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RESUMO

Corréa, C. F. e R. A. Rodella. 2001. Caracterizacao das fases de desenvolvimento de células gigantes
induzidas por Meloidogyne exigua em raiz de seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.). Nematropica
32:131-136.

Foi estudado o desenvolvimento das células gigantes em raiz de seringueira infestada por M. exigua,
com base em contagens e mensura¢oes do tamanho dessas células, em oito épocas de coleta. Os da-
dos obtidos foram analisados utilizando-se os métodos estatisticos de Andlise de Agrupamento e Ana-
lise de Componentes Principais. Verificou-se a nitida distincao entre as épocas de coleta em relacao
ao desenvolvimento das células gigantes, estabelecendo-se a fase inicial, de equilibrio, de eleicao e
final do ciclo de infestacao do nematéide.
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ABSTRACT

Corréa, C. F., and R. A. Rodella. 2001. Characterization of developmental phases of giant cells in-
duced by Meloidogyne exigua in rubber plant (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) root. Nematropica 32:131-
136.

The developmental phases of giant cells induced by root-knot nematodes (Meloidogyne exigua) in
rubber plant (Hevea brasiliensis) root were studied in relation to its number and size evaluated in eight
sample dates. The results were subject to cluster analysis and principal component analysis. Sample
dates were clearly distinct regarding giant cell development. As a result, the nematode infestation cy-
cle was characterized by the following sequential phases: initial, equilibrium, choice and final.

Key words: histopathology, multivariate analysis, root-knot nematodes.

INTRODUCAO

A seringueira (Hevea brasiliensis Muell.
Arg.) € uma Euforbiacea descoberta pelos
franceses no Vale Amazonico no século
XVI, que chamou a atencao pelas pro-
priedades elasticas do seu litex (Haag,
1983). O latex, também conhecido como
borracha natural, é a base de varios produ-
tos industrializados, como pneus, manguei-
ras, luvas cirturgicas, condutores elétricos,
preservativos e fios elasticos (Dassie, 1995).

Atualmente, a espécie de Meloidogyne
mais prejudicial para a seringueira no Brasil

é M. exigua Goeldi, principalmente no
Estado do Mato Grosso. Além dos danos
diretos, esse nematéide é agente predispo-
nente para a acao do fungo Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griff. et Maubl. Em con-
junto, esses dois patégenos causam uma
doenca caracterizada pela morte descen-
dente da seringueira (Santos, 1992). A
partir dessa observacao, varios trabalhos tém
sido realizados no sentido de diminuir os
danos causados por M. exigua a seringueira.

Os nematoides de galhas, como é o
caso de M. exigua, prejudicam a formacao
das mudas e o desenvolvimento natural da
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seringueira, pela  diminuicio  da
capacidade das raizes de absorver agua e
nutrientes, resultando em baixa producao
de latex. Ocasionalmente, esses nema-
téides podem levar a planta a morte
(Lordello e Veiga, 1983; Carneiro e Altéia,
1990; Santos, 1992). Nao se conhecem cul-
tivares de seringueira resistentes a esse
patégeno e, no Estado de Sao Paulo, 90%
dos seringais sao constituidos pelo cultivar
RRIM 600, de origem asidtica, que € alta-
mente suscetivel aos nematoéides de galhas
(Silveira, 1992).

Fonseca e Jachn (2000) observaram, em
raizes de seringueira parasitadas por M.
javanica (Treub.) Chitwood, diversos mecan-
ismos de resisténcia, destacando-se o
acumulo de compostos fenolicos, a forma-
cao de cristais de oxalato de calcio em célu-
las parenquimadticas proximas a endoderme
e a lignificacao das paredes de células do
parénquima vascular e da célula gigante.

