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RESUMO

Pfaffia glomerata, comumente denominada “ginseng brasileiro”, € uma
planta da familia Amaranthaceae que ocorre nas Américas e Africa, sendo que o
Brasil € o mais importante centro de coleta dessa espécie para fins medicinais,
alimenticios e cosméticos. Existem varios problemas fitossanitarios que podem
prejudicar essa planta, entre eles, os nematoides de galhas, Meloidogyne spp, que
ocorrem causando sérios danos ao sistema radicular, onde estdo armazenados 0s
principios ativos. Acessos de P. glomerata foram selecionados, quanto a
resisténcia a Meloidogyne incognita raca 1, de colecbes de plantas mantidas na
Universidade de Brasilia (UNB) e Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Cenargen). Plantulas foram obtidas por mini estaquia a partir da planta méae e
inoculadas com 5000 ovos quando tinham aproximadamente 15 cm de
comprimento. Noventa dias apés a inoculacdo foram avaliados os sistemas
radiculares quanto aos indices de galhas, de massas de ovos e os fatores de
reproducéo (FR). Os acessos Séo Luis (MA), UFV (MG), Cenargen 1 (DF), Pedra
de Guaratiba (RJ), Itabaiana (SE) e Cenargen 2213-6 foram considerados
altamente resistentes (FR<1); IAPAR (PR), Cenargen 2216-10 e Cenargen 2216-
16, medianamente resistentes (FR= de 1,9 a 2,3); Cenargen 2217-10 e UFC (CE),
suscetiveis (FR=10,0) e os demais acessos (Farmacotécnica, DF e Cenargen
2217-9) altamente suscetiveis (FR >80,0). A partir desses resultados, a utilizacéo
de acessos resistentes € uma medida bastante promissora para o controle de M.
incognita, em cultivos comerciais de P. glomerata.

O presente estudo também comparou as respostas histolégicas através de
seccOes de radicelas quanto a infestacdo por M. incognita de um acesso
resistente (UFV) com um acesso suscetivel (Farmacotécnica), com o objetivo de
estudar o mecanismo da resisténcia. Primeiramente, a resisténcia do (UFV) esteve
associada a um fator ndo identificado que limitou a penetracdo do nematoide e a
uma resposta bioguimica que se manifestou apos a penetracdo. Algumas células
apresentaram caracteristicas particulares como citoplasma colorido em azul
escuro ou apresentando autofluorescéncia azul esbranquicada (luz UV).

Organelas alteradas foram observadas, indicando a presenca de uma resposta de

Xii



hipersensibilidade (RH) nas células parasitadas do hospedeiro resistente e/ou
entre elas. Células gigantes deformadas foram também observadas muitas vezes
associadas a nematoides com autofluorescéncia azul esbranquicada, indicando
uma degeneracdo citoplasmatica, devido a presenca de compostos fendlicos no
seu interior.

Palavras-chave: resisténcia, nematbéide de galhas, histologia, ginseng

brasileiro, hipersensibilidade.
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ABSTRACT

Pfaffia glomerata, commonly denominated “Brazilian ginseng”, is a plant of
Amaranthaceae family that occurs in Americas and Africa. Brazil is the most
important center of assessment of this species for usage as medicinal, nutritious
and cosmetics aims. Some disease problems can damage that plant, among them,
the root-knot nematodes, Meloidogyne spp., cause serious gall symptoms on the
roots, where the phyto-chemical compounds are stored. Accessions of P.
glomerata were selected from a collection maintained in the University of Brasilia
(UNB) and Embrapa Genetic Resources and Biotecnology (Cenargen). Plants
were obtained by cuttings from the plant mother and inoculated with 5.000 eggs
when they werel5 cm of length approximately. Ninety days after the eggs
inoculation the roots were evaluated, using galls index and the reproduction factor
(RF). The accessions Séo Luis (MA), UFV (MG), Cenargen 1 (DF), Pedra de
Guaratiba (RJ), Itabaiana (SE) and Cenargen 2213-6 were considered highly
resistant (RF<1); IAPAR (PR), Cenargen 2216-10 and Cenargen 2216-16,
moderately resistant (RF= from 1.9 to 2.3); Cenargen 2217-10 and UFC (CE),
susceptible (FR=10) and the other accessions (Farmacotécnica, DF e Cenargen
2217-9) highly susceptible (RF >80). The current study also compared the
histological response of section an accession resistant (UFV) and one susceptible
(Farmacotécnica) to M. incognita infection with the aim to clarify the resistance
mechanism. Resistance of ‘UFV’ was associated with unidentified factor that
limited nematode penetration and with a post-penetration biochemical response.

Several cells features including dark-stained or blue-white autofluorescence (UV
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light) cytoplasm and altered organelle structure were observed in the resistant
accession, indicating a hypersensitive response (HR) of the infested host cells.
Features of giant cells were sometimes associated with nematodes with blue
autofluorescence showing the degeneration of its cytoplasm and the presence of
phenolic compounds.

Key words: resistance, root-knot nematodes, histology, Brazilian ginseng,

hypersensitive.
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INTRODUCAO

Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen, 1967, (Amaranthaceae) é uma
espécie nativa de amplo uso popular, submetida a uma alta pressao antrdpica
devido ao extrativismo (Vieira et al., 2002). O género possui cerca de 33
espécies distribuidas nas Américas Central e do Sul. No Brasil ocorrem 21
espécies em formacoes florestais e campestres, mais precisamente em orlas de
matas, beira de rios, capoeiras umidas e campos rupestres (Siqueira, 1988).
Utilizada ha séculos pelos indios brasileiros na cura e prevencao de doengas, P.
glomerata teve suas propriedades medicinais comprovadas cientificamente no
Japao apresentando propriedades terapéuticas no tratamento de diabetes,
hemorrdidas, além de mostrar efeito bioenergético, tdnico, afrodisiaco e
antidiarréico (Mashio, 1993).

O interesse pela P. glomerata, teve origem no uso popular de suas raizes,
recebendo o nome comum de “Ginseng brasileiro”. Apos a identificacédo de
substancias hormonais (Nishimoto et al., 1987 e Shiobara et al., 1992), com
caracteristicas de efeito adaptdgeno, constatou-se uma grande demanda
mundial pelas raizes desta planta, principalmente pelo Japao, onde a espécie foi
bastante estudada sob o ponto de vista fitoquimico e farmacolégico (Nishimoto
et al., 1987, Nishimoto 1990, Nishimoto, 1992 e Shiobara et al., 1992). O Brasil
tem sido o maior fornecedor mundial de raizes da planta. Aproximadamente 30
toneladas de raizes de Pfaffia spp. sdo oriundas de extrativismo, e exportadas
mensalmente para o Japdo. O procedimento extrativista intensificado a partir da
validacdo cientifica de suas propriedades terapéuticas, tem reduzido a

variabilidade das populagdes e consequentemente o fornecimento de matéria-



prima, além de causar prejuizos ao meio ambiente (Alcantara, 1994). Dessa
forma, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de técnicas de cultivo como
alternativa de produgdo agricola, para reduzir o processo de extrativismo.
Poucos estudos tém sido realizados nesta area, entretanto, em levantamentos
fitossanitarios realizados em colegcbes brasileiras, localizadas em diferentes
regides foram registradas a ocorréncia de diversas pragas que limitaram a
producao de Pfaffia. Entre essas pragas destacam-se os nematoides do género
Meloidogyne, causando galhas e apodrecimento nas raizes (Araujo et al., 1994).
Recentemente, M. javanica, M. incognita e Meloidogyne sp. foram detectadas no
Distrito Federal, causando danos a essas plantas (Mesquita et al., 2005).

Com relacédo ao controle dos nematdides de galhas, uma das alternativas
mais eficazes e menos dispendiosas € a utilizacdo de plantas resistentes
(Tihohod, 1993).

A resisténcia em plantas hospedeiras vem sendo priorizada em relagao
aos controles: quimico, bioldgico, ou cultural, no contexto do manejo de pragas
(Barker et al.,1994). Roberts (2002) cita as muitas vantagens e beneficios que
podem ser obtidos com a utilizacdo de plantas resistentes a nematoides que ao
serem cultivadas em areas infestadas, inviabilizam as doencas, restaurando a
produtividade das plantas. Ao reduzirem a reprodugdo estdo suprimindo a
densidade do parasito no solo, a niveis ndo danosos as culturas subsequentes.

Tendo em vista que os nematdides parasitam as raizes de P. glomerata,
que sao a sede da extragao de substancias utilizadas na produgao de farmacos,
ha necessidade de serem avaliados acessos dessa planta quanto a resisténcia
ao nematdide de galhas, de forma a embasar uma estratégia de produgao

sustentavel de P. glomerata.



2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar 13 acessos de P.glomerata das
colecées de Plantas Medicinais da UnB e Cenargen quanto a resisténcia ao
nematoide de galhas, Meloidogyne incognita raga 1;

Caracterizar histologicamente a resisténcia de Pfaffia glomerata a M.

incognita, através de estudo comparativo entre acessos resistente e suscetivel.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A Importancia da Pfaffia glomerata caracterizacdo botanica,
agron6mica e farmacolégica

A retomada do incentivo oficial do uso de plantas medicinais teve como
marco a reunidao em 1977 pela Organizagao Mundial de Saude, que resultou na
Declaragao de Chiang Mai “Salvem Plantas que salvam vidas”. Isto ndo quer
dizer, que as plantas medicinais ndo eram utilizadas antes disso, muito pelo
contrario, as pessoas menos favorecidas e com maior dificuldade de acesso a
saude nao tinham outra saida, sendo as ervas caseiras. Cerca de 80% da
populacdo mundial depende da medicina tradicional para tratamento de suas
doencas (Farmsworth, 1985). Apds a revolugdo dos medicamentos sintéticos, a
industria farmacéutica, vem se voltando para o Reino Vegetal, em busca de
saidas para a cura de varias doengas, até entao, incuraveis, como o cancer e a
AIDS (Corréa Junior, 2002).

