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RESUMO

O objetivo do trabalho foi analisar, de forma comparativa, os efeitos dos fungos Puccinia
menthae e Erysiphe biocellata na anatomia e histoquimica de Mentha spicata, Mentha
piperita, Mentha suaveloens e Mentha arvensis, verificar o efeito de dleos essenciais de
plantas medicinais sobre os fungos e constatd-los como fontes de controle alternativo e
averiguar provaveis fatores de resisténcia as doencas presentes na estrutura anatdbmica e
histoquimica. As plantas foram inoculadas com os esporos dos fungos na face abaxial de suas
folhas e submetidas as condicbes adequadas ao desenvolvimento do patégeno. Apos 10 a 15
dias da inoculagdo, folhas doentes e sadias foram submetidas as analises anatémicas e
histoquimicas. Os reagentes empregados para evidenciar as substancias apolares foram: sudan
Il para lipidios totais; sulfato azul do nilo para diferenciagdo de lipidios &cidos e neutros;
reagente de NADI para identificacdo de 6leos essenciais e oleoresinas; tricloreto de antiménio
para identificagdo de esterdides e 4&cido sulfdrico para a identificacdo de lactonas
sesquiterpénicas e para substancias polares: vanilina cloridrica para a identificacdo de taninos;
lugol para a identificacdo de amido; e azul brilhante de comassie para identificar proteinas
totais. Os testes ‘in vitro’ constaram de 6leos essenciais de Cymbopogan martini, Corymbia
citriodora, Syzygium aromaticum e Citrus limonum nas concentrac6es 0; 0,01; 0,02; 0,03 e
0,04%, além do padrdo quimico, sobre esporos dos dois patdgenos em 4 repeticdes. Os 6leos
essenciais foram homogeneizados em meio de cultura dgar-agua com Tween 80 e vertidos em
placas de Petri. Apés a solidificacdo do meio os esporos foram inoculados e depois de 24
horas contados de 50 esporos germinados. O estudo anatdmico das folhas infectadas por P.



menthae revelou desestruturacdo da cuticula, colonizacdo dos tecidos com respostas
semelhantes nas quatro espécies estudadas. Para E. biocellata, ndo houve desestruturacdo da
cuticula nem mudancas anatébmicas visiveis, mas se constataram os sintomas instalados. O
estudo histoquimico identificou a presenca de alguns compostos provindos do metabolismo
secundario, quando as plantas encontravam-se infectadas pelo patdégeno, é o caso de
oleoresinas reveladas pelo reagente de NADI e lactonas sesquiterpénicas resultante da reacdo
com acido sulfurico/glicerina, e também pelo teste do tricloreto de antiménio revelando
producdo de esterdides, exceto para M. piperita. Os Oleos essenciais foram eficientes no
controle da germinagdo dos esporos de ambos o0s patdgenos, exceto pelo 6leo essencial de
lim&o, o qual foi menos eficiente na germinacdo de P. menthae e E. biocellata . Tanto para P.

menthae como para E. biocellata o melhor controle foi obtido pelo 6leo de C. martini.

PALAVRAS-CHAVE: Histoquimica, anatomia, fitopatologia, controle alternativo.



HISTOCHEMISTRY CARACTHERIZATION OF MENTHA’S LEAVES INFECTED
BY Puccinia menthae AND Erysiphe biocellata. Botucatu, 2009, 72p. Dissertacdo (Mestrado
em Agronomia/Horticultura) - Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual
Paulista ‘Julio de Mesquita Filho”.

AUTHOR : Danila Monte Conceicdo

ADSIVER: Prof. Dr. Luis Vitor Silva do Sacramento

CO-ADSIVER: Prof. Dr. Edson Luis Furtado

SUMMARY

The objective of the study was to analyse, compared the effects of E. biocellata and P.
menthae in the anatomy and in the histochemistry of the mentha species M. spicata, M.
piperita, M. suavelones e M. arvensis, to verify the effects of essential oils on the fungi spores
as sources of alternative control and to investigate possibles resistance factors present in the
anatomy and in the histochemistry. The plants were inoculated with the fungi spores in the
lower face of the leaf, they were submitted to appropriate conditions for the development of
the pathogen. After 10 to 15 days of inoculation, the infected and health leaves were submitted
to the anatomic cuts and histochemistry study. The employed reagents to evidence the apolar
substances were: sudan 111 for identify total lipids, blue nilo sulfate for acid and neutral lipids,
NADI reagent to identify resins and essential oils, antimony trichloride, to identify steroids
and sulphuric acid/glycerine to identify sesquiterpenes lactones. For polar substances were
used: vanillin hydrochloric, for identify tannins, lugol, to identify starches and comassie bright
blue to identify proteins. The in vitro tests consisted in four treatments of essential oils of
Cymbopogan martini, Corymbia citriodora, Syzygium aromaticum and Citrus limonum in
concentrations of: 0%; 0,01%; 0,02%; 0,03% and 0,04%, chemical pattern, in 4 repetition. The
essential oils were homogenized in agar-water medium with tween 80 and flowed in Petri
plates. After the medium solidification, the spores were inoculated in the medium, by passed
24 hours, the germinated spores were counted. The anatomic study of health menthas, when
compared with infected species, with P. menthae resulted in cuticule disrupting and tissue
colonization, similar in all species. For E. biocellata there were no disruting of the tissues or

visible anatomic changes. The histochemistry study identified the presence of some



compounds came from the secondary metabolism when plants were colonized by the
pathogens, such as resins from NADI reagent, sesquiterpenes lactones revealed by the reaction
with sulphuric acid/glycerine, also by antimony trichloride test, revealing steroids production,
except for M. piperita, indicating susceptibility. The essential oils were efficient controlling
both pathogens, on in vitro conditions, except for lemon oil, that was not efficient in both

cases. For P. menthae and E. hiocellata, C. martini essentail oil was the best treatment.

KEYWORDS: Histochemistry, anatomy, phytopathology, alternative control



1. INTRODUCAO

Cada vez mais o conhecimento tradicional a cerca do uso, composi¢do
e efeitos das plantas medicinais, assim como seu cultivo e manejo vém sendo pesquisados para
melhor atender uma crescente demanda por plantas medicinais produtoras de substancias
interessantes a industria farmacéutica, quimica e alimenticia.

Segundo dados da OMS (Organizacdo Mundial de Saude), por volta
de 80% da populacdo mundial j& utilizaram alguma espécie medicinal, destes, 30% foram por
meio de indicacbes médicas. A propria OMS incentiva o uso de plantas medicinais visando
diminuir o nimero de excluidos pelo sistema de salde de cada pais, por levantamentos
regionais das plantas, estimulo do uso de produtos de eficacia comprovada,
desaconselhamento do uso de produtos sem efeito ou prejudiciais a satde, desenvolvimento de
programas de cultivo e utilizacdo de plantas selecionadas em preparacdes eficazes, seguras e
de qualidade (LORENZI & MATOS, 2008). Segundo Yunes e Calixto (2001) cerca de 25%

dos farmacos utilizados em paises industrializados provém, direta ou indiretamente, de



produtos naturais, sendo grande parte deles de vegetais superiores. Estes farmacos sdo
oriundos, em sua maioria, de pesquisas cientificas orientais (China, Coréia, Japdo) (YUNES e
CALIXTO, 2001).

No Brasil os principais estados produtores de plantas medicinais séo
Parand, Sdo Paulo, Bahia, Maranhdo, Amazonas, Para e Mato Grosso (SILVA et al., 1998). O
Parana sozinho € responsavel pela movimentacdo anual de R$ 25 milhdes com um total de
40000 toneladas produzidas em 3 mil hectares, e apresenta crescimento anual de 10% (SEAB,
2005; RODRIGUES, 2007). O mercado brasileiro de fitomedicamentos atingiu, em 2001,
cerca de US$ 270 milhdes, correspondendo a 5,9 % do mercado brasileiro de medicamentos
(CALIXTO, 2003). Nas ultimas décadas houve um aumento no mercado de fitomedicamentos,
principalmente em paises industrializados, atingindo cerca de US$ 20 bilhGes anuais. Os
paises europeus, asiaticos e os Estados Unidos sdo os principais consumidores deste setor
(CALIXTO, 2003).

O avancgo da producgéo de plantas teve como consequéncia principal a
perda de suas caracteristicas naturais de rusticidade, implicando em maior suscetibilidade a
estresses nutricionais e hidricos e menor resisténcia a pragas e doencas (JUNIOR et al., 2005).
O levantamento e o conhecimento do manejo de doengas em plantas medicinais sdo escassos
no Brasil e o género Puccinia surge como um dos géneros de maior nimero de registros
(URBEN, 1987; LORENZETTI, 2009). Lima (2002) identificou e descreveu 30 doencas
provocadas por fungos da familia Pucciniaeceae em plantas medicinais incluindo menta
(Mentha spp.), erva cidreira (Lippia alba), corddo-de-frade (Leonotis nepetaefolia), arnica
paulista (Porophyllum ruderale) e fafia (Pfaffia glomerata).

Em qualquer cultivo o manejo de plantas exige cada vez mais
cuidados fitossanitarios nas culturas. A medida que se acentua a disseminagio do uso de
plantas medicinais na salde, a preocupa¢do com controle de doencas e 0 uso de defensivos em
seu cultivo torna-se cada vez maior. Nao existe legislacdo especifica para o limite de residuos
nessas culturas. Em virtude da gama de substéncias utilizadas no combate de pragas e doengas,
torna-se cada vez mais dificil a identificacdo dessas moléculas na matéria fresca e no dleo
essencial. O acumulo desses residuos no produto final pode acarretar sérios danos a saude e ao
meio ambiente (ZUIN & VILEGAS, 2000).



Plantas possuem resisténcia natural ao ataque de patégenos. Células
vegetais reagem por meio de mecanismos estruturais ou bioquimicos, visando sua defesa
(MATIELLO et al., 1997). As inter-relacGes entre os fungos fitopatogénicos e as plantas séo
de interesse mundial, uma vez que a humanidade depende da utilizacdo de espécies vegetais
para sua sobrevivéncia. Fungos exercem relacfes com seus hospedeiros adaptando-se as
mudancas de genotipo e até mesmo de condigdes ambientais adversas, pois apresentam rapido
ciclo de vida e facilidade de liberacdo de novas combinacdes genéticas de patogenicidade,
devido as mutacgdes espontaneas (MATIELLO et al., 1997).

Poucos sdo os estudos sobre as relacfes entre plantas medicinais e
fitopatdgenos. Plantas medicinais sdo geralmente resistentes, pois possuem amplos arranjos de
componentes de defesa e bloqueio fisico, porém se em condic6es de desequilibrio nutricional e
se associadas a expansao da cultura, podem apresentar susceptibilidade a pragas e doencas
(BARBIERI & CARVALHO, 2001; LIMA et al.,, 2004; JUNIOR et al., 2007). Os
mecanismos de defesa contra microrganismos sdo desencadeados imediatamente ap0s a
percepcdo de sua presenca nos tecidos e uma serie de reacfes de reconhecimento resulta em
modificagdes morfoldgicas, histoquimicas e fisiologicas (MUSSURY et al., 2007).

A técnica histoquimica surge como recurso para a identificacdo de
compostos existentes nas plantas, e esta baseada no uso de reagentes cito e quimico-
histoldgicos previamente recomendados. Seus métodos baseiam-se em reagdes cromaticas
utilizadas para o reconhecimento da natureza quimica das membranas e do contetudo celular,
sendo assim considerado um método de analise qualitativa dos componentes celulares, tais
como proteinas, lipideos e elementos idnicos presentes no conteudo celular (DORES, 2007).

Com este trabalho objetivou-se analisar, de forma comparativa, 0s
efeitos dos fungos Puccinia menthae e Erysiphe biocellata na anatomia e histoquimica de
Mentha spicata, Mentha piperita, Mentha suavelones e Mentha arvensis e verificar a agdo de
6leos essenciais de plantas medicinais sobre os fungos, com a finalidade de constatar seus
efeitos para estudos futuros como fontes de controle alternativo, averiguando provaveis fatores

de resisténcia as doencas presentes na estrutura anatdmica e histoquimica das espécies.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos sdcio-econdmicos do género Mentha

A ordem Lamiales € uma das maiores ordens botanicas existentes.
Inclui oito familias, das quais se destaca a Lamiaceae, que possui 252 géneros e cerca de 6700
espécies no mundo todo, sendo que grande parte delas sdo espécies de valor medicinal (DI
STASI et al., 2002). Menta é o0 nome comum de aproximadamente 25 espécies do género
Mentha, originaria da Europa, Asia e Peninsula Arabica (LORENZI & MATOS, 2008).

Mentas sdo conhecidas geralmente pelo potencial aromatico de suas
folhas, comp&em um pequeno grupo, geralmente hibrido, como é o caso da Mentha spicata x
suaveolens. Os hibridos sdo geralmente estéreis e se reproduzem assexuadamente por rizomas.
Entre eles Mentha viridis L. (horteld verde); Mentha rotundifolia H.B.K. (mentrasto); Mentha
citrata Ehrh. (menta-do-levante); Mentha crispa L. e Mentha arvensis L., ricas em 06leo e
mentol; e por fim a Mentha piperita L. que é a mais popular e refrescante das hortelas
(BRUGNERA et al., 1999; MARTINS, 2002).



