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INTRODUGAO GERAL

Galhas sao consideradas um crescimento atipico de células e/ou tecidos vegetais
em consequéncia da hiperplasia tecidual e/ou hipertrofia de células, podendo ser induzidas
por uma grande variedade de organismos, como bactérias, fungos, nematoides, insetos e
acaros (MANI, 1964). Organismos galhadores podem induzir galhas em todos os 6rgaos
vegetais sendo mais abundantes em folhas e menos frequentes em raizes. O nematoide
Meloidogyne javanica (TREUB, 1885) € uma das espécies mais conhecidas de nematoides
formadores de galhas em raizes e merece atencdo devido as perdas significativas que
causam em diferentes espécies vegetais cultivadas, principalmente na soja, Glycine max
(L.).

Os nematoides galhadores sado endoparasitas sedentarios que induzem a formagao
de sitio de alimentagdo na regidao do estelo, causando modificagées celulares, como o
aumento da divisdo e da multiplicagdo celular no cortex da raiz, proximo do sitio de
alimentacao, ocasionando as galhas, principalmente nas raizes laterais (GALBIERI; BELOT,
2016).

Os sintomas causados por nematoides do género Meloidogyne podem ser diretos,
quando observados em raizes de plantas infectadas, ou reflexos, verificados na parte aérea
das plantas onde nota-se tamanho desigual destas, formando reboleiras, murcha, e a
diminuicdo na produgdo (FERRAZ; MONTEIRO, 1995). O sintoma direto mais
caracteristico € a formacao de galhas, que aparecem quando os tecidos no entorno do
corpo do nematoide reagem e sofrem hiperplasia e hipertrofia. Como resultado aparece um
engrossamento tipico nas raizes, que podem ser evidentes ou pouco perceptiveis, e
apresentar tamanho e forma variaveis, podendo ser alongadas ou esféricas, dependendo
da espécie do nematoide, da susceptibilidade da planta, e do nivel de infeccdo elevado.
Muitas vezes as galhas tendem a se unir, causando intumescimento de grande parte da
raiz (ITO; TANAKA, 1993).

Paralelamente a formagao das galhas ocorre formagao de um sitio de alimentagao
necessario a sobrevivéncia do nematoide (PINHEIRO; PEREIRA, 2017). De acordo com
Fonseca (1996), estudos histopatolégicos tém sido realizados em tecidos de plantas
suscetiveis e estes sao direcionados para origem e formagao das células nutridoras neste
sitio de alimentagdo. Estas células sdo formadas em numero de trés a oito, em volta da
regido anterior do nematoide ou no ponto onde esse patdgeno insere o estilete, pois tanto

na indugdo quanto na manutengdo dessas células, dependem do continuo estimulo do
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nematoide (MOURA, 1996). Assim, o estilete e as glandulas secretoras estdo entre as mais
notaveis adaptagées dos nematoides ao parasitismo de plantas (HUSSEY, 1989;
BALDWIN et al., 2004, DAVIS et al., 2004).

As secregdes contém entre outros compostos, uma série de proteinas, conhecidas
como proteinas efetoras, que alteram a estrutura e funcdo das células do hospedeiro
(HOGENHOUT et al., 2009) e tém papel fundamental para o sucesso do parasitismo dos
fitonematoides (VANHOLME et al., 2004; DAVIS et al., 2008; ROSSO et al., 2012). Essas
células quando induzidas a se transformar em tecido nutritivo diferenciado, devem ser
capazes de prover um fornecimento regular de nutrientes necessarios ao desenvolvimento
e a reproducdo do nematoide (FERRAZ, 2001).

O processo de parasitismo nas raizes pelo nematoide inicia-se apos a penetracéo
do segundo estagio juvenil (J2), quando este chega ao cilindro vascular seleciona e
modifica algumas células vegetais rediferenciando-as e formando um sitio de alimentacéo.
O nematoide injeta, por meio do estilete, secre¢des esofagianas no citoplasma de um
pequeno grupo de células localizadas no cilindro vascular ou nas suas adjacéncias
(FERRAZ, 2001). Essas células passam por alteracbes morfologicas (hipertrofia) e
fisiolégicas, citoplasma de aspecto denso, granuloso, associado a sucessivas divisdes dos
nucleos sem citocinese. Desta forma ha a formagéo das células gigantes ou nutridoras,
onde o nematoide obtém o alimento. Tais células funcionam como um grande dreno
bioldgico, desviando o fluxo descendente dos nutrientes do floema para a alimentagao do
nematoide (NOE, 2010).

O primeiro sinal de formagéo das células gigantes € o aparecimento de varias
células binucleadas, elas podem ser 100 vezes maiores que as células do parénquima
vascular da raiz normal e apresentar até 100 nucleos (ABAD, 2003). Outras modificagcbes
seriam a diminuicdo do tamanho do vacuolo, o aumento na quantidade de organelas
citoplasmaticas, principalmente mitocondrias e reticulo endoplasmatico rugoso, e o
espessamento e invaginagdo das paredes celulares (GODDIJN et al., 1993). A formacgao
das células gigantes representa uma das respostas mais complexas atingidas em tecidos
vegetais por qualquer patégeno ou parasita (HUANG et al, 2005). Sendo interessante
conhecer as fases de desenvolvimento das células gigantes, pois apresentam notavel
importancia nos estudos histopatolégicos.

Os fitonematoides sao pragas importantes na maioria das culturas sendo
responsaveis por perdas de producao significativas, gerando custos importantes para o seu
controle. Sdo vermes do solo, que precisam de agua e de plantas hospedeiras para se

desenvolver (GALBIERI; BELOT, 2016). Os nematoides do género Meloidogyne
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pertencem a familia Heteroderidae (FILHO et al., 1995), e sdo considerados importantes
fitopatogenos devido a sua relevancia econdmica e ampla gama de plantas hospedeiras
(LUC et al, 1990). As plantas infectadas por espécies desse género tornam se mais
susceptiveis a outros fitopatogenos, ficam menos resistentes a estresses, especialmente o
hidrico (MOURA, 1996), e podem afetar a producédo final tanto qualitativa quanto
quantitativamente (ROESE et al., 2001). Esse género € um dos poucos que permitem
diagndstico positivo pelo exame visual das raizes, podendo ser uma das razdes por que ele
parece ser 0 nematoide parasita de plantas mais comum (NOE, 2010).
Os fitonematoides séo biotroficos, dependendo de um citoplasma vivo para a

sua sobrevivéncia, e sdo equipados para localizar uma planta que seja hospedeira, e
estabelecer a relacédo parasitica, pois possuem um sistema nervoso bem desenvolvido, e
ainda glandulas esofagianas e um estilete para beneficiar sua entrada na planta e
modificagdes nas células da mesma (FARIA et al., 2003).

