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CARACTERIZACAO HISTOQUIMICA DE FOLHAS DE MENTAS INF ECTADAS
POR Puccinia menthaeE Erysiphe biocellataBotucatu, 2009, 72p. Dissertacao (Mestrado
em Agronomia/Horticultura) - Faculdade de Ciéndtagondmicas, Universidade Estadual
Paulista ‘Julio de Mesquita Filho”.

AUTORA: Danila Monte Conceicao
ORIENTADOR: Prof. Dr. Luis Vitor Silva do Sacrament
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Edson Luis Furtado

RESUMO

O objetivo do trabalho foi analisar, de forma corapiga, os efeitos dos fungduccinia
menthae e Erysiphe biocellata na anatomia e histoquimica ddentha spicata, Mentha
piperita, Mentha suaveloens e Mentha arvensis, verificar o efeito de Oleos essenciais de
plantas medicinais sobre os fungos e constata-déosocfontes de controle alternativo e
averiguar provaveis fatores de resisténcia as dsepgesentes na estrutura anatébmica e
histoquimica. As plantas foram inoculadas com psmes dos fungos na face abaxial de suas
folhas e submetidas as condi¢cdes adequadas aovdedmento do patégeno. Apds 10 a 15
dias da inoculagdo, folhas doentes e sadias foranmetidas as andalises anatdbmicas e
histoquimicas. Os reagentes empregados para eiadascsubstancias apolares foram: sudan
lll para lipidios totais; sulfato azul do nilo padéderenciacédo de lipidios acidos e neutros;
reagente de NADI para identificacdo de Oleos essisne oleoresinas; tricloreto de antiménio
para identificacdo de esterbides e &cido sulfunmra a identificacdo de lactonas
sesquiterpénicas e para substancias polares:nanlbridrica para a identificacdo de taninos;
lugol para a identificacdo de amido; e azul britbade comassie para identificar proteinas
totais. Os testes ‘in vitro’ constaram de oOleoserssis deCymbopogan martini, Corymbia
citriodora, Syzygium aromaticum e Citrus limonum nas concentra¢des 0; 0,01; 0,02; 0,03 e
0,04%, além do padrdo quimico, sobre esporos despdtogenos em 4 repeticdes. Os oleos
essenciais foram homogeneizados em meio de cdlgaadgua com Tween 80 e vertidos em
placas de Petri. Apés a solidificacdo do meio goms foram inoculados e depois de 24

horas contados de 50 esporos germinados. O eshadon@co das folhas infectadas pgar



menthae revelou desestruturagdo da cuticula, colonizacds tmidos com respostas
semelhantes nas quatro espécies estudadaskEPaarellata, ndo houve desestruturacéo da
cuticula nem mudangas anatdmicas visiveis, ma®mgtataram os sintomas instalados. O
estudo histoquimico identificou a presenca de agrompostos provindos do metabolismo
secundéario, quando as plantas encontravam-se ad&tpelo patdgeno, € o caso de
oleoresinas reveladas pelo reagente de NADI erastgesquiterpénicas resultante da reacao
com acido sulfarico/glicerina, e também pelo tedte tricloreto de antim6nio revelando
producdo de esteroides, exceto plfapiperita. Os 6leos essenciais foram eficientes no
controle da germinacdo dos esporos de ambos ogepat®) exceto pelo 6leo essencial de
liméo, o qual foi menos eficiente na germinacad® deenthae e E. biocellata . Tanto pard.

menthae como paré. biocellata 0 melhor controle foi obtido pelo 6leo Gemartini.

PALAVRAS-CHAVE: Histoquimica, anatomia, fitopatologia, controlesaiativo.



HISTOCHEMISTRY CARACTHERIZATION OF MENTHA'S LEAVES  INFECTED

BY Puccinia menthaeAND Erysiphe biocellataBotucatu, 2009, 72p. Dissertacao (Mestrado
em Agronomia/Horticultura) - Faculdade de Ciéndtagondmicas, Universidade Estadual
Paulista ‘Julio de Mesquita Filho”.

AUTHOR : Danila Monte Concei¢ao

ADSIVER: Prof. Dr. Luis Vitor Silva do Sacramento

CO-ADSIVER: Prof. Dr. Edson Luis Furtado

SUMMARY

The objective of the study was to analyse, compdhnedeffects ofE. biocellata and P.
menthae in the anatomy and in the histochemistry of thentime speciedVl. spicata, M.
piperita, M. suavelones e M. arvensis, to verify the effects of essential oils on thaduspores

as sources of alternative control and to investigaissibles resistance factors present in the
anatomy and in the histochemistry. The plants vieoeulated with the fungi spores in the
lower face of the leaf, they were submitted to appate conditions for the development of
the pathogen. After 10 to 15 days of inoculatitwe, infected and health leaves were submitted
to the anatomic cuts and histochemistry study. 8inployed reagents to evidence the apolar
substances were: sudan lll for identify total Igithlue nilo sulfate for acid and neutral lipids,
NADI reagent to identify resins and essential aglstimony trichloride, to identify steroids
and sulphuric acid/glycerine to identify sesquitamgs lactones. For polar substances were
used: vanillin hydrochloric, for identify tanninsigol, to identify starches and comassie bright
blue to identify proteins. Then vitro tests consisted in four treatments of essential afi
Cymbopogan martini, Corymbia citriodora, Syzygium aromaticum and Citrus limonum in
concentrations of: 0%; 0,01%; 0,02%; 0,03% and%,0¢hemical pattern, in 4 repetition. The
essential oils were homogenized in agar-water nmediith tween 80 and flowed in Petri
plates. After the medium solidification, the spovesre inoculated in the medium, by passed
24 hours, the germinated spores were counted. Mam@ic study of health menthas, when
compared with infected species, with menthae resulted in cuticule disrupting and tissue
colonization, similar in all species. FBr biocellata there were no disruting of the tissues or