Os bons resultados das pesquisas comprovando cientificamente o efeito
terapéutico das plantas medicinais ja utilizadas pela populagédo sdo a base
cientifica para o uso de nossos recursos naturais e de espécies exoéticas,
podendo ser uma forma de enfrentar os elevados pregos dos medicamentos e a
dependéncia externa nesta area, oferecendo mais uma alternativa terapéutica
(Corréa Junior, 2003).

O Brasil € um pais com enorme biodiversidade abrigando 10% de 1,4
milhées de organismos catalogados, com destaque para os vegetais superiores
que somam 55.000 (EMBRAPA, 1996, apud, Corréa Junior, 2003). Segundo
Corréa Junior (2003) dentre as plantas nativas brasileiras de maior uso popular

ou industrial estdo a ipecacuanha (Cephaelis ipecacuanha), jaborandi



(Pilocarpus jaborandi), espinheira santa (Maytenus ilicifolia), e dentre as fafias, a
(Pfaffia glomerata), entre outras, que ja possuem inclusive patentes de
medicamentos no exterior. Estas espécies tém sofrido grande erosao genética,
correndo o risco de extingdo, causado pela prépria populagao que utiliza a flora
de maneira extrativa. O fornecimento da matéria-prima, de plantas medicinais
esta em risco, porque além do extrativismo, o local onde elas ocorrem
naturalmente, esta sendo cada vez mais destruido por pressbes, como, as
exercidas pelo desmatamento, agricultura, urbanizagao, etc, ndo existindo areas
cultivadas suficientes para atender a toda essa demanda (Corréa Junior, 2003).

Utilizada ha séculos pelos indios brasileiros na prevencado e cura de
doencas, a fafia so teve suas propriedades comprovadas cientificamente, depois
de levada ao Japdo e submetida a analise pelo laboratério “Rhooto
Pharmaceutical Co Ltda” (Corréa Junior, 2003).

Estudos recentes mostraram que a raiz da planta atua na regeneragao
celular, purificagdo do sangue, inibicdo do crescimento de células cancerigenas,
regularizacao das fungdes hormonais e sexuais e como bioenergético
(Nishimoto et al., 1990, Shiobara et al.,1992).

As raizes do género fafia sdo utilizadas na medicina popular, no Brasil,
especialmente, como tbnicas, afrodisiacas e antidiabéticas. O uso dessas
espécies conhecidas popularmente como “ginseng brasileiro”, ttm despertado a
atengao de japoneses e europeus, que vém importando quantidades cada vez
maiores (Corréa Junior, 2003). Estima-se que nos ultimos sete anos, o consumo

tenha aumentado entre 15 e 17% ao ano (Corréa Junior, 2003).



3.2 Caracterizag&o Botanica e Agrondmica

Estabelecido por Martius em 1826, o género Pfaffia Mart tem como
espécie tipo Pfaffia glabrata. A etimologia do género € em homenagem ao fisico
e quimico aleméao Pfaff (1774-1852).

Sao conhecidas por “ginseng brasileiro”, principalmente a Pfaffia glomerata
Pfaffia paniculata Kuntze, e a Pfaffia iresinoides (H.B.K.) Sprengel, ja com
estudos fitoquimicos e farmacolégicos bem avancgados.

Pfaffia glomerata, vegeta naturalmente as margens e ilhas do Rio Parana,
entre os Estados de S&o Paulo, Mato Grosso do Sul, Parana, onde se encontra
em extincdo, devido ao seu extrativismo. Erva perene, de porte arbustivo, e de
até 2,5 m de altura, é também conhecida pelos nomes de: Ginseng brasileiro,
Corango, Corrente, Batata do Mato ou Paratudo (Rosa, 1997, Corréa Junior,

2003).

3.3 Caracterizacao Farmacolégica

Da Pfaffia glomerata foram isolados substancias como: acido glomérico,
acido pfamérico e rubrosterona, (Shiobara et al.,1992; Nishimoto et al.,1990), 3-
ecdisona, ecdisterona, R-D glucopiranosil oleato (Nishimoto et al., 1990). Os
teores de ecdisona em raizes secas de Pfaffia glomerata, determinados em
diversos trabalhos variam entre 0,64 e 0,76% (Montanari et al., 1997). Além
disso, ha compostos associando extratos de plantas do género Pfaffia, com
flavondides, com o fim de tratar e prevenir doencgas, exercendo atividade
imunoestimulante, antialérgica, psicotropica e/ ou ténica. Outros produtos
contendo extratos de espécies do género Pfaffia foram patenteados como:

compostos antialérgicos por Masaki et al. (2002), Patente JP 2002308795,



preparado anti-rugas, por Katsumi & Katsumi (2002), Patente JP 2002173414 e
conservante de geléia real por Sugiyama em 1990, Patente JP 21145161.

Freitas (2002) demonstrou agao protetora gastrica e anti-secretora acida,
utilizando extrato hidroalcodlico bruto de Pfaffia glomerata. O extrato aquoso
bruto, além das mesmas ag¢des do hidroalcodlico, apresentou agao cicatrizante
em ulcera gastrica pré-formada.

Marques (1998) em teste com ratos, concluiu que o liofilizado de raizes de
P. glomerata tem efeito de melhoria na aprendizagem de ratos idosos, tratados
cronicamente, e possui toxicidade em niveis muito baixos. Em humanos houve
melhora na memdéria imediata e remota, porém, houve prejuizo na atividade
psicomotora.

Meybeck et al. (1994), relatou que os ecdisteréides se compde de um
grupo de 2, 3,14 - trihidroxi - A-6-7- cetosterdides, representados pelos
compostos extraidos de P. iresinoides e P. glomerata. A ecdisterona ou R3-
ecdisona é o esteréide mais importante, empregado nas formulagdes
cosméticas, atuando no fortalecimento da barreira hidrica da pele, impedindo a
perda excessiva de agua da epiderme. A comprovagao da eficacia da P.
glomerata como planta medicinal aumentou a sua procura e extragao de raizes,
principalmente as margens do Rio Parana. A forma de exploragao atual dessas
plantas degrada o meio ambiente, exaurindo os recursos naturais. Esta degra-
dacao poderia ser minimizada pelo processo de domesticagao e cultivo dessas
espécies, tornando-as, disponiveis para uma por¢ao maior da populagao
(Corréa Junior, 2003).

Essa atividade fez com que varias entidades (publicas e privadas),

coletores nacionais e internacionais, propusessem o cultivo sistematico da



espécie, visando abastecer o mercado nacional e internacional, dentro das
melhores técnicas agrondmicas. Assim, os extratores ndo precisarao recorrer a
sua destruicdo para sobreviver, pelo contrario, as cultivardo sustentavelmente

(Corréa Junior, 2003).

3.4 Aspectos socio-econdmicos

Devido ao interesse que as espécies de Pfaffia tém, tanto no mercado
nacional, quanto internacional, elas foram incluidas na relacdo de espécies
prioritarias para estudos durante a 12 Reunido Técnica sobre Estratégias para
Conservagao e Manejo de Recursos Genéticos de Plantas Medicinais e
Aromaticas, realizada pela EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Ibama e CNPq, em setembro de 2001 (Vieira et al., 2002). Estima-se que em
2002 foram extraidas em torno de 720 toneladas da raiz resultando cerca de
190 toneladas beneficiadas (em pod), destinadas ao mercado interno e de
exportacao (Departamento de Operagdes de Comércio Exterior (DECEX), citado
por Corréa Junior, 2003).

Segundo este mesmo orgdo em 2001, cerca de 12% de fafia foram
exportados. Verificou-se também que espécies de Pfaffia tém sido exportadas
como ragao, cuja aliquota por ser mais baixa, omite a condigcdo de planta

medicinal.

3.5 Aspectos Agronémicos
Pfaffia glomerata, produz sementes férteis, com poder germinativo entre
50 — 77% (Magalhées et al., 1994). Também se propaga vegetativamente, por

estacas ou cultura de tecidos (Alves et al., 1996). O produto final sdo as raizes.



A propagacao por sementes tem a vantagem de desenvolver raizes pivotantes e
mais grossas, quando comparadas com as plantas propagadas por estacas,
onde o sistema radicular é fasciculado. A aceitacdo comercial € maior para as
raizes grossas, mas, a propagagao por sementes promove populagdes com
certa variabilidade genética. Mesmo assim, pode-se ter relativa uniformidade,
coletando-se sementes de uma unica planta ou de plantas semelhantes
(populagdes meio-irmas). Montanary Jr (1997) vem explorando a variabilidade
genética em P. glomerata, selecionando gendétipos em fungao dos rendimentos
de biomassa e em ecdisterona, relacdo parte aérea:raizes, e correlacionando o
teor de principio ativo com a coloracado das raizes, e esse ultimo com marcador

genético (Magalhaes, 1998).

3.6 Aspectos Sociais dos Coletores de Pfaffia glomerata

No noroeste do Parana, aproximadamente 800 pequenos agricultores,
atuais assentados, participam da coleta de fafia (Corréa Junior, 2003), das quais
25%, mulheres. Cada homem, colhe em média 84 kg de raizes por dia de
trabalho. A coleta (extrativista) € manual e concentra-se nos meses de maio a
julho, quando as areas de coleta ndo estdo inundadas e ndao ha outras
atividades agricolas para ocupacédo da mao-de-obra. Segundo os agricultores,
as raizes amarelas, apresentam maior peso, nesta época (Corréa Junior, 2003).

