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STROZE, Camila Torres. Resisténcia de plantas medicinais a Meloidogyne
javanica e M. paranaensis 2013. 60f. (Dissertagcdo de Mestrado) - Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, PR. 2013

RESUMO

As plantas medicinais tém sido tema de pesquisas envolvendo problemas
fitossanitarios, dentre estes, os nematoides de galhas sdo os que causam grandes
prejuizos econdmicos quantitativos e qualitativos. Portanto, objetivou-se testar a
hospedabilidade e identificar possiveis alteragdes histopatoldgicas envolvidas nas
interagbes de plantas medicinais com as espécies Meloidogyne javanica (Treub,
1885) e M. paranaensis (Carneiro et al.,1996). O estudo foi conduzidos em casa de
vegetacdo e laboratério, com delineamento inteiramente casualizado e 10
repeticdes. Realizou-se a inoculacdo de Achillea millefolium L., Aloe vera L.,
Cymbopogon citratus D.C. Stapf., Eucalyptus globulus L. e Mentha piperita L., com
6.000 ovos de M. javanica e M. paranaensis, separadamente, por planta. Apds 60
dias da inoculagao, foram mensurados altura, massa (fresca e seca) de parte aérea,
massa de raiz, numero de massas de ovos, numero de ovos por sistema radicial e
fator de reprodugdo. Segmentos de raizes normais e com engrossamentos/galhas
dessas plantas medicinais foram coletados, incluidos em parafina e submetidos a
cortes histolégicos transversais. As secgdes cortadas foram fixadas em laminas de
vidro e apos coradas com azul de toluidina (1%). As alteragbes anatdbmicas foram
fotografadas e analisadas em miscroscopico de luz. Os resultados obtidos indicaram
que A. millefolium, C. citratus, E. globulus e M. piperita comportaram-se como
resistentes aos nematoides avaliados. Enquanto A. vera foi considerada suscetivel a
ambos os nematoides. Constatou-se nas avaliagbes histologicas que as plantas A.
millefoluim, C. citratus, E. globulus nao tiveram alteragées anatdomicas observadas,
caracterizado pela falha no estabelecimento dos sitios de alimentacdo, devido a
resisténcia dessas plantas ao M. javanica e M. paranaensis. Entretanto, mesmo com
a resistencia observada em M. piperita, nos segmentos com galhas observou-se
células plasticas e hipertroficas, formagao de células gigantes, obliteracédo de vasos
do xilema. Enquanto que em A. vera considerada suscetivel as duas espécies de
Meloidogyne, tiveram ocorréncia de células plasticas e hipertréficas com
compressao dos vasos do xilema.

Palavras chave: Nematoide. Células gigantes. Alteragdes anatébmicas. Penetragao
de juvenis. Suscetibilidade.



STROZE, Camila Torres. Resistance of a medicinal plants Meloidogyne javanica
e M. paranaensis 2013. 60p (Dissertation) - University State of Londrina, Londrina,
PR. 2013.

ABSTRACT

Medicinal plants have been the subject of research involving phytosanitary problems,
among them, the nematode root-knot are causing major economic losses quantitative
and qualitative Therefore, the objective was to test the hospitability and identify
possible histopathological changes involved in the interactions of plants medicinal
with species Meloidogyne javanica (Treub, 1885) and M. paranaensis (Carneiro et
al.,1996). The study was conducted in the greenhouse and laboratory, with a
completely randomized and 10 replications. Was carried out the inoculation of
Achillea millefolium L., Aloe vera L., Cymbopogon citratus DC Stapf., Eucalyptus
globulus L. and Mentha piperita L., with 6,000 eggs of M. javanica and M.
paranaensis separately per plant. After 60 days of inoculation were measured height,
weight (fresh and dry) shoot, root mass, number of egg masses, number of eggs per
root system and reproduction factor. Segments of normal roots and thickenings /
galls of these medicinal plants were collected, embedded in paraffin and subjected to
histological cross. The cut sections were fixed on glass slides and after staining
toluidine blue (1%). Anatomical changes were photographed and analyzed
miscroscopico light. The results indicated that A. millefolium, C. citratus, E. globulus
and M. piperita behaved as resistant to nematodes evaluated. While A. vera was
considered susceptible to both nematodes. It found that the histological evaluations
plants A. millefoluim, C. citratus, E. globulus anatomical changes were not observed,
characterized by the failure to establish feeding sites due to resistance of these
plants to M. javanica and M. paranaensis. However, even with the resistance
observed in M. piperita, in segments with galls observed cells hypertrophic and
plastic, giant cell formation, obliteration of xylem vessels. While in A. vera considered
susceptible to both species Meloidogyne, were occurring cells hypertrophic and
plastic compression of the xylem vessels.

Key Words: Nematode. Giant cells. Anatomical changes. Penetration of juveniles.
Susceptibility.
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1 INTRODUCAO

O uso mundial das plantas medicinais tem estimulado constantes
pesquisas nas areas quimica, medicinal, farmacéutica, biolégica, boténica e
agrondmica, pois dessas pesquisas conjuntas vem a garantia para que
medicamentos produzidos a partir de plantas medicinais possam ser utilizados com
eficiéncia e sem riscos (BRASIL, 2006).

Segundo Fuzér e Souza (2003), a utilizagdo de plantas medicinais
para producdo de medicamentos apresenta uma melhor relagdo custo/beneficio
quando comparada aos produtos sintéticos, pois sua agao biolégica é eficaz com
baixa toxidade e efeitos colaterais, além de apresentar um custo de producéao
inferior. Entretanto, estes medicamentos ndo sdo necessariamente mais barato que
os sintéticos, pois necessita de matéria-prima de qualidade, para que a planta possa
apresentar as substancias ativas, além de grandes quantidades de planta, o que
acaba encarecendo 0 processo.

O Estado do Parana é responsavel pelo abastecimento de 90% da
demanda nacional de plantas medicinais, aromaticas e condimentares e fatura
anualmente cerca de R$ 25 milhdes (EMATER, 2012). Entretanto, o cultivo de
plantas medicinais de forma comercial defronta-se com poucos dados sobre
problemas fitossanitarios, especialmente em relagao aos fitonematoides.

Plantas medicinais quando parasitadas por fitonematoides podem
comprometer qualitativa e quantitativamente suas propriedades farmacoldgicas e
sua producgao, pois além de causarem danos diretos como formagdo de galhas e
reducdo no numero de raizes, predispdem as plantas a enfermidades fungicas e
bacterianas refletindo em perdas no rendimento das culturas, podendo levar a morte
da planta (TAYLOR; SASSER, 1978). Dentre os fitonematoides constatados
parasitando plantas medicinais, destacam-se os do género Meloidogyne Goeldi,
1887.

Os nematoides durante seu parasitismo injetam substancias que
modificam algumas células préximas a regido dos vasos condutores dando origem
as ceélulas gigantes, nutritoras ou sincitos, que aumentam de tamanho e passam a
fornecer alimento ao parasita, deformando os vasos do xilema (TIHOHOD, 2000).

Souza, Campos e Maximiniano (1998) avaliaram a frequéncia de

nematdides do género Meloidogyne em 89 amostras de plantas medicinais e
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hortalicas com o objetivo de estudar sua ocorréncia e distribui¢do, resultando em
27,5% de M. incognita, 24,8% de M. javanica e 5,2% de M. hapla. Werlang e Santos
(2000) avaliaram a hospedabilidade de M. javanica em Portulaca oleracea e
observaram que este vegetal foi um bom hospedeiro.

A resisténcia de plantas para o género Meloidogyne spp. pode ser
definida por varios fatores que inibem a reproducdo destes nematoides, como a
formagdo anormal das células gigantes, ocorrendo desenvolvimento mais lento do
nematoide, além de necroses nas regides atacadas pelo patdogeno (DROPKIN;
NELSON, 1960; MCCLURE et al., 1974).

A Organizagao Mundial de Saude recomenda a difusdo mundial dos
conhecimentos necessarios ao uso racional das plantas medicinais. No Brasil, um
conjunto de resolugdes e portarias delineia a implantagdo da Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, destacando-se a Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (BRASIL, 2012).

Considerando o valor terapéutico e econdémico das plantas
medicinais, torna-se importante ter conhecimento da reacdo dessas plantas aos
nematoides, uma vez que estas podem hospedar e aumentar as populagdes desses
parasitas no solo, bem como promoverem alteragbes nas suas caracteristicas
medicinais em decorréncia do parasitismo. Portanto, estudos histolégicos,
citoquimicos e da ultra-estrutura das células gigantes e tecidos radiciais adjacentes
tém contribuido para o conhecimento da interagao entre hospedeiro e parasita.

Com base neste contexto, objetivou-se avaliar as plantas medicinais
Achillea millefolium L., Aloe vera L., Cymbopogon citratus D.C. Stapf., Eucalyptus
globulus L. e Mentha piperita L. quanto suas reagdes as espécies Meloidogyne
javanica (Treub, 1885) e M. paranaensis (Carneiro et al.,1996) e suas alteragbes

histopatoldgicas envolvidas nas interagdes planta-nematoide.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS.

Plantas medicinais produzem compostos que quando extraidos po-
dem ser utilizados como aditivos quimicos em alimentos, matéria-prima para aplica-
¢ao cientifica, tecnolégica ou comercial (RATES, 2001). Quando estes compostos
exercem efeitos fisioldgicos de propriedades terapéuticas, sdo denominados de prin-
cipios ativos, que proporcionam o efeito de tratamento (ROBBERS; SPEEDIE e
TYLER, 1997).

A utilizagdo dos produtos provenientes das plantas medicinais n&o
se restringe as areas rurais, sendo também amplamente disseminados em areas ur-
banas do pais, e muitas espécies sao comercializadas por erveiros em mercados e
feiras livres em cidades de todo pais (ALMEIDA; ALBUQUERQUE, 2002; ALVES;
PEREIRA-FILHO, 2007; ALVES; ROSA, 2007; ALVES et al., 2008).

O Brasil possui uma fonte de produtos terapéuticos devido a grande
diversidade, no entanto, esse potencial para a descoberta de plantas como fonte de
novas drogas € pobremente explorado ou regulamentado, contrastando com o que
ocorre em paises como Alemanha, Estados Unidos e Canada (VEIGA-JUNIOR,;
MELLO, 2008). O Estado do Parana é responsavel pelo abastecimento de 90% da
demanda nacional de plantas medicinais, aromaticas e condimentares (EMATER,
2012).