visible anatomic changes. The histochemistry studigntified the presence of some



compounds came from the secondary metabolism wHentspwere colonized by the
pathogens, such as resins from NADI reagent, seespanes lactones revealed by the reaction
with sulphuric acid/glycerine, also by antimonychioride test, revealing steroids production,
except forM. piperita, indicating susceptibility. The essential oils weafficient controlling
both pathogens, om vitro conditions, except for lemon oil, that was noticéht in both

cases. FoP. menthae andE. biocdllata, C. martini essentail oil was the best treatment.

KEYWORDS: Histochemistry, anatomy, phytopathology, alter@tiontrol



1. INTRODUCAO

Cada vez mais o conhecimento tradicional a cerazsdpcomposicao
e efeitos das plantas medicinais, assim como déucca manejo vém sendo pesquisados para
melhor atender uma crescente demanda por plantdginsgs produtoras de substancias
interessantes a industria farmacéutica, quimideneaticia.

Segundo dados da OMS (Organizacdo Mundial de Sapde)olta
de 80% da populacdo mundial ja utilizaram algunpeeee medicinal, destes, 30% foram por
meio de indicagfes médicas. A propria OMS incentivaso de plantas medicinais visando
diminuir 0 numero de excluidos pelo sistema de sadel cada pais, por levantamentos
regionais das plantas, estimulo do uso de produdes eficacia comprovada,
desaconselhamento do uso de produtos sem efeficeudiciais a salude, desenvolvimento de
programas de cultivo e utilizacdo de plantas sefeclas em preparacdes eficazes, seguras
de qualidade (LORENZI & MATOS, 2008). Segundo YsieeCalixto (2001) cerca de 25%

dos farmacos utilizados em paises industrializaol@yvém, direta ou indiretamente, de



produtos naturais, sendo grande parte deles detai®geuperiores. Estes farmacos séo
oriundos, em sua maioria, de pesquisas cientifidastais (China, Coréia, Japdo) (YUNES e
CALIXTO, 2001).

No Brasil os principais estados produtores de ptantedicinais sé&o
Parana, Sado Paulo, Bahia, Maranhdo, AmazonasgeRdeio Grosso (SILVA et al., 1998). O
Parana sozinho é responsavel pela movimentacdd éalR$ 25 milhdes com um total de
40000 toneladas produzidas em 3 mil hectares,esapta crescimento anual de 10% (SEAB,
2005; RODRIGUES, 2007). O mercado brasileiro denfeégdicamentos atingiu, em 2001,
cerca de US$ 270 milhdes, correspondendo a 5,9 %etoado brasileiro de medicamentos
(CALIXTO, 2003). Nas ultimas décadas houve um auman mercado de fitomedicamentos,
principalmente em paises industrializados, atirmicdrca de US$ 20 bilhdes anuais. Os
paises europeus, asiaticos e os Estados Unidosss@idncipais consumidores deste setor
(CALIXTO, 2003).

O avancgo da producéo de plantas teve como consggi@mcipal a
perda de suas caracteristicas naturais de rust&idaplicando em maior suscetibilidade a
estresses nutricionais e hidricos e menor resist@ngragas e doencas (JUNIOR et al., 2005).
O levantamento e o conhecimento do manejo de dsesmaplantas medicinais sdo escassos
no Brasil e o géner®uccinia surge como um dos géneros de maior numero detroegis
(URBEN, 1987; LORENZETTI, 2009). Lima (2002) iddmou e descreveu 30 doencas
provocadas por fungos da familRucciniaeceae em plantas medicinais incluindo menta
(Mentha spp), erva cidreira l(ippia alba), corddo-de-fradeLgonotis nepetaefolia), arnica
paulista Porophyllum ruderale) e fafia Pfaffia glomerata).

Em qualquer cultivo o manejo de plantas exige cada mais
cuidados fitossanitarios nas culturas. A medida sgieacentua a disseminacéo do uso de
plantas medicinais na saude, a preocupacéo comolde doencas e o0 uso de defensivos em
seu cultivo torna-se cada vez maior. Nao existislbegio especifica para o limite de residuos
nessas culturas. Em virtude da gama de substandiaadas no combate de pragas e doencas,
torna-se cada vez mais dificil a identificacdo desmoléculas na matéria fresca e no 6leo
essencial. O acumulo desses residuos no prodalgfiae acarretar sérios danos a saude e ao
meio ambiente (ZUIN & VILEGAS, 2000).