No processo de coleta os agricultores queimam os campos, com o objetivo
de “limpar” a area, livrando-lhes dos animais peconhentos, e por ser a P.
glomerata, uma das primeiras plantas a rebrotar, eles vém utilizando este

‘método” o que lhes facilita a localizagdo das plantas em meio as demais.



Preferem entédo, coletar nas ilhas do rio, pois as raizes sdo de melhor qualidade
€ maior peso, devido a maior fertilidade do solo (Corréa Juanior, 2003).

As raizes s&do desenterradas com auxilio de enxadas e ensacadas em
sacos de polietileno, fornecidos pelos compradores. Esses vao buscar o produto
aos locais de coleta, ou nas casas dos coletores. As primeiras etapas do
processamento sdo: lavagem, corte e moagem das raizes, até transforma-las
em pasta, logo apdés sao submetidas a uma pré-secagem ao sol, sobre uma
lona plastica. Depois de seco e moido, o p6 é vendido pelos intermediarios aos
atacadistas e/ ou exportadores (Corréa Junior, 2003)

O preco do quilo da raiz seca pago aos coletores, varia de US$0,10 a
US$0,13. Com isto, a renda média por familia obtida com a coleta de fafia seria
de US$ 2.220,00 ao ano, sendo que a coleta representa 70% da renda dessas
familias. Depois de beneficiado, o produto é vendido a US$ 5,00/kg para
atacadistas e industrias. Quando exportado chega a US$ 15,00 / kg (Corréa

Junior, 2003).

3.7 Classificacdo e caracterizacdo biologica e fisioldégica de

Meloidogyne spp.

3.7.1 Classificacao

As espécies do género Meloidogyne (Goeldi, 1887) constituem uma peque-
na parte do Filo Nemata que compreende os parasitas do homem, dos animais
e parasitas de plantas e espécies de vida livre no solo, em agua doce e no mar
(Maggenti, 1981). O género Meloidogyne faz parte da classe Secernentea, da

ordem Tylenchida, da superfamilia Tylenchoidea, da familia Heteroderidae,
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subfamilia Meloidogyninae (Baldwin, 1992). Nematoides de raiz sdo os parasitas
economicamente mais importantes, responsaveis por atacar quase todas as
culturas em fase de crescimento (Sasser & Freckman,1987). Sua distribuicdo no
planeta € ampla, interagindo com outros patégenos de plantas, formando
complexos de doencas, afetando o suprimento de alimentos (Sasser, 1980).
Quatro espécies Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, Meloidogyne
arenaria e Meloidogyne hapla, acometem 95% de todas as infestacbes de
nematdide em raizes na agricultura, sendo que o Meloidogyne incognita é

economicamente o mais importante (Eisenback & Triantaphyllou, 1991).

3.7.2 Ciclo de Vida

Os nematdides de galhas possuem como caracteristica o dimorfismo
sexual. As diferengcas gerais na forma do corpo entre machos e fémeas, tais
como fémeas arredondadas e machos vermiformes, sao estabelecidas durante o
desenvolvimento pds-embrionario do nematoide (Eisenback & Triantaphyllou,
1991). O desenvolvimento embrionario resulta no juvenil de primeiro estadio que
sofre uma ecdise ainda no ovo, dando origem ao juvenil de segundo estadio
(J2). Nesse estadio € movel, vermiforme, infectivo e migra através do solo
atraido por substdncias que emanam das plantas, penetrando nas raizes da
hospedeira suscetivel. Os J2s movem-se através do tecido da planta
perfurando-a, com o estilete, e migram até a zona de elongacgao da raiz, onde
estabelecem o seu sitio de alimentagdo no parénquima vascular, firmando um
complexo relacionamento com a planta (Taylor & Sasser, 1983). O J2 torna-se
sedentario e alimenta-se de células especiais chamadas células nutrises

(células gigantes), sofrem entdo, mudangas morfolégicas, passando por trés
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ecdises para se transformarem em juvenis de terceiro e quarto estadios e,
finalmente, em adultos. Logo apdés a ultima ecdise, a fémea adulta recomecga a
se alimentar, permanecendo ali para o restante de sua vida (Eisenback &
Triantaphyllou, 1991). Durante esse desenvolvimento pds-embrionario, o
sistema reprodutivo desenvolve-se e crescem as gbnadas funcionais. A
mudancga de forma nos macho (piriforme para adulto vermiforme) ocorre durante
0 quarto estadio juvenil (J4). Nesse periodo, o J4 sofre uma metamorfose na
qual o corpo se alonga, assumindo o macho, uma forma vermiforme (Eisenback
& Triantaphyllou, 1991).

O macho de quarto estadio esta envolvido pelas cuticulas do segundo e
terceiro estadios, e apds a ultima ecdise, emerge inteiramente desenvolvido
(Taylor & Sasser, 1983). Os machos adultos ndo se alimentam, saem da raiz e
movem-se livremente no solo. Dependendo do tipo e modo de reproducao das
espécies, se anfimixia ou partenogénese, o macho pode procurar por uma
fémea e acasalar-se, permanecendo no solo até a morte (Eisenback &
Triantaphyllou, 1991).

A duragao do ciclo de vida do nematdide de galhas é bastante afetada pela
temperatura. As fémeas produzem ovos por trés meses. Depois cessam a
produgao, podendo viver um pouco mais. Os machos vivem semanas e os J2s
podem viver de poucos dias a meses (Taylor & Sasser, 1983). No caso de M.
incognita parasitando o tomateiro, a temperatura de aproximadamente 29° C, as
primeiras fémeas adultas aparecem entre o 13° e 15° dias apds a penetragao;
0s primeiros ovos sao encontrados do 19° ao 21° dias. O ciclo de vida das
fémeas, produzindo ovos, pode-se estender de 2 a 3 meses, e 0 dos machos

pode ser bem mais curto (Eisenback & Triantaphyllou, 1991).
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Figura 1. Esquema do Ciclo de Vida dos nematdéides de galhas
Meloidogyne spp. (De Guiran, 1983) 1. Atracdo e penetracédo na raiz de juvenis
de segundo estagio (J2); 2.J2 a procura de sitios de alimentagao;3.Formacéao de
células nutrizes (células gigantes envolvidas por galha caracteristica);4.
Transformacédo de J2 em J3 ou J4 (b) e em macho (c);Fémea adulta (d)
produzindo ovos. Macho adulto (e) em liberdade. A fémea dos nematdides
produzindo ovos no exterior da raiz numa matriz gelatinosa (f), de onde
eclodirdo os futuros J2 (a). Macho recém eclodido (e).

3.7.3 Sexualidade

Os nematdides de galhas sao conhecidos por nao exibirem uma razao
sexual balanceada. Espécies com fertilizacdo cruzada normalmente tém a razao
sexual de um macho para uma fémea. Aparentemente o desenvolvimento
sexual em cada espécie é geneticamente controlado. Espécies que se
reproduzem por partenogénese facultativa ou obrigatéria possuem taxas sexuais
variaveis. Por exemplo, em M. hapla e M. incognita os machos podem ser raros
ou ausentes sob certas condigcdes ambientais e abundantes em outras
condigbes (Eisenback & Triantaphyllou, 1991). Acredita-se que essa

diferenciagcdo sexual seja controlada por fatores ambientais, alta taxa da

populacdo de juvenis, hospedeiros nao favoraveis e altas temperaturas. Em
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condigdes ambientais favoraveis, os juvenis seguem um desenvolvimento
normal tornando-se fémeas adultas com dois ovarios. Sob condi¢des
desfavoraveis os juvenis, que se tornariam fémeas, sofrem reversdo sexual e
desenvolvem-se para macho. Dependendo do estadio de desenvolvimento em
que ocorreu a reversdao sexual, os machos sexo-reversos podem ter duas
gbnadas de tamanhos varidaveis que correspondem aos dois ovarios das
fémeas. Se a reversao sexual ocorreu cedo nos juvenis de segundo estadio, o
desenvolvimento resulta em machos sexo-reversos com apenas um testiculo
(Papadopoulou & Triantaphyllou,1982). Isso também pode resultar no
desenvolvimento de individuos intersexuais, macho ou fémea, com algumas
caracteristicas sexuais do sexo oposto, conforme foi observado por Carneiro et
al., (1998) em populagdes brasileiras de M. javanica. Reversao sexual em
periodo intermediario resulta em machos sexo-reversos com um testiculo bem
desenvolvido e outro rudimentar de tamanho variavel. (Eisenback &

Triantaphyllou, 1991).

3.8 Relagcédo Hospedeiro / Parasita

Os nematdides de galhas possuem estruturas especializadas: estiletes e
glandulas esofageanas secretoras, que sdo essenciais ao parasitismo. O estilete
€ uma estrutura protuberante, utilizada como perfurador da parede celular e
como injetor do conteudo produzido pelas glandulas esofageanas (Hussey,
1985). Esse mesmo autor (1989), conclui que ao inserirem o estilete nas células,
os nematdides secretam proteinas (enzimas) e carboidratos no seu interior.