As funcgdes fisioldgicas dos principios ativos nas plantas ainda n&o
estao completamente esclarecidas, mas sua produgao associa-se a defesa da planta
contra agentes externos como patdégenos, pragas, radiagao solar, ou como residuos
do metabolismo vegetal. Além disso, ja sdo conhecidos diversos efeitos alelopaticos
de estimulo ou inibicdo da germinacado de sementes e de regulagdo da decomposi-
¢ao da matéria organica (SILVA; CASALI, 2000).

Os metabdlitos secundarios sdo compostos derivados biologicamen-
te dos metabdlitos primarios. Possui um papel ecolégico como atragao de polinizado-
res, adaptagdes quimicas a pressdo ambiental ou defensores quimicos contra micro-
organismos, insetos e predadores superiores. As atividades biolégicas das plantas
medicinais sao frequentemente atribuidas aos seus metabdlitos secundarios, como a

nicotina, a morfina, os 6leos essenciais, todos utilizados comercialmente (CHAGAS,
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2004). Os ¢leos essenciais destacam-se pelas suas propriedades antibacterianas,
analgésicas, sedativas, expectorantes e estimulantes (SILVA; CASALI, 2000).

Os Oleos essenciais provenientes do metabolismo secundario po-
dem ocorrer em diferentes estruturas secretoras especializadas (OLIVEIRA;
AKISSUE; AKISSUE, 1998). Esses o6leos apresentam fungdes ecoldgicas na planta,
especialmente como inibidores da germinacéo, na protecdo contra predadores, na
atrac&o de polinizadores, na protegdo contra perda de agua e aumento da tempera-
tura (CRAVEIRO; MACHADO, 1986).

A International Standard Organization (1ISO) define éleos essenciais
como produtos obtidos de partes de plantas e sdo misturas complexas de substan-
cias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Os componentes quimicos
dos d6leos essenciais variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, oxidos, peroxidos, furanos, a-
cidos organicos, lactonas, cumarinas, entre outros (SILVA; CASALI, 2000).

O comércio de recursos biolégicos medicinais em cidades evidencia
que o uso tradicional da biodiversidade para fins terapéuticos tem sido incorporado
pelas comunidades urbanas (ALVES; ROSA, 2007). O cultivo de plantas medicinais
em bases comerciais defronta-se com a relativa escassez de dados sobre problemas
fitossanitarios, dentre eles os causados por fitonematoides (KARL; SOUZA;
MATTOS, 1997).

2.1.1 Achillea Millefolium (L.) Less

A espécie medicinal Achillea millefolium (mil-folhas), pertencente a
familia Asteraceae, € uma planta herbacea, perene, rizomatosa, porte pequeno (30-
50 cm), suas folhas sdo compostas, finamente pinadas, as inflorescéncias sao bran-
cas ou rosaceas, em capitulos reunidos em uma panicula terminal (LORENZI;
MATOS, 2002). Planta de clima temperado quente a subtropical, tolerando condi-
¢bes climaticas extremas como o sol, geada, seca, frio e ndo se adapta a regides
com excesso de precipitagdes (LORENZI; MATOS, 2002).

A multiplicacdo de A. millefolium se da por estacas e por divisdo da
touceira, o que garante um desenvolvimento homogéneo. E nativa da Europa, Amé-
rica do Norte, Australia e Asia e suas propriedades medicinais sdo atribuidas a ativi-

dade antibacteriana, antioxidante, antiinflamatéria, antitumoral, dentre outras, estu-
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dadas a partir de 6leo essencial e extratos obtidos de flores, folhas e raizes
(CORREA JR. et al., 1994).

2.1.2 Aloe Vera (L.) Burm. F.

Planta africana pertencente a familia Liliaceae e género Aloe, a qual
pertencem mais de 300 espécies, utilizadas em varios paises, inclusive no Brasil, pa-
ra fins medicinais e na cosmética. Dentre as espécies existentes Aloe vera é a mais
estudada pelas industrias alimenticia, farmacéutica, cosmética e fitoterapica (VAN
WYK; SMITH, 1996).

Grupo de plantas monocotileddéneas, perenes, com folhas suculen-
tas, inflorescéncias em paniculas, com flores liliformes. Familia de ampla difusao es-
pecialmente em regides tropicais e subtropicais (CARTER, 1994; AGRA et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2007; SILVEIRA et al., 2008).

O interior de suas folhas € constituido de um tecido parenquimatico
rico em polissacarideos (mucilagem), que |he confere uma consisténcia viscosa, de
onde surgiu o0 nome de babosa. Nessa mucilagem ou gel encontram-se seus princi-
pios ativos, que sao constituidos de tecidos organicos, enzimas, vitaminas, sais mi-
nerais e aminoacidos, dentre os quais 18 sao importantissimos para o homem, e
desses, sete pertencem aos oito ndo sintetizados pelo nosso organismo (MATOS,
2002).

Seus principios ativos, contidos na mucilagem que escorre das fo-
Ihas recentemente cortadas, sdo a aloina, um composto quimico de natureza antra-
quindnica de agao purgativa de coloragdo amarela, e o aloeferon que € um polissa-
carideo complexo de agao cicatrizante (LORENZI; MATOS, 2002).

2.1.3 Cymbopogon Citratus (D.C.) Stapf.

Cymbopogon citratus, pertence a familia Poaceae, semi-perene,
com longas folhas aromaticas, estreitas, agudas e asperas e com nervura central
proeminente (CRAVEIRO et al., 1981), e muito conhecida nas regides sul e sudeste
do Brasil devido aos seus atributos para ornamentagao e as suas propriedades me-
dicinais. E nativa das regides tropicais da Asia, cuja ocorréncia vem sendo descrita
nas Américas e na Africa (SOUZA; LORENZI, 2005).
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E uma planta aromatica cultivada para a producdo comercial de 6leo
essencial, geralmente apresenta como constituintes majoritarios os monoterpenos ci-
tral (mistura isomérica de neral e geranial) e o mirceno. Porém, a maior utilizagdo
tem sido na industria farmacéutica, servindo de material de partida para sintese de
importantes compostos como iononas, metil-iononas e vitamina A (VIEIRA, 2006;
PRINS et al., 2008).

Sousa et al. (1991) relataram propriedades inseticidas, principalmen-
te larvicida e repelente. Na lavoura tem sido empregada em curvas de nivel (LEAL et
al., 2003). A maior importancia econémica do C. citratus é a produgao do 6leo es-
sencial que é largamente utilizado na industria de alimentos, cosmética e quimica
(COSTA et al., 2005).

A planta de C.citratus apresenta boa tolerancia a pragas, mas no Es-
tado do Parana foi detectada a presenca de nematoide dos géneros Pratylenchus,
Helycotylenchus e Tylenchus, e também ocorréncia de ferrugem parda nas folhas
(GOMES, 2001).

2.1.4 Eucalyptus Globulus L.

O Eucalyptus é originario da Australia, pertence a familia Myrtaceae.
E uma espécie lenhosa, arbéreas, de grande porte, com folhas coriaceas opostas
com dois tipos morfolégicos diferentes, em ramos jovens sao azuladas, largas e pel-
tadas, porem em ramos maduros sdo mais estreitas, lanceoladas ou em forma de
foice, as flores surgem isoladas na axila das folhas, os frutos sdo operculados, mas
a frutificacdo ndo é comum no Brasil (SCARPINELLA, 2002).

Existem aproximadamente 600 espécies de eucalipto, das quais cer-
ca de 200 espécies foram estudadas quanto a avaliagao do rendimento e qualidade
de Oleos essenciais. Entretanto, menos de 20 espécies s&o plantadas comercialmen-
te no mundo, e no Brasil apenas trés se destacam para a extracdo de 6leos essen-
ciais, o Eucalyptus citriodora, E. globulus e E. staigeriana (SILVA, 2000). A propaga-
¢ao pode ser por sementes ou de forma vegetativa por estaquia (LORENZI; MATOS,
2002).

De importancia econémica, tem potencial como matéria prima para

diversos setores, principalmente papel e celulose, além de madeira, chapas de fi-
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bras, ripas, caibros, sarrafos, carvao, mel, taninos e 6leos essenciais principalmente
para produtos de limpeza e aromatizantes (SOUZA; LORENZI, 2008).

2.1.5 Mentha Piperita L.

O género Mentha pertence a familia Lamiaceae, sao originaria da
Europa, adaptando-se bem nos climas tropicais, suportam temperaturas muitas bai-
xas, entretanto, altas temperaturas podem diminuir o rendimento de 6leo essencial
(CORREA JUNIOR et al., 1994).

Mentha piperita € uma planta de porte herbaceo, com 30-60 cm de
altura, estolonifera, folhas oval-lanceoladas e serradas, aveludada, com raiz fibrosa
e caule ereto, com inflorescéncia na espiga terminal de flores violaceas, numerosas,
pedunculadas, conhecida popularmente por hortela-pimenta € uma erva vivaz ou pe-
rene, com caule ramificado, contendo folhas opostas pecioladas ovais e com mar-
gem serrilhada, apresentando cor verde mais escura na face superior da folha e
mais palida na inferior (LORENZI; MATOS, 2002).

Matos (1998) cita essa espécie como produtora de 6leo essencial ri-
co em mentol, mentona e mentofurano, sendo estes compostos mais abundantes
nas folhas, apresentando varias aplicagdes industriais, como produtos de higiene
bucal, flavorizantes, aromatizantes de alimentos e bebidas, perfumaria, confeitaria e

produtos farmacéuticos.

2.2 GENERO MELOIDOGYNE.

Os nematoides pertencentes ao género Meloidogyne sdo endopara-
sitas sedentarios obrigatérios, e seus efeitos envolvem queda na producgao e na qua-
lidade de uma grande variedade de culturas economicamente importantes
(CASTAGNONE-SERENO, 2002). Completam seu ciclo de vida, geralmente, sob
temperatura de 27°C entre 22 a 30 dias. Porém, qualquer espécie reduz ou até
mesmo cessa por completo as suas atividades vitais em temperaturas superiores a
40°C ou inferiores a 5°C (FERRAZ, 2001).

O ciclo de vida do Meloidogyne consiste de seis estadios fenoldgi-
COS: 0VO, juvenis (J1, J2, J3, J4) e adulto (VAN DER EYCKEN et al., 1996; GHEYSEN,;

FENOLL, 2002). Inicia-se na forma de ovo unicelular, o qual é depositado pela fé-
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mea. O desenvolvimento do ovo ocorre dentro de poucas horas apds a oviposigao,
resultando em 2, 4, 8 e mais células, até a total formagao do juvenil de primeiro es-
tadio (J1) no seu interior (SAIGUSA, 1957), ocorrendo a primeira ecdise no interior
do ovo, tornando-se juvenis de segundo estadio (J;), estes eclodem e passam a mi-
grar no solo a procura de raizes de plantas para hospeda-los (TIHOHOD, 2000).