Plantas possuem resisténcia natural ao ataquetdgepas. Células
vegetais reagem por meio de mecanismos estrutataiBioguimicos, visando sua defesa
(MATIELLO et al., 1997). As inter-relacdes entre fasgos fitopatogénicos e as plantas séo
de interesse mundial, uma vez que a humanidadendepa utilizacdo de espécies vegetais
para sua sobrevivéncia. Fungos exercem rela¢cOes seus hospedeiros adaptando-se as
mudancas de genaotipo e até mesmo de condi¢cdesrdaibiadversas, pois apresentam rapido
ciclo de vida e facilidade de liberagcdo de novamlinacbes genéticas de patogenicidade,
devido as mutacdes espontaneas (MATIELLO et a@7)19

Poucos sdo os estudos sobre as relacdes entrasplaeticinais e
fitopatdgenos. Plantas medicinais sdo geralmeststeates, pois possuem amplos arranjos de
componentes de defesa e bloqueio fisico, porérmsmadicdes de desequilibrio nutricional e
se associadas a expansédo da cultura, podem apresesteptibilidade a pragas e doencas
(BARBIERI & CARVALHO, 2001; LIMA et al., 2004; JUNDR et al., 2007). Os
mecanismos de defesa contra microrganismos samadessmdos imediatamente apds a
percepcdo de sua presenca nos tecidos e uma saeagbes de reconhecimento resulta em
modificagBes morfoldgicas, histoquimicas e fisiatdg (MUSSURY et al., 2007).

A técnica histoquimica surge como recurso paraeatificacdo de
compostos existentes nas plantas, e estd baseadsonae reagentes cito e quimico-
histolégicos previamente recomendados. Seus métbdssiam-se em reacfes cromaticas
utilizadas para o reconhecimento da natureza qaioés membranas e do conteudo celular,
sendo assim considerado um método de analise ajivaitdos componentes celulares, tais
como proteinas, lipideos e elementos idnicos ptesem contetdo celular (DORES, 2007).

Com este trabalho objetivou-se analisar, de foro@parativa, 0s
efeitos dos fungo®uccinia menthae e Erysiphe biocellata na anatomia e histoquimica de
Mentha spicata, Mentha piperita, Mentha suavelones e Mentha arvensis e verificar a acdo de
Oleos essenciais de plantas medicinais sobre @osurtom a finalidade de constatar seus
efeitos para estudos futuros como fontes de cenaltgérnativo, averiguando provaveis fatores

de resisténcia as doencgas presentes na estrutiésmace e histoquimica das espécies.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos socio-econdmicos do géndientha

A ordem Lamiales € uma das maiores ordens botaeixiasentes.
Inclui oito familias, das quais se destaca a Lagsiacque possui 252 géneros e cerca de 6700
espécies no mundo todo, sendo que grande parte sBbaespécies de valor medicinal (DI
STASI et al.,, 2002). Menta é o0 nome comum de apragamente 25 espécies do género
Mentha, originéria da Europa, Asia e Peninsula ArabicaREDIZI & MATOS, 2008).

Mentas sdo conhecidas geralmente pelo potencialéico de suas
folhas, compdem um pequeno grupo, geralmente bibcmimo é o caso ddentha spicata x
suaveolens. Os hibridos sdo geralmente estéreis e se re@pdagsexuadamente por rizomas.
Entre eledMentha viridis L. (hortelad verde)Mentha rotundifolia H.B.K. (mentrasto) Mentha
citrata Ehrh. (menta-do-levantepMentha crispa L. e Mentha arvensis L., ricas em 0leo e
mentol; e por fim aMentha piperita L. que é a mais popular e refrescante das hortelas
(BRUGNERA et al., 1999; MARTINS, 2002).



O uso na industria farmacéutica, alimenticia, ctosagéde tabaco
pela sua acao antifingica e antibacteriana, canférenenta grande importancia econémica.
Além disso, a producdo mundial de seu oOleo esdermmacentrada nos Estados Unidos,
garante o mercado desta espécie (GARDINER, 20@@urlo Silva et al. (1998), as mentas
estdo entre as diversas espécies medicinais Ima@sil@ais importadas por paises como a
Alemanha, os Estados Unidos e os Paises Baixos.

Devido a exigéncia em fertilidade e agua, a cul@amenta se
estabeleceu principalmente em terras recem desasatiadBrasil principalmente no estado do
Parana e S&do Paulo, e em 1936 comecou a ser gtademi escala industrial (CZEPAK,
1998). Durante a 22 Guerra Mundial, o Brasil passter importancia mundial na producéo de
Oleo essencial de horteld. Nesse periodo, o paigipava de mais de 60% da producao
mundial, sendo o estado do Parana responséavel586rda producéo brasileira. Apos este
periodo, houve uma queda na producdo de Oleo deviglguns fatores, como: criacdo do
mentol sintético de igual acdo de menor custo;edilmlidade da cultura a ferrugerRuccinia
menthae) (BRUGNERA et al., 1999); diminuicdo das areas dsbdavamento e baixo nivel
tecnolégico do produtor (CZEPAK, 1998). Atualmeristados Unidos € o pais lider de
producao de Oleo essencial de menta, sendo qu¢has £ o 6leo essencial Bk piperita sdo
oficializados no U.S. National Formulary. Na AlerharaM. piperita € uma das ervas mais
importantes economicamente sendo licenciada com@ rodedicinal e oficializada na
Farmacopéia Alemad (PUSHPANGADAN & TEWARI, 2006).