Estudos anatomicos de raizes de
seringueira suscetivel a M. incognita
(Kofoid e White) Chitwood revelaram que
os juvenis de segundo estidio (J,) pene-
tram nas raizes pela regiao do meristema
apical e migram até o cilindro vascular,
induzindo a formacao de trés a oito células
gigantes, que se comportam como células
de transferéncia (Huang, 1985), possuindo
a funcao de fornecer nutrientes essenciais
para o desenvolvimento do nematéide
(Jones, 1981; Huang, 1985). Assim sendo,
o conhecimento das fases de desenvolvi-
mento das células gigantes apresenta
importancia nos estudos histopatolégicos;
entretanto, nao se encontram na literatura
trabalhos relacionados com o ciclo de
desenvolvimento destas células induzidas
por M. exigua.

O presente trabalho foi realizado com
o objetivo de caracterizar a seqiéncia do
desenvolvimento das células gigantes for-
madas nas raizes de seringueira, infestadas
por M. exigua, em oito épocas de coleta.

MATERIAL E METODOS

Mudas de seringueira foram obtidas a
partir de sementes clonais do cultivar
RRIM 600, provenientes da Escola Supe-
rior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, USP,
Piracicaba, Estado de Sao Paulo e da Com-
panhia Agricola Cambuhy, Matao, Estado
de Sao Paulo. As sementes foram colocadas
para germinar em caixas de madeira con-
tendo areia peneirada e esterilizada, sob
condicoes de casa de vegetacao. Aos 15
dias ap6s a emergéncia, as plantulas foram
transferidas para vasos de argila de 2 litros
de capacidade, contendo uma mistura de
solo-areia-matéria organica (3:1:1) previa-
mente esterilizada por calor dmido (auto-
clavagem a 1 atm por 2 h).

A populacao de M. exigua foi obtida a
partir de raizes de seringueira coletadas na
Fazenda Michelin, Rondonépolis, Estado
de Mato Grosso. Essa populacao foi multi-
plicada em plantas de seringueira em casa
de vegetacao, utilizando-se as raizes parasi-
tadas para o preparo do in6culo, de acordo
com a técnica de Hussey e Barker (1973),
modificada por Bonetti e Ferraz (1981).

As plantas de seringueira foram inocu-
ladas com 5 ml de uma suspensao con-
tendo 5000 juvenis de segundo estadio (J,)
por ml, colocada em trés orificios com 3
cm de profundidade, distantes cerca de 1
cm do caule das plantas, que foram manti-
das em casa de vegetacao com temperatura
média de 28°C.

Apés a inoculacao, a cada cinco dias
foram amostradas trés plantas, perfazendo
oito épocas de coleta (de 25/10 a 30/11),
cortando-se fragmentos de raizes de 0,6 a 1
cm de comprimento contendo galhas tipi-
cas. Os fragmentos foram fixados em
solucao de Karnovsky (Karnovsky, 1965),
desidratados em série alcodlica-etilica,
infiltrados com a resina glicol metacrilato
(Gerrits, 1991), seccionados transversal-
mente a 8 pm de espessura em micrétomo
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rotatorio, corados com floxina B por 15
minutos e com azul de toluidina 0,05 %
em tampao acetato pH 4,7 por 3 minutos
(O’Brien et al., 1964), sendo, em seguida,
montadas as laminas em resina sintética.
Para se proceder as avaliacoes anatomi-
cas quantitativas, realizaram-se, em 30
repeticoes por época de coleta, as con-
tagens e as mensuracoes de area das célu-
las gigantes e dos sitios de alimentacao
(conjunto de células gigantes) em mesa
digitalizadora acoplada a programa com-
putacional, sendo os dados submetidos aos
métodos estatisticos multivariados de Ana-
lise de Agrupamento e Andlise de Compo-
nentes Principais (Sneath e Sokal, 1973).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 encontram-se os valores
médios referentes ao nimero e a drea das
células gigantes e dos sitios de alimen-
tacao, avaliados em oito épocas de coleta,
empregados para a realizacio da analise
estatistica multivariada.

