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RESUMO GERAL 

 

 

O potencial dos fungos nematófagos como agentes de controle biológico dos nematoides 

parasitas de plantas (NPPs) tem sido amplamente estudado. No entanto, há poucas informações 

sobre o efeito dos compostos orgânicos voláteis (COVs) produzidos por estes fungos sobre os 

NPPs. Sendo assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito dos COVs emitidos por 

fungos nematófagos na interação trófica com as diferentes fases do ciclo de vida (ovos e 

juvenis) de Meloidogyne sp. (nematoide de galhas). No primeiro artigo, foi desvendado o papel 

dos COVs emitidos pelo fungo nematófago Pochonia chlamydosporia (Pc-10) na interação 

trófica com M. incognita. Em testes in vitro os COVs emitidos por Pc-10 reduziram (p < 0,05) 

a porcentagem de juvenis de segundo estádio (J2) de M. incognita eclodidos, quando 

comparado a testemunha. Ademais, ensaios in vitro e in planta demonstraram que PC-10 emite 

COVs atrativos aos J2 de M. incognita. Por meio de cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massa o composto 1,4-dimetoxibenzeno foi identificado com o componente 

majoritário do volatiloma de Pc-10. Em ensaios in vitro e in planta, esse composto apresentou 

atividade nematicida fumigante e não fumigante contra M. incognita, além de atrair os J2. No 

segundo artigo, em testes in vitro foi demonstrado que os COVs produzidos por P. 

chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum, Arthrobotrys conoides e Duddingtonia flagrans 

reduzem (p < 0,05) a eclosão dos J2 de M. javanica. Além disso, os COVs emitidos por P. 

chlamydosporia, P. lilacinum e A. conoides atraíram (p < 0,05) os J2 de M. javanica. Por outro 

lado, COVs de D. flagrans repeliram (p < 0,05) o nematoide. No valotiloma desses fungos 

foram identificados 22 COVs. Por meio da análise de componentes principais (PCA) dos 

voláteis emitidos pelos fungos, três conjuntos diferentes foram formados, sendo um composto 

por P. lilacinum e A. conoides e outros dois por D. flagrans e P. chlamydosporia, 

respectivamente. No ensaio em casa de vegetação, os COVs emitidos por P. lilacinum e o 

composto 1,4-dimetoxibenzeno controlaram (p < 0,05) M. javanica e não foram tóxicos para as 

plantas de jiló (Solanum aethiopicum). 

 

 

Palavras-chave: Compostos orgânico voláteis. Fungos nematófagos. Interação trófica. 

Nematoides parasitas de plantas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

The potential of nematophagous fungi as biological control agents of plant-parasitic nematodes 

(PPNs) has been extensively studied. However, there is little information about the role of 

volatile organic compounds (VOCs) produced by nematophagous fungi in the interaction with 

PPNs. Therefore, this work aimed to evaluate the effect of VOCs emitted by nematophagous 

fungi on the trophic interaction with the different stages of the life cycle (eggs and juveniles) 

of Meloidogyne sp. (root-knot nematodes). In the first article, the role of VOCs emitted by the 

nematophagous fungus Pochonia chlamydosporia (Pc-10) in the trophic interaction with M. 

incognita was revealed. The VOCs emitted by P. chlamydosporia reduced M. incognita eggs 

hatching and also attracted M. incognita second-stage juveniles (J2). The 1,4-

dimethoxybenzene compound is the major component of the volatiloma of the P. 

chlamydosporia strain Pc-10. The 1,4-dimethoxybenzene showed fumigant and non-fumigant 

nematicide activity against M. incognita, in addition to attracting the M. incognita J2. In the 

second article, it was demonstrated that VOCs produced by nematophagous fungi (P. 

chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum, Arthrobotrys conoides and Duddingtonia 

flagrans) reduced M. javanica eggs hatching. In addition, VOCs emitted by P. chlamydosporia, 

P. lilacinum and A. conoides attracted M. javanica J2. On the other hand, VOCs from D. 

flagrans repelled the nematode. Twenty-two VOCs were identified from the valotiloma of these 

fungi. The fungi were separated into three different sets by principal component analysis (PCA). 

One set comprising P. lilacinum and A. conoides and two other sets with D. flagrans and P. 

chlamydosporia, respectively. In the greenhouse test, the VOCs emitted by P. lilacinum and the 

compound 1,4-dimethoxybenzene controlled M. javanica and were not toxic to the eggplant 

plants. 

 

 

Keywords: Nematophagous fungi. Plant-parasitic nematodes. Trophic interaction. Volatile 

organic compounds 
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PRIMEIRA PARTE 

 

1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

Globalmente, os nematoides parasitas de plantas (NPPs) causam perdas estimadas em 

aproximadamente US$ 157 bilhões e os nematoides de galhas (Meloidogyne spp.) são os 

responsáveis pela maior parte desses prejuízos (Abad et al., 2008). É provável que a estimativa 

dos prejuízos causados por NPPs no mundo esteja subestimada (Poveda et al., 2020). Muitos 

produtores desconhecem a presença dos nematoides na área e os sintomas resultantes do seu 

ataque são geralmente inespecíficos, o que dificulta correlacionar as perdas de produtividade 

ao parasitismo do nematoide (Jones et al., 2013; Siddique e Grundler, 2018; Poveda et al., 

2020). Dentre os nematoides das galhas, Meloidogyne javanica, M. incognita e M. arenaria são 

as principais espécies tropicais e M. hapla é a principal espécie de clima temperado (Jones et 

al., 2013; Cheng et al., 2017; Cepulytè et al., 2018). Os nematoides de galhas são cosmopolitas, 

infectam as raízes de quase todas as plantas cultivadas, apresentam alta taxa reprodutiva e 

podem ter um sinergismo com outros patógenos do solo (Vos et al., 2013). Assim, manter estes 

patógenos de solo abaixo do nível de prejuízo econômico é uma tarefa complexa e desafiadora 

em áreas infestadas. Além disso, vários nematicidas químicos fumigantes (dentre eles o 

brometo de metila) e não fumigantes (dentre eles o aldicarb) foram banidos, por serem 

altamente prejudiciais a organismos não alvos e ao meio ambiente (Wram e Zasada, 2019; 

Desaeger et al., 2020; Schleker et al., 2022). 

Atualmente, há um interesse por métodos de manejo de NPPs que priorizem a segurança 

ambiental e a saúde pública. Dentro do manejo integrado de pragas, o controle biológico dos 

NPPs com fungos nematófagos se destaca como uma alternativa sustentável e viável (Silva et 

al., 2018; Francisco et al., 2021). Os fungos nematófagos, são inimigos naturais dos nematoides 

que podem capturar, matar e digerir o corpo dos nematoides (Nordbring-Hertz et al., 2011). 

Esses fungos ocorrem em todos os tipos de solo, mas se diferenciam na sua capacidade 

saprofítica e parasitária (Nordbring-Hertz et al., 2011). No entanto, as informações sobre a 

ecologia química dos compostos orgânicos voláteis (COVs) produzidos pelos fungos 

nematófagos sobre os NPPs ainda são escassas. Os COVs podem ter efeito sobre vários NPPs 

(Campos et al., 2010; Terra et al., 2018; Deng et al., 2022). O efeito desses COVs nos diferentes 

estádios do ciclo de vida dos NPPs, a caracterização dos compostos voláteis e o efeito isolado 

ou em misturas desses compostos precisam ser mais bem explorados para que haja uma melhor 

compreensão dessa interação trófica. Com isso, essas informações auxiliarão na compreensão 
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de alguns processos ecológicos que envolvem os NPPs e os fungos nematófagos, além de 

auxiliar no posicionamento desses agentes de biocontrole com maior assertividade.  

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

2.1 Meloidogyne spp. 

 

Os nematoides do gênero Meloidogyne são endoparasitas sedentários obrigatórios, 

conhecidos como nematoides de galhas, e são considerados os nematoides parasitas de plantas 

(NPPs) mais importantes economicamente (Jones et al., 2013). As espécies dos nematoides de 

galhas estão amplamente distribuídas em todo o mundo e parasitam uma infinidade de plantas 

(El-Sappah1 et al., 2019). Esses nematoides induzem a formação de células nutridoras (células 

gigantes) nos hospedeiros, por meio de secreções sintetizadas nas glândulas esofagianas (Abad 

et al., 2008; Bartlem et al., 2014). Nas raízes parasitadas com Meloidogyne sp. formam-se 

engrossamentos (galhas) e galhas típicas que interferem na absorção de água e nutrientes pela 

planta (El-Sappah1 et al., 2019, Francisco et al., 2021). As galhas resultam da hipertrofia e 

hiperplasia no tecido cortical adjacente ao corpo do nematoide (Ferraz e Brown, 2016, 

Francisco et al., 2021).  

A maioria das espécies de Meloidogyne se reproduz assexuadamente por partenogênese 

meiótica (M. chitwoodi, M. exigua, M. fallax e M. hapla) ou por partenogênese mitótica (M. 

arenaria, M. incognita e M. javanica) (Tapia-Vázquez et al., 2022). No entanto, algumas 

espécies se reproduzem sexuadamente (M. carolinensis, M. megatyla, M. microtyla e M. pini) 

(Tapia-Vázquez et al., 2022). 

O ciclo de vida dos nematoides de galhas é de aproximadamente 25-30 dias, sendo 

diretamente influenciado pelas condições ambientais (Ferraz e Brown, 2016; Jagdale et al., 

2021). As fêmeas de Meloigogyne depositam aproximadamente 500 ovos em uma massa 

gelatinosa. Dentro do ovo ocorre o desenvolvimento embrionário e a formação dos juvenis de 

primeiro estádio (J1) e de segundo estádio (J2). Dentro do ovo também ocorre a primeria ecdise 

e o J1 origina o J2 (Ferraz e Brown, 2016; Jagdale et al., 2021; Rusinqueet al., 2021). O J2 

(estádio infectivo) eclode dos ovos, migra no solo, seguindo gradientes quimiotáticos do 

hospedeiro, penetra na raiz, migra entre as células e estabelece o sítio de alimentação (Abad et 

al., 2008; Goto et al., 2013; Ferraz e Brown, 2016; Diyapoglu et al., 2022; Tapia-Vázquez et 

al., 2022). Após o estabelecimento do sítio de alimentação, os J2 perdem a mobilidade e passam 

por mais três ecdises formando os juvenis de terceiro e quarto estádio (J3 e J4) e os adultos 
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(Ferraz e Brown, 2016). Os J3 e J4 não se alimentam, pois apresentam estilete não funcional e 

esôfagos malformados (Abad et al., 2008; Ferraz e Brown, 2016). As fêmeas maduras 

recuperam a capacidade de se alimentar, adquirem um aspecto globoso e iniciam a ovoposição 

(Ferraz e Brown, 2016). 

 

2.2 Fungos Nematófagos 

 

Os fungos nematófagos são inimigos naturais dos nematoides que apresentam a 

capacidade de atacar os ovos, juvenis e adultos e utiliza-los como fonte nutricional. (Nordbring-

Hertz et al., 2011; Al-Ani et al., 2022). Aproximadamente 700 espécies, pertencentes aos filos 

Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Zygomycota e Oomycota, já foram descritas 

(Li et al., 2015). Esses fungos estão presentes em diferentes ecossistemas e a maioria das 

espécies é parasita facultativo dos nematoides, embora alguns sejam parasitas obrigatórios 

(Hallmann et al., 2009). De acordo com o modo de ação, os fungos nematófagos são 

classificados em quatro grupos: I) predadores, II) endoparasitas, III) produtores de toxinas e 

IV) parasitas de ovos e fêmeas sedentárias (Liu et al., 2009; Li et al., 2015). 

Os fungos endoparasitas são parasitas obrigatórios, altamente específicos com relação 

ao hospedeiro e raramente apresentam uma fase saprofítica, sendo exemplos deste grupo: 

Catenaria anguillulae, Drechmeria coniospora, Hirsutella rhossiliensis e Haptoglossa sp. (Li 

et al., 2015; Francisco et al., 2021). Os esporos (conídio ou zoósporo) podem ser ingeridos pelos 

nematoides, aderir à cutícula e/ou às estruturas sensoriais ou penetrarem diretamente pela 

cutícula (Braga e Araújo, 2014). Após a colonização do corpo do nematoide, estruturas 

reprodutivas do fungo se projetam externamente para a infecção de outros indivíduos (Soares 

et al., 2016; Devi, 2018; Soares et al., 2018).  

Fungos predadores produzem estruturas especializadas denominadas de armadilhas para 

captura das formas ativas dos nematoides, ao longo das hifas, por exemplo: Duddingtonia 

flagrans, Arthrobotrys sp., Dactylaria sp., Dactylella sp., Drechslerella sp., Monacrosporium 

sp. e Gamsylella sp. (Francisco et al., 2021; Balbino et al., 2022). Esses fungos que capturam 

nematoides pertencem a um grupo monofilético da ordem Orbiliales (Ascomycota) 

(Nordbring-Hertz et al., 2011; Li et al., 2015). As armadilhas são classificadas como hifas 

adesivas, redes bidimensionais e tridimensionais adesivas, nódulos adesivos, ramos adesivos, 

anéis constritores ou não constritores (Ferraz et al., 2012; Herrera-Estrella, et al., 2016; Soares 

et al., 2016). Essas estruturas podem ser formadas espontaneamente ou em resposta a estímulos 

químicos provenientes do nematoide, motilidade e escassez de água e/ou nutrientes (Balan e 
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Gerber, 1972; Jansson e Nordbring-Hertz, 1980; Nordbring-Hertz et al., 2011). Os fungos 

pertencentes a esse grupo possuem menor especificidade com o hospedeiro e após a captura do 

nematoide, as hifas penetram a cutícula, colonizando e consumindo o conteúdo corporal (Soares 

et al., 2016; Soares et al., 2018).  

