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RESUMO

PASSOS, Juliana de Lanna, Universidade Federal de Vigosa, Agosto de 2008.
Comparacéo da anatomia e quimica de Lantana camara e L. radula e interacdo dessas
espécies com Corynespora cassiicola. Orientador: Luiz Claudio de Almeida Barbosa. Co-
Orientadores: Renata Maria Strozi Alves Meira, Robert Weingart Barreto.

Considerando a similaridade entre L. camara e L. radula, e a conseqiiente dificuldade em
distingui-las quando somente amostras estéreis sdo avaliadas, neste trabalho foi investigado uso de
caracteristicas anatomicas das folhas de ambas as espécies como ferramentas para suportar sua
correta classificagdo. Foram observadas diferencas no peciolo e na lamina foliar que apresentam
idioblastos secretores em L. camara. Na espécie L. radula eram encontrados idioblastos
cristaliferos na lamina foliar. Os tricomas capitatos bem como a superficie abaxial sdo diferentes
em cada espécie. Os estudos histoquimicos evidenciaram diferencas nos secretados dos trés tipos
de tricomas capitatos das duas espécies e nos idioblastos de L. camara. Os 6leos essenciais foram
evidenciados em todos os tipos de tricomas capitatos e nos idioblastos. Os componentes
majoritarios identificados no 6leo essencial de L. camara sdo germacreno-D e E-caryophylleno e
de L. radula sdao E-caryophylleno e fitol. Os ensaios bioldgicos demonstraram que o 6leo de L.
radula é mais eficiente que o de L. camara para inibir o crescimento do fungo Corynespora
casiicola. O estudo comparativo da relagdo C. cassiicola/Lantana spp. mostrou estar diretamente
relacionadas ao hospedeiro. Observou-se o aparecimento de lesdes 24 horas ap6s inoculacdo e estas
eram maiores em L. camara. A topografia da superficie abaxial de L. radula parece dificultar o
reconhecimento pelo patdgeno. Observou-se nas duas espécies a formacgdo de apressorios e
ocasionalmente as hifas penetraram estOmatos sem alteracdes morfologicas evidentes. A
penetragdo em L. camara e L. radula ocorre principalmente na superficie abaxial e a colonizagido
intercelularmente ou intracelularmente. Verificou-se o espessamento de parede de células
epidérmicas demonstrando uma reagdo a presenga do fungo. O tecido lacunoso foi o mais afetado e
houve rompimento e desorganizagdo de células bem como foi verificado nas nervuras. O fungo

atua como um agente necotrofico.
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ABSTRACT

PASSOS, Juliana de Lanna, Universidade Federal de Vigcosa, August of 2008. Comparison of the
anatomy and chemistry of Lantana camara and L. radula and interaction of those species with
Corynespora cassiicola. Adviser: Luiz Claudio de Almeida Barbosa. Co-Advisers: Renata Maria
Strozi Alves Meira, Robert Weingart Barreto.

Considering the similarity between L. camara and L. radula, and consequently the difficult in
distinguishing then when only sterile samples are available, in this work was investigated the use of
anatomical characterists of the leaves of both species as a tool for suporting the correct
classification. The differences were observed in the petiole and in the leaf blades that presented
secretor idioblasts in L. camara. In the species L. radula were found crystalliferous idioblasts in the
leaf blades. The capitate trichomes as well as the abaxial surface are different in each species. The
histochemical study showed differences in the secretions composition of the three types of capitate
trichomes for the two species and in idioblasts of L. camara. The essential oils were detected in all
types of capitate trichomes and idioblasts. The main components identified in essential oil of L.
camara are germacrene-D and E- caryophyllene and of L. radula are E-caryophyllene and phytol.
The biological assays demonstrated that the oil of L. radula is more effective than the one from L.
camara to inhibit the growth of the fungus Corynespora casiicola . The comparative study of the
relation between C. cassiicola/Lantana spp. seem to be directly connected to the host. Injuries were
observed 24 hours after inoculation and these were larger in L. camara. The topography of the
abaxial surface of L. radula seems to make recognition by the pathogen difficult. The formation of
appressorium in the two species was observed and occasionally hyphas penetrated the stoma
without obvious morphological alterations. The penetration in L. camara and L. radula takes place
mainly on the abaxial surface and the intercellular or intracellular colonization. The thickness of
the epidermic cell walls that demonstrates a reaction to the presence of the fungus was verified.
The spongy tissue was the most affected and there was breakage and disorganization of the cells as

verified in the veins. The fungus acts like a necrotrophic agent.

viii



INTRODUCAO GERAL

O género Lantana ¢ nativo da América tropical e subtropical, com algumas poucas espécies
nativas da Asia e da Africa tropical. Lantana camara L. foi introduzida como ornamental em varios
paises tornando-se uma das plantas daninhas mais nocivas do mundo, pois se adaptou muito bem as
condi¢des climaticas locais, invadindo 4reas onde se observa intervengdes antropicas e
ecossistemas intactos. Apesar das inumeras tentativas visando o controle desta planta pouco se tem
avangado neste sentido (Sharma et al., 1988; Day et al., 2003).

E grande a variabilidade morfologica de L. camara (Silva, 1999) e em outras espécies do
género verificou-se a ocorréncia de hibridizagdo natural, o que dificulta a identificacdo de espécies
no campo. Devido a problemas taxonomicos essas plantas sdo freqiientemente classificadas
incorretamente (Silva, 1999; Salimena, 2002). A separacdo entre algumas espécies de Lantana é
normalmente realizada a partir da andlise de amostras férteis, o que ¢ dificultado quando as plantas
ndo apresentam flores e frutos.

Em Minas Gerais, L. camara ocorre juntamente com L. radula SW, espécies
morfologicamente semelhantes. Porém, L. radula ¢ uma espécie de ocorréncia restrita a América
Central e ao Brasil, com limite sul no estado de Minas Gerais (Silva, 1999).

Com a busca incessante do controle de L. camara, espécies como L. radula, podem ser
afetadas por problemas de identificagdo taxondmica incorreta. A anatomia tem sido considerada
uma importante fonte de caracteres para a taxonomia, principalmente na auséncia de amostras
reprodutivas (Solereder, 1908; Metcalfe and Chalk, 1950). Assim, € importante se caracterizar
anatomicamente as folhas de L. camara e L. radula de forma a contribuir com a identificacio de
amostras estéreis das duas espécies.

Algumas espécies de Lantana sdo produtoras de oOleos essenciais com atividade
sabidamente fungistatica (Deena & Thoppil, 2000; Hernandez et al., 2005). Apesar das
semelhangas morfoldgicas entre L. camara e L. radula, em plantas cultivadas e mantidas em
casa de vegetacdo foi possivel notar odor distinto entre elas que pode estar relacionada a diferenca

na composi¢do quimica dos 6leos, sendo que para L. camara tal composi¢ao ¢ conhecida (Deena &



Thoppil, 2000; Misra & Laatsch, 2000; Alitonou et al., 2004; Randrianalijaona et al., 2005).
Quanto a composi¢do quimica do 6leo essencial de L. radula, ndo foram encontradas relatos na
literatura. Devido as propiedades fungistaticas associadas aos 6leos provenientes de espécies de
Lantana (Deena & Thoppil, 2000; Hernandez et al., 2005), ¢ possivel que L. camara e L. radula
possam apresentar atividade biologica diferente. Esse fungo € um patdégeno extremamente
agressivo que foi identificado em L. camara (Barreto et al., 1995) e que tem sido alvo de estudos

de controle bioldgico (Holm et al., 1977; Pereira, 2001).

Considerando que os metabolitos produzidos por espécies de plantas podem apresentar
composi¢do quimica diversa e complexa, e exercer fungdes distintas conforme os sitios onde sdo
secretados (Fahn, 1979). A natureza quimica dos compostos produzidos pelas estruturas
secretoras costuma ser heterogénea e complexa, ja tendo sido identificadas substancias
como alcaldides, lactonas sesquiterpénicas e flavondides, grupo de substancias com
reconhecida fun¢iao de componentes de defesa quimica vegetal (Harbone, 1993; Ascensao
et al., 1999; Combrinck et al., 2007). Em espécies de Verbenaceae sdo poucos os trabalhos sobre a
histolocalizacdo dos compostos secretados.

A interagdo planta/patogeno envolvendo C. cassiicola foi alvo de estudo em diversas
culturas ja que este fungo poder causar perdas econdmicas substanciais em seringueira, tomate,
feijao caupi, dentre outros (Ellis, 1971; Silva, et al., 1998). Buscando melhor compreender essas
espécies L. camara e L. radula foram eleitas para a realizacdo de um estudo comparativo. L. radula
Sw. apresenta, além da proximidade filogenética com L. camara, uma distribuicdo geografica em
parte superposta com ambiente de ocorréncia natural. Apesar de L. camara e L. radula co-
habitarem em alguns ambientes ndo ha relatos de ataque de C. cassiicola a L. radula. Além disso,
a escassez geral de informagdes sobre a espécie L. radula contribuiu para o interesse sobre essa
espécie.

O estudo histopatologico envolvendo as duas espécies possibilitara o melhor entendimento
dos mecanismos de infeccdo pelo fungo C. cassiicola. O estudo conjunto de uma interacdo

compativel e uma ndo compativel podera contribuir para o melhor entendimento sobre o processo



infectivo de C. cassiicola. Neste trabalho foram avaliadas as alteragdes anatdmicas, em folhas de L.
camara e L. radula provocadas pelo ataque do fungo C. cassiicola, bem como examinados ¢
descritos aspectos destas interagdes, os sitios de penetracdo, de infeccdo e os processos de

colonizagdo do fungo utilizando-se microscopia de luz e eletronica de varredura.

OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos reconhecer caracteres anatdmicos das folhas de L.
camara e L. radula que possam ser utilizados como ferramentas para a separagdo correta dessas
espécies além de realizar o estudo histoquimico de suas folhas. Buscou-se também caracterizar o
6leo essencial produzido nas folhas de L. camara e L. radula e submeté-los a teste bioldgico sobre
o desenvolvimento do fungo C. cassiicola. Foram realizados os estudos histopatologicos das

interagdes C. cassiicola X L camara ¢ L. radula.

ORGANIZACAO DA TESE

O presente trabalho encontra-se organizado sob a forma de trés artigos cientificos, como
disposto nas normas de redagao de teses da Universidade Federal de Vigosa. Cada artigo segue a
formatag@o da revista a qual sera submetido. O primeiro artigo é referente a anatomia aplicada a
taxonomia de duas espécies de Lantana (Verbenaceae), e se encontra organizado de acordo coma
as normas da revista Journal of Plant Research. O segundo artigo trata das estruturas secretoras
presentes nas folhas de L. camara e L. radula, a composi¢do do 6leo essencial produzido por essas
duas espéciese atividade biologica destes. Este artigo foi preparado atendendo as normas da
Biochemical Systematic and Ecology. O terceiro artigo trata do estudo histopatologico das
intera¢des fungo/planta nos patossistemas C. cassiicola X Lantana spp e foi preparado de acordo

com as normas da revista Plant Patology.
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CAPITULO 1

ANATOMIA FOLIAR DE DUAS ESPECIES DE Lantana (VERBENACEAE)

Resumo: A espécie L. camara L. tem sido usada ha séculos como ornamental, e foi espalhada
pelos colonizadores da América Tropical tornou-se uma das mais importantes plantas daninhas do
mundo. Na busca de novos métodos de controle para esta planta, é essencial distinguir espécies do
mesmo género, o que usualmente ¢ feito com estudos taxondmicos de amostras férteis.
Considerando a similaridade entre L. camara e L. radula, e a conseqiiente dificuldade em distingui-
las quando somente amostras estéreis estdo disponiveis, entendeu-se como necessario investigar o
uso de caracteristicas anatomicas das folhas como fonte de informacgédo adicional para a distingao
dessas duas espécies. As folhas de L. camara e L. radula foram examinadas sob microscopia de luz
e microscopia eletronica de varredura. A diferenga mais elevada observada foi a presenga nos
peciolos de L. camara e L. radula de idioblastos. Na ldmina foliar de L. camara foram observados
idioblastos secretores ¢ em L. radula foram encontrados idioblastos cristaliferos. Os tricomas
glandulares e ndo glandulares bem como a superficie abaxial apresentam diferencas morfoldgicas
evidentes em cada espécie.

Palavras-chave: idioblastos, L. camara, L. radula, tricomas glandulares, planta daninhas.



Abstract: The species Lantana camara L. has been used as ornamental, and as a consequence it
spread all over the world and became one of the world most important weeds. In order to
development new methods of control for this plant, it is essential to distinguish it from other
species of the same genus, and this is usually carried out by taxonomic studies of fertile samples.
Considering the similarity between L. camara and L. radula, and the consequent difficult in
distinguishing then when only sterile samples are available, in the present work we have
investigated the use of anatomical characterists of the leaves of both species as a tool for suporting
the correct classification. The leaves of L. camara and L. radula were anatomically examined by
light microscopy and scanning electron microscopy. The major differences were observed in the
petiole that presented secretor idioblasts in L. camara. In the leaf blades of L. camara were
observed secretor idioblasts and in L. radula were found crystalliferou idioblasts. The glandular
and nonglandular trichomes as well as the abaxial surface are different in each species. Such results

can subsidize the strategies that aim the control of L. camara without interfering with L. radula.

Key words: idioblasts, L. camara, L. radula, glandular trichomes, weed plant.



INTRODUCAO

O género Lantana ¢ nativo da América tropical e subtropical, com algumas poucas
espécies nativas da Asia e da Africa tropical. Lantana camara L. e apresenta propriedades
medicinais (Weenen et al., 1990; Herbert and Maffrand, 1991), ndo sendo relatado nenhum caso de
toxicidade ao homem (Souza, 1988). No entanto, esta espécie encontra-se dispersa pelo mundo e
tornou-se um problema em varios paises onde foi introduzida como ornamental. Nesses paises,
apesar de exdtica, ela se adaptou muito bem as condi¢des climaticas locais e invadiu areas de
florestas e pastagens. No entanto, para muitos animais domésticos essa espécie apresenta toxidez
aguda podendo leva-los a morte (Brito et al. 2004) L. camara exerce efeito alelopatico em
vegetagdo vizinha (Sharma et al., 1988) interferindo em comunidades naturais, podendo levar a
reducgdo da diversidade local. Assim, numerosas tentativas tém sido realizadas visando o controle
desta espécie, entretanto, com limitado sucesso (Sharma et al., 1988; Day et al., 2003).