O resultado da Andlise de Agrupa-
mento, representado na forma de dendro-
grama (Fig. 1), permitiu agrupar as épocas
de coleta estudadas, de forma que aquelas
pertencentes a um mesmo grupo apresen-

taram maior similaridade que as coletas de
grupos diferentes. As oito épocas de coleta
constituiram trés grupos principais, ao
nivel de 0,24 da escala de distancia de simi-
laridade, os quais mostraram a seguinte
disposicao: grupo 1—formado pela 1* (25/
10) e 8" (30/11) épocas de coleta; grupo
2—composto pela 2* (30/10), 3" (05/11) e
4" (11/11) épocas, apresentando maior
similaridade as duas ultimas; grupo 3—for-
mado pelas 5* (15/11), 6* (20/11) e 7
(25/11) épocas, sendo que as duas ultimas
apresentaram maior similaridade.

A dispersao grafica (Fig. 2) das oito
épocas de coleta revelou que, com relacao
ao primeiro componente principal (Y,), as
quatro coletas iniciais (de 25/10 a 11/11)
se diferenciaram das quatro finais (de 15/
11 a 30/11), como se pode observar através
do contraste entre as coletas iniciais (com
sinal positivo paraY,) e as finais (com sinal
negativo para Y,). Para o segundo compo-
nente principal (Y,), a 1* (25/10) e a 8
(30/11) épocas apresentaram sinal nega-
tivo para Y,, diferenciando-se das demais,
que apresentaram sinal positivo para este
componente. Ficou também caracterizada
a formacao de trés grupos distintos, os
quais apresentaram a mesma disposicao
indicada pelo dendrograma.

Tabela 1. Valores médios do nimero de células gigantes (NCG), da drea (x10"mm?®) da célula gigante (ACG), do
numero de sitios de alimentacao (NSA) e da area (x10"mm®) do sitio de alimentacao (ASA), em raiz de
seringueira infestada por Meloidogyne exigua, avaliados em oito épocas de coleta.

Epocas de coleta NCG ACG NSA ASA
1* coleta (25/10) 11,0 56,0 3,3 240,0
2 coleta (30/10) 23,0 65,0 4,7 406,0
3" coleta (05/11) 20,0 82,0 5,3 321,0
4" coleta (11/11) 20,0 76,0 5,0 316,0
5" coleta (15/11) 3,0 136,0 1,0 408,0
6* coleta (20/11) 7,5 139,0 3,0 348,0
7 coleta (25/11) 8,5 127,0 2.5 473,0
8' coleta (30/11) 11,3 108,0 3,3 278,0
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Fig. 1. Analise de Agrupamento das variaveis anatbmicas quantitativas da raiz de seringueira infestada por Meloido-
gyne exigua, utilizando a Distancia Euclidiana Média entre as oito épocas de coleta. G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3:

grupo 3. Numeracao de 1 a 8: 1" a 8' épocas de coleta.

Na Tabela 2 constam os coeficientes de
correlacao entre quatro varidveis anatomi-
cas quantitativas da raiz e dois primeiros
componentes principais (Y, e Y,). Verifica-se
que, para o primeiro componente (Y,), o
namero de células gigantes, o nimero dos
sitios de alimentacao e a area (tamanho) da
célula gigante foram as varidveis que mais
contribuiram para a discriminacao entre as

Y2
G3 74
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Fig. 2. Dispersao grafica das oito épocas de coleta, uti-
lizando os dois primeiros componentes principais (Y,
cY,), para o conjunto das quatro variaveis anatomicas
quantitativas da raiz de seringueira infestada por Me-
loidogyne exigua. G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo
3. Numeracao de 1 a 8: 1" a 8" épocas de coleta.

épocas de coleta, uma vez que essas variaveis

apresentaram maior valor absoluto de Y,

revelando, portanto, alto poder discrimi-

natério. Quanto ao segundo componente

(Y,), a area do sitio de alimentacao foi a

varidvel que apresentou maior poder dis-

criminatério. O primeiro componente prin-
cipal (Y,) foi responsavel por 81,30% da
informacao contida no conjunto das quatro
varidveis analisadas, enquanto o segundo

componente (Y,) apresentou apenas 12,62%

da informacao retida.