Diferentemente dos fungos predadores, os fungos parasita de ovos colonizam os ovos, 

cistos e fêmeas sedentárias, formando apressórios após o contato da hifa com o hospedeiro, 

neste grupo temos, por exemplo as espécies fúngicas Pochonia chlamydosporia e 

Purpureocillium lilacinum (Lopez Llorca et al., 2008; Soares et al., 2016; Devi, 2018; Francisco 

et al., 2021). Esses fungos são capazes de produzir enzimas hidrolíticas (proteases e quitinases) 

que degradam a parede do ovo, facilitando o processo infeccioso (Yang et al., 2007; Soares et 

al., 2018). 

Fungos nematófagos também podem produzir metabolitos tóxicos voláteis e não 

voláteis, antes de qualquer contato físico com o nematoide, sendo o caso dos fungos: P. 

lilacinum, Fusarium oxysporum, F. solani, Pleurotus ostreatus e Trichoderma sp. (Estupiñan-

López et al., 2018; Khan et al., 2018; Soares, et al., 2018; Francisco et al., 2021). Essas 

substâncias podem agir sobre diferentes estádios do ciclo de vida dos fitonematoides, atuando 

na quimiotaxia, na motilidade, na eclosão, no reconhecimento do hospedeiro ou até mesmo 

causando morte (López-Llorca et al., 2008; Wang et al., 2010; Soares et al., 2016). Após a 

imobilização dos nematoides, alguns fungos produtores de metabolitos tóxicos são capazes de 

penetrar pela cutícula e colonizar o corpo interiormente (Yang e Zhang, 2014; Soares et al., 

2018). 

Recentemente, foi proposto o grupo de fungos nematófagos produtores de mecanismos 

especiais de ataque (Liu et al., 2009; Soares et al., 2018). Esses fungos produzem estruturas que 

causam danos mecânicos a cutícula do nematoide, resultando em extravasamento do conteúdo 

interno e posterirormente as hifas colonizam por completo o corpo do nematoide. Neste grupo 

foram incluídos os fungos Stropharia rugosoannulata e Coprinus comatus (Luo et al., 2006, 

2007; Liu et al., 2009; Soares et al., 2018). 

 

2.3 Compostos orgânicos voláteis microbianos 

 

Os microrganismos são capazes de sintetizar uma diversidade de compostos orgânicos 

voláteis (COVs) a partir de diferentes vias biossintéticas primárias e secundárias (Korpi et al., 

2009). COVs são moléculas com baixo peso molecular (< 400 Da), baixo ponto de ebulição 

(50-260 °C), alta pressão de vapor (102 kPa a 25 °C) e com até 20 átomos de carbono (Morath 
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et al., 2012; Hung et al., 2015, Schmidt et al., 2015, 2016; Veselova et al., 2019, Poveda, 2021; 

Diyapoglu et al., 2022). Geralmente os COVs são lipossolúveis e podem atravessar as 

membranas biológicas livremente, sendo liberados ao meio externo, na ausência de uma 

barreira de difusão (Pichersky et al., 2006; Morath et al., 2012; Hung et al., 2015). Os COVs 

são propagados pelo solo e pela rizosfera e atuam em curtas e longas distâncias como 

infoquímicos (Morath et al., 2012; Veselova et al., 2019, Poveda, 2021). A porosidade do solo, 

o movimento da solução aquosa e o fluxo de massa de água através do perfil do solo auxiliam 

na difusão desses compostos (Wheatley, 2002; Hung et al., 2015; Schmidt et al., 2015; 

Kanchiswamy et al., 2015a; Schmidt et al., 2016). 

Mais de 300 COVs já foram relatados a partir das emissões voláteis de fungos (Hung et 

al., 2015). No entanto, pouca atenção tem sido dada aos voláteis fúngicos e ao seu papel 

ecológico (Schmidt et al., 2016). A quantidade e a composição dos compostos voláteis 

produzidas pelos microrganismos podem ser influenciadas pela genética, estágio fisiológico do 

microrganismo, substrato, temperatura, pH, umidade, oxigênio e interações microbianas 

interespecíficas (Ezra e Strobel, 2003; Insam e Seewald, 2010; Romoli et al., 2014; Schmidt et 

al., 2015; Schulz-Bohm et al., 2017; Misztal et al., 2018; Wang et al., 2019; Lozano-Soria et 

al., 2020; Tilocca et al., 2020; Mäki et al., 2021) 

Sabe-se que os COVs produzidos por microrganismos atuam como sinais de 

comunicação ou como uma possível excreção do excesso de compostos a base de carbono (Kai 

et al., 2009). Essas moléculas também estão relacionadas no estabelecimento das relações 

simbiônticas e na distribuição dos organismos saprófitas, micorrizicos e patogênicos (Kai et al., 

2009; Hung et al., 2015). Os COVs podem estar envolvidos ainda no reconhecimento, defesa e 

competição por hospedeiro (Hung et al., 2015; Poveda, 2021). Alguns estudos já relataram a 

capacidade desses compostos em controlar fitopatógenos e insetos pragas, promover o 

crescimento vegetal, induzir resistência sistêmica e em aumentar a tolerância das plantas ao 

estresse hídrico (Hung et al., 2013; Paul e Park, 2013; Naznin et al., 2014; Kanchiswamy et al., 

2015a; Poveda, 2021). Os compostos voláteis também são capazes de modular o metaboloma, 

genoma e proteoma (Kanchiswamy et al., 2015b; Poveda, 2021). 

 

2.3.1 Compostos orgânicos voláteis emitidos por fungos que promovem o crescimento de 

plantas 

 

Os COVs produzidos por microrganismos podem promover o crescimento vegetal, 

modulando as vias fisiológicas e hormonais da planta para aumentar a produção de biomassa e 
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produtividade (Sharifi e Ryu, 2018; Tyagi et al., 2018; Poveda, 2021). Com relação aos 

compostos voláteis emitidos por fungos, You et al. (2022) relataram que os COVs de 

Trichoderma koningiopsis (T-51) aumentaram significativamente o tamanho e o peso das 

mudas de Arabidopsis thaliana. Sánchez-López et al. (2016) demonstraram que os fungos 

Alternaria alternatai, Aspergillus awamori, Aspergillus brasiliensis, Beauveria bassiana, 

Botrytis aclada, Colletotrichum gloeosporioides, F. oxysporum, Ophiostoma ips, Paecilomyces 

clavisporus, Penicillium chrysogenum, P. digitatum, P. aurantiogriseum, Trichoderma 

harzianum e Verticillium dahliae e as leveduras Pichia fermentans var. fermentans, 

Saccharomyces cerevisiae NA33 e Wickerhamomyces anomalus aumentaram o peso fresco das 

plantas Arabidopsis, em relação ao controle. No entanto, exceto A. awamori, B. aclada e V. 

dahliae não induziram a floração precoce (Sánchez-López et al., 2016). Lee et al. (2016) 

observaram que os COVs emitidos por nove isolados de Trichoderma estimularam o 

desenvolvimento de A. thaliana e de plantas de tomate. Hung et al. (2013) obtiveram resultados 

semelhantes com os COVs emitidos por T. viride promovendo o crescimento de A. thaliana 

sem o contato físico direto. Nieto-Jacobo et al. (2017) constataram que os COVs de 

Trichoderma spp. aumentaram a biomassa da parte aérea e do sistema radicular, a produção de 

raiz e o teor de clorofila em A. thaliana, quando cultivados separadamente in vitro. No entanto, 

alguns isolados de Trichoderma reduziram o comprimento da raiz primária de A. thaliana 

quando cultivados em conjunto. 

 

2.3.2 Compostos orgânicos voláteis emitidos por fungos contra fitopatógenos 

 

Os nematoides interagem com o ambiente reconhecendo os estímulos ambientais por 

meio dos órgãos sensoriais (Jones, 2002; Rasmann et al., 2012). Os COVs fúngicos também 

podem atrair e repelir os nematoides (Rasmann et al., 2012; Perry e Curtis, 2013). Pacheco et 

al. (2022) demonstram que os COVs de P. chlamydosporia (Pc-10) e o composto 1,4-

demetoxibenzeno atraem os J2 de M. incognita. Hsueh et al. (2017) verificaram que A. 

oligospora produz compostos voláteis atrativos para C. elegans. O composto 3-metil-2-

butenoato de metila, proveniente de A. oligospora, mimetiza um feromônio sexual do 

nematoide (Hsueh et al., 2017). Os indivíduos adultos hermafroditas de C. elegans e as fêmeas 

adultas de C. remanei, C. nigoni e C. afra são atraídos fortemente, e os machos são repelidos, 

além de interferir no acasalamento de C. afra (Hsueh et al., 2017). Wang et al. (2010) 

observaram que substâncias voláteis de Esteya vermicola também participaram da atração de 

B. xylophilus. Yu et al. (2021) relataram que C. elegans foi atraído pelos COVs de D. flagrans 
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(CBS 349.94). 

Compostos orgânicos voláteis produzidos por fungos também podem ser antagônicos 

aos fitopatógenos (Kaddes et al., 2019; Tilocca et al., 2020). Mulero-Aparicio et al. (2019) 

identificaram que F. oxysporum (FO12) produz COVs capazes de controlar a murcha de 

Verticillium. O fungo endofítico Muscodor crispans produz COVs eficazes contra vários 

patógenos de plantas, incluindo Pythium ultimum, Phytophthora cinnamomi, Sclerotinia 

sclerotiorum, Mycosphaerella fijiensis e Xanthomonas axonopodis pv. citri, além de alguns 

patógenos humanos (Mitchell et al., 2010). Lee et al. (2009) observaram que Oxyporus 

latemarginatus EF069 produz COVs capazes de inibir o crescimento de A. alternata, B. 

cinerea, C. gloeosporioides, F. oxysporum f. sp. lycopersici e Rhizoctonia solani por 

micofumigação. A partir dos COVs de O. latemarginatus obteve-se o composto 5-pentil-196 

2-furaldeído que inibiu o crescimento micelial de B. cinerea e R. solani. Moya et al. (2018) 

identificaram que os COVs de sete isolados de T. harzianum e de um isolado de T. 

longibrachiatum inibiram o crescimento micelial de Pyrenophora teres em até 32%.  

A toxicidade dos COVs produzidos por fungos para os NPPs foi demonstrada em vários 

estudos (Campos et al., 2010; Tilocca et al., 2020). Os COVs podem afetar os diferentes 

estádios (ovos, juvenil e adulto) dos nematoides, agindo como um nematicida de contato, 

fumigante ou alterando o comportamento (quimiotaxia). Terra et al. (2018) observaram que 

acetato de 3-metilbutil e o acetato de etila, provenientes de F. oxysporum isoaldo 21 (Fo–21), 

mataram os J2 de M. incognita e reduziram a eclosão, além de interferir na infectividade do 

nematoide. Mas o acetato de 2-metilbutil reduziu o número de galhas de M. incognita por grama 

de raiz de tomateiro (Terra et al., 2018). Pacheco et al. (2022) observaram que os COVs de P. 

chlamydosporia (Pc-10) são tóxicos para os ovos de M. incognita e o composto 1,4-

dimetoxibenzeno apresentou atividade nematicida fumigante e não fumigante contra M. 

incognita. Mei et al. (2021) verificaram a atividade nematicida dos COVs produzidos por D. 

flagrans (CBS565.50) contra M. incognita. Riga et al. (2008) constataram que os COVs de M. 

albus apresentaram ação nematicida e nematostática contra M. chitwoodi, M. hapla, 

Paratrichodorus allius e Pratylenchus penetrans. O composto volátil 6-pentil-2H-piran-2-ona 

isolado de Trichoderma sp. (YMF 1.00416) matou mais de 85% Panagrellus redivivus, 

Caenorhabditis elegans e Bursaphelenchus xylophilus (Yang et al., 2012). Liarzi et al. (2016) 

identificaram que os COVs secretados por Daldinia cf. concentrica controlou M. javanica em 

experimentos in vitro e em plantas de tomate.  
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ABSTRACT 

 

 

The production of volatile organic compounds (VOCs) acting against plant-parasitic nematodes 

has been characterized in different fungi; however, the role of VOCs emitted by Pochonia 

chlamydosporia in its trophic interaction with Meloidogyne incognita is still unknown. The aim 

of this study was to determine the effects of VOCs emitted by P. chlamydosporia strain Pc-10 

on different stages (eggs, juveniles and female) of the M. incognita life cycle. Exposure of M. 

incognita eggs to VOCs released by Pc-10 resulted in a reduction up to 88 % in the nematode 

egg hatching, when compared to the control treatments. The VOCs emitted by Pc-10 also 

attracted M. incognita second-stage juveniles (J2). Through gas chromatography-mass 

spectrometry (GC–MS), three molecules were identified from the volatiles of the strain Pc-10, 

with 1,4-dimethoxybenzene being the major compound. In tests performed in vitro, 1,4-

dimethoxybenzene at a concentration of 1050 μg mL-1 inhibited M. incognita egg hatching by 

up to 78.7 % compared to the control (0 μg mL-1) and attracted M. incognita J2 in all 

concentrations evaluated (1, 10, 100, 1000, and 10000 μg mL-1). The 1,4-dimethoxybenzene 

also showed fumigant and non-fumigant nematicidal activity against M. incognita. This 

compound presented lethal concentration for 50 % (LC50) of M. incognita J2 ranged from 132 

to 136 μg mL μg-1. Fumigation with 1,4-dimethoxybenzene (100 mg) reduced egg hatching by 

up to 89 % and killed up to 86 % of M. incognita J2 compared to the control (0 μg mL-1). In 

vivo, the VOCs produced by Pc-10, 1,4-dimethoxybenzene, and the combination of both (Pc-

10 + 1,4-dimethoxybenzene) attracted the M. incognita J2, compared to the respective controls. 