A morfologia do género Lantana (Silva, 1999), dificultando a identificacdo de espécies no
campo. Inimeros problemas taxondmicos tém sido relatados e essas plantas sdo freqiientemente
classificadas incorretamente (Silva, 1999; Salimena, 2002). A separacdo entre algumas espécies de
Lantana é normalmente realizada a partir da analise de amostras férteis, o que € dificultado quando
as plantas estdo estéreis.

Em Minas Gerais, ocorre juntamente com L. camara, L. radula SW. Estas duas espécies
sdo morfologicamente semelhantes, entretanto L. radula ocorre somente nas Américas, desde a
América Central até o Brasil, com limite sul no estado de Minas Gerais (Silva, 1999).

Com a busca continuada de alternativas para o controle de L. camara espécies parecidas,
como L. radula, podem ser fonte de confudio e trabalhos tais como a busca por agentes de
biocontrole podem ser prejudicados por identificagdo taxondmica incorreta de hospedeiros
principalmente quando as espécies estdo estéreis. A anatomia ha muito tempo, vem se mostrando
como uma importante fonte de informagdo 1til para a taxonomia, principalmente quando faltam
amostras reprodutivas (Solereder, 1908; Metcalfe and Chalk, 1950). Inclusive, em alguns casos, a

anatomia foliar permite a identificacdo de niveis hierarquico inferiores (Alves et al., 2002; Sartori



and Tozzi, 2002). O objetivo do presente trabalho foi caracterizar anatomicamente as folhas de L.
camara e L. radula visando indicar caracteres que possam contribuir com a identificagdo de

amostras estéreis das duas espécies, fornecendo informagdes uteis para o manejo.

MATERIAL E METODOS

O material botanico das espécies estudadas foi obtido de plantas cultivadas em vasos e
mantidas em casa de vegetagdo no Campus da Universidade Federal de Vigosa (20° 45° 24”’S ¢ 42°
52> 22”WO0, 680 m de altitude). Ramos férteis foram herborizados e as exsicatas incorporadas
como testemunha no acervo do Herbario VIC (sob os numeros 30159 - L. camara e 30160 - L.
radula) do Departamento de Biologia Vegetal, da UFV e a identidade das plantas foi confirmada
por especialista.

Foram coletadas folhas maduras do 3° ao 5° n6 a partir do &pice. Amostras frescas do
peciolo e da lamina foliar foram seccionadas transversalmente utilizando-se um micrétomo de
mesa (modelo LPC, Rolemberg ¢ Bhering Comércio e Importagdo LTDA, Belo Horizonte, Brasil),
os cortes corados por 5 minutos com safrablau (safranina-azul de astra) (Bukatsh, 1972) e as
laminas montadas com agua glicerinada.

Alguns fragmentos foliares foram fixados por 48 horas em FAA;, (formaldeido, acido
acético, etanol 50%, 5:5:90, v/v) e conservados em etanol 70% (Kraus and Arduim, 1997).
Amostras com aproximadamente cinco mm?® da 1amina foliar e do peciolo foram desidratadas em
série etilica (70% a 95%) e incluidas em resina histologica (Historesin Leica). Para facilitar a
penetragdo das solugdes, as amostras foram mantidas em dessecador sob vacuo constante. As
seccoes foram realizadas nos planos transversais e longitudinais, com o auxilio de um micrétomo
rotativo de avango automatico (RM 2155, Leica), utilizando navalha de vidro. Cortes com 5 a 7 um
de espessura foram distendidos em laminas de vidro, corados com Azul de Toluidina em pH 4,4
(O’brien and Maccully, 1981) durante 10 minutos e montados com resina sintética (Permount-

Fisher).



Para a realizagdo da diafaniza¢do foram selecionadas trés amostras de trés folhas do 3° ao
5° no, a partir do apice, por individuo de cada espécie sendo coletadas folhas de trés individuos. As
folhas foram subdivididas em regides apical, mediana e basal e, para cada regido, foram utilizadas
duas amostras por folha para analisar a superficie abaxial e adaxial. Estas amostras foram
clarificadas em hidroxido de sédio aquoso a 10%, lavados com agua corrente, coradas com
safranina aquosa a 1% (Johansen, 1940) e as laminas montadas com gelatina glicerinada. O nlimero
de tricomas, secretores e nao secretores, foi quantificado para as superficies abaxial e adaxial em
cada regido sob microscopio de luz (aumento de 40 e area total de 29,7 mm?). As densidades de
tricomas foram estimadas por espécie pela determinagdo do niimero de tricomas dentro do campo
de visualizagio representando uma area de amostragem de aproximadamente 0,22 mm’. Neste
experimento foram amostradas em cada superficie 45 areas por regido (apical, mediana e basal)
para cada espécie. As estimativas de densidades dos tricomas foram calculadas independentemente
para as superficies e por¢oes avaliadas. Os resultados da avaliagdo dos tricomas foliares foram
analisados pelo teste de média de Tukey.

A andlise do laminario ¢ a documentagdo fotografica foram feitas utilizando-se um
microscopio de luz (Olympus AX 70), conectado a um sistema de fotomicrografia (Olympus U-
Photo), do Laboratorio de Anatomia Vegetal (DBV/UFV).

Para a descri¢do da micromorfologia dos tricomas secretores € ndo secretores,
algumas amostras fixadas foram desidratadas em série etandlica, submetidas secagem ao
ponto critico com CO; liquido utilizando-se equipamento CPD020 da Balzer e recobertas
com ouro metalico a 10 nm de espessura (Balzers Modelo SCA010,). Tais amostras foram
analisadas e fotografadas com um microscopio eletronico de varredura (Zeiss modelo LEO

1430VP).
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RESULTADOS

Lantana camara (Fig. 1A e 1B) e L. radula (Fig. 1C e 1D) apresentavam alguns caracteres
morfologicos foliares comuns, tais como: folhas simples, inteiras, pecioladas e pubescentes;
filotaxia oposta-decusada, o apice agudo a acuminado e margem serreada.

Os peciolos das duas espécies (Fig. 2A-D) sdo planos na superficie adaxial e convexo na
superficie abaxial. Sdo revestidos por cuticula delgada e a epiderme € uniestratificada com células
de tamanhos regulares, € com varios tipos de tricomas secretores € ndo secretores em toda a sua
extensdo. Na porcéo subepidérmica ha cerca de trés camadas de colénquima. O sistema vascular ¢
do tipo colateral nas duas espécies avaliadas. Em L. camara ele é composto sistema vascular
aberto, formando um arco achatado em forma de “V” com dois feixes acessorios dorsalmente
localizados (Fig. 2A). Ja em L. radula o sistema vascular é aberto com extremidades fletidas, em
forma de ferradura, com dois feixes acessorios dispostos lateralmente (Fig. 2C). No peciolo de L.
camara observou-se grupos de idioblastos localizados lateralmente no parénquima cortical (Fig.
2B), os quais ndo foram visualizados em L. radula (Fig. 2D).

Em ambas as espécies, o padrido de venacdo ¢ do tipo pinado com nervuras laterais
craspedddromas simples onde todas as nervuras laterais € seus ramos terminam na margem (ndo
documentado). As aréolas possuiam formato quadrangular com venacao simples (Figs. 2E e 2F).

Nas superficies da lamina foliar de L. camara (Figs. 3A-D) e L. radula (Figs. 3E-I), as
células epidérmicas apresentavam o contorno sinuoso com reentrancias em forma de U. Em L.
radula a superficie abaxial ndo ¢é plana, apresentando regides de depressoes, onde ¢ comum a
ocorréncia de tricomas secretores (Fig. 3H).

Os estdmatos ocorriam em ambas as superficies (anfiestomatica), embora fossem raros na
adaxial. Localizam-se no mesmo nivel das demais células epidérmicas, formando complexos
diaciticos e anomociticos (Figs. 3A, 3C, 3E e 3H).

Tricomas ndo secretores e secretores encontravam-se dispersos por todo o peciolo e ldmina

foliar, entretanto os tipos variaram conforme a espécie (Figs. 4, 5 ¢ 6).
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Figura 1 — Vista geral e detalhes de partes reprodutivas das duas espécies do género Lantana. A e

B - Lantana camara. C ¢ D - Lantana radula. A e C — Inflorescéncia. B ¢ D - Detalhe: fruto.

12



Figura 2 — Folha de Lantana camara (A, B e E) ¢ Lantana radula (C, D e F). A a D - Sec¢éo

transversal da regido distal dos peciolos. E e F - Diafanizacdo das laminas foliares evidenciando o
padrdo de venagdo. A e C - Vista geral. B — Detalhe do coértex evidenciando os idioblastos
secretores. D — Cortex. E e F - Aréolas. Id = idioblastos, co = colénquima, xi = xilema, fl = floema,

fa = feixes acessorios.
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Figura 3 — Epiderme das superficies adaxiais e abaxiais das folhas de L. camara e L. radula em
vista frontal mostrando paredes anticlinais com contornos sinuosos. A a D — L. camara. Eal - L.
radula. C - Estomatos no mesmo nivel das células epidérmicas. H — Epiderme irregular devido a

presenca de depressoes A, C, E, G e H - Micrografias de MEV. B, D. F e I = Diafanizagdo. A, B,

E, F e G — Superficies adaxiais. C, D, H e I — Superficies abaxiais.
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Os tricomas ndo secretores das duas espécies (Figs. 4A-F) sdo do tipo conico, sendo a base
dilatada e a extremidade afilada, € com ornamentag¢Ges verrucosas na parede. Esses tricomas sdo
uni ou bicelulares e apresentavam na base um conjunto de células epidérmicas volumosas
radialmente arranjadas (Fig. 4C-F). Em L. camara (Figs. 4A, 4C, 4E) os tricomas eram visualmente
mais alongados que em L. radula (Figs. 4B, 4D, 4F) e mais numeros (Fig. 7, Tabela 1). Como a
frenquéncia de tricomas ndo secretores em L. radula, foi muito baixa (inferior a 1, Tabela 1) ndo
houve diferenca estatistica quando se comparou as duas superficies foliares. Ja em L. camara a
diferenca de frequéncia entre as duas superficies foi estatisticamente significativa com a superficie
adaxial tendo em média o dobro do valor da abaxial (Tabela 1). Em relagdo as regides avaliadas,
ndo se verificou diferengas significativas de densidade de tricomas em funcdo da posi¢do na folha
para as duas espécies (Tabela 2).

Foram identificados trés tipos de tricomas secretores capitados (Figs. 5 e 6). Tipo I
multicelular com uma célula na base, duas células alongadas de comprimento varidvel no
pedunculo, uma célula curta no pescogo e a cabega multisseriada com duas a oito células. Tipo 1I:
multicelular com uma célula basal, uma célula curta no pescogo e uma, duas ou quatro células
apicais na cabeca secretora. Tipo III: bicelular, com uma célula basal curta e uma célula apical
dilatada compondo a cabega secretora, cuja cuticula apresentou-se distendida na fase secretora. Em
L. camara foram visualizados os tricomas dos tipos I (Figs. SA-H), II (Figs. 51 e 5J) e III (Figs. 5L
e SM). Em L. radula também foram observados tricomas dos tipos I (Figs. 6A e 6B), II (Figs. 6C,
6D, 6E e 6F) e III (Figs. 6G-I). No entanto, a diferenca entre as duas espécies quanto ao nimero
variavel de células na cabeca dos tricomas capitatos do tipo I e Il observados em cada uma delas.
Quanto a frequéncia, os valores foram aproximados nas duas espécies (Tabela 1) e em ambas os
valores foram maiores para a superficie abaxial (Fig. 7, Tabela 1). Em relagdo as regides avaliadas
(base, regido mediana e apice) estatisticamente ndo se observou diferencas, em relagdo a freqiiéncia
média dos tricomas, a excecdo de L. radula na superficie abaxial (Tabela 2).

A lamina foliar das duas espécies apresentou epiderme unisseriada com células de paredes
periclinais externas delgadas e cuticula relativamente espessa. O mesofilo é dorsiventral, com duas

camadas de parénquima palicadico (Figs. 8A e 8B) e trés a quatro camadas de parénquima lacunoso
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25 um

Figura 4 — Tricomas ndo secretores de L. camara e de L. radula. A e B — Aspecto geral das
superficies abaxiais. C, D, E e F — Detalhes dos tricomas nao secretores. C, D e E — Superficies
abaxiais. F- Superficie adaxial. A, Ce E — L. camara. B,D e F — L. radula. A e B — Diafanizagao.

C,D,E,F-MEV.
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Figura 5 — Tipos de tricomas secretores em L. camara. A, C,E, G,I, L- MEV.B, D, F, H,J, M —
Diafanizacdo. A e B - Tricomas capitatos do tipo I com duas células na cabega secretora. C ¢ D -
Tricomas capitatos do tipo I com quatro células na cabeca secretora. E e F - Tricomas capitatos do
tipo I com seis células na cabega secretora. G ¢ H - Tricomas capitatos do tipo I com oito células na
cabeca secretora. Detalhe: cabega secretora. I e J - Tricomas capitatos do tipo II com duas células

na cabeca secretora. L e M - Tricomas capitatos do tipo III unicelular. Detalhe: vista lateral.
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Figura 6 — Tipos de tricomas secretores em L. radula. A, C, Ee G- MEV.B, D, F, He I -
Diafanizagdo. A e B - Tricomas capitatos do tipo I com 4 células na cabega secretora. C e D -
Tricomas capitatos do tipo II com uma célula na cabega secretora. E e F - Tricomas capitatos do

tipo I1I com 4 células na cabeca secretora. G, H, I - Tricomas capitatos do tipo I'V unicelular.
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que ¢ mais compacto em L. camara (Fig. 8A) que em L. radula (Fig. 8B). Em L. camara, a
semelhanga do verificado para o peciolo, apresentou idioblastos secretores dispersos pelo mesofilo
(Fig. 8C) cujo citoplasma se corou de roxo pelo Azul de Toluidina (Figs. 8A, 8C e 8E). Em L.
radula foram visualizadas apenas idioblastos contendo estildides no parénquima clorofiliano (Fig.
8D). O sistema vascular da nervura central (Figs. 8E, 8F, 8G e 8H) ¢ do tipo colateral, em forma
de arco aberto em L. camara e em L. radula. Porém, nesta tiltima espécie ¢ mais recurvado tendo as

extremidades do arco mais afastadas.

DISCUSSAO

Varias das caracteristicas anatdmicas de L. camara e L. radula avaliadas foram
semelhantes. Por exemplo, a venagdo foliar craspedodroma simples de ambas. A utilizacdo da
venacdo foliar para fins taxonomicos (Reis et al., 2004; Cardoso and Sajo, 2006), deve ser
considerada com cuidado (Dilcher, 1974). Entretanto, foi possivel identificar caracteres
diagndsticos que permitiram distinguir as espécies.

