande utilidade para separar M. 

xenoplax das demais espécies foi a ausência de anastomoses nos anéis, visto que 

esta espécie não apresenta anastomoses ao longo das anelações. 

 

Tabela 6. Características morfológicas observadas nas espécies de Mesocriconema. 

Espécie Cauda Anéis Vulva Vagina Anastomose 

M. xenoplax 
Cônica a 

Arredondada 

Irregular a 

Suave 
Lóbulos Sigmoide 

Ausente 

M. curvatum Arredondada Suave Lóbulos Reta Presente 

M. rusticum Arredondada Suave Simples Reta Presente 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Mesocriconema xenoplax. A) Vagina sigmoide. B) Região esofagiana. 

C) e D) Formato da cauda e vulva lobulada. E) Região labial e anelação. Barras 

de escala: 20µm, 50 µm e 100µm. 
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Quanto à morfometria e alometria, as variáveis em análise tiveram seus valores 

médios dentro na faixa relatada, para ambas as espécies, de acordo com as 

descrições originais e estudos adicionais (RASKI, 1952; BRZESKI; LOOF; CHOI, 

2002; CORDERO; ROBBINS; SZALANSKI, 2012; POWERS et al., 2014). 

Foi possível observar diferenças significativas e essenciais para identificação 

das espécies, por exemplo, as variáveis L, St, Oes, t e R foram de grande importância 

para separação entre M. xenoplax e as demais espécies. Além disso, por meio da  

Figura 3. Mesocriconema rusticum. A) Vagina reta. B) Região esofagiana. 

C) Cauda arredondada. D) Presença de anastomoses. E) Região labial e 

anelação. Barras de escala: 20µm, 50 µm e 100µm. 

 

 

Figura 4. Mesocriconema curvatum. A) Vagina reta. B) Região esofagiana. 

C) Cauda arredondada. D) Presença de anastomoses. E) Região labial e 

anelação. 

Figura 2. Mesocriconema curvatum. A) Vagina reta. B) Região esofagiana. 

C) Cauda arredondada. D) Presença de anastomoses. E) Região labial e 

anelação. Barras de escala: 20µm, 50 µm e 100µm. 

 

Figura 2. Mesocriconema curvatum. A) Vagina reta. B) Região esofagiana. 

C) Cauda arredondada. D) Presença de anastomoses. E) Região labial e 

anelação.2 
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Tabela 7. Mensurações e proporções de fêmeas de três espécies de Mesocriconema 

coletadas em vinhedos com sintomas de declínio no Sul do Brasil 

Medidas  
Média (Máximo-Mínimo) 

M. xenoplax M. curvatum M. rusticum 

L 655,9 (754,6-565,3) 576,4 (589,2-502,0) 534,0 (539,5-507,6) 

St 80,7 (86,5-71,3) 68,9 (72,7-64,8) 57,1 (60,5-49,0) 

Ø 59,3 (68,6-52,3) 43,6 (48,5-44,7) 44,0 (44,6-40,5) 

Oes 154,9 (173,8-135,8) 124,6 (125,0-120,6) 108,6 (107,2-99,4) 

t 29,8 (37,3-22,1) 27,4 (28,6-23,2) 22,8 (23,4-22,1) 

Lô 627,0 (718,4-550,6) 509,0 (522,0-477,5) 521,3 (514,6-482,2) 

V 613,4 (706,3-535,2) 499,2 (512,3-468,6) 493,1 (505,1-475,0) 

VL 40,1 (48,0-30,2) 37,2 (38,2-31,5) 31,2 (33,7-32,0) 

VA 12,4 (14,3-10,9) 7,6 (7,8-5,4) 6,1 (6,1-5,7) 

VB 42,1 (47,8-36,6) 40,7 (42,2-34,9) 36,7 (38,7-30,1) 

RB 6,2 (7,1-5,5) 6,1 (6,8-5,4) 6,5 (6,5-5,6) 

Nº anéis - - - 

R 101,4 (110,0-96,0) 97,5 (98,0-84,0) 99,4 (109,0-94,0) 

RSt 14,3 (16,0-11,0) 14,1 (15,0-12,0) 13,2 (15,0-10,0) 

RV 7,7 (9,0-7,0) 6,5 (7,0-5,0) 6,3 (8,0-6,0) 

Ran 5,5 (6,0-5,0) 4,0 (7,0-4,0) 5,1 (6,0-5,0) 

Rvan 2,0 (2,0-2,0) 1,3 (2,0-1,0) 1,2 (2,0-1,0) 

Roes 24,3 (25,0-23,0) 25,5 (26,0-22,0) 23,8 (26,0-18,0) 

Rex 28,6 (30,0-27,0) 29,6 (31,0-28,0) 29,1 (30,0-26,0) 

RA 0,0 (0,0-0,0) 5,0 (7,0-3,0) 5,0 (7-2) 

Índices - - - 

a 11,1 (12,1-9,4) 10,8 (12,0-9,2) 11,7 (13,3-9,9) 

b 4,2 (4,8-3,6) 3,8 (4,0-3,6) 4,0 (4,6-3,5) 

c 22,3 (25,6-18,9) 21,2 (32,0-17,0) 23,8 (30,8-18,9) 

d 0,7 (1,0-0,6) 0,8 (0,9-0,5) 0,7 (0,8-0,6) 

Percentagem - - - 

V% 93,5 (96,3-90,6) 93,5 (95,0-92,4) 93,9 (95,6-92,3) 

Vô 97,8 (98,6-96,6) 98,2 (98,8-97,4) 98,1 (98,8-96,9) 

St%L 12,4 (14,2-10,5) 13,7 (11,4-10,7) 12,8 (16,0-10,1) 

St%Oes 52,1 (55,2-47,3) 51,7 (53,0-48,4) 51,1 (56,7-46,4) 
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análise de PCA (Figura 4) foi possível confirmar a importância desses caracteres para 

a identificação destas três espécies. Na análise em questão, as espécies se 

agruparam em três grupos distintos, ainda que observada sobreposição de indivíduos 

em dois grupos ao mesmo tempo. 

A percentagem da variância explicada pelos dois primeiros componentes 

principais (CP), gerados a partir de medidas de fêmeas das duas espécies, foi 87%. 

O primeiro componente principal (PC1) foi positivo para quatro variáveis (St, Oes, L e 

R) enquanto PC2 foi positivo para R e L. Para M. xenoplax, foi verificada baixa 

variabilidade intraespecífica, enquanto maior variabilidade foi observada entre as 

espécies M. curvatum e M. rusticum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em relação à análise molecular, apenas o protocolo de Powers et al. (2014) 

resultou em amplificação de fragmentos do gene COI.  Nenhum fragmento foi obtido 

a partir do protocolo de Subbotin et a. (2005). Além disso, a eficiência do protocolo foi 

extremamente baixa (20%). Apenas 32 exemplares, provenientes de oito populações, 

tiveram seus fragmentos amplificados e sequenciados (Tabela 8). Seis populações de 

Figura 4. Biplot obtido a partir de dados morfométricos de populações de 

Mesocriconema submetidas à Análise de Componentes Principais (ACP). 

L (comprimento do corpo), St (comprimento do estilete), Oes (comprimento do 

esôfago) e R (número de anéis do corpo). Outros espécimes utilizados na análise 

foram extraídos de Cordero et al. (2012). 
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Santa Catarina e duas do Rio Grande do Sul tiveram indivíduos sequenciados. Os 

produtos gerados pela reação de PCR resultaram em fragmentos de 721 pares de 

base (pb), utilizados para formação da árvore filogenética (Figura 5). 

Apesar da baixa eficiência do protocolo e do reduzido número de exemplares 

sequenciados, a análise das sequências do gene COI corroborou a identificação, a 

priori, pois as espécies identificadas corresponderam à identificação morfológica e 

morfométrica. As sequências de M. xenoplax apresentaram 99,7% de similaridade 

com o indivíduo N9103 (MN711236), assim como as sequências de M. curvatum e M. 

rusticum apresentaram 99,8 e 99,7% de similaridade com os indivíduos TN11 

(MN734383) e N8878 (MN711111), respectivamente. 

 

 

 

 

 

Figura 5. Árvore filogenética calculada a partir do alinhamento de sequências do gene COI 

usando o método Neighbor-Joining. Valores de bootstrap >50% (1.000 repetições) são 

fornecidos nos nós. Discocriconemella limitanea P184026 foi usado como outgroup. Os 

números próximos aos nomes dos espécimes representam o grupo haplotípico e as cores 

representam diferentes espécies. 
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Tabela 8. Códigos dos espécimes de Mesocriconema sequenciados, espécie identificada, amostra de origem e códigos de acesso 

ao GenBank. 

1/Amostra proveniente de pessegueiro.

Espécime Espécie Amostra Código GenBank Espécime Espécie Amostra Código GenBank1/ 

MxB5 M. xenoplax Mayer1/ OP418003 MxB233 M. xenoplax 11 OP431937 

MxB10 M. xenoplax Mayer OP428648 MxB235 M. xenoplax 11 OP431938 

MxB15 M. xenoplax 8 OP431930 MxB236 M. xenoplax 11 OP431939 

MxB20 M. xenoplax 8 OP431931 MxB239 M. xenoplax 11 OP431940 

MxB40 M. xenoplax 369 OP431941 McB53 M. curvatum 378 OP431950 

MxB44 M. xenoplax 369 OP431942 McB200 M. curvatum 9 OP431947 

MxB45 M. xenoplax 369 OP431943 McB203 M. curvatum 9 OP431949 

MxB46 M. xenoplax 378 OP431934 McB208 M. curvatum 9 OP431948 

MxB50 M. xenoplax 378 OP431935 McB221 M. curvatum 7 OP431944 

MxB209 M. xenoplax 9 OP431932 McB223 M. curvatum 7 OP431945 

MxB210 M. xenoplax 9 OP431933 McB224 M. curvatum 7 OP431946 

MxB213 M. xenoplax 7 OP428649 MrB34 M. rusticum 369 OP431951 

MxB216 M. xenoplax 7 OP428652 MrB35 M. rusticum 369 OP431952 

MxB222 M. xenoplax 7 OP428650 MrB167 M. rusticum 2 OP431953 

MxB225 M. xenoplax 7 OP428651 MrB178 M. rusticum 2 OP431954 

MxB232 M. xenoplax 11 OP431936 MrB219 M. rusticum 7 OP431955 
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O agrupamento observado na análise filogenética se mostrou atípico, pois não 

houve tendência de agrupamento por região de origem dos exemplares para nenhuma 

das espécies. Entretanto, observou-se a separação desses indivíduos de acordo com 

o grupo haplotípico, sugerindo uma intensa variabilidade entre essas populações 

dentro de cada espécie.  

 Na análise de diversidade haplotípica foram identificados dez haplótipos 

compartilhados entre as populações, esquematizados pela rede de haplótipos na 

Figura 6. O haplótipo 1 foi formado apenas por indivíduos da espécie M. rusticum, 

provenientes das populações 7 e 369. Da mesma forma, o haplótipo 2 também foi 

representado por esta espécie, mas composto por exemplares da população 2 e 369. 

Os haplótipos 3 e 4 incluíram apenas exemplares de M. curvatum, provenientes das 

populações 7, 9 e 378. Os demais haplótipos foram constituídos pela espécie M. 

xenoplax, porém, foram observados vários passos mutacionais entre os haplótipos 

das diferentes espécies, indicando que a amostragem precisa ser maior para a 

variabilidade ser melhor representada. A partir da rede de haplótipos pode-se observar 

que, mesmo com o número reduzido de indivíduos, algumas das populações 

estudadas apresentam mais de um haplótipo entre os indivíduos que as constituem. 

 Na Figura 7 é possível observar a distribuição dos haplótipos de acordo com o 

local de coleta. Devido ao maior número de indivíduos sequenciados, a população do 

município de Pinheiro Preto (amostra 7; Tabela 8) apresentou a maior variabilidade, 

sendo representada por oito dos dez haplótipos identificados. Por outro lado, apenas 

um haplótipo foi identificado na população do município de Videira (amostra 2), na 

qual apenas dois exemplares foram sequenciados. Nas populações de Tangará 

(amostra 11) e Caxias do Sul (amostra 369) foram identificados cinco haplótipos para 

cada e que as duas populações compartilham o haplótipo 10. Similarmente, uma 

população de Pinheiro Preto compartilha os mesmos haplótipos com as populações 

dos demais municípios, exceto de Videira. Diversidade haplotípica também foi 

observada para a população proveniente de plantas de pessegueiro, onde dois 

haplótipos foram identificados (H9 e H10). 
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Os resultados deste estudo corroboram, em parte, com os resultados relatados 

por Divers (2018), onde foram identificadas, morfológica e morfometricamente, 6 

espécies. Neste estudo não foram identificadas as espécies M. sphaerocephalum, 

M. ornatum e mais sete espécies indefinidas, as quais possivelmente se tratava de 

morfoespécies, como relatado por Powers et al., (2014), o que pode ser explicado, em 

parte, pelo número de exemplares sequenciados.  

O gênero Mesocriconema até hoje é alvo de discussões entre os taxonomistas 

devido à grande similaridade entre as espécies que o compõem (OLSON et al., 2017). 

A reprodução neste gênero ocorre por partenogênese mitótica e os machos são 

extremamente raros (BRZESKI; LOOF; CHOI, 2002). Acredita-se que os machos de 

Mesocriconema desempenhem pouco ou nenhum papel na reprodução e que 

genomas mitocondriais e nucleares sejam herdados clonalmente, sendo a 

partenogênese assumida como a forma primária de reprodução deste gênero 

(POWERS et al., 2014). 