To the best of our knowledge, this is the first report on the attraction of M. incognita J2 and the 

toxicity to eggs and J2 by VOCs from P. chlamydosporia in which 1,4-dimethoxybenzene is 

the main toxin and attractant. 

 

 

Keywords: 1,4-dimethoxybenzene; attraction; biological control; nematophagous fungi; 

volatile organic compounds. 
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1 INTRODUCTION 

 

Plant-parasitic nematodes (PPNs) cause global agricultural losses of approximately US 

$ 157 billion (Abad et al., 2018). A large part of these damages is attributed to root-knot 

nematodes (RKNs) (Meloidogyne spp.), which are soil-borne pathogens with a wide range of 

hosts, worldwide distribution, and high reproductive capacity (Moens et al., 2009). In addition 

to reducing productivity by damaging the root system, the RKNs suppress the host's defenses, 

making the plant more susceptible to attacks by other plant pathogens (Goverse and Smant, 

2014). Approximately 100 species of Meloidogyne have been described and Meloidogyne 

incognita is the species that affects the largest number of crops and stands out for causing yield 

losses in tropical, subtropical, and temperate areas (Kiewnick and Sikora, 2017; Lu et al., 2017; 

Sasser, 1980). 

In the last few years, the search for sustainable technologies for the management of 

PPNs has been intensified, products based on biological control agents have been available and 

have aroused the interest of farmers (Cheng et al., 2017; Lu et al., 2017; Silva et al., 2018; Zhai 

et al., 2018). Among the biological control agents, the nematophagous fungus Pochonia 

chlamydosporia is highly efficient against PPNs and had become the active ingredient in several 

commercial biological products (Monteiro et al., 2020). P. chlamydosporia interacts with 

different stages of the life cycle of nematodes, parasitizing females and eggs (Freire and Bridge, 

1985; Manzanilla-López et al., 2017, 2013). This fungus also promotes plant defence, 

mitigating the negative effects of biotic and abiotic factors (Ghahremani et al., 2019; Larriba et 

al., 2015; Medeiros et al., 2015; Pentimone et al., 2019). In addition, P. chlamydosporia 

promotes plant growth, is capable of colonizing the root system of several plant species 

endophytically, and grows in organic matter (Dallemole-Giaretta et al., 2015; Larriba et al., 

2015, 2014; Manzanilla-López et al., 2013; Mingot-Ureta et al., 2020; Nasu et al., 2018; 

Pentimone et al., 2019; Zavala-Gonzalez et al., 2015). 

Nematodes recognize environmental stimuli through sensory organs, such as amphids 

and phasmids, which guide them to the source of these stimuli (Curtis, 2008; Perry and Curtis, 

2013; Rasmann et al., 2012; Tsai et al., 2020). They are attracted not only by sensory cues from 

plants but also from bacteria, fungi, insects, and other nematodes (Bilgrami et al., 1985; Grewal 

and Wright, 1992; Grewal et al., 1993; Jaffe et al., 1989; Jansson and Nordbring-Hertz, 1979; 

Jansson, 1982; Prot, 1980; Stirling, 2014; Wu and Duncan et al., 2020). Pioneering works have 

shown that nematodes are attracted to nematophagous fungi (Jansson and Nordbring-Hertz, 

1979; Jansson, 1982). Recent studies have emphasized the role of volatile organic compounds 
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(VOCs) emitted by microorganisms in the orientation of PPNs. The endophytic fungus Esteya 

vermicola emits volatile compounds that attract the pine wood nematode, Bursaphelenchus 

xylophilus (Wang et al., 2010). The nematophagous fungus Arthrobotrys oligospora produces 

VOCs capable of attracting Caenorhabditis elegans and the methyl 3-methyl-2-butenoate was 

identified as being responsible for this behavior (Hsueh et al., 2017). This compound mimics a 

sexual pheromone which strongly attracts adult hermaphroditic individuals of C. elegans and 

the adult females of C. remanei, C. nigoni, and C. afra, but repels the males, in addition to 

interfering in the mating of C. afra (Hsueh et al., 2017). The volatile compounds emitted by the 

actinomycete Streptomyces plicatus could influence the chemotaxis of M. incognita to the host 

(Wang et al., 2019). All seven VOCs produced by the bacterium Pseudomonas putida repelled 

M. incognita (Zhai et al., 2018). However, few studies are available regarding the role of 

volatile compounds from nematophagous fungi in the interaction with PPNs and the most 

studies are related to free-living nematodes (Hsueh et al., 2017; Wang et al., 2018; Wang et al., 

2010). 

Although P. chlamydosporia is one of the best-studied biological control agents, the 

role of the VOCs emitted by it in the interaction with PPNs is still unknown. Recently, Lozano-

Soria et al. (2020) characterized the volatilome and identified that some VOCs from P. 

chlamydosporia strain 123 were repellent to the insect Cosmopolites sordidus. We 

hypothesized that the VOCs produced by P. chlamydosporia influence the behavior of M. 

incognita and interfere in some life-cycle stages of the nematode. Therefore, knowing the 

biological role of VOCs produced by this fungus will help to understand its trophic interaction 

with PPNs. In this study, we sought to evaluate the role of VOCs emitted by P. chlamydosporia 

and its effect on I) the M. incognita egg hatching and II) the attraction of M. incognita second-

stage juveniles (J2). 

 

2 MATERIAL AND METHODS 

 

2.1 Obtaining the inoculum of M. incognita  

 

Meloidogyne incognita was reared in tomato plants (Solanum lycopersicum), cultivar 

Santa Clara, in the greenhouse. The eggs were extracted from tomato roots using the technique 

described by Hussey and Barker (Hussey and Barker, 1973). The J2 were obtained using the 

Baermann funnel technique (Baermann, 1917). For the in vitro assays, J2 collected 48 h after 

the establishment of the hatching chamber were used. For the in vivo assays, J2 up to five days 
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after hatching were used. In both cases, the J2 hatched 24 h after the start of the hatching 

chamber were discarded. 

 

2.2 Obtaining the inoculum of P. chlamydosporia (Pc-10) 

 

Pochonia chlamydosporia strain Pc-10 (active component of the commercial product 

Rizotec®) was obtained from the collection of the Laboratory of the Biological Control of Plant-

Parasitic Nematode, Department of Plant Pathology, Federal University of Viçosa, Minas 

Gerais State, Brazil. Strain Pc-10 was isolated from soil naturally infested with Meloidogyne 

spp., where vegetables were grown, in Viçosa, Minas Gerais State, Brazil (Dallemole-Giaretta 

et al., 2012). The isolate was grown in potato-dextrose-agar culture medium and kept at 28 ºC, 

in a dark environment. For the assays using Pc-10, it was grown on KASVI® nutrient-agar 

medium (NA) for eight days under the same conditions above described. 

 

2.3 Meloidogyne incognita egg hatching under exposure to VOCs emitted by Pc-10 

 

Polystyrene two-compartmented Petri dishes (90 x 15 cm) were used. NA culture 

medium was poured into one compartment of the plates and a 9 mm plug of Pc-10 was placed 

on its surface (Figure 1). The other compartment remained empty. As a control, we used plates 

with NA medium and without fungus and empty plates. Next, all the plates cultured with fungus 

and those used as the control were incubated at 28 °C in the dark. After incubation for eight 

days, an aqueous suspension (5 mL) containing 5000 eggs of M. incognita was injected by a 

syringe with a needle through a hole in the lid, in the empty compartment. After removal of the 

needle, the hole was re-sealed with tape. The hole, 2 mm in diameter, was made on the surface 

of the plate lid (the side opposite the fungal culture) was used to add the eggs inside the plates 

without removing the lid, thus avoiding loss of VOCs emitted during the first days of fungal 

growth (Figure 1). The eggs were exposed to VOCs for 3 days. Then, the plates were opened, 

a 2 mL aliquot was taken and, the number of hatched J2 was determined. Another aliquot 

containing the same volume was collected and transferred to a polypropylene microtube (2 mL) 

that was stored under the same conditions mentioned above. After seven days, the number of 

hatched J2 was quantified again. The experiment was repeated twice, with seven replicates per 

treatment. 
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Figure 1: Scheme used to evaluate the M. incognita egg hatching after eggs exposure to VOCs 

released by P. chlamydosporia strain Pc-10. The fungus was grown for 8 days on one side of a 

two-compartment Petri dishes (90 mm). After this period, 5000 eggs of M. incognita were 

placed, with the aid of a syringe with a needle, on the other side of the plate. Eggs were kept 

exposed to VOCs for 3 days. 

 

2.4 Chemotaxis of M. incognita towards VOCs emitted by Pc-10 

 

Chemotaxis assays were performed according to Bargmann et al. (1993) and Wang et 

al. (2019) with some modifications. Petri dishes with 9 cm diameter containing 2% water-agar 

medium (WA) were divided into three areas: A) neutral area, located in the center of the plate; 

B) test area; C) control area (Figure 2). A 9 mm plug in diameter of Pc-10 was placed in position 

b over a 2 mL microtube cap (sterile), and another plug with only NA medium was added in 

position c also over a microtube cap. The distance from positions b and c to the edges of the 

neutral area (A) was 2.5 cm. Plates containing a plug with NA medium (without the fungus, but 

from the plate containing the isolate Pc-10) in position b and another plug with NA medium 

(from plates without the fungus) in position c was the control. Plates containing only one disc 

of the NA medium in position b and plates containing only the WA medium (nothing was 

deposited on both sides) were also considered as controls. A 20 μL suspension, containing 

approximately 100 J2 of M. incognita, was deposited in position a. Then, the plates were 

incubated at 28 ºC in the dark. After 16 h, the number of J2 in the test (B) and control (C) areas 

were quantified with the aid of an inverted optical microscope.  
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The chemotaxis index (CI) was obtained by subtracting the number of J2 in the test area 

from the number of J2 in the control area and then dividing by the total number of J2 found 

outside the neutral area (Bargmann et al., 1993). If CI ≥ 0.2, VOCs were highly attractive and, 

if 0.1 ≤ CI < 0.2 were considered slightly attractive. If -0.1 ≤ CI <0.1, as a random response. If 

-0.2 < IC < -0.1, VOCs were considered repellent and, a CI ≤ -0.2 as highly repellent (Wang et 

al., 2019). The experiment was performed twice, with four replicates each. 

 

 

Figure 2: Schematic of the chemotaxis assay for M. incognita second-stage juveniles (J2) in a 

Petri dish (9 cm) containing WA. Three distinct areas were defined: A) neutral area, B) test 

area, and C) control area. Approximately 100 J2 were deposited in the center of the plate (a). A 

disc with propagules of the strain Pc-10 and one containing only nutrient-agar (NA) were 

deposited in positions b and c, respectively. After 16 h, the number of J2 in each area was 

determined separately. Nematodes that remained in area A were not counted. (Adapted from 

Wang et al., 2019). 

 

2.5 Characterization of volatile organic compounds (VOCs) emitted by Pc-10 by gas 

chromatography-mass spectrometry (GC–MS) 

 

The P. chlamydosporia strain Pc-10 was cultured in 80 x 28 mm SUPELCO™ SPME 

tubes (Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, USA) with a screw cap attached to a layer of silicone. 
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For this, 15 mL of NA medium were added to each tube. One 5 mm disc of the Pc-10 culture 

was deposited on the medium contained inside the tube. The control treatment only consisted 

of the NA medium without the presence of the fungus. The tubes were prepared in triplicates 

and kept at 28 ºC in the dark for eight days. The identification of volatile molecules was carried 

at the Center for Analysis and Chemical Prospecting (Department of Chemistry/UFLA, Brazil) 

using gas chromatography-mass spectrometry (GC–MS). VOCs were extracted via headspace 

solid-phase microextraction (SPME), using DVB/CAR/PDMS fiber (Divinylbenzene, 

Carboxen, Polydimethylsiloxane) (Arthur and Pawliszyn, 1990). The temperature and 

extraction time were 55 °C at 250 rpm for 35 min. The GC–MS QP 2010 Ultra mass 

spectrometer (Shimadzu, Japan) equipped with an AOC-5000 automatic liquid and gas injector 

(Shimadzu, Japan) and a HP-5 column of dimensions 30 m × 0.25 mm × 0.25 μm was used for 

the separation and identification of VOCs (5% phenyl-95% dimethylsiloxane). The 

temperatures of the injector, interface and the detector ion source were 250 °C, 240 °C and 200 

°C, respectively. The injector was operated in splitless mode or split 1:2 mode, according to the 

peak intensity in the samples. As a drag gas Grade I was used at 1.0 mL min−1. The temperature 

setting of the GC oven was 40–130 °C at 3 °C min−1 and then up to 240 °C at 10 °C min−1. The 

mass spectrum of each chromatogram peak was extracted through the Automated Mass Spectral 

Deconvolution and Identification System (AMDIS) v. 2.63. The VOC identification was 

performed by comparing the mass spectra of the sample peaks with NIST library spectra by the 

Mass Spectral Search Program (NIST, Washington, DC, USA) and by comparing 

experimentally obtained retention indices (RI Exp.) with the retention indices in the literature 

(RI Lit.) (Adams, 2007; NIST, 2021). The experimental retention indices were obtained by 

injecting a homologous series of alkanes. The comparison among the mass spectra was 

performed only for peaks in which the similarity was greater than 80%. 