2.2 Botanica, agronomia e farmacologia do géneidentha

O génerdVientha pertence a familia Lamiaceae. E uma planta perene,
herbacea, rizomatosa, de porte baixo (0,3 - 0,4 d), hastes ramificadas, aéreas e
guadrangulares, de coloracdo verde. As folhas isdales, opostas, de base ovalada e apice
agudo, com nervuras curtas e salientes e apresegtéaiulas secretoras de 6leo essencial
abundantes. O género apresenta inflorescénciaifespie e terminal, com aproximadamente
15 cm de comprimento, com florescimento de junhautubro (CASTRO & CHEMALE,

1995). As caracteristicas morfoldgicas variam dedwcom as varias espécies.
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S&o propagadas por meio de rizomas ou estacaspropisamente de
ramos subterraneos, devendo ser replantados ase&demeses para garantir o rendimento e
alta qualidade (LORENZI & MATOS, 2008). Sao de Fauiltivo e no plantio definitivo, o
espacamento deve ser de 0,6 m x 0,4 m. Preferenaité cultivadas em paises de clima
temperado ou subtropical, ndo toleram geadas aur eatessivo, a temperatura ideal esta
entre 18 e 24°C. As espécies sdo exigentes em eguerem solos permeaveis, ricos em
matéria organica e pH neutro (CASTRO & CHEMALE, 399

A menta possui monoterpenos, acido caféico, flan@soe taninos,
os quais conferem os efeitos medicinais (GARDINEBQO). Dependendo de sua fase de
desenvolvimento e das condigbes ambientais foragcids mentas apresentam teores
variaveis de seus principais compostos mentol, on@ntisomentona e neomentol, entre
outros, como descrito por Di Stasi et al. (2002).

As folhas, por possuirem estruturas secretoras lele éssencial,
conferem & horteld as propriedades tonica, ansespdica, antiinflamatoria, antitlcera e
antiviral, além de calmante, estimulante e carmiaatdigestiva, estomativa, utilizadas mais
comumente na forma de infuso (LORENZI & MATOS, 2pOBcluem também indicacdes
para flatuléncias, timpanite, catarros, vémitogmiroses, problemas do figado, anti-séptico,
cllera, insbnia, dores de cabeca e muscularesidaatés fungicidas. De acordo com Di stasi
et al. (2002) altas doses de mentol podem proviodaicdo da sensibibilidade, sonoléncia e

estimulo da secrecdo de mucosas nazais e bucais.

2.3 Ferrugem da mentaPuccinia menthae)

As ferrugens, em geral, possuem potencial devastadbre o
hospedeiro. Provocam grandes danos sobre as planfeydas em producgédo, atingindo
culturas como milho, trigo, cevada, além de plamagmmentais, frutiferas e hortalicas. O
fungo promove reducdo do processo fotossintétioctotpela perda de nutrientes como pela
destruicdo da area foliar. Formam lesfes amareldelaspecto ferruginoso, constituido por
estruturas reprodutivas do patégeno, as quais emedg tecido vegetal e rompem a epiderme

do hospedeiro. Sao parasitas obrigatérios e naesapiam fase saprofitica, bastante
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evoluidos, colonizam o hospedeiro intercelularmemtproduzem haustorios, que retiram
nutrientes das células vivas. Possuem relacao tespeatdgeno especifica e pode ocorrer
em nivel de espécie ou variedade da mesma esp&IENDO, 1995a).

Doencas podem causar sérios danos e interferir etabmlismo da
planta afetando sua qualidade e assim baixandeadeufinal. De acordo com Edwards et al.
(1999), as plantas infectadas pela ferrugem daarmedem reduzir o rendimento em massa
fresca e prejudicar a qualidade final do 6leo esakproduzidos por folhnas maduras de menta
(mais prejudicadas pela doencga), pois a infeccasiaca sua queda. Estudos realizados por
Horner (1954) demonstraram que a infeccdo Memtha piperita por Puccinia menthae
reduziu a producdo de ramos laterais, rizomas €0¢aB0% de perda do conteudo de dleo de
folhas infectadas.

A ferrugem da menta, cujo agente causalFuecinia menthae, é a
principal doenca da cultura e um fator limitantepdaducao, especialmente nas regides Sul e
Sudeste (SANTOS et al., 2005). O généwmcinia pertence a Puccinaceae, Uredinales,
Uredinomycetes, Basidiomycota, Fungi (KIRK et 2D01) um dos mais importantes géneros
em termos econdémicos e agrondmicos (LIMA et al0420Segundo Edwards et al. (1999), a
ferrugem da menta foi primeiramente encontrada oeofa em 1801. Como sintomas
observa-se inicialmente com lesdes alaranjadakabt#s marcando a folhagem da planta.
Depois a folha adquire coloracdo amarela, segued@sturecimento, crestamento e queda
(SANTOS et al., 2005).