A penetracao dos juvenis de segundo estadio (J,) ocorre na regiao
adjacente a coifa da raiz ou nos primérdios de raizes laterais (BYRNE;
MICHAELSEN; SOUTAR, 1977). Apés situar-se em um ponto de alimentagao, o J,
permanece paralelo ao eixo principal da raiz, com o corpo imerso entre as células do
cortex e com a regiao cefalica em contato com a periferia dos elementos vasculares
(HUSSEY, 1985).

Os J; injetam substancias que modificam algumas células préximas
a regiao dos vasos condutores dando origem as chamadas células gigantes ou sinci-
tos, que aumentam de tamanho e passam a fornecer alimento ao patégeno. Outras
células menores, formadas proximas as células gigantes, sdo produzidas para assi-
milacdo e transferéncia dos fotoassimilados para as células gigantes (FERRAZ,
MONTEIRO, 1995).

No processo de infecgao ou infestagao, sdo formadas células gigan-
tes e galhas, que s&o respostas distintas, as células gigantes sao essenciais ao de-
senvolvimento e a reprodugao do parasito, e as galhas, na verdade, constituem ape-
nas bons indicadores da extensido das reacdes hiperplasicas e hipertroficas dos te-
cidos afetados pelas substancias injetadas, podendo ser formadas bem antes que as
células gigantes ou mesmo na auséncia destas (FERRAZ, 2001). Entretanto, ao con-
trario da célula gigante, a formagdo de galhas ndo é essencial para o desenvolvi-
mento dos fitonematoides (TAYLOR; SASSER, 1978).

A distincdo entre sincicio e células gigantes é baseada no fato que,
no primeiro caso, ha dissolucdo de parede de células adjacentes formando uma
massa polinucleada (KIM; KANG; LEE, 1997). No caso das células gigantes, acredi-
ta-se que estas sao formadas pelas repetidas divisdes celulares sincronizadas sem
subsequente divisao celular (HUANG; MAGGENTI, 1969). As células gigantes de-
senvolvem nos tecidos do floema primario e parénquima adjacente (BYRNE;
MICHAELSEN; SOUTAR, 1977).

Severas alteragdes nos tecidos vasculares de raizes infectadas ja fo-

ram observadas em diferentes hospedeiros, em resposta a presenca de células gi-
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gantes (PEDROSA; HUSSEY; BOERMA, 1996; LORENZO et al., 2004; PROITE et
al., 2008). A quebra ou deformacao de vasos e alteragdes no numero de arestas do
xilema também ja foram observadas em resposta a presencga de células gigantes nu-
tridoras (DEL PRADO; CARDENAS, 1995).

O uso de cultivares resistente pode ter efeitos em cultivos subse-
qguentes de outras espécies vegetais suscetiveis, que sao beneficiadas pela reducao
populacional do nematoide na area (SILVA, 2001). Essas cultivares possibilita ade-
quado manejo desses nematoides, tanto em sistemas agricolas de baixo como de al-
to uso de tecnologia (ROBERTS, 1990).

A resisténcia e a suscetibilidade de plantas referem-se a habilidade
evidenciada na supressao do desenvolvimento e da reprodugdo de determinadas
espécies de nematoides. Plantas altamente resistente possibilitam taxas de reprodu-
¢ao muito restritas dos parasitos, ao passo que as suscetiveis permitem abundante
reproducgao (SILVA, 2001).

2.3MECANISMOS DE RESISTENCIA A MELOIDOGYNE.

A resisténcia de um hospedeiro, dentro do contexto da fisiologia do
parasitismo, é definida como a capacidade da planta de atrasar ou evitar a entrada
e/ou subsequente atividade de um patdgeno em seus tecidos. Embora as plantas,
estejam normalmente expostas a um numero incalculavel de micro-organismos, co-
mo fungos, bactérias, virus e nematoides, a resisténcia mostra-se como a regra, en-
quanto a suscetibilidade aos agentes fitopatogénicos mostra-se como a excegéo
(PASCHOLATI, 1994).

De acordo com Agrios (2004), as plantas se defendem contra pato-
genos por caracteristicas estruturais que agem como barreiras fisicas e inibem a en-
trada e disseminacgdo do patdgeno, e por reagdes bioquimicas que ocorrem em ceélu-
las e tecidos da planta e produzem substancias que ou séo toxicas para o patégeno,
ou criam condigdes que inibem o desenvolvimento do patdégeno na planta.

A resisténcia pode decorrer de fatores que estdo presentes antes do
nematoide penetrar na raiz da planta, como os efeitos repelentes e/ ou nematicida
de determinadas substancias quimicas presentes no exsudado radicial de algumas
plantas (HUANG, 1985), com a substancia a-Tertienil, produzida pelo cravo-de-

defunto (Tagetes spp.).
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Por outro lado, apos a penetragdao do patégeno, as plantas normal-
mente respondem com a formagao de um ou mais tipos de estruturas que podem ser
mais ou menos eficientes na defesa da planta contra o patégeno. Algumas estrutu-
ras de defesa envolvem os tecidos proximos ao patdégeno (estruturas histologicas de
defesa), outras envolvem as paredes de células invadidas (estruturas celulares de
defesa), outras ainda, envolvem o citoplasma das células sob ataque (reagao de de-
fesa citoplasmatica), e finalmente, a morte de células invadidas (reagdo de defesa
necrotica ou reagéo de hipersensibilidade) (FRY, 1982; AGRIOS, 2004).

Kaplan e Davis (1987) dividiram a resposta da resisténcia de plantas
em duas fases: determinativa e expressiva. A primeira envolve a detec¢do do nema-
toide por células da planta, numa reacao do tipo elicitor-receptor. O eliciador prova-
velmente é produzido na glandula esofagiana do nematoide e é injetado no tecido do
hospedeiro, gerando um sinal responsavel pela reagcédo de hipersensibilidade. A proé-
xima fase expressiva inclui uma sucessao de eventos de regulagao génica e modifi-
cagdes bioquimicas que sao iniciadas com o processo de sinalizagao, prevenindo o
desenvolvimento do nematoide.

A reacao de hipersensibilidade (RH) é vista como um “suicidio” de
algumas células da planta em prol da sobrevivéncia das demais, o que a torna um
dos mecanismos de defesa mais importantes nas plantas. A resposta ocorre em fun-
¢ao do reconhecimento da infeccdo, por parte do hospedeiro, como consequéncia
da incompatibilidade entre a planta e o patégeno. Portanto, a reagao de hipersensibi-
lidade ocorre somente em interagdes incompativeis envolvendo a infecgao da planta
por virus, bactérias, fungos e nematoides (PASCHOLATI, 1994; ANWAR; McKEN-
RY, 2002).

Quando o nematoide penetra na planta a resposta da reagao de hi-
persensibilidade aparece nas primeiras 24 horas, e o grau de necrose dos tecidos e
o tempo de ocorréncia podem diferir mesmo em plantas de uma mesma espécie
(PIPOLO; FERRAZ, 1999).

Dessa forma, em raizes de plantas resistentes, poucos nematoides
desenvolvem-se até adultos, havendo formagdao de numero maior de machos, e
quando eventuais fémeas reproduzem, o fazem com taxas mais baixas de fecundi-
dade (SILVA, 2001).

A resisténcia das plantas as espécies de Meloidogyne pode ser defi-

nida por varios mecanismos vegetais que inibem a reprodugdo do patdégeno, como
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células gigantes mal formadas que acarretam em desenvolvimento lento, deixando
de produzir ou produzindo poucos ovos (DROPKIN; NELSON, 1960; McCLURE,
1977).

As células gigantes induzidas por Meloidogyne spp. dividem os seus
nucleos sem que haja a formagéao de novas paredes celulares, ou seja, ocorrem re-
petidas endomitoses sem que ocorra a citocinese, com aumento do conteudo cito-
plasmatico que apresenta intensa atividade metabdlica e a célula expande lateral-
mente (KARSSEN e MOENS, 2006).

Carneiro et al. (2005), estudando a interagado de algodoeiro com M.
incognita raga 3, observaram que, embora os J, tenham penetrado as raizes do ge-
notipo resistente e suscetivel, seu desenvolvimento foi seriamente comprometido no
gendtipo resistente, pois falharam no estabelecimento e manutengao das células gi-
gantes, resultando em baixa reprodugao.

As células do cilindro central, préximas ao local de penetragao do
estilete do nematoide, exibem um processo de morte celular, 0 que impede o estabe-
lecimento ou o desenvolvimento do nematoide. Em cafeeiro, este mecanismo de re-
sisténcia ja foi observado em raizes das cultivares resistentes lapar 59 (ANTHONY
et al., 2005) e Catimor (RODRIGUES et al., 2000) apés inoculagdo com M. exigua.

Algumas espécies de plantas, especialmente leguminosas, podem
rapidamente sintetizar compostos antimicrobianos de baixo peso molecular, chama-
dos fitoalexinas, em resposta a penetragao de nematoides (HUANG, 1985). Nos pro-
cessos normais de infecgao da planta, o estimulo para esta sintese provém do inva-
sor. Essas moléculas podem ser carboidratos, lipideos ou proteinas e sdo conheci-
das como elicitores (HAHN, 1996).

Faria et al. (2003), citam como exemplos raizes atacadas por nema-
toides, como no caso de soja infectadas por M. incognita que produzem gliceolina (i-
soflavondide), raizes de feijao infectadas por Pratylenchus penetrans produzem co-
mestrol (poliacetileno) e raizes de algodao infectadas por M. incognita produzem al-
deidos terpendides.

Pegard et al. (2005), descrevem a RH como uma reagao local, a-
companhada pela producao ou liberagdo de formas de oxigénio reativo, acido salici-
lico, compostos fendlicos ou outros compostos envolvidos no caminho da sinalizagao
extracelular. Em solanaceas, a resisténcia normalmente é associada a RH, na qual

ocorre morte celular rapida e localizada em resposta a infecgao pelo nematoide. Es-
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sa resposta pode ocorrer precocemente, prevenindo a penetragdo e a migragcéo de
J», ou tardiamente, inibindo o desenvolvimento de células gigantes, suprimindo o de-

senvolvimento e a multiplicacdo do fitoparasita.