No peciolo das duas espécies de Lantana, o padrao de organizacdo do sistema vascular e os
idioblastos secretores (visualizados somente no cortex de L. camara) constituem-se em bons
caracteres distintivos. A anatomia do peciolo fornece, freqiientemente, subsidios para a
identificacdo de determinados taxa, sendo que a porg¢do distal do peciolo ¢ a mais significativa em
termos taxondmicos (Howard, 1979). O estudo do peciolo tem se confirmado como um bom carater
taxondmico auxiliando na disting@o, por exemplo, de géneros da familia Melastomataceae (Reis et
al., 2004) bem como na separagdo de espécies de Erythroxylum P. Browne (Erythroxylaceae)
(Bieras & Sajo, 2004).

A presenga de cuticula espessa na superficie adaxial das duas espécies de Lantana
estudadas pode ser interpretada como uma estratégia adaptativa (Dickison, 2000; Larcher, 2000). A
cuticula recobre a epiderme da planta e serve de interface entre interior e exterior do organismo
(Bukovac et al., 1990) e deve ser considerada nas intervengdes que visem o controle quimico de

plantas (Procopio et al., 2003).
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Figura 7 — Superfiices foliares de L. camara e L. radula vistos sob microscopia de luz ¢ MEV. A -
D =L.camara. E - H=L. radula. A, B, E e F — Diafaniza¢do. C, D, Ge H-MEV. A, C,Ee G —

Superficies adaxiais. B, D, F e H — Superficies abaxiais.
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Figura 8 — Secgdes de laminas foliares de L. camara e de L. radula corados com Azul de Toluidina. A,
C,Ee G- L. camara. B, D, F e H — L. radula. A ¢ B - Cortes transversais ldminas foliares
evidenciando mesofilo dorsiventral. C - Corte paradérmico da lamina foliar evidenciando os idioblastos
secretores. D - Corte transversal da lamina foliar mostrando os estiloides. E a F — Aspecto geral da

nervura mediana da folha. G e H - Detalhe do feixe vascular mostrando xilema e floema.
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7] A - . ~ 2
Tabela 1 - Valores médios da freqiiéncia dos tricomas ndo secretores e secretores por mm- nas

superficies abaxial e adaxial de folhas de L. camara e L. radula.

Superficies TRICOMAS NAO SECRETORES TRICOMAS SECRETORES
L. camara L. radula L. camara L. radula
AB 2,8B 0,3A 212 A 23,0 A
AD 52A 0,9 A 1,7B 0,6 B

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de

Tukey. AD= adaxial / AB= abaxial.

Tabela 2 - Valores médios da freqiiéncia dos tricomas ndo secretores e secretores por mm’ nas

regides basal, mediana e apical de folhas de L. camara e L. radula.

TRICOMAS NAO SECRETORES TRICOMAS SECRETORES
e L. camara L. radula L. camara L. radula
Reeides
AD AB AD AB AD AB AD AB
BA 53A 2,7 A 0,9 A 0,4 A 2,1A | 235A 0,6 A 22,5B
RM 42A | 327A 0,8 A 0,3A 1,7A 19.3 A 0,5A | 262 A
AP 6,1A | 2,53A 1,0A 0,2 A 1,4A | 20,7A 0,6 A 20,6 B

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey. AD= adaxial / AB= abaxial / BA= base / RM= regido mediana / AP= apice.
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A sinuosidade das células epidérmicas também pode ser uma resposta as condigdes
ambientais (Alquini et al., 2003), pois aumentariam a superficie de contato entre células adjacentes
(Wylie, 1943) proporcionando maior rigidez (Haberlandt, 1928). No entanto, para Arruda (1994)
este carater parece estar bem fixado geneticamente. Quanto as espécies estudas, como as condigdes
de cultivo foram semelhantes, este ndo foi um bom carater distintivo.

A distribuigdo dos estdmatos ndo diferiu nas duas espécies estudadas, sendo elas
anfiestomatica, com um maior nimero de estomatos na superficie abaxial. Estomatos nas duas
superficies foliares caracterizam algumas espécies da familia Verbenaceae (Metcalfe and Chalk,
1950; Inamdar, 1969) e sdo caracteres ecologicamente menos variaveis (Dilcher, 1974). As folhas
anfiestomaticas geralmente apresentam maior quantidade de estdmato na epiderme da superficie
abaxial (Greulach, 1973), o que parece ser um mecanismo preventivo a fotoinibicdo, pois a
superficie adaxial fica mais exposta aos raios solares devido a orientagdo horizontal da maioria das
folhas (Smith et al., 1998).

Os tricomas ndo secretores e secretores, observados para as duas espécies de Lantana
estudadas, sdo amplamente distribuidos na familia Verbenaceae (Solereder, 1908; Metcalfe e
Chalk, 1950) incluindo algumas espécies do género Lantana (Solereder, 1908; Metcalfe and Chalk,
1950; Inamdar, 1969; Moura et al., 2005). Tricomas tém sido considerados importantes
ferramentas para a taxonomia (Theobald et al., 1979), em especial os secretores (Solereder, 1908;
Metcalfe & Chalk, 1950; Fahn, 1979).

Os tricomas ndo secretores unicelulares visualizados nas duas espécies estudadas ja foram
descritos para o género (Solereder, 1908; Metcalfe and Chalk, 1950) inclusive para L. camara
(Inamdar, 1969; Moura et al., 2005). A maior densidade destes tricomas na superficie adaxial de L.
camara, pode estar relacionada a diversos fatores como, por exemplo, protecdo contra radiagdo
excessiva e altas temperaturas, como registrado na literatura (Hallahan and Gray, 2000; Valkama et
al., 2003). No entanto, a verdadeira fung¢do ecoldgica dos tricomas, na maioria das vezes ndo €
respaldada por investigacdes experimentais, e sim apenas sujeita a conjecturas (Werker, 2000).
Estudos sobre a penetragdo dos herbicidas nos tecidos vegetais sdo fundamentais para o sucesso do

controle quimico de plantas daninhas (Procopio, 2003) os caracteres anatdmicos, praticamente,
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determinam a facilidade com que esses produtos serdo absorvidos (Hess and Falk, 1990). Tricomas
na superficie foliar podem interceptar gotas pulverizadas, impedindo que estas alcancem a
epiderme propriamente dita. A eficiéncia da absor¢ao de herbicidas pelos tricomas e a translocacao
destes para as células epidérmicas ainda sdo parcialmente desconhecidas (Hess and Falk, 1990).
Entretanto, de acordo com Hull (1970), parte da absor¢do de determinadas substancias pode ocorrer
via tricomas. Todavia, poucos autores afirmam serem os tricomas, em especial os ndo secretores,
um bom caminho para a entrada de herbicidas. Hess and Falk (1990), verificaram na literatura
relacdo negativa entre a aderéncia dos herbicidas nos tricomas e a eficicia destes produtos.
Portanto, a alta densidade de tricomas ndo secretores na superficie adaxial de L. camara seria
vantajosa para a espécie quando submetida a estratégias de controle quimico. Ja L. radula estaria
mais susceptivel ao controle quimico inadequado ja que ndo se trata de uma planta daninha. A
baixa densidade de tricomas ndo secretores na superficie adaxial (Tabela 1) deixa as células
epidérmicas mais expostas a agdo dos agroquimicos.

Os diferentes tipos de tricomas secretores capitados descritos para as duas espécies (Figs. 5
e 6), representam importantes parametros distintivos. Membros da familia Verbenaceae pode
apresentar diferentes tipos de tricomas secretores. Considerando o nimero elevado de espécies de
Lantana e as dificuldades existentes em classifica-las, sdo ainda poucos os trabalhos que descrevem
tais estruturas e aproveitam-nas como caracteres para classificagdo. Nota-se, a falta de uma
padronizacdo na classificagdo destes tricomas o que limita o uso de caracteristicas destas estrutras
para fins taxonomicos (Moura et al., 2005; Inamdar, 1969). Em Lamiaceae, familia
filogeneticamente relacionada a Verbenaceae e que apresentam diferentes tipos de tricomas
capitados, as diversas propostas de classificagdo dos tricomas gera confusdes e dificulta a
comparagdo entre os trabalhos registrados na literatura (Werker, 1993; Ascenséo et al., 1999; Corsi
and Bottega, 1999).

Os tricomas secretores, nas duas espécies, sdo mais abundantes na superficie abaxial que na
adaxial. Sdo plantas aromadticas que ocorrem em ambientes ensolarados e os tricomas estando
protegidos na superficie abaxial, permitiriam que as secregdes permanecessem por um tempo mais

prolongado na planta. L. camara ¢ uma planta rica em 6leos essenciais (Alitonou et al., 2004;
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Misra and Laatsch, 2000; Randrianalijaona et al., 2005) e esses compostos normalmente se
volatilizam e sdo liberados sob altas temperaturas e baixa umidade. Em L. radula os tricomas
(principalmente do tipo III) ocorrem em depressdes, o que refor¢a a hipotese da protecdo. Os
tricomas secretores apresentam grande importancia ecoldgica proporcionando uma maior interagao
da planta com o ambiente, interferindo de forma eficaz contra herbivoros e patdogenos (Werker,
1993). A variagdo quanto a ocorréncia de tricomas secretores foram considerados como uma
importante caracteristica distintiva entre L. camara e L. radula.

L. radula apresenta a superficie abaxial irregular formando depressdes ao contrario, de L.
camara que tem um aspecto o que representa um carater adicional na distingdo das espécies. O
arranjo dorsiventral observado nas duas espécies de Lantana estudadas é caracteristico para a
familia Verbenaceae (Metcalfe and Chalk, 1950).

Os idioblastos secretores observados apenas em L. camara bem como os idioblastos,
cristaliferos contendo estildides observados somente em L. radula sdo uteis para distinguir essas
duas espécies. Segundo Moura et al. (2005) esses idioblastos podem ser locais de biossintese ou
armazenamento de triterpenos pentaciclicos ndo-volateis freqiientemente isolados dessa planta
(Ghisalberti, 2000; Sharma et al., 2000). A morfologia ¢ a distribui¢do dos cristais € um carater
constante dentro das espécies (Franceschi, 2005) podendo ser usado com fins taxondmicos
(Prychid 2003; Lersten and Horner, 2000) além de indicar um rigoroso controle genético na sua
deposicao (Franceschi, 2005).

Os resultados aqui obtidos permitiram identificar caracteres foliares tuteis para a distingao
de duas espécies morfologicamente semelhantes de Lantana e a descricao anatomica de folha de L.
radula é apresentada aqui pela primeira vez, o que contribui para o conhecimento da familia

Verbenaceae.
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CAPITULO 2

CARACTERIZA(;AO E HISTOLOCALIZA(;AO DOS COMPOSTOS
SECRETADOS DE Lantana camara L. E L. radula SW. E SUAS ATIVIDADES

BIOLOGICAS

Resumo: As Verbenaceas secretam compostos de natureza diversa que podem atuar na protegao
contra patdogenos e herbivoros. A presenga de tricomas secretores em espécies de Lantana
despertou pra o estudo histoquimico bem como para a verificacdo de sua atividade biologica. Os
testes histoquimicos evidenciaram diferengas nos secretados dos trés tipos de tricomas capitatos de
Lantana camara e L. radula ¢ nos idioblastos de L. camara. As substancias detectadas sdo de
natureza mista (lipofilicos e hidrofilicos) e podem estar relacionadas a estratégias de defesa
quimica nessas espécies. Dentre os terpenoides, 6leos essenciais foram evidenciados em todos os
tipos de tricomas capitatos e nos idioblastos. Os componentes majoritarios identificados no 6leo
essencial de L. camara sdo germacreno-D (19,8%) e E-cariofileno (19,7%) e de L. radula sdo E-
cariofileno (25,3%) e fitol (29,2%). A atividade fungistitica observadas sobre Corynespora
cassiicola pelo dleo das duas espécies foi muito maior para o 6leo de L. radula do que para o de L.
camara. Provavelmente, a presenga dos compostos E-nerolidol (19,0%), identificado somente no
6leo de L. radula, e o teor mais elevado do fitol (29,2%) possa justificar a diferenga na atividade

biologica.

Palavras-chave: tricomas secretores capitados, idioblastos secretores, histoquimica, Verbenaceae,

6leo essencial, Corynespora cassiicola.
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Abstract: Verbenaceas secrete composed of several nature that can act in the protection against
patdgenos and herbivores. The presence of capitate trichomes in species of Lantana woke up for the
study histochemical as well as for the verification of your biological activity. The histochemical
tests showed differences in secretion of the three types of capitate trichomes of Lantana camara
and L. radula and in idioblasts of L. camara. The detected substances are of a mixed nature
(lipophilicus and hydrophilicus) and they can be related to strategies of chemical defense in these
species. Among the terpenoids, essential oils were appeared in all types of capitate trichomes and
idioblasts. The main components identified in essential oil of L. camara are germacrene- D (19.8
%) and E- caryophyllene (19.7 %) and of L. radula are E- caryophyllene (25.3 %) and phytol (29.2
%). The fungistactic activity in Corynespora cassiicola demonstrated that the oil of L. radula is
more inhibitory to the growth of the colonies than L. camara. Probably the presence of compounds
E-nerolidol (19.0 %) identified only in the oil of L. radula, and phytol (29.2 %) can justify the

difference in biological activity.

Key-Words: capitate trichome secretors, idioblast secretores, histochemical, Verbenaceae,

essential oil, Corynespora cassiicola.
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1. INTRODUCAO

Metabolitos produzidos pelas plantas podem apresentar composicdo quimica diversa e
complexa, exercendo fungdes distintas conforme os sitios onde sdo secretados (Fahn 1979). A
familia Verbenaceae destaca-se pelo elevado numero de espécies aromaticas que secretam oOleos
essenciais pelos tricomas secretores (Metcalfe & Chalk, 1950; Inamdar, 1969; Combrinck, et al.,
2007). Apesar deste conhecimento geral sdo poucos os trabalhos sobre a histolocalizagdo dos
compostos secretados em espécies de Verbenaceae. Os 6leos essenciais podem atuar na protecao
contra o ataque de herbivoros e patogenos (Werker, 1993).