O uso na indUstria farmacéutica, alimenticia, cosmética, de tabaco
pela sua acdo antifungica e antibacteriana, conferem a menta grande importancia econémica.
Além disso, a producdo mundial de seu Oleo essencial, concentrada nos Estados Unidos,
garante o mercado desta espécie (GARDINER, 2000). Segundo Silva et al. (1998), as mentas
estdo entre as diversas espécies medicinais brasileiras mais importadas por paises como a
Alemanha, os Estados Unidos e os Paises Baixos.

Devido a exigéncia em fertilidade e &gua, a cultura da menta se
estabeleceu principalmente em terras recém desmatadas do Brasil principalmente no estado do
Parana e Sdo Paulo, e em 1936 comecou a ser produzida em escala industrial (CZEPAK,
1998). Durante a 22 Guerra Mundial, o Brasil passou a ter importancia mundial na producéo de
6leo essencial de horteld. Nesse periodo, o pais participava de mais de 60% da producdo
mundial, sendo o estado do Parana responsavel por 95% da producgdo brasileira. Apds este
periodo, houve uma queda na producdo de 6leo devido a alguns fatores, como: criacdo do
mentol sintético de igual acdo de menor custo; suscetibilidade da cultura a ferrugem (Puccinia
menthae) (BRUGNERA et al., 1999); diminui¢do das areas de desbravamento e baixo nivel
tecnolégico do produtor (CZEPAK, 1998). Atualmente Estados Unidos € o pais lider de
producdo de 6leo essencial de menta, sendo que as folhas e o 6leo essencial de M. piperita sdo
oficializados no U.S. National Formulary. Na Alemanha a M. piperita & uma das ervas mais
importantes economicamente sendo licenciada como chd medicinal e oficializada na
Farmacopeia Alemad (PUSHPANGADAN & TEWARI, 2006).

2.2 Botanica, agronomia e farmacologia do género Mentha

O género Mentha pertence a familia Lamiaceae. E uma planta perene,
herbacea, rizomatosa, de porte baixo (0,3 - 0,4 m), de hastes ramificadas, aéreas e
quadrangulares, de coloracdo verde. As folhas sdo simples, opostas, de base ovalada e apice
agudo, com nervuras curtas e salientes e apresentam glandulas secretoras de 6leo essencial
abundantes. O género apresenta inflorescéncia espiciforme e terminal, com aproximadamente
15 cm de comprimento, com florescimento de junho a outubro (CASTRO & CHEMALE,

1995). As caracteristicas morfologicas variam de acordo com as varias espécies.
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Sao propagadas por meio de rizomas ou estacas, mais propriamente de
ramos subterraneos, devendo ser replantados a cada seis meses para garantir o rendimento e
alta qualidade (LORENZI & MATOS, 2008). S&o de facil cultivo e no plantio definitivo, o
espacamento deve ser de 0,6 m x 0,4 m. Preferencialmente cultivadas em paises de clima
temperado ou subtropical, ndo toleram geadas ou calor excessivo, a temperatura ideal esta
entre 18 e 24°C. As espécies sdo exigentes em agua, requerem solos permeaveis, ricos em
matéria organica e pH neutro (CASTRO & CHEMALE, 1995).

A menta possui monoterpenos, acido caféico, flavondides e taninos,
os quais conferem os efeitos medicinais (GARDINER, 2000). Dependendo de sua fase de
desenvolvimento e das condi¢cbes ambientais fornecidas, as mentas apresentam teores
varidveis de seus principais compostos mentol, mentona, isomentona e neomentol, entre
outros, como descrito por Di Stasi et al. (2002).

As folhas, por possuirem estruturas secretoras de Oleo essencial,
conferem a horteld as propriedades tonica, antiespasmddica, antiinflamatoria, antitlcera e
antiviral, além de calmante, estimulante e carminativa, digestiva, estomativa, utilizadas mais
comumente na forma de infuso (LORENZI & MATOS, 2008). Incluem também indicacbes
para flatuléncias, timpanite, catarros, vomitos, verminoses, problemas do figado, anti-septico,
célera, insbnia, dores de cabeca e musculares e atividades fungicidas. De acordo com Di stasi
et al. (2002) altas doses de mentol podem provocar inibigdo da sensibibilidade, sonoléncia e

estimulo da secrecdo de mucosas nazais e bucais.

2.3 Ferrugem da menta (Puccinia menthae)

As ferrugens, em geral, possuem potencial devastador sobre o
hospedeiro. Provocam grandes danos sobre as plantas e perdas em producdo, atingindo
culturas como milho, trigo, cevada, além de plantas ornamentais, frutiferas e hortalicas. O
fungo promove reducdo do processo fotossintético tanto pela perda de nutrientes como pela
destruicdo da &rea foliar. Formam lesGes amareladas de aspecto ferruginoso, constituido por
estruturas reprodutivas do patdgeno, as quais emergem do tecido vegetal e rompem a epiderme

do hospedeiro. S&o parasitas obrigatérios e ndo apresentam fase saprofitica, bastante
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evoluidos, colonizam o hospedeiro intercelularmente e produzem haustérios, que retiram
nutrientes das células vivas. Possuem relacdo hospedeiro-patdgeno especifica e pode ocorrer
em nivel de espécie ou variedade da mesma espécie (BEDENDO, 1995a).

Doencas podem causar sérios danos e interferir no metabolismo da
planta afetando sua qualidade e assim baixando seu valor final. De acordo com Edwards et al.
(1999), as plantas infectadas pela ferrugem da menta podem reduzir o rendimento em massa
fresca e prejudicar a qualidade final do 6leo essencial produzidos por folhas maduras de menta
(mais prejudicadas pela doenca), pois a infecgdo ocasiona sua queda. Estudos realizados por
Horner (1954) demonstraram que a infeccdo em Mentha piperita por Puccinia menthae
reduziu a producdo de ramos laterais, rizomas e causou 30% de perda do contetdo de 6leo de
folhas infectadas.

A ferrugem da menta, cujo agente causal é a Puccinia menthae, é a
principal doenca da cultura e um fator limitante da producéo, especialmente nas regides Sul e
Sudeste (SANTOS et al., 2005). O género Puccinia pertence a Puccinaceae, Uredinales,
Uredinomycetes, Basidiomycota, Fungi (KIRK et al., 2001) um dos mais importantes géneros
em termos econémicos e agronémicos (LIMA et al., 2004). Segundo Edwards et al. (1999), a
ferrugem da menta foi primeiramente encontrada na Europa em 1801. Como sintomas
observa-se inicialmente com lesGes alaranjadas brilhantes marcando a folhagem da planta.
Depois a folha adquire coloracdo amarela, seguida de escurecimento, crestamento e queda
(SANTOS et al., 2005).

Existem relatos da ocorréncia do patégeno em Mentha arvensis e
Mentha piperita no Estado de Sdo Paulo e Distrito Federal (MENDES et al., 1998; URBEN et
al., 1987). A ferrugem infecta geralmente as espécies Mentha spicata e Mentha gracilis, com
reduzida ocorréncia em épocas mais quentes do ano (JOHNSON, 1995). Mendes et al. (1998)
registram a ocorréncia de P. menthae em M. arvensis, Mentha sp., M. canadensis, M. piperita
e M. spicata.
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2.4 Oidio (Erysiphe biocellata)

Os agentes causais de oidios sdo fungos Ascomicetos pertencentes a
Ordem Erysiphales, dos géneros Erisyphe, Podosphaera, Sphaerotheca e Uncinula, comuns
de regides tropicais. O género Oidium corresponde a fase anamorfica, responsavel pela
ocorréncia da doenca em condigOes tropicais, nesta fase o fungo produz hifas claras e
septadas, que ddo origem a conidiéforos e conidios. Os conidios germinam em ambiente
Umido, e os tubos germinativos penetram nos tecidos vegetais diretamente por meio dos
estomatos (BEDENDO, 1995b; LOPEZ & RIVERA, 2001).

Como sintomas tipicos apresentam eflorescéncia branca e
pulverulenta, que recobre as partes aéreas das plantas. Essa eflorescéncia € formada por
estruturas do patdgeno, o micélio, conidiéforos e conidios. Observada mais frequentemente na
face adaxial das folhas, pode ser constatada também na face abaxial (BEDENDO, 1995b). S&o
fungos parasitas obrigatorios e podem conviver com a planta durante todo o ciclo de vida da
mesma, sem ocasionar sua morte. Possuem parasitismo refreado e elevada especificidade na
relacdo patdégeno-hospedeiro (BEDENDO, 1995b).

Este fungo afeta ampla gama de espécies e diminuem a produtividade
dos hospedeiros, provocam aparecimento de é&reas cloroticas, e necroticas, atacam
preferencialmente folhas adultas, formam haustorios no interior das células do hospedeiro,
mas ndo causam sua morte (LOPEZ & RIVERA, 2001; STADNIK & MAZZAFERA, 2001).

O oidio no género Mentha foi primeiramente constatado por Koike
(1999) em plantas de Mentha spicata na costa da Califérnia — EUA na qual se observou o
crescimento de uma massa fungica branca nas folhas e ramos, e o patdgeno foi identificado
como Erysiphe orontii Cast. No Brasil Zauza et al. (2003) identificaram em Vigosa — MG, o
patdégeno Erysiphe biocellata em folhas de Mentha arvensis, a qual apresentava uma massa
esbranquicada, contendo as estruturas do fungo. Russomanno et al. (2005), também relataram
a ocorréncia de oidio em plantas de Mentha piperita, contendo conidiéforos de Oidium
asteris-punicei, cuja forma telemdrfica corresponde ao Erysiphe cichoracearum DC. As
plantas apresentavam sinais de infec¢do por lesbes necrdticas, que avancaram até seca total

das folhas infectadas ndo ocasionando a morte da planta. Tozze Jr. et al. (2006) também
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observaram a doenca em plantas da espécie Mentha x villosa, concentrando-se em folhas
baixeiras, ocasionando amarelecimento e crestamento foliar.

Devido a sua recente introducdo poucos sao os estudos considerando a
interferéncia do patdégeno na producdo de Oleo essencial, massa fresca e seca, niveis
fotossintéticos, assim como estratégias de penetracdo do patdgeno nas estruturas das plantas

em nossas condicoes.

2.5 Controle de doencas fungicas

Os métodos de controle de doencas variam consideravelmente
dependendo do tipo de patogeno, do hospedeiro e da sua interacdo entre eles. Os métodos de
controle visam preferencialmente proteger a planta antes que ocorra a infeccdo (AGRIQS,
1997).

O controle das doencas fungicas pode ser realizado com fungicidas do
grupo dos ditiocarbamatos, defensivos de contato que permanecem na superficie da planta até
serem degradados ou lavados pela chuva ou abrasdo. Apresentam baixa persisténcia no solo e
possuem meia vida no campo de 1 a 7 dias (GARLAND, 2004). De acordo com Holland et al.
(1994) fungicidas ditiocarbamatos degradam-se em etilenotiureia, composto altamente
cancerigeno, e permanecem como residuos nas culturas.

Em Mentha, o controle das doencas é realizado mais comumente com
o fungicida Mancozeb (BRUGNERA et al., 1999), utilizado especialmente contra a ferrugem
(Puccinia menthae), principal patdgeno relacionado ao género (LIMA, 2002), e no controle da
Cercosporiose (Cercospora menthicola), comum em Mentha piperita (MENDES et al., 1998).
O Mancozeb possui amplo espectro de acdo e é comumente utilizado no cultivo de plantas
para extracdo de Gleos para industria com a finalidade controlar diversas doencas fungicas em
plantas. Esse fungicida faz parte do grupo dos ditiocarbamatos.

Testes realizados por Starr et al. (1963) indicam que o uso de
fungicidas em plantas de menta pode deixar residuos toxicos no oOleo essencial. Ensaios
sugerindo limites de metais imapctantes sdo descritos nas farmacopéias, porém, ndo existem

ensaios para defensivos e por este motivo, sdo utilizadas as normas que vigoram para 0S
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alimentos (SHARAPIN, 2001). Os defensivos podem interferir em maior ou menor extensao
na biossintese de compostos secundarios, modificando a porcentagem de componentes ativos
da planta (ZUIN & VILEGAS, 2000).

Entretanto controle de doencas fungicas na agricultura é feito
geralmente através do uso extensivo de defensivos agricolas, que alcanga 60 a 70% das
doencas de plantas cultivadas, os quais sdo responsaveis por efeitos indesejados ao meio

ambiente, principalmente contaminagdo dos recursos naturais.

2.6 Controle alternativo de doencgas

Fatores como inoculo inicial, taxa de progresso da doenca e tempo de
exposicdo da doenca, podem fornecer informagfes para adaptar as medidas de controle que
devem ser aplicadas a respectiva doenca. Dessa forma, sdo adotados os “principios de controle
de doengas” ou “principios de Whetzel”, que propde 6 principios associados para o controle da
doenca: exclusdo, erradicacdo, imunizacdo, protecdo, terapia e escape, sendo que estes 6
principios devem ser integrados de forma a aumentar a eficiéncia do controle da doenca, sem a
necessidade de tratamentos quimicos pesados (MAFFIA & MIZUBUTI, 2005).