2.4 REACAO DE PLANTAS MEDICINAIS AO GENERO MELOIDOGYNE.

O parasitismo de fitonematoides em plantas medicinais tem sido
descrito em alguns trabalhos. Zem (1977) avaliou a hospedabilidade de 13 espécies
de plantas medicinais e constatou que Portulacca oleracea L. é hospedeira dos ne-
matoides M. incognita e M. javanica, e que Althernanthera brasiliana (L.) O. Kuntze e
Momordica charantia L. sdo hospedeiras de M. javanica.

Antonio e Lehman (1978) mostraram que algumas ervas daninhas
como Acanthospermum australe (Loefl.) Kuntze, Ageratum conyzoides L., Alternan-
thera ficoidea (L.) P. Beauv., Amaranthus L., Asclepias curassavica L., Leonorus sibi-
ricus L., Emilia sonchifolia (L.) DC. e Talinum patens (Jacq.) Willd., eram suscetiveis
a M. javanica.

A incidéncia de nematoides de galhas, também, foi constatada em
plantas medicinais e aromaticas por Haseeb e Pandey (1987) na india, que identifi-
caram 22 novos hospedeiros de M. incognita e 21 de M. javanica. Reag¢des de 10
espécies de plantas daninhas em relagao ao parasitismo de M. incognita raga 1 e M.
Javanica foram estudadas por Moura, Régis e Moura (1990), dentre estas quatro es-
pécies medicinais, Mentha crispa L., Vetiveria zizanioides (L.) Nash. e Chenopodium
ambrosioides L. foram imunes as duas espécies de nematoides, enquanto Coleus
amboinicus Lour. comportou-se imune apenas a M. javanica.

Souza, Mattos e Karl (1995) avaliaram a suscetibilidade de 65 espé-
cies de plantas medicinais a M. javanica e M. incognita, caracterizando conforme a
escala de Taylor e Sasser (1978). Dezenove mostraram resisténcia com auséncia de
massa de ovos e 42 mostraram-se como intermediaria a pelo menos uma das espé-
cies do nematoide.

Com base nos indices de massas de ovos e nos fatores de reprodu-
¢ao, oito espécies de plantas medicinais reproduziram M. incognita raca 2 e M. java-
nica, sob condi¢gbes de casa de vegetagao (MACIEL; FERRAZ, 1996). Os mesmos
autores verificaram que Achillea millefolium (L.) Less, Arctium lappa L., Bryophyllum

calycinum Salibs. e Crassula portulacea foram hospedeiras nao eficientes ou desfa-
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voraveis a ambas as espécies, Plectranthus barbatus Andr. e Polygonum hidropipe-
roides Michx. foram eficientes a reproducao das duas espécies, Achyrocline sature-
oides Lam. (D.C.) e Tropaeolum majus L. foram eficientes para M. javanica e n&o pa-
ra M. incognita.

Moritz, Simao e Carneiro (2003) observaram a reagao de gendtipos
de milho quando parasitados por M. incognita e M. paranaensis, e constataram que
todos os materiais foram bons hospedeiros de M. incognita ragca 1 e 3, e para o M.
paranaensis 43,3% dos gendtipos foram imunes, 53,3% foram resistentes e apenas
um foi suscetivel.

Park, Kim e Khan (2004) testando a hospedabilidade de 22 espécies
medicinais a M. hapla, em casa de vegetacdo, avaliada com base no indice de ga-
Ihas e no fator de reproducédo (FR), verificaram que 12 espécies foram suscetiveis ao
nematoide com indice de galhas de 2,6-5,0 e FR 1,3-10,6, trés foram imunes e cinco
espécies foram consideradas resistentes com FR de 0,3-0,6, também, observaram
que Aster scaber L. e Agastache rugosa (Fisch. e C.A.Mey.) Kuntze foram tolerantes
e hipersensiveis, respectivamente.

Trinta e oito espécies de plantas daninhas foram avaliadas quanto a
reacao ao nematoide M. paranaensis, sendo que algumas com propriedades medi-
cinais, destas espécies, Portulaca oleracea L., Chenopodium album L., Talinum pa-
niculatum (Jack). Gaertn., Verbena litoralis Kunth., Lepidium pseudodidymum Thell.,
Momordica charantia L., Ageratum conyzoides L., Physalis angulata L., Polygonum
persicaria L. foram suscetiveis ao nematoide. Ja Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass.,
Ipomoea quamoclit L., Leonurus sibiricus L., Sida rhombifolia L., Emilia sonchifolia
(L.) DC., Sonchus oleraceus L., Solanum americanum Mill., apresentaram FR <1 e
portanto foram resistentes, enquanto Leonotis nepetaefolia (L.) R.Br. foi imune
(MONACO et al., 2009).

Foi observada imunidade de Jatropha curcas L. a M. javanica, no en-
tanto, esta planta foi suscetivel a Rotylenchulus reniformis (FERNANDES; ASMUS,
2007). Em outro trabalho Rosso e Asmus (2010) constataram a imunidade de Jatro-
pha curcas L. quando parasitado por Heterodera glycines.

Ménaco et al. (2011) avaliaram quatorze espécies de plantas medi-
cinais quanto a resisténcia a M. paranaensis. Os resultados obtidos indicaram que
Artemisia dracunculus L., Taraxacum officinale Wiggers, Matricaria recutita L., Melis-

sa officinalis L., Hyssopus officinalis L., Petiveria alliacea L., Lippia alba (Mill.)
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N.E.Br. ex Britton e P.Wilson, Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. e Sedum praealtum A.
de Candolle podem ser cultivados em areas infestadas por M. paranaensis, Ocimum
basilicum L., Plectranthus barbatus Andrews. e Mentha pulegium L. foram susceti-
veis e possivelmente irdo aumentar a populacdo de M. paranaensis no solo, propor-
cionalmente aos valores do FR.

Dias-Arieira et al. (2012) avaliaram a reagao de algumas hortalicas e
plantas aromaticas quando parasitadas por M. incognita e M. javanica, observou-se
que nas alfaces Mimosa cv. Salad Bowl, Elizabeth, Elisa, e Vera o numero de galhas
e o FR de M. javanica foi superior ao observado para a testemunha, enquanto para
as demais oleraceas, os maiores numeros de galhas e ovos foram para as cultivares
de chicdria e para manjericao. A maior suscetibilidade a M. incognita foi observada
para a alface Mimosa cv. Salad Bowl, para as cultivares de chicéria, salsa cv. Grau-
da Portuguesa e manjericdo. Apenas manjerona apresentou numero de galhas de

M. incognita igual a zero.

2 .5HISTOPATOLOGIA DE MELOIDOGYNE SPP.

Os estudos histoldgicos, citoquimicos e da ultra-estrutura do sincito
e tecidos radiciais adjacentes tém contribuido para os conhecimentos da interagéo
entre hospedeiro e parasita (ENDO, 1971; MORITZ et al., 2008).

A investigagcdes em nivel de histologia desses sitios de alimentagao
e contribuem para elucidar as complexas interagdes entre nematoides e plantas
hospedeiras. Os J, do nematoide de cistos da soja (Heterodera glycines) penetram
na raiz da planta apés a ecloséo dos ovos, migram intracelularmente através do cér-
tex, inserem seu estilete nas células do cértex, da endoderme ou do periciclo e indu-
zem a formacéao do sincito (ENDO, 1975).

O J; perfura as células com seu estilete introduzindo o produto de
suas glandulas esofagianas e incitando assim o surgimento das células gigantes. A
secrecao produzida pelas glandulas esofagianas é composta por lisina, histidina, ar-
ginina, glicoproteinas e peroxidases (HUSSEY; SASSER, 1973). Essas células gi-
gantes tomam-se multinucleadas e altamente vacuoladas, na propor¢cao de quatro
células gigantes para um nematoide. Esse conjunto de células suporta o desenvol-
vimento dos juvenis até sua transformagdo em fémeas maduras, o que ocorre aos
30 dias apds a inoculacdo (ORION; WERGIN; ENDO, 1980). Portanto, quanto maior
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0 numero de juvenis presentes nos tecidos radiciais, maior sera o numero de células
gigantes formadas.

Os nematoides formadores de galhas estdo envolvidos em comple-
xas interagdes com seus hospedeiros, induzindo inumeras alteragcdes na estrutura
das células, tornando-as células gigantes ou nutridoras (SIUMONS; ATKINSON;
WYSS, 1994), que aumentam de tamanho e passam a fornecer alimento ao juvenil
que se torna sedentario.

Bird e Loveys (1975) e McClure (1977) sugerem a existéncia da re-
lagdo nematoide e floema, relatando que os componentes organicos requeridos para
o desenvolvimento do parasita sdo provenientes, em parte, dos produtos derivados
da fotossintese, sendo translocados para o nematoide via floema. Entretanto, Ogbuiji
(1976), Gravato-Nobre e Evans (1998) e Asmus et al. (2000) relatam haver relagao
dos nematoides e células gigantes com os elementos de vaso do xilema.

As mudancgas anatdmicas causadas pelo parasitismo de Meloidogy-
ne spp. em raizes podem levar a alteragdo do cilindro vascular (formato circular para
eliptico), diminuicdo da absorgédo de nutrientes, bem como aumento total da massa
de raizes pelo efeito combinado da emissao de raizes secundarias nos locais de pa-
rasitismo e pela formacdo das galhas propriamente ditas (CARNEIRO; ALTEIA,
1990; KIRKPATRICK; OOSTERHUIS; WULLSCHLEGER, 1991; ABRAO;
MAZZAFERA, 2001). Ferraz e Monteiro (1995) observaram que outras células me-
nores, formadas préximas as células gigantes, sao produzidas para assimilagao e
transferéncia do alimento.

As alteragcbes na estrutura anatdmica explica a relacdo nematoide-
hospedeiro, através da formagao de células gigantes que provocam acentuadas mo-
dificagdes na faixa cambial (ANDRADE et al., 2003). Altera¢gdes cambiais foram ob-
servadas por Asmus, Ferraz e Appezzato-da-Gloria (2000) em raizes de um hibrido
de milho por M. javanica, os quais verificaram nas raizes com leves engrossamen-
tos, a presenga de células gigantes multinucleadas associadas ao nematoide, restri-
tas ao parénquima vascular. Algumas células do parénquima cortical apresentaram
hipertrofia, havendo a obstrucao de parte dos elementos de vaso do xilema e a de-
sorganizagao do cilindro vascular. Observaram, ainda, elevado conteudo proteico e
paredes espessas por substancias pécticas nas células gigantes multinucleadas.