Lantana camara (Verbenaceae) ¢ uma espécie invasora de dificil controle (Day et al.,
2003). Nesta foi verificado infestagdo pelo patogeno Corynespora cassiicola, tendo sido alvo
de investigagdo para controle bioldgico (Pereira, 2001). Entretanto, o 6leo essencial produzido por
L. camara pode exercer atividade fungistatica sobre C. cassiicola, interfererindo no controle
biologico, ja que espécies de Lantana sao produtoras de 6leos essenciais com atividade fungistatica
(Deena & Thoppil, 2000; Hernandez et al., 2005).

Portanto, conhecer a composi¢do quimica do dleo e identificar os sitios de secrecdo na
planta, permitirdo estabelecer uma relacdo da produgdo com a capacidade de infecgdo do fungo,
contribuindo para o esclarecimento do patossistema C. cassiicola/L. camara.

Lantana camara apresenta tricomas secretores ¢ idioblastos dipersos pelo mesofilo, os
quais secretam substancias lipidicas (Moura et al., 2005). Entretanto, a natureza quimica dos
compostos secretados por L. camara costuma ser heterogénea e complexa, ja tendo sido
identificadas substancias como alcalodides, as lactonas sesquiterpénicas e os flavonodides,
componentes de defesa quimica vegetal (Harbone, 1993; Ascensdo et al., 1999; Combrinck
etal., 2007).

L. camara e L. radula sdo plantas morfologicamente semelhantes (Capitulo 1), entretanto,
em plantas cultivadas e mantidas em casa de vegetagdo foi possivel notar odor distinto entre elas.
Tal observagdo sugere a produgdo de 6leos de composicdo quimica diferente nas duas espécies,

sendo que apenas para L. camara tal composicdo ¢ conhecida (Deena & Thoppil, 2000; Misra &
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Laatsch, 2000; Alitonou et al., 2004; Randrianalijaona et al., 2005), havendo variagdes na

concentragdo de seus componentes conforme a origem.

Quanto a composi¢do quimica do Oleo essencial de L. radula, ndo foram encontradas
referéncias, tampouco relatos de ocorréncia do patéogeno C. cassiicola. Este trabalho teve por
objetivos proceder a histolocalizagdo dos produtos secretados e identificar a composi¢do quimica
do 6leo essencial de L. camara e L. radula e avaliar a atividade fungitoxica desses 6leos sobre C.
cassiicola, visando contribuir com informagdes tuteis para o controle bioldgico de espécies

invasoras.

2. MATERIAS E METODOS:

2.1. Material vegetal:

Os experimentos foram conduzidos com plantas de L. camara e L. radula, mantidas em
casa de vegetacdo no Departamento de Fitopatologia, da Universidade Federal de Vicosa (UFV),
Minas Gerais — Brasil. A identidade das plantas foi confirmada por especialista ¢ amostras
herborizadas foram depositadas no Herbario VIC (sob niimero: 30159 - L. camara e 30160 - L.

radula) do Departamento de Biologia Vegetal, da UFV.

2.2. Testes histoquimicos:

Os testes histoquimicos foram aplicados em cortes transversais da lamina foliar de
amostras frescas, acompanhados pelos respectivos controles. Parte dos cortes ndo foram submetida
aos reagentes, visando identificar a coloragdo e/ou aspecto natural do composto secretado. Foram
utilizados os reagentes: Sudan III (Pearse, 1980) e Sudan Vermelho B (Brundett et al., 1991) para
lipidios totais; Sulfato Azul do Nilo (Cain, 1947) para lipidios acidos e neutros; reagente de Nadi
(David & Carde, 1964) para terpenodides; tricloreto de antimoénio para esterodides (Hardman &
Sofowora, 1972; Mace et al., 1974); acido sulfurico para lactonas sesquiterpénicas (Geissmen &

Griffin, 1971); 2,4 dinitrofenilidrazina para terpendides com grupo carbonila (Ganter & Jollés,
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1969; 1970); dicromato de potassio para compostos fendlicos gerais (Gabe, 1968); vanilina
cloridrica para taninos (Mace & Howell, 1974); floroglucinol para lignina (Johansen, 1940);
reagente de Dittmar ¢ Wagner para alcaldides (Furr & Mahlberg, 1981); lugol (Jensen, 1962);
vermelho de Ruténio para pectinas (Johansen, 1940); acido ténico/cloreto de ferro IIl para
muscilagens (Pizzolato & Lillie, 1973); Xilidine Ponceau para proteinas (O’brien & Maccully,
1981).

A analise do laminario e a documentagdo fotografica foram feitas utilizando-se um
microscopio de luz (Olympus AX 70), conectado a um sistema de fotomicrografia (Olympus U-
Photo).

Os tricomas foram classificados em capitados do tipo I, II e III, de acordo com a literatura

(Capitulo 1).

2.3. Extracéo do 6leo essencial:

Folhas sadias totalmente expandidas entre o 3° ¢ 0 5° no, do apice para a base, de plantas
adultas foram coletadas ao acaso em espécimens sob investigagdo. De cada amostra foram
utilizadas 40 gramas de folha, sendo realizadas triplicata. O processo de extragdo utilizado em
todas as repeti¢des foi a hidrodestilagdo, utilizando-se aparelho do tipo Clevenger modificado, por
um periodo de trés horas. O 6leo obtido foi extraido em funil de separacdo com pentano (3 x 10
mL) e seco com sulfato de magnésio anidro para posterior retirada do solvente em evaporador
rotativo. Os Oleos resultantes foram pesados em balanga analitica com precisdo e os rendimentos
determinados. As amostras dos oOleos obtidas foram transferidas para frascos de vidro e
armazenadas sob atmosfera de nitrogénio em freezer a -20 °C, até o0 momento das analises.

As analises dos 6leos essenciais das folhas de L. camara e L. radula foram realizadas por
Cromatografia Gasosa (CG) em aparelho Shimadzu GC 17-A com detector de ionizacdo de chama
(FID) (andlise quantitativa) e por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

(CG-EM) em equipamento Shimadzu GGEM QP5050A (andlise qualitativa).
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O peso seco da folha foi obtido calculando-se paralelamente para cada amostra (2 g, seco a
103 + 2 ° C por 24 horas) de acordo com método publicado (ASAE, 2000), sendo realizadas em

triplicata.

2.4. Andlises: cromatografia gasosa acoplada ao espectémetro de massa

2.4.1. Cromatografia gasosa (GC)

As analises por cromatografia gasosa foram realizadas usando-se um cromatografo a gas
Shimadzu GC-17A conectado com um detector de ionizagdo em chama (FID) e equipado com
coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,32 mm, espessura do filme de 0,25 pum). A
temperatura do injetor foi de 220 °C e do detector de 240 °C. O gas de arraste utilizado foi o N, e
fluxo programado de 1,8 ml/ min. A temperatura programada inicialmente foi de 60 °C chegando a
240 °C na proporgdo de 3 °C/min, isotérmica de 240 °C por 15 minutos. O volume da injecdo foi
de 1,0 uL (1% de solu¢do em CH,Cl,), no modo split, com razdo de 1:10; pressdo da coluna de 166
kPa. Triplicatas das amostras foram processadas usando-se o as mesmas condi¢des
cromatograficas. A composi¢do percentual da amostra de 6leo foi computada pelas areas dos picos
do CG por integracdo da totalidade dos cromatogramas; os dados foram calculados como valores

médios de trés injecdes para cada amostra de 6leo.

2.4.2. Cromatografia gasosa acoplada ao espectdmetro de massa (CG/MS)

As analises do o6leo foram realizadas em aparelho Shimadzu GCMS-QP5050A equipado
com detector de ionizagdo operando com modo Impacto de Elétrons a 70 eV e equipado com
coluna de silica DB-5 (30 m x 0,25 mm, espessura do filme de 0,25 um). A temperatura do
injetor/detector, programa térmico e o volume de injecdo foram programados como acima (CG); o
gas de arraste utilizado foi o hélio. A injegdo dos padrdes de hidrocarbonetos foi feita nas mesmas
condi¢des analiticas das amostras de 6leo possibilitando o calculado do indice de Kovats (C10—

C26) (SIGMA Chem. Comp.). As identifica¢cdes dos componentes foram baseadas na comparacdo
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do tempo de retencdo com a literatura (Adams, 1995) e pela comparacao dos espectros de massa

com referéncias do banco de dados (Wiley 330,000).

2.5. Teste de inibic@o do crescimento micelial

O o¢leo obtido dissolvido em Tween 20 foi testado para a atividade antifungica in vitro pela
“Poison Food technique” (Dhingra & Sinclair, 1995). O meio utilizado para o teste com o fungo C.
cassiicola foi o caldo de vegetais agar (CVA/esterilizado) (SANTOS-SEIXAS et al., 2000). O
oleo foi incorporado ao meio nas concentragdoes de 1000, 3000, 5000 ¢ 10000 mg L (Tween
0,1%) o qual foi entdo agitado vigorosamente, e vertido em placas de Petri esterilizadas (60 mm de
diametro) até a sua solidificacdo. As placas de Petri com meio misturado com o6leo foram
semeadas no centro com discos de agar contendo colonias do fungo (5 mm de didmetro) retiradas
das margens das colonias de placas e incubadas a 25+2 °C. Os controles foram realizados
paralelamente contendo meio misturado com Tween 20 (Tween na concentragdo de 0,1%). O
periodo de incubagdo foi de 8 dias e o efeito do 6leo no crescimento do micélio do fungo (mm) foi
determinado pela medida do crescimento radial de C. cassiicola nos intervalos do 1° ao 8° dia apds
o semeio. O crescimento micelial do fungo exposto ou ndo ao 6leo de L. camara e L. radula em
ambos, tretamento e controle, em placas de Petri foram medidos em 4 diferentes direcdes. A
inibi¢do do crescimento foi expressa com percentual em relagdo ao crescimento radial médio da

coldnia na placa controle. Todos os bioensaios foram realizados em 4 replicatas cada repeticao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Idioblastos e tricomas secretores

Os tricomas secretores sdo amplamente distribuidos em espéceis da ordem Lamiales
(Solereder, 1908), onde se insere a familia Verbenaceae (Judd et al., 1999). A analise histoquimica
possibilitou confirmar a presenga de compostos de natureza quimica heterogénea, diversa e

complexa no secretado dos trés tipos de tricomas capitados de L. camara e L. radula e nos
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idioblastos de L. camara. Os resultados dos testes histoquimicos aplicados encontram-se

sumarizados na Tabela 1.

Em L. camara os tricomas capitados do tipo I (Figs. 1A a 1F), reagiram positivamente ao
testes para lipidios totais (Fig. 1B), lipidios acidos (Fig. 1C) e terpenoides do tipo 6leo essencial
(n8o documentado). Além dos compostos lipidicos foram evidenciaodos: compostos fenolicos (Fig.
1D), alcaldides (Fig. 1E), pectinas (Fig. 1F) e muscilagem. Os capitados do tipo II (Figs. 1G a 1N),
secretam ainda terpendides com grupo carbonilo (Fig. 1J) e proteinas, compostos ndo observados
nos tricomas do tipo I. As principais diferencas verificadas para os tricomas capitados do tipo III
(Figs. 10 a 1U) foram a presenca de lipidios neutros (Fig. 1Q), 6leo-resina (Fig. 1R) e lactonas
sesquiterpénicas (Fig. 1S). Em relacdo ao contetido dos idioblastos (Tabela 1), este respondeu
positivamente 4 presenca de substancias lipidicas (Sudan III, Sudan Vermelho B, sulfato azul do
Nilo) e polissacarideos (Vermelho de Ruténio). Estes resultados estdo de acordo com os estudos
fitoquimicos das folhas de L. camara que determinaram a presenga de triterpenoides, esteroides,
carboidratos, lactonas, proteinas, flavonodides, resinas, taninos e 6leos ndo volateis (Verma &
Verma, 2006).

Em L. radula os tricomas capitados do tipo I (Figs. 2A a 2D) reagiram positivamente aos
testes para lipidios acidos (Fig. 2B), terpendides do tipo oleo essencial (ndo documentado) e
proteinas (Fig. 2D). Quanto a presenca de alcaldides os resultados ndo foram conclusivos, pois se
verificou reacdo positiva somente ao reagente de Wagner (Fig. 2C). Os tricomas capitados do tipo
II (Figs. 2E a 2J), diferiram do tipo I por conter terpenos com grupo carbonilo (Fig. 2H), compostos
fenolicos (Fig. 2I) e pectinas (ndo documentado). Ja os tricomas capitados do tipo III (Figs. 2L a
2U) diferiram dos demais por conter esteroides (Fig. 2P) e lactonas sesquiterpénicas (Fig. 2Q).

Os compostos comuns aos trés tipos de tricomas das duas espécies avaliadas sdo 6leos
essenciais, compostos fenolicos, alcaloides, polissacarideos e proteinas. Secrecdo de dleo-resina
somente foi verificada nos tricomas do tipo III de L. camara. Este mesmo tipo de tricoma também
secreta lactonas sesquiterpénicas e esterdides em ambas as espécies avaliadas, destacando-se como

o tipo de tricoma cuja secrecdo foi mais heterogénea dentre as estruturas secretoras observadas. Os
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Tabela 1. Grupos de metabdlitos testados nos tricomas e nos idioblastos secretores.

Lantana camara

Lantana radula

GRUPO DE
REAGENTES
COMPOSTOS
TI TII TIHI 1D TI TII i
+ + + Fig.2
Sudan III + + Fig.1 + Fig.2 nc
+ + + +
LIPIDIOS Sudan Vermelho B Figl Figl nc + + Fig.2
Sulfato Azul do Nilo N + N + + + *Fig.2
Fig.1 Fig.1
R te de Nadi + + + + + + + Fig.2
N Fig.l  Fig.l Fig.2
Tricloreto de ) i i i i i + Fig.2
. Antimonio
TERPENOIDES , ;
Acido Sulfiirico . -0 . . . *Hg2
Fig.1
2,4dinitro- ) + + i i + -
fenilhidrazina Fig.1 Fig.l Fig.2
Dicromato de Potassio .+ ¥ + - - N + Fig2
Fig.1 Fig.l Fig.2
COMPOSTOS )
FENOLICOS Vanilina Cloridrica - - - - - -
Floroglucinol - - - - - - i
Reagente de + + + i ne + + Fig.2
ALCALOIDES Dittmar Fig.1  Fig.1  Figl
Reagente de + + Fig.2
Wagner " * " Fig.2 ne
.. + + + Flg2
. . . - + - +
POLISSACAR{DEOs ¥ crmelho de Ruténio g0y gy
Acido tanico/ Cloreto + ) i i i i -
de Ferro 111
PROTEINAS Xilidine Ponceau + + 4 + + +
(XP) Fig.2 Fig.2
+ = positivo; - = negativo; nc= nao conclusivo.
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resultados dos testes histoquimicos indicam os tricomas secretores como 0s principais sitios de
secre¢do e ou acumulo de compostos de interesse economico.