 M

2

7

8

9

11

369

378

Populações

Figura 6. Rede de haplótipos gerada a partir de sequências do gene COI de três 

espécies de Mesocriconema. Grupos de haplótipos (H) são representados como 

círculos (nós) e o tamanho de cada nó é proporcional ao número de indivíduos que 

compartilham o mesmo haplótipo.  A coloração do nó representa cada população. Nós 

em preto são vetores médios e indicam haplótipos não detectados e separados por 

mutações. Os valores (em vermelho) nos ramos indicam o número de mutações entre 

os haplótipos. Na barra de cores, cada população é representada por uma cor. 



36 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Distribuição dos haplótipos nas áreas amostradas. Cada círculo representa uma amostra e seu tamanho é proporcional ao 

número de indivíduos que o compõem. Na barra de cores, cada cor representa um haplótipo. A) Garibaldi. B) Caxias do Sul. C) Pelotas. 

D) Pinheiro Preto. E) Tangará. F) Videira. 

H1
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H4
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Em gêneros como Mesocriconema, a reprodução assexuada é geralmente 

considerada como um beco sem saída evolutivo, e as dificuldades para as linhagens 

se adaptarem ao ambiente são significativamente maiores devido à possível falta de 

plasticidade genética (CASTAGNONE-SERENO; DANCHIN, 2014). No entanto, ao 

contrário das espécies sexuais, as espécies de nematoides-anelados, partenogênicas 

mitóticas, são notavelmente difundidas e polífagas, com capacidade de parasitar uma 

ampla gama de hospedeiros (SCHREINER; ZASADA; PINKERTON, 2012; POWERS 

et al., 2014). Embora isso possa refletir, em parte, na estabilidade dos ambientes 

agrícolas, o extremo sucesso parasitário dessas espécies clonais aponta-as como um 

paradoxo evolutivo notável em relação às teorias atuais sobre os benefícios da 

reprodução sexuada e pode ser um caminho para entender os eventos de especiação 

em um grupo onde cada vez mais são descobertas novas espécies (CASTAGNONE-

SERENO; DANCHIN, 2014). Embora o gênero Mesocriconema ainda careça de 

estudos, sabe-se que para outros fitonematoides, com o mesmo tipo de reprodução, 

a maior parte do genoma é composta por pares de segmentos homólogos que, 

presumivelmente, evoluíram independentemente da ausência de recombinação 

sexual (BIRD et al., 2015). Juntamente com estudos recentes sobre outros sistemas 

biológicos, esta observação sugere que a inovação funcional poderia emergir de uma 

arquitetura de genoma tão peculiar, que pode, por sua vez, explicar as capacidades 

adaptativas desses parasitas assexuados (NYGUYEN, 2018). 

Estudos realizados por De Ley et al. (2005) indicaram que populações de 

Mesocriconema no sul da Califórnia eram geneticamente heterogêneas, com 

diferenciação entre as populações costeiras e internas, que poderiam se correlacionar 

com diferenças na capacidade reprodutiva nas variedades de porta-enxertos 

plantadas nas áreas de coleta das populações. Similarmente, Cordero, Robbins e 

Szalanski (2012) relataram elevada variação morfométrica entre as populações de M. 

xenoplax de diferentes regiões e espécies hospedeira. Entre as nove populações 

estudadas no estudo em questão, todas mostraram-se morfometricamente distintas, 

ainda que dentro da faixa de delimitação de M. xenoplax. Resultados semelhantes 

foram observados no presente estudo, onde variações morfométricas marcantes 

foram observadas entre as populações desta espécie.  

É importante salientar o quão difícil é a identificação de espécies de 

Mesocriconema, devido aos táxons intimamente relacionados, ou seja, as diferenças 

entre as espécies são tão pequenas que chegam a colocar em questão se alguns 
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indivíduos realmente se trata de outra espécie ou são morfotipos, indivíduos com 

variações morfológicas pertencentes a uma mesma espécie (CORDERO; ROBBINS; 

SZALANKI, 2012; KAUR; TRAKUR; KHAN, 2012). Há uma estimativa de 487 espécies 

válidas na família Criconematidae, de acordo com a última revisão, o que dificulta mais 

ainda o estabelecimento de limites entre elas (GERAERT, 2010). Assumindo que a 

distinção morfológica é o critério usado para estabelecer estas espécies, a perspectiva 

de que cada morfoespécie comporia novas espécies, resultaria em um aumento 

expressivo no número de espécies em um táxon que já se presume ser "hiperdiverso" 

(PUILLANDRE et al., 2012; DEY et al., 2013).  

Powers et al. (2014) mencionaram que algumas das espécies do gênero 

Mesocriconema, consideradas cosmopolitas em sua distribuição, são na verdade, 

agrupamentos polifiléticos multiespecíficos e uma avaliação precisa das distribuições 

das espécies deste gênero deve ser realizada para melhor compreensão da 

variabilidade genética deste grupo de nematoides. No referido estudo os autores 

obtiveram sucesso na amplificação de 242 espécimes, porém não forneceram 

informações a respeito da eficiência do protocolo para amplificação do DNA 

mitocondrial (mtDNA) nas populações estudadas. No presente estudo, o protocolo 

proposto pelos autores demostrou baixa eficiência e, entre os fatores que podem ter 

contribuído para este resultado é o acesso ao DNA alvo, visto que após a eletroforese 

em gel de agarose, foi possível observar grande quantidade de primers, sugerindo 

que estes não anelaram ao fragmento alvo e não houve amplificação. Considerando 

a localização do mtDNA, fica subentendido a dificuldade de acesso aos fragmentos 

alvo, pois são moléculas extranucleares, localizadas no interior das mitocôndrias e 

protegidas pela membrana interna da matriz mitocondrial. Diante disso, novos 

protocolos precisam ser desenvolvidos e testados para aplicação em estudos de 

diversidade genética em criconematídeos.  

Quanto aos caracteres morfológicos, as maiores dificuldades para delimitar as 

espécies foi observada para M. curvatum, pois grande variação entre os caracteres 

foi constatada. Seguindo o estudo de Powers et al. (2014) como modelo, os autores 

também relataram esta dificuldade. Além disso, não está claro na literatura 

taxonômica quais as características diagnósticas delimitam M. curvatum das demais, 

observando-se, muitas vezes, a sobreposição de caracteres. Segundo a descrição 

original de M. curvatum, uma das características mais importantes é a observação dos 

lobos submedianos, os quais possuem formato cônico e o primeiro anel labial dividido 



39 
 

em placas labiais irregulares. Porém, estas características somente são visualizadas 

por meio de microscopia de varredura, técnica não utilizada no presente estudo. 

Segundo Brzeski, Loof e Choi (2002), a separação de M. xenoplax é baseada 

no estilete mais curto de M. curvatum e no formato da vagina (reta) de M. curvatum 

versus a forma da vagina sigmoide associada a M. xenoplax. A cauda é descrita como 

variável, mais ou menos arredondada com a ponta cônica. Geraert (2010) também 

relatou que os juvenis apresentaram margens anelares irregulares, mas os adultos 

podem apresentar margens lisas.  

Mesocriconema rusticum é uma espécie cosmopolita e geralmente está 

associada à vegetação de cobertura (WOUTS, 2006). Segundo Powers et al., (2014), 

a espécie pode ser confundida com M. discus devido às similaridades na região labial 

das duas espécies, principalmente a presença de grandes lobos submedianos de 

truncados. Alguns autores consideram que o formato da cauda pode ser utilizado para 

delimitar estas duas espécies, onde M. rusticum apresenta terminação truncada e uma 

leve curvatura dorsal. Por outro lado, o formato do lábio anterior da vulva difere de M. 

xenoplax, não sendo observado lóbulos arredondados como nesta última. 

Apesar de confirmada a separação das espécies pela análise filogenética, o 

agrupamento gerado não foi claro o suficiente para entender as relações entre as 

populações, provavelmente devido ao reduzido número de exemplares representante 

de cada população, refletindo na formação dos grupos. Adicionalmente, um maior 

número de exemplares precisa ser incluído nesta análise, assim como na análise de 

diversidade de haplótipos para que os resultados se tornem mais representativos para 

as regiões amostradas. 

É bastante provável que amostragens adicionais de Mesocriconema continuem 

a revelar alta variabilidade inter e intraespecífica entre os criconematídeos associados 

ao declínio e morte da videira no Sul do Brasil, visto os diversos ambientes que estes 

parasitas ocorrem. Isto não seria inesperado. Além disso, os caracteres utilizados para 

delimitar as espécies necessitam de revisão. Análises moleculares em alguns táxons 

de nematoides bem estudados, como Caenorhabditis (KIONTKE et al. 2011) e 

Globodera (HANDOO et al. 2012) revelaram variações que forçaram a reconsideração 

dos caracteres diagnósticos. No caso do Mesocriconema, a variação morfológica em 

caracteres diagnósticos-chave dentro das espécies e a sobreposição de caracteres 

morfológicos entre elas cria grandes dificuldades na identificação e no 

reconhecimento dos limites. Exemplos óbvios incluem a variação do grau de crenação 
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nas margens anulares, o lábio anterior da vulva e a interpretação da forma da vagina. 

Esses caracteres diagnósticos precisam ser sistematicamente reavaliados dentro do 

contexto de agrupamentos derivados molecularmente para realizar plenamente o 

conteúdo de informação das unidades taxonômicas. Essa percepção, por sua vez, 

permitirá que a taxonomia de nematoides se integre melhor e contribua para questões 

de biodiversidade. 

 

2.4. Conclusões 

 

Diferentes espécies de Mesocriconema estão associadas à vinhedos em 

declínio nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, entre elas, M. xenoplax, 

M. curvatum e M. rusticum.  

Os caracteres diagnósticos das espécies do gênero Mesocriconema precisam 

ser revistos a fim de determinar o limite entre as espécies. 

Existe variabilidade inter e intraespecífica entre as espécies detectadas, porém 

há necessidade de maior representatividade das populações. 

Novos protocolos para amplificação do mtCOI precisam ser testados para 

criconematídeos.  
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3. CAPÍTULO II. Respostas bioquímicas e reação de genótipos de videira 

frente ao nematoide-anelado (Mesocriconema xenoplax) e interação com 

Ilyonectria macrodidyma  

 

3.1. Introdução 

 

A viticultura é, sem dúvidas, uma das atividades agrícolas de maior relevância 

na região Sul do Brasil (CONAB, 2020). Entretanto, diversos fatores limitantes ao seu 

cultivo impedem a obtenção de índices satisfatórios de produtividade, entre eles, 

problemas fitossanitários associados aos fitonematoides, fungos causadores de 

doenças do tronco da videira (DTV) e a pérola-da-terra (Eurhizococcus brasiliensis 

Wille, 1922) (RUMBOS et al., 2001; CAVALCANTI et al., 2013; BOTTON et al., 2020).  

Historicamente, os viticultores desta região enfrentam problemas de 

mortalidade de videiras, os quais se intensificaram entre as décadas de 1980 e 1990, 

quando o cultivo apresentou diminuição considerável da área plantada e registros de 

muitos casos de perdas de vinhedos inteiros (SHUCK et al., 1993; MENEZES-NETTO 

et al., 2016). A redução da área cultivada e do grande número morte de plantas foi 

atribuída a síndrome conhecida como declínio e morte da videira (DMV), um problema 

caracterizado pela morte acentuada de plantas, as quais apresentam sintomas de 

clorose internerval, redução de vigor e entrenós curtos. De etiologia complexa, o DMV 

tem sido associado a fatores bióticos e abióticos e, entre os fatores bióticos está o 

nematoide-anelado (Mesocriconema xenoplax [Raski, 1952] Loof & De Grisse, 1989) 

e fungos causadores de doenças do troco da videira (GARRIDO et al., 2004; GOMES; 

CAMPOS; COSTA, 2009; CAVALCANTI et al., 2013; DIVERS et al., 2019). 

Fungos causadores de DTV, principalmente do gênero Cylindrocarpon 

(teleomorfo Ilyonectria), também têm sido associados a vinhedos em declínio, porém 

pouco se sabe a respeito da interação entre estes agentes e fitonematoides no 

desenvolvimento do DMV. Acredita-se que as lesões provocadas pelos nematoides 

durante a alimentação nas raízes atuem como aberturas para a entrada de outros 

patógenos. Na Nova Zelândia, Bleach, Jones e Jaspers (2007) relataram a presença 

de Cylindrocarpon macrodidymum Schroers, Halleen & Crous (Teleomorfo: 

Ilyonectria), Cylindrocarpon destructans (Zinssm.) Scholten e Cylindrocarpon 
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liriodendri MacDon. & Butler, agentes etiológicos do pé-preto da videira, em 87% das 

plantas em declínio, com prevalência do primeiro (36%). No Brasil, Garrido et al. 

(2004) identificaram sete gêneros, sendo Cylindrocarpon Wollenw., 1913 o de maior 

frequência, assim como Santos et al. (2014a, 2014b) relataram a ocorrência de 

Ilyonectria macrodidyma (Halleen, Schroers & Crous) Chaverri & Salgado, Ilyonectria 

robusta (Hildebr.) Cabral & Crous e Cylindrocarpon pauciseptatum Schroers & Crous 

em plantas sintomáticas. Entretanto, estes estudos não fazem menção a presença de 

fitonematoides. 