Castillo (2001) estudou a interagdo hospedeiro-patdégeno entre M.

arenaria raca 2 e amoreira branca e Di Vito, Vovlas e Castillo (2004) estudaram a re-
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lacdo entre M. incognita e espinafre. Nestes estudos os nematoides induziram a for-
macao de galhas, os sitios de alimentacdo foram caracterizados pelo desenvolvi-
mento das células gigantes as quais apresentaram citoplasma granular e muitos nu-
cleos e nucléolos hipertrofiados. Os tecidos vasculares sofreram hipertrofia e hiper-
plasia, mostrando uma desorganizagao dos elementos do xilema e de células do flo-
ema primario.

Carneiro et al. (2005) estudaram o mecanismo de resisténcia de ge-
notipos de algodoeiro a M. incognita raga 3 através de histopatologia comparada en-
tre cultivar resistente e suscetivel, embora os J, tenham penetrado nas raizes dos
dois gendtipo, o desenvolvimento dos juvenis foi seriamente comprometido no geno-
tipo resistente ocorrendo mal estabelecimento e células gigantes de tamanho redu-
zido, ndo suportando a alimentacdo de fémeas normais em oviposicao, resultando
em baixa reproducgao.

Moritz et al. (2008), observaram severas alteragdes nos tecidos vas-
culares de células de soja em resposta a presenca das células gigantes e do nema-
toide, com interrupcdes e distorcdes de elementos do xilema e floema, com areas no
cilindro central ocupadas por células gigantes e partes do nematoide, concluiram
que em ambos os cultivares os sitios de alimentagdo foram formados no cilindro
vascular, entretanto, no cultivar suscetivel o numero de células gigantes foi superior
ao do cultivar resistente.

Pontes et al. (2009) avaliaram seis genoétipos de melancia quanto ao
numero de nucleos por células gigantes aos 5, 10, 15 e 20 dias apds a inoculagao
com M. mayaguensis, aferindo a fecundidade e a produgao de ovos. Dois gendtipos
apresentaram as mais baixas taxas de reproducado do nematoide e menor numero de
nucleos por células gigantes, confirmando a reagao de resisténcia.

E importante a realizacdo de estudos anatémicos radiciais, pois cul-
tivares tidos como resistentes, na presenca de Meloidogyne spp., podem apresentar
a formacgao de células gigantes e hipertrofia de células parenquimaticas, provocando
a obliteragao de parte dos elementos de vaso do xilema e a desorganizagao total do
cilindro  vascular (ASMUS; FERRAZ; APPEZZATO-DA-GLORIA, 2000;
WANDERLEY; SANTOS, 2004), bem como auxiliam na compreensdo dos mecanis-
mos de parasitismo dos nematoides, colaborando para a escolha de plantas a serem

utilizadas no manejo de populagdes de nematoides.
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3 ARTIGO A

RESISTENCIA DE PLANTAS MEDICINAIS A Meloidogyne javanica e M.
paranaensis

3.1RESUMO: Problemas fitossanitarios causados por nematoides comprometem quali
e quantitativamente a produgdo de plantas medicinais, dessa forma, objetivou-se
avaliar a hospedabilidade e conhecer as alteragdes histopatolégicas envolvidas nas
interacdes planta-nematoide das espécies medicinais Achillea millefolium L., Aloe
vera L., Cymbopogon citratus D.C. Stapf., Eucalyptus globulus L. e Mentha piperita
L. em funcdo do parasitismo de Meloidogyne javanica (Treub, 1885) e M.
paranaensis (Carneiro et al.,1996) em casa de vegetagdo. Para tanto, as plantas
medicinais foram inoculadas com 6.000 ovos de M. javanica e M. paranaensis,
separadamente, e conduzidas em casa de vegetacdo. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado com 10 repeticdes. Decorridos 60 dias da inoculagao,
foram mensurados altura, massa (fresca e seca) de parte aérea, massa de raiz,
nuamero de massas de ovos, numero de ovos por sistema radicial e fator de
reprodugdo. Segmentos de raizes normais e com engrossamentos/galhas dessas
plantas medicinais foram coletados, incluidos em parafina e submetidos a cortes
histoldgicos transversais. As secc¢des cortadas foram fixadas e coradas com azul de
toluidina (1%). As alteragdes anatdbmicas foram fotografadas e analisadas em
miscroscopico de luz. Os resultados obtidos indicaram que A. millefolium, C. citratus,
E. globulus e M. piperita comportaram-se como resistentes aos nematoides
avaliados. Enquanto A. vera foi considerada suscetivel a ambos os nematoides. Nas
avaliagoes histolégicas A. millefoluim, C. citratus, E. globulus nao tiveram alteragdes
observadas, caracterizado pela falha no estabelecimento dos sitios de alimentacao,
devido a resisténcia dessas plantas ao M. javanica e M. paranaensis. Entretanto,
mesmo com a resistencia de M. piperita, nos segmentos com galhas observou-se
células plasticas e hipertroficas com formagao de células gigantes e obliteracao de
vasos do xilema. Enquanto que em A. vera considerada suscetivel as duas espécies
de Meloidogyne, tiveram ocorréncia de células hiperplasicas e hipertréficas com
compressdo dos vasos do xilema, sem observacao de células gigantes.

Palavras chaves: Células gigantes. Suscetibilidade. @ Nematoide. Alteracao
anatémica. Galhas. Parasitismo.
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3.2 ABSTRACT: Phytosanitary problems caused by nematodes affect qualitatively and
quantitatively the production of medicinal plants, therefore, aimed to evaluate the
hosting ability and know the histopathologic changes involved in interactions plant-
nematode of medicinal species Achillea millefolium L., Aloe vera L., Cymbopogon
citratus DC Stapf., Eucalyptus globulus L. and Mentha piperita L. due to parasitism of
Meloidogyne javanica (Treub, 1885) and M. paranaensis (Carneiro et al., 1996) in
greenhouse. Therefore, medicinal plants were inoculated with 6,000 eggs of M.
javanica and M. paranaensis separately and conducted in a greenhouse. The
experimental design was completely randomized with 10 replications. After 60 days
of inoculation, we measured height, weight (fresh and dry) shoot, root mass, number
of egg masses, number of eggs per root system and reproduction factor. Segments
of normal roots and thickenings/galls of these medicinal plants were collected,
embedded in paraffin and subjected to histological cross. The cut sections were fixed
and stained with toluidine blue (1%). Anatomical changes were photographed and
analyzed miscroscopico light. The results indicated that A. millefolium, C. citratus, E.
globulus and M. piperita behaved as resistant to nematodes evaluated. While A. vera
was considered susceptible to both nematodes. In the evaluations histological A.
millefoluim, C. citratus, E. globulus had no observed changes, characterized by the
failure to establish feeding sites due to resistance of these plants to M. javanica and
M. paranaensis. However, even with the resistance of M. piperita, segments with
galls, was observed with cells hypertrophic and hyperplastic, giant cell formation and
obliteration of xylem vessels. While in A. vera considered susceptible to both
Meloidogyne species, had occurrence of cells hyperplastic and hypertrophic with
compression of the xylem vessels, without observation of giant cells.

Keywords: Giant cells. Susceptibility. Nematodes. Change anatomical. Root knot.
Parasitism.

3.3INTRODUCAO

Plantas medicinais sdo aquelas que possuem, em um ou mais Or-
gaos, substancias utilizadas com finalidade terapéutica, ou que sejam ponto de par-
tida para a sintese de produtos quimicos e farmacéuticos. E os compostos quimica-
mente ativos responsaveis pela acao terapéutica sdo denominados “principios ati-
vos” (MARTINS; CASTRO; CASTELLANI, 2003).

Entretanto, as plantas medicinais, nativas ou cultivadas, podem ser
hospedeiras de parasitas como acaros, fungos, nematoides (MICHELE, 1996), o que
pode comprometer qualitativa e quantitativamente as substancias biologicamente a-
tivas e sua produgao (MARGINA; ZHELJAZKOV, 1996; KARL; SOUZA; MATTOS,
1997).

O controle de Meloidogyne spp. € dificultado pela sua alta capacida-
de reprodutiva, ampla gama de hospedeiros e sua adaptacéo a diferentes condigdes

e ecossistemas (FERRAZ, 1985). O controle de pragas e doengas nessas plantas
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pode ser dificil, uma vez que nao ha pesticidas registrados para o controle em plan-
tas medicinais (TRUEMAN; WICK, 1996).

A resisténcia e a suscetibilidade de plantas referem-se a habilidade
evidenciada na supressao do desenvolvimento e da reprodugdao de determinadas
espécies de nematoides. Plantas altamente resistente possibilitam taxas de reprodu-
¢ao muito restritas dos parasitos, ao passo que as suscetiveis permitem abundante
reprodugao (SILVA, 2001).

Foi observada imunidade de Jatropha curcas L. a M. javanica, no en-
tanto, esta planta foi suscetivel a Rotylenchulus reniformis (FERNANDES; ASMUS,
2007). Em outro trabalho Rosso e Asmus (2010) constataram a imunidade de Jatro-
pha curcas L. quando parasitado por Heterodera glycines.

Ménaco et al. (2011) avaliaram quatorze espécies de plantas medi-
cinais quanto a resisténcia a M. paranaensis. Os resultados obtidos indicaram que
Artemisia dracunculus L., Taraxacum officinale Wiggers, Matricaria recutita L., Melis-
sa officinalis L., Hyssopus officinalis L., Petiveria alliacea L., Lippia alba (Mill.)
N.E.Br. ex Britton e P.Wilson, Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. e Sedum praealtum A.
de Candolle podem ser cultivados em areas infestadas por M. paranaensis, Ocimum
basilicum L., Plectranthus barbatus Andrews. e Mentha pulegium L. foram susceti-
veis e possivelmente irdo aumentar a populacdo de M. paranaensis no solo, propor-
cionalmente aos valores do FR.

Dias-Arieira et al. (2012) avaliaram a reagao de algumas hortalicas e
plantas aromaticas quando parasitadas por M. incognita e M. javanica, observou-se
nas alfaces Mimosa cv. Salad Bowl, Elizabeth, Elisa, e Vera o numero de galhas e o
FR de M. javanica foi superior ao da testemunha, a maior suscetibilidade a M.
incognita foi observada para a alface Mimosa cv. Salad Bowl, chicéria, salsa cv.
Grauda Portuguesa e manjericdo. Apenas manjerona apresentou numero de galhas
de M. incognita igual a zero.