A analise das Tabelas 1 e 2, juntamente
com a Fig. 2, permite considerar que:

a) a 1" (25/10) e a 8" (30/11) épocas de
coleta, constituintes do grupo 1, apre-
sentaram similaridade entre si; assim
na 1* época surgem as células gigantes,
devido ao estimulo provocado pelo
nematéide na raiz, que mostram
tendéncia de aumentar em quan-
tidade, mas permanecendo ainda com
tamanho reduzido; na 8" época ocorre
diminuicao no tamanho das células
gigantes devido a degeneracao, bem
como da area dos sitios de alimentacao,
condicionando a semelhanca com o
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Tabela 2. Correlacoes entre quatro varidveis anatomicas quantitativas da raiz de seringueira infestada por Meloido-
gyne exigua, avaliadas em oito épocas de coleta, e os dois primeiros componentes principais (Y, e Y,). Porcenta-
gem da informacao retida e acumulada em Y, e Y,, e ordenacdao (ORD) das variaveis quanto ao seu poder

discriminatoério.

Variaveis originais Y, (ORD) Y, (ORD)
Numero de células gigantes 0,9746 (1) 0,2080 (3)
Area da célula gigante -0,8596 (3) 0,3799 (2)
Numero dos sitios de alimentacao 0,9656 (2) 0,1001 (4)
Area do sitio de alimentacio -0,3655 (4) 0,8484 (1)
% Informacao retida 81,30 12,62

% Informacao acumulada 81,30 93,92

inicio da infestacao; desta forma, as
caracteristicas presentes nestas duas
épocas permitem o reconhecimento de
duas fases do ciclo de infestacao do
nematéide, designadas como fase ini-
cial e fase final;

b) a 2* (30/10), a 3* (05/11) e a 4" (11/
11) épocas de coleta, formadoras do
grupo 2, apresentaram aumento do
namero de células gigantes e dos sitios
de alimentacao, em relacao ao grupo 1,
enquanto o tamanho da célula gigante
teve discreto aumento; estas alteracoes
caracterizam a fase de equilibrio do
ciclo de infestacao;

c) a5 (15/11),a6" (20/11) ea 7" (25/11)
épocas de coleta, constituintes do grupo
3, apresentaram aumento no tamanho
da célula gigante e do sitio de alimen-
tacdo; nessa fase, o nematoéide elege uma
célula gigante e a estimula continua-
mente, provocando acréscimo em seu
tamanho, enquanto as demais degene-
ram por auséncia do estimulo; esse fato
acarreta reducao na quantidade de célu-
las gigantes e dos sitios de alimentacao,
caracterizando a fase de eleicao do ciclo
de infestacao do nematoide.

Desta forma, os eventos ocorrentes no
processo de desenvolvimento das células
gigantes podem ser caracterizados pelas

fases inicial, de equilibrio, de eleicao e final
do ciclo de infestacao. Com a formacao dos
trés agrupamentos (Figs. 1 e 2), verificou-se
que o primeiro grupo foi constituido pelas
fases inicial (1°* coleta) e final (8* coleta) do
ciclo, o segundo grupo pela fase de
equilibrio (2°, 3" e 4" coletas) e o terceiro
grupo pela fase de eleicao (5%, 6" e 7* cole-
tas), refletindo com grande fidelidade as
fases do desenvolvimento das células
gigantes formadas nas raizes de seringueira.
Constatou-se também que os métodos
estatisticos  multivariados  empregados
neste trabalho foram satisfatorios, uma vez
que houve boa concordincia entre os
resultados obtidos na Analise de Agrupa-
mento (Fig. 1) e na Andlise de Compo-
nentes Principais (Fig. 2), ocorrendo alto
valor (93,92%) da porcentagem de infor-
macao acumulada pelos dois primeiros
componentes principais (Tabela 2).
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