Endoparasitas sedentarios obrigatérios possuem um envolvimento

complexo com seus hospedeiros (Hussey, 1985). Os J2s infectivos sao atraidos
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através de anfidios (6érgaos quimicos) e penetram nas raizes das plantas,
concentrando-se nas regides do meristema apical, migrando até a zona de
elongacdo, através da epiderme. Migram intercelularmente, separando as
células na lamela média do tecido cortical, rompendo paredes celulares com
auxilio do estilete e causando necroses celulares (Golinowski et al.,1996). Este
processo envolve uma agao mecanica € uma acao bioquimica, com a secrecao
de enzimas como a celulase (Bird et al.,1974) e a proteinase ( Koritsa &
Atkinson,1994) que atravessam o estilete e contém ‘gatilhos bioquimicos’ para
iniciar a formacao de células gigantes. Depois de penetrar a endoderme, os
nematdides perfuram a parede da célula, dando inicio a penetracdo do
procambio e do xilema primario, onde injetam secre¢des. Uma ativagao celular
do metabolismo se inicia. Cada célula nutriz aumenta muito em tamanho
sofrendo endomitoses sem citocineses. Incitando o desenvolvimento das células
gigantes, onde estabelecem um sitio de alimentagédo no parénquima vascular
(Taylor & Sasser, 1983). As células gigantes tornam-se hipertrofiadas e
multinucleadas, provavelmente como resultado da introducdo de secregdes
produzidas pela glandula eséfageana dorsal do J2 (Hussey, 1985; Eisenback &
Triantaphyllou, 1991). Os nematdides obtém sua alimentacdo dessas células
nutritivas especializadas e sem elas ndo podem evoluir para a fase adulta. Os
machos, aparentemente, ndo se alimentam e saem das raizes, as fémeas
continuam se alimentando das mesmas células gigantes durante toda a sua
vida. Os J2s desenvolvem-se em fémeas globosas e iniciam a postura entre 3 e
6 semanas ap6és a infecgdo, dependendo da espécie, das condi¢des ambientais
e da planta. Os ovos séo colocados na superficie da raiz, protegidos por uma

matriz gelatinosa (Eisenback & Triantaphyllou, 1991).
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As células gigantes, ativas metabolicamente, servem como permanentes
fontes de nutrientes para o endoparasita (Huang, 1985), transferem os
metabdlitos para os nematoides que atuam como um escoadouro (Endo, 1979).
A infeccao por Meloidogyne afeta a absorgédo e o deslocamento de nutrientes na
planta. Os produtos da fotossintese sdo mobilizados para as células gigantes
nas raizes e, como resultado, ndo ocorre o crescimento da planta, podendo a
producao da planta ser altamente afetada (Hussey, 1985). Outros sintomas da
parte aérea de plantas infectadas incluem clorose da folhagem e o
murchamento temporario durante o periodo de falta de agua (Hussey, 1985;
Eisenback & Triantaphyllou, 1991). O mecanismo de formagdo das células
gigantes tem sido muito estudado (Endo, 1979; Eisenback & Triantaphyllou,
1991). O tecido da raiz que envolve o nematdide e as células gigantes sofrem
hiperplasia e hipertrofia resultando em galhas caracteristicas nas raizes,
distorcendo as caracteristicas estruturais da raiz. As galhas normalmente
aparecem 1-2 dias apds a penetracao dos J2s. Dependendo da espécie da
planta parasitada e do numero de nematdides presentes em seu tecido, o
desenvolvimento da planta sofre alteragdes. As galhas induzidas pela maioria
das espécies de Meloidogyne sao similares em sua morfologia (Eisenback &

Triantaphyllou, 1991).

3.9 Principios basicos da resisténcia genética de plantas a
Meloidogyne spp

O primeiro autor a descrever a resisténcia de plantas a nematdides foi
Webber & Orton (1902), em raizes de caupi, variedade Iron, baseado na

reducao de galhas em talhdes de lavouras. Barrons (1939) foi um dos primeiros
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a estudar os mecanismos de resisténcia a nematdides em raizes de cafeeiros,
distinguindo resisténcia de tolerancia, observando que a resisténcia néo € a
inibicdo da penetragao na raiz. Especulou ainda, que a secregao de substancias
quimicas, inibidores, impediriam a acdo de substancias excretadas na saliva dos

nematoides que induziriam a formacgao de células gigantes.

3.9.1 Conceitos: resisténcia genética

A resisténcia de plantas a patégenos é definida como a habilidade da
planta em inibir ou impedir a reproducdo de patégenos (Valette et al., 1998;
Trudgill, 1991). De uma maneira geral, dois tipos de resisténcia podem ser
observados: pré-infectiva e pos-infectiva. A resisténcia pré-infectiva € uma
resisténcia passiva, que ocorre antes da penetracdo do nematdide na superficie
das raizes, e esta associada a producao de exsudatos radiculares que repelem
0 J2 ou sao toxicos a ele (Rhode, 1972, Roberts et al.,1998). A resisténcia pds-
infeccional € a mais comum e se manifesta apds a penetragao dos tecidos da
planta. E uma resisténcia ativa, determinada pela reacdo entre parasita e
hospedeiro (Wallace, 1973). A definicdo de alguns termos como imunidade,
resisténcia, tolerancia, suscetibilidade € muito importante para o entendimento e
aplicagao pelos nematologistas. Estes termos foram definidos por: Roberts,
1982; Cook & Evans, 1987; Cook, 1991; Trudgill, 1991. Muitas plantas sao
imunes ou ndo hospedeiras a muitos nematoides. Elas ndo permitem o ataque,
ou seja, bloqueiam a penetragdo inicial na raiz, desse modo previnem o
desenvolvimento e a reprodugdo do parasita, ndo ocorrendo danos a raiz. A
resisténcia pode ser de baixa a moderada (parcial ou intermediaria) ou ser alta.

A resisténcia completa da planta ndo permite que a reprodugdo ocorra ou
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permite uma reprodugcdao muito reduzida. A parcial ou moderada, permite uma
reproducao baixa do patdgeno.

A suscetibilidade €& usada como o oposto a resisténcia. Plantas
susceptiveis permitem o desenvolvimento normal do nematdéide com uma alta
reprodugao (Roberts, 2002). A tolerancia se refere a habilidade das plantas
permitirem a invasdo e reproducao do nematdide, mas ndo apresentarem
sintomas ou danos significativos (Fassuliotis, 1979). Segundo Roberts (2002), a
tolerancia é o oposto a intolerancia, que é utilizada para definir as plantas que
quando infectadas crescem menos, morrem ou ainda reduzem drasticamente a
produtividade. Desta forma, uma planta suscetivel, pode ser intolerante ou
tolerante ao nematdide. Igualmente, o hospedeiro resistente pode ser tolerante
ou intolerante (Roberts, 2002).

A resisténcia é relatada como um modo de heranga que pode ser expressa
por um unico gene (monogénica), por alguns genes (oligogénica), ou por muitos
genes (poligénica). Pode ser definida também de acordo com a soma de efeitos
fenotipicos expressos por genes importantes (maiores efeitos) ou por genes
menos importantes (pequenos efeitos) (Roberts, 2002). Outras descrigbes de
resisténcia apresentadas por Vanderplank’s (1978) classificam a resisténcia em
vertical (qualitativa, é especifica a uma determinada raga ou bidtipo de
patdbgenos) e resisténcia horizontal (quantitativa, é efetiva contra todas as
variantes do patdgeno). A resisténcia vertical € usualmente controlada por um
ou alguns genes. E uma interacdo do tipo gene a gene, como comumente
ocorre na interagao patégeno-planta (Flor,1971). Ja, a horizontal, é usualmente
poligénica recessiva, genes menos importantes sdo responsaveis por ela,

possuem sempre efeitos aditivos que conferem um nivel quantitativo de
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resisténcia. Em geral, a resisténcia quantitativa tende a ser mais duravel ou
menos fragil a pressao exercida pela populagcdo de nematoides.

A viruléncia é definida como a habilidade que o nematéide possui em se
reproduzir na planta hospedeira, que possui um ou mais genes de resisténcia.
Nematdides virulentos sdo capazes de se reproduzir em plantas resistentes, e
nematodides nao virulentos ndo sao capazes de se reproduzir na presenca de
genes especificos. Outro aspecto importante da viruléncia € que numa
populacdo de nematdides, existem individuos virulentos e outros nao virulentos.
A chance de haver somente individuos virulentos ou n&o virulentos numa
populacdo € rara. A frequéncia de individuos virulentos ira determinar o
potencial para selecionar a viruléncia na presenca de plantas hospedeiras
resistentes. Em patologia de plantas, os genes que codificam esta caracteristica
sdo chamados de genes de aviruléncia ou “Avr genes” (Roberts, 2002)

Diferentes termos sao utilizados para caracterizar os tipos ou as formas da
variagao fisiolégica dos nematodides, baseados na resposta do hospedeiro.
Termos usados para caracterizar essas diferengas, algumas vezes se
confundem, devido ao seu uso indiscriminado para os diferentes grupos de
nematoides. Por exemplo, quando se trata de raga ou raga-hospedeira, que séo
separadas por diferentes reacbes nos hospedeiros de diferentes espécies de
plantas, enquanto que patétipos séo diferenciados por genes de resisténcia em
diferentes cultivares (Roberts, 2002).

Trianhaphyllou (1987) sugeriu o termo biétipo como uma unidade bioldgica,
consistindo em um grupo genético fechado, que relaciona individuos que
apresentam caracteristicas marcantes comuns, em relagdo a habilidade do

parasita em atacar diferentes hospedeiros. Populacbes de campo podem
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consistir em individuos com diferentes bi6tipos e combinagdes de bidtipos de
populacdes do campo designadas como ragas. Populagdes de campo podem
representar uma raga com: um, dois, trés ou mais bidtipos e com diferentes
proporgdes. Uma populacdo pode ser formada por mais de um bidtipo,
dependendo de sua carga genética para a aviruléncia, em relagédo a constituigao
genética dos diferentes hospedeiros utilizados para classificar os biotipos

(Triantaphyllou,1987).