Asmus, Ferraz e Appezzato-da-Gldria (2000), estudando alteragdes
anatdmicas induzidas em raizes de um hibrido de milho, verificaram nas raizes com
leves engrossamentos, a presencga de células gigantes multinucleadas associadas
ao nematoide.

Severas alteragdes nos tecidos vasculares de raizes infectadas com
nematoide ja foram observadas em diferentes hospedeiros, em resposta a presenga

de células gigantes (LORENZO et al., 2004), assim como a quebra ou a deformacéao
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de vasos e alteracdes no numero de arestas do xilema (DEL PRADO; CARDENAS,
1995).

Em estudo de histopatologia comparativa entre cultivares de soja
resistentes e suscetiveis a M. paranaensis, Moritz et al. (2008) concluiram que em
ambos os cultivares os sitios de alimentacdo foram formados no cilindro vascular,
entretanto, na cultivar suscetivel o niumero de células foi superior ao da cultivar
resistente.

Diante da importancia das plantas medicinais, ndo apenas como re-
curso terapéutico, mas também como fonte de recursos econdmicos, torna-se fun-
damental focar atengado na reagao dessas plantas aos nematoides, uma vez que es-
tas podem hospedar e aumentar as popula¢des desse parasita no solo, bem como
comprometer suas caracteristicas medicinais em decorréncia do parasitismo
(CARVALHO; COSTA; CARNELOSSI, 2010).

Em vista do exposto, uma prévia selecdo de plantas medicinais
cultivadas no Brasil e presentes na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS), com capacidade de gerar produtos de interesse ao
Ministério da Saude, desenvolveu-se o presente trabalho com o objetivo de avaliar a
hospedabilidade e conhecer as alteragdes histopatologicas envolvidas nas
interagbes planta-nematoide das espécies medicinais Achillea millefolium L., Aloe
vera L., Cymbopogon citratus D.C. Stapf., Eucalyptus globulus L. e Mentha piperita
L. em funcdo do parasitismo de Meloidogyne javanica (Treub, 1885) e M.

paranaensis (Carneiro et al.,1996) em casa de vegetacgao.

3.4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em condi¢gdes controladas de casa de
vegetagdo da Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina-PR, em
delineamento inteiramente casualizado com dez repetigdes, seguido de avaliagdes
hitopatoldgicas nos Laboratérios de Fitopatologia, Laboratorio de Apoio a Pesquisa
Agropecuaria e Laboratério de Anatomia Vegetal.

As espécies de plantas medicinais estudadas (Tabela 1) foram
obtidas através de sementes e propagacdo vegetativa. As sementes foram
colocadas para germinar em bandejas de isopor contendo substrato comercial

Tropstrato. Enquanto as partes vegetativas foram coletadas no Horto Florestal da
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UEL, acondicionadas em sacos pretos de polietileno, com sustrato esterilizado de
esterco curtido + palha de arroz carbonizada (1:1) e mantidas em casa de
vegetacao.

Apos o desenvolvimento da quinta folha definitiva para as sementes
e novas folhas para as estacas, foi realizado o transplantio de uma planta de cada
espécie por vaso de 3 L, contendo substrato areia + solo de barranco (2:1)

previamente esterilizado.

Tabela 1 —Nomes cientificos, popular e forma de propagagcdo das espécies
medicinais avaliadas quanto a alteragdo histopatologica de raizes
parasitadas por Meloidogyne javanica e M. paranaensis.

Nome cientifico Nome popular Formas de propagacao
Achillea millefolium mil-folhas estacas

Aloe vera babosa clones
Cymbopogon citratus capim-limao rametas
Eucalyptus globulus eucalipto sementes
Mentha piperita hortela estacas

As populag¢des de Meloidogyne javanica e M. paranaensis utilizadas
foram provenientes de plantas de tomateiro cv. ‘Santa cruz’, mantidas em casa de
vegetacdo da UEL. As raizes infectadas foram coletadas apds 60 dias de cultivo,
processadas de acordo com a técnica proposta por Boneti e Ferraz (1981) obtendo-
se suspensodes de ovos calibradas para 1500 ovos + J, mL™".

Os in6culos de M. javanica e M. paranaensis foram distribuidos na
regido da rizosfera, em orificios com cerca de dois cm de profundidade feitos ao
redor de cada planta, utilizando-se 5 mL da suspensdo, cada nematoide
separadamente. Plantas sadias (ndo inoculadas com nematoide) de cada espécie
medicinal foram usadas como testemunhas. Tomateiros cv. ‘Santa cruz’ foram
utilizados como testemunha da viabilidade de in6culos dos nematoides.

Sessenta dias apds a inoculagao (DAI), as raizes foram separadas
da parte aérea e lavadas em agua corrente para posterior avaliagdo, foram
mensurados altura, massa (fresca e seca) da parte aérea e massa fresca de raiz.

Em seguida, as raizes foram lavadas e colocadas em solugéo
aquosa de floxina B (15 mg L™), deixando por 15 — 20 minutos (TAYLOR; SASSER,

1978) para evidenciar as massas de ovos das duas especies de Meloidogyne. Apos
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utilizou-se um bisturi sob microscopio estereoscépico, para seccionar segmentos
com e sem galhas, de 1,0 cm de comprimento das raizes de cada espécie medicinal.

ApOs a contagem das massas de ovos, as raizes foram processadas
através da técnica de Boneti e Ferraz (1981), para a extracdo dos ovos e
determinacao do fator de reproducdo (FR = n° de ovos final/ n° de ovos inicial)
segundo Oostenbrink (1966). Foram consideradas plantas com FR menor que 1
como resistentes, as plantas com FR maiores ou iguais a 1 como suscetiveis e FR
igual a zero como imunes.

Os segmentos de raiz foram imediatamente fixados em solugédo FAA
70% (5 mL de fomaldeido 37%, 5 mL de &cido acético glacial e 90 mL de &lcool
etilico 70%), e depois desidratados em séries de 70, 80, 90 e 100% de alcool etilico
(JOHANSEN, 1940). Para a clarificagdo utilizou-se Xilol, incorporado em séries
gradativas de 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3 (alcool:xilol) até o xilol puro. Apds o envolvimento
em xilol puro foi realizada a inclusdo dos segmentos de raiz em parafina,
primeiramente em forma de lentilhas, e posterior em parafina fundida, mantidos por
uma hora na estufa a 55°C. Foram realizadas duas trocas de parafina pura,
deixando-se o material, a cada troca, por mais uma hora na estufa.

A seguir, o material foi emblocado com parafina em pequenas
formas, deixando-se esfriar em gelo até a completa solidificacdo do bloco. As
amostras dos segmentos radiciais emblocados foram desenformadas, identificadas e
afixadas em cubos de madeira, que serviram como suporte, e entdo, foram
seccionadas transversalmente, com a utilizacdo de um microtomo rotatério Leica
2155, com 5 ym de espessura.

Foram feitos aproximadamente 7.000 cortes seriados para obtencéo
de regides alteradas e saudaveis. As fitas de parafina contendo os cortes foram
depositadas sobre agua aquecida + gelatina (adesivo). Apds as laminas foram
submetidas a desparafinizagdo e coloracdo (azul de toluidina 1%), conforme a
protocolo descrito na Tabela 2. Apds a coloragdo, as laminas foram fechadas
utilizando-se glicerina 0,5% e laminulas. Os cortes foram examinados e

fotodocumentados em microscopio de luz.
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Tabela 2 —Protocolo para desparafinizacdo e coloragdo empregado na coloragao

dos cortes histologicos das raizes das plantas medicinais.

Passo Solugao Tempo
1 Xilol 10'
2  Xilol 10'
3 Xilol - Etanol absoluto (1:1) 10'
4 Etanol 100% 5'
5 Etanol 95% 5'
6 Etanol 70% 5'
7 Etanol 50% 5'
8 Etanol 30% 5'
9  Agua destilada 5
10  Azul de toluidina 1% 15'
11 Agua destilada 1"
12 Agua destilada 1"

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)

e apos rejeitar as igualdades das mesmas, as medias foram comparadas pelo teste

Scott-Knott a 5% de significancia, sendo as variaveis altura, massa (fresca e seca)

da parte aérea e massa fresca de raiz comparadas duas a duas e as variaveis

numero de massas de ovos, numero de ovos por sistema radicial e fator de

reprodugao foram comparadas atraves de analise multipla de medias.

3.5RESULTADOS E DISCUSSAO

A viabilidade dos in6culos de M. javanica e M. paranaensis foi

confirmada pelos numero de ovos por sistema radicial encontrados em raiz de

tomateiro cv. ‘Santa Cruz’, apresentando fator de reprodu¢cdo médio de 50,8 e 67,0,

respectivamente.
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Gréfico 1 — Massa seca e fresca de parte aérea, altura e massa fresca de raiz de
Achillea millefolium inoculadas e nao inoculadas com Meloidogyne java-
nica e M. paranaensis, em comparagao com a testemunha, pelo Teste
Scott-Knott comparagao dois a dois em nivel de 5% de significancia.
Nao significativo (ns).
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Observando os resultados de Achillea millefolium (Grafico 1), houve
diferenca estatistica apenas para a massa fresca de raiz quando parasitada por M.
paranaensis comparada com a testemunha nao inoculada, porém essa diminui¢gao
na massa radicial ndo interferiu no desenvolvimento da parte aerea, nao

apresentando diferencga estatistica.

Grafico 2 — Massa seca e fresca de parte aérea, altura e peso de raiz de Aloe vera
inoculadas e nao inoculadas com Meloidogyne javanica e M.
paranaensis, em comparagao com a testemunha, pelo Teste Scott-Knott
comparagdo dois a dois em nivel de 5% de significancia. N&o
significativo (ns).
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Aloe vera mostrou-se diferente estatisticamente para a massa fresca
e seca de parte aérea em funcao do parasistimo de M. paranaensis (Grafico 2),
sendo a unica espécie a apresentar diferenca nesse parametro para o nematoide em
questdo. As espécies que nao apresentaram diferencas em comparagdo as
testemunhas, indicam que o parasitismo ndo causou reducdo no desenvolvimento

vegetativo.

Grafico 3— Massa seca e fresca de parte aérea, altura e peso de raiz de
Cymbopogon citratus inoculadas e nao inoculadas com Meloidogyne
Jjavanica e M. paranaensis, em comparagao com a testemunha, pelo
Teste Scott-Knott comparagdo dois a dois em nivel de 5% de
significancia. Nao significativo (ns).
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Com relacdo a massa fresca de raizes, observou-se que C. citratus
sofreu influéncia do parasitismo de M. javanica e M. paranaensis, com reducao da
massa de raiz em relagao a testemunha nao inoculada (Grafico 3). Além disso as
plantas de C. citratus apresentaram descamacgcdes nas raizes, com pontos
necrosados em funcdo do parasitismo de ambos nematoides estudados. O
desenvolvimento perfeito do sistema radicial € de fundamental importancia para o
estabelecimento da planta e sua capacidade maxima produtiva (BAIDA et al., 2011).