Como capitulado anteriormente, várias espécies de fitonematoides já foram 

relatadas parasitando plantas de videira, como diversas espécies do nematoide-das-

galhas (Meloidogyne Goeldi, 1982), o nematoide-anelado (M. xenoplax), algumas 

espécies do nematoide-adaga (Xiphinema Cobb, 1913), o nematoide-dos-citros, 

(Tylenchus semipenetrans Cobb, 1913), e o nematoide-das-lesões-radiculares 

(Pratylenchus Thorne, 1949) (PINKERTON et al., 1999; WALKER; STIRLING, 2008; 

GOMES; CAMPOS; COSTA, 2009; ASKARY et al., 2018; DIVERS et al., 2019). Na 

literatura nematológica, alguns estudos demostraram que estes parasitas afetam o 

desenvolvimento de doenças e a expressão de sintomas em uma variedade de 

patossistemas (POWELSON; ROWE, 1993; LA MONDIA, 2003; CAO et al., 2006), 

porém, durante o levantamento bibliográfico ora realizado, constatou-se que os dados 

são extremamente exíguos e antigos sobre suas interações com Ilyonectria spp. 

(HASTINGS; BOSHER, 1938; BOOTH; STOVER, 1974; SUTHERLAND, 1977).  

 Em relação a reação de genótipos de videira frente aos fitonematoides, 

expressa em termos de resistência/suscetibilidade, há um significativo número de 

estudos disponíveis, produzidos principalmente no exterior, mais comumente nos 

Estados Unidos. Entretanto, no Brasil e no exterior, tais estudos priorizam a 

caracterização da reação a espécies do nematoide-das galhas (Meloidogyne spp.) 

(ANWAR; McKENRY, 2002; FERRIS; ZHENG; WALKER, 2012; GOMES; 

SOMAVILLA; QUECINI, 2014; VEGA-CALLO; TAMO-ZEGARRA; BELLÉ, 2021), 

sendo raros os estudos envolvendo a reação a M. xenoplax. Por conseguinte, 

informações sobre a reação dos principais genótipos utilizados na viticultura brasileira 

frente ao nematoide-anelado ainda são seriamente escassos. 

 Ainda em relação a M. xenoplax, os poucos estudos disponíveis na literatura 

evidenciam divergência na reação dos genótipos avaliados, caracterizando-se como 

resistentes em um estudo (PINKERTON et al., 2005; McKENRY; ANWAR, 2006) e 
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como suscetíveis em outro (FERRIS; ZHENG; WALKER, 2012). Ademais, o impacto 

deste nematoide no crescimento e produtividade de videiras ainda é pouco 

compreendido, pois os estudos envolvendo este patossistema não mencionam 

alterações nos parâmetros de desenvolvimento das plantas, perdas ou as alterações 

bioquímicas por ele desencadeadas, baseando-se apenas no fator reprodutivo do 

nematoide (RASKI; RADEWALD, 1958; PINKERTON et al. 1999; SCHREINER; 

ZASADA; PINKERTON, 2012; FORGE et. al, 2020). 

No que concerne aos fitonematoides endoparasitas sedentários, alterações 

bioquímicas são bem conhecidas, principalmente em relação a atividade de enzimas 

antioxidantes, como peroxidase (POX), superóxido dismutase (SOD), ascorbato 

peroxidase (APX), catalase (CAT) e polifenoloxidase (PPO) (SUNDARARAJU; 

PANDISUBA, 2006; KESBA; EL-BELTAGI, 2012; LOBNA et al., 2017; PANDEY, 

2020). Por outro lado, não existem dados sobre as alterações bioquímicas 

desencadeadas durante a interação de genótipos de videira e um ectoparasita como 

M. xenoplax. 

 Diante do cenário exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a 

reação de genótipos e respostas bioquímicas de Vitis spp. utilizados na região Sul do 

Brasil frente ao nematoide-anelado, assim como analisar o efeito da interação entre 

M. xenoplax e I. macrodidyma na predisposição de plantas ao declínio. 

 

3.2. Material e Métodos 

 

Os estudos descritos a seguir foram realizados nos Laboratórios de Fisiologia 

Vegetal e Fitopatologia da Embrapa Clima Temperado e de Bioquímica Vegetal da 

Universidade Federal de Pelotas e com o setor de propagação de porta-enxertos e 

cultivares de videira da Embrapa Uva e Vinho. 

 

3.2.1. Reação de genótipos de videira a Mesocriconema xenoplax 

 

O ensaio de reação foi realizado sob condições de casa de vegetação, no 

período de 02/04/2020 a 10/12/2021, nas instalações da Embrapa Clima Temperado, 

Pelotas/RS (31°40'53.16"S 52°26'23.60"W; 58 m de altitude).  
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 O material vegetal utilizado foi produzido através de micropropagação de 

estacas e cultura de tecidos pelo Laboratório de Cultura de Tecidos da Embrapa Uva 

e Vinho (Bento Gonçalves/RS), cujas mudas foram provenientes de 11 porta-enxertos 

(R99, Harmony, Kober 5BB, IAC 313 Tropical, Paulsen 1103, Salt Creek, Gravesac, 

VR 043-43, IBCA125, 548-44 e 1111-21) e três cultivares copa (Chardonnay, Bordô e 

Niagara Rosada) de videira, cujos progenitores estão apresentados na Tabela 9. 

 

Tabela 9. Porta-enxertos e cultivares copa de videira e seus respectivos parentais. 

 

 

As mudas dos diferentes genótipos foram transplantadas, individualmente, em 

vasos de polietileno com capacidade de 5L, contendo solo esterilizado. Uma 

população pura, previamente identificada como M. xenoplax, procedente de vinhedos 

em declínio e mantida em plantas de pessegueiro cv Chimarrita, foi utilizada como 

inóculo. Decorridos 20 dias do transplante das mudas, o solo de cada vaso foi 

infestado com 1000 espécimes (População inicial-Pi) de M. xenoplax, adicionando-se 

60g de solo infestado em uma abertura no solo próximo as raízes, redor de cada 

muda.  

Genótipo Parentais 

Paulsen 1103 Vitis berlandieri x Vitis rupestris 

IAC 313 Tropical Vitis riparia x Vitis rupestris x Vitis cinerea 

Salt Creek Vitis champinii 

Gravesac 161-49 (V. riparia x V. berlandieri) x 3309 C (V. riparia x V. rupestris) 

VR 043-43 Vitis rotundifolia x Vitis vinífera 

IBCA125 Isabel (V. labrusca) x Carlos (V. rotundifolia) 

548-44 Isabel (V. labrusca) x Magnolia (V. rotundifolia) 

1111-21 Seyve Villard (V. vinifera) x Magnolia (V. rotundifolia) 

Kober 5BB Vitis berlandieri x Vitis riparia 

R99 Vitis berlandieri x Vitis rupestris 

Harmony V. champinii x V. vinifera x V. riparia x V. labrusca 

Bordô Vitis labrusca 

Chardonnay Vitis vinifera 

Niagara Rosada Vitis labrusca 
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O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 

14x2 (14 genótipos, inoculado ou não), com seis repetições para cada tratamento. As 

plantas foram mantidas em casa de vegetação (25 ± 2ºC) por um período de 252 dias, 

sendo monitoradas diariamente quanto a necessidade de água e tratamentos 

culturais. Para comparação dos danos causados pelo nematoide, plantas não 

inoculadas foram mantidas sob as mesmas condições. 

 

3.2.1.1. Prospecção dos danos causados por M. xenoplax  

 

Decorridos 252 dias da inoculação (DAI), amostras de folhas e pecíolos foram 

coletadas, pesadas e acondicionadas em freezer (-20ºC) para as análises 

bioquímicas. Em seguida, as plantas foram retiradas dos vasos e avaliadas quanto 

aos teores de clorofila total e carotenoides, peso fresco da parte aérea e peso fresco 

de raízes. Os teores de clorofila total e carotenoides foram avaliados pelo método do 

dimetilsulfóxido (DMSO), descrito no próximo item.  

O solo de cada tratamento foi coletado, homogeneizado e, uma alíquota de 

250cm³ foi utilizada para extração dos nematoides pelo método de peneiramento e 

flotação centrífuga em solução de sacarose (JENKINS, 1964). Em seguida, a 

contagem dos nematoides foi realizada sob microscópio estereoscópio (Impac Tokyo), 

obtendo-se uma estimativa da população final (Pf) para a determinação do fator de 

reprodução do nematoide (FR = Pf/Pi) (OOSTENBRINK, 1966). Adicionalmente, a 

reação dos genótipos foi classificada de acordo com os valores de FR, considerando-

se como resistentes, aqueles cujo nematoide apresentou FR<1,00, imunes, aqueles 

onde não houve reprodução do nematoide (FR=0) e suscetíveis aqueles com FR>1,00 

(OOSTENBRINK, 1966). 

Quanto às análises bioquímicas, foram avaliados os teores de carboidratos 

totais, proteínas totais e a atividade específica das enzimas peroxidase, 

polifenoloxidase, catalase, superóxido dismutase, ascorbato peroxidase, fenilalanina 

amônia-liase e ɓ-1,3-glucanase, conforme descrito nos itens seguintes. 

 

3.2.1.2. Determinação dos teores de pigmentos fotossintéticos 

 

Os teores de pigmentos fotossintéticos foram avaliados pelo método do DMSO, 

proposto por Wellburn (1994). Para extração dos pigmentos, discos foliares com 
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1,77cm² foram obtidos de folhas jovens e completamente expandidas de cada 

repetição. Em seguida, uma alíquota de 7mL de solução de DMSO (C2H6OS), 

saturada com carbonato de cálcio (CaCO3), foi adicionada a tubos de ensaio 

previamente identificados. Um disco foliar de cada repetição foi adicionado ao tubo 

correspondente, seguindo para incubação em banho-maria a 65ºC por 30 minutos, 

até que o disco foliar estivesse completamente transparente. Durante a incubação, os 

tubos foram vedados para evitar a evaporação da solução de DMSO. Após esse 

período, os tubos foram mantidos no escuro até atingir a temperatura ambiente. 

As leituras das absorbâncias foram realizadas nos comprimentos de onda de 

480nm, 649nm e 665nm em espectrofotômetro Bel Photonics, modelo 1105 (nível de 

resolução de 1 a 4nm) para determinação dos teores de clorofila a, b, total e 

carotenoides. Os teores de clorofila e carotenoides foram expressos em mg de 

clorofila ou carotenoides por grama de matéria fresca. 

 

3.2.1.3. Determinação da atividade da peroxidase (EC 1.11.1.7) 

 

A determinação da atividade da enzima peroxidase (PO) foi realizada por meio 

do método proposto por Campos e Silveira (2003). Para obtenção dos extratos, as 

amostras de folhas congeladas (500mg) foram trituradas em almofariz com pistilo com 

10 mL de tampão fosfato 0,05 M (pH 7,0) e 1mg de polivinilpirrolidona a 2% (PVP10). 

O homogeneizado foi filtrado à vácuo e centrifugado a 6000 rpm em temperatura entre 

0ºC e 4ºC por 30 minutos e, em seguida, o extrato bruto foi coletado em tubos de 

material acrílico (20mL) e acondicionado em gelo para utilização como fonte 

enzimática.  

Para a reação, em tubos de ensaio previamente identificados, foram pipetados 

2,5mL de tampão citrato (pH 5,0), contendo solução de fosfato de sódio dibásico 0,2M 

(NaH2PO4) e ácido cítrico 0,1M (C6H8O7) (pH 5,0); 1,5mL do extrato enzimático, 

0,25mL de solução de guaiacol (C7H8O2) a 0,5% e 0,25mL de peróxido de hidrogênio 

(H2O2) a 3%, homogeneizados em agitador vórtex e incubados em banho-maria a 

30ºC por 15 minutos. Após a incubação, os tubos foram para banho de gelo e uma 

alíquota de 0,25mL de solução de meta-bissulfito de sódio (Na2S2O5) a 2% foi 

adicionada ao sistema de reação. Em seguida, os tubos foram agitados e mantidos 

em repouso por 10 minutos em temperatura ambiente para paralisar a reação.  
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As leituras das absorbâncias foram realizadas no comprimento de onda de 

450nm, em espectrofotômetro Shimadzu, modelo UV - 1601PC. Como controle para 

a reação enzimática, foi utilizada água deionizada. A atividade enzimática específica 

foi expressa em unidade enzimática (U.E) por minuto por mg de proteína. 

 

3.2.1.4. Determinação da atividade da polifenoloxidase (EC 1.10.3.1) 

 

A atividade da enzima polifenoloxidase (PFO) foi determinada de acordo com 

Campos e Silveira (2003). Para obtenção dos extratos, o método foi o mesmo descrito 

anteriormente para a enzima peroxidase (item 3.2.4), diferenciando apenas nas 

etapas de reação e leitura. Para a reação, em tubos previamente identificados, foram 

adicionados 3,6mL de tampão fosfato 0,05M (pH 6,0), 1mL do extrato bruto e 0,1mL 

de solução de catecol 0,1M (C6H6O2), homogeneizados em agitador vórtex por quinze 

segundos e incubados em banho-maria a 30ºC por 60 minutos. Após a incubação, os 

tubos foram imediatamente para o banho de gelo e uma alíquota de 0,20mL de 

solução de ácido perclórico (HClO4) a 6,9% foi adicionada ao sistema de reação. Em 

seguida, os tubos foram novamente agitados e mantidos em repouso por 10 minutos 

em temperatura ambiente para paralisar a reação.  

As leituras das absorbâncias foram realizadas no comprimento de onda de 

395nm, em espectrofotômetro Shimadzu, modelo UV - 1601PC. Como controle para 

a reação enzimática, foi utilizada água deionizada. A atividade enzimática específica 

foi expressa em unidade enzimática (U.E) por minuto por mg de proteína. 