O novo modelo de producao organica imposto pelo mercado, visando
diminuir os impactos de defensivos sobre o ambiente, requer a elaboracdo de produtos e dessa
forma, vem sendo estudados caldas, biofertilizantes e extratos. Principios ativos de plantas,
resultantes do metabolismo secundario, sdo fontes de substancias potencialmente antiflngicas.
Os metabolitos secundarios produzidos pelas plantas agem de forma especifica em sua defesa,
atracdo ou repulsdo de outros organismos (SILVA et al., 2005b). Dentre os metabdlitos
sintetizados pela planta podemos citar os 0leos essenciais que encontram maior aplicacdo
bioldgica como agentes antimicrobianos representando uma extensdo do préprio papel que
exercem nas plantas, defendendo-as de bactérias e fungos fitopatogénicos (CHAGAS, 2009).

Segundo Shwan-Estrada et al. (2000), o controle alternativo pode ser
realizado por meio de controle bioldgico e indugéo da resisténcia das plantas, sendo que esta
envolve o tratamento das plantas com agentes bidticos ou abidticos para ativar mecanismos de

defesa das plantas. Essa alternativa no manejo das culturas resulta na reducdo da dependéncia
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de produtos quimicos além de outros insumos energéticos e maior uso de processos bioldgicos
nos sistemas agricolas.

Dentre as espécies estudadas a palmarosa (Cymbopogon martini) €
originaria da India e conhecida pelo seu potencial antifiingico e atividade repelente, cujo 6leo
essencial apresenta como composto majoritario o geraniol (Quadro 1), variando a composi¢do
entre 38 a 97%, de acordo com a variedade (BARD et al., 1988; SAHOO & DUTTA, 1982;
SCHERER, 2008).

A espécie Corymbia citriodora pertence a familia Myrtaceae,
originaria da Australia, seu 6leo essencial € contem de 50 a 100 compostos organicos volateis
e apresentam atividade fungitoxica, dentre 0os compostos majoritarios estdao os citronelal e o
citronelol (Quadro 1) (ABREU, 2006). Salgado et al. (2003) trabalhando com Fusarium
oxysporum Schlecht, Botrytis cinerea Pers. e Bipolaris sorokiniana Sacc. verificaram a acao
fungitoxica de E. urophylla, C. citriodora e E. camaldulenses. Rodrigues et al. (2006) também
observaram a acdo fungitoxica do extrato bruto aquoso de C. citriodora sobre esporos de
Helminthosporium sp.

O limao (Citrus limonum) é originario de regibes tropicais e
subtropicais da Asia e pertence a familia Rutaceae (ABREU, 2006). De acordo com Caccioni
et al. (1998) o6leos essenciais do género Citrus demostraram efeito sobre o fungo Penicillium
italicum e P. digitatum. Chagas (2009) verificou que se comparados com os Oleos de C.
citriodora, Azadirachta indica, Cinnamomum zeylanicum e Cymbopogon martini o 6leo
essencial de C. limonum foi menos eficiente. O limao possui como compostos majoritarios o
limoneno e o mirceno (Quadro 11).

Pertencente a familia Myrtaceae, o cravo-da-india (Synzygium
aromaticum), tem como centro de origem a Malésia. Seu 6leo essencial possui o eugenol
como principal componente (Quadro Il), muito valorizado no mercado farmacéutico e
industrial (ABREU, 2006). Autores como Ponce et al. (2003) constataram que a concentracdo
de 0,04 a 0,05 mL/100 mL, foi suficiente para inibicdo do crescimento de bactérias pelo
método minimo de concentragdo. Souza et al. (2004) também demonstrou acdo nas
concentracdes de 200; 400; 600 e 800 pg/mL., para inibicdo de Rhizopus sp., Penicillium spp.,

Eurotium repens e Aspergillus niger.
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Quadro I. Composicdo quimica dos 6leos essenciais de Cymbopogon martinii e Corymbia

citriodora:

Espécie| Composi¢do Q(lﬂ;)r)]t' Referéncia
trans-ocimeno 1,45 | Abreu (2006); Scherer (2008);
Chagas (2009)
geraniol 86,98 | Abreu (2006); Scherer (2008);
Chagas (2009)
= geranial 0,41 |Abreu (2006); Scherer (2008);
'g Chagas (2009)
E acetato de 9,03 |Abreu (2006); Scherer (2008);
% geranila Chagas (2009)
S | trans-cariofileno | 0,63 |Abreu (2006); Chagas (2009)
€ |butanoato de 0,15 |Scherer (2008)
S | geranila
cis-Ocimeno 0,15 | Scherer (2008)
-Mirceno 0,08 | Scherer (2008)
B -Cariofileno 0,86 | Scherer (2008)
Total 99,74
a-pipeno 0,45 |Abreu (2006); Chagas (2009);
B-pipeno 0,68 |Abreu (2006); Chagas (2009);
limoneno 0,33 |Abreu (2006); Chagas (2009);
1,8-cineol 1,51 | Abreu (2006); Chagas (2009);
isopulegol 5,18 | Abreu (2006); Chagas (2009);
- . Abreu (2006); Chagas (2009);
S citronelal 474 | Eqtanislau et al. (2001)
2 |isso-isopulegol 4,33 | Abreu (2006); Chagas (2009);
S citronelol 6,26 | Abreu (2006); Chagas (2009);
'S | geraniol 2,96 | Abreu (2006); Chagas (2009);
% acetato de 1,24 | Abreu (2006); Chagas (2009);
8 citronelila
acetato de 0,28
geranila Abreu (2006); Chagas (2009);
trans-cariofileno | 0,72 | Abreu (2006); Chagas (2009);
3- neotujamol 6,78 |Estanislau et al. (2001)
Isodiidrocaveol | 0,43 |Estanislau et al. (2001)
Total 100
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Quadro Il. Composicdo quimica dos Oleos essenciais de Synzygium aromaticum e Citrus

limonum:

Espécie Composicao Q(%Zr)]t' Referéncia
eugenol 82,55 Abreu (2006)
£ E trans-cariofileno 11,98 Abreu (2006)
é% a-humuleno 1,74 Abreu (2006)
§ £ |acetato de genila 3,30 Abreu (2006)
@ & |o-copaeno 0,59 Abreu (2006)

Total 99,99
tricicleno 0,33 Abreu (2006)
a-pineno 1,61 Abreu (2006)
B-pineno 1,75 Abreu (2006)
E mirceno 10,68 Abreu (2006)
=) gama-2-careno 1,98 Abreu (2006)
g para-cimeno 0,28 Abreu (2006)
g limoneno 72,49 Abreu (2006)
.*OE gama-terpineno 8,06 Abreu (2006)
terpinoleno 0,28 Abreu (2006)
neral 0,49 Abreu (2006)
geranial 0,89 Abreu (2006)
a-transbergamoteno | 0,36 Abreu (2006)

Total 99,2

Vérios trabalhos comprovam acéo fungitdxica direta de compostos de
plantas medicinais capazes de reduzir o crescimento micelial, inibir a germinagédo de esporos e
induzir a producéo de fitoalexinas (SHWAN-ESTRADA et al., 2000).

Substancias volateis, como 6leos essenciais, produzidas por plantas
medicinais possuem um forte potencial de interacdo com o meio. Podem apresentar atividades
repelentes ou atraentes e mesmo téxicas a microrganismos e insetos. Sdo o0s casos de
substancias como a-pipenos e B-pinenos presentes em 6leo de resina de pinheiro (Pinus sp.), 0
nerol extraido do dleo de capim-limdo (Cymbopogon citratus), o limoneno do 6leo da casca de
Citrus (laranja, limdo), eugenol do cravo-da-india (Eugenia caryophyllata), o mentol presente
em hortel&-pimenta (Mentha piperita), entre outros compostos (SAITO, 2004).
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2.7 Doengas fangicas x anatomia e histoquimica vegetal

As plantas apresentam um complexo de componentes de defesa contra
patégenos, por outro lado os patdgenos também produzem uma série de componentes de
resisténcia, por isso as plantas sao suscetiveis a um grande nimero destes patdgenos. Devido a
gama metabolica em que, por um lado, a planta tenta se proteger do fungo e por outro lado o
fungo tenta quebrar esta protecdo, surgem processos evolutivos constantes, resultando, ao
final, em alto grau de especificidade de relagdo. Com isso o contato entre patdgeno e
hospedeiro desencadeia uma série de reacdes de reconhecimento que podem resultar em
modificagdes morfologicas (BARBIERI & CARVALHO, 2001; SILVA et al., 2005a;
MUSSURY et al. 2007).

Plantas adaptadas a ambientes desfavoraveis possuem estruturas tais
como a reducdo do tamanho das folhas, 0 aumento da quantidade de tricomas, estdmatos
profundos, acimulo de mucilagem e o aumento da compactagdo do mesofilo. Os sistemas de
defesa da planta contam com dois tipos de fatores de resisténcia, fatores pré-formados e
fatores pos-formados. Os fatores pré-formados incluem fatores que a planta normalmente ja
possui como cuticula, tricomas, estdbmatos, fibras e vasos; fendis, alcaldides, fototoxinas, entre
outros. Os fatores pds-formados sdo substancias ausentes ou presentes em baixos niveis e
ativados ap6s a infeccdo, tais como papilas, halos, lignificacdo, tiloses, fitoalexinas
(PASCHOLATI & LEITE, 1995).

De forma geral, esses dois fatores podem ocorrer de duas formas,
como barreiras estruturais ou reacdes bioquimicas, impedindo a entrada ou o crescimento do
patdgeno (AGRIOS, 2005). A presenca de cuticula, fator pré-existente nas folhas das plantas,
pode surgir como alternativa na protecdo, entretanto a taxa de prote¢do dependera da sua
espessura e composi¢do. Por outro lado o patégeno pode produzir enzimas que podem
hidrolizar a cutina e outros podem penetrar mecanicamente a camada cuticular e as paredes
das células epidérmicas (DICKISON, 2000; SILVAet al., 2005a).

O tipo de células e a organizacdo dos tecidos parenquimaticos
também podem refletir mecanismos de defesa eficientes contra patdgenos (SILVA et al.,

2005a). Infeccbes em tecidos vegetais resultam em mudancas permanentes ou transitorias na
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estrutura das células. Essas mudangas sdo produzidas diretamente pelo parasita ou resultam da
resposta de defesa da planta, sendo ndo-especifica, geral ou especifica para o patdgeno,
resultando em mudancas celulares previsiveis e bem definidas (DICKISON, 2000).

A principal resposta anatdmica a infec¢des e ferimentos na planta é a
formacgdo de uma parede na regido infectada a fim de conter os danos em uma pequena area
dentro de um Unico tecido, restringindo o movimento do patégeno. Esta compartimentalizacao
da infec¢do pode ocorrer em areas isoladas em toda planta. Sua sobrevivéncia depende da
capacidade de regenerar as areas infectadas e formar novos tecidos (DICKISON, 2000). A
resposta bioquimica da planta ao ataque do patdgeno se deve as moléculas elicitoras
resultantes da percepcdo da infeccdo; proteinas de defesa séo sintetizadas e sdo responsaveis
pela inibicdo do desenvolvimento do patdgeno, digerindo as paredes celulares do fungo,
através da biossintese de compostos antimicrobianos ou através da fortificacdo das paredes
celulares da planta (BARBIERI & CARVALHO, 2001).

A técnica histoquimica de identificacdo de compostos presentes em
vegetais é baseada no uso de reagentes cito ou quimico-histoldgicos previamente estabelecidos
e visa identificar compostos do metabolismo priméario e secundario de plantas presentes nos
tecidos vegetais, tais como compostos fenolicos, ligninas, taninos, flavondides, cumarinas,
alcaloides, aclcares, aminoacidos. Auxiliam também na determinacdo da composicao e idade
de materiais fossilizados e ainda na composicao botanica de misturas vegetais e farmacéuticas
(DORES, 2007). O reconhecimento de estruturas histoquimicas nos vegetais possibilita e
facilita 0 manejo ecoldgico e mais econdmico das doencgas propiciando maior producéo e
qualidade dos produtos vegetais (DORES, 2007).

Compostos produzidos pelo metabolismo secundario das plantas séo
sintetizados com maior freqliéncia quando em situacdes de estresse. Plantas defendem-se de
patdgenos e insetos por meio de mudancas bioquimicas. A célula vegetal pode reagir com
inimeras estratégias de defesa, dentre elas as estruturais como cutina, suberina, lignina,
celulose, e proteinas da parede celular, ou ainda barreiras bioquimicas (AGRIOS, 2005). Uma
vez reconhecida a molécula elicitora do patdgeno pela planta, segue-se uma série de reacdes
bioquimicas e mudancas estruturais, num esforco de deter o patdgeno e defender a planta,

sendo ativados genes de alerta das plantas, resultando na sintese de compostos e no aumento
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da atividade enzimatica, importantes para defesa das plantas, formando barreias estruturais e
compostos toxicos que resultam no atraso da infeccdo (SILVA et al., 2008) .