 

2.6 Meloidogyne incognita egg-hatching under the effect of 1,4-dimethoxybenzene 

 

The compound 1,4-dimethoxybenzene was purchased from Sigma-Aldrich (Saint 

Louis-MO, USA) with 99% purity. Then the effect of different concentrations of this molecule 

on M. incognita J2 hatching was evaluated. The molecule was dissolved in an aqueous solution 

containing 1% Tween 80® (Sigma‐Aldrich). Each of the prepared aqueous solutions (1000 μL), 

along with an aqueous suspension (200 μL) containing 2200 eggs of M. incognita, were placed 

in 2 mL microtubes with screw caps to achieve final concentrations of 150, 450, 750, and 1050 

μg mL-1. The negative control was the solution used for compound dissolution, Tween 80® 
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(0.01 g mL−1). The microtubes were then sealed with PVC film and stored at 28 ºC in the dark. 

After ten days, the number of hatched J2 was quantified. The assay was performed twice, with 

five replicates each. 

 

2.7 Lethal concentration (LC50) of 1,4-dimethoxybenzene against M. incognita 

 

To establish 1,4-dimethoxybenzene dose-response curve on M. incognita J2, in vitro 

assays were conducted. 1,4-dimethoxybenzene was prepared in eight concentrations (0, 150, 

300, 450, 600, 750, 900 and 1050 μg mL-1) to find their lethal concentration for 50% (LC50) of 

M. incognita J2. The molecule was diluted in Tween 80® (0.01 g.mL-1). The negative control 

contained only Tween 80®. Then, 500μL of the different 1,4-dimethoxybenzene solutions were 

added to a microtube (2 mL) together with 100 μL of the aqueous suspension containing 

approximately 150 M. incognita J2, totaling a final volume of 600 μL. The microtubes were 

closed and sealed with PVC film and incubated at 28 ºC in the dark. After 48 h, the microtubes 

were opened, the content was homogenized and 120 µL of the suspension was transferred to a 

96-well polypropylene plate. The plate was kept at room temperature for 24 h, without any 

sealing, and the J2 that remained immobile with the body fully extended were considered dead. 

The assay was performed twice, with five replicates each. 

 

2.8 Fumigant activity of 1,4-dimethoxybenzene against M. incognita 

 

We used Supelco® vials (80 × 28 mm, Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, USA) to evaluate  

fumigant activity of 1,4-dimethoxybenzene on M. incognita eggs and J2 (Barros et al., 2014). 

To this end, the vials were half-filled with 35g of sterilized dry sand (121 °C, 101 325 kPa 

pressure for 2 h) plus 1,4-dimethoxybenzene, in doses of 10 and 100 mg. Then, one sterile 600 

μL microtube was buried in the sand and 5 mL of distilled and sterilized water was applied to 

the sand. Vials containing only sand, without the molecule, were used as a negative control. 

Next, an aqueous suspension (200 μL) containing approximately 150 M. incognita eggs was 

deposited into the microtube. Subsequently, the Supelco® vials were closed and sealed with 

PVC film and stored at 28 ºC in the dark. After ten days, the number of hatched J2 was 

quantified. The assay was performed twice, with six replicates each. 

To evaluate the fumigant activity of 1,4-dimethoxybenzene on the of M. incognita J2, 

this same methodology was used, but with some modifications. In this trial, only the 100 mg 

dose of 1,4-dimethoxybenzene was evaluated. An aqueous suspension (200 µL) containing 



35 

 

approximately 40 J2 was deposited in the microtube. Subsequently, the Supelco® vials were 

closed and sealed. After 72 h, the contents of the microtubes were transferred to a 96-well 

polypropylene plate. To determine mortality, the plate was kept at room temperature for another 

24 h, without any sealing, and the J2 that remained immobile were considered dead. The assay 

was performed twice, with six replicates each. 

 

2.9 Chemotaxis of M. incognita towards 1,4-dimethoxybenzene 

 

The same methodology described in the previous chemotaxis assay was used here 

(Bargmann et al., 1993; Wang et al., 2019). Petri dishes (9 cm in diameter) containing 2% WA 

were divided into a neutral area (A), test area (B), and control area (C) (Figure 2). On opposite 

sides of the plate, positions b and c, 9 mm diameter holes were opened on the WA medium with 

a sterile polypropylene tube. The 1,4-dimethoxybenzene molecule was diluted in an aqueous 

solution containing 1% Tween 80®. The hole located in the test area (B) was filled with 30 μL 

of 1,4-dimethoxybenzene in concentrations of 1, 10, 100, 1000, or 10,000 μg mL-1. The hole 

located in the control area (C) was filled with the same volume of the solvent. Plates containing 

only 30 μL of 1% Tween 80® in one of the holes were considered as controls. A 20 μL aqueous 

suspension containing approximately 100 J2 of M. incognita were deposited in the center of the 

plate (a). The plates were not sealed with PVC film and remained at 20ºC in the dark. After 16 

h, the number of J2 in the test (B) and control (C) areas were quantified with the aid of an 

inverted optical microscope, and the chemotaxis index was determined. The experiment was 

repeated twice, with four replicates per treatment. 

 

2.10 Chemotaxis of M. incognita towards VOCs emitted by Pc-10 and 1,4-

dimethoxybenzene 

 

The test was performed in pots as described by Dong et al. (2014) and Wang et al. (2019) 

with some modifications. The experimental units consisted of two polypropylene pots (300 mL) 

joined by a polypropylene tube (20 cm long and 9 mm in diameter) (Figure 3). A 2 mm diameter 

hole was made in the middle of the tube (Figure 3). The pots and tubes were filled with sterile 

sand (121°C, 101 325 kPa pressure for 2 h) and moistened with 100 and 4 mL of water, 

respectively. Tomato seedlings (cultivar Santa Clara) 30 days of age were transplanted into the 

pots and fertilized (Forth Hortaliças®) (15 mL of the fertilizer were diluted in 1 L of water and 

20 mL of this solution were applied to each pot). To prevent the tomato roots from invading the 
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tubes, their ends were covered with 0.025 mm mesh. The treatments consisted of: I) tomato / 

sand (without tomato), II) Pc-10 + tomato / NA medium + tomato, III) NA medium + tomato / 

tomato, IV) 1,4-dimethoxybenzene + tomato / Tween 80® + tomato, V) Tween 80® + tomato / 

tomato, VI) Pc-10 + 1,4-dimethoxybenzene + tomato / NA medium + Tween 80® + tomato, 

VII) NA medium + Tween 80® + tomato / tomato (Figure 3). The treatments involving the 

fungus consisted of adding six discs containing Pc-10 propagules, which were transferred to 

the pots at the time of transplanting the tomato seedling. The treatments using the NA medium 

consisted of adding six discs without the presence of the fungus together with the tomato 

seedling. The molecule 1,4-dimethoxybenzene was diluted in Tween 80® (0.01 g mL−1) to 

obtain the concentration of 1000 μg mL-1. Then, 5 mL of the molecule or Tween 80® 

(0.01 g mL−1) were applied to the pots at the time of inoculation of the nematodes. This assay 

was carried out in a growth chamber, type Phytotron, with a temperature of 25ºC, 70% 

humidity, and luminosity of 12h light/12h dark. Approximately 2000 M. incognita J2 were 

injected into the hole in the middle of the tube after 12 days of transplantation. The nematodes 

were recovered 24 h after being injected. From each end, the tubes were cut into 9.5 cm pieces 

to collect the content on both sides. The samples were deposited in Falcon tubes (50 mL) and 

manually shaken for 15 seconds. Then, the sand was poured onto a set of 0.074 and 0.025 mm 

opening sieves and washed under running tap water. The material retained in the 0.025 mm 

sieve was collected, and the number of responding J2 (J2 found in the test area plus control 

area) was quantified to determine the of percentage (%) response of J2. The assay was repeated 

twice, with four replicates per treatment.  

%  response of J2 =
(J2 number in test area or control area) x 100

(J2 number in test area + J2 number in control area) 
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Figure 3: Schematic of the chemotaxis assay for M. incognita second-stage juveniles (J2) in 

pots (300 mL) connected by a tube (20 cm long and 9 mm in diameter). The pots and tubes 

were filled with sand. Each pot received one tomato plant. Two thousand M. incognita J2 were 

injected into a hole in the middle of the tube and they were recovered after 24 hours. (Adapted 

from Wang et al., 2019).  

 

2.11 Data analysis 

 

All assays used a completely randomized design. The results of the repetitions of each 

experiment were submitted to a combined analysis and, when the P > 0.05, the data presented 

were a combination of the two tests. All data were subjected to normality tests (Shapiro-Wilk 

test) and homogeneity (Bartlett test) and then the F test was applied through analysis of variance 

(ANOVA). The quantitative variables were subjected to regression, and the model chosen was 

the one with the best fit. To determine the lethal concentration of 1,4-dimethoxybenzene 

required to kill 50% of M. incognita J2, the generalized linear regression logistic model was 

used through the drc package in the R program (Ritz et al., 2015), with four parameters. The 

means of the experiment in pots were submitted to the Student's t-test. The means of the other 

trials were compared by Tukey or Scott-Knott test (P < 0.05). RStudio software (v.3.6.0) and 

SigmaPlot® version 11 were used for statistical analysis and artwork, respectively.  
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3 RESULTS 

 

3.1 Meloidogyne incognita egg hatching under exposure to VOCs emitted by Pc-10 

 

The exposure of M. incognita eggs for 3 days to VOCs emitted by Pc-10 reduced (P < 

0.05) the egg-hatching by around 60.5% compared to the control treatment (Table 1). When the 

remaining eggs were transferred to a microtube and stored for seven days, reductions greater 

than 92% in the hatching of exposed eggs to Pc-10 VOCs occurred. Adding up the number of 

eggs hatched from both periods resulted in a hatch decrease of more than 88%, when compared 

to the control treatment (Table 1). 

 

Table 1: Total number of M. incognita eggs hatched after exposure of eggs for three days to 

VOCs emitted by P. chlamydosporia strain Pc-10 and controls (NA medium and empty plate).  

Treatments 

Experiment 1 Experiment 2 

After 3 days After 10 days Total After 3 days After 10 days Total 

Empty plate 225 ± 16 a 1845 ± 60.1 a 2068 ± 61.3 a 301 ± 22.1 a 2497 ± 173.6 a 2798 ± 183.3 a 

NA medium 280 ± 17.6 a 1038 ± 60.1 b 1390 ± 68.5 b 319 ± 22.1 a 1994 ± 173.6 a 2314 ± 183.3 a 

Pc-10 120 ± 14.8 b 116 ± 55.6 c 236 ± 51.8 c 126 ± 22.1 b 189 ± 173.6 b 316 ± 183.3 b 

Within columns, means ± SE followed by the same letter do not differ significantly from each 

other by the Tukey test (P < 0.05). The interactions between experiments and treatments were 

significant (P < 0.05), then the data were analyzed separately. Values are means of seven 

replicates. 

 

3.2 Chemotaxis of M. incognita towards VOCs emitted by Pc-10 

 

M. incognita J2 was slightly attracted (0.1 ≤ CI <0.2) to VOCs emitted by the strain Pc-

10. A random response was observed (-0.1 ≤ CI <0.1) in all controls (Table 2). 
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Table 2. Chemotactic responses of M. incognita second-stage juveniles (J2) to P. 

chlamydosporia strain Pc-10. 

Treatments Chemotaxis index 

I) Pc-10 / NA medium 0.138  

II) NA medium1/ NA medium2 0.010  

III) NA medium  -0.081  

IV) Only WA medium -0.079  

I) Pc-10 in position b and NA medium (from plates without the strain Pc-10) in position c; II) 

NA medium1 (without the fungus, but from the plate containing strain Pc-10) in position b and 

NA medium2 (from plates without the strain Pc-10) in position c; III) Only NA medium (from 

plates without the strain Pc-10) in position b; IV) No treatment. 

 

3.3 Characterization of volatile organic compounds (VOCs) emitted by Pc-10 by GC–MS 

 

Three VOCs emitted by the P. chlamydosporia strain Pc-10 were identified. They 

belonged to the group of oxides, ketone, and aromatic ether. The 1,4-dimethoxybenzene 

compound had the highest peak area (Figure 4) and, for this reason, was used in the subsequent 

studies. 

 

 

Figure 4. Compounds identified by gas chromatography-mass spectrometry in the volatilome 

of P. chlamydosporia strain Pc-10. Numbers correspond to the following compounds: (1) 

carbon dioxide, (2) acetone and (3) 1,4-dimethoxybenzene. 

 

3.4 Meloidogyne incognita egg-hatching under exposure to 1,4-dimethoxybenzene 

 

The increase in 1,4-dimethoxybenzene concentrations was inversely related to the 
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hatching of M. incognita J2. Reductions of 49.7% and 64.9% in the eggs hatched were obtained 

with 150 μg mL-1 of 1,4-dimethoxybenzene in experiments 1 and 2, respectively, compared to 

the control treatment (0 μg mL-1). The highest concentration (1050 μg mL-1) of the molecule 

reduced hatching between 67.1 and 78.7% when compared to the control treatment (Figure 5). 

 

 

Figure 5. Total number of M. incognita eggs-hatched after exposure of eggs for 10 days to 1,4-

dimethoxybenzene. The bars represent the standard errors. The interactions between 

experiments and treatments were significant (P < 0.05), then the data were analyzed separately. 

Values are means of five replicates. 

 

3.5 Lethal concentration (LC50) of 1,4-dimethoxybenzene against M. incognita 

 

The 1,4-dimethoxybenzene showed nematicidal activity against the J2. The percentage 

of J2 dead after exposure to 1,4-dimethoxybenzene was modeled using the logistic regression 

model with four potential parameters (Table 3 and 4). The parameters were as follows: b, the 

dose-response curve slope coefficient; c and d the lower and upper asymptotes of the dose-

response curve; and e, the dose needed to cause 50% mortality in the population (LC50) (Ritz et 

al., 2015). The models in both experiments were modeled using two parameters. The LC50 of 

1,4-dimethoxybenzene was 132 and 136 μg mL-1 for experiment 1 and 2, respectively. 
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Table 3. Parameters of logistic equations for the dose-response curves of M. incognita second-

stage juveniles (J2) exposed to 1,4-dimethoxybenzene. 