3.9.2 Beneficios da Resisténcia

A maior parte dos programas visando obtencdo de cultivares e porta-
enxertos resistentes tém utilizado em geral apenas um gene de resisténcia
principal. Geralmente, este tipo de resisténcia é facilmente identificada e para
incorpora-la, recorre-se a programas de retrocruzamento ou pedigree, utilizando
técnicas convencionais de cruzamento. Um bom exemplo desse melhoramento
foi a introdugcdo do gen Mi proveniente do tomateiro selvagem, (Lycopersicum
peruvianum L. Mill) em cultivares comerciais de tomateiro. Esse gene confere
resisténcia a M. incognita, M. arenaria e M. javanica (Roberts, 2002). Através de
décadas, hibridos resistentes de tomateiro foram amplamente comercializados e
a resisténcia condicionada pelo gene Mi, foi um 6timo modelo para se entender

a resisténcia genética a nemataides (Williamson,1998).

3.9.3 Fontes de resisténcia
Freqlentemente, fontes de resisténcia naturais sao dificeis de serem
encontradas (Fassuliotis, 1979). Fassuliotis et al. (1970), encontraram apenas

dois acessos resistentes em 1100 plantas (culivares e linhagens) introduzidas
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de feijao, Phaseolus vulgaris L., com suficiente resisténcia para ser incluido nos
programas de melhoramento genético. Muitos outros exemplos semelhantes
podem ser citados. A resisténcia a nematdides € disponivel em algumas
espécies vegetais, mas novas fontes de resisténcia sdo necessarias (Roberts,
2002).

Quando a resisténcia ndo pode ser encontrada em plantas cultivadas, a
atencao deve ser dada para espécies ou géneros selvagens. Algumas espécies
selvagens tém sido incluidas nos programas de resisténcia genética. Shepherd
(1974a, 1974b) desenvolveu um cultivar de algodao altamente resistente,
resultante do cruzamento entre Gossypium barbadense L. e G. hirsutum L.
Outro exemplo importante foi o caso do tomateiro acima citado. Nesse caso,
devido a incompatibilidade sexual entre a espécie selvagem e L. esculentum
Mill, culturas embriogénicas foram usadas para desenvolver a planta hibrida
(Smith, 1944) e repetidos retrocruzamentos com cultivares comerciais de tomate
foram utilizados, com o desejo de alcangar qualidade e produtividade para a

cultura (Roberts, 2002).

3.9.4 Resisténcia em Plantas Hospedeiras

Plantas sdo definidas como resistentes a nematéides quando reduzem os
niveis de reproducédo desse patogeno (Trudgill, 1991). Genes de resisténcia a
nematoides estao presentes em algumas espécies de plantas e sdo importantes
componentes nos programas de melhoramento de varias culturas. A resisténcia
pode ser ampla ou multipla, efetiva somente para algumas espécies de

nematoides, ou estreita, quando controla bidtipos especificos das espécies
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(Trudgill, 1991 ,Kreike et al.,1993, Faghihi et al.,, 1995, Wang and Goldman,
1996).

Varios genes de resisténcia semidominantes ou dominantes vém sendo
identificados e mapeados nos cromossomos. A resisténcia pode ser poligénica
ou recessiva (Trudgill, 1991, Kreike et al., 1993, Faghihi et al., 1995, Wang &
Goldman, 1996). As vezes a resisténcia poligénica é exercida por genes mais
importantes, os quais sdo geneticamente dominantes, ou por genes menos
importantes responsaveis por modelar a resposta (Kreike et al., 1994, Webb et
al.,1995). Existem genes de resisténcia relacionados com a formagao de
necroses ou com a reagao de hipersensibilidade (RH). Essa resisténcia é
considerada intermediaria e é caracterizada pela localizacdo de necroses em
células do hospedeiro proximas ao nematoide (Dropkin, 1969). A resposta de
hipersensibilidade é facilmente vista, por ocorrer em aproximadamente 12h apds
a penetracado dos J2s, dependendo da espécie vegetal. Esse tempo sugere o
inicio da formagao das células gigantes pelo nematdide (Paulson & Webster,
1972). Por exemplo, o gene H1 esta relacionado com a resisténcia da batata a
Globodera rostochiensis, e € caracterizado pela necrose no tecido ao redor da
area ocupada pelo nematdide (Rice et al.,1987). A morte celular é diretamente
responsavel pela resisténcia. Adicionalmente, mudangas moleculares ocorrem
rapidamente afetando a infec¢do em plantas resistentes. Por exemplo, o nivel
de atividade de enzimas, como fenilalanina, amonialiase e peroxidase anibnica,
induzem facilmente a resposta de resisténcia no hospedeiro (Willianson &
Hussey, 1996).

As respostas de incompatibilidade que levam a RH estdo frequentemente

associadas ao aparecimento de areas contendo células mortas nos locais por
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onde o patdgeno passou. Classicamente, essa resposta € definida como a
morte de células do hospedeiro, quando, em contato com o patdégeno por
poucas horas, programam sua morte, para assim, defenderem a planta (Agrios,
1998). Mas, a RH pode ser fenotipicamente diversa. Pode expressar-se em uma
unica célula ou em areas difusas de necrose, acompanhando o limite da
colonizagdo do patdégeno (Holub et al.,1994). A RH um tem importancia no
mecanismo de resisténcia a doenga (Heath, 1980) em interacdo com parasitas
biotroficos impedindo a formagdo de células gigantes e produzindo células
mortas que privam o acesso do patégeno a alimentacdo. Em interagdes
envolvendo patégenos semibiotréficos e necrotroficos, o desenvolvimento da RH
€ menos clara, porque estes podem obter nutrientes de células de plantas
mortas (Osbourn,1996).

A RH pode inibir ou impedir do desenvolvimento do patégeno, mas, pode
consequentemente ativar outras respostas de defesa (Kosack-Hammond &
Jones, 1996). A auséncia ou presenga de RH, ndo determina que um outro
mecanismo qualitativo de resisténcia exista, isto porque todos os genes de
resisténcia iniciam respostas que possam resultar em RH, mas, algumas
respostas podem prevenir doencgas tao eficientemente que a morte celular ndo é
ativada (Kosack-Hammond & Jones, 1996).

Goodman & Novacky (1994) e Dangl & Jones (1996) relacionam grande
parte da resposta de resisténcia a indugao por Avr gene e R gene. A distingéo
marcada pela interagdo gene a gene promove a ativagdo da resposta de
Hipersensibilidade, RH. A planta pode responder também ao ataque de

nematoides com a sintese de metabdlitos antimicrobianos (fitoalexinas); e/ou
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sintese de enzimas que podem ser nocivas ao patégeno (quinases e
glucanases); e/ou reforgcos de paredes celulares da area infectada.

Dixon & Lamb (1990) constataram a utilizacdo de sinais de defesa que
incluem Ca *? e de outros fons, mudancas na fosforilagdo de proteinas, ativagéo
de oxigénio em outros superéxidos, producédo de acido salicilico, que induziriam
a formacgao de compostos secundarios, também denominados ‘Efeitos Cascata’,
eventos que ocorrem concomitantemente e que disparariam as defesas da
planta. O sucesso dessas respostas ocorre com as plantas resistentes, que nao
se tornam hospedeiras. Ja nas plantas suscetiveis, essas respostas nao seriam
eficientes para controlar e impedir a reproducao do patégeno, ndo combatendo
com sucesso as infecgdes, ocasionando a perda de produtividade.

Um exemplo interessante de reacgao de hipersensibilidade (RH) ocorre na
familia Solanaceae, na qual uma rapida e localizada morte celular acontece na
planta infectada em resposta ao ataque do nematdide. Juvenis de segundo
estadio que aparecem envolvidos por células necrosadas, falharam no seu
desenvolvimento e morreram. A resposta pode ocorrer precocemente e desta
forma prevenir a penetragdo ou a migragao de J2s. Se ocorrer tardiamente, inibe
o desenvolvimento de células gigantes, suprimindo o desenvolvimento e a
reproducao do parasita. Varios autores descrevem a RH como uma reacéo local,
acompanhada pela produgéo ou liberagdo de formas de oxigénio reativo, acido
salicilico e/ou compostos fendlicos, ou outros compostos envolvidos no caminho
da sinalizagdo extracelular. A ativacdo de genes de defesa, alteragdes
estruturais (especialmente paredes celulares reforcadas) e sintese de

fitoalexinas sintéticas também podem ser freqientemente observadas. Estes
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fendmenos ocorrem no local de infecgao, alguns minutos depois da penetragao

(Pegard et al., 2005).
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4 METODOLOGIA

4.1 Producao de mudas de Pfaffia glomerata

Foram utilizados nos experimentos 13 acessos de P. glomerata, oriundos
de varias regides do Brasil (Tabela 1). Procedentes da Colecdo de Plantas
Medicinais da UnB, sob a responsabilidade do Prof. Dr Jean Kleber de Abreu
Mattos, e na Colecdo do Cenargen sob a responsabilidade do Dr Roberto

Fontes Vieira.