Os métodos histoquimicos estdo fundamentados nas reagdes
cromaéticas para o reconhecimento de substéncias de membranas e conteddo celular. Séo
analises mais qualitativas do que quantitativas dos componentes celulares. A histoquimica
vegetal distingue dois grupos de compostos lipofilicos (polares), lipidios totais, insaturados,
acidos graxos, terpendides (6leos, resinas e lactonas sesquiterpénicas) e compostos hidrofilicos
(apolares), sendo estes fendlicos, amidos, taninos, alcaldides, entre outros (PEARSE, 1960;
GERSBACH, 2002; DORES, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nos Laboratérios de Botanica do
Departamento de Produtos Naturais e Toxicologia, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNESP, Campus de Araraquara e no Laboratério de Plantas Medicinais da Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da UNESP, Campus de Botucatu. A inoculagdo das plantas e
subsequiente manutencdo das plantas foram realizadas no Laboratério de Patologia Florestal do
Departamento de Producdo Vegetal — Defesa Fitossanitaria, da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas, da UNESP, Campus de Botucatu. As coordenadas geograficas do local estdo a
22° 52’ 55 de latitude sul e 48° 26> 22” a oeste de Greenwich, com altitude de
aproximadamente 830 m.

Foram utilizadas plantas das espécies Mentha piperita, Mentha
spicata, Mentha suaveolens e Mentha arvensis, cultivadas em vasos com solo autoclavado na
propor¢cdo 2:1 (solo: matéria organica), foram mantidas durante 3 a 4 meses em casa de
vegetacdo até 0 momento da inoculagdo dos esporos dos fungos. Foram realizadas analises
comparativas e testes histoquimicos em secc@es transversais de folhas associadas a infeccéo
com os fungos Puccinia menthae e Erysiphe biocellata, além do controle in vitro dos esporos

dos fungos.
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3.1 Inoculagéo dos esporos de P. menthae e E. biocellata

Para inoculacéo dos esporos dos fungos, foi obtida uma suspenséo de
esporos de ambos os fungos, coletados em folhas de plantas infectadas e mantidas na estufa do
Departamento de Produgdo Vegetal — Defesa Fitossanitaria. Os esporos foram obtidos por
meio de lavagem de 20 folhas infectadas com auxilio de um pincel macio (nimero 30) e agua
destilada. Ap6s a obtencdo dos esporos adicionou-se aproximadamente 20 mL de &agua
destilada para formar a suspensdo de esporos. Procedeu-se a contagem dos esporos desta
suspensdo em camara de contagem hemacitbmetro de Neubauer, resultando em
aproximadamente 3 x 10° esporos por mililitro de solugdo de P. menthae e 2 x 10° esporos por
mililitro de solucdo de E. biocellata. Apos a contagem as suspensdes foram pinceladas nas
faces abaxial e adaxial de folhas do terco médio dos ramos aéreos (hastes).

As plantas foram acondicionadas em cadmara Umida climatizada em
temperatura de 18 a 21 °C (ZAUZA et al., 2003; MAY et al., 2008), com fotoperiodo de 8
horas de luz, durante 24 a 48 horas para infeccdo das plantas. Apos esse periodo, 0s vasos
contendo as plantas inoculadas foram removidos para a estufa onde, depois do periodo de
infeccdo (aparecimento dos primeiros sintomas, que ocorreu depois de 10 a 15 dias apés

inoculacgdo), as folhas foram coletadas para a etapa posterior.

3.2 Avaliacdo da histoquimica e aspectos anatdmicos das folhas de mentas
infectadas

O estudo anatdbmico de folhas infectadas foi realizado apds a
confirmacdo da presenca dos sintomas tipicos de ambas as doencas, que variou em cada
espécie.

Foram coletadas folhas adultas e totalmente desenvolvidas, o material
colhido foi mantido sob refrigeracdo por cerca de 2 horas em isopor com gelo e
posteriormente encaminhado ao laboratério para realizacdo das secgOes transversais. As

seccOes foram feitas a mao, com a ajuda de navalha de aco inoxidavel, no terco médio das
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folhas sadias bem como para as infectadas, neste Ultimo caso no local de ocorréncia das
lesdes.

As seccBes transversais foram submetidas & coloragcdo com azul de
toluidina 0,05% em tampéo fosfato pH 6,8 (KRAUS & ARDUIN, 1997) e montadas em
glicerina em laminas de vidro, procedendo-se 0 estudo anatdmico com o auxilio de
microscopio de luz Axisckop 40 Zeiss com captura de imagens Axio Cam MRC e com o
Programa Axiovision 4.6.3.0, do Departamento de Ciéncias Ambientais — Ciéncias Florestais
da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP, Campus de Botucatu.

Para o estudo histoquimico as sec¢des foram submetidas aos reagentes
descritos. Como controle para identificacdo de substancias apolares, as sec¢des foram tratadas
por 10 minutos em cada passagem de uma série etanolica 25%, 50%, 75% e 100% e cetbnica
(50% em etanol e 100%), seguida de reidratagdo gradual (LEWINSOHN et al., 1998). Como
controle para identificacdo de substancias polares, as seccdes foram tratadas com banho em
solucdo comercial de hipoclorito de sédio (maximo 2% de cloro ativo) por 15 minutos,
seguido de 3 banhos consecutivos em solugdo aquosa de acido acético (1:500).

De acordo com Kraus e Arduin (1997), os testes usados nos estudos
anatdmicos para o reconhecimento de metabolitos celulares, em geral, reagem a mais de uma
substancia, gerando a necessidade de testes complementares, com controle, para garantir
correta interpretacdo. Em razdo dessa recomendacgdo, foram realizadas com trés repeticbes
para cada substéncia, sendo considerados passiveis de testes complementares aqueles
compostos determinados por apenas uma reacdo de coloracao.

De acordo com as recomendacdes de Ascensdo (2003) para
identificacdo de substancias polares e apolares, segue a metodologia utilizada para cada um

dos reagentes empregados (Quadro I1I).
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Quadro I11. Reagentes utilizados na metodologia histoquimica:

Grupo de . . N
Reagentes b Teste Histoquimico Coloracéo
compostos
. sudan 11 vermelho
Lipidios -
sulfato azul do nilo azul- rosa
Oleos essenciais ,
) reagente de NADI  vermelho escuro purpura
e Resinas
Apolares -
Y. tricloreto de .
Esterdides P vermelho-alaranjado
antimonio
acido sulfurico/
Lactonas S vermelho-acastanhado
glicerina
Taninos vanilina cloridrica vermelho intenso
Amido lugol roxo
Polares - -
Proteinas azul brilhante de azul claro
comassie

Para substancias polares foram empregados os reagentes:

1. Sudan 111 (JOHANSEN, 1940): as sec¢des foram submetidas a uma
solucdo saturada de vermelho Sudan 111 (30%) durante 15 minutos a temperatura ambiente, em
seguida passaram por rapida lavagem em etanol 70% e lavagem répida em agua. As seccdes
foram montadas em laminas com glicerina 30%

2. Sulfato azul do nilo (CAIN, 1947): as sec¢des foram submetidas a
uma solucdo de Sulfato azul do nilo a 1% durante 5 minutos a 60°C, em seguida lavados em
acido acético a 1% durante 1 minuto a 60°C e lavados rapidamente em &gua. As sec¢des foram
montadas em laminas com glicerina 30%

3. Reagente de NADI (DAVID & CARDE, 1964): as seccOes foram
submetidas a solucdo de reagente de NADI durante 1 hora no escuro, em seguida os cortes
foram lavados em tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 7,2 durante 2 minutos. As sec¢des foram
montadas em laminas com glicerina 30%

4. Tricloreto de antimonio (HARDMAN & SOFOWORA, 1972;
MACE & HOWELL, 1974): as secgdes foram submetidas & uma solugéo saturada de tricloreto
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de antimdnio em &cido percldrico a 60% a temperatura ambiente. As sec¢des foram montadas
diretamente em laminas no reagente e observadas depois de 3 a 10 minutos.

5. Acido sulfarico/glicerina: para deteccdo das lactonas
sesquiterpénicas, adotou-se o procedimento descrito por HIGUCHI (2007), que obteve
melhores resultados ao modificar a proposta de Geissman e Griffin (1971), que ao utilizar
solucdo concentrada de acido sulfurico, que em alguns casos, ndo possibilita a visualizacdo do
material em estudo ap6s periodo de tempo maior, uma vez que as estruturas celulares se
desintegram rapidamente. Higuchi (2007) recomenda a rea¢cdo com uma solugdo de acido
sulfurico concentrado:glicerina a 50% (1:1). Os cortes foram montados diretamente na lamina
em solucdo de cido sulfdrico 50% em glicerina.

Para substancias polares foram empregados:

6. Vanilina cloridrica (MACE & HOWELL, 1974): as sec¢des foram
submetidas a uma solucéo de vanilina 0,5% em acido cloridrico 9% durante 10 minutos e a
montagem em lamina feita em acido cloridrico 9%.

7. Lugol (JENSEN, 1962): as sec¢Oes foram submetidas a uma
solucdo de lugol durante 5 a 10 minutos e posteriormente lavados em &gua. As laminas foram
montadas em glicerina 30%

8. Azul brilhante de comassie (FISCHER, 1968): as seccGes foram
submetidas a uma solucdo de azul brilhante de comassie R250 a 0,25% em &cido acético a 7%
durante 10 minutos a quente (60°C). As sec¢des foram montadas em laminas com glicerina
30%

3.3 Teste in vitro para a germinacao de esporos de P. menthae e E. biocellata na

presenca de 6leos essenciais

A avaliacdo da atividade fungicida dos Oleos essenciais in vitro
consistiu de quatro diferentes Gleos essenciais: palmarosa (Cymbopogon martini), eucalipto
(Corymbia citriodora), cravo (Syzygium aromaticum) e limdo (Citrus limonum) em 4

diferentes doses de cada um deles: 0,01%, 0,02%, 0,03% e 0,04%:; além do tratamento com
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padrdo quimico de controle (Mancozeb) na concentracdo 0,2%; e agua, como tratamento
testemunha.

Os o6leos essenciais foram extraidos por hidrodestilacdo em aparelho
tipo ‘Clevenger’, utilizando 200 g de folhas de palmarosa, eucalipto e limdo e de sumidades
floridas de cravo, secos em estufa de circulagéo forcada de ar a temperatura de 40 °C até peso
constante (SIMOES et al., 1999). O material permaneceu em hidrodestilagio por
aproximadamente 90 minutos sendo posteriormente retirado o 6leo essencial separado.

Os esporos foram obtidos de folhas infectadas plantas de M. spicata e
M. arvensis e retirados das folhas por meio de pincelamento, juntamente com a agua destilada
formou-se a suspensdo de esporos. Preparou-se um meio de cultura agar-agua, submetido a
autoclavagem durante 20 minutos a temperatura de 120 °C. Quando o meio de cultura
encontrava-se em temperatura de fusdo (aproximadamente 50 °C), adicionaram-se, sob
agitacdo, os 0Oleos essenciais juntamente com o tween 80, sendo posteriormente vertidos em
placa de Petri. Apos solidificagdo do meio de cultura a suspensdo de esporos foi inoculada ao
meio utilizando uma pipeta automatica com uma aliquota conhecida de 20 pL. Apds a
inoculagdo, as placas foram encaminhadas para B.O.D na auséncia de luz e temperatura
constante de aproximadamente 24 °C, durante um periodo de 24 horas.

Foram contados de 50 a 100 esporos no campo 6tico do microscopio e
considerados esporos germinados aqueles que apresentaram a emissdo dos tubos germinativos
superiores ao diametro dos esporos. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado

com quatro repeticdes e analisado em programa estatistico SISVAR, versdo 5.1 (Build 72).

3.4 ldentificacdo dos Patdgenos

Amostras dos ramos de menta (M. spicata, M. arvensis e M.
suaveolens) com folhas contendo os sintomas de ambas as doencas, foram amostradas,
preservadas e secas em estufa de circulacdo forcada a 40 °C, durante 48 horas. As excicatas
foram montadas e enviadas aos cuidados do Dr. Anibal Alves de Carvalho Junior, no Instituto
de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro, para os procedimentos de identificacdo e

tambamento dos esporos e dos patdgenos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel observar a sintomatologia das doencas nas plantas 10 a
15 dias ap0s a inoculacao e verificar que para P. menthae apenas as espécies M. spicata, M.
arvensis e M. suaveolens manifestaram os sintomas da doenca. Para E. biocellata apenas as
espécies M. piperita e M. arvensis apresentaram 0s sintomas referentes a esse fungo.
Cultivares da mesma espécie podem apresentar células com diferentes densidades,
compactacdo e espessura de parede celular no parénquima pali¢adico indicando diferencas na
interacdo com microrganismos, ou seja, podem conferir resisténcia (SILVA et al., 2005a). Tais
fatores podem estar ligados a variabilidade genética das espécies utilizadas.