Existem relatos da ocorréncia do patdgeno Memtha arvensis e
Mentha piperita no Estado de S&ao Paulo e Distrito Federal (MENBESA., 1998; URBEN et
al., 1987). A ferrugem infecta geralmente as egsddentha spicata e Mentha gracilis, com
reduzida ocorréncia em épocas mais quentes doJ@tdNSON, 1995). Mendes et al. (1998)
registram a ocorréncia d& menthae em M. arvensis, Mentha sp.,M. canadensis, M. piperita

e M. spicata.
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2.4 Oidio Erysiphe biocellata)

Os agentes causais de oidios sdo fungos Ascomigettencentes a
Ordem Erysiphales, dos géneiessyphe, Podosphaera, Sphaerotheca e Uncinula, comuns
de regides tropicais. O génefaidium corresponde a fase anamoarfica, responsavel pela
ocorréncia da doenca em condicdes tropicais, Mas& o fungo produz hifas claras e
septadas, que dao origem a conidioforos e conidssconidiosgerminam em ambiente
umido, e os tubos germinativos penetram nos tecidgetais diretamente por meio dos
estdbmatos (BEDENDO, 1995b; LOPEZ & RIVERA, 2001).

Como sintomas tipicos apresentam eflorescéncia carae
pulverulenta, que recobre as partes aéreas datagldissa eflorescéncia é formada por
estruturas do patdégeno, o micélio, conididforopmdios. Observada mais frequentemente na
face adaxial das folhas, pode ser constatada tambdate abaxial (BEDENDO, 1995b). Sdo
fungos parasitas obrigatorios e podem conviver agofanta durante todo o ciclo de vida da
mesma, sem ocasionar sua morte. Possuem parasrgéémado e elevada especificidade na
relacéo patdogeno-hospedeiro (BEDENDO, 1995b).

Este fungo afeta ampla gama de espécies e dimiaysmodutividade
dos hospedeiros, provocam aparecimento de area®ticks, e necroticas, atacam
preferencialmente folhas adultas, formam haustdnmsnterior das células do hospedeiro,
mas ndo causam sua morte (LOPEZ & RIVERA, 2001; BNIK & MAZZAFERA, 2001).

O oidio no génerdMentha foi primeiramente constatado por Koike
(1999) em plantas delentha spicata na costa da California — EUA na qual se observou o
crescimento de uma massa fangica branca nas felhasios, e o patdgeno foi identificado
como Erysiphe orontii Cast. No Brasil Zauza et al. (2003) identificaram ¥icosa — MG,0
patogencErysiphe biocellata em folhas deMentha arvensis, a qual apresentava uma massa
esbranquicada, contendo as estruturas do fungsoRwasno et al. (2005), também relataram
a ocorréncia de oidio em plantas Mkentha piperita, contendo conidioforos d®idium
asteris-punicei, cuja forma telemorfica corresponde Boysiphe cichoracearum DC. As
plantas apresentavam sinais de infeccdo por lesfgsticas, que avancaram até seca total

das folhas infectadas ndo ocasionando a morte afdaplTozze Jr. et al. (2006) também
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observaram a doenca em plantas da espdeigha x villosa, concentrando-se em folhas
baixeiras, ocasionando amarelecimento e crestarf@ian

Devido a sua recente introdu¢éo poucos sao osasstuthsiderando a
interferéncia do patégeno na producdo de 6leo eisdermassa fresca e seca, niveis
fotossintéticos, assim como estratégias de peldeirdg patdgeno nas estruturas das plantas

em nossas condigdes.

2.5 Controle de doencas fungicas

Os métodos de controle de doencas variam consilerante
dependendo do tipo de patégeno, do hospedeirosealateracdo entre eles. Os métodos de
controle visam preferencialmente proteger a plamizs que ocorra a infeccdo (AGRIOS,
1997).

O controle das doencas fungicas pode ser realizamidfungicidas do
grupo dos ditiocarbamatos, defensivos de contadopgumanecem na superficie da planta até
serem degradados ou lavados pela chuva ou abrgs@sentam baixa persisténcia no solo e
possuem meia vida no campo de 1 a 7 dias (GARLA2ID4). De acordo com Holland et al.
(1994) fungicidas ditiocarbamatos degradam-se eilenetiureia, composto altamente
cancerigeno, e permanecem como residuos nas sultura

Em Mentha, o controle das doencas é realizado mais comurngente
o fungicida Mancozeb (BRUGNERA et al., 1999), atlo especialmente contra a ferrugem
(Puccinia menthae), principal patégeno relacionado ao género (LIMB02), e no controle da
Cercosporiosedercospora menthicola), comum enMentha piperita (MENDES et al., 1998).

O Mancozeb possui amplo espectro de acédo e é cameimatlizado no cultivo de plantas
para extracdo de Oleos para industria com a fiaddiccontrolar diversas doencas fungicas em
plantas. Esse fungicida faz parte do grupo dosaditbamatos.

Testes realizados por Starr et al. (1963) indicame @ uso de
fungicidas em plantas de menta pode deixar resitlixisos no Oleo essencial. Ensaios
sugerindo limites de metais imapctantes sdo descnias farmacopéias, porém, nao existem

ensaios para defensivos e por este motivo, sdizadifls as normas que vigoram para 0S
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alimentos (SHARAPIN, 2001). Os defensivos poderarfetir em maior ou menor extensao
na biossintese de compostos secundarios, modificaqbrcentagem de componentes ativos
da planta (ZUIN & VILEGAS, 2000).