Molecule Experiment 

Model parameters 

bw cx d ez 

1,4-dimethoxybenzene 

1 

-2.08 (0.59)* 

P < 0.001 

fixed fixed 

132 (19.59)* 

P < 0.001 

2 

-3.35 (1.49)* 

P < 0.02 

fixed fixed 

136 (14.0)* 

P < 0.001 

w b, indicates the slope coefficient of the dose-response curve. 

x c and d are the lower asymptotes of the dose-response curve set at 0.15 and 0.18 (experiment 

1 and 2, respectively) and upper asymptotes set at 0.90 and 0.85 (experiment 1 and 2, 

respectively). 

z e, corresponds to the dose necessary to cause 50% mortality in the population. 

* in parentheses the standard error and P value for the parameters. 

 

Table 4. Comparison of doses that resulted in 50% mortality in the M. incognita second-stage 

juveniles (J2) (LC50). 

Molecule Experiment LC50 (μg mL-1) predicted by the model 

1,4-dimethoxybenzene 
1 132 (93.7 – 170.4) 

2 136 (106.9 – 165,5) 

z 95% confidence interval for each LC50 enclosed in parentheses. 

 

3.6 Fumigant activity of 1,4-dimethoxybenzene against M. incognita 

 

The two concentrations (10 and 100 mg) of 1,4-dimethoxybenzene reduced (P < 0.05) 

the of M. incognita egg-hatching compared to the control treatment (0 mg) (Figure 6). 

Reductions of 83.1% and 89.4% in egg-hatched were obtained with 100 mg of 1,4-

dimethoxybenzene in experiments 1 and 2, respectively, compared to the control treatment (0 

mg). In experiment 1, there was no statistical difference between the two concentrations of the 

molecule. However, in experiment 2, there was a statistical difference between the two 

concentrations. 
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The compound 1,4-dimethoxybenzene (100 mg) caused high toxicity to M. incognita J2 

compared to the control treatment (0 mg) (P < 0.05) (Figure 7). The J2 mortality with 

fumigation reached values between 86 to 85% in experiments 1 and 2, respectively, compared 

to the control treatment (0 mg). 

 

 

Figure 6. Fumigant activity of 1,4-dimethoxybenzene against M. incognita eggs hatched. The 

bars represent the standard errors. Means followed by the same letter do not differ significantly 

from each other by the Tukey test (P < 0.05). The interactions between experiments and 

treatments were significant (P < 0.05), then the data were analyzed separately. Values are 

means of six replicates. 
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Figure 7. Fumigant activity of 1,4-dimethoxybenzene against M. incognita second-stage 

juveniles (J2). The bars represent the standard errors. * Student’s t-test (P < 0.05). The 

interactions between experiments and treatments were significant (P < 0.05), then the data were 

analyzed separately. Values are means of six replicates. 

 

3.7 Chemotaxis of M. incognita towards 1,4-dimethoxybenzene 

 

In the two assays, the five concentrations of 1,4-dimethoxybenzene evaluated were 

highly attractive (chemotaxis index (CI); CI ≥ 0.2) to M. incognita J2 and differed significantly 

(P < 0.05) from the control (0 μg mL-1) (Figure 8). In assay 1, the CI of the five concentrations 

were statistically (P < 0.05) similar. In assay 2, the three highest concentrations were more 

attractive than the others (1 and 10 μg mL-1) (Figure 8). In both assay, the control resulted in a 

random response (1% Tween 80®). 
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Figure 8. Chemotactic responses of M. incognita second-stage juveniles (J2) to 1,4-

dimethoxybenzene. The bars represent the standard errors. Means followed by the same letters 

do not differ significantly from each other by the Scott-Knott test (P < 0.05). The interactions 

between experiments and treatments were significant (P < 0.05), then the data were analyzed 

separately. Values are means of four replicates. 

 

3.8 Chemotaxis of M. incognita towards VOCs emitted by Pc-10 and 1,4-

dimethoxybenzene 

 

The VOCs emitted by the roots of tomato (I), Pc-10 (II), 1,4-dimethoxybenzene (IV), 

and by the combination Pc-10 + 1,4-dimethoxybenzene (VI) significantly attracted the M. 

incognita J2 when compared to their respective controls (Figure 9). The Pc-10 isolate applied 

together with 1,4-dimethoxybenzene (VI) in the same pot attracted 72% of the J2 compared to 

the control (NA medium + Tween 80®). However, the treatments NA medium (III), Tween 80® 

(V), and NA medium + Tween 80® (VII) did not attract the nematode (P > 0.05) and had a 

uniform distribution of J2 on both sides of the tube (Figure 9).  
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Figure 9. Responses of M. incognita second-stage juveniles (J2) to VOCs emitted by P. 

chlamydosporia strain Pc-10 and 1,4-dimethoxybenzene. Pots were connected by a tube and 

filled with sand. I) tomato / pots containing only sand, II) Pc-10 + tomato / NA medium + 

tomato, III) NA medium + tomato / tomato, IV) 1,4-dimethoxybenzene + tomato / Tween 80® 

+ tomato, V) Tween 80® tomato / tomato, VI) Pc-10 + 1,4-dimethoxybenzene + tomato / NA 

medium + Tween 80® + tomato, VII) NA medium + Tween 80® + tomato / tomato. * Student’s 

t-test (P < 0.05). ns = not significant (P > 0.05). N is the total number of responding J2 (J2 

found in the test area and in the control area) and n is the number of J2 in the test area. 

Interaction between experiments were not significant (P > 0.05), then pooled results were 

presented (means two experiments with four replicates each). 

 

4 DISCUSSION 

 

Several studies have demonstrated that microorganisms emit volatile compounds to 

enhance their parasitic capacity against nematodes (Cheng et al., 2017; Niu et al., 2010; Wang 

et al., 2018). However, there is no information about the effects of VOCs emitted by the 

efficient biological control agent P. chlamydosporia on PPNs. Moreover, studies analyzing the 

effects of individual compounds emitted by this fungus on the different stages of PPNs life 

cycle are lacking. The efficiency of the P. chlamydosporia strain Pc-10 in the control of PPNs 

has been reported in several studies (Barbosa et al., 2019; Nasu et al., 2018; Pacheco et al., 
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2020; Podestá et al., 2016; Viggiano et al., 2014; Xavier et al., 2017). Here, we show that the 

VOCs produced by Pc-10 are attractive to M. incognita J2 and inhibits egg hatching. Based on 

the GC-MS analysis performed on volatile emissions of Pc-10, as well as the in vitro and in 

vivo tests, we conclude that the compound 1,4-dimethoxybenzene is the primary compound 

responsible for this effect. We also proved that the tomato roots exude volatile molecules that 

are attractive to M. incognita, a fact in line with the literature (Shivakumara et al., 2019; Wang 

et al., 2019). 

Pochonia chlamydosporia is a nematophagous fungus that produces a variety of 

hydrolytic enzymes involved in its multitrophic lifestyle (Larriba et al., 2014; Lopez-Moya et 

al., 2017). In this study, we demonstrated that the P. chlamydosporia strain Pc-10 also produces 

short-chain carbon molecules that can assist it in the process of parasitism against the nematode. 

Corroborating with our results, other studies have shown that soil microorganisms release 

VOCs toxic to eggs and J2 (Huang et al., 2020; Liarzi et al., 2016; Terra et al., 2018). If in 

nature, the VOCs emitted by the P. chlamydosporia strain Pc-10 inhibit M. incognita hatching, 

as in our in vitro assays, the eggs, which are the fungus' preferred food source, can remain 

available in the environment for a longer period. Due to the volatile nature of these compounds, 

it can easily dissipate through the soil and the negative effect on hatching may occur in eggs 

close to P. chlamydosporia (emitter of VOCs), as well as on those more distant eggs. 

Interestingly, the PC-10 volatiles toxic to eggs are, also attractive to the J2. Nematodes 

are attracted to olfactory cues released by their host, by their predators, and by the biological 

components present in the place where they will probably find a host (Ali et al., 2010, 2011; 

Delory et al., 2016; Hsueh et al., 2017; Shivakumara et al., 2019; Sikder and Vestergard, 2020; 

Wang et al., 2018; Wu and Duncan, 2020). The findings herein suggest that the presence of P. 

chlamydosporia in the rhizosphere of the tomato plants can make this region even more 

attractive to the M. incognita J2, maximizing the tritrophic interaction (M. incognita - P. 

chlamydosporia - tomato) and the success of the fungus parasitism. However, the roots of the 

tomato can also be infected with a greater amount of M. incognita J2. Some studies have shown 

that fungi and bacteria release volatile compounds to attract the nematode and enhance its 

parasitism, e.g., C. elegans is attracted by the volatile emissions released by fungi and bacteria 

(Niu et al., 2010; Wang et al., 2018).  

A great diversity of VOCs has been identified from the volatile emissions of 

microorganisms (Cheng et al., 2017; Estupiñan-López et al., 2018; Lozano-Soria et al., 2020; 

Terra et al., 2018). Here, we identified only three compounds (carbon dioxide, acetone, and 1,4-

dimethoxybenzene) in the volatile emissions of Pc-10. In contrast, 66 VOCs emitted by P. 
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chlamydosporia strain 123 were identified (Lozano-Soria et al., 2020). Variations in the amount 

of VOCs released by different isolates belonging to the same species may be related to three 

factors: culture medium, colony age, and genetic variations among isolates (Bruce et al., 2003; 

Ezra and Strobel, 2003; Fiddaman and Rossall, 1994). 

The compound 1,4-dimethoxybenzene produced by strain Pc-10, showed fumigant and 

non-fumigant nematicidal activity on M. incognita eggs and J2, in addition to attracting M. 

incognita J2. This compound is found in volatile flower emissions and is used as an attractive 

synthetic pheromone in traps for some pests (Baroffio et al., 2018; Dotterl et al., 2005; Marques 

et al., 2009; Mecca et al., 2021; Owens et al., 2017; Ventura et al., 2007; Wibe et al., 2014). 

However, its isomer 1,3-dimethoxybenzene repelled the insect C. sordidus (Lozano-Soria et 

al., 2020). Regarding the acetone also released by Pc-10, studies have indicated that it is 

attractive to M. incognita (Cheng et al., 2017; Shivakumara et al., 2019). However, acetone was 

not toxic to M. incognita, even at a concentration of 1,000 mg/L (Cheng et al., 2017). Many 

studies have shown that carbon dioxide, also found in the volatile emissions of the strain Pc-

10, can attract several species of nematodes, including M. incognita (Dillman et al., 2012; Perry, 

2005; Pline and Dusenbery, 1987; Rasmann et al., 2012; Robinson, 1995).  

 

5 CONCLUSIONS 

 

Overall, the VOCs emitted by P. chlamydosporia strain Pc-10 mediate the fungus 

interaction with M. incognita. The most intense volatile VOC in the emission of Pc-10, 1,4-

dimethoxybenzene, proved to be toxic to M. incognita eggs and J2, and at the same time, it was 

attractive to J2. In future studies, the efficacy of different P. chlamydosporia isolates as agents 

of biological control of PPNs should involve VOCs as a characteristic related to the 

effectiveness of control. 
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RESUMO 

 

 

O efeito dos compostos orgânicos voláteis (COVs) produzidos por fungos nematófagos na 

interação com os nematoides parasitas de plantas (NPPs) ainda precisa ser melhor 

compreendido e explorado. Neste estudo, foi demonstrado por meio de ensaios in vitro que a 

exposição dos ovos de Meloidogyne javanica aos COVs emitidos pelos fungos nematófagos 

Pochonia chlamydosporia (Pc), Purpureocillium lilacinum (Pl), Arthrobotrys conoides (Ac) e 

Duddingtonia flagrans (Df) reduz (P < 0.05) a eclosão dos juvenis de segundo estádio (J2) do 

nematoide. Ensaios de quimiotaxia, in vitro, revelaram que os COVs emitidos por Pc, Pl e Ac 

são atrativos aos J2 de M. javanica. Por outro lado, os J2 de M. javanica foram repelidos pelos 

COVs liberados por Df. Por meio da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa 

(CG-EM), 22 COVs foram identificados no volatiloma (conjunto de compostos voláteis 

liberados) desses fungos. A análise de componentes principais separou os fungos em três 

conjuntos diferentes, sendo um deles composto por P. lilacinum e A. conoides e outros dois por 

D. flagrans e P. chlamydosporia, respectivamente. No ensaio em casa de vegetação, os COVs 

emitidos por P. lilacinum e o composto 1,4-dimetoxibenzeno controlaram (P < 0.05) M. 

javanica e não foram tóxicos para as plantas de jiló. Portanto, os COVs liberados por P. 

chlamydosporia, P. lilacinum, A. conoides e D. flagrans participam da interação trófica com 

M. javanica. 

 

 

Palavras-chave: compostos orgânicos voláteis; controle; fungos nematófagos; nematoide de 

galhas; quimiotaxia, toxicidade.  
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ABSTRACT 

 

 

The effect of volatile organic compounds (VOCs) produced by nematophagous fungi on the 

interaction with plant parasitic nematodes (PPNs) still needs to be better understood and 

explored. In this study, it was demonstrated by in vitro assays that exposure of Meloidogyne 

javanica eggs to VOCs emitted by the nematophagous fungi Pochonia chlamydosporia (Pc), 

Purpureocillium lilacinum (Pl), Arthrobotrys conoides (Ac) and Duddingtonia flagrans (Df) 

reduces ( P < 0.05) the eggs hatching of the nematode. In vitro chemotaxis assays revealed that 

VOCs emitted by Pc, Pl and Ac are attractive to M. javanica second-stage juveniles (J2). On 

the other hand, the M. javanica J2 were repelled by the VOCs released by Df. Through gas 

chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), 22 VOCs were identified in the 

volatilome (set of volatile compounds released) of these fungi. The principal component 

analysis separated the fungi into three different sets, one of which was composed of P. lilacinum 

and A. conoides and the other two by D. flagrans and P. chlamydosporia, respectively. In the 

greenhouse test, the VOCs emitted by P. lilacinum and the compound 1,4-dimethoxybenzene 

controlled (P < 0.05) M. javanica and were not toxic to the eggplant plants. Therefore, the 

VOCs released by P. chlamydosporia, P. lilacinum, A. conoides and D. flagrans participate in 

the trophic interaction with M. javanica. 