Os compostos fendlicos gerais, detectados nos tricomas das duas espécies estudadas, ja
foram relatados para extratos foliares de L. camara, aos quais foi atribuida atividade aleldpatica
(Singh et.al., 1989). Tais compostos sdo geralmente associados as estratégias de defesa quimicas
das plantas (Seigler, 1995; Buchanan et al., 2000) exibindo atividade biologica de interesse
comercial. Porém, nas duas espécies as reacdes foram negativas para compostos fenélicos do tipo
tanino, o que esta de acordo com os resultados obtidos para Plecthranthus ornatus (Ascenséo et al.,
1999) da familia Lamiaceae, que ¢ filogenticamente proxima a Verbenaceae (Judd et al., 1999).

Alcaldides foram observados nos trés tipos de tricomas secretores das duas espécies,
embora haja dividas quanto as reac¢des para os tricomas do tipos I e II de L. radula. Esse grupo de
compostos tem despertado interesse de pesquisdores devido a suas propriedades farmacologicas
(Seigler, 1995; Buchanan et al., 2000).

Quanto aos compostos hidrofilicos (polissacarideos e proteinas), os resultados confirmam
dados de literatura que apontam secrecdo de natureza mista para os tricomas capitados, semelhantes
aos observados nas duas espécies de Lantana estudadas (Serrato—Valenti et al., 1997; Ascensdo et
al., 1999; Bottega & Corsi, 2000; Marin et al., 2006). No entanto, nenhuma explicagdo satisfatoria
foi encontrada para justificar a presenca dessa secre¢do viscosa nesses tricomas (Serrato—Valenti et
al., 1997).

Os terpendides, também verificados nos tricomas das duas espécies, correspondem a uma classe de
compostos também envolvidos na defesa quimica das plantas (Seigler, 1995; Buchanan et al.,
2000) e sdo os principais constituintes dos 6leos de L. camara (Arora & Kohli, 1993). Os 6leos
essenciais e 4cidos resiniferos apresentam reconhecidas propriedades como inibidores da
germinagdo, agem na protegdo contra predadores, entre outras (Harbone, 1993). Dentre os
terpendides, os monoterpenos € 0s sesquiterpenos sdo os principais constituintes dos oleos
essenciais de plantas (Seigler, 1995; Buchanan et al., 2000). Os esteroides, encontrados somente

no tricoma do tipo IIT de L. radula, sdo triterpenos que conferem as plantas defesa contra predadores
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Fig. 1 - Tricomas capitatos em L. camara submetidos aos testes histoquimicos. A, Ge O - A
fresco. B, H — Sudan Vermelho B. P — Sudan III. C e Q — Sulfato Azul do Nilo. D e L - Dicromato
de Potassio. E, M e U — Reagente de Dittmar. F ¢ N — Vermelho de Ruténio. J ¢ T - 2-4
Dinitrofenilhidrazina I e R — Reagente de Nadi. S - Acido Sulfarico. A a F — Tipo I. G a N — Tipo

II. O a U — Tipo III.
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20 um

Fig. 2 - Tricomas capitatos em L. radula submetidos aos testes histoquimicos. A, Ee L - A fresco.
B e F — Sudan Vermelho B. C e T — Reagente de Wagner. D e J — Xilidine Pounceau. G e O -
Reagente de Nadi. F e H- 2,4-Dinitrofenilidrazina. I ¢ R — Dicromato de Potassio. M — Sudan III.
N — Sulfato Azul do Nilo. P — Tricloreto de Antiménio. Q - Acido Sulfarico. S — Reagente de

Dittmar. U — Vermelho de Ruténio. A a D —Tipo I. Ea J — Tipo II. L a U — Tipo IIL
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(Seigler, 1995; Buchanan et al., 2000). As lactonas sesquiterpénicas foram detectadas somentes nos
tricomas do tipo Il nas duas espécies. Esse grupo de compostos tem sido estudado devido suas

diversas atividades biologicas (Bharel et al., 1996; Barbosa et al., 2002).

3.2. Componentes do dleo essencial

A deteccdo de dleos essenciais pelos testes histoquimicos nos tricomas e idioblastos de L.
camara e nos tricomas de L. radula contribuiu para as analises quimicas, confirmando as
diferencas entre elas. Quanto aos teores dos dleos essenciais, L. camara produz cerca de trés vezes
(0,09% +0,005) mais 6leo que L. radula 0,03% +0,006. Em relagéo aos teores de agua nas folhas,
L. camara apresenta cerca de 79% + 0,51 e L. radula 67% = 0,01. O estudo quimico revelou que as
plantas de L. camara apresentaram um rendimento do 6leo (0,09%) inferior aos obtidos em outros
trabalhos onde os teores de 6leo observados foram de 0,22% (Alitonou et al., 2004) ¢ 0,06% (Misra
& Laatsch, 2000) o que podem ser ocasionado pelas condigdes ambientais. O 6leo de L. radula
apresentou o menor rendimento (0,03%) sendo que ndo ha dados anteriores na literatura para essa
espécie. As observacdes realizadas em casa de vegetagdo indicavam possiveis diferencas na
composi¢do do oleo das duas espécies que puderam ser confirmadas por meio de analises
cromatograficas. Os componentes dos 6leos essenciais de L. camara (19 compostos) e L. radula (9
compostos) foram identificados por CG-MS e CG respectivamente (Tabela 2; Figs. 3, 4 ¢ 5). L.
camara e L. radula apresentam como componentes comuns em seus 6leos 0s seguintes compostos:
tetradecano, E-cariofileno, a-humuleno, B-E-farneseno, germacreno-D, biciclogermacreno e fitol.
Os dois componentes majoritarios do 6leo de L. camara sdo o germacreno D (19,8%) ¢ o E-
cariofileno (19,7%). A espécie L. camara apresenta ainda dois componentes representativos que
sdo o biciclogermacreno (11,7%) e o a-humuleno (9,3%). Os quatros principais constituintes do
oleo de L. camara juntos perfazem cerca de 60,5% de todo o 6leo ficando os 17 componentes
restantes distribuidos dentre os 39,5% do Oleo dessa espécie (Fig. 6). Os quatro principais
compostos constituintes do dleo de L. radula sio o E-cariofileno (25,3%), o germacreno-D

(17,6%), E-nerolidol (19,0%) e o fitol (29,2%). Em L. radula os quatros principais constituintes do
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o6leo somados representam 91,1% de todo o 6leo sendo que os 8,9% restantes correspondem aos 5
outros componentes presentes no 6leo desta espécie (Fig. 7).

Embora os dleos de L. camara e de L. radula tenham apresentado muitos constituintes
quimicos em comum ¢ sejam secretados nos mesmos tipos de tricomas capitatos, a concentragdo
dos mesmos variou entre as espécies. Dentre os quatro componentes majoritarios de cada espécie
somente o E-cariofileno e o germacreno-D sdo comuns a ambas, sendo que L. camara tem
composicdo quimica mais diversificada que L. radula. Cabe ressaltar que morfologicamente L.
camara difere de L. radula por apresentar idioblastos secretores de 6leos essenciais, o que pode
estar relacionado com a maior diversidade de componentes observados nesta espécie.

A composicdo quimica do o6leo essencial da L. camara ¢ variavel, sendo relatado na
literatura quimiotipos contendo os compostos germacreno-D (28,4%); y-curcumeno + ar-
curcumeno (27,6%) ou até mesmo o limoneno (16,5%) como constituintes majoritarios (Silva et
al., 1999). Ja as plantas de L. camara cultivadas em Vigosa tém como componentes majoritarios
do seu o6leo essencial o germacreno-D (19,8%) e o E-cariofileno (19,7%). Essa mesma planta
apresentou diferengas na composi¢do do seu 6leo também em relagdo a plantas de outros locais
como Africa (Alitonou et al., 2004) e india (Deena & Thoppil, 2000; Misra & Laatsch, 2000). O
oleo de algumas dessas plantas apresentam componentes comuns a espécie estudada: B-gurjunene,
germacrene-D e biciclogermacreno (Misra & Laatsch, 2000) e a-copaeno, P-elemeno, e o-
humuleno (Alitonou et al., 2004), mas estes componentes variam na sua concentragdo em cada
6leo. Embora essa variagdo quimica no 6leo de L. camara (Silva et al., 1999; Misra & Laatsch,
2000; Alitonou et al., 2004) possa ser atribuida a caracteres ambientais, essas diferencas também

refletem a diversidade genética encontrada nesse grupo (Spies, 1984; Branddo et al., 2007).

3.3. Bioensaio

Estudos t€ém demonstrado a importancia dos componentes do metabolismo secundarios na
interagdo da planta com o ambiente bidtico e abiotico (Harbone, 1993). O bioensaio conduzido

com o 6leo essencial extraido das folhas de L. camara (Fig. 8A) e L. radula (Fig. 8B) em placa de
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Petri demonstrou que o 6leo de L. radula ocasiona uma maior inibigdo no crescimento do fungo C.
cassiicola. No bioensaio as colonias do fungo do tratamento controle atingiram cerca de 2,5 cm de
raio no ultimo dia de avaliagdo. Durante o periodo avaliado, pode-se observar que, na medida em
que se aumentava a concentracdo dos 6leos provenientes das duas espécies, havia um aumento na
inibigdo do desenvolvimento das colonias do fungo (Fig. 8A e 8B). Nos dois primeiros dias de
avaliagdo notou-se que o 6leo de L. camara (Fig. 9) na concentragdo de 1.000 mg L', causou
uma redugdo no crescimento das colonias do fungo de aproximadamente 25,0 e 19,6%,
respectivamente. O dleo de L. camara inibiu complemente o crescimento do fungo (100%) no
primeiro dia de avaliagio nas demais concentragdes (3.000, 5.000 e 1.0000 mg L'). Na
concentragdo de 1.0000 mg L™ esta taxa de inibigdo (100%) se manteve até o segundo dia. No
oitavo dia de avaliagdo o oOleo reduziu o desenvolvimento total médio das colonias nas
concentragdes de 1.000 (12%), 3000 (17%), 5.000 (27,2%) e 10.000 (49,25%) mg L' em relacio
ao controle. O crescimento total médio da colénia do fungo no tratamento com 6 6leo de L.
camara a 1.000 mg L™ foi cerca de 2,2 cm de raio no tltimo dia avaliado. Nas concentragdes de
3.000, 5.000 e 10.000 mg L' as coldnias atingiram em média 2,1; 1,8 e 1,3 cm de raio,
respectivamente.

No primeiro dia de avaliagdo as concentra¢des de 1.000 e 3.000 (Fig. 8B) mg L™ do 6leo de
L. radula (Fig. 10) ocasionaram uma inibi¢do de 17,2% e 40,6%, respectivamente. Ja o 6leo de L.
radula nas concentragdes de 5.000 ¢ 10.000 mg L™ ' (Fig. 8B e 10) inibiram complemente o
crescimento do fungo no primeiro dia de avaliagdo (100%). Ao final do experimento pode-se
comprovar que o 6leo de L. radula reduziu de forma acentuada o crescimento total das colonias de
C. cassiicola em placa de Petri nas concentragdes de 3.000 (23,2 %), 5.000 (42,25 %) e 10.000
(60,75 %) mg L. Neste mesmo dia e nestas concentragdes do 6leo de L. radula o fungo apresentou
crescimento total médio de 1,9; 1,4 ¢ 1,0 cm de raio, respectivamente. Ja na concentragio de 1.000
mg L o fungo cresceu 2,4 cm de raio ocasionando uma redugio de apenas 4,7 % no crescimento
da coldnia.

O bioensaio em placa de Petri demostrou que a propor¢do de crescimento total das

coldnias esta diretamente relacionada com a capacidade do fungo de vencer os primeiros dias de
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Tabela 2 — Tempo de retengdo e percentagem relativa dos componentes do 6leo essencial de L.

camara e L. radula.

Pico indice de Indice de L.camara L. radula
o Comosd’ mole et a0 Awa o
1  Alfa-Copaeno 1376 1374 1,1 +0,12 -
2 Beta-Elemeno 1391 1390 3,2 +0,51 -
3 Tetradecano 1399 1399 1,0+0,55 1,8 +£0,26
4  E-Cariofileno 1418 1418 19,7 +£3,32 25,3547
5 Beta-Gurjuneno 1434 1427 1,2+0,15 -
6  Alfa-Humuleno 1454 1451 9,3+0,30 1,2 +£0,06
7 Beta-Farneseno (E) 1458 1458 1,3 +0,20 Tr
8  Germacreno-D 1480 1479 19,8+1,40 17,6 +1,21
9 Biciclogermacreno 1494 1493  11,7+0,67 4,0+0,10
10 Alfa-Muuroleno 1499 1498 1,5+0,15 -
11  Germacreno-A 1503 1501  2,5+0,36 -
12 Cubeol 1514 1511 2,5+1,14 -
13 Delta-Cadineno 1524 1520 2,4 +0,35 -
14 E-Nerolidol 1564 1562 - 19,0 £3,56
15 Germacreno-D-4-ol 1574 1567 1,2 +0,30 -
16 Oxido de Cariofileno 1581 1579 - 1,7 £0,67
17 Davanona 1586 1572 1,2 +0,58 -
18 Globulol 1587 1581 0,7 £0,40 -
19 Humuladienona* - 1594 1,2 £0,36 -
20 Epi-Alpha-Muurolol 1641 1638 4,8 0,32 -
21 Fitol 2106 2092  4,0+1,45 29,2 £5.23
Componentes
identificados (%) 86,3 99,8

tr, componente trago < 0,1.* Identificacio com GC-MS/Nédo representado.”
Compostos listados por ordem de eluigdo. ° RI indice de retengdo: medida relativa
para n-alcanos na coluna DB-5.
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30 0 50

Fig. 3 - Cromatograma do Oleo essencial de L. camara com os componentes majoritarios

numerados de acordo com a Tabela 1 (CG—FID).

|

]

30 40 50

Fig. 4 - Cromatograma do 6leo essencial de L. radula com os componentes majoritarios numerados

de acordo com a Tabela 1 (CG-FID).
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CH3(CH3)12CH;

® 20 (2]

Fig. 5 — Estruturas dos componentes do 6leo essencial de L. camara e L. radula numerados

segundo o tempo de retencao apresentados na Tabela 3.
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Fig. 7 — Composigdo do 6leo essencial de L. radula (beta-farneseno (E): componente traco < 0,1).
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Fig. 8 — Inibigdo do crescimento micelial de C. cassiicola no oitavo dia de avaliagdo apds a
aplicagdo do 6leo de L. camara (A) e L. radula (B): 1) Controle; 2) 3.000 mg L™; 3) 5.000 mg L™ ;

4) 10.000 mg L™
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Fig. 9 - Inibicdo do crescimento de C. cassiicola 4 presenca do dleo essencial de L. camara (LC)

nas concentragdes de 1.000, 3.000, 5.000, 10.000 mg L' em meio de cultura (CT = controle).
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Fig. 10 - Inibigdo do crescimento de C. cassiicola a presenga do 6leo essencial de L. radula (LR)

nas concentragdes de 1.000, 3.000, 5.000, 10.000 mg L™ em meio de cultura (CT = controle).
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exposicao ao 6leo. Nos primeiros dias em que ndo houve crescimento fica nitido que as colonias
atingiram um crescimento total médio inferior aos demais dias avaliados. O desenvolvimento
diario do fungo obedece a uma propor¢do que pode ser observada no controle, ndo havendo em
nenhum dos tratamentos depois de superado a fase inicial de inibigdo, uma aceleragdo de
crescimento. A reducdo do crescimento é gradativa a medida que ha um aumento da concentragdo
do 6leo de cada uma das espécies testadas.