 

3.2.1.5. Determinação da atividade da fenilalanina amônia-liase (EC 4.3.1.5) 

 

A atividade da enzima fenilalanina amônia-liase (FAL) foi determinada de 

acordo com método proposto por Hyodo e Yang (1971) com modificações de Campos 

et. al. (2003). O extrato enzimático foi obtido por meio da maceração de 500 mg de 

folhas congeladas, diretamente no tubo de centrífuga, em banho de gelo. Ao tubo com 

material vegetal, foi adicionado 1mL de tampão borato0,05 M (pH 8,5), composto de 

ácido bórico 0,1 M (H3BO3), cloreto de potássio 0,1M (KCl), hidróxido de sódio 0,1 N 

(NaOH), polivinilpirrolidona 10 (PVP10) e ɓ-mercaptoetanol (HSCH2CH2OH), 

procedendo a maceração. Em seguida, uma alíquota de 7mL de tampão borato 
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(pH 8,5) foi adicionada ao material macerado, totalizando 8mL. O material foi 

centrifugado a 6000 rpm em temperatura entre 0 e 4°C, por 30 min e o sobrenadante 

filtrado em algodão, à vácuo e em banho de gelo. O extrato filtrado foi recolhido e 

acondicionado no gelo para posterior leitura, realizada no mesmo dia. 

O sistema de reação para o procedimento de leitura consistiu em 4mL de 

tampão borato (pH 8,5), 0,25mL do extrato (água deionizada para prova em branco) 

e 0,06mL de solução de fenilalanina 100mM, seguido de agitação em vórtex. A reação 

foi conduzida por meio de incubação em banho-maria a 40°C, por 60 minutos. Após a 

incubação, os tubos foram novamente agitados em vórtex e mantidos em repouso por 

5 minutos para completar a reação. 

As leituras das absorbâncias foram realizadas contra uma curva padrão, 

imediatamente após o período de repouso, no comprimento de onda de 290nm, em 

espectrofotômetro Shimadzu, modelo UV - 1601PC. A atividade enzimática específica 

foi expressa em unidade enzimática (U.E), por hora, por mg de proteína. 

 

3.2.1.6. Determina«o da atividade da ɓ-1,3-glucanase (EC 3.2.1.6) 

 

A atividade da ɓ-1,3-glucanase (ɓ-GLU) foi determinada de acordo com método 

proposto por Abeles e Forrence (1970) com modificações de Campos (2009). Para 

obtenção dos extratos, 500mg de pecíolos de cada repetição foram macerados em 

almofariz com pistilo, em tampão citrato 0,1M (pH 5,4) gelado, contendo ácido cítrico 

(C6H8O7), citrato de sódio (Na3C6H5O7), ácido ascórbico (C6H8O6) e ɓ-mercaptoetanol 

(HSCH2CH2OH). O homogeneizado foi centrifugado a 15000rpm por 45min em 

temperatura entre 0 e 4°C e, ao final da centrifugação, o sobrenadante foi coletado, 

transferido para tubos de material acrílico e acondicionado em freezer (-20ºC). 

 Na etapa de precipitação da enzima, uma alíquota de 0,5mL do extrato foi 

transferida para tubos de ensaio identificados, juntamente com 1mL de acetona 

gelada (-20°C), seguida de agitação em vórtex e incubação em freezer (- 20°C) por 

30 minutos. A suspensão foi centrifugada a 15000rpm por 30min a temperatura de 

- 4  e 0ºC e os precipitados sedimentados foram secos a vácuo por 48 horas, em 

temperatura ambiente. 

 Para a etapa de leitura, o sistema de reação foi composto pelo precipitado seco, 

ressuspenso em 62,5µL de tampão acetato 0,05M (pH 5,2), contendo ácido acético 

(CH3COOH) e acetato de sódio anidro (NaC2H3O2), seguido de agitação em vórtex. 
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Ao sistema de reação também foi adicionada uma alíquota de 0,1mL da solução de 

laminarina 4%, seguindo para incubação em banho-maria (40ºC) por 10 minutos. A 

reação foi interrompida pela adição de 375µL do reagente dinitrosalicilato, contendo 

ácido dinitrosalicílico (C7H4N2O7), hidróxido de sódio (NaOH) e tartarato duplo de sódio 

e potássio (KNaC4H4O6·4H2O); e incubação em banho-maria fervente (100ºC) por 

5 minutos. Após a incubação, as amostras seguiram imediatamente para banho de 

gelo. A solução colorida, resultante da reação, foi diluída em 4,5mL de água 

deionizada e agitada em vórtex.  

As leituras das absorbâncias foram realizadas contra uma curva padrão, no 

comprimento de onda de 500nm, em espectrofotômetro Shimadzu, modelo UV - 

1601PC. A atividade enzimática específica foi expressa em µmol de glicose por mg 

de proteína. 

 

3.2.1.7. Determinação da atividade da catalase (EC 1.11.1.6) 

 

A determinação da atividade da enzima catalase (CAT) foi realizada de acordo 

com métodos propostos por Beers e Sizer (1952) e Azevedo-Neto et al. (2006), por 

meio da taxa de oxidação do peróxido de hidrogênio (H2O2). Os extratos foram obtidos 

por meio da maceração de 500mg de folhas em almofariz com pistilo, adicionando 

nitrogênio líquido, polivinilpirrolidona 10 (PVP10) e tampão fosfato de potássio 100mM 

(pH7,8), contendo fosfato de potássio monobásico (KH2PO4), fosfato de potássio 

dibásico (K2HPO4), ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,1mM (C10H16N2O8) e 

ácido ascórbico 10mM (C6H8O6). O homogeneizado foi centrifugado a 13000 rpm por 

20min a 4ºC e o sobrenadante coletado e acondicionado em freezer (-20ºC).  

As reações foram conduzidas em microplacas de polimetilmetacrilato (PMMA), 

contendo 10µL do extrato enzimático e 170µL de tampão fosfato de potássio 100mM 

(pH 7,0), seguida de incubação a 28ºC por 5 minutos. A reação foi ativada por meio 

da adição de 20µL solução de peróxido de hidrogênio 12,5mM (H2O2) no momento da 

leitura, seguida de agitação por 5 segundos. 

As absorbâncias foram obtidas por leitura cinética (5 em 5 segundos, durante 

2 minutos) no comprimento de onda de 240nm, em leitora de microplacas SpectaMax, 

modelo M3. A atividade enzimática específica foi expressa em µmol de peróxido de 

hidrogênio, por minuto, por mg de proteína. 
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3.2.1.8. Determinação da atividade da ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.1) 

 

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada de acordo com 

métodos propostos por Nakano e Asada (1981) e Azevedo-Neto et al. (2006), 

utilizando ascorbato de sódio como substrato. Para obtenção dos extratos, o método 

foi o mesmo descrito anteriormente para a enzima catalase, diferenciando apenas nas 

etapas de incubação e leitura. 

As reações foram conduzidas em microplacas de polimetilmetacrilato (PMMA), 

contendo 10µL do extrato enzimático, 200µL de tampão fosfato de potássio 100mM 

(pH 7,0), 140µL ascorbato de sódio 0,5mM (C6H7NaO6) e 50µL peróxido de hidrogênio 

0,1mM (H2O2), seguida de incubação a 28 ºC por 5min.  

As absorbâncias foram obtidas por leitura cinética (10 em 10 segundos, durante 

2 minutos) no comprimento de onda de 290nm, em leitora de microplacas SpectaMax, 

modelo M3. A atividade enzimática específica foi expressa em µmol de ascorbato, por 

minuto, por mg de proteína. 

 

3.2.1.9. Determinação da atividade da superóxido dismutase (EC 1.15.1.1) 

 

A atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo 

com métodos propostos por Giannopolitis e Ries (1977) e Azevedo-Neto et al. (2006) 

pela capacidade da enzima em inibir a fotorredução do azul de nitrotetrazólio (NBT). 

Para obtenção dos extratos, o método foi o mesmo descrito anteriormente para a 

enzima catalase, diferenciando apenas nas etapas de incubação e leitura. 

As reações foram conduzidas em microplacas de polimetilmetacrilato (PMMA), 

contendo 10µL do extrato enzimático, 100µL de tampão fosfato de potássio 100mM 

(pH 7,8), 2µL de EDTA 0,1 µM, 40µL de metionina 14mM (C5H11NO2S), 2µL de 

riboflavina 2 µM (C17H20N4O6), 15µL de azul de nitrotetrazólio 75 µM e 31µL de água 

MilliQ. A reação foi ativada por meio da iluminação das amostras em uma caixa de 

poliestireno branco, fechada, contendo uma lâmpada fluorescente tipo U (6400k E-27 

25 W 3u), durante 10 minutos. Para cada microplaca foi realizado um controle escuro 

(todos os reagentes, sem amostra e sem exposição a luz) e um controle claro (todos 

os reagentes, sem amostra e expostos a luz). 
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As leituras das absorbâncias foram realizadas, no comprimento de onda de 

560nm, em leitora de microplacas SpectaMax, modelo M3. A atividade enzimática 

específica foi expressa em unidade enzimática (U.E) por minuto por mg de proteína. 

 

3.2.1.10. Determinação de proteínas totais 

 

A concentração de proteínas totais foi determinada pelo método proposto por 

Bradford (1976). Para obtenção dos extratos, 500mg de folhas de cada repetição 

foram macerados em almofariz com pistilo, em 0,5mL de tampão Tris-HCl 0,1 M (pH 

7,5) gelado, contendo Tris-(hidroximetil)-aminometano (C4H11NO3), ácido clorídrico 

(HCl) 25%, polivinilpirrolidona 10 (PVP10) e ɓ- mercaptoetanol (HSCH2CH2OH); 

adicionando uma alíquota de 9,5 mL de tampão Tris-HCl ao final da maceração. O 

homogeneizado foi filtrado em algodão e a vácuo, centrifugado a 6000rpm por 30 

minutos a temperatura entre 0 e 4°C e, em seguida, o sobrenadante foi coletado, 

transferido para tubos de material acrílico e acondicionado em freezer (- 20ºC). 

Para a etapa de leitura, em tubos de ensaio identificados, foi adicionada uma 

alíquota de 100µL do extrato e 5mL do reagende de Bradford, contendo azul brilhante 

de Coomassie G-250 (C47H48N3NaO7S2), etanol 95% (C2H6O) e ácido fosfórico 85% 

(H3PO4); seguido de agitação em vórtex e repouso por 15 minutos. 

As leituras das absorbâncias foram realizadas contra uma curva padrão, no 

comprimento de onda de 595nm, em espectrofotômetro Shimadzu, modelo UV - 

1601PC. A concentração de proteínas totais foi expressa em mg de proteína por 

grama de matéria fresca. 

 

3.2.1.11. Determinação do teor de carboidratos totais 

 

O teor de carboidratos totais no extrato foi determinado pelo método proposto 

por Yemm e Willis (1954). Os extratos foram obtidos por meio de maceração de 500mg 

de folhas em almofariz com pistilo, com nitrogênio líquido. O macerado foi transferido 

para tubos de centrífuga, adicionando 5mL de álcool etílico absoluto a 80% 

(CH3CH2OH), vedado e incubado em banho-maria a 95ºC por 10 minutos. Após a 

incubação, os volumes de álcool 80% foram ajustados e procedeu-se a centrifugação 

a 2500rpm por 5 minutos, coletando o sobrenadante ao final deste processo. 
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Para a etapa de leitura, em tubos de ensaio identificados, foi adicionada uma 

alíquota de 500µL do extrato, 500µL de água deionizada e, sob agitação, 5mL da 

solução de antrona 0,4%, contendo antrona (C14H10O) e ácido sulfúrico (H2SO4); 

seguindo para incubação em banho-maria fervente (100ºC) por 15 minutos. Após a 

incubação, os tubos foram submetidos ao banho de gelo, agitados em vórtex e 

mantidos em repouso por 10 minutos. 

As leituras das absorbâncias foram realizadas contra uma curva padrão, 

utilizando glicose como açúcar de referência, no comprimento de onda de 620nm, em 

espectrofotômetro Shimadzu, modelo UV - 1601PC. O teor de carboidratos totais foi 

expresso em percentagem de carboidratos em base seca. 

 

3.2.1.12. Determinação do teor de matéria seca 

 

Para a determinação do teor de matéria seca, cápsulas de porcelana foram 

secas em estufa a 60°C por 1h. Em seguida, as cápsulas foram retiradas e resfriadas 

em dessecador. Posteriormente, aferiu-se o peso das cápsulas e adicionou-se as 

amostras, seguindo para estufa a 60ºC. Após 24h, as amostras foram retiradas, 

transferidas para um dessecador e pesadas até atingirem massa seca constante. 

 

 

3.2.2. Estudo da interação entre Mesocriconema xenoplax e Ilyonectria 

macrodidyma em genótipos de videira 

 

3.2.2.1. Instalação, infestação com Mesocriconema xenoplax e inoculação das 

plantas com Ilyonectria macrodidyma 

 

O ensaio foi realizado sob condições de casa de vegetação, no período de 

01/10/2020 a 10/04/2021, nas instalações da Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS 

(31°40'53.16"S 52°26'23.60"W; 58 m de altitude). 

O material vegetal utilizado foi produzido através de micropropagação de 

estacas e cultura de tecidos pelo Laboratório de Cultura de Tecidos da Embrapa Uva 

e Vinho (Bento Gonçalves/RS). Foram utilizadas mudas de três porta- enxertos: 

Paulsen 1103, R99 e VR 043-43; e a cultivar copa: Bordô. Para infestação do solo 

com nematoides, o processo foi realizado conforme descrito no item 3.2.1, utilizando 
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a mesma população, número de nematoides e respeitando o mesmo período após o 

transplante das mudas. 