Entretanto controle de doencas fungicas na atwieule feito
geralmente através do uso extensivo de defensigdsotas, que alcanca 60 a 70% das
doencas de plantas cultivadas, os quais sdo resmosspor efeitos indesejados ao meio

ambiente, principalmente contaminacdo dos recuransais.

2.6 Controle alternativo de doencas

Fatores como indculo inicial, taxa de progressdaknca e tempo de
exposicdo da doenca, podem fornecer informacoes guaptar as medidas de controle que
devem ser aplicadas a respectiva doenca. Dessa,feéim adotados os “principios de controle
de doencas” ou “principios de Whetzel”, que prop@eincipios associados para o controle da
doenca: excluséo, erradicacdo, imunizacdo, protaefiapia e escape, sendo que estes 6
principios devem ser integrados de forma a aumeargéiciéncia do controle da doenga, sem a
necessidade de tratamentos quimicos pesados (MA&RKZUBUTI, 2005).

O novo modelo de producao organica imposto pelacaaler, visando
diminuir os impactos de defensivos sobre o ambjeatpier a elaboracéo de produtos e dessa
forma, vem sendo estudados caldas, biofertilizaatestratos. Principios ativos de plantas,
resultantes do metabolismo secundério, séo fotesilistancias potencialmente antifingicas.
Os metabolitos secundarios produzidos pelas plag=s de forma especifica em sua defesa,
atracdo ou repulsdo de outros organismos (SILVAalet2005b). Dentre os metabdlitos
sintetizados pela planta podemos citar os Oleosnesss que encontram maior aplicacao
biolégica como agentes antimicrobianos representammda extensdo do proprio papel que
exercem nas plantas, defendendo-as de bactéuagesffitopatogénicos (CHAGAS, 2009).

Segundo Shwan-Estrada et al. (2000), o controéerativo pode ser
realizado por meio de controle bioldgico e indudaaresisténcia das plantas, sendo que esta
envolve o tratamento das plantas com agentes d&sotic abidticos para ativar mecanismos de

defesa das plantas. Essa alternativa no manejouttasas resulta na reducéo da dependéncia
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de produtos quimicos além de outros insumos enesgét maior uso de processos biologicos
nos sistemas agricolas.

Dentre as espécies estudadas a palma@gabppogon martini) é
originaria da India e conhecida pelo seu poteraigiftingico e atividade repelente, cujo 6leo
essencial apresenta como composto majoritario anger(Quadro ), variando a composicao
entre 38 a 97%, de acordo com a variedade (BAR&).,e1988; SAHOO & DUTTA, 1982,
SCHERER, 2008).

A espécie Corymbia citriodora pertence a familia Myrtaceae,
originaria da Austrélia, seu 6leo essencial € garde 50 a 100 compostos orgéanicos volateis
e apresentam atividade fungitdxica, dentre os cetpgomajoritarios estdo os citronelal e o
citronelol (Quadro I) (ABREU, 2006). Salgado et €003) trabalhando corfrusarium
oxysporum Schlecht, Botrytis cinerea Pers. e Bipolaris sorokiniana Sacc. verificaram a agao
fungitoxica dekE. urophylla, C. citriodora e E. camaldulenses. Rodrigues et al. (2006) também
observaram a acéo fungitoxica do extrato bruto sguieC. citriodora sobre esporos de
Helminthosporium sp.

O limdo (Citrus limonum) é originario de regides tropicais e
subtropicais da Asia e pertence a familia Ruta¢@B&REU, 2006). De acordo com Caccioni
et al. (1998) 6leos essenciais do géritous demostraram efeito sobre o funBenicillium
italicum e P. digitatum. Chagas (2009) verificou que se comparados coriless deC.
citriodora, Azadirachta indica, Cinnamomum zeylanicum e Cymbopogon martini o 6leo
essencial d€. limonum foi menos eficiente. O lim&o possui como composgtagoritarios o
limoneno e o mirceno (Quadro II).

Pertencente a familia Myrtaceae, o cravo-da-indsnzygium
aromaticum), tem como centro de origem a Malasia. Seu Oleseresal possui o eugenol
como principal componente (Quadro IlI), muito valado no mercado farmacéutico e
industrial (ABREU, 2006). Autores como Ponce ef{2003) constataram que a concentracado
de 0,04 a 0,05 mL/100 mL, foi suficiente para ig#tn do crescimento de bactérias pelo
método minimo de concentracdo. Souza et al. (2Q84)bém demonstrou acdo nas
concentracdes de 200; 400; 600 e BOONL., para inibicdo d&hizopus sp.,Penicillium spp.,

Eurotium repens e Aspergillus niger.
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Quadro I. Composicado quimica dos Oleos essenc&iSychbopogon martinii e Corymbia

citriodora:

08);

D8);

8);