 

 

Keywords: chemotaxis; control; nematophagous fungi; root-knot nematode; toxicity; volatile 

organic compounds. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A produtividade agrícola global e a segurança alimentar são constantemente ameaçadas 

pelos nematoides parasitas de plantas (NPPs). Dentre eles, os nematoides de galhas (RKNs, 

Meloidogyne spp.) são considerados os mais importantes, parasitando praticamente todas as 

espécies vegetais cultivadas (Jones et al., 2013). Nas últimas décadas, devido a uma tendência 

mundial, o manejo dos NPPs tem priorizado estratégias de controle ecologicamente corretas, 

sustentáveis e eficazes. Neste contexto, o potencial dos fungos nematófagos contra os NPPs 

tem sido amplamente explorado (Yang e Zhang, 2014). No Brasil, por exemplo, vários produtos 

comerciais, com ingrediente ativo a base de fungos, foram registrados no Ministério de 

Agricultura Pecuária e Abastecimento nos últimos anos (AGROFIT, 2022). Os fungos 

nematófagos são habitantes do solo e inimigos naturais dos NPPs. Alguns são parasitas 

obrigatórios de nematoides, mas a maioria é saprófita facultativo (Al-Ani et al., 2022; Zhang et 

al., 2020).  

O modo de ação dos fungos nematófagos contra os RKNs envolve, principalmente, o 

parasitismo de ovos e fêmeas e, a predação dos juvenis de segundo estádio (J2), por meio de 

estruturas especializadas na captura do nematoide. Além disso, os fungos nematófagos 

produzem compostos voláteis e não voláteis com atividade nematicida (Pacheco et al., 2022).  

Compostos orgânicos voláteis (COVs) são moléculas à base de carbono (até C20), com 

baixo peso molecular (< 400 Da), baixo ponto de ebulição (50-260 °C), baixa solubilidade em 

água e alta pressão de vapor (102 kPa a 25 °C), evaporando facilmente em temperaturas e 

pressões atmosféricas normais (Hung et al. 2015, Schmidt et al., 2016; Veselova et al. 2019, 

Guo et al., 2020; Poveda, 2021; Diyapoglu et al., 2022). Essas características físico-químicas 

facilitam a difusão desses compostos não só na atmosfera, mas também através dos poros 

presentes solo e na rizosfera. Dessa forma, eles atuam na interação entre microrganismo em 

curta e longas distâncias (Schmidt et al., 2015; Veselova et al., 2019; Tilocca et al., 2020). 

Semioquímicos, como os COVs, produzidos pelos microrganismos como, fungos, bactérias e 

nematoides atuam nas interações tróficas com os NPPs (Hung et al., 2015; Cheng et al., 2017; 

Hsueh et al., 2017; Zhai et al., 2018; Wang et al., 2019; Tilocca et al., 2020; Deng et al., 2022). 

Apesar de pouco exploarado, estudos realizados nos últimos anos começaram a 

desvendar o efeito dos COVs emitidos por fungos nematófagos sobre os nematoides. Mei et al. 

(2021) demonstraram que os COVs produzidos por Duddingtonia flagrans (CBS565.50) 

apresentaram forte atividade nematicida contra M. incognita. Yu et al. (2021) relataram que os 

COVs de D. flagrans (CBS 349.94) atrairam Caenorhabditis elegans. Pacheco et al. (2022) 
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identificaram que Pochonia chlamydosporia (Pc-10) emite COVs atrativos aos J2 de M. 

incognita. Mas ao mesmo tempo, estes voláteis podem ser tóxicos aos ovos e ao J2 de M. 

incognita. De acordo com os resultados apresentados por Estupiñan-López et al., 2018, isolados 

dos fungos Fusarium oxysporum e F. solani produziram compostos voláteis com atividade 

antagônica a M. incognita. Hsueh et al. (2017) relataram que Arthrobotrys oligospora produz 

COVs que interfere na quimiotaxia de Caenorhabditis sp.  

A abundância e a diversidade dos COVs de origem fúngica são menos conhecidas se 

comparadas aos compostos voláteis de origem bacteriana e vegetal (Hung et al., 2015). Quando 

se trata do papel ecológico dos COVs produzidos por fungos nematófagos na interação com os 

NPPs o cenário é ainda mais obscuro. Dessa forma, os objetivos do presente estudo foram: i) 

identificar por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) o 

volatiloma dos fungos Purpureocillium lilacinum isolado UFLA-PL01, Pochonia 

chlamydosporia isolado PC-10, Duddingtonia flagrans isolado UFLA-DF01 e Arthrobotrys 

conoides isolado UFLA-AC01; ii) avaliar, in vitro, a quimiotaxia dos J2 de M. javanica aos 

COVs emitidos por estes fungos; iii) avaliar o efeito destes compostos na eclosão dos J2; iv) 

verificar, em estudos in planta, o potencial dos COVs emitidos por P. lilacinum UFLA-PL01, 

P. chlamydosporia PC-10 e do composto 1,4-dimetoxibenzeno no controle de M. javanica. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Obtenção do inóculo de M. javanica 

 

Meloidogyne javanica foi multiplicado em plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum, 

cultivar Santa Clara), em casa de vegetação. Os ovos foram extraídos das raízes com galhas e 

massas de ovos utilizando o método descrito por Hussey e Barker (1973). Os J2 foram obtidos 

por meio da técnica de funil de Baermann (Baermann, 1917). Os J2 eclodidos nas primeiras 24 

h, após o estabelecimento da câmara de eclosão, foram descartados. Para os bioensaios, J2 

foram coletados diariamente e armazenados a 8 ºC. Foram utilizados apenas J2 coletados em 

um intervalo de 72 h. A identificação da espécie do nematoide foi confirmada por meio da 

técnica de eletroforese de isoenzimas observando o fenótipo da enzima esterase (Carneiro e 

Almeida, 2001). 

 

2.2 Obtenção do inóculo dos fungos nematófagos 
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Os fungos nematófagos P. lilacinum UFLA-PL01 (Pl), A. conoides UFLA-AC01 (Ac) 

e D. flagrans UFLA-DF01 (Df) pertencem a coleção micológica do Laboratório de 

Nematologia da Universidade Federal de Lavras, Brasil. P. chlamydosporia Pc-10 (Pc) pertence 

ao Laboratório de Controle Biológico de Nematoides Parasitas de Plantas da Universidade 

Federal de Viçosa, Brasil. Todos os isolados foram mantidos em batata-dextrose-ágar (BDA) 

no escuro a 26 ºC. Para os bioensaios, os fungos foram cultivados em BDA por sete dias, nas 

mesmas condições descritas. 

 

2.3 Quimiotaxia de M. javanica aos COVs emitidos por fungos nematófagos  

 

A quimiotaxia de J2 de M. javanica aos COVs emitidos por P. chlamydosporia (Pc), P. 

lilacinum (Pl), A. conoides (Ac) e D. flagrans (Df) foi determinada de acordo Bargmann et al. 

(1993), Wang et al. (2019) e Pacheco et al. (2022) com algumas modificações. Placas de Petri 

(9 cm) contendo ágar-água (2%) foram divididas em uma área teste (+), uma área controle (-) 

e uma área neutra (região central). No primeiro bioensaio, um disco (9 mm) com micélio de um 

dos fungos (Pc, Pl, Ac e Df) foi colocado na área teste (+). Outro disco (9 mm) com apenas 

BDA, foi colocado na área controle (-). No segundo bioensaio, os fungos foram confrontados 

entre si nas diferentes combinações possíveis (Pc/Ac, Pc/Df, Pc/Pl, Ac/Df, Ac/Pl, Df/Pl). Um 

disco com micélio de um dos fungos foi colocado na área teste (+) e outro disco, com micélio 

do fungo confrontante, foi colocado na área controle (-). Em ambos os bioensaios, 20 μL de 

uma suspensão aquosa, contendo aproximadamente 100 J2 de M. javanica, foram depositados 

na área neutra de cada placa. Após 16 h em temperatura ambiente, o número de J2 na área teste 

(+) e na área controle (-) foi quantificado. No primeiro bioensaio, o índice de quimiotaxia (IQ) 

foi utilizado para comparar os efeitos dos COVs emitidos pelos fungos no comportamento dos 

J2, em que: IQ = (J2 na área teste - J2 na área controle) / (J2 na área teste + J2 na área controle) 

(Bargmann et al., 1993). Foi considerado altamente atrativo se o IQ ≥ 0,2; pouco atrativo se 0,2 

> IQ ≥ 0,1; resposta aleatória se 0,1 > IQ ≥ -0,1; levemente repelente se -0,1 > IQ > -0,2  e 

altamente repelente se o IQ ≤ -0,2 (Wang et al., 2019). No segundo bioensaio, o número de J2 

na área teste (+) e na área controle (-) foram contabilizados para determinar a porcentagem (%) 

de J2 que responderam a algum estímulo. % de J2 = (número de J2 na área teste ou controle) / 

(número de J2 na área teste + número de J2 na área controle) x 100. Os dois bioensaios foram 

repetidos por duas vezes, com quatro repetições cada. 
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2.4 Toxidade dos COVs emitidos por fungos nematófagos aos ovos de M. javanica 

 

Foi avaliado o efeito dos COVs emitidos por P. chlamydosporia (Pc), P. lilacinum (Pl), 

A. conoides (Ac) e D. flagrans (Df) na eclosão de M. javanica conforme descrito por Pacheco 

et al. (2022). Para tanto, em um dos compartimentos de uma placa de Petri com dois 

compartimentos (90×15 cm), foi adicionado BDA e na sua superfície, um disco (9 mm) 

contendo micélio de um dos fungos (Pc, Pl, Ac e Df). O outro compartimento permaneceu 

vazio. Placas contendo apenas BDA (sem fungo) e placas totalmente vazias foram consideradas 

como controles. Para acúmulo dos COVs, todas as placas foram vedadas com filme de PVC e 

incubadas no escuro a 26 º C. Após 5 dias de crescimento fúngico, 3 mL de uma suspensão 

aquosa contendo 8000 ovos de M. javanica foi injetada, com o auxílio de uma seringa, no 

compartimento vazio. Este procedimento foi possível uma vez que na tampa da placa foi feito 

um furo, que permaneceu completamente vedado após retirada da agulha. Decorridos 3 dias de 

exposição dos ovos aos COVs, uma alíquota de 2 mL, contendo aproximadamente 5,333 ovos, 

foi retirada da placa de Petri e transferida para um microtubo de polipropileno (2 mL). Então, 

os microtubos foram armazenados por 7 dias em incubadora a 26 ° C. Ao final desse período o 

número de J2 foi quantificado. Esse bioensaio foi repetido por duas vezes, com 5 repetições por 

tratamento. 

 

2.5 Caracterização dos COVs emitidos por P. chlamydosporia, P. lilacinum, A. conoides e 

D. flagrans por cromatografia gasosa - espectrometria de massa (CG–EM) 

 

Os COVs emitidos pelos fungos nematófagos, P. chlamydosporia, P. lilacinum, A. 

conoides e D. flagrans foram caracterizados por cromatografia gasosa-espectrometria de 

massas (CG-EM), no Centro de Análises e Prospecção Química (CAPQ) da Universidade 

Federal de Lavras – Brasil. O meio BDA (5 mL) e um disco (5 mm) da cultura do fungo foram 

transferidos para tubos SUPELCO™ SPME (Sigma - Aldrich, Bellefonte, PA, EUA) de 80 × 

28 mm com tampa rosqueada acoplada e uma camada de silicone. Os tubos foram vedados com 

filme PVC e armazenados por 6 dias a 26 ºC, no escuro. O controle consistiu de tubos contendo 

apenas o meio BDA, sem a presença do fungo. Todos os tratamentos foram preparados em 

triplicatas. Os COVs foram extraídos por microextração em fase sólida no modo headspace 

(HS-SPME). As extrações foram conduzidas com uma fibra de divinilbenzeno, carboxen e 

polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS), à 55 °C por 35 min e o tempo de dessorção no injetor 

do GC foi de 2 min. O cromatógrafo a gás acoplado ao espectrômetro de massas utilizado foi 
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um CG-EM QP 2010 Ultra (Shimadzu, Japan), equipado com um sistema automático de 

injeções de líquidos e gases AOC-5000 (Shimadzu, Japan). Uma coluna RTX-5MS (5% 

phenyl-95% dimethylsiloxane) 30 m × 0.25 mm × 0.25 µm foi utilizada para separação dos 

COVs. As temperaturas do injetor, interface e detector de íons foram de 250°C, 240°C e 200°C, 

respectivamente. As injeções ocorreram no modo splitless e o gás de arraste foi 5.0 He com 

fluxo de 1.0 mL min-1. A temperatura do forno do CG iniciou a 40°C, sendo acrescida a 3°C 

min-1 até 160°C, e a 10°C min-1 até 240°C. A identificação dos COVs foi feita comparando os 

espectros de massas obtidos para as amostras com os espectros da biblioteca da NIST, com 

auxílio dos softwares Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System 

(AMDIS) v. 2.6 e Mass Spectral Search Program v. 1.7 (NIST, Washington DC, USA). Foram 

consideradas similaridades mínimas de 80% entre os espectros. Para complementar a 

identificação, foram obtidos os índices de retenção experimental (RIExp) dos compostos a 

partir da injeção de uma série homologa de alcanos, os quais foram comparados com os índices 

de retenção reportados na literatura (RI Lit) (Adams 2007; Nist 2013). A área de cada pico 

identificado é relativa à média das triplicatas. 