Como inóculo de I. macrodidyma, foi utilizado o isolado TD 1117, previamente 

identificado (GenBank MK421588.1) e pertencente a coleção de microrganismos do 

Laboratório de Fitopatologia do Instituto Federal do Rio Grande do Sul/ Campus Bento 

Gonçalves. Para multiplicação, discos de 0,5cm de diâmetro, com estruturas do fungo 

e meio de cultura batata-dextrose-ágar (BDA), foram retirados da amostra 

armazenada e transferidos para placas de Petri de 8,5 cm de diâmetro, contendo BDA. 

As placas foram mantidas por 10 dias em câmara de crescimento do tipo BOD a 25 ± 

2°C e fotoperíodo de 12 horas. Após esse período, as placas foram submetidas ao 

escuro, por 8 dias (25 ± 2°C), para esporulação. 

Trinta dias após a infestação do solo com M. xenoplax, uma suspensão de 104 

conídios/mL de I. macrodidyma foi calibrada e inoculada nas plantas correspondentes 

aos tratamentos (10mL/planta), através de orifícios próximo às raízes e ao redor de 

cada muda de videira. Os trinta dias foram estabelecidos para se ter pelo menos um 

ciclo completo do nematoide e ferimentos nas raízes das mudas. 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em 

esquema fatorial (4x4), com seis repetições. O fator genótipo teve quatro níveis, 

representados por quatro genótipos. Já o fator interação teve quatro níveis, a saber: 

infestação com nematoide e inoculação com fungo (+N+F), infestação com nematoide 

e sem fungo (+N-F), inoculação com fungo e sem nematoide (- N+F) e plantas não 

infestadas e não inoculadas (-N-F). Os tratamentos foram alocados e mantidos em 

casa de vegetação (25 ± 2ºC) por um período de 204 dias, sendo as plantas 

monitoradas diariamente quanto a necessidade de água e tratamentos culturais. 

 

3.2.2.2. Avaliação de sintomas/danos e reisolamento in vitro de I. macrodidyma 

 

Após 204 dias da inoculação (DAI) do fungo e infestação com nematoide, as 

plantas foram retiradas dos vasos e avaliadas quanto ao teor de clorofila total, 

carotenoides, massa fresca da parte aérea e de raízes. Os teores de clorofila total e 

carotenoides foram avaliados pelo método DMSO (item 3.2.1.2).  

O solo de cada tratamento foi coletado, homogeneizado e, uma alíquota de 

250cm³ foi utilizada para extração dos nematoides pelo método de peneiramento e 

flotação centrífuga (JENKINS, 1964). Em seguida, a contagem dos nematoides foi 
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realizada sob microscópio estereoscópio (Impac Tokyo), obtendo-se uma estimativa 

da população final (Pf) para a determinação do fator de reprodução (FR = Pf/Pi) 

(OOSTENBRINK, 1966). 

Para avaliação dos sintomas internos, os caules foram seccionados 

transversalmente na extremidade basal, separando a parte aérea das raízes. As 

secções transversais foram fotografadas com uma máquina fotográfica Nikon D5300 

e a área necrótica foi calculada utilizando o software de processamento de imagens 

ImageJ versão 1.53n (FERREIRA; RASBAND, 2012). Fragmentos dos caules, 

padronizados em 20 cm de comprimento de cada repetição foram separados, lavados 

em água corrente e submetidos a desinfestação externa, utilizando, na sequência, 

álcool 70% (v/v), por 1 minuto, hipoclorito de sódio 3% (v/v) por 1 minuto e novamente 

álcool 70% (v/v) por 1 minuto (modificado de ALMANÇA et al. 2013). Após a 

desinfestação e em câmara de fluxo laminar previamente esterilizada, foi retirada a 

casca dos fragmentos e, em seguida, seccionados longitudinalmente para exposição 

dos tecidos internos. No momento em que os fragmentos foram seccionados, também 

foram realizadas as avaliações de sintomas de escurecimento interno, medindo-se a 

extensão do escurecimento vascular a partir da extremidade basal, com auxílio de um 

paquímetro digital (Starret 727). 

O reisolamento de I. macrodidyma foi realizado para confirmar se o patógeno 

era capaz de atingir novos tecidos da planta e se os sintomas observados estavam 

atribuídos a sua presença. Para isso, fragmentos de até 1cm de comprimento foram 

separados e dispostos em placas de Petri, contendo meio de cultura BDA, respeitando 

o limite 3 placas por repetição/planta e de 4 fragmentos por placa. Posteriormente, as 

placas foram mantidas em câmara de incubação tipo BOD com temperatura de 25 ± 

2 °C e fotoperíodo de 12 horas.  

O crescimento foi observado por até 20 dias, sendo feita a identificação por 

morfologia comparativa (ÚRBEZ-TORRES et al., 2014).  Após a confirmação, foi 

registrado o número de fragmentos que apresentaram crescimento ou não do fungo, 

gerando o percentual de reisolamento, calculado a partir do número de fragmentos 

com crescimento fúngico sobre o total de fragmentos do tratamento. 
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3.2.3. Análise estatística 

 

Os dados obtidos foram analisados quanto à normalidade pelo teste de Shapiro 

Wilk; à homoscedasticidade pelo teste de Hartley; e a independência dos resíduos por 

análise gráfica. Posteriormente, os dados foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) através do teste F (PÒ0,05).  

Para o ensaio de reação de genótipos, constatada significância estatística, as 

médias das variáveis de cada tratamento foram comparadas entre si pelo teste de 

agrupamento de médias Scott-Knott (PÒ0.05) para o fator gen·tipo, e pelo teste exato 

de Fisher (teste t) (PÒ0.05) para o fator infesta«o, utilizando software estat²stico 

SASM-Agri (CANTERI et al., 2001) e SAS versão 9.4 (SAS, 2016). 

Complementarmente, os valores das diferentes variáveis foram correlacionados entre 

si pela análise de correlação de Pearson, utilizando o software SAS v. 9.4 (SAS, 2016). 

Os dados resultantes das atividades enzimáticas foram comparados entre si 

pelo teste de agrupamento de médias Scott-Knott (PÒ0.05) e plotados em heatmap, 

indicando aumento ou redução da atividade enzimática em plantas infestadas em 

relação ao controle de cada genótipo. Para comparação entre os genótipos, os dados 

foram transformados em log10= (controle - tratamento) e plotados em gráficos de 

barras. Complementarmente, os valores das atividades enzimáticas foram 

correlacionados com o fator de reprodução (FR) de M. xenoplax pela análise de 

correlação de Pearson, utilizando o software SAS versão 9.4 (SAS, 2016). 

Quanto ao ensaio de interação, constatada significância estatística, as médias 

das variáveis foram comparadas entre si pelo teste de Tukey (PÒ0.05), para os fatores 

genótipo e interação, utilizando software estatístico SAS versão 9.4. Para as variáveis 

área necrótica, escurecimento vascular e reisolamento, as médias de cada tratamento 

foram comparadas entre si pelo teste de Tukey (PÒ0.05), utilizando o software 

estatístico SAS versão 9.4 (SAS, 2016) e plotadas em gráfico de barras.  

 

3.3. Resultados e Discussão 

 
 

3.3.1. Reação de genótipos de videira a Mesocriconema xenoplax 
 

Houve grande variação nos níveis de resistência e suscetibilidade entre os 

genótipos à M. xenoplax (P<0,012), conforme Tabela 10. Quatro porta-enxertos se 
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comportaram como resistentes ao nematoide-anelado, com fatores de reprodução 

entre 0,08 e 0,15, a saber: 1111- 21, VR 043-43, IBCA125 e 548-44. As três cultivares 

copa, Bordô, Niagara e Chardonnay, comportaram-se como suscetíveis, assim como 

os demais porta-enxertos. Para os genótipos suscetíveis, o FR variou de 2,05 a 

118,08. Os elevados valores de FR para os porta-enxertos Paulsen 1103 e IAC313 

atestam para a viabilidade do inóculo e condições em que o estudo foi conduzido.   

 

Tabela 5. Populações finais (PF) e fatores de reprodução (FR) de M. xenoplax, e, 

reação de genótipos de videira ao nematoide, sob condições de casa de vegetação. 

1/Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste Scott- Knott 

(pÒ0,05). 2/Reação de resistência/ suscetibilidade, segundo Oostenbrink (1966). S: suscetível, 

R: resistente e I: imune.  

 

Na cultivar copa Chardonnay (Vitis vinifera L.) o nematoide-anelado apresentou 

o mais elevado fator de reprodução (FR), reforçando a importância da utilização de 

porta-enxertos resistentes a fitonematoides. Semelhantemente, entre os porta-

enxertos, IAC 313 Tropical mostrou-se o mais suscetível ao nematoide-anelado.  

Genótipo População final no solo FR Reação2/ 

Paulsen 1103 21.867,09 e1/ 21,87 e S 

IAC 313 Tropical 95.500,43 b 95,50 b S 

Salt Creek 20.336,10 e 20,34 e S 

Gravesac 6.480,85 f 6,48 f S 

VR043-43 106,98 h 0,11 h R 

IBCA125 151,20 h 0,15 h R 

548-44 154,24 h 0,15 h R 

1111-21 84,73 h 0,08 h R 

Kober 5BB 3.827,67 g 3,83 g S 

R99 2.047,36 g 2,05 g S 

Harmony 2.574,05 g 2,57 g S 

Bordô 56,876,84 c 56,88 c S 

Chardonnay 118.077,00 a 118,08 a S 

Niagara Rosada 34.386,28 d 34,39 d S 

CV (%) 24,59 24,61 - 
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Quanto as variáveis listadas na Tabela 11, constatou-se interação significativa 

entre os genótipos e a infestação com M. xenoplax para a massa fresca da parte aérea 

(MFPA) (P<0,0001) e de raízes (MFRA) (P<0,0001). As maiores reduções de MFPA 

foram observadas no porta-enxerto Harmony (66,7%) e na cultivar copa Chardonnay 

(62,5%). O parasitismo de M. xenoplax não interferiu na MFPA dos porta-enxertos VR 

043-43, 548-44, Gravesac, IBCA-125 e Paulsen 1103.  

 

 Tabela 6. Massa fresca da parte aérea e de raízes de genótipos de videira cultivados 

em solo infestado (+N) e não infestado (-N) com M. xenoplax, sob condições de casa 

de vegetação. 

MFPA: massa fresca da parte aérea; MFRA: massa fresca de raízes. 1/Médias seguidas pela 

mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste Scott-Knott (pÒ0,05) comparando os 

genótipos. Médias seguidas por (*) na linha diferem entre si pelo teste t (pÒ0,05) comparando 

plantas cultivadas em solo infestado (+N) ou não infestado (-N). 

 

Em rela«o a MFRA, óChardonnayô, ó1111-21ô e óNiagara Rosadaô foram 

significativamente afetadas pelo parasitismo de M. xenoplax, com reduções de 48,1, 

45,3 e 44,2%, respectivamente. Não foram observadas diferenças entre a MFRA de 

Genótipo 
MFPA (g) MFRA (g) 

         -N        +N     -N      +N 

Paulsen 1103 45,27 c1/ 41,82 c 39,87 c 38,32 b 

IAC 313 Tropical 66,77 a* 50,10 b 34,41 d 30,13 c 

Salt Creek 67,82 a* 52,88 b 40,93 c 38,50 b 

Gravesac 49,16 c 45,45 c 36,00 d 33,47 c 

VR043-43 59,45 b 58,95 a 45,23 b 41,47 b 

IBCA125 60,47 b 50,52 b 50,40 a 48,03 a 

548-44 68,30 a 62,53 a 54,65 a 50,40 a 

1111-21 70,55 a* 49,97 b 34,98 d* 19,13 e 

Kober 5BB 59,65 b* 43,34 c 42,68 b* 19,18 e 

R99 57,44 b* 33,15 d 33,14 d 26,60 d 

Harmony 39,98 d* 13,30 f 22,32 e* 15,47 e 

Bordô 54,17 b* 32,02 d 39,30 c* 26,17 d 

Chardonnay 45,48 c* 17,05 f 32,22 d* 16,73 e 

Niagara Rosada 38,60 d* 24,96 e 22,62 e* 12,62 f 

CV (%) 9,21 12,70 24,87 27,64 
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óPaulsen 1103ô, óIAC313ô, óSalt Creekô, óGravesacô, óVR 043-43ô, ó548-44ô, óIBCA-125ô e 

R99, comparando plantas livres de nematoides e plantas cultivadas em solo infestado. 

Quanto aos teores de pigmentos fotossintéticos, foi constatada interação 

significativa entre os fatores genótipos e a infestação com M. xenoplax para clorofila 

total (CFL) (P<0,0001) e carotenoides (CRT) (P<0,0001) (Tabela 12). Na presença do 

nematoide, óChardonnayô e óIAC 313 Tropicalô apresentaram aumento dos teores de 

CRT de 30,7 e 25,0%, respectivamente. Em plantas infestadas, as maiores reduções 

dos teores CFL foram observadas em óKober 5BBô (38,3%) e óHarmonyô (22,5%). 

 

Tabela 7. Teores de clorofila total e carotenoides em genótipos de videira cultivados 

em solo infestado (+N) e não infestado (-N) com M. xenoplax. 

CLF: teores de clorofila total; CRT: teores de carotenoides. 1/Médias seguidas pela mesma 

letra na coluna não diferem entre si pelo teste Scott-Knott (pÒ0,05) comparando os diferentes 

genótipos. Médias seguidas por (*) na linha diferem entre si pelo teste t (pÒ0,05) comparando 

plantas cultivadas em solo infestado (+N) ou não infestado (-N). 