De acordo com a identificacdo obtida pelo pesquisador Dr. Anibal
Alves de Carvalho Junior, no Instituto de Pesquisas Jardim Botanico, os fungos contidos nas
lesbes e os esporos presentes nas folhas de Mentha spicata, Mentha suaveolens e Mentha
arvensis foram identificados como as estruturas pertencentes as espécies Puccinia menthae e
Erysiphe biocellata. Na figura 1 observam-se as estruturas do patdégeno Puccinia menthae
(uredinidsporos e telidsporos). A Figura 2 mostra os elementos de identificacdo dos esporos e
das estruturas do patdgeno Erysiphe biocellata.
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A 1oum B 10pum

Figura 1. Urediniosporos (A) e Teliésporos (B) de Puccinia menthae. Foto: Carvalho Jr. (2008).

A B

Figura 2. Esporos de Erysiphe biocellata. Esporos do fungo (A) e Estruturas (B). Foto: Carvalho Jr.
(2008).
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4.1 Avaliacdo da histoquimica de M. piperita, M. spicata, M. suaveolens e M.

arvensis infectadas por P. menthae e E. biocellata

As tabelas 1, 2 e 3 apresentam os resultados referentes aos testes

histoquimicos realizados com cada uma das espécies e seus respectivos patdgenos.

Tabela 1. Resultados referentes aos testes histoquimicos e 0s grupos de compostos a que

pertencem, nas plantas sadias.

Grupo de Teste Espécies
Compostos Histoquimico M. M. M. M.
piperita arvensis spicata suaveolens
sudan Il + + + +
Lipidios
sulfato_azul do + + + +
nilo
Oleos essenciais
. reagente de NADI - - - -
e Resinas
L. tricloreto de
Esterai A + + + +
steroides antimonio*
Lactonas acido . i i i
Sesquiterpénicas sulfurico/glicerina
Taninos vanilina cloridrica - - - -
Amido lugol - - - +
. azul brilhante de
Proteinas + + + +

comassie

*Testes positivos em tricomas glandulares



Tabela 2. Resultados referentes aos testes histoquimicos e 0s grupos de compostos a que
pertencem, em espécies lesionadas por P. menthae em M. arvensis, M.
spicata e M. suaveolens.

Grupo de . " Espécies
este Histoquimico
Compostos g M. M. M.
arvensis spicata suaveolens
sudan IlI + + T
Lipidios -
P sulfato azul do nilo* + + +
Oleos essenciais
. reagente de NADI * + + +
e Resinas
Esterdides tricloreto de antiménio + + +
Lactonas acido + + +
Sesquiterpénicas sulfurico/glicerina
Taninos vanilina cloridrica - - -
Amido lugol - - -
. azul brilhante de
Proteinas + + +

comassie

*Positivo para lipidios acidos; "Positivo para &cidos resinicos

Tabela 3. Resultados referentes aos testes histoquimicos e 0s grupos de compostos a que
pertencem nas espécies lesionadas por E. biocellata em M. piperita e M.

arvensis.
Grupo de Compostos Teste Histoquimico o Especies .
M. piperita M. arvensis
sudan Il + +
Lipidios .
P sulfato azul do nilo* + +
Oleos essenciais e reagente de NADI * + +
Resinas
Esteroides tricloreto de antiménio + +
Lactonas acido sulfarico/glicerina + +
Sesquiterpénicas g
Taninos vanilina cloridrica - -
Amido lugol - -
. azul brilhante de
Proteinas + +

comassie

IPositivo para acidos resinicos; *Positivo para lipidios acidos
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4.1.1 Avaliacdo da histoquimica de M. piperita infectadas por E.

biocellata

O teste de sudan 11l foi positivo tanto para folhas sadias como
para folhas infectadas pelo patdgeno (Tabelas 1 e 3). Observou-se concentracdo de
lipidios na superficie foliar em regides mais proximas a epiderme quando as folhas
estavam infectadas (Figura 2). Em células epidérmicas, este fato pode ser um indicativo
do consumo dos lipideos totais da planta pelo patdgeno, ou ainda acimulo de tais
compostos na superficie foliar. De acordo com Agrios (2005) plantas que produzem
exsudados na superficie das folhas podem favorecer o crescimento e germinacdo de

esporos através do fornecimento de nutrientes (como aminoacidos e agUcares).

— —
A 20pum B 10pm
— —
C 20pm D 20pm

Figura 3. Teste histoquimico com sudan Il em seccdes transversais de folhas de Mentha
piperita. Figuras A/B: seccdo transversal de folhas sadias; C/D: sec¢éo transversal de folhas
infectadas com E. biocellata; seta: hifas do patdgeno. Foto: Danila Concei¢do (2009).
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O teste sulfato azul do nilo foi positivo para folhas sadias,
indicando coloracdo rosa para lipideos neutros em pélos glandulares, e coloracdo azul
como para lipideos acidos (Tabelas 1 e 3). A distribuicdo da coloragdo azul em folhas
sadias foi uniforme em todo o perfil da seccdo transversal. A auséncia de lipidios
neutros em sec¢des contendo o patdgeno pode indicar a drenagem desses lipidios,
representando grande fonte de nutriente.

O teste do reagente de NADI (Figura 4) foi positivo para folhas

infectadas e negativo para folhas sadias (Tabelas 2 e 3).

A B 20pm

AN

|_|

C 2oum D 20um

Figura 4. Teste histoquimico com reagente de NADI em secg¢des transversais de folhas de

Mentha piperita. Figuras A/B: secgéo transversal de folhas sadias; C/D: seccéo transversal de

folhas infectadas com E. biocellata; seta: em C coloragéo resultante da reagéo; seta: em D:
hifas do patégeno. Foto: Danila Concei¢éo (2009).

O teste de tricloreto de antiménio foi positivo em folhas sadias e

em folhas infectadas apresentaram coloragdo vermelho-alaranjado em tricomas

glandulares. Este fato indica que a infeccdo pelo fungo ndo alterou a producédo de

esteroides pela planta (Tabelas 1 e 3).



O teste do &cido sulfurico/ glicerina (Figura 5) foi positivo em
folhas sadias e infectadas pelo fungo (Tabelas 1 e 3). Nas folhas sadias, o teste revelou
coloracao vermelho-acastanhado apenas em pélos glandulares localizados na superficie
adaxial das folhas, quando infectadas as folhas apresentam a mesma coloracdo na
superficie da folha, proximas a cuticula, e ndo necessariamente nos pélos glandulares.
Este fato indica maior sintese de lactonas sesquiterpénicas quando os tecidos sdo
atacados pelo patdgeno. Arantes (2007) estudando sintese e avaliacdo de toxicidade de
lactonas sesquiterpénicas, concluiu que tais substancias podem ser responsaveis por
acdo herbicida, possuem amplo espectro de atividade bioldgica, sua forte atividade

citotoxica pode estar relacionada com a defesa das plantas contra insetos e patdgenos.

- -

~. o

C 2opm D 20um

Figura 5. Teste histoquimico com &cido sulflrico/ glicerina em secgdes transversais de folhas
de Mentha piperita. Figuras A/B: seccdo transversal de folhas sadias; seta: coloracdo em
tricomas glandulares; C/D: seccéo transversal de folhas infectadas com E. biocellata; seta: em C
coloragdo resultante da reagdo; seta: em D: hifas do patdégeno. Foto: Danila Conceicdo (2009).

O teste da vanilina cloridrica foi negativo tanto em folhas sadias

como em folhas infectadas pelos fungos (Tabelas 1 e 3).
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O teste do lugol foi negativo para folhas sadias e para folhas
infectadas (Tabelas 1 e 3). As seccOes transversais de folhas infectadas néo
apresentaram a presenca de amido em suas estruturas.

O teste para o azul brilhante de comassie foi positivo tanto em
folhas infectadas como em folhas sadias (Tabelas 1 e 3). A coloracgéo azul foi observada
nas regides mais externas, ou seja, proximas a epiderme, incluindo o micélio do fungo,
0 qual se mostrou bem instalado sobre o tecido. Proteinas sdo os principais
componentes dos tecidos, tanto animais como vegetais, dessa forma é possivel
identificar tais compostos com facilidade em todos os tecidos encontrados na figura,
como também podem estar ligadas ao sistema de defesa das plantas. Ndo € possivel
dessa maneira limitar a especificidade, origem e funcéo das proteinas identificadas, pois
seriam necessarios testes especificos relacionados aos tipos de proteinas existentes na

planta, uma vez que estas podem exercer diferentes funcdes.

4.1.2 Avaliacdo da histoquimica de M. arvensis infectadas por E.

biocellata e P. menthae

O teste de sudan Il (Figura 6) em folhas de M. arvensis foi
positivo (Tabelas 1 e 2). As sec¢es transversais de folhas sadias indicam a presenca de
lipidios totais distribuidos uniformemente tanto no parénquima palicadico como no
parénquima lacunoso, em toda seccdo transversal (coloracdo vermelha). Quando
infectadas por P. menthae observa-se acumulo de coloracdo vermelha na base da
coldnia formada pelo fungo. Neste caso, a infeccdo j& instalada revela que os lipidios
totais identificados pelo reagente, servem de fonte direta de energia para os fungos.
Diferentemente do ocorrido com E. biocellata ndo houve concentragdo de lipideos logo
abaixo da colonizacdo dos tecidos, mas a distribuicdo destes no corte continuou
uniforme, neste caso pode-se inferir que neste caso o fungo ndo utilizou os lipidios
como fonte de energia.
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Figura 6. Teste histoquimico com sudan 11l em seccOes transversais de folhas de Mentha
arvensis. Figuras A/B: seccdo transversal de folhas sadias; C: seccdo transversal de folhas
infectadas com E. biocellata; seta: em hifas do patdgeno; D: seccdo transversal de folhas
infectadas com P. menthae; seta: colénia de fungos em coloracdo vermelha na base. Foto:
Danila Conceicao (2009).

O teste do sulfato azul do nilo foi positivo em folhas sadias
tanto para lipidios acidos como para lipidios neutros (Tabelas 1, 2 e 3). A coloracéo azul
prevaleceu em toda seccdo transversal contendo E. biocellata e ndo apresentou
coloracdao rosa em nenhuma localizacdo, ou seja, foi negativo para lipidios neutros.
Quanto as folhas infectadas por P. menthae observou-se que a col6nia formada pelos
esporos do fungo, apresentou leve coloracdo azul. Agrios (2005) afirma que tal fato
pode indicar o consumo de lipidios neutros pelos fungos ou ainda indicar uma reacao
bioguimica da planta como resposta de defesa.

O teste com reagente de NADI (Figura 7) foi negativo para
folhas sadias (Figura 6). Nos casos de folhas infectadas por P. menthae e E. biocellata o
reagente indicou resultados positivos (Tabelas 1, 2 e 3), mostrando leve coloracéo



avermelhada em células da epiderme onde ocorreu a infeccdo pelos patdgenos. A
coloracao avermelhada nas células pode ser um indicio e reacdo bioquimica a presenca
do patogeno (DI STASI, 1995; GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

D 20um C 20um

Figura 7. Teste histoquimico com reagente de NADI em secgdes
transversais de folhas de Mentha arvensis. Figuras A/B: seccdo
transversal de folhas sadias; C: seccdo transversal de folhas infectadas
com E. biocellata; seta: coloragdo resultante da reacdo; D: seccdo
transversal de folhas infectadas com P. menthae; seta: colbnia de
fungos. Foto: Danila Conceicdo (2009).

O teste de tricloreto de antimonio foi positivo (Figura 8)
apresentando coloracdo vermelho-alaranjado nos pélos glandulares em folhas sadias e
infectadas (Tabelas 2, 3 e 4). Em folhas infectadas por E. biocellata a coloragdo tem
intensidade aumentada nas células epidérmicas indicando maior sintetizacdo e

concentracdo de esterdides. De acordo com Fumagali et al. (2008) esterdides podem
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agir na protecdo das plantas contra outros organismos ou condigdes que causem

prejuizos a planta.

™~

C 20pm D 50um

Figura 8. Teste histoquimico com tricloreto de antimonio em seccoes
transversais de folhas de Mentha arvensis. Figuras A/B: seccdo
transversal de folhas sadias; seta: em B coloracdo resultante da reacdo
em tricoma glandular; C: seccéo transversal de folhas infectadas com E.
biocellata; seta: coloracdo resultante da reagdo em células epidérmicas;
D: seccdo transversal de folhas infectadas com P. menthae; seta: colonia
de fungos. Foto: Danila Conceigéo (2009).