Os principais fitonematoides do género Meloidogyne associados a cultura da soja
no pais, sdo as espécies, M. incognita (KOIFOID; WHITE, 1919) (CHITWOOD, 1949), M.
javanica (TREUB, 1885), (CHITWOOQOD, 1949), (GOMES 1976; LEHMAN et al., 1977) e M.
arenaria (NEAL, 1889), (CHITWOOD 1949). E dentre estes nematoides o Meloydogine
Javanica ganha destaque sendo encontrado na maioria das areas cultivadas, especialmente
no Cerrado, causando perdas elevadas a produgao (YORINORI, 2000). Este nematoide ja
foi considerado como fator limitante para expansao da cultura da soja no Brasil
(LORDELLO, 1956; EMBRAPA, 1996). A infeccao por estes organismos podem ocasionar
perdas na produtividade em cultivares de soja suscetivel, variando de 30% a 90% (ASMUS,
2001). Desta forma, conhecer e estabelecer os passos citolégicos e quimicos durante o
desenvolvimento da infec¢ao e formagao da galha do nematoide pode fornecer subsidios
para testar mecanismos de controle da infecgao mais eficientes.

O ciclo de vida de Meloidogyne consiste de seis estadios fenoldgicos: ovo, quatro
juvenis (J1, J2, J3, J4) e adulto (VAN DER EYCKEN et al., 1996; GHEYSEN; FENOLL,
2002), e inicia-se com um ovo, normalmente no estadio unicelular, depositado pela fémea
que se encontra no interior da raiz nesse estadio elas sdo brilhantes e globosas,
apresentando corpo obeso (TIHOHOD, 2000). A primeira ecdise ocorre no interior do ovo,
transformando-se em juvenis de segundo estadio (J2), que eclodem e comegam a migrar
no solo a procura de raizes de plantas que possam hospeda-los. Depois de passar por
mais estagios juvenis (J3 e J4), atingem a fase adulta tornando sedentarios, pois ocorre a
desintegragdo das células musculares aumentando a largura do corpo rapidamente

(FERRAZ; MENDES, 1992; MOURA, 1996; FERRAZ, 2001). As espécies de Meloidogyne
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apresentam dimorfismo sexual, nas formas J3 e J4 as fémeas apresentam o formato de
pera, e tornam se sedentarias, sendo os machos sempre alongados, e em menor
propor¢ao que as fémeas (LORDELLO, 1992).

A primeira barreira encontrada pelo nematoide, antes do estabelecimento da relagao
parasitica € a parede celular vegetal, além da forga mecanica exercida pelo estilete durante
seu continuo movimento para o interior da célula, os fitonematoides secretam enzimas
hidroliticas, para degrada-la (FARIA et al., 2003). Bird (1975), verificou a presenca de
enzimas celuloliticas excretadas, pelo estilete de juvenis de M. javanica. Em contrapartida
as plantas, desenvolveram inumeros mecanismos de respostas de defesa especificos
contra as varias formas de estresses. Assim estas plantas conseguem alterar o plano de
desenvolvimento e contornar situagcbes desfavoraveis, como os ataques de pragas ou
patégenos, e também fatores abidticos desfavoraveis (AGRIOS, 1997). Produtos do
metabolismo secundario que sdo produzidos durante a interagdo nematoide/planta, tém
sido relacionados a mecanismos de resisténcia da planta. Estudando mecanismos de
resisténcia de porta enxerto de seringueira a M. javanica, Fonseca e Jaehn, (2000),
encontraram além de outras substancias, compostos fendlicos.

A espécie em estudo € a Glycine max (soja) e, de acordo com Borém (1999), é
uma planta herbacea, pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Papilionacéas, com ciclo
geralmente anual. Atualmente é considerada como uma das mais importantes oleaginosas
sendo o Brasil o segundo maior produtor mundial atras apenas dos EUA. Na safra
2015/2016, a cultura ocupou uma area de 33,17 milhdes de hectares (EMBRAPA, 2016)
com grandes areas, elevado nivel tecnoldgico e alta produtividade (CONAB, 2013). Apesar
desses aspectos importantes, deve se considerar que os niveis de produtividade ainda
podem ser melhorados, pois ha fatores diversos que o afetam como os problemas
sanitarios, ressaltando o ataque de fitonematoides (FERRAZ, 2001). Nesse sentido sao
necessarios estudos que abordem a relagdo nematoide/soja, principalmente as alteragdes

citolégicas, histoldgicas e fisioldgicas que se relacionam ao processo de infecgao.
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CAPITULO I

ESTRUTURA E DESENVOLVIMENTO DA GALHA RADICULAR INDUZIDA POR
Meloidogyne javanica EM Glycine max L. (SOJA)
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Structure and development of the Melodogyne javanica induced root gall in Glycine
max L. (soybean)
Estrutura e desenvolvimento da galha radicular induzida por Meloidogyne javanica em
Glycine max L. (soja)

Roberta Mendes Isaac FERREIRA', Vitor MARTINI?, Leticia de Almeida GONGALVES?,
Denis Coelho de OLIVEIRA".

1. Mestranda do Programa de Biologia Vegetal, Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia, MG, Brasil; robertaabtg@hotmail.com. 2. Mestrando em Biologia Vegetal,
Universidade Federal de Uberlandia. 3. Departamento de Botanica, Universidade Federal
de Goias. Goiania, GO. 4. Universidade Federal de Uberlandia, Laboratério de Anatomia,
Desenvolvimento Vegetal e Interagdes, Uberlandia.

ABSTRACT: Gall-forming root-knot nematodes have been studied in several cultivated
species around the world, providing subsidies for understanding the intimate relationship
between parasite and the host plant. The establishment of the galling nematode depends of
development of the giant cells near the inducing organism to guarantee nourishment.
Therefore, species of Meloidogyne induce the development of a feeding site in the cortex or
vascular cylinder and the nematodes are totally dependent of this site formation. In this way,
we focuses on the anatomical, cytological and histochemical changes during the
establishment and development of galls induced by Meloidogyne javanica in roots of
Glycine max. The soybean variety used in this study was M8372 IPRO, susceptible to M.
Javanica. The seeds of G. max were sown in trays and then placed in tubes, where roots
were sampled at different stages of development, as inoculated plants as well control
plants. The samples of galls and non-galled roots were used for histological, cytological and
histochemical analysis in optical and transmission electron microscopy. The galls showed
different shapes and abundance in the inoculate roots by M. javanica. The induction of galls
occurs by hypertrophy of the root cortex shortly after the initial infection process. Giant cells
were formed at 18 days after nematode inoculation. These giant or nourishing cells are
multinucleated, have dense cytoplasm, thick wall with invaginations, many mitochondria and
small vacuoles. The anatomical sections indicated a disorganization of the cells of the
cortex and vascular cylinder in relation to the uninoculated (control) root.