 

Genótipo 
CLF (mg/g massa fresca) CRT (mg/g massa fresca) 

-N +N -N +N 

Paulsen 1103 1,34 c1/ 1,28 c 0,12 c 0,12 b 

IAC 313 Tropical 1,18 e* 1,39 b 0,09 d* 0,13 b 

Salt Creek 1,25 d* 1,06 e 0,15 b 0,12 b 

Gravesac 1,37 c 1,29 c 0,14 b 0,14 a 

VR043-43 1,25 d* 1,05 e 0,14 b 0,13 b 

IBCA125 1,37 c* 1,13 d 0,16 b 0,16 a 

548-44 1,32 c 1,18 d 0,14 b 0,13 b 

1111-21 1,38 c* 1,15 d 0,15 b* 0,11 c 

Kober 5BB 1,88 a* 1,16 d 0,14 b* 0,11 c 

R99 1,53 b* 1,22 c 0,15 b 0,15 a 

Harmony 1,38 c* 1,07 e 0,15 b* 0,11 c 

Bordô 1,22 d* 1,06 e 0,14 b* 0,10 c 

Chardonnay 1,20 d* 1,47 a 0,12 c* 0,16 a 

Niagara Rosada 1,88 a* 1,53 a 0,19 a* 0,16 a 

CV (%) 10,23 10,04 9,60 10,84 
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Por outro lado, o parasitismo do nematoide-anelado não afetou os teores de 

CFL dos genótipos Paulsen 1103, Gravesac e 548-44. Na presença do nematoide, 

a cultivar copa Chardonnay e o porta-enxerto IAC 313 Tropical apresentaram 

aumento dos teores de CFL de 22,5 e 17,8%, respectivamente.  Para os teores de 

CRT, as maiores reduções foram observadas na cultivar copa Bordô (28,6%) e no 

porta-enxerto Harmony (26,7%).  

Foram observadas diferenças significativas nos teores de carboidratos totais 

(CHT) nos porta-enxertos 1111-21, Salt Creek, IAC 313 Tropical e Harmony e nas 

cultivares copa Chardonnay e Niagara, comparando plantas sob infestação e não 

infestadas (Figura 8). Para estes genótipos as reduções variaram de 14,4 a 30,7%, 

na presença de M. xenoplax, porém, a cultivar copa Chardonnay e o porta-enxerto 

IAC 313 Tropical apresentaram aumento nos teores de carboidratos totais de 17,7 e 

24,8%, respectivamente. Comparando os genótipos, o porta-enxerto VR 043-43 

apresentou os maiores teores de CHT tanto em plantas cultivadas em solo infestado, 

quanto naquelas mantidas livres do nematoide. 

 Análogo ao que foi observado para as demais variáveis de desenvolvimento, 

o porta-enxerto 1111-21 apresentou redução nos teores de CHT (14,4%) na 

presença de M. xenoplax, reforçando a intolerância deste genótipo ao referido 

nematoide, nas condições do estudo. Os teores de CHT dos demais porta-enxertos 

que se comportaram como resistentes não foram alterados pelo parasitismo do 

nematoide-anelado. Adicionalmente, Bordô foi a única cultivar copa que não teve os 

teores de CHT alterados pelo parasitismo de M. xenoplax. 

Na Tabela 13 estão apresentados os coeficientes de correlação de Pearson, 

independentemente do genótipo, os quais permitem observar melhor o efeito negativo 

de M. xenoplax sobre o desenvolvimento das plantas. O fator de reprodução (FR) 

correlacionou-se negativamente com todas as variáveis de desenvolvimento 

vegetativo. Além disso, foi possível constatar correlação negativa entre as variáveis 

de desenvolvimento de plantas sob infestação e de plantas livres do patógeno, como 

por exemplo entre a massa fresca de raiz em plantas sob infestação e o teor de CHT 

em plantas não infestadas (r = -0,95; P = 0,0096). 
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A baixa correlação negativa entre as variáveis FR e teor de CHT (r = - 0,43; 

P = 0,0073) deve-se, possivelmente, ao comportamento dos genótipos Chardonnay e 

IAC 313 Tropical, os quais apresentaram aumento dos tores de CHT quando a 

população do nematoide foi elevada. Isto pode ser confirmado observando os 

coeficientes de correlação para genótipos que apresentaram diferentes FR, 

apresentados na Tabela 14. Analisando estas correlações, observa-se que o elevado 

fator de reprodução de IAC 313 Tropical e Chardonnay resultou em forte correlação 

negativa entre teor de CHT e massa fresca de raízes (r = -0,92 e -0,94; P = 0,0072 e 

0,0490). Nestes genótipos, também foi observada correlação negativa entre os teores 

de clorofila e carotenoides com as massas de parte aérea e de raiz.  
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Figura 8. Teores de carboidratos totais em base seca em genótipos de videira 

cultivados em solo infestado (+N) e não infestado (-N) com M. xenoplax. Médias 

seguidas pela mesma letra maiúscula não diferem entre si pelo teste Scott-Knott 

(pÒ0,05) comparando os gen·tipos. Médias seguidas por um asterisco (*) diferem 

entre si pelo teste t (pÒ0,05) comparando plantas em solo infestado e n«o infestado 

(+N e -N). Barras verticais representam a média ± o desvio padrão. 
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Tabela 8. Coeficientes de correlação de Pearson para as variáveis analisadas de genótipos de videira cultivados em solo infestado 

(+N) e não infestado (-N) com Mesocriconema xenoplax, sob condições de casa de vegetação. 

1/Coeficientes de correlação de Pearson. Correlações significativas positivas (roxo) e negativas (amarelo) variam na intensidade da cor de acordo 

com o coeficiente de correla«o (0,0Ò0,3 claro, 0,31Ò0,65 intermedi§rio e 0,66Ò1,0 intenso). Quadrantes em branco representam correlações 

são significativas. CHT: Carboidratos totais; MFPA: Massa fresca da parte aérea; MFRA: Massa fresca da raiz; CFL: Clorofila total; 

CRT: Carotenoides; FR: Fator de reprodução do nematoide. Valores de P podem ser consultados em Anexos.  

 

Variável 
Infestado (+N)  Não-infestado (-N) 

AST MFPA MFRA CLF CRT FR CHT MFPA MFRA CLF CRT 

CHT 1,00 0,801/ 0,92 0,58 0,53 -0,43 -0,54 -0,70 -0,49 -0,87 -0,42 

MFPA  
 

1,00 0,73 0,61 0,81 -0,71 -0,51 -0,72 -0,61 -0,23 -0,68 

MFRA 
 

 1,00 0,68 0,96 -0,76 -0,95 -0,63 -0,78 -0,18 -0,73 

CLF 
 

  1,00 0,65 -0,93 -0,45 -0,28 -0,41 -0,82 -0,43 

CRT 
 

   1,00 -0,62 -0,79 -0,51 -0,52 -0,56 -0,64 

FR 
 

    1,00 - - - - - 

CHT 
 

     
1,00 0,72 0,65 0,88 0,74 

MFPA 
 

      1,00 0,83 0,62 0,44 

MFRA 
 

       1,00 0,71 0,36 

CLF 
 

        1,00 0,60 

CRT 
     

 

    
1,00 
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Tabela 9. Coeficientes de correlação de Pearson para as variáveis analisadas de quatro genótipos de videira cultivados em solo 

infestado com Mesocriconema xenoplax, sob condições de casa de vegetação. 

1/Coeficientes de correlação de Pearson. Correlações significativas positivas (roxo) e negativas (amarelo) variam na intensidade da cor de acordo 

com o coeficiente de correla«o (0,0Ò0,3 claro, 0,31Ò0,65 intermedi§rio e 0,66Ò1,0 intenso). CHT: Carboidratos totais; MFPA: Massa fresca da 

parte aérea; MFRA: Massa fresca da raiz; CFL: Clorofila total; CRT: Carotenoides; FR: Fator de reprodução do nematoide. Valores de P podem 

ser consultados em Anexos. 

 

Variável 
IAC 313 Tropical   1111-21 

CHT MFPA MFRA CLF CRT FR CHT MFPA MFRA CLF CRT FR 

CHT 1,00 -0,731/ -0,92 0,92 0,89 0,79 1,00 0,66 0,88 0,73 0,85 -0,78 

MFPA   1,00 0,70 -0,77 -0,75 -0,74  1,00 0,95 0,99 0,69 -0,72 

MFRA   1,00 -0,90 -0,71 -0,67   1,00 0,77 0,78 -0,69 

CLF    1,00 0,45 0,73    1,00 0,65 -0,99 

CRT     1,00 0,75     1,00 -0,95 

FR      1,00      1,00 

 Chardonnay   Salt Creek 

 CHT MFPA MFRA CLF CRT FR CHT MFPA MFRA CLF CRT FR 

CHT 1,00 -0,74 -0,94 0,93 0,76 0,92 1,00 0,60 0,61 0,58 0,78 -0,93 

MFPA  1,00 0,97 -0,65 -0,68 -0,82  1,00 0,58 0,67 0,68 -0,91 

MFRA   1,00 -0,55 -0,50 -0,90   1,00 0,58 0,88 -0,74 

CLF    1,00 0,63 0,95    1,00 0,81 -0,65 

CRT     1,00 0,72     1,00 -0,62 

FR      1,00      1,00 
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Nas figuras 9A e 9B estão representadas as atividades das enzimas peroxidase 

(POD) e polifenoloxidase (PPO). Para as atividades destas duas enzimas foi 

constatada interação significativa entre os genótipos e a infestação com M. xenoplax 

(P<0,0001). Houve diferenças significativas entre a atividade enzimática da POD nos 

porta-enxertos 1111-21, 548-44, Gravesac, Harmony, IBCA-125, Kober 5BB, R99 e 

VR 043-43, comparando plantas sob infestação e plantas livres de nematoides, onde 

as maiores atividades desta enzima foram observadas na presença do nematoide. No 

entanto, não foram observadas alterações na atividade desta enzima nas cultivares 

copa Chardonnay, Bordô e Niagara. A maior atividade da POD em função do 

parasitismo de M. xenoplax foi observada no porta-enxerto VR 043-43, seguida por 

IBCA-125, 548-44 e Gravesac, os quais apresentavam atividade basal desta enzima 

na ausência do nematoide comparativamente aos demais genótipos.  

Similar à POD, também foram observadas alterações na atividade da PPO em 

função do parasitismo de M. xenoplax, onde os porta enxertos 548-44, Gravesac, 

Harmony, IBCA-125, Kober 5BB, R99 e VR 043-43 apresentaram aumento da 

atividade desta enzima na presença do nematoide (Figura 9B). Nestes mesmos 

genótipos foram observadas atividades basais, ou seja, atividade em plantas não 

parasitadas pelo referido nematoide. O porta-enxerto VR 043-43 apresentou o maior 

aumento da atividade enzimática comparando plantas parasitadas e não parasitadas, 

seguida pelos porta-enxertos IBCA-125 e Gravesac.  

Quanto a atividade da enzima catalase (CAT), apesar da baixa atividade em 

todos os genótipos (Figura 10), também foi constata interação significativa entre os 

fatores (P<0,0001). Entre as plantas sob infestação ou não com M. xenoplax, os porta-

enxertos, 1111-21, 548-44, Gravesac, IBCA-125, Kober 5BB, R99 e VR 043-43 

apresentaram aumento a atividade da CAT em comparação com plantas não 

parasitadas, por outro lado, entre as cultivares copa não foi constatado aumento da a 

atividade da enzima em questão devido ao parasitismo de M. xenoplax. 