O teste do acido sulfarico/ glicerina (Figura 9) foi negativo para
folhas sadias e positivo para folhas infectadas com P. menthae e E. biocellata
apresentando colorac¢des vermelho-acastanhado proximos a superficie das folhas onde
ocorre a infecgdo (Tabelas 1, 2 e 3). O teste que identifica lactonas sesquiterpénicas foi
positivo em folhas infectadas para ambas as doencas, em virtude da maior sintetizacao

desses compostos como resposta a infec¢do. De acordo com Arantes (2007) e Carvalho
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et al. (2009) tais compostos estdo ligados as respostas as atividades bioldgicas a que as
plantas sdo submetidas. Possuem forte atividade citotoxica, e podendo estar
relacionadas ao sistema de defesa das plantas. Substancias depositadas no interior dos

tecidos da epiderme tais como resinas, latex, gomas, carboidratos, ligninas, géis e tiloses

e acidos fendlicos complexos podem agir como sistemas de defesa contra patdgenos
(MATIELLO etal., 1997).

C D

Figura 9. Teste histoquimico com acido sulfarico/ glicerina em cortes transversais de folhas de
Mentha arvensis. Nas figuras A: Folhas sadias; B: Folhas infectadas com E. biocellata; no
destaque coloragdo indicativa da reacdo nas células epidérmicas; e C/D: Folhas infectadas com
P. menthae; seta: coloracdo na base da colénia. Foto: Danila Conceigéo (2009).

O teste com vanilina cloridrica foi negativo em todos 0s casos
(Tabelas 1, 2 e 3).

O teste de lugol os resultados foram negativos tanto em folhas
sadias como em folhas infectadas pelos patégenos (Tabelas 1, 2 e 3) ndo identificando a

presenca de amidos, resultando em coloracdo roxa caracteristica do reagente.
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O teste do azul brilhante de comassie foi positivo, indicando

coloragéo azul nos tecidos (Tabelas 1, 2 e 3).

4.1.3 Avaliagéo histoquimica de M. spicata infectadas por P. menthae

O teste do sudan Il foi positivo (Tabelas 1 e 2). Em folhas
sadias hé distribuicdo da coloracdo vermelha, indicando a presenca de lipidios totais em
todo o mesofilo foliar (Figura 10). Os testes em folhas infectadas revelam,
principalmente no controle, uma grande aglomeracédo de pigmentacdo vermelha logo na

base da col6nia dos fungos.

3 T -

20pm 20um

Figura 10. Teste histoquimico com sudan Il em cortes transversais de folhas de Mentha
spicata. Nas figuras A/B: folhas sadias; C: folhas infectadas com P. menthae; no destaque
coloragdo indicativa da reagdo nas células epidérmicas; e D: folhas infectadas com P. menthae;
seta: para a coloragdo da colénia. Foto: Danila Conceigéo (2009).
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O teste do sulfato azul do nilo foi positivo para lipidios acidos
(coloracao azul) e neutros (coloracgdo rosa) em folhas sadias de M. spicata (Tabelas 1 e
2). No caso de folhas infectadas o teste foi positivo para lipidios &cidos, revelando
coloracédo azul em todo o mesofilo foliar.

O teste do reagente de NADI foi negativo para folhas sadias.
Em folhas infectadas com o patdgeno é possivel observar a mudanca de coloracédo, neste
caso o teste revelou coloracdo vermelha, indicando presenca de &cidos resinicos
(Tabelas 1 e 2). De acordo com Jakiemiu (2008), acidos resinicos sdo terpenos,
diterpenoides considerados fitoalexinas, substancias antimicrobianas cujo teor é
aumentado em resposta a acdo de microrganismos ou agentes fisicos e quimicos sobre
as plantas (MATIELLO et al., 1997).

O teste de tricloreto de antiménio (Figura 11) foi positivo para
folhas sadias e folhas infectadas (Tabelas 1 e 2). E possivel notar que em folhas sadias a
coloragdo aparece nos tricomas glandulares indicando a presenca de esterdides nessas
estruturas. Em tecidos infectados pelo patdgeno observa-se que a coloracdo vermelho-
acastanhado nas regides da lesdo. Fumagali et al. (2008) reporta que esterdides podem

atuar como substéancia de defesa das plantas contra danos ou microrganismos.
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Figura 11. Teste histoquimico com tricloreto de antiménio em cortes transversais de folhas de
Mentha spicata. Nas Figuras A/B: seccao transversal de folhas sadias; seta: tricomas glandulares
com coloracgdo resultante da reacdo; Figura C: sec¢do transversal de folhas infectadas com P.
menthae; seta: colora¢do indicativa da presenca de esteredide no mesofilo; D: sec¢do transversal
de folhas infectadas com P. menthae; seta: urédia. Foto: Danila Conceicao (2009).

O teste do &cido sulfarico/ glicerina foi negativo para folhas
sadias e positivo para folhas infectadas (Tabelas 1 e 2). No teste com folhas infectadas a
presenca de lactonas sesquiterpénicas foi denunciada pela coloragdo vermelho
acastanhado resultante da reacéo.

A coloragdo vermelho-acastanhado foi observada na regido da
infeccdo da doenca, indicando maior sintese dos compostos em tecidos infectados. As
lactonas sesquiterpénicas sdo reconhecidas como substancias de grande atividade
bioldgica sendo utilizadas como inseticidas, bactericidas, fungicidas e outros (FREIRE,
2004).

O teste da vanilina cloridrica foi negativo em ambos 0s casos
(Tabelas 1 e 2).



O teste de lugol foi negativo tanto para folhas sadias como para
folhas infectadas (Tabelas 1 e 2). N&o houve a indicacdo de amidos presentes no
mesofilo das folhas.

Para o teste do azul brilhante de comassie em M. spicata o teste
foi positivo em ambos os casos (Tabelas 1 e 2). E possivel observar que as células da
epiderme e sistema vascular apresentam coloragdo azul, indicando presenca de proteinas
em tais tecidos. Da mesma forma tecidos lesionados apresentaram a mesma coloracao
em tecidos da epiderme, indicando a presenca de proteinas. O teste ndo indica

especificidade da sintese de destinada na defesa da planta.

4.1.4 Avaliacdo Histoquimica de M. suaveolens infectadas por P.
menthae

O teste de sudan Il (Figura 12), para identificacdo de lipideos
totais foi positivo para esse reagente em todos os casos (Tabelas 1 e 2). Pode-se
observar uma grande massa de urediniosporos reunida e logo abaixo da colonia ha
desuniformidade de distribuicdo das moléculas de lipideos no perfil do mesofilo. A
coloracao vermelha do reagente encontra-se junto aos fungos, indicando a presenca de
lipideos totais na base da colénia. Fungos podem utilizar lipidios como fonte de energia

para o seu desenvolvimento.
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Figura 12. Teste histoquimico com sudan Il em cortes transversais de folhas de Mentha
suaveolens. Figuras A/B: seccdo transversal de folhas sadias; C: secgdo transversal de folhas
infectadas com P. menthae; seta: o acimulo da coloragdo vermelha na base da coldnia; D:
seccdo transversal de folhas infectadas com P. menthae; seta: urédia. Foto: Danila Conceicao
(2009).

O teste com sulfato azul do nilo em folhas sadias e folhas
afetadas foi positivo (Tabelas 1 e 2). E possivel observar a coloracdo azul em células da
epiderme e coloracdo rosa nos tricomas glandulares, essas colorag¢fes indicam presenca
de lipideos acidos (coloracéo azul) e lipideos neutros (coloragéo rosa).

O teste do reagente de NADI foi negativo (Figura 13). Nao é
possivel identificar coloracdo azul para esséncias nem coloracdo vermelha para acidos
resinicos (Tabelas 1 e 2). Quando o teste foi feito em folhas infectadas foi possivel
observar coloracao vermelho-escuro nas regides afetadas pelo patdgeno, com a presenca
de uredinidsporos, indicando a producdo de acidos resinicos em resposta a infec¢cdo na

planta.
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Figura 13. Teste histoquimico com reagente de NADI em cortes transversais de folhas de
Mentha suaveolens. Figuras A/B: sec¢do transversal de folhas sadias; C/D: sec¢éo transversal de
folhas infectadas com P. menthae; em destaque em C, coloragéo resultante da reacdo (seta); em
destaque em D: urédias formadas pelo fungo. Foto: Danila Conceicdo (2009).

O teste para tricloreto de antimonio foi positivo (Tabelas 1 e 2).
As coloragdes vermelho-alaranjado permaneceram nos tricomas glandulares, indicando
a presenca de esterdides nesses tecidos. Em folhas infectadas pelo patogeno é possivel
notar que a coloracdo vermelho-alaranjado ganha intensidade em tecidos infectados,
indicando maior sintese de esterdides em tecidos lesionados pela doenca. Esterdides
podem ser utilizados pela planta como sistema de defesa possuem funcdo de interacéo

com outros organismos no sistema planta-ambiente (CARVALHO et al., 2009).
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Figura 14. Teste histoquimico com tricloreto de antiménio em cortes transversais de folhas
de Mentha suaveolens. Figuras A: seccdo transversal de folha sadias; seta: (seta) tricoma
glandular indicando presenca de esterdides; B: seccdo transversal de folhas infectadas por P.
menthae; seta: (seta) urédias do fungo. Foto: Danila Conceicdo (2009).

O teste acido sulfarico/ glicerina (Figura 14) indicou coloracao
amarela intensa apenas em tricomas glandulares, portanto foi negativo para folhas
sadias (Tabelas 1 e 2). Em folhas infectadas as regides de ocorréncia da infeccdo pelo
patdgeno resultaram em coloracdo vermelho-acastanhado indicando que pode haver
maior sintese de lactonas sesquiterpénicas em funcdo da colonizacdo dos fungos, de
acordo com Carvalho et al. (2009) esses compostos possuem forte atividade citotdxica e

estdo ligadas com o sistema de defesa das plantas.
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Figura 15. Teste histoquimico com &cido sulfarico/ glicerina em cortes transversais de folhas de
Mentha suaveolens. Figura A/B: secgdo transversal de folha sadia; seta: coloracdo amarelo
intensa em tricomas glandulares; C: secc¢éo transversal de folhas infectadas; seta: a coldnia de
fungos e no mesofilo a coloragéo indicativa da presenca de lactonas sesquiterpénicas; D: seccdo
transversal de folhas infectadas; seta: urédia do fungo. Foto: Danila Conceicao (2009)

O teste da vanilina cloridrica foi negativo tanto em folhas sadias
como em folhas infectadas fato que indicou a auséncia de taninos nas folhas (Tabelas 1
e 2).

O teste de lugol foi positivo (Tabelas 1 e 2), acusou a presenga
de amidos de coloracdo arroxeada em células epidermicas de folhas sadias. Em folhas
infectadas o teste foi negativo indicando a auséncia de tais moléculas na folha. E notéria
a desestruturacdo da epiderme e auséncia da coloragdo para o teste de amidos. Amidos
podem servir de fonte de nutrientes para o desenvolvimento do patégeno, a auséncia da
coloracdo pode indicar consumo deste composto pelo fungo. Penariol et al. (2008)
trabalhando com diferentes tipos de meio de cultura concluiu que meios ricos em

amidos s&o fontes adequadas de carbono para o crescimento micelial em fungos.

46



C soum D

Figura 16. Teste histoquimico com lugol em cortes transversais de folhas de Mentha suaveolens.
Figura A/B: seccdo transversal de folha sadia; seta: a coloracdo roxa em células da epiderme;
C/D: seccdo transversal de folhas infectadas; seta: urédia do fungo. Foto: Danila Conceicdo
(2009)

O teste do azul brilhante de comassie foi positivo tanto em
folhas afetadas como em folhas sadias (Tabelas 1 e 2). Os tecidos sadios e afetados pelo
fungo apresentaram coloracdo azul, indicando a presenca de proteinas em todo o
mesofilo nas folhas sadias.

Nos testes histoquimicos o sudan lIll, foi positivo em todas as
espécies independentemente se lesionadas ou ndo (Tabelas 1, 2 e 3). Se comparadas
folhas colonizadas por E. biocellata, ambas as espécies M. piperita e M. arvensis, ndo
mostraram diferencas na composi¢cdo dos lipidios na seccdo transversal. Em ambos os
casos, a coloracdo vermelha foi uniforme em toda a sec¢édo, indicando que os fungos
ndo mobilizaram o lipidio da planta para consumo. Ao contrario do ocorrido com as

espécies colonizadas por P. menthae, M. arvensis, M. spicata e M. suaveolens sendo
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possivel observar mobilizacdo da coloracdo vermelha na base da colbnia, e
desuniformidade de distribuicdo de lipidios totais na sec¢do transversal se comparadas
as folhas sadias. Como afirmado por Agrios (2005) lipidios ocorrem em todas as
células, e principalmente na constituicdo das membranas celulares. Muitos patdgenos
sdo capazes de degradar lipidios e o utilizam diretamente como fonte de energia. Dessa
forma a mobilizacdo dos lipidios pode ser um indicio de fonte energética do fungo neste
caso.

O teste de sulfato azul do nilo foi positivo nas espécies M.
piperita e M. arvensis, infectadas por E. biocellata para lipidios acidos (coloracao azul)
tanto em folhas sadias como para folhas infectadas (Tabelas 1, 2 e 3). Nota-se que em
folhas sadias ocorre a presenca da coloracéo rosa indicando que o teste foi positivo para
lipidios neutros em tricomas glandulares (Tabelas 1), ausente em folhas infectadas
(Tabelas 2 e 3). Lipidios fazem parte da estruturacdo de membranas de células animais e
vegetais, sendo assim podem ser usados como fonte de energia para fungos (AGRIOS,
2005). Nas espécies M. arvensis, M. spicata e M. suaveolens colonizadas por P.
menthae, o mesmo acontece ndo ha ocorréncia de lipidios neutros em espécies
infectadas com a doenca, indicando possivel consumo destes pelos patdgenos.