Keywords: Galls. Giant cells. Nematode. Soybean

RESUMO: Galhas radiculares induzidas por nematoides tém sido estudada em diversas
espécies cultivadas, fornecendo subsidios para a compreensao da intima relagdao entre
parasita e hospedeiro. O estabelecimento do nematoide galhador passa, necessariamente,
pelo processo de formagao das células gigantes, que garantem a nutricdo do organismo
galhador. As espécies de Meloidogyne estabelecem um sitio de alimentagéo no cértex ou
cilindro vascular da raiz, sendo esses organismos totalmente dependentes deste sitio de
inducdo. Desta forma o objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragbes anatdémica,
citolégica e histoquimica durante o desenvolvimento de galhas induzidas por Meloidogyne
Jjavanica em raizes de Glycine max. A variedade de soja utilizada foi a M8372 IPRO,
susceptivel ao nematoide M. javanica. As sementes foram semeadas em bandejas e
depois colocadas em tubetes, onde foram realizadas coletas de amostras radiculares em
diferentes estadios de desenvolvimento, tanto de plantas inoculadas com o nematoide
quanto de plantas controle. As amostras de galhas e raizes ndao galhadas foram utilizadas
para as analises histoldgicas, citolégicas e histoquimicas, em microscopia Optica e
eletrbnica. Verificou-se a presenga de galhas apds a inoculagdo de M. javanica, com
variacdo na quantidade e na forma. A indugao das galhas ocorre pela hipertrofia do cortex
da raiz, logo apdés o processo inicial de infeccdo. Aos18 dias apds a inoculagdo do
nematoide ja é possivel observar a formacgao de células gigantes. Estas células gigantes ou
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nutridoras sao multinucleadas, possuem citoplasma denso, parede espessa com
invaginagdes, muitas mitocondrias e pequenos vacuolos. As secgdes anatdbmicas indicaram
uma desorganizagcdo das células do cortex e cilindro vascular em relacdo a raiz ndo
inoculada (controle).

Palavras-chave: Galhas. Células gigantes. Nematoide. Soja.
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INTRODUGAO

Galhas s&o estruturas complexas (CORNELL, 1983) e seu desenvolvimento
depende da acdo de um indutor que pode pertencer a diversos grupos taxonémicos
podendo ser induzida pela agao alimentar, fisiologia e danos mecéanicos promovidos pelo
indutor (HORI, 1992). As galhas induzidas por nematoides sdo engrossamentos
radiculares com tamanhos variados, onde estdo alojadas de uma a dezenas de fémeas
sedentarias do nematoide (INOMOTO; SILVA, 2011) sendo esta parte integral da raiz elas
provocam alteragdes na anatomia radicular de diferentes espécies vegetais hospedeiras,
por meio do incremento de divisdes e hipertrofia celular (CARMO; SANTOS, 2008),
ocorrendo especialmente a formagédo de células gigantes, ocasionando deformagdes no
sistema vascular (KRUSBERG; NIELSEN, 1958; SIDDIQUI; TAYLOR, 1970 JONES;
DROPKIN, 1976; FINLEY, 1981).

Em geral as galhas s&o consideradas drenos e competem com outros érgédos da
planta hospedeira por recursos produzidos pela fotossintese (fotoassimilados) (HARTLEY
1999; CASTRO et al., 2012). Esta competi¢cdo pelos fotoassimilados pode levar a perdas
na producdo de diversas plantas cultivadas, especialmente da soja (MACHADO, 2015).
Considerando a importancia do cultivo da soja e a necessidade do controle da infestacao
de nematoides nesta cultura, estudos estruturais e de desenvolvimento das galhas tornam-
se fundamentais para compreender os passos que levam ao desenvolvimento da galha.

O processo de indugdao das galhas comeca quando os nematoides galhadores
penetram nos tecidos da raiz. A penetragao ocorre, geralmente, proxima ao apice radicular
onde os estagios juvenis (J2) do nematoide penetram na parede das células radiculares
pela combinagéo de injuria fisica, via insergdo do estilete e decomposigdo da parede por
enzimas celuliticas e pectoliticas. Depois de penetrar, geralmente com multiplas infecgdes
numa mesma raiz, o tecido radicular hipertrofia e o desenvolvimento radicular cessa por um
periodo. Apos a penetragdo na raiz, os J2 migram entre as células do cortex na regiao de
diferenciacdo celular e esta migragdo causa a destruicdo da lamela média. Entdo os
nematoides se movem em direcdo ao cilindro vascular e os J2 se tornam imoveis. A regiao
anterior do nematoide na fase J2 fica embebida na periferia do tecido vascular a nivel de
epiderme/periciclo e o resto do corpo fica no cértex paralelo ao eixo longitudinal da raiz
(KARSSEN; MOENS, 2006).

No cilindro vascular o nematoide induz a formacao de células hipertrofiadas, com

citoplasma denso, granuloso e nucleos bem evidentes, denominadas nutridoras, as quais
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sdo essenciais a alimentagcado e desenvolvimento do nematoide que da forma juvenil toma
a forma salsichoide, perdendo sua mobilidade e passa a se alimentar da raiz, ocorrendo o
parasitismo (FERRAZ; MONTEIRO, 1995). De fato, o desenvolvimento das células
nutridoras, também denominadas células gigantes, sdo essenciais para o estabelecimento
e ciclo do nematoide nas plantas hospedeiras e sua formacédo ndo tem relagdo com a
hipertrofia das células do cértex da raiz na formagéao da galha (TAYLOR; SASSER, 1978).

As plantas desenvolveram uma gama de mecanismos de defesa envolvidos na
resisténcia ao ataque de parasitas. Estes mecanismos envolvem alteragbes no
metabolismo hormonal, metabolismo de compostos fendlicos, producdao de substancias
toxicas, alteragbes dos reguladores de defesa e modificagdes na estrutura do tecido
vegetal (FARIA et al., 2003). Nesse contexto, analises celulares e teciduais da raiz e das
galhas induzidas por nematoides podem ajudar a entender os mecanismos de defesa da
planta e como o galhador estimula a formacdo das células gigantes, tipicas em galhas
radiculares induzidas por nematoides. A formagéo das células gigantes e a hipertrofia de
células parenquimaticas provocam obliteracao de parte dos elementos de vaso do xilema e
até a desorganizacao total do cilindro vascular (WANDERLEY; SANTOS, 2004), tendo
implicagdes diretas na absor¢cdo de agua e, consequentemente, de nutrientes no solo,
predispondo a planta a estresses ambientais. Entretanto, mesmo com estas drasticas
alteragdes no sistema vascular a formagédo das células gigantes é essencial para o
estabelecimento e desenvolvimento do nematoide galhador.