A diferenga marcante e que talvez possa expressar a maior atividade do 6leo de L. radula
poderia estar relacionada a presenga exclusiva nessa espécie de altas concentragdes de E-nerolidol.
O composto E-nerolidol em L. camara foi identificado em baixas concentragdes, em plantas
originarias da Africa (Alitonou et al., 2004; Randrianalijaona et al., 2005). Outra diferenca seria
alta concentracao de fitol em relagdo a L. camara. Outros trabalhos sobre a composi¢do quimica do
6leo de L. camara ndo mencionam a presenca do fitol (Misra & Laatsch, 2000; Alitonou et al.,
2004; Randrianalijaona et al., 2005).

O o6leo essencial de L. radula é, sem davida, mais inibitério para o desenvolvimento de C.
cassiicola do que o 6leo extraido de L. camara. Segundo Deena & Thoppil (2000), o 6leo de L.
camara inibiu o crescimento de espécies de fungos e bactérias sendo Pseudomonas aeruginosa,
Aspergillus niger van Tiegh, Fusarium solani Mart. (Sacc.) e Candida albicans os mais sensiveis.
Os resultados obtidos nesse trabalho contribuem com informagdes adicionais sobre as propriedades
fungistaticas do 6leo dessa espécie bem como para o entendimento da interagdo planta-patogeno.

Os resultados obtidos neste estudo mostram que, L. radula apresenta em relagdo a L.
camara um numero mais reduzido de componentes no seu 6leo. No entanto, seu oleo tem
propriedades fungistaticas sobre C. casiicola superiores ao 6leo de L. camara. Somente a 1000 mg
L o crescimento total médio da coldnia de C. cassiicola exposto ao 6leo de L. radula foi superior
ao tratamento com o o6leo de L. camara. Em todas as demais concentragdes avaliadas o 6leo de L.
radula foi mais eficiente na inibi¢do do fungo. Os indicios sdo de que as diferencas na composigdo
do 6leo das duas espécies estdo diretamente relacionadas com as diferengas nas taxas de inibi¢do

do crescimento das coldonias do fungo.

52



Os estudo comprovou que os oleos essenciais de ambas espécies de Lantana apresentam
efeitos fungistaticos contra C. cassiicola. Nao ha registros de C. cassiicola em L. radula e, talvez
isso possa também ser em parte explicado pela maior toxicidade apresentada pelo 6leo de L. radula
sobre esse fungo do que o 6leo de L. camara. Apesar de em menor proporgao, o 6leo de L. camara
¢ também eficiente em inibir o crescimento do fungo. Em sistemas naturais os 6leos essenciais
encontram-se concentrados e, apesar de volateis, sua eficiéncia certamente ¢ superior a4 aquela
demonstrada nos bioensaios. Assim, esta estratégia para conter C. cassiicola ou outros fungos
demonstra que as plantas apresentam mecanismos que antecedem a resposta hipersensivel.

Conclusao:

Os resultados dos testes histoquimicos permitiram identificar substancias lipidicas,
compostos fenolicos, alcaldides, polissacarideos e proteinas nos diferentes tipos de tricomas
capitados. Os 0leos essenciais secretados pelos tricomas capitatos apresentam alguns componentes
quimicos distintos entre as duas espécies, os quais foram correlacionados aos resultados dos testes
biologicos realizados. Provavelmente, a presenca dos compostos E-nerolidol e fitol no o6leo de L.

radula tenha resultado na maior atividade biologica do 6leo ao fungo.
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CAPITULO 3

HISTOPATOLOGIA DA INTERACAO PLANTA-PATOGENO NO
PATOSSISTEMA Corynespora cassiicola/ Lantana SPP (VERBENACEAE)

Resumo: Buscando melhor compreender a interacdo patdogeno/hospedeiro realizou-se um estudo
comparativo da relagdo C. cassiicola/Lantana spp. L. camara e L. radula apresentam similaridades
morfologicas e apesar de co-habitarem em alguns ambientes ha relatos de C. cassiicola somente em
L. camara. Além disso, a escassez de informagdes sobre L. radula contribuiu para o interesse sobre
essa espécie. As folhas foram inoculadas com suspensdo de conidios de dois isolados (Ccl e Cc-t)
em ambas as superficies. As observacdes das amostras foram realizadas por microscopia de luz e
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). As principais diferencas observadas parecem estar
diretamente relacionadas ao hospedeiro. Houve o aparecimento de lesdes 24 horas ap6s inoculagdo
e estas eram maiores em L. camara. A topografia da superficie abaxial de L. radula parece
dificultar o reconhecimento pelo patdégeno. Observou-se nas duas espécies a formagdo de
apressorios nas juncdes de células epidérmicas, células basais dos tricomas e sobre os estdmatos.
Ocasionalmente as hifas penetraram estomatos abertos sem alteragdes morfoldgicas evidentes. No
entanto, nao foram verificados aspectos quantitativos nesse estudo. A penetragdo nas duas espécies
ocorre principalmente na superficie abaxial e a colonizagdo intercelularmente ou intracelularmente.
Verificou-se o espessamento de parede de células epidérmicas demonstrando reagdo de resisténcia
a presenca do fungo. O parénquima lacunoso foi o mais afetado e houve rompimento e
desorganizag@o de células bem como foi verificado nas nervuras. O fungo atua como um agente

necotrofico.

Palavras—chave: C. cassiicola, L. camara, L. radula, apressorio, alteragdes morfologicas.
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Abstract: Trying to better understand the pathogen/host interaction a comparative study of the
relation between C. cassiicola/Lantana spp. L. camara and L. radula was done presenting
morphological similarities and in spite of cohabitating in some environments there are reports of C.
cassiicola only in L. camara. Furthermore, the information shortage about L. radula contributed to
the interest on this species. The leaves were inoculated with a suspension of conidium of two
isolates (JMP 216¢ and JMP 217) on both surfaces. The observations of the samples were
performed with a light microscope and MEV. The main differences observed seem to be directly
connected to the host. There apparent injuries 24 hours after inoculation and these were larger in L.
camara. The topography of the abaxial surface of L. radula seems to make recognition by the
pathogen difficult. The appressorium formation in the two species was observed in the epidermic
cell joinings, basic cells of the trichomes and on the estomatal complex. Occasionally they hyphas
penetrated the stoma opened without obvious morphological alterations. However, quantitative
aspects were not checked in this study. The penetration in the two species takes place mainly on the
abaxial surface and the intercellular or intracellular colonization. The thickness of the epidermic
cell walls that demonstrates a reaction to the presence of the fungus was verified. The spongy tissue
was the most affected and there was breakage and disorganization of the cells as verified in the

veins. The fungus acts like a necrotrophic agent.

Key words: C. cassiicola, L. camara, L. radula, apressorium, morphological alterations.
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1. INTRODUCAO

Ao longo do processo co-evolutivo nas interagdes planta/patégeno existe um continuo
desenvolvimento de mecanismos de defesa contra o ataque de patdgenos nas populagdes de plantas
(Clay and Kover, 1996) e de adaptagdes nos patdgenos que permita superar estas defesas. As
plantas sdo necessariamente resistentes a maior parte da grande diversidade de fitopatdgenos
existentes, por possuirem um amplo niumero de estratégias que sdo responsaveis pela defesa e/ou
do bloqueio fisico da entrada de microorganismos (Barbieri and Carvalho, 2001). Em
patossistemas, os mecanismos de defesa vegetal constituem-se em barreiras fisicas como a cuticula
e os tricomas, € mecanismos pds-formados que sdo induzidos pelo ataque do patégeno como a
explosdo oxidativa que conduz a resposta hipersensivel (RH). A capacidade de vencer essas
barreiras ¢ que faz de um microorganismo um patdégeno de determinada espécie vegetal. No
entanto, ndo so as barreiras estruturais sdo formas de resisténcia da planta frente ao ataque de um
patégeno, mas também, o acumulo e a liberagdo de compostos quimicos que ocorrem nestas
interacdes (Passos, 2004).

Dentre as intera¢des planta/patdégeno aquelas envolvendo fungos fitopatogénicos agressivos
de plantas daninhas tem sido objeto de interesse em estudo de controle biologico (Day et al. 2003).
Lantana camara L. ¢ uma planta daninha de importancia mundial e de dificil controle (Day et al.,
2003). Ao longo de anos de estudos buscando identificar possiveis inimigos naturais dessa espécie
através do estudo da sua micobiota associada a este em seu centro de origem no Brasil (Barreto et
a., 1995; Pereira et al, 2000), foi identificada uma forma do fungo Corynespora cassiicola (Berk &
Curt.) Wei. especializada no ataque de L. camara (Pereira et al, 2003). Dentre as doengas que
ocorrem nessa espécie, a mancha alvo apresenta-se particularmente severa sendo capaz de produzir
desfolhas acentuadas e até mesmo levar a morte de plantas jovens (Pereira and Barreto, 2000). O
fungo envolvido na doenca pertence a espécie que tem centena de hospedeiros conhecdios, apesar
de onter populacdes especializadas e restritas quanto ao seu leque de hospedeiros. Corynespora
cassiicola quando atacando plantas cultivadas pode causar perdas econdmicas substanciais.

Culturas como as da seringueira, tomate, feijao caupi, dentre outros podem sofrer grandes prejuizos
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por ataque deste fungo (Ellis, 1971; Silva et al., 1998). Estudos tém demonstrado que o fungo
produz uma toxina (Breton et al., 2000; Pereira, 2001; Pereira et al., 2003; Passos, 2004) e que esta
pode estar associada ao grau de severidade da doenga (Onesirosan et al., 1975).

Apesar disso, hd pouca informacdo publicada sobre os detalhes da interacd de C.
casssiicola com seus hospedeiros. Aproveitando-se a realizagdo de estudos sobre C. cassiicola f.
sp. lantanae para agente de biocontrole para L. camara resolveu-se objetivar um estudo
comparativo da interagdo patdogeno/hospedeiro desta espécie de fungo com L. camara e com outra
espécie do emsmo género. Lantana radula Sw. apresenta, além da proximidade filogenética com L.
camara, uma distribui¢do geografica em parte superposta com a de L. camara em seu ambiente de
ocorréncia natural. Essas duas espécies apresentam ainda similaridades morfoldgicas e a separagdo
entre elas normalmente depende da deisponibilidade de amostras férteis, sendo dificultada quando
as plantas estdo estéreis. Apesar de L. camara e L. radula co-habitarem em apenas regides nao ha
relatos de C. cassiicola como patogeno de L. radula. O fungo parece agir de forma seletiva
ocasionando doenga somente em L. camara ou, pelo menos a forma specialis lantanae, conforme
realizado no trabalho de Pereira et al. (2003).

Nos patossistemas, dentre as estratégias de defesa das plantas contra patogenos, estd a
defesa quimica que pode incluir a producédo e liberagdo de 6leos volateis. Lantana camara é uma
planta aromatica que produz O6leo essencial com atividade bioldgica capaz de reduzir o
desenvolvimento de fungos (Capitulo 2; Deena and Thoppil, 2000; Hernandez et al., 2005). Em
nossos estudos comprovou-se que L. camara e L. radula produzem oleos essenciais que diferem na
composi¢do quimica e atividade bidlogica sobre C. cassiicola, pois, o 6leo de L. radula mostrou-se
mais eficiente em inibir o crescimento do fungo em placa de Petri (Capitulo 2). Entretanto, a
capacidade do o6leo essencial de L. radula de impedir o desenvolvimento do fungo pode estar
associada a aparente auséncia de ataques de C. cassiicola a L. radula em sistemas naturais. Um
estudo histopatoldgico envolvendo essas combinagdes fungo x planta permitira o melhor
entendimento dos mecanismos de infecgdo ou restricdo a infeccdo por C. cassiicola. As
observagdes histopatologicas sdo Uteis para analisar as alteragdes decorrentes da infeccdo e

compreender os possiveis mecanismos de infec¢do e defesa. A utilizacdo da microscopia eletronica
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de varredura (MEV) tem sido uma ferramenta til para esclarecer as fases de pré-infeccdo e
penetragdo do fungo, permitindo a visualizagdo da germinagdo, o direcionamento do tubo
germinativo, a formagdo ou ndo de apressorio e alteragdes na superficie do hospedeiro (Mckeen
and Svircev, 1981). Assim, a possibilidade de haver mecanismos de resisténcia envolvidos na
relagdo L. radula/C. cassiicola podera vir a esclarecer a ndo ocorréncia natural da doenca nessa
espécie. O estudo conjunto de uma interagdo natural e outra ndo relatada naturalmente podera
contribuir para o melhor entendimento sobre o processo infectivo de C. cassiicola.

Neste trabalho serdo avaliadas as alteracdes anatdmicas, em folhas de L. camara e L.
radula provocadas pelo ataque do fungo C. cassiicola, bem como examinados e descritos aspectos
destas interacdes, os processos de colonizagdo, os sitios de penetragdo e de infecgdo do fungo
utilizando-se microscopia de luz e eletronica de varredura. Para complementar esse estudo
resolveu-se incluir também o exame de planta exposta a substancia toxica a Lantana camara
produzidas por C. cassiicola quando de germinagdo a um isolado de C. cassiicola obtido de outra

planta hospedeira (tomateiro).