4.2 Identificacéo e producéo do in6culo de Meloidogyne incognita

A populagdo de M. incognita raga 1 foi isolada, identificada e purificada a
partir de plantas de Pfaffia produzidas em Brasilia - DF. A identificacdo da
espécie foi feita através do perfil de esterase (Carneiro & Almeida, 2001;
Carneiro et al.,, 2000) e teste com hospedeiros diferenciadores (Hartman &
Sasser, 1985). As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo, sob
condigdes de temperatura controlada (25 a 30 °C). Para obtencédo do indculo
essa populagao foi multiplicada em tomateiros grupo Santa Cruz. Os ovos foram
extraidos pelo método classico de Hussey & Barker (1973) e a concentragao
determinada em laminas de Peters ao microscépio de luz. Para os estudos
histopatolégicos, foram obtidos juvenis de segundo estadio (J2), deixando-os

eclodir em funil de Baermann, modificado (Flegg, 1967).
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TABELA 1 — Descricao dos acessos de Pfaffia glomerata, utilizados nos

experimentos de selecdo, quanto a resisténcia a Meloidogyne incognita raga 1

Nome do acesso

Local de Depdsito

Origem

Cenargen2217-10
Sao Luis(MA)
Cenargen2216-10

UFV(MG)

Itabaiana(SE)
Cenargen2213-6
Pedra de

Guaratiba(RJ)

Farmacotécnica(DF)

Cenargen 2217-9
Cenargen 1
Cenargen2216-16
IAPAR(PA)

UFC(CE)

Colegao Cenargen
Colecao UnB
Colegao Cenargen

Colecao UnB

Colecao UnB
Colecgao Cenargen

Colecao UnB

Colecao UnB-

Colecao Cenargen
Colegcao UnB
Colecgao Cenargen
Colecao UnB

Colecao Unb

llha Grande,Sto Anténio(PR)

Sao Luis-(MA)

llha do Estreito(PR)

Campus da Univ. Federal de
Vigcosa-(MG)
Ribeirépolis,(SE)
llha do Denzel (PR)
HFlorestal da Pedra de
Guaratiba-(RJ)

Vargem Bonita (DF)-Propriedade
da Farmacotécnica

llha Grande(PR)

Brasilia(DF)

llha Marcal (PR)

IAPAR-(PR)

Campus da Universidade Federal

do Ceara — CE)
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4.3 Multiplicag&do Unidonal de Pfaffia glomerata

Nés, contendo duas gemas, foram selecionados de estacas da parte aérea
das plantas mae, e em condi¢des de telado sombreado, foram postos a brotar
em mini estufas construidas sob vasos plasticos de 2,5 litros, contendo
substrato esterilizado com 50% humus e 50% argila. Cada vaso foi coberto com
um saco plastico transparente de 4 litros, constituindo uma mini estufa. As
extremidades do saco plastico foram cortadas para permitir aeragdo. Os vasos
ndo receberam irrigacdo por aproximadamente 10 dias. A medida em que
surgiam brotacgdes, aproximadamente aos 5 dias, os sacos foram retirados, e as
mudinhas receberam irrigacdo. Depois desse periodo, as plantulas foram
removidas para estufas de crescimento individual, em vasos de 5 litros, visando
0 enraizamento e crescimento das para posterior inoculacao.

Estes experimentos foram conduzidos na Estagao Biolégica da UnB, nos
meses de agosto e setembro de 2004 e posteriormente, do més de outubro de

2004 até o més de dezembro de 2006, em casa de vegetagao no Cenargen.

4.4 Reacdo dos diferentes acessos de Pfaffia glomerata a
Meloidogyne incognita

Oito plantas de cada acesso (Tabela 1), cultivadas individualmente em
vasos de 5 litros foram inoculada com 5000 ovos (10 ml de suspensao aquosa)
de M. incognita raga 1, quando apresentavam aproximadamente 15 cm de
altura. O indculo foi distribuido na regido da rizosfera, aproximadamente de 1 a
2 cm de distdncia do caule. O ensaio foi conduzido em delineamento
experimental, inteiramente casualizado e mantido em casa de vegetagao sob

condigdes controladas de temperatura (25 a 30 ° C).
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Cento e vinte dias apdés a inoculagdo, a parte aérea foi cortada e
descartada, as raizes lavadas e coradas com Floxina-B por 30 minutos numa
concentracao de 0,015 mg por ml. Em seguida foram estimados os parametros:
indices de galhas e massa de ovos, segundo a escala de 0 a 5 proposta por (
Hartman & Sasser, 1985): onde 0 = nenhuma galha ou massa de ovos; 1 = 1-2
galhas ou massas de ovos, 2 = 3-10; 3 = 11-30; 4 = 31-100; 5 = 100 galhas ou
massas de ovos. O numero total de ovos/planta/repeticdo foi avaliado como
descrito anteriormente por Hussey & Barker (1973) com NaOCI a 1%. O Fator
de Reproducédo (FR) foi calculado, dividindo-se o numero total de ovos/planta
pelo numero de ovos inoculados (5000). O numero total de ovos foi
transformado em log(x+1) para a andlise de variancia e os dados analisados
pelo Teste de Tukey- Kramer. Foram consideradas resistentes plantas que

apresentaram o FR menor que 1.0.

4.5 Histopatologia comparada em plantas resistentes e suscetiveis a
Meloidogyne incognita raca 1

Considerando os resultados do primeiro ensaio (FR e maior peso das
raizes), foram escolhidos os acessos UFV (MG) como resistente e o
Farmacotécnica (DF) como suscetivel.

As plantulas de P. glomerata foram preparadas como descrito acima.
Quinze dias apdés a emergéncia, as plantulas foram transferidas para vasos
contendo 1 litro de areia esterilizada. Quando as plantas estavam com 12-15 cm
de altura foram inoculadas com 20.000 J2s/planta, obtidos através do método de

Flegg, (1967) e quantificados em Iamina de Peters.
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As avaliagdes foram realizadas aos 4, 10, 20, 28, 34, 39 e 41 dias apos a
inoculacao, retirando-se uma planta resistente e outra suscetivel, em cada um
desses tempos, utilizando-se a técnica descrita por Pegard et al., (2005), como
segue: as plantas foram cuidadosamente extraidas do substrato para que as
raizes nao se danificassem, dentro de béqueres com agua limpa. A parte aérea
foi cortada e descartada, e as raizes foram lavadas em agua corrente.
Extremidades de raiz, com 3 mm de comprimento, que continham galhas ou
nao, foram retiradas, com auxilio de um bisturi e pinga fina ao microscopio
estereoscoépico. A seguir, foram fixadas em solucado 1% (v:v) de glutaraldeido e
4% (v:v) de formaldeido em 100mM de tampéo fosfato, pH 7,2, a temperatura
ambiente. A seguir, foram mantidas sob agitacdo em agitador rotatério, para
melhor contato das raizes com a solucado fixadora, resultando numa melhor
fixacdo, sem a formacao de bolhas em seu interior.

Depois de fixadas, as extremidades das raizes foram lavadas por duas
vezes, a cada 30 minutos, com tampéao fosfato de sédio 50mM, pH 7,2 e em
seguida desidratadas, sob agitacéo, em série etandlica crescente, de 10 a 100%
com intervalos de 20 minutos entre as trocas; sendo repetidos 2 vezes, os
banhos com a concentracdo de 100%. As extremidades de raizes foram
embebidas em Technovit 7100 (uma resina epoxy produzida por Kulzer
Friedrichsdorf, Alemanha), também sob agitagdo a 4 °C, e de acordo com o
protocolo do fabricante. Secgdes longitudinais de 3,5 um foram montadas, uma
a uma, num total de 8614 cortes, sobre gotas de agua, numa lamina de vidro e
postas para secar em placa aquecedora a 50° C ‘overnight’. Os cortes foram
observados, examinados e fotodocumentados, primeiramente sob luz UV num

filtro de 365 nm de excitagdo e 397 nm de emisséo para observagao da reagao
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de hipersensibilidade, em Microscépio de Iluz, Axiophot Zeiss. Novas
observacdes foram feitas e fotodocumentadas com os cortes corados com a
solugao aquosa de azul de toluidina a 1%. Foram feitas observagdes nos
acessos resistente e suscetivel.

Depois de retiradas as amostras para microscopia as raizes das plantas
suscetivel, resistente e o controle, foram coradas com fucsina acida, para a
observacao da penetragcdo de J2, segundo a metodologia descrita por Bird et
al., (1983), apresentada a seguir: as raizes foram lavadas, mergulhadas em
200ml de solugao de hipoclorito de sodio 5,25% (NaOCI), durante 4 minutos,
com repetidas agitacbes. Em seguida, foram lavadas em agua corrente por 45
segundos, e mergulhadas por 15 minutos em agua corrente para retirada do
excesso de hipoclorito. Apds a retirada da agua, as raizes foram transferidas
para um béquer de 2 ml da solugao de fuccina acida (1,25g de fucsina acida,
125ml de acido acético glacial e 375ml de agua destilada). A solugdo e as
raizes foram fervidas no microondas por 30 segundos, em alta temperatura.
Depois de frias, foram descoradas com agua quente, permanecendo somente
alguns pontinhos corados nas raizes. Apds a retirada da agua, as raizes foram
transferidas para uma placa de Petri e observadas ao Microscépio
estereoscopico, Zeiss, e as partes das raizes que ficaram coradas de vermelho
e indicavam a presenga de nematdides, foram coletadas em uma lamina com
uma goticula de glicerol puro, e levadas ao Microsocépio de luz, Axiophot,

Zeiss, para serem analisadas e fotodocumentadas.
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5 RESULTADOS

5.1 Resisténcia de acessos de Pffaffia. glomerata a Meloidogyne
incognita

Os acessos Sao Luis (MA), UFV (MG), Cenargen 1 (DF), Pedra de
Guaratiba (RJ), Itabaiana (SE) e Cenargen 2213-6 foram considerados
altamente resistentes por apresentarem Fator de Reprodug¢do menor que 1
(FR<1); IAPAR (PR), Cenargen 2216-10 e Cenargen 2216-16, medianamente
resistentes (FR=1,9 a 2,3); Cenargen 2217-10 e UFC (CE), suscetiveis (FR=10).
Os demais acessos Farmacotécnica (DF) e Cenargen 2217-9 foram altamente
suscetiveis (FR>80,0). De uma maneira geral, ocorreu grande diferenga no FR
entre os acessos resistentes e 0s suscetiveis, mostrando com evidéncia a
presenca de genes de resisténcia altamente efetivos em alguns acessos (Fig. 2)
(Tabela 2).