Estudos histopatologicos assumem especial interesse nas interagdes Meloidogyne,
sendo importante o conhecimento do processo de desenvolvimento das galhas e das
células gigantes induzidas por este grupo de nematoides, bem como de suas altera¢des no
sistema radicular e dos danos causados as culturas suscetiveis. Diante destas
consideracgdes, o estudo do sistema Meloidogyne javanica-Glycine max, tem por objetivos:
(1) Analisar o desenvolvimento morfolégico e anatdmico de galhas induzidas por M.
Javanica; (2) Descrever o impacto ultra estrutural causado pelo nematoide galhador nos
tecidos da raiz, especialmente durante a formagdo das células gigantes (3) Avaliar
histoquimicamente o estresse bidtico causado pelo galhador nos tecidos da galha e qual a
relacao dos metabdlitos primarios e secundarios na manuteng¢ao da maquinaria celular e/ou

alimentagao do nematoide galhador.
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MATERIAL E METODOS

Instalagao do experimento

O experimento foi implantado em Casa de Vegetacdo da FAFICH (Faculdade de
Filosofia e Ciéncias Humanas de Goiatuba), no municipio de Goiatuba-Go.

A variedade de soja utilizada foi M8372 IPRO®, susceptivel ao nematoide
Meloidogyne javanica. As sementes de Glycine max (soja) foram semeadas em bandejas
contendo substrato Biomassa® (fibra de coco). Apés 10 dias de emergéncia retirou- se as
plantulas para inoculagdo dos nematoides nas raizes, mediante a pipetagem de 5ml,
contendo na suspensao 2000 juvenis (J2) de M. javanica, onde foram inoculadas 50
plantas com os nematoides e outras 50 mantidas como controle, (sem a inoculagao), e
colocadas em tubetes (Fig. 1A) contendo solo esterilizado na propor¢gdo de 7:1 de

areia/solo.

Coleta e fixagdo das amostras

Foram coletadas amostras das raizes (Fig. 1B) em diferentes estagios de
desenvolvimento, nas plantas inoculadas e nas plantas ndo inoculadas (controle). As
coletas foram realizadas aos 4 DAI (dias apds a inoculagéo), aos ( 11, 18, 25, 32, 39, e
45)DAI. Apds coletar as amostras eram medidas e pesadas a parte aérea e a raiz. Aos 55
DAl as galhas das raizes foram pesadas em balanga analitica, também isoladas e
contadas, para se avaliar o indice de galhas (IG) conforme proposto por Taylor e Sasser
(1978), Quadro 1.

Quadro 1. Escala de Taylor e Sasser (1978).

Grau ou nota Reacéao Numero de galhas
0 Resistente 0

1 Resistente 1-2

2 Resistente 3-10

3 Suscetivel 11-30

4 Suscetivel 31-100

5 Suscetivel > 100
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As amostras radiculares consistiram de segmentos de 0,5-1,0 cm de comprimento
retirados das regides mediana e apical. Essas amostras foram fixadas para a microscopia
de luz em solugdo de FAA 50 (formaldeido + &acido acético + etanol 50% 1:1:18)
(JOHANSEN, 1940) e para microscopia eletrbnica de transmissao em solugao fixadora de
Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) (Fig. 1C).

Inclusao em historesina e analise em microscopia de transmissao

Para preparacéo de laminas permanentes e analises em microscopia de luz, o
material foi desidratado em série etandlica (50, 70, 80, 90 e 100%) e, posteriormente,
infiltrado em historesina Leica®. Cortes transversais dos fragmentos da galha e raiz néo
galhadas foram obtidos em micrétomo rotatério (Fig. 1D) e corados com azul de
toluidina (FEDER; O'BRIAN et al.; 1968) em tampao fosfato pH 5,9. Seg¢bes transversais
dos cortes a mao livre aos 55 dias foram fotografadas em microscépio de fluorescéncia,
usando filtro DAPI, para visualiza¢ao de ligninas.

Para as analises em microscopia eletronica de transmissdo (MET) as amostras
foram pods-fixadas em tetroxido de 6smio 1% em tampao fosfato (0,1 M pH 7,2),
desidratado em série etandlica (O'BRIEN; MCCULLY, 1981) e incluido gradualmente em
resina Araldite®. Os blocos foram cortados com navalha de diamante em ultramicrotomo
Reichert-Jung — Ultracut (Leica, Wetzlar, Germany), os cortes afixados em telinhas para
MET (Fig. 1E), contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo (REYNOLDS,
1963), e entdo analisados em Microscoépio Eletrénico de Transmissdo (MET), Jeol, JEM-
2100, equipado com EDS, Thermo scientific. Centro de Microscopia da UFG (Universidade

Federal de Goias).
Analises histoquimicas

As amostras de material fresco, recém-coletadas, aos 55 dias foram seccionadas a

mao livre e submetidas aos seguintes testes (Tabela 1).
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Tabela 1.Testes histoquimicos utilizados na interagdo M. javanica/ Glicyne max, grupos de

metabolitos utilizados e metodologia.

Grupos de Substancia/Metodologia
metabdlitos
CARBOIDRATOS (amido) Lugol (Jensen, 1940)

(carboidratos Fehling (Sass, 1951)

redutores)

(pectinas) Vermelho de ruténio (Johansen, 1940)
PROTEINAS (proteinas totais) Azul mercurio de bromofenol (Mazia et al,

1953)

FENOIS (fendlicos) Cloreto de Ferro Ill (Johansen, 1940)
LIPIDIOS (lipidios) Vermelho B Sudao IV (Pearse, 1980)
ESPECIES ATIVAS (ERO) DAB* (Rosseti; Bonatti, 2001)
DE OXIGENIO

*DAB-(3,3’-diaminobenzidina).
RESULTADOS

Caracterizagao morfolégica, anatomica e citolégica da raiz de Glycine max

Nas plantas controle, o comprimento da parte aérea foi em média de 24 cm, e da
raiz 30 cm. Ja o comprimento da parte aérea das plantas inoculadas foi de 25 cm, e da raiz
31 cm. A raiz da soja observada é pivotante apresentando uma raiz principal, raizes
secundarias e terciarias (Fig. 2A). A anatomia das raizes das plantas controle
apresentaram a estrutura anatObmica tipicamente primaria com epiderme simples e
unisseriada, o cortex parenquimatico (Fig. 2B) com a presenca de espacgos intercelulares e
células maiores que as do cilindro vascular (Fig. 2B). O cilindro vascular é protostélico
tetrarco, com células compactadas (Fig. 2B-C), o xilema primario com protoxilema e
metaxilema bem evidentes e alternados aos feixes do floema (Fig. 2C).