A massa fresca e seca de parte aérea, das plantas de E. globulus
(Gréfico 4) inoculadas com M. javanica apresentaram diferenga significativa quando
comparadas com sua testemunha n&o inoculada, mostrando uma maior producao de

parte aérea, evidenciando a influéncia deste nematoide sobre as plantas. O
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parasitismo de M. paranaensis afetou significativamente somente a altura da planta,

nao mostrando-se diferente estatisticamente nos demais parametros.

Grafico 4 — Massa seca e fresca de parte aérea, altura e peso de raiz de Eucalyptus
globulus inoculadas e nao inoculadas com Meloidogyne javanica e M.
paranaensis, em comparagao com a testemunha, pelo Teste Scott-Knott
comparagao dois a dois em nivel de 5% de significAncia. N&ao
significativo (ns).
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Gréfico 5 — Massa seca e fresca de parte aérea, altura e peso de raiz de Mentha
piperita inoculadas e n&o inoculadas com Meloidogyne javanica e M.
paranaensis, em comparagao com a testemunha, pelo Teste Scott-Knott
comparagado dois a dois em nivel de 5% de significancia. N&o
significativo (ns).
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Observando os resultados para a espécie M. piperita (Grafico 5)
houve diferenca entre as plantas inoculadas com M. javanica e a respectiva
testemunha, para a massa fresca e seca de parte aérea e a altura, nao
apresentando diferenca para a massa fresca de raiz. O parasitismo do M.

paranaensis nao apresentou diferencgas significativas.

Tabela 3 —Comparagao de médias para numero de ovos+J,, massas de ovos e fator
de reproducdo e reacdo da planta em relacdo a reproducdo de
Meloidogyne javanica e M. paranaensis nas raizes das plantas

medicinais.

Meloidogyne javanica Meloidogyne paranaensis

Plantas medicinais  pMassa Ovos+J, ER® R Massa Ovos + J, FR® R
de ovos (Pf) de ovos (Pf)

Achillea millefolium ~ 0,00' b> 13,41 b 0,04 b R 0,00 b? 1875 b 0,03 b R
Aloe vera 16,67 a 23868 a 11,90 a S 480 b 15680,00 a 2,61 a S
Cymbopogon citratus 0,00 b 1596 b 0,37 b R 0,00 b 5241 b 0,08 b R
Eucalyptus globulus 0,00 b 252 b 002b R 0,00 b 520 b 0,09 b R
Mentha piperita 2290 a 1667 b 0,05 b R 46,80 a 80500 b 0,13 b R
CV % 55,60 66,90 56,90 73,74 43,42 87,00

" Dados referentes as médias de 10 repeticdes,sem transformacao.
2 Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey em nivel de
5% de significancia. As letras sao as representacdes dos dados transformados em "(x+k)*1/2", sendo
para as variaveis k = (0,01) e (0,1).

Fator de Reproducgéo (FR=Pf/Pi).
*Reagao (S = suscetivel, R = resistente, | = imune)

Quanto a variavel numero de massas de ovos, A. vera apresentou a
maior média para ambos os nematoide avaliados, diferindo estatisticamente de
todas as demais plantas. Achillea millefolium, C. citratus e E. globulus nao
favoreceram o desenvolvimento das massas de ovos de M. javanica e M.
paranaensis, e produziram poucos ovos por matriz gelatinosa, quando
esporadicamente encontrada na raiz. Plantas altamente resistentes possibilitam
taxas de reprodugdo muito restritas dos parasitos, ao passo que as suscetiveis
permitem abundante reprodugao (SILVA, 2001).

Achillea millefolium foi a espécie mais desfavoravel a raca 2 de M.
incognita, com valores médios de |G (indice de galhas) e IMO (indice de massas de
ovos)iguais a zero (MACIEL; FERRAZ, 1996).

Nota-se que para a variavel numero de ovos+J, totais, A. vera

apresentou as maiores médias de reproducdo para os dois nematoides, diferindo
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estatisticamente das outras plantas, mostrando-se como boas hospedeiras.
Entretanto, A. millefolium, C. citratus, E. globulus e M. piperita nado diferiram
estatisticamente entre si, quando inoculadas com ambas as espécies de
Meloidogyne.

Moritiz, Simao e Carneiro (2003) observaram diferengas quanto a
producdo de ovos em cultivares resistentes e suscetiveis de milho, sendo que na
cultivar resistente a produgao de ovos foi menor, porém com formacao de inUumeras
galhas, tanto na cultivar suscetivel quanto na resistente. Algumas espécies de
plantas, também, podem rapidamente sintetizar compostos antimicrobianos de baixo
peso molecular, chamados fitoalexinas, em resposta a penetragdo de nematoide
desfavorecendo a producéo de ovos (HUANG, 1985).

Em relacdo a variavel fator de reprodugao (FR) verificou-se que A.
vera foi suscetivel para ambos os nematoides, enquanto A. millefolium, C. citratus,
E. globulus e M. piperita foram resistentes ao parasitismo de M. javanica e M.
paranaensis. Ménaco et al. (2011) também observaram valores baixos de FR porém
em outras plantas medicinais, indicando elevado nivel de resisténcia de Matricaria
recutita, Melissa officinalis e Taraxacum officinale.

O fator de reproducao é um parametro de avaliagdo importante para
indicar a suscetibilidade de uma planta ao nematoide em condi¢gbes controladas
(INOMOTO, 2011), portanto merece destaque A. millefolium, C. citratus, E. globulus
e M. piperita que confirmaram a resisténcia com médias de FR inferiores a 1 (um),
que variaram de 0,02 - 0,37 para M. javanica e de 0,03 — 0,13 para M. paranaensis.
Asmus e Andrade (1997) estudando a reprodugcdo de M. javanica em plantas
daninhas, usando o mesmo parametro, constataram que este se reproduziu melhor
em Bidens pilosa e Solanum americanum, enquanto que Sida rhombifolia
apresentou FR inferior a 1.

Os fatores de resisténcia podem decorrer de mecanismos que estao
presentes antes do nematoide penetrar na raiz da planta, como os efeitos repelentes
e/ou nematicidas de determinadas substancias quimicas presentes no exsudado
radicial de algumas plantas (HUANG, 1985), como a substancia a-Tertienil produzida
pelo cravo-de-defunto (Tagetes spp.).

Os resultados obtidos no estudo histopatolégico para as espécies de
plantas medicinais demostraram que os juvenis infectivos (J2) de M. javanica e M.

paranaensis penetraram nas raizes das plantas medicinais, atravessando o cortex e
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indo em diregao ao cilindro central. Para atingi-lo, os J, romperam a epiderme e, em
razao da passagem intracelular, causaram danos mecanicos as células do cortex. A
penetracdo de juvenis de Meloidogyne apés a inoculagéo ja foi constatada em outros
estudos (MORITZ et al., 2007; WESTERICH; ROSA; WILCKEN, 2011).

A coloragdo com azul de toluidina nos cortes gerou um bom
contraste da parede celular com o conteudo citoplasmatico das células gigantes. O
azul de toluidina corou de rdéseo o citoplasma e os varios nucleos nas células
gigantes e, também, o nematoide, além de evidenciar o aumento da espessura das
paredes celulares das celulas gigantes.

Verificou-se a ma hospedabilidade da planta Achillea millefolium
(Figura 1) para M. javanica e M. paranaensis, pelo fato de suas raizes ndo serem
alteradas morfologicamente, sem formagdo de galhas. Alguns compostos sé&o
produzidos pela planta, durante o processo da doenca, o que tém mostrado um
papel crucial na resisténcia ao organismo invasor (NANDAKUMAR et al., 2001).

A resisténcia pode ocorrer por fatores contidos nos exudatos
radiciaises, incluindo uma resisténcia de pré-infecgdo, em que os nematoides nao
penetram nas raizes das plantas, devido a presenca de produtos quimicos, toxicos
ou antagonistas nos tecidos (PANDEY et. al., 2000)
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Figuras 1 —A) Raiz de Achillea millefolium nao parasitada.B) Corte transversal de
raiz Achillea millefolium parasitada por Meloidogyne javanica. C) Raiz de
Achillea millefolium parasitada por M. paranaensis; co = cortex; x =
xilema. Barra = 50um.

O exame macroscopico das raizes de A. vera inoculadas revelou
ocorréncia de pequenas galhas (1 a 2 mm de didametro), principalmente na regiao de
elongacado da raiz. No entanto, observagdes histolégicas (Figura 2A) mostram o
ataque de M. javanica bem evidenciado, devido a presenga de celulas gigantes,
compressao de elementos de vasos do xilema, resultando em desorganizagéo do
cilindro central, que pode exercer importante interferéncia nos fluxos de agua e de
nutrientes na planta (HUSSEY, 1985).

Observou-se nas raizes atacadas pelo M. paranaensis (Figura 2C) a
ocorréncia de hiperplasia e hipertrofia das células parenquimaticas, estas sofrem
repetidas endomitoses sem que ocorra a citocinese tornando-se células
multinucleadas (KARSSEN e MOENS, 2006), que expandem-se exercendo pressao
sobre o cilindro central comprimindo os elementos de vasos do xilema,
caracteristicas nao encontradas nas células de A. vera sem a presenca do
nematoide (Figura 2B), com cilindro central sem compresséao e células do xilema em

desenvolvimento normal.
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Figuras 2 — A) Corte transversal de raiz de Aloe vera parasitada por Meloidogyne ja-
vanica e conjunto de células gigantes comprimindo os elementos de va-
so do xilema. B) Raiz de A. vera sem inoculagao. C) Raiz de A. vera pa-
rasitada por M. paranaensis; co = cortex; x = xilema; cg = células gigan-
tes; ht = hipertrofia das células; hp = hiperplasia das células. Barra =
50um.
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Pode-se observar que o insucesso do parasitismo de M. javanica e
M. paranaensis em plantas de C. citratus (Figura 3). Segundo Dropkin (1969) e Ho
et al. (1992), em plantas resistentes, os nematoides penetram nas raizes € migram
em diregdo ao cilindro vascular n&do ocorrendo o desenvolvimento do sitio de
alimentagao, havendo também a formagao de numero maior de machos.