Espécie, Composicao Q(L(IJZ;] t Referéncia
trans-ocimeno 1,45 Abreu (2006); Scherer (20
Chagas (2009)
geraniol 86,98, Abreu (2006); Scherer (20(
Chagas (2009)
= geranial 0,41 | Abreu (2006); Scherer (20(
*g Chagas (2009)
= acetato de 9,03 | Abreu (2006); Scherer (200
% geranila Chagas (2009)
& |trans-cariofileno| 0,63| Abreu (2006); Chagas (2009
% butanoato de 0,15 | Scherer (2008)
3 |geranila
cissOcimeno 0,15 | Scherer (2008)
B-Mirceno 0,08 | Scherer (2008)
[ -Cariofileno 0,86 | Scherer (2008)
Total 99,74
a-pipeno 0,45 | Abreu (2006); Chagas (2009)
B-pipeno 0,68 | Abreu (2006); Chagas (2009)
limoneno 0,33 | Abreu (2006); Chagas (2009)
1,8-cineol 1,51 | Abreu (2006); Chagas (2009)
isopulegol 5,18 | Abreu (2006); Chagas (2009);
- . Abreu (2006); Chagas (2009);
5 | citronelal 74,74 Estanislau et al. (2001)
-§ isso-isopulegol | 4,33 | Abreu (2006); Chagas (2009);
o citronelol 6,26 | Abreu (2006); Chagas (2009);
‘5 | geraniol 2,96 | Abreu (2006); Chagas (2009);
% acetato de 1,24 | Abreu (2006); Chagas (2009);
8 citronelila
acetato de 0,28
geranila Abreu (2006); Chagas (2009);

trans-cariofileno

0,72

Abreu (2006); Chagas (2009);

3- neotujamol

6,78

Estanislau et al. (2001)

Isodiidrocaveol

0,43

Estanislau et al. (2001)

Total

100
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Quadro Il. Composicdo quimica dos Oleos essend@iSynzygium aromaticum e Citrus

[imonum:
Espécie Composicao Quant. Referéncia
(%)
eugenol 82,55 Abreu (2006)
= % trans-cariofileno 11,98 Abreu (2006)
3-8 |o-humuleno 1,74 Abreu (2006)
§ g acetato de genila 3,30 Abreu (2006)
B 5 0-Copaeno 0,59 Abreu (2006)
Total 99,99
tricicleno 0,33 Abreu (2006)
a-pineno 1,61 Abreu (2006)
B-pineno 1,75 Abreu (2006)
c mirceno 10,68 Abreu (2006)
2 gama-2-careno 1,98 Abreu (2006)
£ [para-cimeno 0,28 Abreu (2006)
g limoneno 72,49 Abreu (2006)
.*LE) gama-terpineno 8,06 Abreu (2006)
terpinoleno 0,28 Abreu (2006)
neral 0,49 Abreu (2006)
geranial 0,89 Abreu (2006)
a-transbergamoteng 0,36 Abreu (2006)
Total 99,2

Vérios trabalhos comprovam acgéo fungitdxica dideacompostos de
plantas medicinais capazes de reduzir o crescinmitilial, inibir a germinacéo de esporos e
induzir a producgdao de fitoalexinas (SHWAN-ESTRADag, 2000).

Substancias voléateis, como 6leos essenciais, pdatupor plantas
medicinais possuem um forte potencial de interap®o o meio. Podem apresentar atividades
repelentes ou atraentes e mesmo toxicas a micisngas e insetos. Sdo os casos de
substancias com@-pipenos €-pinenos presentes em 6leo de resina de pinHeiinagsp.), o
nerol extraido do Oleo de capim-lim&dy(nbopogon citratus), o limoneno do 6leo da casca de
Citrus (laranja, liméo), eugenol do cravo-da-indtaigenia caryophyllata), o mentol presente

em hortela-pimentaentha piperita), entre outros compostos (SAITO, 2004).
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2.7 Doencas fangicas x anatomia e histoquimica veégle

As plantas apresentam um complexo de componentésfega contra
patdgenos, por outro lado os patégenos também peadwma série de componentes de
resisténcia, por isso as plantas sdo suscetiveisgrande niamero destes patégenos. Devido a
gama metabdlica em que, por um lado, a planta ssnfaoteger do fungo e por outro lado o
fungo tenta quebrar esta protecdo, surgem processyativos constantes, resultando, ao
final, em alto grau de especificidade de relacdomdsso o contato entre patégeno e
hospedeiro desencadeia uma série de reacdes deheesuento que podem resultar em
modificagbes morfolégicas (BARBIERI & CARVALHO, 2@0 SILVA et al., 2005a;
MUSSURY et al. 2007).

Plantas adaptadas a ambientes desfavoraveis possieruras tais
como a reducdo do tamanho das folhas, o aumengualatidade de tricomas, estdmatos
profundos, acimulo de mucilagem e o aumento da act@apio do mesofilo. Os sistemas de
defesa da planta contam com dois tipos de fatoeesesisténcia, fatores pré-formados e
fatores pos-formados. Os fatores pré-formados émeléatores que a planta normalmente ja
possui como cuticula, tricomas, estdmatos, fibreagses; fendis, alcaldides, fototoxinas, entre
outros. Os fatores pds-formados s@o substanciant@ssou presentes em baixos niveis e
ativados apds a infeccdo, tais como papilas, hdigsjficacdo, tiloses, fitoalexinas
(PASCHOLATI & LEITE, 1995).