O teste com reagente de NADI foi negativo para &cidos
resinicos e esséncias em todas as espécies sadias (Tabelas 1, 2 e 3). Nos casos de
espécies infectadas pelos fungos o teste foi positivo para resinas (Tabelas 3 e 4). Todas
as espécies apresentaram coloragdo vermelha na seccdo transversal, no caso de M.
arvensis colonizada por E. biocellata, a coloracdo aparece nas celulas da epiderme da
folha. Em M. arvensis, M. spicata e M. suaveolens infectadas com P. menthae, a
coloracao vermelha apresentava-se no local da leséo.

De acordo com Jakiemiu (2008), acidos resinicos sdo terpenos,
diterpenoides considerados fitoalexinas, substancias antimicrobianas cujo teor é
aumentado em resposta a acdo de microrganismos ou agentes fisicos e quimicos sobre
as plantas. Resinas possuem papel defensivo nas plantas, possuem rapida deposi¢do em
células epidérmicas, espacos intercelulares e interior das células formando uma barreira

impenetravel e envolvendo o patégeno (AGRIOS, 1997).
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Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), o estimulo de patdgenos
ou insetos levam a uma resposta bioquimica que reduz a aceitabilidade do tecido ou
Orgdo aos ataques, e a producao de fitoalexinas indica a reacdo da planta ao ataque.
Compostos derivados do metabolismo secundario de plantas, como terpendides, 6leos
essenciais, fendis, alcaldides, entre outros podem ser responsaveis pelo efeito medicinal
ou téxico das plantas e ainda pelos efeitos de atracdo de polinizadores e defesa quimica
(DI STASI, 1995)

No teste de tricloreto de antimdnio o resultado foi positivo tanto
para folhas sadias como para folhas infectadas com ambos os patégenos (Tabelas 1, 2 e
3). As espécies M. arvensis, M. spicata e M. suaveolens apresentaram coloracao
vermelho-alaranjado em folhas sadias em tricomas glandulares. Quando as espécies
foram colonizadas por P. menthae ou E. biocellata (no caso de M. arvensis) o teste
revelou que houve coloragdo dos tecidos infectados pelo patégeno. A presenca de
esterdides em areas proximas as lesdes pode indicar uma reacdo da planta ao ataque do
patdgeno.

Estas substancias possuem fungdo de interagdo com outros
organismos e podem agir como protecdo contra outros organismos, fatores pés-
formados podem estar ausentes ou presentes em baixos niveis, e podem ser ativados
apos a infeccdo (papilas, halos, lignificacdo, tiloses, fitoalexinas, entre outros), neste
caso tais substancias aumentam rapidamente de nivel sobre a infeccdo e sdo importantes
na defesa das plantas contra os patdégenos (PASCHOLATI & LEITE, 1995; AGRIOS,
2005; FUMAGALL, et al., 2008; CARVALHO et. al., 2009). Em M. piperita colonizada
por E. biocellata o teste foi positivo em tricomas glandulares, as areas atacadas pelo
patdgeno permaneceram com a mesma coloracdo, este pode ser um indicativo de
suscetibilidade da planta ao patdgeno.

O teste de acido sulfarico/ glicerina foi negativo em todos 0s
casos de folhas sadias (Tabela 1). Em todas as espécies tanto para folhas infectadas com
P. menthae como espécies infectadas por E. biocellata, o teste foi positivo (Tabelas 2 e
3). Neste caso as folhas apresentaram nos locais de lesdo ou infeccdo coloragcdo
vermelho-acastanhado, indicando uma reacdo da planta a presenca de patdgenos. Tais

substancias estdo ligadas a atividade bioldgica, possuem amplo espectro de agdo, sdo
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fortemente citotoxicas, dessa forma podem fazer parte do sistema de defesa da planta,
podem estar presentes na planta em niveis baixos, quanto ocorre a infeccéo fitoalexinas,
entre outras substancias sdo ativadas e sintetizadas em maiores niveis (PASCHOLATI
& LEITE, 1995; FREIRE, 2004; ARANTES, 2007; CARVALHO, et al. 2009).

O teste da vanilina cloridrica foi negativo em todos 0s casos
(Tabelas 1, 2 e 3), tanto para folhas sadias como para folhas lesionadas. Os taninos,
substancias reveladas em vermelho pelo teste, sdo utilizadas pela planta como sistema
de defesa contra outros microrganismos, especialmente contra insetos, pois possui baixa
palatibilidade e tem efeito adstringente, podem ser condensados e hidrolizaveis, sendo
que os hidrolizaveis seriam responsaveis pela acdo contra herbivoria de insetos e os
taninos condensados responsaveis pela defesa da planta contra microrganismos
(ZUCKER, 1993; YAMADA, 2004).

O teste do lugol foi negativo em todos os casos (Tabelas 1, 2 e
3) exceto em folhas sadias de M. suaveolens, quando infectadas, folhas lesionadas
obtiveram resultado negativo (Tabelas 2 e 3) indicando consumo do amido pelos
fungos. Tais fatores podem estar ligados a variabilidade genética entre as espécies
utilizadas. Cultivares da mesma espécie pode apresentar diferentes reagdes bioquimicas,
indicando diferengas na interagcdo com microrganismos, ou seja, podem inferir
resisténcia (SILVA et al., 2005b). Amidos sdo geralmente substancias de reserva,
mobilizados pela ocorréncia de hidrolise ou fosforilacdo direta de residuos de glicose
terminais (DORES, 2007).

O teste para o azul brilhante de comassie foi positivo para todos
0s casos (Tabelas 1, 2 e 3), o teste ndo indicou diferenca de coloracéo entre as espécies,
e também entre folhas sadias e lesionadas. Este teste indica presenca de proteinas,
porém ndo ha especificidade na identificacdo do tipo de proteina utilizada pela planta
como defesa.

Mudancas na bioguimica da planta durante o processo de cultivo
e producdo podem estar intimamente ligadas aos seus efeitos medicinais. A grande
variabilidade na composi¢do quimica da planta resulta de fatores a que elas estdo
expostas durante seu crescimento, armazenamento e manipulagdo (ZUIN & VILEGAS,

2000). A expressdo genética pode sofrer modificagOes resultantes da interacdo de
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processos bioquimicos, fisiologicos, ecologicos e evolutivos. O acréscimo de
metabolitos secundarios resultantes de ataque de insetos e patdgenos pode ser uma
resposta restrita ao 6rgdo danificado, porém pode também ser uma resposta geral,
afetando toda a bioquimica vegetal (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

A exposicdo das plantas a P. menthae e E. biocellata modificou
a bioquimica de forma a sintetizar substancias responsaveis pelo seu sistema de defesa,
mas que, ndo necessariamente, sejam principios ativos de interesse econémico
medicinal. Zechini d"Aulerio et al. (1995) mostraram que a composicdo do Oleo
essencial, resultante de folhas infectadas com a ferrugem, ¢ modificada fornecendo

menos mentol, reduzindo assim o valor de mercado do produto final.

4.2 Aspectos anatbmicos de M. piperita, M. spicata, M. suaveolens e M.

arvensis infectadas por P. menthae e E. biocellata

Folhas sadias de M. piperita para o teste de azul de toluidina que
a organizacao dos tecidos constitui-se de células da epiderme em camada unisseriada,
sdo células geralmente poliédricas, curtas ou alongadas, de paredes anticlinais retas ou
sinuosas, as paredes periclinais sdo espessas revestidas pela cuticula, assim como folhas
de M. piperita descritas por SOUZA (2003). Logo abaixo aparecem as células do
parénquima palicadico formado de células alongadas em secg¢éo transversal do mesofilo
e diminuem de tamanho a medida que se aproximam do centro. Na face abaxial o tecido
¢ constituido de parénquima lacunoso disposto de forma descontinua no mesofilo,
concordante com a descricdo realizada por Apezzato-da-Gloria e Carmello-Guerreiro
(2006). Também é possivel notar a presenca de tricomas glandulares na face abaxial.

Quando infectadas por E. biocellata, ndo se observou
desorganizacdo das células epidérmicas dos tecidos, por onde pode ocorrer a infeccdo,
em ambas as faces. De acordo com Agrios (2005) e Dickison (2000) a penetracao dos
fungos em plantas pode ocorrer de diversas formas tanto por aberturas naturais como
abertura estomatica, hidatédios ou lenticelas ou ainda por penetracdo direta dos
haustorios do patogeno. Oidios formam haustorios no interior das células do hospedeiro,

sem mata-lo. Caracteriza-se pela formacdo de fina camada de micélio na superficie
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foliar formando coldnias, sendo que estas formam haustorios que retiram 0s nutrientes
mesmo de células mais distantes. A massa micelial formada na superficie da folha
apresenta filamentos bastante finos do patdégeno formando uma grande massa branca
sobre a folha como descritos por Stadink e Mazzafera (2001).

Na seccdo transversal de M. arvensis em corante azul de
toluidina nota-se que a espécie apresenta tricomas tectores de tamanhos variados, multi
ou unicelulares e tricomas glandulares em toda camada superficial da folha, tipicos da
espécie. Bonzani et al. (2007) também observou tais caracteristicas estudando os
aspectos anatdmicos de mentas. A epiderme é constituida de células unisseriadas de
paredes periclinais espessadas que formam epiderme e logo abaixo, encontra-se 0
parénquima pali¢adico, na face adaxial, com células unisseriadas alongadas e unidas.

O parénquima lacunoso, na face abaxial, constitui-se de células
de diferentes formatos e estdo dispersos no mesofilo, onde estdo localizadas as
cavidades estomatais, em maior frequéncia. O tecido colonizado apresenta
desorganizacdo das células epidérmicas na face abaxial da folha, além de
desestruturagdo do parénquima lacunoso em virtude da colonizacdo dos tecidos.
Segundo Agrios (2005) tal fato pode ser explicado por ocasido da ocorréncia de
aberturas naturais da folha, como a abertura estomatal, os hidatodios ou ainda
ferimentos mecénicos ou causados por insetos.

Quando infectadas por E. biocellata, as hifas formadas sdo
menores e mais finas, os esporos ndo formam coldnias aglomeradas e ndo desestruturam
de os tecidos de forma severa. As hifas estdo presentes em toda superficie foliar,
caracteriza-se pela presenca da massa branca formada nas faces abaxial e adaxial das
folhas, visiveis a olho nu.

A espécie M. spicata apresenta parénquima palicadico em
camada unisseriada com células longas na face adaxial, na face abaxial o parénquima é
lacunoso disposto de forma descontinua, onde estdo localizadas as cavidades
estomaticas e os estdbmatos, a epiderme € unisseriada contém pelos glandulares simples
unicelulares em ambas as superficies, distribuidos aletatoriamente na superficie da folha

assim como observado por Bonzani et al. (2007).
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Nos sistemas vasculares, constituidos de vasos de xilema e
floema existe modificacdo na organizacdo das células, as células da epiderme ficam
mais arredondadas e compactadas, ha formacdo da bainha do feixe, constituido de
parénquima palicadico com camadas de células multisseriadas, confirmado por Souza
(2003).

Em folhas colonizadas pelo patégeno P. menthae héa
desestruturacdo das células da epiderme.

Na espécie M. suaveolens a epiderme é constituida de camada
de células unisseriadas contendo na superficie pélos glandulares simples unicelulares
tanto na face abaxial como na face adaxial e concordante com Bonzani et al. (2007),
estdo distribuidos aletatoriamente na superficie da folha. Logo abaixo da epiderme
localizam-se células parenquimaticas do tipo palicadico, em camada unisseriada, de
células alongadas, dispostas na face adaxial. E possivel observar células
parenquimaticas do tipo lacunoso na face abaxial, disposto de forma descontinua, onde
estdo localizadas as cavidades estomaticas e os estdmatos. Nas nervuras localizam-se 0s
vasos condutores compostos pelo xilema e floema, nesta regido ha formagdo da bainha
do feixe vascular, formado por camadas (duas a trés) de células parenquimaticas,
também descritos por Souza (2003).

Em folhas colonizadas por P. menthae existe desestruturacdo da
epiderme da folha. Por ser o primeiro tecido no qual h4 o contato com os esporos e
penetracdo do patdgeno, claramente a penetracdo ocorreu na face abaxial onde se
localizam aberturas naturais das folhas. De acordo com Agrios (2005), a penetragédo
pode ocorrer tanto por aberturas naturais, como abertura estomatica, hidatodios ou ainda
por ferimentos ocasionados por alguma injuria fisica. A epiderme das folhas é
geralmente coberta por uma camada de cera (cutina) com fungdo de protecdo, essa
camada pode ser penetrada pelos fungos por for¢ca mecanica, ou ainda por lise
enzimatica, alguns fungos sintetizam enzimas capazes de degradar a cutina, principal
componente da cuticula e assim facilitar a infecgdo (AGRIOS, 2005).