De acordo com Lopes et al. (2005), compostos aplicados nas plantas
podem ser liberados via exsudados radiciais, atuando contra os nematoides. Alguns
compostos presentes nos oOleos essenciais produzidos pelas plantas medicinais
podem atuar diretamente sobre o patégeno ou serem indutores de resisténcia, neste
caso envolvendo a ativacdo de mecanismos de defesa latentes das plantas
(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2003), como a deposi¢cao de lignina
nas paredes das células.
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Figuras 3 —A) Raiz de Cymbopogon citratus sem inoculagdo. B) Raiz C. citratus
parasitadas por M. javanica. C) Raiz de C. citratus parasitada por M.
paranaensis. co = coértex; x = xilema; en = endoderme. Barra = 50 pym.

Nao houve diferengca apresentada nos cortes transversais de E.
globulus entre as plantas inoculadas e a testemunha (Figuras 4), em todos os cortes
avaliados observou-se normalidades morfolégicas e histologicas. Ou seja, as plantas
de eucalipto comportaram-se como resistentes a M. javanica e M. paranaensis.

A utilizagdo de metabdlitos secundarios na forma de Oleos
essenciais de plantas de eucalipto pode causar efeito antagbnico a certos micro-
organismos (BATISH et al., 2008). O principal constituinte deste éleo € o eucaliptol
que apresentou atividade tdxica in vitro sobre a forma jovem do nematéide Anisakis
simplex (NAVARRO et al., 2008), e também apresentou toxicidade in vitro sobre as
juvenis de Meloidogyne incognita (PANDEY et al., 2000). Contudo, outros fatores de
resisténcia deveriam ser estudados para melhor explicar esta associagcdo, pois
estudos tém demonstrado correlacéo entre a atividade de enzimas como a [(3-1,4

endoglucanase e resisténcia de planta a fitonematoides (DAVIS et al., 2002).
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Figuras 4 — A) Corte transversal de raiz de Eucalyptus globulus sem inoculagéo. B)
Raiz de E. globulus parasitada por M. javanica. C) Raiz de E. globulus
parasitada por M. paranaensis; co = cortex; x = xilema; en = endoderme.
Barra = 50 ym.
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Embora esporadicas e pouco evidentes a olho nu, galhas foram
formadas na raizes de M. piperita (Figura 5). No entanto parasitadas por M. javanica
(Figura 5C), ndo se observou células gigantes em atividade com citoplasma denso,
somente células com paredes normais, que podem ser com a testemunha (Figura
5A) que apresentou células do cilindro central com desenvolvimento e crescimento
dos vasos do xilema organizado.

Nas raizes de M. piperita parasitadas por M. paranaensis (Figura
5A), observou-se galhas pequenas, porém desenvolvidas com as fémeas
associadas ao grupo de células gigantes, causando completa desorganizagdo dos
tecidos. O aumento da atividade metabdlica das células gigantes estimula a
mobilizagdo de produtos fotossintéticos da parte aérea para as raizes, em particular,
para as células gigantes. Essa agdo de dreno de agucares das células gigantes
formadas por M. incognita e por M. javanica em plantas de soja foi demonstrada por

Carneiro, Mazzafera e Ferraz (1999).
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A desorganizagdo dos tecidos, causada pela presencga do sitio de
alimentagao no cilindro vascular, provocou a compressédo e destruicdo do xilema
(Figura 15A), como também relatado por Asmus et al., (2000), trabalhando com Zea

mays parasitado por M. javanica.

Figuras 5—A) Corte de raiz de Mentha piperita parasitada por Meloidogyne
paranaensis mostrando uma fémea (n) e um conjunto de células
gigantes, multinucleadas, com cilindro central obliterado. Barra =
100um. B) Raiz de M. piperita sem inoculagdo. C) Raiz de M. piperita
parasitada por M. javanica, com ceélulas do parenquima apresentando
hiperplasia. co = cortex; x = xilema; n = nematoide; cg = células
gigantes; hp = hiperplasia das ceélulas; mg = matriz gelatinosa. Barra =
50um.

Plantas de tomate cv. ‘Santa cruz’ foram utilizadas para comparar as
alteragdes anatdmicas decorrentes da presenca de M. javanica e M. paranaensis
(Figura 6A). Verificou-se que M. javanica penetrou e desenvolveu-se normalmente,
formando sitios de alimentacédo ligados a quatro células gigantes multinucleadas
(Figura 6A), com hiperplasia e hipertrofia nas células do parénquima cortical,

exercendo pressao sobre o cilindro central.
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A presenca das células gigantes no cilindro vascular sugere um
possivel comprometimento de suas fungdes, através da alteracdo de sua quantidade
e tamanho, acarretando em redug¢do do transporte de agua e nutrientes pelo xilema
(DORHOUT; GOMMERS; KOLLOFFEL, 1991). Fémeas associadas ao sitio de
alimentagao (Figura 6) caracteriza este sitio como eficiente para a nutricdo do
nematoide, como afirmaram Silva, Ferraz e Santos (1990) em raizes de tomateiro
parasitadas por M. javanica.

Da mesma maneira para M. paranaensis (Figuras 6B), a relagéo
parasita-hospedeiro foi comprovada no cilindro central com formacao de sitios de
alimentagao, constituidos pela presenca de varias células gigantes, caracterizadas
pela ocorréncia de citoplasma denso e granuloso, células multinucleadas, elementos
vasculares apresentaram-se comprimidos e desorganizados, observando-se também

hipertrofia de células do parénquima cortical.

Figura 6 — A) Corte transversal de raiz de Lycopersicon esculentum L. cv. ‘Santa
clara’ parasitada mostrando uma fémea de M. javanica e conjunto com
quatro celulas gigantes multinucleadas distorcendo os elementos de vaso
do xilema. B) Raiz de L. esculentum parasitada por M. paranaensis
apresentando trés nematoides associados ao conjunto de celulas
gigantes, com obliteragdo dos vasos do xilema; x = xilema; n
nematoide; cg = células gigantes; ht = hipertrofia das células; hp
hiperplasia das células.
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3.6 CONCLUSAO

As plantas Achillea millefolium, Cymbopogon citratus, Eucalyptus
globulus e Mentha piperita comportaram-se como resistentes. Enquanto Aloe vera foi
suscetiveis a ambos os nematoides.

Considerando-se a resisténcia de Achillea millefoluim, Cymbopogon
citratus, Eucalyptus globulus nao foi observado nenhuma alteracdo morfologica nas
raizes. Entretanto, Aloe vera para ambos os nematoide e Mentha piperita para M.
paranaensis, foi possivel identificar alteragdes anatdmicas que permitiram o sucesso

do parasitismo.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A reproducdo dos nematoides nas raizes das plantas medicinais
mostraram que Achillea millefolium, Cymbopogon citratus, Eucalyptus globulus e
Mentha piperita foram resistentes para Meloidogyne javanica e M. paranaensis, com
FR < 1, caracteristica que sao desejaveis em plantas comerciais, a fim de diminuir a
populacdo existente nas area infestadas e de contra partida utilizar plantas com
valor economico agregado. Enquanto a Aloe vera foi suscetivel a ambos os
nematoides, possivelmente tera o desenvolvimento vegetativo prejudicado ao longo
de sucessivos cultivos, além de aumentar a populagdo no solo, proporcionalmente
ao fator de reproducéo.

O conhecimento das alteracbes anatdbmicas radiciais, devido a
interacao plantas medicinais com M. javanica e M. paranaensis, podendo contribuir
para o melhor entendimento desse patossistema.

Entretanto, a microscopia de luz ndo possibilitou a detecgado dos
mecanismos que atuam nas alteragcdes anatdmicas causadas pelo estabelecimento

do parasitismo de M. javanica e M. paranaensis em Aloe vera e Mentha piperita.
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ANEXO A

Tabela 4 —Massa seca e fresca de parte aerea, altura e massa fresca de raiz de
plantas medicinais inoculadas e nao-inoculadas com Meloidogyne
javanica e M. paranaensis.

Meloidogyne javanica Meloidogyne paranaensis
. Massa Massa
Plantas Medicinais Massa Massa Massa Massa
Altura fresca Altura  fresca
fresca seca fresca seca

(cm) de raiz (cm) de raiz

(9 9 Q) (9) (9) (@)

Achillea millefoli- 28,33
um ! 6,60 s 25,50

18,7
2532 s 731 s 26,22 s 6 b

w®
>
>
» S
>
>
>

45,95

(2]

A. millefolium Tes- 52,4
temunha 27,82 6,01 26,30 52,44 27,82 6,01 26,30 4 a
40,7 58,9
CV % 59,40 42,80 29,16 52,55 33,30 2 26,66 6
390,4 n 2239 n n n 385,5 150, n 457 n
Aloe vera 8 s 3 s 1479 s 29,85 s 0b 59 b 1524 s 5 s
Aloe vera Teste- 522,8 350,6 522,8 350, 45,6
munha 9 8 18,39 45,66 9 a 68 a 18,39 6
214 44,2
CV % 78,49 92,12 36,08 43,88 69,25 9 28,35 4
Cymbopogon citra- n n 119,3 n n 244 n 116,0 n 524
tus 7560 s 19,26 s 8 s 4944 b 81,26 s 6 s 0 s 1b
C. citratus Teste- 131,2 220,3 26,3 131,2 220,
munha 67,58 26,33 5 0 a 67,58 3 5 30 a
50,7 85,0
CV % 43,35 53,55 15,83 87,07 42,39 7 15,50 9
Eucalyptus globu- 1244 b n 187,2 n n 39,7 n 183, n
lus 3 % 57,47 a 80,60 s 9 s 86,77 s 0s 6940 b 57 s
E. globulus Tes- 201,5 453 201,
temunha 94,55 a 45,30 b 91,00 9 94,55 0 91,00 a 59
30,6 26,6
CV % 20,19 19,91 17,49 19,50 31,51 8 17,46 0
n n 24,0 n n 50,0 n
Mentha piperita 3363 b 19,77 b 2165 b 39,39 s 42,37 s 6 s 28,30 s 7 s
Mentha piperita 23,5 40,9
Testemunha 39,73 a 23,59 a 26,06 a 40,90 39,73 9 26,06 0
46,1
CV % 14,08 20,73 19,10 48,80 15,21 7,34 14,91 6

' Dados referentes a médias de 10 repeticdes,sem transformagao.

2 Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste Scott-Knott
comparacao dois a dois em nivel de 5% de significancia.

®ns = n3o significativo ao teste estatistico.