2. MATERIAL E METODOS

Os isolados de C. cassiicola utilizados foram os seguintes: C. cassiicola f. sp. lantanae
(Ccl — isolado JMP 217) e C. cassiicola isolado obtido de tomateiro (Cc-t - JMP 216¢). Ambos
estdo depositados na Cole¢ao de Culturas fingicas do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Vigosa. Estes isolados estavam preservados em silica-gel (Dhingra and
Sinclair, 1995). As plantas de L. camara (biotipo Ab, flores brancas — provenientes de Queensland,
Australia) e de L. radula, utilizados nos testes foram obtidas a partir da colecdo de plantas mantidas
na Clinica de Doengas de Plantas. As pantas de L. radula foram obtidas no viveiro de mudas da
UFV.

Para a obtengdo da suspensdo de conidios Ccl e Cec-t, foram utilizados os procedimentos
descritos por Pereira (2001). O fungo foi cultivado em placa de Petri contendo meio CVA (caldo de

vegetais-agar) (Santos-Seixas et al., 2000) sob temperatura de aproximadamente 25 °C, em
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incubadora, por 15 dias. Para a obtencdo da suspensao de conidios, a superficie do meio colonizado
pelo fungo foi raspada com espatula de borracha apds adicdo de cerca de 3 mL de solugdo de
Tween 80 a 0,05% (polioxietileno sorbitan mono-oleato, Isofar, Rio de Janeiro, Brasil). Em
seguida, realizou-se a filtragem do produto obtido em gaze e, apoés ser transferida para um
erlenmeyer, a suspenséo de estruturas fngicas foi mantida durante 4 horas, sob agitagdo constante,
a temperatura ambiente favorecer a germinagdo dos conidios. Metade desta suspensdo foi reservada
para aplicagdo sobre as plantas-teste e a outra metade foi filtrada em conjunto de filtro Milipore®
(0,45um e 25mm de didmetro), obtendo-se assim, um filtrado sem conidios. A estimativa da
concentracdo dos conidios na suspensdo nao filtrada foi feita em aliquota da suspensio de in6culo
examinada em um hemacitdmetro. A suspensdo utilizada nos testes tinha uma concentragdo de 1 x
10° conidios/mL.

Individuos de L. camara e L. radula foram inoculados com Ccl, inoculados com o isolado
Cc-t. Para cada espécie de Lantana foram utilizadas trés plantas sendo que foram inoculadas 4
folhas adultas localizadas entre o 3° € 0 5° n6 do apice para a base por planta. Cada folha escolhida
foi pincelada em ambas as faces om a suspensdo de conidios. Apos tratadas estas plantas foram
mantidas em camara de nevoeiro, a 25 °C, durante 48 horas e, apds este periodo foram transferidas
para a casa de vegetagdo a 25 °C, por cerca de 4 dias.

Foram realizadas coletas periodicas, em intervalos de 24, 48, 72 ¢ 96 horas h.a.i., com a
retirada de 1 folha de cada planta tratada, a cada 24 horas a partir da inoculagdo. Uma amostra de
cada porgdo (basal, mediana e apical) da lamina foliar com cerca de 0,5 cm” foram fixadas em
FAA5y ou tampao glutaraldeido, processadas para observacdo em microscopia de luz e eletrdnica
de varredura, respectivamente. As amostras fixadas para observagdo em microscopia de luz foram
incluidas em metacrilato (Historesin — Leica) ou em parafina para a obtengao de cortes transversais
de 5 a 7 um de espessura em microtomo rotativo (Spencer, 820). Os cortes foram corados com
Azul de Toluidina (pH=4,0) (O’Brien & McCully, 1981) e as laminas montadas com resina
sintética (Permount). Para se observar a presenca do fungo no tecido doente, foi utilizado o método

de clareamento e coloragdo de Keane et al. (1988) que é uma modificacdo do método Bruzzesse
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and Hansan (1983). As imagens foram obtidas utilizando-se um microscopio de luz (Olympus
AXT70TRF, Olympus Optical, Toquio, Japao) com sistema de fotomicrografia (Olympus U-Photo),
com camera digital acoplada (Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic instruments inc. New York,
USA), do Laboratorio de Anatomia Vegetal da UFV.

O material destinado a observagdo sob microscopia eletronica de varredura foi fixado em
tampao glutaraldeido a 25%, a temperatura de 4 °C, durante 24 horas, e pds-fixado em tetroxido de
o6smio a 3%, a mesma temperatura, durante 3 horas. A seguir, as amostras foram lavadas em
solugdo tampdo de cacodilato de sodio (0,4 M, pH=6,8) e desidratadas em série alcoodlica
progressiva até alcool etilico absoluto. As amostras foram secas ao ponto critico (CPD 020 Balzers,
Union) e utilizando-se CO, liquido. Posteriormente, o material vegetal foi recoberto com ouro
metalico (espessura de 10 nm), em pulverizador de ouro (Balzers Modelo SCAO10), segundo
Bozzola e Russell (1992). A observacao e documentagdo fotografica do material foliar obtidas em
um microscopio de varredura (Zeiss Modelo LEO 1430VP), do Nucleo de Microscopia e

Microanalise da UFV (NMM).

3. RESULTADOS

Sitios de penetracdo de C. casiicola em L. camara e L. radula observados por MEV:

As analises dos materiais as 24, 48, 72 e 96 horas apo6s a inoculagdo (h.a.i.) mostraram que
a extensdo de lesdes variou consideravelmente em relagdo a espécie de planta inoculada. A 24 h.a.i.
(Fig. 1) ja eram evidentes a presenca de lesdes nas folhas inoculadas de L. camara (Figs. lae 1b) e
L. radula (Fig. 1c e 1d). A extensdo das lesdes observadas em L. camara foram mais extensas que
as lesdes formadas em L. radula (Fig. 1). No entanto, ndo houve diferencas significativas em
relagdo ao isolado inoculado (Ccl e Cc-t) em L. camara e L. radula. As inoculagdes demonstraram
que as diferengas existentes estdo mais relacionadas com a reacdo de cada hospedeiro do que ao
isolado de C. cassiicola envolvido a interacdo com esta espécie de fungo. A concentracdo utilizada

para os dois isolados foi capaz de produzir doenga nas duas espécies, porém em menor propor¢ao
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em L. radula. Aspectos relativos a quantificacdo de doenga (incidéncia e severidade, por exemplo)
ndo foram averiguados neste estudo.

A 24 h.a.i. foi observado o desenvolvimento inicial do patégeno nas superficies foliares dos
dois hospedeiros. Nos dois isolados de C. cassiicola testados verificou-se uma mesma tendéncia,
independentemente da espécie de Lantana estudada, de apresentar um desenvolvimento sobre a
superficie adaxial (Fig. 2) menos abundante sobre a superficie abaxial das folhas (Figs. 3 e 4). Aos
24 e 48 h.a.i., os conidios dos dois isolados de C. cassiicola haviam germinado igualmente sobre
ambas as superficies foliares. Houve emissdo de tubos germinativos em células situadas na base ou
no apice dos conidios germinados e a formagdo de um a dois tubos germinativos em cada conidio,
sendo a formagdo de dois tubos germinativos mais comum, independente da interacdo
isolado/hospedeiro. Porém, a germinacdo dos conidios e a ocorréncia de penetragdo foi menos
abundante na superficie adaxial. Quando havia germinagdo de conidios havia a formagdo de
micélio denso e poucos sinais de colonizagao pelo patéogeno. A 48 (Fig. 2a), 72 (Fig. 2¢) e 96 h.a.i.
as hifas ndo haviam avangado muito a partir do ponto de deposi¢do do indculo. Algumas hifas
dirigiram-se para a base de tricomas glandulares indicando que esse pode ser um ponto susceptivel
a penetragdo (Fig. 2e). Observou-se a formagdo de apressorios (Figs. 2a, 2b, 2d e 2f) em menor
intensidade na superficie adaxial, indicando uma menor adaptagdo de C. cassiicola para iniciar a

infec¢ao na superficie adaxial.
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Figura 1 — Fragmentos foliares de L. camara e L. radula inoculadas com C. cassiicola a 24 h.a.i.

(a) e (b) - Lantana camara; (c) e (d) - Lantana radula. (a) e (b) — Isolado Ccl; (¢) e (d) — Isolado

Ce-t.
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Figura 2 - Superficie adaxial de folhas de L. camara e L. radula inoculadas com dois isolados de C.
cassiicola (micrografias eletronicas de varredura). (a) Hifas e apressorio proximos a tricoma. (b)
Apressorio terminal nas jungdes das células epidérmicas. (c) Hifas desenvolvendo na superficie
epidérmica. (d) Hifa e apressorios terminais e laterais. (¢) Hifa terminado nas células basais de
tricoma glandular. (f) Hifa se ramificando e apressorio terminal sobre tricomas. (a), (b), (¢) e (d) —
L. camara. (e) e (f) — L. radula. (a), (¢) e (e) - Isolado Ccl. (b), (d) e (f) - Isolado Cc-t. (a), (d) € (e)

-48 h.a.i, (b) - 24 h.a.i,, (c) e (f) - 72 h.a.i.* = apressorio.
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Figura 3 - Superficie abaxial de folhas de L. camara inoculadas com dois isolados de C. cassiicola
(micrografias eletronicas de varredura). (a) Penetragdo direta pelos estomatos (setas). (b)
Apressorio lateral nas jungdes das células basais do tricoma. (c) Micélio denso. (d) Hifa passando
sobre estOmato e apressorio terminal entre célula guarda e célula epidérmica. (e) e (f) Hifas saindo
pelos ostiolos dos estomatos (setas). (e) (a), (c) e (e) - Isolado Ccl. (b), (d) e (f) - Isolado Cc-t. (a) e

(b)-24h.a.i., (c)e(d)-48 h.ai., (e)— 96 h.a.i., (f) - 72 h.a.i. * = apressorio.
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Figura 4 - Superficie abaxial de folhas de L. radula inoculadas com dois isolados de C. cassiicola
(micrografias eletronicas de varredura). (a) Apressorio sobre células epidérmicas e hifa
contornando estdmato. (b) Hifas passando sobre estomatos. (c) Hifa contornando estomato aberto.
(d) Micélio denso e tricoma glandular colonizado. (¢) Hifas passando sobre tricomas sem entrar em
contato direto com as células epidérmicas. (f) Conidio germinado (seta), hifas e apressorio sobre
células epidérmicas. (a), (c) e (e) - Isolado Ccl. (b), (d) e (f) - Isolado Cc-t (a) e (b) - 24 h.a.i., (c) e

d) - 48 h.a.i,, (e) e (f) - 72 h.a.i. * = apressorio.
( p
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Na superficie abaxial de folhas de ambas as espécies de Lantana, a 24 h.a.i., observou-se
um grande niumero de conidios germinados ¢ a presenca de apressorios (Figs. 3b e 4a). Detectaram-
se varios sitios de penetracdo do fungo e a maioria dos conidios, independentemente do isolado ja
haviam germinado. O mesmo foi observado 48 h.a.i ja entdo acompanhado de formagdo de micélio
(Figs. 3¢ e 4d). Nesta fase tubos germinativos ja haviam se expandido, ramificado e formado hifas
na superficie epidérmica de ambos os hospedeiros ou terminado em dilatagdes apressoriais (Fig.
3d). Nao se observou orientag@o no crescimento dos tubos germinativos para locais especificos das
superficies foliares nas duas espécies de planta apesar de havere diferengas morfologicas na
microtopografia das duas espécies. Lantana camara apresenta a superficie abaxial plana enquanto
que em L. radula essa superficie apresenta nitidas depressdes (Capitulo 1). As hifas penetravam
apenas ocasionalmente pelos ostiolos dos estomatos (Fig. 3a), indicando que esta ndo é a via de
penetragdo preferencial no tecido do hospedeiro para C. cassiicola, ao menos na sua interagdao com
Lantana. Nesses casos ocorreu penetracdo direta sem alteracdes morfoldgicas evidentes. Muitas
vezes observou-se que as hifas passavam sobre os estOmatos abertos, sem contudo ocorrer
penetracdo (Figuras 4b e 4¢). Varios apressorios foram observados, principalmente nas superficies
abaxiais (Figs. 3b, 3d, 4a e 4f) e quando ainda ndo completamente formados era visivel um leve
entumescimento na ponta das hifas, denotando sua posterior formagdo. As diferencas entre as
superficies abaxiais de L. camara (Fig. 3) e L. radula (Fig. 4) parecem estar relacionadas com o
menor numero de lesdes observadas em L. radula uma vez que nas superficies adaxiais o
comportamento do fungo foi igual para as duas espécies. Devido as depressdes encontradas nesta
superficie as hifas muitas vezes cresciam sobre tricomas encontrados nestas cavidades ndo
estabelecendo contato com as células epidérmicas (Fig. 4¢). No entanto, observou-se a formagéo de
apressorios (Figs. 4a e 4f) bem como houve a penetragdo via estdmatos na superficie abaxial de L.
radula.

Em ambos os hospedeiros, os apressorios (Figs. 2a, 2b, 2d, 2f, 3b, 3d, 4a e 4f) formados
pelos dois isolados caracterizaram-se como dilatagdes predominantemente formadas na laterais das
hifas, ou nas extremidades de tubos germinativos. Os apressorios eram claviformes, com septo nem

sempre evidente. Apesar da aparente auséncia de orientagdo do crescimento dos tubos
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germinativos, a maioria dos apressorios formou-se nas jungdes de células epidérmicas (Fig. 2b) ou
sobre o complexo estomatico (Fig. 3d). Ocasionalmente eles se formaram também nas juncdes das
células basais dos tricomas (Fig. 3b) indicando ser esse um possivel ponto adicional para a
penetragdo. Devido ao grande numero de apressorios formados principalmente na superficie
abaxial, é possivel que esssa estrutura desempenhe um papel importante para a patogénese. Nos
periodos de 72 e 96 (Figs. 3f e 3e) h.a.i. foram observadas hifas saindo pela abertura dos ostiolos
demonstrando que a colonizacdo dos tecidos ja estava num estado mais adiantado. Neste intervalo,
também foram izualizados estdmatos anormais com células-guarda plasmolizadas e crista
estomatica deformada. Com a progressdo da colonizagdo ocorreu a necrose do tecido foliar

acentuada desidratagao.