Contrariamente ao que foi observado para POD e PPO, não foi observada atividade 

basal em nenhum dos genótipos estudados. Os maiores aumentos na atividade desta 

enzima foram observados nos porta-enxertos VR 043-43, IBCA-125, 548-44 e R99. 
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Figura 9. (A) Heatmap da atividade da peroxidase (POD) e (B) polifenoloxidase (PPO) em folhas de videiras inoculadas (+N) e não 

inoculadas (-N) com M. xenoplax. Variações em roxo e amarelo indicam aumento ou redução da atividade enzimática. Barras horizontais 

representam a atividade da POD e PPO em folhas de videiras inoculadas com M. xenoplax em relação ao controle. O símbolo (*) 

representa diferença significativa pelo teste t (pÒ0,05) entre plantas cultivadas em +N e -N. Médias seguidas por mesma letra maiúscula 

não diferem entre si pelo teste Scott-Knott (pÒ0,05) comparando os diferentes genótipos. 
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Alterações na atividade da ascorbato peroxidase (APX) foram observadas após 

a constatação de interação significativa entre os genótipos e a infestação com M. 

xenoplax (P = 0,0144) (Figura 11). Para o fator infestação, aumento na atividade da 

APX foi observado nos porta-enxertos 1111-21, 548-44, Gravesac, Harmony, IBCA-

125, Kober 5BB, R99 e VR 043-43. Similar à atividade da POD e PPO, os porta-
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Figura 10. Heatmap da atividade da catalase (CAT) em folhas de videiras cultivadas 

em solo infestado (+N) e não infestado (-N) com M. xenoplax. Variações em roxo e 

amarelo indicam aumento ou redução da atividade enzimática. Barras horizontais 

representam a atividade da CAT em plantas cultivadas em solo infestado com M. 

xenoplax em relação ao controle. O símbolo (*) representa diferença significativa pelo 

teste t (pÒ0,05) entre plantas cultivadas em +N e -N. Médias seguidas por mesma 

letra maiúscula não diferem entre si pelo teste Scott-Knott (pÒ0,05) comparando os 

diferentes genótipos. 
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enxertos VR 043-43 e IBCA-125 apresentaram os maiores aumento da atividade em 

função do parasitismo de M. xenoplax. Apenas o porta-enxerto 548-44 apresentou 

discreta atividade basal na ausência do nematoide. Comparando os genótipos, não 

foi observada atividade da APX em Bordô, tanto na presença, quanto na ausência do 

nematoide-anelado. 
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Figura 11. Heatmap da atividade da ascorbato peroxidase (APX) em folhas de videiras 

cultivadas em solo infestado (+N) e não infestado (-N) com M. xenoplax. Variações em 

roxo e amarelo indicam aumento ou redução da atividade enzimática. Barras verticais 

representam a atividade da APX. Barras horizontais representam a atividade da POD 

e PPO em folhas de videiras inoculadas com M. xenoplax em relação ao controle. O 

símbolo (*) representa diferença significativa pelo teste t (pÒ0,05) entre plantas 

cultivadas em +N e -N. Médias seguidas por mesma letra maiúscula não diferem entre 

si pelo teste Scott-Knott (pÒ0,05) comparando os diferentes gen·tipos. 
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O parasitismo do nematoide-anelado resultou em alterações na atividade da 

superóxido dismutase (SOD) (Figura 12), onde foi constatada interação significativa 

entre os fatores (P = 0,035). Pela análise dentro do fator infestação verificou-se 

aumento da atividade em 1111-21, 548-44, Gravesac, Harmony, IBCA-125, Kober 

5BB, R99 e VR 043-43. Para o fator genótipo, os maiores aumentos da atividade foram 

observados em VR 043-43, IBCA-125 e 548-44.  
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Figura 12. Heatmap da atividade da superóxido dismutase (SOD) em folhas de videiras 

cultivadas em solo infestado (+N) e não infestado (-N) com M. xenoplax. Variações em 

roxo e amarelo indicam aumento ou redução da atividade enzimática. Barras horizontais 

representam a atividade da SOD em plantas cultivadas em solo infestado com M. 

xenoplax em relação ao controle. O símbolo (*) representa diferença significativa pelo 

teste t (pÒ0,05) entre plantas cultivadas em +N e -N. Médias seguidas por mesma letra 

maiúscula não diferem entre si pelo teste Scott-Knott (pÒ0,05) comparando os diferentes 

genótipos. 
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Interação significativa entre os fatores foi constatada para a atividade da 

enzima fenilalanina amônia-liase (FAL) (P = 0,0218) (Figura 13).  Esta enzima 

mostrou-se bastante sensível ao parasitismo de M. xenoplax, onde apenas quatro 

genótipos suscetíveis (Bordô, Chardonnay, IAC313 e Niagara) não apresentaram 

alterações na atividade. Os maiores aumentos de atividade foram observados em VR 

043-43, IBCA-125 e 548-44. 
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Figura 13. Heatmap da atividade da fenilalanina amônia-liase (FAL) em folhas de 

videiras cultivadas em solo infestado (+N) e não infestado (-N) com M. xenoplax. 

Variações em roxo e amarelo indicam aumento ou redução da atividade. Barras 

horizontais representam a atividade em plantas cultivadas em solo infestado com M. 

xenoplax em relação ao controle. O símbolo (*) representa diferença significativa pelo 

teste t (pÒ0,05) entre plantas cultivadas em +N e -N. Médias seguidas por mesma letra 

maiúscula não diferem entre si pelo teste Scott-Knott (pÒ0,05) comparando os 

diferentes genótipos. 
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Para a enzima ɓ-1,3 glucanase (ɓ-GLU) (Figura 14) também foi constatada 

interação significativa entre os fatores (P<0,0028) e, dentro do fator infestação, 

observou-se aumento da atividade desta enzima em nove porta-enxertos (1111-21, 

548-44, Gravesac, Harmony, IBCA-125, Kober 5BB, Paulsen 1103, R99 e VR 043-

43). Na ausência de M. xenoplax, não foi observada atividade basal desta enzima. 
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Figura 14. Heatmap da atividade da ɓ-1,3 glucanase (ɓ-GLU) em folhas de videiras 

inoculadas (+N) e não inoculadas (-N) com M. xenoplax. Variações em roxo e amarelo 

indicam aumento ou redução da atividade enzimática. Barras horizontais representam 

a atividade em plantas cultivadas em solo infestado com M. xenoplax em relação ao 

controle. O s²mbolo (*) representa diferena significativa pelo teste t (pÒ0,05) entre 

plantas cultivadas em +N e -N. Médias seguidas por mesma letra maiúscula não 

diferem entre si pelo teste Scott-Knott (pÒ0,05) comparando os diferentes genótipos. 
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Ainda em rela«o a atividade da ɓ-GLU, as maiores atividades em função do 

parasitismo de M. xenoplax foram observadas nos porta-enxertos 548-44, VR 043-

43 e IBCA-125, seguidos por R99 e 1111-21, cujos valores de FR foram baixos, 

variando de 0,11 e 2,05. 

 Pela análise de correlação de Pearson (Tabela 15) foi possível observar 

correlação negativa entre a atividade das enzimas estudadas e o FR de M. xenoplax. 

Por outro lado, correlações positivas foram observadas entre a atividade das 

diferentes enzimas. Os coeficientes de correlação mais consistentes entre a atividade 

enzimática e o FR foram observados para as enzimas FAL e ɓ-GLU (r = -0,90 e -0,82; 

P = <0,0001 e <0,0001). Elevados coeficientes de correlação positivos foram 

observados entre a atividade específica de algumas enzimas, como por exemplo entre 

a FAL e CAT (r = 0,87; P = 0,005) e FAL e SOD (r = 0,85; P = <0,0001). 

 

Tabela 10. Coeficientes de correlação de Pearson para a atividade enzimática e o 

fator de reprodução de Mesocriconema xenoplax em genótipos de videira, sob 

condições de casa de vegetação. 

1/Coeficientes de correlação de Pearson. Correlações significativas positivas (roxo) e 

negativas (amarelo) variam na intensidade da cor de acordo com o coeficiente de correlação 

(0,0Ò0,3 claro, 0,31Ò0,65 intermedi§rio e 0,66Ò1,0 intenso). POD: Peroxidase; PPO: 

Polifenoloxidase; CAT: Catalase; APX: Ascorbato peroxidase; SOD: Superóxido dismutase; 

FAL: Fenilalanina amônia-liase; ɓ-GLU: ɓ-1,3-glucanase; FR: Fator de reprodução do 

nematoide. Valores de P podem ser consultados em Anexos. 

 

 
Variáveis  

POD PPO CAT APX SOD FAL ɓ-GLU FR 

POD 1,00 0,651/ 0,46 0,48 0,59 0,75 0,77 -0,72 

PPO 
 

1,00 0,35 0,43 0,68 0,63 0,63 -0,71 

CAT 
 

 1,00 0,73 0,77 0,87 0,67 -0,67 

APX 
 

  1,00 0,71 0,76 0,68 -0,74 

SOD 
 

   1,00 0,85 0,61 -0,75 

FAL 
 

    1,00 0,60 -0,90 

ɓ-GLU       1,00 -0,82 

FR        1,00 
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Quanto à suscetibilidade dos porta-enxertos à M. xenoplax, IAC 313 Tropical, 

comportou-se altamente suscetível. Adaptado a quase todas as regiões do Brasil, 

devido as suas características tropicais, vigor, enraizamento e resistência ao míldio e 

à filoxera; o uso deste material deve ser criteriosamente planejado, pois o portifólio de 

apresentação deste genótipo o caracteriza com alta resistência a nematoides, sem 

citar a quais espécies ou gêneros (EMBRAPA, 2014). Portanto, tal informação deve 

ser reavaliada, uma vez que essa premissa é válida apenas para o gênero 

Meloidogyne (SOMAVILLA; 2009; SOMAVILLA et al., 2011). 

As reações de resistência dos genótipos de videira observadas neste estudo 

estão de acordo com Divers (2018), exceto para o porta-enxerto R99, o qual 

comportou-se como suscetível (FR = 2,05) comparativamente ao referido trabalho, 

cujo FR foi menor que 1. De forma geral, os valores de FR aqui relatados são 

significativamente maiores do que o relatados por Kuhn (2015) e Divers (2018), 

provavelmente associados a diferenças na agressividade e origem das populações 

em ambos os estudos. Neste estudo, foi utilizada uma população procedente de 

vinhedos em declínio, ao contrário de ambos os estudos citados, onde foram utilizadas 

populações procedentes de pomares de pessegueiro com sintomas de morte precoce 

[Peach Tree Short Life (PTSL)]. Pinkerton et al. (2005) relataram diferenças nas 

densidades populacionais e na agressividade de cinco populações de M. xenoplax 

testados nos mesmos porta-enxertos de Vitis spp. De Ley et al. (2004) observaram 

diferenças genéticas e morfológicas em populações de M. xenoplax coletadas em 

duas regiões do estado da California, as quais também apresentaram diferenças nas 

taxas de multiplicação quando inoculadas nos mesmos porta-enxertos, sugerindo 

variabilidade na agressividade, como relatado para Meloidogyne spp. (ANWAR, et al. 

2000; SOMAVILLA, 2009). 

Pinkerton et al. (2005), avaliando a reação de 20 genótipos de videira ao 

nematoide-anelado, entre eles Kober 5BB, R99, Gravesac, Paulsen 1103 e 

Chardonnay também verificaram a suscetibilidade destes materiais. Da mesma forma, 

Kuhn (2015) verificou que o genótipo Paulsen 1103 e as cultivares copa Niagara e 

Bordô comportaram-se como suscetíveis à M. xenoplax, corroborando com as 

reações observadas no presente estudo. 

Apesar de suscetíveis, os porta-enxertos Paulsen 1103 e Gravesac 

comportaram-se como tolerantes ao nematoide-anelado, não apresentando reduções 

na massa fresca da parte aérea, do sistema radicular, de pigmentos fotossintéticos ou 
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do teor de CHT.  Não foram observadas reduções do sistema radicular do porta-

enxerto Salt Creek, porém este genótipo apresentou reduções nos demais parâmetros 

vegetativos e nos teores de CHT em função do parasitismo de M. xenoplax. 

Classificado como resistente a M. xenoplax, o porta-enxerto 1111-21, apresentou 

reduções de massa fresca de parte aérea e raiz, de pigmentos fotossintéticos e no 

teor de CHT, em uma clara indicação de intolerância. Além da resistência, é 

fundamental que os genótipos apresentem tolerância ao nematoide em questão. 

Segundo Anwar e McKenry (2002), a tolerância de plantas a nematoides é a 

capacidade de uma planta de resistir ao parasitismo de sem perdas de crescimento 

ou produtividade. Entretanto, a tolerância é mais difícil de quantificar do que a 

resistência, pois é improvável que seja uma característica monogênica. No presente 

estudo, três genótipos comportaram-se como resistentes e tolerantes a M. xenoplax, 

VR043- 43 548-44 e IBCA-125, tendo potencial para plantio em áreas infestadas.   

 Pinkerton et al. (2004) e Pinkerton et al. (2005) relataram reduções do sistema 

radicular acima de 50% em cultivares copa de videira, entre elas Pinot Noir e 

Chardonnay, classificadas pelos autores como altamente suscetíveis e intolerantes à 

M. xenoplax. Nos referidos estudos, os porta-enxertos Paulsen 1103, Gravesac e R99 

também tiveram reduções atribuídas ao parasitismo de M. xenoplax, porém menores 

(å25%). Ao contr§rio do que foi observado no presente estudo, os autores 

classificaram Paulsen 1103 como intolerante e Kober 5BB como tolerante. Contudo, 

a tolerância do hospedeiro a um determinado nematoide pode ser afetada pelo tipo 

de solo, clima, idade e condições nutricionais da planta (McKENRY; ANNWAR, 2006). 

Divers (2018) relatou reação de resistência e intolerância para os porta-enxertos R99 

e VR 043-43, reforçando a assertiva anterior quando ao comportamento dos genótipos 

e a sua tolerância ao nematoide-anelado. 

 As reduções dos teores de clorofila total e carotenoides, ora observadas, 

indicam que M. xenoplax interfere, indiretamente, na biossíntese desses pigmentos, 

provavelmente devido a espoliação de nutrientes durante sua alimentação nas raízes, 

principalmente carbono, o qual é componente essencial para biossíntese desses 

pigmentos. Por outro lado, o aumento dos teores de clorofila total e carotenoides pode 

estar relacionado ao aumento da demanda por fotossintatos nas raízes de plantas 

intensamente parasitadas, assim como já relatado em outros patossistemas 

(KOENNING; BARKER, 1994; ABRÃO; MAZZAFERA, 2001), visto que, nos genótipos 

onde foi constatado aumento dos teores de pigmentos fotossintéticos, também foi 
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relatado elevado fator de reprodução do nematoide. Apesar dos baixos teores de 

carotenoides encontrados em todos os genótipos, mesmo na ausência do nematoide, 

este pigmento é essencial para a proteção contra os danos causados pela luz e 

conhecidos como pigmentos acessórios (BLANKERSHIP, 2013). Os carotenoides são 

constituintes integrais das membranas dos tilacoides e estão associados às proteínas 

que compõem o aparelho fotossintético (FRANK et al., 1999). A redução dos teores 

destes pigmentos pode levar a formação de oxigênio singleto (1O2), extremamente 

danoso aos componentes celulares; pois são responsáveis por auxiliar na dissipação 

da energia luminosa absorvida pelas clorofilas durante a fotoquímica (HOHMANN-

MARRIOTT; BLAKERSHIP, 2011). 