Externamente as raizes parasitadas pelo nematoide, destacam se as galhas que
podem estar dispostas individualmente ou em grupos (Fig. 2A%), estas sdo induzidas por
Meloidogyne javanica, e se apresentam como engrossamentos irregulares, (Fig. 2Ab). Com
base na morfologia externa, aos 4 DAl ndo se observou diferencas entre a raiz controle e a
inoculada (Fig. 3A-B). Ja aos 11 DAI dos nematoides, foram observadas poucas galhas
aparecendo como um leve engrossamento (Fig. 3C), apds 18 dias de inoculagao, as raizes
apresentavam galhas com espessamento um pouco mais evidente, mas a partir de 25 dias
estavam em maior nimero e mais visiveis (Fig. 3D- G). Sendo as vezes globulares, variar
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no tamanho, e na forma (Fig. 3C-D-E-F-G), Com 55 dias a média da massa fresca das
galhas era de 0,15 g, e abundancia de galhas variou de 13 a 202, com uma média de 50
galhas por planta, caracterizando a como susceptivel grau 4, de acordo com a escala de
Taylor e Sasser (1978).

A partir das analises anatdmicas da raiz de G. max inoculadas com M. javanica
foi possivel observar que aos 4 (Fig. 4 a. A) e 11 dias apds inoculagdo ndo houveram
alteracdes na sua estrutura anatémica. Entretanto, a partir de 18 DAI notou-se a presenca
de células gigantes em inicio de desenvolvimento (Fig. 4 a. B- C) demostrando uma tipica
reacao de susceptibilidade, com alteragdes celulares como, citoplasma denso e granuloso
e parede celular espessa.

As raizes apresentavam apos 25 (DAI) o cilindro vascular anatomicamente
desorganizado, com células gigantes bem diferenciadas (Fig. 4a. D-E) sendo possivel
observar a presenca da fémea do nematoide (Fig. 4a. F). Aos 32, e 39 (DAI) as células
gigantes multinucleadas (Fig. 4b. A) estavam visualmente maiores e em maior quantidade
(Fig. 4b. A-B). Observa se a fémea do nematoide em contato com o sitio de alimentagéo
aos 39 e 44 dias (Fig. 4b B-C.).

A analise ultra estrutural permitiu observar que ocorrem diferencas entre as células
gigantes e as células radiculares das plantas controle. Nas raizes ndo inoculadas, o cértex
€ preenchido por células parenquimaticas que possuem parede celular delgada e
citoplasma parietal (Figura. 5A-B). Observa- se também o cilindro vascular e elementos de
vaso do xilema (Fig. 5C). Enquanto as células gigantes apresentam um aumento na
quantidade de plastidios (Fig. 5D), e de organelas principalmente mitocdndrias (Fig. 5D-E)
presentes em grande quantidade nessas células. Pode se notar nas células gigantes a
substituicdo de um grande vacuolo central por varios outros menores, ou seja, o vacuolo
torna-se fragmentado (Fig. 5F-G) e ha a proliferagcdo de organelas incluindo, reticulo
endoplasmatico e dictiossomos (Fig. 5J). Em algumas células gigantes a parede celular
apresentava modificagdes formando inumeras invaginagdes (Fig. 5l), tipicas de células de

transferéncia, voltadas para a face interna.

Histoquimica

Os testes histoquimicos (Tabela 2), realizados nas raizes inoculadas e nas raizes
controle mostraram a presenca de granulos de amido nas raizes controle (Fig. 6A-B),
porém nas raizes de plantas parasitadas estava em maior quantidade no cilindro vascular e
préximo as células gigantes (Fig. 6 E-F). Nas raizes controle a quantidade de ROS, é maior

no cértex que no cilindro vascular (Fig. 6C-D). Goticulas lipidicas foram detectadas em
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pequenas quantidades dispersas na raiz inoculada e no nematoide (Fig. 6H- 1). Compostos

fendlicos, flavonoides e pectinas ndo foram encontrados nas raizes controle e inoculadas.

Tabela 2 - Testes histoquimicos efetuados em raizes de soja aos 55 dias.

SUBSTANCIA CONTROLE INOCULADA

CARBOIDRATOS (amido) + +
(carboidratos redutores) - -
(pectinas) - -
PROTEINAS (proteinas totais) + +
FENOIS (fendlicos) - -
LIPIDIOS (flavonoide) - ]
(lipidios) - +
ROS (ROS) + +

Abreviagobes: (-) reagao negativa; (+) reagao positiva.

DISCUSSAO

As raizes de G. max atacadas por nematoides galhadores, induzem a
modificagdes anatdbmicas e morfolégicas sendo possivel observar as seguintes

modificagdes (Tabela 3).

Tabela 3. Modificagdes anatdmicas e morfoldgicas induzidas por M. javanica nas raizes de Glycine

max inoculadas e controle (n&o inoculadas).

Inoculadas Controle

Galhas 4 DAl ndo encontradas; 11 DAl leve | Ausente.
intumescimento; 18 dias ja podiam ser observadas

e aos 25 DAl encontradas maiores e em maior

quantidade.
Células 4 e 11 DAI nao observadas; 18 DAI em formacéo; | Ausente.
gigantes 25 DAl ja causam desorganizagcdo do cilindro

vascular; 32, 39, 45 dias eram maiores e em maior

quantidade.

Nucleo (Células gigantes) Multinucleada, com formato por | Geralmente um
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vezes ameboide. nucleo.

Organelas (Células gigantes) Aumento da quantidade de | Quantidade
organelas como Reticulo endoplasmatico, Golgi, | normal de
principalmente mitocéndrias encontradas em | organelas

grande quantidade.

Parede celular | (Células gigantes) Espessa e com projecbes | Tipica de uma

labirinticas. parede celular
primaria.
Vacuolos (Células gigantes) Fragmentado. Um vacuolo
geralmente
central.

A soja, Glycine max, € uma planta herbacea, com caule ramoso, hispido, seu
tamanho varia entre 80 e 150 cm (NUNES, 2016). O comprimento médio das plantas neste
experimento foi de 24 cm e parte aérea, sendo que a variedade utilizada tem altura média é
de 76 cm (MONSOY, 2016). Entretanto esta diferenga ocorre porque o ciclo dessa
variedade ser em média 120 dias, no experimento elas foram retiradas aos 55 dias. De
acordo com as medias encontradas nao houve diferengas consideraveis no comprimento
da parte aérea e comprimento da raiz entre a soja controle e inoculada. O comprimento
das raizes encontrado aos 55 dias foi de 30 cm, porém o comprimento pode chegar a até
1,80 m, apesar da maior parte delas se encontrarem a 15 cm de profundidade segundo
Nunes (2016), e ainda de acordo com esse autor o sistema radicular da soja é constituido
por eixo principal e varias raizes secundarias.