 

2.6 Análise de componentes principais (PCA) 

 

Os cromatogramas de íons totais de cada replicata foram organizados em uma matriz 

com 12 amostras × 6240 sinais cromatográficos. A partir desses resultados, uma análise de 

componentes principais (PCA) foi realizada por meio do software Chemoface versão 1.64 para 

obtenção dos gráficos de componentes principais (PC) e de loadings. Não foi realizado nenhum 

alinhamento ou pré-tratamento dos dados previamente à PCA. 

 

2.7 Potenciais de 1,4-dimetoxibenzeno e dos COVs emitidos por P. chlamydosporia e P. 

lilacinum no controle de M. javanica em casa de vegetação 

 

Para avaliar o efeito dos COVs liberados pelos fungos no controle de M. javanica uma 

técnica foi desenvolvida e descrita a seguir. A parte superior (bico) de uma garrafa de 500 mL 

de polietileno tereftalato (PET) foi coberta por uma malha plástica com abertura igual a 0.025 

mm. Na sequência, a parte inferior da garrafa foi removida (Figura 1). As garrafas foram 

preenchidas com uma mistura de areia esterilizada (121 °C, pressão de 101 325 kPa por 2 h) e 

substrato comercial Tropstrato HT Hortaliças® na proporção 1:1 (v/v). A seguir, frascos de 

vidro com volume de 60 mL receberam 10 mL de BDA. Após o resfriamento, um disco (9 mm) 
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contendo micélio do fungo foi depositado sobre o meio de cultura. A seguir, os frascos foram 

vedados com filme PVC e armazenados a 26 ºC no escuro. Após sete dias, a garrafa PET com 

o substrato foi acoplada ao frasco de vidro. Filme PVC foi utilizado para garantir a união das 

duas partes. Em seguida, uma muda de jiló (Solanum gilo), com 30 dias após germinação, foi 

transplantada no substrato, que foi então infestado com 3000 ovos de M. javanica. Os 

tratamentos consistiram de frascos com BDA mais P. chlamydosporia ou P. lilacinum, frascos 

sem BDA e frascos que receberam 100 mg de 1,4-dimetoxibenzeno. O controle consistiu de 

frascos completamente vazios. Após 45 dias da infestação do solo, foram avaliados o peso da 

raiz, o peso da parte aérea fresca e seca, o número de ovos por raiz e por grama de raiz. Esse 

ensaio, foi realizado com seis repetições por tratamento. 

 

 

Figura 1: Esquema do bioensaio em frascos de vidro (60 mL) conectados com a parte superior 

de uma garrafa PET para avaliar o potencial de 1,4-dimetoxibenzeno e dos compostos orgânicos 

voláteis emitidos por P. chlamydosporia e P. lilacinum no controle de Meloidogyne javanica 

em jiló (Solanum gilo).  

 

2.8 Análise estatística  

 

Todos os ensaios foram organizados em delineamento inteiramente casualizado. Nos 

ensaios que foram realizados por duas vezes, em tempos distintos, uma análise combinada entre 

eles foi realizada. Nesse caso, quando P > 0.05, os resultados apresentados representam dados 

combinados (ensaio 1 + ensaio 2). Os dados foram previamente submetidos aos testes de 
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normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade (teste de Bartlett). Em seguida, foi 

aplicado o teste F por meio de análise de variância (ANOVA). As médias dos bioensaio de 

quimiotaxia foram submetidas ao teste t de Student (P < 0.05). As médias dos outros ensaios 

foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (P < 0.05). A análise estatística e a confecção dos 

gráficos foram realizadas nos softwares RStudio (v.3.6.0) e SigmaPlot® versão 11, 

respectivamente.  

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Quimiotaxia de M. javanica para os COVs emitidos por fungos nematófagos  

 

Os J2 de M. javanica foram altamente atraídos (IQ ≥ 0.2) pelos COVs emitidos por P. 

chlamydosporia (Pc). Os COVs emitidos pelos isolados P. lilacinum (Pl) e A. conoides (Ac) 

foram pouco atrativos (0.1 ≤ IQ < 0.2) aos J2 de M. javanica. Os J2 de M. javanica foram 

altamente repelidos (IQ ≤ -0.2) na presença dos COVs produzidos pelo isolado D. flagrans (Df) 

(Figura 2). 

O comportamento dos J2 de M. javanica quando expostos simultaneamente aos COVs 

de dois fungos nematófagos, revelou que os J2 foram repelidos pelos COVs de Df em todas as 

combinações e atraídos (P < 0.05) em direção aos outros fungos (Pc, Pl e Ac) (Figura 3). No 

entanto, houve uma distribuição uniforme (P > 0.05) dos J2 de M. javanica quando eles foram 

colocados em placas contendo Pl e Ac e quando Pl foi confrontado com Ac (Figura 3). 
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Figura 2: Índice de quimiotaxia de juvenis de segundo estádio (J2) de Meloidogyne javanica 

expostos por 16 h aos compostos orgânicos voláteis emitidos pelos fungos nematófagos 

Pochonia chlamydosporia (Pc), Arthrobotrys conoides (Ac), Purpureocillium lilacinum (Pl) e 

Duddingtonia flagrans (Df). As barras representam o erro padrão. A interação entre os 

bioensaios não foi significativa (P > 0.05). Dessa forma, o resultado agrupado foi apresentado, 

significando dois experimentos com quatro repetições cada (n = 8). 

 

 

Figura 3: Resposta quimiotática de juvenis de segundo estádio (J2) de Meloidogyne javanica 
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quando expostos por 16 h aos compostos orgânicos voláteis de diferentes fungos nematófagos. 

Em placas de Petri (9 cm) preenchidas com ágar-água os fungos Pochonia chlamydosporia 

(Pc), Arthrobotrys conoides (Ac), Purpureocillium lilacinum (Pl) e Duddingtonia flagrans (Df) 

foram colocados em dupla nas diferentes combinações possíveis. A interação entre os 

bioensaios não foi significativa (P > 0.05), então o resultado agrupado foi apresentado, 

significando dois experimentos com quatro repetições cada (n = 8). 

 

3.2 Toxicidade dos COVs emitidos por fungos nematófagos aos ovos de M. javanica 

 

Os COVs emitidos por todos os fungos nematófagos reduziram significativamente (P < 

0.05) a eclosão dos J2 de M. javanica ao final de 10 dias em relação aos controles (placa vazia 

e meio BDA). A exposição dos ovos de M. javanica aos COVs de P. lilacinum (Pl) resultou na 

maior toxidade (P < 0.05), reduzindo a eclosão em 90% em relação ao controle (placa vazia). 

Os COVs de A. conoides (Ac) reduziram (P < 0.05) a eclosão em 73.5% em relação ao controle 

(placa vazia). P. chlamydosporia (Pc) e D. flagrans (Df) reduziram (P < 0.05) número de J2 de 

M. javanica eclodidos em 58% em relação ao controle (placa vazia) (Figura 4). Houve diferença 

significativa no número de J2 de M. javanica eclodidos entre os controles com placas vazias e 

com meio BDA.  

 

Figura 4: Número total de juvenis de segundo estádio (J2) de Meloidogyne javanica eclodidos, 

após exposição dos ovos aos compostos orgânicos voláteis emitidos pelos fungos nematófagos 
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Pochonia chlamydosporia (Pc), Arthrobotrys conoides (Ac), Purpureocillium lilacinum (Pl) e 

Duddingtonia flagrans (Df). As barras representam o erro padrão. Médias seguidas pela mesma 

letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0.05). A interação 

entre os bioensaios não foi significativa (P > 0.05), então o resultado agrupado significa dois 

experimentos com cinco repetições cada (n = 10). 

 

3.3 Caracterização dos COVs emitidos por P. chlamydosporia, P. lilacinum, A. conoides e 

D. flagrans por CG–EM 

 

Foram identificados 22 COVs a partir das emissões voláteis dos fungos P. 

chlamydosporia (Pc), P. lilacinum (Pl), A. conoides (Ac) e D. flagrans (Df) (Tabela 1). A 

variedade e a intensidade dos COVs produzidos pelos fungos foram diferentes entre os fungos. 

Pc produziu 4 compostos (acetona, 1,4-dimetoxibenzeno, α-trans-bergamoteno e β-trans-

bergamoteno), Pl produziu 14 compostos (etanol, acetona, 2-metil-1-propanol, 3-metil-1-

butanal, 2-metilbutanal, 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-2-pentanona, 2,3-

butanodiol, acetato de 3-metil-1-butil, acetato de 2-metil-1-butila, 2-octanona, heptenoato de 

etila e álcool fenetílico), Ac produziu 11 compostos (acetato de etila, 3-metil-1-butanal, 2-

metilbutanal, 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-2-butenoato, acetato de 3-metil-1-

butil, 1-octen-3-ol, 3-octanona, álcool fenetílico e 1,4-dimetoxibenzeno) e Df produziu 9 

compostos (3-metil-1-butanal, 2-metilbutanal, 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol, 1-octen-3-

ol, 3-octanona, 6-metil-5-hepten-2-ol, álcool fenetílico e 1,4-dimetoxibenzeno).  

 

3.4 Análise de componentes principais (PCA) 

 

Na PCA, os COVs emitidos pelos quatro fungos nematófagos foram representados em 

um espaço bidimensional conforme os componentes principais (PC) 1 e 2. O gráfico de scores 

(Figura 5, A) foi capaz de discriminar P. chlamydosporia (Pc), P. lilacinum (Pl), A. conoides 

(Ac) e D. flagrans (Df) em três conjuntos diferentes. Um conjunto formado por Pl e Ac e outros 

dois conjuntos com Df e Pc, respectivamente, em função da presença de determinados 

compostos e suas intensidades. 

Com relação a PC1 (Figura 5, A), os fungos Ac e Pl agruparam-se mais à esquerda 

(valores mais negativos), enquanto que Pc e Df agruparam-se mais à direita (valores menos 

negativos). Na PC2 (Figura 5, A), Pc está localizada na parte inferior (valores mais negativos), 

enquanto os demais fungos estão acima (valores menos negativos). Dessa forma, os gráficos de 
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loadings da PC1 e da PC2 (Figura 5, B e C) apresentam os principais compostos responsáveis 

por esses agrupamentos. Cada um dos números apresentados nas figuras 5B e C, representam 

um composto químico, conforme tabela 1.  

O gráfico de loadings da PC1 (Figura 5, A e B), mostra que os compostos etanol (1) e 

2-metil-1-propanol (4) foram emitidos em maiores proporções por Pl. Por outro lado, os 

compostos 3-metil-1-butanol (7) e o 2-metil-1-butanol (8) foram emitidos em maiores 

proporções por Pl e Ac (Figura 5, A e B). Em menor intensidade, heptenoato de etila (18) foi 

produzido por Pl e álcool fenetílico (19) por Pl e Ac (Figura 5, A e B). Dessa forma, Pc e Df 

não produziram ou produziram concentrações muito baixas desses compostos, resultando em 

amostras situadas em valores menos negativos da PC1 (Figura 5, A e B). 

No gráfico de loadings da PC2 (Figura 5, A e C), os picos negativos pertencem aos 

COVs que foram produzidos em maior intensidade por Pc e os picos positivos foram 

relacionados foram relacionados aos demais fungos. Os compostos α-trans-bergamotene (21) e 

β-trans-bergamotene (22) foram produzidos exclusivamente por Pc (Figura 5, A e C). Os 

compostos 1,4-dimetoxibenzeno (20) e acetona (2) foram produzidos em maior intensidade por 

Pc em comparação aos outros fungos (Figura 5, A e C). Os compostos 3-metil-1-butanol (7), 2-

metil-1-butanol (8) e com álcool fenetílico (19) foram produzidos por todos os fungos, com 

exceção de Pc, e contribuíram para que Pl, Ac e Df ficassem na região mais acima da PC2 e Pc 

na região mais negativa da PC2 (Figura 5, A e C). Além disso, heptenoato de etila (18) também 

contribui para que Pl ficasse na região positiva da PC2 (Figura 5, A e C). 

 

 

Figura 5: Gráfico de scores (A) e gráficos de loadings (B e C) das componentes principais (PC) 
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1 e 2 para os compostos orgânicos voláteis (COVs) emitidos por Pochonia chlamydosporia 

(Pc), Arthrobotrys conoides (Ac), Purpureocillium lilacinum (Pl) e Duddingtonia flagrans (Df). 

Os números apresentados em B e C referem-se aos COVs listados na Tabela 1. 

 

3.5 Potencial de 1,4-dimetoxibenzeno e COVs emitidos por P. chlamydosporia e P. 

lilacinum no controle de M. javanica em casa de vegetação 

 

Os COVs emitidos por P. lilacinum (Pl) e o composto 1,4-dimetoxibenzeno na 

quantidade de 100 mg reduziram significativamente (P < 0.05) a reprodução de M. javanica, 

em 33.5% e 32.6%, respectivamente, em relação ao controle (frascos vazios) (Figura 6). O peso 

da raiz, da parte aérea fresca e seca de jiló não foram incrementados (P < 0.05) na presença dos 

COVs de P. chlamydosporia (Pc) e P. lilacinum (Pl) e do composto 1,4-dimetoxibenzeno (100 

mg), indicando que esses compostos não foram tóxicos para as plantas de jiló (Figura 7). 