No caso de mentas infectadas a massa de urediniéporos
empurra as células epidérmicas para fora, abrindo-as e expondo a massa de esporos,

ocorre desestruturacdo do paréquima lacunoso e epiderme.
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Do ponto de vista anatdmico todas as espécies utilizadas séo
semelhantes quanto a organizacdo dos tecidos. Apresentaram tecido epidérmico
contendo células epidérmicas bem definidas, unisseriadas, em ambas as faces da folha,
as paredes periclinais sdo mais espessadas, formando a cuticula, concordantes com
Souza (2003). Em todos os casos as espécies apresentaram apéndices (tricomas
glandulares e tectores). Martins e Martins (2003) indicaram a presenca de tricomas
glandulares abundantes em ambas as faces de M. spicata. Em M. arvensis 0s tricomas
tectores pluricelulares sdo bem definidos e de tamanhos variados, em distribuigéo
variada na superficie da folha nas faces abaxial e adaxial, Bonzani et al. (2007) também
identificaram tais tricomas confirmando sua a abundancia em M. arvensis.

Todas as espécies apresentaram parénquima palicadico logo
abaixo da epiderme, em células longas e unidas, perpendiculares ao mesofilo, além de
parénquima lacunoso na face abaxial da folha. A regido dos feixes vasculares é
composta de camada multisseriada de células parenquimaticas (uma ou duas camadas),
envolvendo xilema e floema, também observado por Souza (2003).

Quando colonizadas por E. biocellata, tanto M. piperita quanto
M. arvensis, ndo apresentaram desestruturacdo da epiderme, a colonizacgéo pelo fungo
ocorre em hifas muito finas. De acordo Bedendo (1995b) oidios sdo fungos parasitas
obrigatdrios, porém convivem com a planta durante todo o ciclo de vida da mesma,
possuem dessa forma parasitismo refreado, alta especificidade na relagdo patégeno-
hospedeiro. Neste caso, 0 patdgeno coloniza tanto a face abaxial como face adaxial das
folhas. Juronis e SnieSkiené (2004), constataram oidios (Erysiphe biocellata) em plantas
de menta (M. piperita e M. arvensis), identificando-as como as espécies de menta
menos resistentes para a infeccdo de doencas fangicas.

Nos casos de infeccdo por P. menthae em M. arvensis, M.
spicata e M. suaveolens, o é ataque mais severo nos tecidos vegetais da folha. Em todos
0s casos a infeccgéo inicial ocorre na face abaxial, no parénquima lacunoso, ocasionando
sua desestruturagdo. Mussury et al. (2007) observou a desestruturacdo das celulas
epidérmicas em folhas de soja lesionadas por Phakopsora pachyrhizi, formando a

urédia e expondo os uredinidporos.
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A infecgdo ocorre preferencialmente na face abaxial das folhas,
e € visivel na face adaxial pela formacdo de halos amarelos que evoluem em necrose
dos tecidos como descrito por SANTOS et al. (2005).

Comparativamente o ataque do patdgeno ocorre da mesma
maneira em todas as espécies, ndo € possivel observar a formacdo de
compartimentalizacdo dos tecidos proximos a lesdo, exceto em M. suaveolens, onde
ocorre 0 escurecimento de tecidos proximos a lesdo, segundo Dickinson (2000) uma
resposta anatémica as infeccbes e ferimentos na planta € formar uma parede na regiao
infectada a fim de conter os danos em uma pequena area dentro de um unico tecido,

restringindo 0 movimento do patdgeno.

4.3 Controle da germinacéo in vitro de Puccinia menthae e Erysiphe biocellata

Os tratamentos, incluindo os 6leos essenciais de palmarosa,
cravo, eucalipto e limdo (Tabela 4), ndo diferiram significativamente entre as
concentracOes apresentadas tanto para E. biocellata como para P. menthae, bem como
também ndo diferiram significativamente do padrdo quimico (Mancozeb). Dessa forma
foi possivel obter controle satisfatério da germinacdo dos esporos se comparados aos
resultados obtidos com o uso do controle quimico e da testemunha.

De acordo com Fiori et al. (2000) o uso do 6leo essencial de
eucalipto (Corymbia citriodora) resultou em completa inibicdo da germinacdo dos
esporos de Didymella bryoniae em aliquotas de 20 pL de 6leo essencial. Salgado et al.
(2003) obtiveram resultados positivos utilizando C. citriodora, Eucaliptus
camaldulensis e Eucaliptus urophylla no controle de F. oxysporum, B. sorokiana e B.
cinerea, entretanto a espécie que resultou em maior inibi¢do do crescimento micelial foi
E. urophylla, no qual o autor constatou a presenca de globulol no dleo essencial,
composto inexistente nos 6leos essenciais das espécies C. citriodora e E. camaldulensis.
No presente estudo pode-se associar a acdo antifungica do 6leo essencial de C.

citriodora ao citronelal, composto majoritario do 6leo (ABREU, 2006).
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Tabela 4. Porcentagem de esporos germinados de P. menthae e E. biocellata na

presenca dos 6leos essenciais:

Germinacéo de Esporos (%)

E. biocellata P. menthae
Tratamentos Germinagdo | Tratamentos Germinacao
Testemunha 68 a Testemunha 95 a
Limao/ 0,01 13,75 b Limao/ 0,01% 54 b
Limao/ 0,02% 9,75 bc Limao/ 0,02% 15¢
Limao/ 0,03% 8,25dbc | Cravo 0,04% 6d
Limé&o/ 0,04% 7,5 dbc Eucalipto/ 0,02% 3,5d
Eucalipto/ 0,01% 6,25 dbc | Eucalipto/ 0,01% 45d
Eucalipto/ 0,02% 1,25dc Palmarosa/ 0,01% 55d
Eucalipto/ 0,04% 1dc Cravo 0,01% 3d
Eucalipto/ 0,03% 0,5dc Limé&o/ 0,03% 3d
Cravo/ 0,02% 0,25c¢ Eucalipto/ 0,03% 3d
Palmarosa/ 0,02% od Palmarosa/ 0,02% 2d
Palmarosa/ 0,01 od Cravo/ 0,03% 2d
Mancozeb od Eucalipto/ 0,04% 2d
Palmarosa/ 0,03% od Cravo/ 0,02% 15d
Cravo/ 0,03% od Mancozeb 1d
Cravo/ 0,04% od Limao/ 0,04% 1d
Palmarosa/ 0,04% od Palmarosa/ 0,03% 1d
Cravo/ 0,01% 0d Palmarosa/ 0,04% 05d
CV (%) 56,12 CV (%) 26,12

CV (Coeficiente de Variacdo); Médias de mesma letra na coluna nao
diferem entre si. Tuckey a 5% de probabilidade.

Rozwalkai et al. (2008) verificaram a acdo fungitdxica do 6leo
essencial de cravo-da-india (Synzygium aromaticum) sobre os patdgenos Glomerella
cingulata e Colletotrichum gloeosporioides constatando a inibicdo do crescimento
micelial dos fungos em 100%. Verificaram também os efeitos do 6leo essencial do
cravo-da-india e do decocto de laranja (Citrus sinensis), os quais obtiveram grande
potencial de inibicdo do crescimento micelial de G. cingulata e C. gloeosporioides,

respectivamente. Tal estudo corrobora com o presente trabalho que demonstrou que o
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6leo essencial de cravo (S. aromaticum) inibiu a germinacdo dos esporos de ambos 0s
patogenos, ndo diferindo estatisticamente do mancozeb.

De acordo com a tabela 4, o 6leo essencial de Cymbopogon
martini mostrou eficiéncia, inibindo 100% da germinacdo de esporos de E. biocellata e
eficiéncia na inibicdo de germinacdo dos esporos de P. menthae. Carvalho et al. (2008)
confirmaram a acgdo fungitdxica do extrato bruto de C. matinii além de testar o extrato
aquoso de C. citriodora em fungos de Colletotrichum gloeosporioides. Constatado
também por Médici et al. (2007), os quais testaram o 0Oleo essencial de Cymbopogon
nardus sobre Phakopsora pachyrhizi na inibicdo da germinacdo dos uredinidsporos,
obtendo 100% de inibicdo em todas as concentracdes. Utilizou também dleo essencial
de C. citriodora obtendo resultados similares. Fiori et al. (2000) constataram inibicéo
completa da germinacdo de esporos de D. bryoniae quando o tratamento continha
Cymbopogon citratus e C. citriodora, na concentragdo mais baixa 20 pL.

Os resultados obtidos por Wilson et al. (1997) corroboram com
presente trabalho, pois mostraram os efeitos fungitoxicos do dleo essencial de C.
martini, a qual indicou maiores inibi¢cbes nas menores concentragdes sobre esporos de
B. cinerea. Mostraram inibicdo completa em diluicdo de 0,78% apo6s 40 horas de
incubacdo. Segundo Velluti et al. (2004) o 6leo essencial de palmarosa contém linalol,
cariofileno, geraniol, geranil acetato, 3-careno, possui atividade fungitéxica contra
fungos do género Fusarium e mostrou efeitos nas concentracdes 500 mg. kg * e 1000
mg. kg ™ milho.

O dleo essencial de lim&o nas concentracdes de 0,01% e 0,02%
ndo apresentou controle eficiente da germinacdo dos esporos, no entanto foram
significativamente diferentes da testemunha e do padrdo quimico (Tabela 1). A eficacia
do 6leo essencial na inibicao foi proporcional com o aumento da concentragdo deste no
meio de cultura. As concentracdes 0,03% e 0,04% ndo apresentaram diferencas
significativas entre si e com o padrdo quimico, de acordo com Pereira et al. (2006) o
aumento da concentracdo dos Oleos essenciais no meio inibe proporcionalmente a
germinacdo e o crescimento micelial dos fungos, em alguns casos o aumento da
concentracdo pode estimular o crescimento micelial ou a germinacdo de esporos, neste

caso o desenvolvimento dos fungos deve ser estudado com maior rigor, assim como 0s
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6leos essenciais utilizados como inibidores. No presente estudo ndo foi observado o

estimulo da germinacdo dos esporos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel verificar a sintese de alguns compostos do metabolismo
secundario das plantas em funcdo do ataque de fitopatdgenos utilizando-se técnicas
histoquimicas. Pode-se afirmar que plantas defendem-se contra situacdes adversas ativando
defesas pré-existentes em seu sistema metabdlico, de modo a formarem barreiras fisicas e
bioquimicas que retardardo a infec¢do pelo patégeno. Em outros casos, quando comparadas
anatomicamente, é possivel notar que diferentes espécies de plantas possuem maneiras
distintas de reagir quando atacadas por diferentes patdgenos como é o caso do oidio (E.
biocellata) e da ferrugem (P. menthae). Algumas doencas atingem de forma severa o
hospedeiro, como é o caso da ferrugem, outras sdo menos prejudiciais, possibilitando longa
estadia em seu hospedeiro sem causar sua morte, como é o caso do oidio.

A diferenga genética entre espécies possibilita verificar a
suscetibilidade das plantas aos diferentes patdgenos. Neste caso a suscetibilidade pode estar
ligada as condicdes climaticas e variabilidade genética;

Em alguns casos, testes histoquimicos complementares devem ser
realizados em funcéo da especificidade de cada um dos compostos sintetizados pelas plantas,

como é o caso do reagente azul brilhante de comassie, que identifica proteinas.
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Este reagente ndo diferencia os tipos de proteinas sintetizadas pela planta ou pelo patégeno,
ndo fornecendo informacdes precisas que possam contribuir com o estudo. Outros testes
também podem ser realizados a fim de identificar outros tipos de compostos ligados ao

sistema de defesa da planta.
O controle in vitro utilizando dleos essenciais de plantas medicinais foi

viavel para ambos os patdgenos. Deve-se, no entanto, considerar testes futuros em campo a
fim de viabilizar economicamente a alternativa de controle das doencas e verificar sua relagao

junto a fatores climéticos a que as plantas estardo expostas.
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6. CONCLUSOES

. As espécies M. piperita, M. spicata, M. arvensis e M. suaveolens
possuem sistema de defesa contra fitopatdgenos. Sintetizaram compostos do metabolismo
secundario, ativando fatores pré-existentes nas plantas, responsaveis pelo seu sistema de
defesa;

. Plantas atingidas por P. menthae sintetizaram compostos responsaveis
por sua defesa;

. Quando infectadas por E. biocellata, as espécies M. piperita e M.
arvensis, ndo responderam de forma drastica devido ao tipo de infeccdo pelo qual o patdégeno
colonizou as plantas;

. Anatomicamente nenhuma das espécies apresentou
compartimentalizacdo dos tecidos infectados, indicando que as defesas bioquimicas foram as
mais utilizadas;

. Os Oleos essenciais foram eficientes no controle in vitro dos
patogenos. O 6leo essencial de Citrus limonum, tanto em P. menthae como em E. biocellata,

foi menos eficiente na dose avaliada, sugerindo doses acima de 0,03% e 0,04%.
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