As raizes de G. max sao atacadas por nematoides galhadores, fitopatogenos que
induzem galhas em diversas cultivares. Estas galhas se desenvolvem devido a hipertrofia
das células do sistema de revestimento e cortex da raiz e, de forma simultanea. Porém em
um processo distinto, ocorre hipertrofia e hiperplasia das células do cilindro vascular. O
estimulo do nematoide induz, no sistema vascular, a formagao de células que funcionam
como sitios de alimentacao, as células gigantes (FERRAZ, 2001; ALMEIDA ENGLER et al.;
2016). Assim, raizes de G. max atacadas por M. javanica (nematoide galhador) formam
galhas devido a hipertrofia das células do cértex, e células gigantes através de
rediferenciacdo principalmente de células do cilindro vascular. O nematoide fémea
permanece no interior da galha de G. max onde as células gigantes mantém seu

suprimento energético. Acredita-se que o gatilho inicial para formagdo destas células
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venha das secre¢des das glandulas esofagianas do nematoide (FERRAZ, 2001), que altera
o ciclo celular da hospedeira levando a varias divisées do nucleo sem citocinese (ALMEIDA
ENGLER et al., 2016).

As células gigantes sdo essenciais ao desenvolvimento e a reprodugdo do
nematoide, entretanto, as galhas s&o consideradas apenas bons indicadores da extensao
das reacgdes hiperplastica e hipertréficas dos tecidos vasculares afetados pelas secregdes
(FERRAZ, 2001), ndo sendo essenciais ao sucesso da relagao parasito hospedeiro.

As galhas formadas pelo M. javanica nas raizes da soja s&o bem visiveis assim
como observado por Hussey (1985) em varias espécies e Ferraz; Brown (2016) em
feijoeiro, aboboreira, pepino, quiabeiro, tomateiro, fumo, pessegueiro onde estas
apresentam varias galhas de grandes dimensdes. Pode se notar que as galhas radiculares
apresentam tamanho e forma distintas, segundo Ferraz, (2001) elas podem variar de
acordo com a espécie de Meloidogyne, do nivel de infec¢do observado, e da planta
hospedeira envolvida (FERRAZ, 2001). Em contrapartida, raizes de milho e sorgo
parasitadas por Meloidogyne tém poucas galhas evidentes e estas aparecem como um
leve engrossamento, dificultando sua verificagdo em campo (ASMUS et al.,, 2000). Em
alguns casos nao ocorre a formagao das galhas, em outros, aparecem galhas maiores em
resposta ao ataque de varios nematoides no mesmo sitio de inducédo. Por mais que nao
seja uma regra, pode existir uma correlagao entre o tamanho do sistema radicular da planta
infestada e a taxa de multiplicagdo do nematoide (HUSSEY; JANSSEN, 2002).

Em G. max, aos 11 dias apds inoculacdo do nematoide, ocorreu um leve
intumescimento da raiz, caracterizando o inicio de formagdo da galha, entretanto, ndo é
observado a diferenciacdo das células gigantes. Em galhas induzidas por M. Javanica em
seringueira foram encontradas células gigantes no cilindro vascular aos 20 dias apos
inoculagdo do nematoide (FONSECA, 2003). Neste estudo as galhas induzidas por M.
javanica em G. max apresentaram células gigantes aos 18 dias apds inoculagéo.
Westerich et al. (2012) no seu estudo com tomate mostrou que o sitio de alimentagao
induzido por M. enterolobii foi observado a partir de 17 dias apds inoculado, e o cilindro
vascular era constituido por poucas células gigantes. Desta forma, pode se dizer que as
células gigantes sao formadas em geral entre 18 a 20 dias apds a inoculagao,
independente da espécie hospedeira e do indutor dentro do género Meloydogine. A
formacao das células gigantes é controlada em parte pela reorganizacao do citoesqueleto
das células do cilindro vascular e, consequentemente, reorganizacao das microfibrilas de
celulose na parede celular (ALMEIDA ENGLER et al., 2004). Esta reorganizagao possibilita

a hipertrofia das células para formagéo das células gigantes (FAVERY et al., 2016).
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Os cortes anatdbmicos da raiz de soja controle mostrou sua estrutura primaria,
tetrarca, isto €, com quatro polos de xilema (DROPKIN; NELSON, 1960). Células do cortex
com espacos intercelulares, maiores que do cilindro vascular, e epiderme com uma
camada de células, como observado por Voltan et al. (2000). No entanto, nossos
resultados mostram que a formacédo das células gigantes aos 18 dias apds inoculagao
desorganiza o sistema vascular no sitio de indugédo, podendo ocorrer supressao total ou
parcial de polos do protoxilema. Essas alteracbes mecanicas no sistema radicular de
plantas atacadas por Meloidogyne spp., s&o irreversiveis e, pelo menos em parte,
responsaveis pelos severos danos causados por esses nematoides (ALMEIDA; ENGLER et
al., 2016, FAVERY et al., 2016).

Aos 32 dias apos inoculagdo mais células gigantes puderam ser observadas. Estas
células sdo multinucleadas, com nucleos em formato ameboide ou lobado, formato
encontrado também por Dawes (1969), e Fonseca et al. (2003) em seringueira parasitadas
por M. javanica e M. exigua. Os nucleos das células gigantes de galhas em raizes de
batata-doce infectadas por Meloidogyne variavam em tamanho, forma e, por vezes, eram
100 vezes maiores do que os nucleos de células vizinhas (KRUSBERG; NIELSEN, 1958).

Notou — se também uma grande quantidade de organelas, especialmente
mitocondrias. A presencga de grande quantidade de mitocondrias, especialmente proximas
a parede celular com invaginagdes, corrobora os resultados encontrados por Gunning,
(1977) em células gigantes induzidas por M. exigua. Grande quantidade desta organela &
um indicativo de periodos de maior entrada de solutos orgéanicos e outros elementos nas
células gigantes. Elas sdo uma das principais organelas produtoras de ERO sendo
responsavel pela geragdo da maior parte de radicais livres observadas em células animais
e de tecidos vegetais nao-fotossintéticos, de acordo com Galina, (2006). Durante a
respiracdo, moléculas de glicose sdo processadas e geram energia, que € armazenada em
compostos chamados de ATP, nesse processo também sdo formados os radicais livres,
derivados do gas oxigénio que é consumido na respiracdo (GALINA, 2006). As
mitocondrias variam de tamanho e de forma, dependendo de sua origem e de seu estado
metabdlico (VOET et al., 2002). Nas células gigantes também houve proliferagdo do Golgi,
plastidios, ribossomos e reticulo endoplasmatico, relatado também por Vieira et al., 2013;
Berg et al., 2008; Sobczak et al., 2011.