Pode-se observar através dos indices de galhas (IG) que os acessos
altamente resistentes, apresentaram valores em torno de 3, mostrando que
ocorreu desenvolvimento de alguns nematdides, embora eles n&do tenham
atingido o estadio adulto, o que fica evidente através do FR< 1. O indice de
massas de ovos foi desconsiderado nas avaliagbes pois muitas massas de ovos

foram internas e ndo permitiram a coloragdo com a Floxina B.

Figura 2. Sintomas das raizes de Pfaffia glomerata infestadas com Meloidogyne
incognita. A: acesso Farmacotécnica (suscetivel); B: acesso UFV ( resistente).
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TABELA 2 — Respostas dos diferentes acessos de Pfaffia glomerata ao

nematoide das galhas Meloidogyne incognita.

(*)

. Numero Erro .

Nome do acesso Peso fresco Indice de Total de Fator de Padrao | Reacado

das raizes Galhas * Ovos Reproducao* | da final ***

(g9) ¥ Média
Cenargen
2217-10 139,09 5 554.835 | 110,967 d +0,1044 AS
Sao Luis (MA)

42,5 3 35 0,007 a +0,1044 | AR
Cenargen +0,2993
2216-10 114,5 4 10.175 2,035 ab MR
UFV (MG)

88,0 3 635 0,127 a +0,1044 | AR
Itabaiana (SE) 2320 3 2815 0,563 a 10,2993 | AR
Cenargen 2213-6 114.2 3 4.230 0.846 a +0,2993 AR
Pedra de
Guaratiba(RJ) 69,0 3 1.795 0,359 a $0,1044 | AR
Farmacotécnica +0,1205
DF 176,09 5 411.395 | 82,279d AS
Cenargen 2217-9 | g,0g 5 53520 | 10,704bc | ¥0.2993 | 5
Cenargen 1

72,5 3 1.410 0,282 a +0.1044 | AR
Cenargen
2216-16 118,0g 4 11.390 2,278 b 0, MR

3457

IAPAR(PA) 131,09 5 9.305 1,861 ab $0,2993 | yR
UFC(CE)

131,0 5 54.600 10,920 bc +0,1044 | S

ndice de galhas ou massas de ovos: 0 = nenhuma galha ou massa de ovos;

1 = 1-2 galhas ou massas de ovos, 2 = 3-10; 3 = 11-30; 4 = 31-100; 5= 100

galhas ou massas de ovos (Hartman&Sasser, 1985).

(**) Os valores foram transformados em log (x+1) e tratamentos com letras

diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey-Kramer ao nivel de 5 % de

propabilidade.

(***) S = suscetivel, MR = moderadamente resistente, AR = altamente

resistente, S= suscetivel AS = altamente suscetivel.
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5.2 Histopatologia comparada em plantas resistentes e suscetiveis a
Meloidogyne incognitaraca 1

Dentre os acessos AR e AS (altamente resistente e suscetivel), escolheu-
se como padrao de resisténcia o0 acesso que apresentou raizes com maior peso
da matéria fresca, ou seja, UFV (MG) e Farmacotécnica (FAR),
respectivamente.

A penetracdo nas raizes do acesso resistente UFV foi muito inferior ao
acesso suscetivel (FAR). Isto evidenciou-se ao confrontarmos a freqiéncia dos
engrossamentos encontrados nos dois acessos: muito frequentes em FAR e

raros em UFV

5.3 Observacdes histologicas das raizes infectadas suscetiveis,
acesso Farmacotécnica

Exames de radicelas coradas com fuccina acida e aproximadamente 4.307
cortes corados com azul de toluidina, demonstraram que os J2s de M. incognita
foram capazes de penetrar, nem sempre pela zona de elongagéo, migrar e se
desenvolver normalmente (Fig. 3). Muitos invadiram a regido sub-apical e
atingiram a éarea vascular diferenciada, desenvolvendo células gigantes bem
formadas, multinucleadas e com membranas delgadas (Fig. 3B). Observagdes
nas raizes coloridas com fucsina acida, revelaram a presenga de J2s na regido
subapical, aos 4 e 6 dias apos a inoculagdo, enquanto sec¢des histologicas
coradas com azul de toluidina revelaram muitos J2s a caminho do cilindro
central. Aos 10 dias, em outras seccdes, foram observados J2s alimentados.
Aos 19 dias (Fig. 3A), numerosos J3/J4s ja tinham estabelecido sitios de

alimentagdo com o numero de 5 a 14 células gigantes (dependendo do plano de
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corte). Estas células apresentavam-se com membranas de aspecto normal,
numerosos nucleos, citoplasma denso, e alguns vacuolos em seu interior (Fig.
3B). Varios sitios foram observados dentro da regiao vascular (Fig. 3D), onde,
em alguns cortes foram observados alguns J3/J4s se alimentando. Sua
localizacdo préxima aos vasos indicou que a formacgao dos sitios iniciou-se em
células do parénquima pouco diferenciadas (Fig. 3C e 3D). Aos 28 dias
apareceram as primeiras fémeas, que se alimentavam em células gigantes bem
formadas, com varios pequenos nucleos e poucos vacuolos (iniciou-se a
ovoposicao nesse periodo). Aos 39 dias, fémeas bem desenvolvidas foram
observadas, com primérdios da matriz gelatinosa glicoprotéica e as camadas

superficiais da raiz apresentavam-se rompidas (Figuras 3E e 3F).

5.4 Observac0des histologicas das raizes infectadas resistente, acesso
UFV.

Exames de radicelas coradas com fuccina acida e aproximadamente 4.307
seccOes coradas com azul de toluidina demonstraram que dos poucos J2s que
penetraram as raizes do acesso resistente UFV, alguns J2s migraram até a
regidao do cilindro central da raiz (Fig. 4D), nem sempre pela zona de elongacgéo,
e nao conseguiram estabelecer os sitios de alimentacdo. Esses J2s foram
encontrados em estado degenerado, junto a lesbes necréticas (Fig. 4A, C),
proximos a regido dos vasos condutores. A regido préxima ao nematoide
localizada dentro das raizes mostrou células parasitadas de coloragéo azul
escuro, com citoplasma colapsado e nucleos nao visiveis (Fig. 4A, C). Outros
J2s conseguiram estabelecer os sitios de alimentacdo (células gigantes) e

sofreram ecdises, atingindo os estadios J3/J4s (Fig .4E, F). As células gigantes
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formadas por esses nematoides, junto aos vasos condutores (Fig. 4G), foram
menores que as observadas no acesso suscetivel e apresentavam um numero
bem maior de vacuolos (Fig. 4E).

Quando as raizes resistentes foram observadas a luz UV, uma
autofluorescéncia azul esbranquicada foi observada. Essa coloragao € tipica da
formagdo de compostos fendlicos ligados a reacédo de hipersensibilidade (RH).
Essa reacao foi observada dentro das células e nas paredes celulares,
ocorrendo logo no inicio do parasitismo (4 dias), impedindo que os J2s
estabelecessem os sitios de alimentagado (Fig. 4B) e com juvenis J3/J4s (Fig.
4H, J), que ja haviam iniciado o estabelecimento dos sitios. Pdde-se observar
também, vasos condutores com autofluorescéncia azul-esbranquigada (Fig. 4H),
demonstrando a presenca de lignina.

Aos 19 dias foram observados J3/J4s junto ao cilindro central. As células
gigantes apresentaram-se mal formadas, pequenas € em menor numero (2-7),
quando comparadas as da planta suscetivel (Fig. 4E, G). A membrana
plasmatica,apresentou-se mais espessa, quando comparada a planta suscetivel.
Observou-se também um grande numero de vacuolos colapsados (Fig. 4E) e um
menor numero de nucleos (Fig. 4E). Nesse periodo, foram observados a luz UV,
J3/J4s com autofluorescéncia azul, podendo indicar que esses juvenis
absorveram compostos fendlicos, sugerindo uma degeneracdo do seu
citoplasma (Fig. 4F, 4J).

Aos 28 e 39 dias observou-se os J3/J4s dispostos junto aos seus sitios de
alimentacgao. As células gigantes apresentavam-se com aspecto degenerado e
muito vacuolizadas (Fig. 4l). Aos 41 dias, os mesmos fenémenos foram

observados onde J3s e J4s apresentavam degeneragao citoplasmatica. Em
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nenhuma secgao foi observado o estadio de fémea, confirmando o baixissimo

fator de reproducéao deste acesso.