Eventos de colonizag@o em microscopia de luz:

A cuticula da face adaxial nas duas espécies ¢ mais espessa do que na face abaxial e pode
atuar como uma barreira, dificultando a penetracdo de fungos como C. cassiicola o que pode ter
conexdo com as observagdes de uma penetragdo mais abundante de C. cassiicola pela face abaxial.
Nesta face ¢ onde as injurias decorrentes do ataque do fungo surgem mais rapidamente. No entanto,
verificou-se penetragdo também pela superficie adaxial (Figs. SA e 5B) com rompimento de células
do parénquima paligcadico devido o avango de hifas. Entre 24 e 48 h.a.i. varios conidios ja haviam
germinado, a penetragdo no tecido ja havia ocorrido e as hifas estavam presentes tanto no interior
como no exterior das células (Fig. 5¢) quanto intercelularmente (Fig. 5d). Apesar de ambas as faces
terem sido inoculadas com a mesma suspensdo de conidios e, portanto com uma mesma quantidade
de estruturas infectivas, notou-se um nimero bem mais expressivo de conidios germinados e hifas
na a face abaxial. Quando esses eventos estavam bem estabelecidos, as hifas haviam colonizado a
epiderme e atingido o parénquima.

Em montagens onde foi feita a clarificacdo das amostras verificou-se a ocorréncia de
espessamento de paredes celulares em areas de necrose tanto em L. camara quanto em L. radula.

Essa reagdo ndo foi suficiente para conferir resisténcia nas plantas ao ataque do fungo, pois esse
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Figura 5 - Cortes transversais de laminas foliares de L. camara e L. radula inoculadas com C.
cassiicola (microscopia de luz). (a) Hifa localizada dentro célula epidérmica da superficie adaxial.
(b) Hifa penetrando pela superficie adaxial. (¢) Hifa transpondo célula do parénquima paligadico
(seta). (d) Hifa entre células do parénquima palicadico e lacunoso. (¢) Hifa na nervura central
proxima ao xilema (seta). (a) e (b) - Isolado Cc-t. (¢), (d) e (e) - Isolado Ccl. (a), (¢) e (d) - L.
radula, (b) e (e) - L. camara. ep = epiderme, pp = parénquima paligadico, pl = parénquima
lacunoso, id = idioblasto secretor, xi = xilema, fl = floema, * = hifa. (a) - 72 h.a.i., (b) ¢ (d) - 24

h.a.i., (c) e (d) - 48 h.a.i.
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Figura 6 - Cortes transversais de laminas foliares de L. camara e L. radula inoculadas com C.
cassiicola (microscopia de luz). (a) e (b) Hifas e células colapsadas no parénquima pali¢adico e
lacunosos. (c¢) Idioblastos intactos e mesofilo com células do parénquima paligadico e lacunosos
destruidas. (d) Hifas no mesofilo e células colapsadas no parénquima palicadico. (a) e (b) - Isolado
Ccl. (¢) e (d) - Isolado Cc-t. (a) e (¢) - L. camara, (b) e (d) - L. radula. ep = epiderme, pp =
parénquima palicadico, pl = parénquima lacunoso, id = idioblasto secretor, es = estomato, setas =

hifas. (a) e (¢) =72 h.a.i., (b) e (d) =48 h.a.i.
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foi capaz de provocar sintomas nas folhas inoculadas. O espessamento confere uma
coloragdo marrom-dourada brilhante as células epidérmicas. Esta reagcdo pode ser observada a
24 h.a.i. e aconteceu quando ocorria o ataque do fungo.

A 72 h.a.i., verificou-se uma diminui¢do do nimero de conidios ¢ a proliferacdo de hifas
sobre a epiderme. As hifas penetraram a epiderme, percorreram o parénquima lacunoso e se
ramificavam varias vezes atingindo locais distantes do ponto de penetragdo (Figuras 6a, 6b e 6d).
No sentido vertical, a colonizagdo ocorreu, predominantemente, da face abaxial para a face adaxial.
Houve destruicdo completa do parénquima lacunoso. Em determinados locais necrosados do
material infectado, onde se verificou a formacdo de tecido de cicatrizagdo. A 24 ¢ 48 h.a.i., a
destruigcdo do parénquima palicadico devido a penetragdo do fungo foi menos freqiliente, mas foi
detectada em algumas regioes (Fig. 6b). Isso se deve ao fato de que o fungo coloniza de forma mais
agressiva a face abaxial. Porém, o tecido pali¢adico encontrava-se bastante degradado a 72 ¢ 96
(Figs. 6a e 6¢) h.a.i. quando a colonizagao por hifas oriundas da superficie abaxial ja o atingia. Na
regido da nervura foi possivel constatar uma desorganizagdo do feixe vascular, associada a
presenga de hifas (Fig. 5¢). Houve rompimento de células principalmente do floema e do
parénquima. Muitos tricomas foram completamente destruidos e foram observadas, muitas vezes,
areas de tecido necrosado nas proximidades.

Os eventos relacionados a coloniza¢do sdo equivalentes para os dois isolados fungicos
testados e também ndo diferem em relacdo para as duas espécies de Lantana. Nota-se que a
diferenca predominante nas interagdes examinadas (isolados x planta hospedeira x superficie foliar)
quanto aos eventos de penetracdo pareceu estar relacionada com a natureza distinta das superficies

abaxiais de L. radula e L. camara.
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4. DISCUSSAO

O surgimento de necroses em L. camara e L. radula apos apenas 24 h.a.i. resultante da
inoculagdo com os isolados de Ccl e Cc-t demonstra a alta agressividade desta espécie de fungo
para Lantana. Em Hevea brasiliensis foi demonstrado que, com o desenvolvimento do fungo no
tecido do hospedeiro, havia o aparecimento de lesdes necréticas a 24 h.a.i. (Breton et al., 1997).
Nas interagdes fungo fitopatogénico-planta, o escurecimento protoplasmatico de células adjacentes
as hifas até a formagao de necroses nas células epidérmicas sob as hifas sdo eventos observados
apos a infeccdo (Dankyn & Milholland, 1984). A desidratag@o dos tecidos promove a formagdo das
lesdes macroscopicas (Griffey & Leach, 1965).

Apesar de estudo anterior ter demonstrado uma especificidade elevada para Ccl (Pereira et
al., 2003) e existirem outros exemplos de especializacdo fisioldgica dentro da espécie C. cassiicola,
para o caso em estudo observou-se um comportamento similar entre Ccl (especifico) e Cc-t
(inespecifico) na interagdo com as duas espécies de Lantana. As diferencas estavam restritas ao
tmanho das lesGes necréticas produzidas em cada hospedeiro. Elas foram menores em L. radula e
conjecturou-se que isso pode estar associado as diferencas fisicas (microtopografia) entre a
superficie abaxial de folhas de L. camara e L. radula. Outra possibilidade seria a atuagdo de
substincias quimicas como os 0leos essenciais na defesa de L. radula contra o ataque do fungo.
Sabe-se que oOleos essenciais de plantas podem atuar na protecdo contra o ataque de herbivoros e
patogenos (Werker, 1993). Nossos estudos comprovaram a alta toxicidade do 6leo essencial de L.
radula sobre C. cassiicola. Embora o 6leo de L. camara também iniba o crescimento do fungo, a
sua atividade é menos intensa (Capitulo 2). Essas diferencas de toxicidade podem estar diretamente
relacionadas com a menor severidade da doenga provocada por C. cassiicola em L. radula. Além
disso, ha uma maior concentragdo dos tricomas glandulares nas superficies abaxiais de L. radula
em relacdo a L. camara (Capitulo 1). Desta forma, ¢ possivel supor que além da topografia
impropria para um contato maior entre o fungo e o hospedeiro pode ser que a maior densidade dos
tricomas glandulares torne a superficie abaxial de L. radula menos propicia para o

desenvolvimento do fungo do que a de L. camara.
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A penetracao do fungo pelos espagos intercelulares foi verificada para os dois isolados nas
duas espécies inoculadas. A penetragdo intercelular por C. cassiicola também foi verificada em H.
brasiliensis (Purwantara, 1987). No entanto, na etapa de coloniza¢do o fungo se desenvolve tanto
de forma intracelular como intercelular em L. camara e L. radula. Em H. brasiliensis observou-se
que a colonizagdo dos tecidos da folha acontece somente de forma intracelular (Breton et al.,
2000).

Apressorios foram formados nas quatro interagdes isolado x hospedeiro estudadas. A
analise do processo de infeccdo sugeriu que a formagao de apressorios ¢ um fator que esta
associado com a patogénese. Essa tendéncia do patégeno de formar apressorios nas jungdes de
células, independentemente da espécie vegetal, pode resultar de uma resposta a estimulos para a
formag@o de apressorios em fungdo da microtopografia foliar e da disponibilidade de nutrientes no
microambiente das juncgdes celulares (Aratjo and Matsuoka, 2004). No entanto, as diferengas na
microtopografia exibidas nas duas espécies de Lantana, sugere que possa haver fatores adicionais
determinando a inducdo da formagdo dos apressorios, como envolvimento de estimulos quimicos
(Clay et al., 1994; Rubiales and Niks, 1996). No presente trabalho ndo foram feitas analises
quantitativas do niumero de apressorios formados para cada interacao isolado/hospedeiro em busca
de evidenciar sobre possiveis diferengas nesse aspcto das interagdes. Diferentemente do observado
em L. camara e em L. radula, a forma preferencial de penetragdo em H. brasiliensis foi direta
(Breton et al., 1997, 2000). A penetragdo de C. cassiicola via estdmatos em H. brasiliensis, assim
como em Lantana, ndo foi comum (Breton et al., 1997, 2000).

Os espessamentos de paredes das células, como reagdo a presenca do fungo, ndo resultou
na morte do patdgeno, servindo como barreira ineficaz contra a sua penetragdo. Esse tipo de reagdo
¢ confinado a parede celular e a lamela média e ndo envolve o citoplasma (Hachler & Hohl, 1984).
Trata-se de deposi¢do de lignina (Carpin et al., 2001), que dificultaria a acdo de enzimas do fungo
para degradar os componentes das paredes. A coloragdo adquirida (marrom) ¢ comum quando
ocorre morte celular devido ao acimulo de compostos fenolicos em células mortas (Heath, 1998).
As necroses (morte programada de células) é um dos mais importantes mecanismos de defesa das

plantas contra o ataque de patégenos uma vez que estabelece uma barreira ao fluxo de agua e
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nutrientes para o patoégeno (Griffey and Leach, 1965). Esta forma de retardar o patégeno seria uma
estratégia de defesa da planta até que esta pudesse ativar o seu mecanismo de defesa quimica
(Brown et al., 1998; Breton et al., 1997).

Corynespora cassiicola ¢ um fungo necotrofico (Breton et al., 2000) que atua destruindo
mais efetivamente o mesofilo do que a epiderme, conforme observado por Purwantara (1987) no
patossistema C. cassiicola/Hevea, e também verificado no presente estudo. A penetracdo do fungo
levou ao colapso do tecido na face abaxial das folhas ¢ a desorganizagdo de células frente a
progressdo das hifas (Breton et al., 2000). O ingresso do fungo estd sempre associado com
desorganizagdes das células do hospedeiro e alteracdes na parede celular (Benhamou & Lafontaine,
1995). A preferéncia de colonizagdo do fungo, pela face abaxial, pode ser tipica da interagdo de
cada isolado com seu hospedeiro. Duarte et al. (1983) trabalhando com dois isolados diferentes de
C. cassiicola, obtidos do mamoeiro e cacaueiro, notou diferencas na morfologia, fisiologia e
patogenicidade destes. Estes autores observaram que as estruturas reprodutivas eram formadas mais
na face adaxial das folhas de mamoeiro e, em ambas as faces nas folhas de cacaueiro, quando
inoculados com isolado mamoeiro e cacaueiro, respectivamente. Além disso, ha evidéncias da
producdo de uma toxina por C. cassiicola, conforme investigado por Passos (2004) que seria
importante para a ocorréncia da doenga e, portanto, um determinante primario da patogénese. Esta
toxina reproduziria sintomas similares a doenga induzida pelo fungo, bem como a necrose. A morte
de células distantes das hifas indica a presenga e difusdo desta toxina que parece ter um papel
importante no estabelecimento do fungo (Breton et al., 2000).

Os eventos cruciais para o desenvolvimento da mancha necrética de C. cassicola em L.
camara e em L. radula ocorrem na fase pré-penetragdo, onde os conidios do fungo apés sua
deposicao germinam, ocorre a liberagdo de toxinas, a extensao das hifas e formagdo de apressorios
em microregides apropriadas para a penetracdo do tecido do hospedeiro, sobretudo na superficie
abaxial. Pérem, as diferencas verificadas na topografia foliar da superficie abaxial das duas
espécies de Lantana e a naturezaquimica dos 6leos essenciaisde cada espécie parece ter interferido
diretamente no estabelecimento e desenvolvimento de C. cassiicola. Na interagcdo Ccl/hospedeiro

verificou-se que o isolado apresenta maior especificidade com L. camara. O tamanho das lesdes
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formadas nesta espécie foi superior ao observado em L. radula. Na interacdo Cc-t/hospedeiro
novamente verificou-se que o isolado apresenta maior interagdo com L. camara o que também
pode ser atribuido as diferengas nas extensdes das lesdes em cada espécie. Portanto, o grau de
severidade da doenca produzido por cada isolado atua esta diretamente relacionado ao hospedeiro

inoculado.
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CONCLUSOES GERAIS

As folhas de L. camara ¢ L. radula apresentam diferencas que podem ser usadas como
subsidio a taxonomia. As principais caracteristicas distintivas verificadas foram os idioblastos
secretores e cristaliferos, os tricomas glandulares e ndo glandulares e, por ultimo, a diferenca na

superficie abaxial das duas espécies.

Ja os estudos histoquimicos evidenciaram diferengas nos secretados dos trés tipos de
tricomas capitatos de Lantana camara e L. radula e nos idioblastos de L. camara. As substancias
detectadas sdo de natureza mista (lipofilicos e hidrofilicos). As analises dos Oleos essenciais de
Lantana camara e L. radula revelaram diferrengas na sua composi¢do e o bioensaio realizado

revelou diferenga na atividade bioldgica destes em C. cassiicola.

O estudo histopatologico demontrou que as principais diferencas observadas no
patossistema C. cassiicola/Lantana spp. parecem estar diretamente relacionadas ao hospedeiro.
Houve o aparecimento de lesdes 24 horas apds inoculagdo, evidenciou-se a formagdo de
apressorios e a penetragdo direta. Verificou-se reagdo de hipersensibilidade devido a presenca do
fungo e o parénquima lacunoso e palicadico sofreram injurias severas. O fungo atua como um

agente necotrofico.
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