Nas células gigantes induzidas por M. javanica em G. max pode se observar a
substituicdo de um grande vacuolo central por varios outros menores, assim como relatado
por Bird (1961), Davis et al. (2004) e Abad et al. (2009), por Westerich et al. (2012) em
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células gigantes na raiz de tomateiro inoculadas com M. enterolobii, e Fonseca et al.
(2003) em células gigantes induzidas por M. javanica em seringueira.

Aos 39 e 44 dias apods inoculagado observou- se que a fémea do nematoide estava
em contato direto com o sitio de alimentagdo. De acordo com Silva et al. (1990) a
presenga de cinco a nove células gigantes é considerado o ideal para o desenvolvimento e
nutricdo do nematoide. A inducdo e a manutencgdo das células gigantes dependem de um
estimulo continuo do nematoide, sem este a célula atrofia, sendo assim as células gigantes
sdo formadas em volta da regido anterior do nematoide como mostrado neste estudo, ou
no ponto onde ele insere o estilete bucal (REDDIGARI et al., 1985).

Pode se notar que algumas células gigantes em G. max apresentavam a parede
celular com modificagbes, formando invaginagdes voltadas para o lume celular, resultados
também observado por alguns autores como Berg et al, 2008; Sobczak et al,. 2011; Vieira
et al.,, 2013. Estas invaginacdes e protuberancias na parede celular teriam a fungcédo de
aumentar a area da superficie da membrana para a absorgédo de soluto (GOLINOWSKI et
al., 1996; HUSSEY; GRUNDLER, 1998), favorecendo assim a alimentagdo de nematoides.
De acordo com Berg et al. (2008), a parede de células gigantes com engrossamentos
labirinticos aumenta o fluxo de substancias entre as células de alimentacdo (JONES;
NORTHCOTE, 1972; JONES; GUNNING, 1976). Os solutos derivados do floema seriam
importados para as células gigantes, através do plasmodesmo, simplasticamente (VIEIRA
et al., 2013; HOFMANN et al., 2010; VIEIRA et al., 2012) ou por meio de a transportes
ativos (apoplasto), justificando a grande quantidade de mitocéndrias proximas a parede. A
parede celular mais espessa, citoplasma denso e por vezes granuloso, e plastidios, foram
encontrados também por Westerich (2010) nos sitios de alimentacdo de Meloidogyne
mayaguensis em tomateiros "Magnet" e "Helper M". Em resposta a agdo quimica das
enzimas secretadas por espécies de Meloidogyne ocorre uma continua divisao celular sem
que ocorram as divisdes citoplasmaticas (ENDO, 1987), assim formando células de maior
tamanho, parede espessa, alta atividade metabdlica e citoplasma denso (JONES, 1981;
HUSSEY; WILLIANSON, 1998).

As plantas reagem ao ataque de nematoides galhadores por meio de mecanismos
de defesa que sao usualmente complexos e tem como base a agcdo combinada de diversos
fatores (FARIA et al.; 2003). Como exemplo, o acumulo de compostos fendlicos nas células
parenquimaticas corticais e vasculares sugerem que estes atuam na defesa das plantas ao
ataque dos nematoides (VALETTE et al., 1998). Em galhas induzidas por M. javanica em

G. max nao foram detectados compostos fendlicos, mas Fonseca; Jaehn (2000),
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observaram um acumulo de compostos fendlicos ao redor do nematoide e, em alguns
casos ao redor da célula gigante induzidas por M. javanica em seringueiras.

As respostas de defesa do hospedeiro aos nematoides incluem a reacgao de
hipersensibilidade (HR) e ativagao de rotas metabdlicas que levam a producéo de diversos
metabdlitos estruturais, incluindo calose e lignina (FARIA et al., 2003; FAVERY et al., 2016;
ALMEIDA ENGLER et al., 2016). De fato, ha um aumento na lignificagdo de células ao
redor do sitio de alimentagdo do nematoide galhador em G. max, indicando uma resposta
inicial mais nao efetiva de defesa. A inibicdo de proteinases e consequente aumento na
quantidade de proteinas totais também é uma resposta de defesa da hospedeira (FARIA et
al., 2003). Entretanto, em G. max analises histoquimica ndo detectaram de forma intensa
proteinas nos tecidos das galhas. Este seria um indicativo que as proteinases nao foram
inibidas, compativel com o grau de susceptibilidade dessa cultivar. Notou- se a presenca
de goticulas de lipidios no tecido no nematoide e tecido proximos a ele, a energia
necessaria ao nematoide acumulada durante o desenvolvimento embrionario, deve ser
suficiente para o juvenil eclodir e cumprir, com sucesso, etapas do processo de
parasitismo, podendo explicar a presenga de goticulas lipidicas no nematoide. Larvas
infectivas ndo se alimentam até o estabelecimento do parasitismo e suas reservas
energéticas sao goticulas de lipidios armazenadas na porgao posterior do seu corpo,
suficientes para a manutengao por aproximadamente duas semanas (ABAD et al., 2003).
De acordo com Van Gundy et al. (1967) se o J2 (juvenil) gastar mais de 50% das reservas
lipidicas corporais, na movimentagdo em busca de hospedeiro por exemplo, ndo tera mais

capacidade de infectar a planta.