37



W
i)
13.35 um

Figura 3. Seccles longitudinais em raizes de Pfaffia glomerata suscetivel (acesso
Farmacotécnica) inoculadas com Meloidogyne incognita raca 1. A,B,C,E : sec¢bes coradas
com toluidina azul. D,F: seccGes ndo coradas, observadas ao UV. cg = célula
gigante,n=nematodide, m = membrana, vc = vacutolo, co = cdrtex, ep = epiderme, nu = nucleos,
mg = matriz gelatinosa.
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6 DISCUSSAO

O primeiro objetivo deste trabalho foi selecionar plantas de P. glomerata
resistentes a M. incognita raga 1. Pdde-se observar uma grande variabilidade
dos acessos de P. glomerata quanto a resisténcia genética a esse nematoide
(FR variando de 0,007 a 110,0). Isso pode ser explicado devido a grande
variabilidade existente entre diferentes acessos dessa planta, como foi
demonstrado previamente por Corréa Junior (2003). Esse mesmo autor
descreveu diferengas fenotipicas entre os acessos tanto na cor, tamanho e
forma das folhas. Essa variabilidade genética pdde ser observada nas folhas
dos acessos selecionados como suscetivel Farmacotécnica (folha lanceolada) e
resistente UFV (folha ovalada). A resisténcia genética de P. glomerata ja foi
testada para M. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949 e varios acessos foram
descritos como resistentes (Araujo et al., 1994). Dessa maneira, verifica-se que
0s acessos Sao Luis, Iltabaiana e Pedra de Guaratiba foram altamente
resistentes as duas espécies (M. javanica e M. incognita) e 0 acesso
Farmacotécnica, altamente suscetivel a ambas. Ocorreu variabilidade quanto a
resisténcia do acesso IAPAR, que foi altamente resistente a M. javanica e
moderadamente resistente a M. incognita. Apenas o acesso UFC, diferiu
acentuadamente quanto a sua resisténcia genética, sendo suscetivel a M.
incognita e altamente resistente a M. javanica, de acordo com o que foi relatado
por (Araujo et al., 1994). Nesse trabalho foi utilizado como parametro de
resisténcia, o indice de galhas e de massas de ovos, que de acordo com 0s
resultados do presente estudo, ndo foram bons indices para medir a resisténcia

genética, uma vez que as massas de ovos foram muitas vezes internas e as
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galhas algumas vezes foram formadas por juvenis (J3/ J4), que nao
conseguiram completar o ciclo biolégico.

O segundo objetivo deste trabalho foi analisar a penetragcédo e subseqtiente
desenvolvimento de M. incognita em dois acessos de P. glomerata suscetivel
(Farmacotécnica) e resistente (UFV). Comparando essas duas plantas pode-se
observar dois tipos de resisténcia. Inicialmente, um tipo que suprimiu a
penetracao dos J2s e o outro tipo que bloqueou ou dificultou o desenvolvimento
apos a penetragao.

A resisténcia de plantas pode ocorrer em diferentes niveis. A dificuldade do
J2 em penetrar as raizes resistentes de P. glomerata péde indicar barreiras
fisicas. Essas barreiras ja foram sugeridas previamente em videira resistente
(Anward & McKenry, 2002), para uma cultivar de algodao (Anward et al., 1994) e
para uma cultivar de soja (Dropkin & Nelson, 1960). Isso pode também indicar
que as raizes nao atrairam ou mesmo repeliram os J2s ou que os J2s
penetraram e sairam das mesmas. Isso ja foi demonstrado para cultivares
resistentes de algodoeiro (Carneiro et al., 2005; Mc Clure et al., 1974). Esse tipo
de protecao foi demonstrada para o pepino Cucumis sativus onde um triterpeno,
curcubitacin, que repeliu os J2s de Meloidogyne foi isolado a partir dos
exsudatos radiculares. Da mesma maneira, aminoacidos exsudados a partir das
raizes de Sesamum indicum demonstraram um efeito nematostatico em J2s de
Meloidogyne (Tanda et al., 1989).

Interagcdes entre espécies de Meloidogyne com os seus hospedeiros
implicam em complexos mecanismos (Williamson & Gleason, 2003).
Observagdes microscopicas da interagdo entre M. incognita e P. glomerata

revelaram modificagdes histologicas importantes em ambos organismos. A

41



penetracao das raizes e o desenvolvimento de nematodides no cultivar suscetivel
confirmou observagdes prévias para espécies de Meloidogyne nos seus
hospedeiros (von Mende, 1997). Os J2s penetraram as raizes de fafia através
da regiao apical, nem sempre pela zona de elongagao, e migraram para a regiao
do cilindro vascular. Embora os J2s estivessem localizados entre as células, a
invasao das raizes foi associada a modificacdo das paredes celulares. Células
alteradas préximas ao nematoide, localizadas em diferentes tecidos, mostraram
condensacao do citoplasma colorido em azul escuro. Essa resposta de poés-
penetracao nas raizes do acesso resistente, pode ser considerada uma classica
reacao de hipersensibilidade (RH). Como ja foi referido por diferentes autores
para varias plantas (Grundler et al., 1997; Kaplan, 1978; Paulson & Webster ,
1972; Sillero & Rubiales, 2002; Valette et al., 1998). A RH em P. glomerata
acesso UFV envolveu lesdes necroticas que limitaram a alimentagdo e o
desenvolvimento do nematdide. Entre as moléculas que podem ter ativamente
contribuido para a defesa da planta contra os nematdides e outros patégenos
estdo os compostos fendlicos que sao frequentemente citados. (Bajaj &
Mahajan, 1977; Bingefors, 1982; Giebel, 1970; Huang& Rhode, 1973; Kaplan,
1978; Milne et al 1965; Nicholson & Hammerschmidt, 1992; Paulson & Webster ,
1972). Neste estudo, cortes histolégicos observados a luz UV mostraram uma
associagdao entre compostos fendlicos que aparecem autofluorescentes
(Klement et al., 1990) e resisténcia ao nematdide de galhas. Na realidade,
esses compostos se acumularam dentro das células nos tecidos danificados,
préximos aos J2s ao migrarem, logo no inicio do processo infectivo, somente no
acesso resistente. O mesmo pdde ser observado para os J3s-J4s, associados a

sitios de alimentagao colapsados. Os compostos fendlicos se concentraram em
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um pequeno numero de células e no espacgo intracelular do tecido da raiz, ao
redor dos J2-J3-J4s quando observados a luz UV. Esse fendmeno também foi
observado por Pegard et al., (2005) somente para os J2s, onde identificaram o
acido clorogénico como o composto fendlico mais importante na linhagem
resistente de pimentdo quando invadida pelos nematéides. O acido clorogénico
€ conhecido por afetar a coordenagdo motora do nematoide (Huang & Rhode,
1973). Outro trabalho mostra que as formas oxidadas dos compostos fendlicos,
que também ocorrem em alta concentracdo em raizes de tomateiros resistentes,
contribuiram para a resisténcia a M. incognita (Bajaj & Mahajan, 1977) por
criarem um meio toxico para penetragao e multiplicacdo do nematadide.

Uma outra interessante observacdo nas raizes da planta resistente
infectada foi a ocorréncia de pequenos sitios de alimentagdo ao lado de areas
com RH, onde células gigantes foram facilmente reconhecidas através do
tamanho reduzido e a presengca de poucos nucleos e muitos vacuolos,
citoplasma degenerado e membrana celular espessa. Esses sitios de
alimentagao fracamente diferenciados foram frequentemente associados aos
nematoides degenerados (autofluorescentes azul esbranqui¢gado), que algumas
vezes atingiram os estadios (J3-J4). Parece que o mecanismo de defesa das
células de P. glomerata deve ter sido ativado tardiamente, apdés a morte das
células que sofreram RH proximas ao nematdide. Esse processo inibiu: 1) a
transicao dos J2-J3-J4s para estadios adultos, e Il) a completa diferenciacéo dos
sitios de alimentacdo. Esse mesmo mecanismo de resisténcia foi observado no

cafeeiro resistente ‘IAPAR 59’ por Anthony et al., (2005).
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Juvenis que superaram a defesa da planta atingiram o estadio de
fémeas maduras. Isso foi constatado ao se observar o pequeno niumero de ovos
extraidos a partir das raizes da planta resistente (Tabela 1).

Mais pesquisas sao necessarias no sentido de compreender mais
profundamente os mecanismos envolvidos na resisténcia dos diferentes acessos
de P. glomerata, seja a nivel celular ou molecular. Esta pesquisa deve estender
-se também a outras espécies de Meloidogyne encontradas causando danos a

essa planta, como é o caso de M. javanica e M. arenaria.
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7 CONCLUSOES

Os acessos de Pfaffia glomerata apresentaram diferentes niveis de
resisténcia e suscetibilidade quanto ao nematdide de galhas, Meloidogyne
incognita, demonstrando haver acentuada variabilidade para a resisténcia.

Os acessos Sao Luis (MA), UFV (MG), Cenargen 1 (DF), Pedra de
Guaratiba (RJ), Itabaiana (SE) e Cenargen 2213-6 foram considerados
altamente resistentes (FR<1), apresentando alto potencial para uso em
programas de melhoramento genético.

Os acessos IAPAR (PR), Cenargen 2216-10 e Cenargen 2216-16 foram
medianamente resistentes (FR de 1,9 a 2,3); Cenargen 2217-10 e UFC (CE),
suscetiveis (FR=10,0) e os demais acessos Farmacotécnica, (DF) e Cenargen
2217-9, altamente suscetiveis (FR >80,0).

A resisténcia do acesso UFV de P. glomerata foi associada primeiramente a
um mecanismo pré-infectivo nao identificado que limitou a penetracdao do
nematoide nas raizes.

A resisténcia também esteve associada a um mecanismo de resisténcia pos-
infectivo, bioquimico, que evidenciou uma resposta de hipersensibilidade,
relacionada aos compostos fendlicos, que aparentemente bloquearam o

desenvolvimento dos juvenis (J2-J3-J4) ao estadio de fémea adulta.
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