 

 

Figura 6: Número de ovos de Meloidogyne javanica por raiz de jiló (Solanum gilo). Em casa 

de vegetação, a mistura de areia e substrato comercial, infestada com ovos de M. javanica, foi 

exposta aos compostos orgânicos voláteis (COVs) de Pochonia chlamydosporia (Pc) e 

Purpureocillium lilacinum (Pl) e ao composto 1,4-dimetoxibenzeno por 45 dias. As barras 

representam o erro padrão. Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente 

entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0.05).  
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Figura 7: Peso da raiz, da parte aérea fresca e seca de jiló. Em casa de vegetação, a mistura de 

areia e substrato comercial, infestada com ovos de M. javanica, foi exposta aos compostos 

orgânicos voláteis (COVs) de Pochonia chlamydosporia (Pc) e Purpureocillium lilacinum (Pl) 

e ao composto 1,4-dimetoxibenzeno por 45 dias. As barras representam o erro padrão. ns = não 

significativo pelo teste de Scott-Knott (P > 0.05). 

 

4 DISCUSSÃO 

 

Os fungos em geral emitem uma grande diversidade de compostos voláteis que atuam 

em vários processos ecológicos e biológicos (Hung et al., 2015). Os estudos conduzidos por 

Liarzi et al. (2016), Pacheco et al. (2022) e Terra et al. (2018) relataram o papel desses 

compostos, isolados ou em mistura, na interação com NPPs. No entanto, pouco tem sido 

estudado sobre o efeito dos COVs emitidos pelos fungos nematófagos sobre os NPPs. Ademais, 

o volatiloma (conjunto de compostos voláteis liberado pelo fungo) destes fungos ainda não foi 

totalmente desvendado. No presente trabalho, foi demonstrado que os COVs emitidos por P. 

chlamydosporia (Pc), P. lilacinum (Pl), A. conoides (Ac) e D. flagrans (Df) são diversificados 

e consistem em um sinal químico ao J2 de M. javanica, interferindo na quimiotaxia do 

nematoide. Contudo, ao mesmo tempo, esses compostos inibem a eclosão do J2 de M. javanica. 

Além disso, foi evidenciado que os COVs emitidos por Pl e o composto 1,4-dimetoxibenzeno 

apresentam potenciais para serem utilizados no controle de M. javanica em jiló.  

Vários estudos demonstraram que os NPPs são sensíveis aos COVs emitidos por 
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microrganismos, podendo ser observado os comportamentos de atração, repelência ou 

toxicidade (Cheng et al., 2017; Mei et al., 2021; Wang et al., 2019; Zhai et al., 2018). Nos 

ensaios in vitro realizados no presente estudo verificou-se que os COVs emitidos pelas quatro 

espécies fúngicas (Pc, Pl, Ac e Df) foram tóxicos aos ovos de M. javanica e corrobarando com 

os resultados apresentados por Pacheco et al. (2022). Se no ambiente natural, os COVs 

produzidos por Pc e Pl, especializados em parasitar ovos, forem capazes de manter o inóculo 

de M. javanica no estádio de ovo, a eficiência do parasitismo destes fungos poderá ser 

potencializada.  

Pelo ponto de vista ecológico, a atração dos J2 de M. javanica aos COVs emitidos por 

Ac, facilitaria a captura do nematoide pelo fungo. Além disso, a presença do nematoide induz 

a morfogênese do fungo, mudando o estilo de vida saprofítico para o predatório (Hsueh et al., 

2013). Em contrapartida, os nematoides também desenvolveram sistemas nervosos sofisticados 

para detectar e evitar os fungos predadores (Zhang et al., 2020), o que justificaria a repelência 

observada dos J2 de M. javanica em relação aos COVs emitidos por Df. No entanto, Yu et al. 

(2021) demonstraram que D. flagrans (CBS 349.94) produziu COVs que atraem C. elegans 

Dos 22 COVs emitidos por Pl, Ac, Pc e Df, o potencial atrativo, repulsivo e tóxico de 

alguns deles para os nematoides tem sido relatado na literatura (Tabela 1). Estudos realizados 

por pesquisadores de diferentes regiões do mundo indicam que a acetona, acetato de etila e 1,4-

dimetoxibenzeno são compostos capazes de atrair os J2 de Meloidogyne incognita (Cheng et 

al., 2017; Pacheco el al., 2022; Shivakumara et al., 2019). Os compostos 2-metil-1-butanol e 6-

metil-5-hepten-2-ol foram atraentes ao nematoide C. elegans (Höckelmann et al., 2004; Hsueh 

et al., 2017). Zhai et al. (2018) relataram que o composto 2-octanona repele o J2 de M. 

incognita. Por outro lado, os compostos 1-octen-3-ol e 3-octanona, em baixas concentrações, 

atraem os J2 de Meloidogyne hapla (Khoja et al., 2021). Esses mesmos compostos em altas 

concentrações são repelentes a M. hapla (Khoja et al., 2021). Alguns desses compostos (Tabela 

1) também apresentam atividades nematicidas como é o caso do etanol, acetato de etila, 2-metil-

1-propanol, 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol, acetato de 3-metil-1-butila, acetato de 2-

metil-1-butila, 1-octen-3-ol, 3-octanona, 2-octanona e 1,4-dimetoxibenzeno (Khoja et al., 2021; 

Liarzi et al., 2016; Pacheco et a., 2022; Silva et al., 2017; Silva et al., 2020; Terra et al., 2018; 

Zhai et al., 2018) (Tabela 1). É importante salientar que a produção de COVs por 

microrganismos é complexa e dinâmica (Hung et al., 2015; Tilocca et al., 2020; Wang et al., 

2013). Além disso, vários fatores (fisiológicos, genéticos e ambientais) podem interferir na 

concentração e na composição dos COVs emitidos pelos microrganismos e consequentemente 

na capacidade de controlar os NPPs (Ezra e Strobel, 2003; Hung et al., 2015; Misztal et al., 
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2018; Wang et al., 2019; Lozano-Soria et al., 2020; Tilocca et al., 2020; Mäki et al., 2021).  

No presente estudo in planta, apenas os COVs de Pl e o composto 1,4-dimetoxibenzeno 

reduziram o número de ovos de M. javanica (Figura 6). Pacheco et al. (2022) já haviam relatado 

a atividade nematicida fumigante e não fumigante de 1,4-dimetoxibenzeno contra M. incognita. 

Mas os COVs produzidos por Pl foram mais eficientes em afetar a eclosão (in vitro) dos J2 e 

controlar M. javanica em jiló em relação aos compostos voláteis de Pc. Esses resultados 

permitem inferir que o volatiloma proveniente de Pl, nas condições experimentais desse estudo, 

foi mais tóxico ao nematoide. Esta é a primeira evidência do efeito isolado dos COVs de Pl e 

de 1,4-dimetoxibenzeno, na supressão de M. javanica, em casa de vegetação. Por outro lado, 

os compostos voláteis também podem estimular o crescimento das plantas ou causar 

fitotoxicidade (Nieto-Jacobo et al., 2017; Silva et al., 2021). Nossos resultados revelaram que 

os COVs produzidos por Pl e Pc e o composto 1,4-dimetoxibenzeno não foram tóxicos para as 

plantas de jiló, mas, ao mesmo tempo, não foi observado promoção de crescimento nas plantas. 

Lee et al. (2015) relataram que a promoção do crescimento de Arabidopsis thaliana pelos COVs 

de Trichoderma atroviride (GJS 01-209) é dependente da idade da planta e da cultura fúngica.  

Os fungos nematófagos são classificados, com base no mecanismo de ação, em: 

predadores (capturam nematoides), endoparasitas, parasitas de ovos e produtores de 

metabólicos tóxicos (Al-Ani et al., 2022; Zhang et al., 2020). Df e Ac pertencem ao grupo dos 

fungos que produzem estruturas especializadas na captura dos nematoides (armadilhas) 

(Balbino et al., 2022; Yang et al., 2007). Já Pc e Pl são fungos que parasitam ovos e fêmeas 

sedentárias (Manzanilla-López et al., 2013; Xie et al., 2016). Nesse trabalho não houve uma 

correlação entre o mecanismo de ação dos fungos com a análise de componentes principais 

(PCA). Pl e Ac formaram um agrupamento, Df e Pc formaram outros dois agrupamentos, 

separadamente. Por outro lado, os agrupamentos formados na PCA pelos fungos nematófagos 

podem ser associados aos resultados obtidos no teste de eclosão (Figura 4), no qual Pl e Ac 

foram os fungos que causaram maior toxidade aos ovos de M. javanica. O agrupamento 

formado por Pl e Ac pode ser atribuído principalmente aos compostos 3-metil-1-butanol, 2-

metil-1-butanol e álcool fenetílico que são produzidos em maior quantidade por esses fungos 

quando comparados aos demais. Liarzi et al. (2016) relataram que 3-metil-1-butanol e 2-metil-

1-butanol são tóxicos a M. javanica. Dessa forma, é possível associar a maior toxicidade de Pl 

e Ac a presença desses compostos. Os compostos etanol, 2-metil-1-propanol e o heptenoato de 

etila são produzidos apenas por Pl, o que explicaria a maior toxicidade sobre M. javanica. Com 

exceção do heptenoato de etila, a atividade nematicida do etanol foi relatada para M. incognita 

e Heterodera glycines e a do composto 2-metil-1-propanol apenas para M. incognita (Pedroso 
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et al., 2019; Silva et al., 2020; Silva et al., 2017).  

O fungo Pc, situado na região menos negativa da PC1 e mais negativa da PC2, 

apresentou a maior capacidade em atrair os J2 de M. javanica em comparação com Pl, Ac e Df. 

Verifica-se uma grande influência dos compostos acetona, 1,4-dimetoxibenzeno, α-trans-

bergamotene e β-trans-bergamotene, produzidos em maior quantidade por Pc, na sua separação 

na PCA. Pacheco et al. (2022) relataram que J2 de M. incognita foram atraídos por diferentes 

concentrações (1 a 10000 μg mL-1) de 1,4-dimetoxibenzeno. A acetona também é atraente para 

M. incognita (Cheng et al., 2017).  

 

5 CONCLUSÕES 

 

Os fungos nematófagos P. chlamydosporia (Pc), P. lilacinum (Pl), A. conoides (Ac) e 

D. flagrans (Df) emitiram 22 COVs diferentes que reduziram a eclosão dos J2 de M. javanica. 

Na quimiotaxia os COV de Pc e Df atraíram e repelitam fortemente os J2 de M. javanica, 

respectivamente. Os COVs emitidos por Pl reduziram significativamente o número de ovos de 

M. javanica em raízes de jiló, ao mesmo nível do composto 1,4-dimetoxibenzeno, e sem causar 

fitotoxidez a planta. 
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Tabela 1. Compostos orgânicos voláteis identificados nos volatilomas de Arthrobotrys conoides (Ac), Duddingtonia flagrans (Df), Pochonia 

chlamydosporia (Pc) e Purpureocillium lilacinum (Pl) por cromatografia gasosa–espectrometria de massa (CG-EM), quimiotaxia e atividade 

nematicida desses COVs. 

Nº do 

composto 
Compostos Nº CAS 

IR 

(exp.) 

IR 

(lit.) 
Ac Df Pc Pl Quimiotaxia 

Atividade 

nematicida 
Referências 

1 Etanol 64-17-5 - 427    1141709  x Silva et al., 2017; Pedroso et al., 2020 

2 Acetona 67-64-1 - 545   515761 144336 A  Cheng et al., 2017 

3 Acetato de etila 141-78-6 609 606 538255    A x Terra et al., 2018; Shivakumara et al., 2019 

4 2-metil-1-propanol 78-83-1 612 622    1763924  x Silva et al., 2019 

5 3-metil-1-butanal 590-86-3 649 658 180384 692491  64788    

6 2-metil-1-butanal 96-17-3 656 654 244055 230195  204676    

7 3-metil-1-butanol 123-51-3 731 731 3706944 529026  3597613  x Liarzi et al., 2016 

8 2-metil-1-butanol 137-32-6 734 724 1855184 268654  1911607 A x Liarzi et al., 2016; Hsueh et al., 2017 

9 3-metil-2-pentanona 565-61-7 746 752    161088    

10 2,3-butanodiol 513-85-9 788 785    295877    

11 3-metil-2-butenoato 924-50-5 839 831 97577       

12 acetato de 3-metil-1-butila 123-92-2 873 869 39798   83489  x Terra et al., 2018 

13 acetato de 2-metil-1-butila 624-41-9 874 869    21345  x Terra et al., 2018 

14 1-octen-3-ol 3391-86-4 979 974 104415 1063213   A1 / R1 x Khoja et al., 2021 

15 3-octanona 106-68-3 984 979 42826 558223   A1 / R1 x Khoja et al., 2021 

16 2-octanona 111-13-7 989 988    96311 R x Zhai et al., 2018 

17 6-metil-5-hepten-2-ol 1569-60-4 993 989  83930   A  Höckelmann et al., 2004. 

18 Heptenoato de etila - 1102 -    1043698    

19 Fenetil álcool 60-12-8 1114 1107 1181437 55492  547130    

20 1,4-dimetoxibenzeno 150-78-7 1168 1170 154081 111240 2778624  A x Pacheco et al., 2022 

21 α-trans-bergamoteno 13474-59-4 1438 1432   49045     
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22 β-trans-bergamoteno 15438-94-5 1488 1479   181387     

IR (exp.) = índice de retenção experimental. IR (lit.) = índice de retenção de literatura. A = atração. A1 = atraente em baixas concentração. R = 

repelente. R1 = repelente em altas concentração. x = atividade nematicida relatada na literatura. 
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