CONCLUSAO

As galhas radiculares resultantes da interagcdo entre Meloidogyne javanica e
Glycine max apresentaram formato e tamanhos variaveis. Nesta interagdo ocorreu a
inducdo de um sitio bem definido de alimentagdo, formado por um grupo de células
diferenciadas préximas a regido anterior do nematoide, sendo este sitio de alimentagao
responsavel para nutrir € suportar o desenvolvimento do nematoide até o estadio de fémea
madura, este conjunto de células provocam a desorganizacdo completa do cilindro vascular
podendo interferir nos transportes do xilema e floema. As células gigantes apresentam- se
multinucleadas, com citoplasma denso, numerosas organelas citoplasmaticas,

principalmente mitocdndrias, vacuolo fragmentado e uma parede invaginante.
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Nos testes histoquimicos realizados notou- se a presenca de amido, que pode
auxiliar na alimentacdo do nematoide e manutengdo da maquinaria celular da galha, as
goticulas lipidicas encontradas principalmente no nematoide, pode estar envolvida no
processo de parasitismo. Espécies reativas de oxigénio (ERO) foram encontradas na galha
e no tecido sadio. Compostos fendlicos geralmente encontrados durante essa interagdo na

defesa da planta ndo foram observados neste estudo, nem flavonoides, e pectinas.
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Figura 1. Instalagao, coleta e preparagao das amostras. (A) Soja em tubete, 4 dias apds ser
inoculada com M. javanica. (B) Coleta da amostra, apds ser retirada do vaso, raiz lavada e
separagao da parte aérea. (C) Raiz sendo medida, e retiradas as amostras. (D) Micrétomo, laminas

apos ser feito o corte no micrétomo. (E) Material a ser analisado na microscopia eletrénica.
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Figura 2. Caracteristicas morfolégicas e anatdmicas da soja inoculada e nao inoculada com
Meloidogyne javanica. (A) Raiz e parte aérea. (A*) Detalhe da raiz com galhas em grupos ou
individuais. (A®) Detalhe de uma galha. (B) Anatomia da raiz da planta controle aos 18 dias,
evidenciando epiderme, cértex parenquimatico e cilindro vascular tetrarco. (C) Detalhe do cilindro
vascular mostrando o metaxilema, protoxilema e floema da planta controle aos 55 dias. Legenda:
Co- Coértex, CV- Cilindro vascular, Ep- Epiderme, En- Endoderme, Fl- Floema, GaG- Grupo de
galhas, Gal- Galhas individuais, Met- Metaxilema, NR- Nodulos radiculares por bactérias. Pro-

Protoxilema.
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N&o inoculado

Figura 3. Aspecto das raizes de soja sem e com a inoculagao de Meloidogyne javanica. (A) Nao
inoculada (controle). (B) Apds quatro dias de inoculagao, auséncia de galhas. (C) Ap6s 11 dias de
inoculacdo evidenciando leve engrossamento. (D-E-F-G) Galhas em diferentes estadios de
desenvolvimento, com formas e tamanhos variados. Barra: 0,5 mm. Legenda: No= N6 ou galha,
RL= Raiz lateral.
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Figura 4: a. Cortes transversais de raizes de soja inoculadas com Meloidogyne javanica. (A)
Aos 4 (DAI) a raiz sem a formagao das células gigantes. (B-C) Apds 18 (DAI), formagao das células
gigantes com citoplasma denso e multinucleado. (D-F) Aos 25 (DAI), evidenciando duas células
gigantes e a formagéo de outras, mostrando também a fémea do nematoide em corte transversal.
Barra: A - F=50 um. Legenda: Co = Coértex, CD- Citoplasma denso, CL= Camara larval, Cv =

Cilindro vascular, CG = Célula gigante, Ne= Nematoide, Nu = nucleo.
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Figura 4: b. Cortes transversais de raizes de soja inoculadas com M. javanica. (A) Aos 32
(DAI), 5 células gigantes bem desenvolvidas, e uma severa desorganizacao do cilindro vascular, as
células gigantes em detalhe mostram paredes espessas e varios nucleos. (B-C) Fémea do
nematoide em contato com o sitio de alimentagédo. Barra: A - C=50 um. Legenda: CD- citoplasma
denso, CG = Célula gigante, FI= Floema, Nu = Nucleo, RL= Raiz lateral, Xi= Xilema.
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Figura 5. Eletromicrografias de células presentes na raiz de soja nao inoculadas e
inoculadas com Meloidogyne javanica. (A-C) Células das raizes nao inoculadas. (A) Células
parenquimaticas do cértex da raiz controle evidenciando paredes delgadas. (B) Cilindro vascular
com detalhe os elemento de vaso do xilema. (C) Detalhe de uma célula tipica do cortex mostrando
citoplasma pariental. (D-J). Células gigantes das raizes inoculadas. (D) Amiloplastos, citoplasma
denso e mitocdndrias. (E) Detalhe das mitocéndrias. (F) Vacuolo fragmentado. (G) Detalhe dos
vacuolos, amiloplasto e mitocéndrias. (H) Nucleo com formato ameboide e nucléolo evidente. (1)
Parede celular labirintica. (J) Dictiossomos. Legenda: Am- Amiloplasto, CD- citoplasma Denso, ClI-
Citoplasma, CG- Células gigantes, CGo- Complexo de golgi, Mi- mitocondrias, Nu- nucleo, Nuc-
Nucléolo, PC- Parede celular. PI- Parede com invaginagdes, Nu- nucleo, Nuc- nucléolo, Va-

Vacuolo.
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Figura 6. Analises histoquimicas nas raizes de soja inoculadas e controle apdés 55 dias (DAI)
com M. javanica. (A- B) Raiz controle, granulos de amido no cilindro vascular, e detalhe de
granulos de amido no cértex. (C) Cilindro vascular da raiz controle, ROS. D. Raiz inoculada, ROS.
(E-F) Raiz Inoculada, granulos de amido no cilindro vascular. (G) Raiz inoculada, proteinas. (H).
Inoculada, goticulas de lipidios. (H- 1) Raiz inoculada, presengca de goticulas de lipidios no
nematoide e regides proximas. (J) Inoculada, ROS. Legenda: Am- Amido, CG- Células gigantes,

CL- Camara larval, Co- Cértex, EV- Elemento de vaso, FI- Floema, Ne- Nematoide.
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Consideragoes finais

Os estudos do desenvolvimento das células gigantes e suas alteragdes na
anatomia radicular de hospedeiros suscetiveis sao importantes para a compreensao do
mecanismo de parasitismo dos nematoides, auxiliando na colaboragcdo da escolha de
plantas a serem utilizadas no manejo de popula¢gdes de nematoides e na documentagao
das alteragbes dos tecidos de raizes dessas variedades. Esta dissertagcdo € importante
para auxiliar na compreensao das interacbées nematoide-planta e os passos que levam a
formacao de células gigantes e das galhas. Varias questdes surgiram no final deste estudo
e uma nova linha de pesquisa para uma tese de doutorado poderia surgir como
continuagdo dos meus estudos, analisando, por exemplo, como ocorre o processo de
formacao de células gigantes em diferentes variedades de soja susceptivel, resistente,
moderadamente resistente. Poderia se avaliar também, como ocorrem as modificagdes no
cértex que levam a formacdo das galhas, se a quantidade de galhas correlaciona com a
multiplicagdo do nematoide, e se as galhas teriam mais alguma funcionalidade, além de
ajudar na diagnose. Testes histoquimicos também seriam importantes, e precisariam ser
feitos em mais cortes, para um melhor entendimento dessa complexa relagcdo nematoide-

planta.
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