 Em relação aos teores de clorofila total e carotenoides e considerando que a 

biossíntese de carboidratos no estroma dos cloroplastos está intimamente ligada à 

absorção de luz pelas clorofilas e carotenoides e à produção de ATP e NADPH nos 

tilacoides (BLAKERSHIP, 2013), a redução dos teores desses pigmentos levaria a 

redução da taxa fotossintética e, consequentemente, dos teores de CHT nos tecidos. 

O aumento dos teores de CHT em Chardonnay e IAC 313 Tropical 

possivelmente estão relacionados ao elevado parasitismo e à alta densidade 

populacional de nematoides. Considerando que as raízes atuam como um órgão 

dreno e as folhas como fontes (HUSSEY; WILLIAMSON, 1998), a espoliação de 

nutrientes provocada por M. xenoplax resulta em alterações nas interações fonte-

dreno, intensificando a força do dreno. Dessa forma, a elevada população do 

nematoide-anelado aumentou a espoliação e, consequentemente, a demanda por 

carboidratos nas raízes. Para compensar esta demanda, ocorre um estímulo 

semelhante àquele causado pela produção de frutos, ou seja, o aumento da 

biossíntese de fotossintatos, ativado por processos de sinalização e ligados aos níveis 

de fotossintatos alocados nos drenos metabólicos, neste caso, as raízes (KOCH, 

1996; HAYES; DAVIES; DRY, 2007; DUNFORD, 2013). Schreiner e Pinkerton (2008) 

demonstraram que o consumo de carboidratos das raízes por M. xenoplax é intenso 

e influencia negativamente na colonização por micorrizas arbusculares, resultando em 

competição por carboidratos e amido. 

As reduções dos teores de CHT observados nos demais genótipos podem ser 

resultado de um aumento no metabolismo primário em resposta às modificações nos 

locais de alimentação provocadas pelo nematoide (HUSSEY; MIMS; WESTCOTT, 

1992) ou possivelmente ao aumento de metabólitos secundários durante a ativação 
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das respostas de defesa ao parasitismo, como foi demonstrado em Plantago 

lanceolata L., onde houve um gasto considerável de energia em função dos processos 

de defesa (WURST et al. 2010). Também é possível que a alimentação do nematoide-

anelado tenha aumentado a respiração e a exsudação de compostos, entre eles 

açúcares (carboidratos), e outros metabólitos que estimularam a atividade microbiana 

na rizosfera das raízes infestadas, contribuindo para a perda de carboidratos e 

resultando em alteração na partição de fotossintatos, como observado por Schreiner 

e Pinkerton (2008) e Wurst et al. (2010). 

Schreiner, Zasada e Pinkerton (2012) relataram reduções de até 56% do teor 

de carboidratos totais nas raízes de videira, além da menor colonização por 

micorrizas, redução do teor de amido e absorção reduzida de P e K em resposta ao 

parasitismo de M. xenoplax. Adicionalmente, os autores observaram que as reduções 

dos teores de carboidratos foram maiores do que as reduções de biomassa ou de 

qualquer nutriente, sugerindo que o nematoide altera a fisiologia das plantas, 

principalmente pela redução das reservas de carboidratos nas raízes e troncos, 

necessárias para suportar o crescimento e desenvolvimento. Os resultados deste 

estudo corroboram os relatos de Schreiner, Pinkerton e Zasada (2012) em genótipos 

de videira e são similares aos resultados de Olien et al. (1995) e Ferris et al. (2004), 

os quais demostraram que o parasitismo de M. xenoplax aumenta a suscetibilidade 

de genótipos de Prunus sp. ao cancro bacteriano pela redução dos teores de 

carboidratos. Nos referidos estudos, os autores demonstraram que o parasitismo de 

M. xenoplax resultou em aumento da partição de carboidratos da parte aérea para a 

raiz e que os níveis reduzidos de CHT na parte aérea provocou maiores danos e morte 

de plantas, os quais não foram observados na ausência do nematoide-anelado. 

A constatação de um aumento na atividade das enzimas nos tecidos de plantas 

resistentes e/ou tolerantes, comparando com as plantas suscetíveis, em resposta ao 

parasitismo de M. xenoplax, pode confirmar o envolvimento destas na regulação das 

interações planta-nematoide. Neste estudo, todos os genótipos que se comportaram 

como resistentes apresentaram aumento significativo na atividade de algumas 

enzimas, em plantas parasitadas, assim como genótipos que mostraram algum grau 

de tolerância ao nematoide.  

Embora a resistência de plantas a nematoides tenha sido desenvolvida em 

várias culturas, em relação ao que é conhecido sobre espécies de nematoides 

endoparasitas sedentários, relações de resistência e tolerância entre os nematoides 
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endoparasitas migradores ou ectoparasitas e seus hospedeiros são muito menos 

documentadas (PENG; MOENS; 2003; HOLBIEN; GRUNDLER; SIDDIQUE, 2016). 

Uma possível resposta está no próprio hábito de parasitismo desses nematoides. 

Ectoparasitas migradores, como M. xenoplax, inserem o estilete entre as células 

epidérmicas das raízes do hospedeiro para parasitar uma única célula, ou seja, o 

nematoide não ingressa no tecido vegetal, alimentando-se externamente a raiz, 

portanto, as relações parasíticas nesse grupo de nematoides são consideradas pouco 

especializadas (HUSSEY; MIMS; WESTCOTT, 1992). Por não estabelecerem uma 

relação prolongada com seus hospedeiros, o principal mecanismo de resistência 

contra nematoides sedentários, ou seja, o abortamento do tecido nutridor via HR, não 

é efetivo para M. xenoplax (LEE et al., 2017). 

Quando submetidas a estresses, sejam bióticos ou abióticos, as células 

vegetais respondem por meio de uma cascata de sinais, ativada por vias metabólicas, 

resultando em aumento significativo na produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) (O2
ī, H2O2, OHī) (TORRES; JONES; DANGL, 2006). As EROs desempenham 

um papel importante na defesa das plantas durante o ataque de patógenos, pois seu 

acúmulo/detoxificação pode contribuir para a tolerância ou resistência a agentes 

estressantes (DAS et al., 2008). As EROs são detoxificadas por enzimas antioxidantes 

como, catalase, peroxidase, superóxido dismutase e ascorbato peroxidase (MITTLER, 

2002). A produção e o acúmulo de EROs leva à reação de hipersensibilidade (HR) 

nas células vegetais e, apesar deste mecanismo ser eficaz apenas contra espécies 

de fitonematoides endoparasitas, está associado ao início da resistência sistêmica 

adquirida (SAR) em tecidos distantes do sítio de alimentação (GOVERSE; SMANT, 

2014). Adicionalmente, o aumento da atividade da CAT, POD, SOD e APX favorece o 

fortalecimento celular, catalisando a lignificação e suberização dos tecidos vegetais 

numa tentativa de dificultar a inserção do estilete de fitonematoides (WUYTS et al., 

2007; DHAKSHINAMOORTHY et al., 2014). 

Seguindo a mesma linha de raciocínio, as deposições de lignina, um polímero 

de fenol derivado do metabolismo de fenilpropanóides (LIU; LUO; ZHENG, 2018), 

ocorrem após a formação do apressório de fungos ou inserção do estilete de 

fitonematoides (LO; NICHOLSON, 2008). A composição da lignina induzida pela 

infecção e/ou penetração, frequentemente difere da lignina de tecidos saudáveis e a 

acumulação rápida de seus precursores é acompanhada por um aumento das 

enzimas FAL, CAT, APX, e POD e de H2O2 (DZHAVAKHIYA; OZERETSKOVSKAYA; 
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ZINOVYEVA, 2007). Analisando os genótipos que se comportaram como resistentes 

e/ou tolerantes a M. xenoplax, fica pressuposto que o aumento das atividades destas 

enzimas refletiu em uma maior lignificação dos tecidos radiculares, dificultando a 

inserção do estilete e a alimentação do referido nematoide e resultando em menor FR. 

Segundo Rahaman, Zwart e Thompson (2020), a lignificação dos tecidos radiculares 

de trigo estão associados ao teor de compostos fenólicos e atividade de enzimas 

antioxidantes em genótipos de trigo resistentes ao nematoide-das-lesões-radiculares 

(P. thornei). 

A importância da atividade da polifenoloxidase nas interações planta-patógeno 

deve-se à sua propriedade em oxidar compostos fenólicos em quinonas, os quais são 

muito mais tóxicos aos patógenos do que o fenol original, e à sua ação protetora no 

local do ferimento (CONSTABEL; BARBEHEN, 2008). Por esta razão, admite-se que 

um aumento na atividade da PPO resulta em altas concentrações de produtos tóxicos 

e, portanto, maior grau de resistência ao hospedeiro (RAHAMAN; ZWART; 

THOMPSON, 2020). No presente estudo, foi observada atividade constitutiva da PPO 

em três porta-enxertos resistentes (548-44, IBCA-125 e VR 043-43) e dois suscetíveis 

(Gravesac e Harmony). Por outro lado, aumento da atividade enzimática, induzida 

pelo parasitismo de M. xenoplax, foi observado nos porta-enxertos Kober 5BB e R99, 

indicando que a natureza da resistência difere entre os genótipos em constitutiva e 

induzida. O parasitismo de M. xenoplax provavelmente foi afetado pelo aumento da 

atividade da PFO, nos genótipos resistentes, por meio da oxidação de compostos 

fenólicos em quinonas, refletindo no FR e nos parâmetros de desenvolvimento. 

Alterações na atividade das enzimas PPO e POD têm sido associadas como 

mecanismos de defesa constitutivos e induzidos contra a infecção por nematoides 

(SHARMA et al., 2012; RAHAMAN; ZWART; THOMPSON, 2020). Carneiro et al. 

(1998) avaliando a atividade de PPO e POD em porta enxertos de pessegueiro, 

verificou que as maiores atividades dessas enzimas ocorreram, de uma forma geral 

em porta-enxertos com menores fatores de reprodução do nematoide-anelado. 

Atividades constitutivas e aumento da atividade da PPO são relatados como 

responsáveis pela inibição da penetração do nematoide-cavernícola (Radopholus 

similis) em cultivares de banana. Hung e Rohde (1973) relataram aumento dos teores 

de ácido clorogênico, um composto fenólico oxidado pela PPO, originando quinonas; 

e da atividade da PPO em raízes de tomateiro resistentes a P. penetrans, indicando 

uma resposta de defesa induzida. Estudos sobre a interação de cultivares de 
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bananeira com Pratylenchus coffeae mostraram maiores atividades das enzimas PPO 

e POD nos tratamentos inoculados e não inoculados de cultivares resistentes, em 

comparação com cultivares suscetíveis, indicando que essas enzimas compõem as 

defesas constitutivas das plantas (DEVI et al., 2007; BACKIYARANI et a., 2013). 

A enzima ascorbato-peroxidase é considerada uma das peroxidases mais 

importantes, pois catalisa a redução do H2O2, utilizando ácido ascórbico como 

substrato, reduzindo os danos por peroxidação lipídica e degradação de ácidos 

nucleicos (LO; NICHOLSON, 2008). Além do H2O2, o ânion superóxido (O2
ī) é outra 

forma de EROs formadas durante o ataque de fitopatógenos. Entretanto, estas 

mol®culas n«o s«o ñdismutadasò pelas enzimas APX, POD ou CAT. Esta fun«o cabe 

à SOD, gerando O2 e H2O2, sendo este último, posteriormente reduzido à O2 e H2O 

pela APX, minimizando os efeitos tóxicos às células vegetais (BAKER; ORLANDI, 

1995). No presente estudo, a atividade da SOD foi significativamente maior em plantas 

que se comportaram como resistentes ou tolerantes a M. xenoplax, indicando que o 

O2
ī formado pelo parasitismo do nematoide foi dismutado em O2 e H2O2 pela ação 

desta enzima. Nesta mesma linha de raciocínio, foi observado aumento da atividade 

da APX nos mesmos porta-enxertos em que aumento da atividade da SOD foi 

detectado, indicando que a atividade da APX estava diretamente associada à redução 

do H2O2 gerado pela atividade da SOD. 

Ainda em relação as enzimas antioxidantes, tanto a catalase (CAT), assim 

como APX e POD, atuam na redução do H2O2 a O2 e H2O no controle do estresse 

oxidativo (MITTLER, 2002). Além disso, a CAT é a principal catalisadora da 

detoxificação de H2O2 nos peroxissomos. Por outro lado, a atividade da CAT pode 

sofrer regulação através do ácido salicílico (AS), sendo inibida pelo aumento das 

concentrações do mesmo e um indicativo de resistência sistêmica adquirida (SAR) 

(CONRATH et al., 1994; RAO et al., 1997). A atividade da CAT, apesar de detectada, 

foi relativamente baixa nos genótipos resistentes, assim como nos tolerantes, 

indicando que, provavelmente, esta enzima foi inibida pelo acúmulo de AS nas plantas 

parasitadas por M. xenoplax. O AS pode se acumular na área de penetração de fungos 

ou inserção do estilete de nematoides e translocar-se sistemicamente para órgãos da 

planta não afetados (VLOT; DEMPSEY; KLESSIG, 2009). Este fitohormônio possui a 

capacidade de se mover nos tecidos (principalmente via floema) e atuar como 

eliciador, acionando os sistemas de defesa celular, com consequente aumento da 

expressão de genes que codificam PR-proteínas, modificações da parede celular e 




































































































































































