De forma geral, esses dois fatores podem ocorreduds formas,
como barreiras estruturais ou reacdes bioquimigg®edindo a entrada ou o crescimento do
patogeno (AGRIOS, 2005). A presenca de cuticutar faré-existente nas folhas das plantas,
pode surgir como alternativa na protecdo, entretantaxa de protecdo dependera da sua
espessura e composicdo. Por outro lado o patdgede produzir enzimas que podem
hidrolizar a cutina e outros podem penetrar meeaménte a camada cuticular e as paredes
das células epidérmicas (DICKISON, 2000; SiL&tAal, 2005a).

O tipo de células e a organizacdo dos tecidos gaim@aticos
também podem refletir mecanismos de defesa efesenbntra patdégenos (SILVA et al.,

2005a). InfeccBes em tecidos vegetais resultam agantas permanentes ou transitérias na
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estrutura das células. Essas mudancas séo proslalmideamente pelo parasita ou resultam da
resposta de defesa da planta, sendo nao-espegéca, ou especifica para o patégeno,
resultando em mudancas celulares previsiveis edeéimdas (DICKISON, 2000).

A principal resposta anatdomica a infec¢des e fartoena planta é a
formacdo de uma parede na regido infectada a ficodter os danos em uma pequena area
dentro de um Unico tecido, restringindo o movimedd@atdgeno. Esta compartimentalizacao
da infeccdo pode ocorrer em areas isoladas empladgiéa. Sua sobrevivéncia depende da
capacidade de regenerar as areas infectadas erfoowas tecidos (DICKISON, 2000). A
resposta bioquimica da planta ao ataque do patdgendeve as moléculas elicitoras
resultantes da percepcao da infeccéo; proteinaefésa séo sintetizadas e sdo responsaveis
pela inibicdo do desenvolvimento do patdégeno, diger as paredes celulares do fungo,
através da biossintese de compostos antimicrobiamasravés da fortificagcdo das paredes
celulares da planta (BARBIERI & CARVALHO, 2001).

A técnica histoquimica de identificacdo de compogicesentes em
vegetais é baseada no uso de reagentes cito oicqgthiistolégicos previamente estabelecidos
e visa identificar compostos do metabolismo prim&isecundario de plantas presentes nos
tecidos vegetais, tais como compostos fendlicgsirias, taninos, flavonéides, cumarinas,
alcaldides, acucares, aminoacidos. Auxiliam tamhéndeterminacdo da composicao e idade
de materiais fossilizados e ainda na composi¢ca@nibmat de misturas vegetais e farmacéuticas
(DORES, 2007). O reconhecimento de estruturas dufitticas nos vegetais possibilita e
facilita o manejo ecolégico e mais econémico dasndas propiciando maior producéo e
gualidade dos produtos vegetais (DORES, 2007).

Compostos produzidos pelo metabolismo secundasoptintas séo
sintetizados com maior freqtiéncia quando em siegag@ estresse. Plantas defendem-se de
patogenos e insetos por meio de mudancas bioquwmicaelula vegetal pode reagir com
inUmeras estratégias de defesa, dentre elas aguess como cutina, suberina, lignina,
celulose, e proteinas da parede celular, ou aiadailas bioquimicas (AGRIOS, 2005). Uma
vez reconhecida a molécula elicitora do patégena planta, segue-se uma série de reacdes
bioquimicas e mudancas estruturais, num esforcdetier o patdogeno e defender a planta,

sendo ativados genes de alerta das plantas, redulie sintese de compostos e no aumento
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da atividade enzimatica, importantes para defesgoldantas, formando barreias estruturais e
compostos toxicos que resultam no atraso da inde(QIE VA et al., 2008) .
Os métodos histoquimicos estdo fundamentados nagba®

cromaticas para o reconhecimento de substanciametebranas e contetudo celular. S&o
analises mais qualitativas do que quantitativas awaponentes celulares. A histoquimica
vegetal distingue dois grupos de compostos lipwisli(polares), lipidios totais, insaturados,
acidos graxos, terpendides (6leos, resinas e lasteesquiterpénicas) e compostos hidrofilicos
(apolares), sendo estes fendlicos, amidos, tanaloalbides, entre outros (PEARSE, 1960;
GERSBACH, 2002; DORES, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nos Laboratérios de éBmla do
Departamento de Produtos Naturais e Toxicologid&atalldade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNESP, Campus de Araraquara e no Laboratorio detd@laviedicinais da Faculdade de
Ciéncias Agronomicas da UNESP, Campus de BotucAtunoculacdo das plantas e
subsequente manutencdo das plantas foram realizadasboratério de Patologia Florestal do
Departamento de Producdo Vegetal — Defesa Fitdasani da Faculdade de Ciéncias
Agron6micas, da UNESP, Campus de Botucatu. As evadhs geograficas do local estdo a
22° 52" 55” de latitude sul e 48° 26’ 22" a oedte Greenwich, com altitude de
aproximadamente 830.m

Foram utilizadas plantas das espécMentha piperita, Mentha
spicata, Mentha suaveolens e Mentha arvensis, cultivadas em vasos com solo autoclavado na
proporcdo 2:1 (solo: matéria organica), foram nu@stidurante 3 a 4 meses em casa de
vegetacdo até o momento da inoculacdo dos esposofudgos. Foram realizadas andlises
comparativas e testes histoquimicos em sec¢cOesvénaais de folhas associadas a infecgéo
com os fungo$uccinia menthae e Erysiphe biocedllata, além do controlén vitro dos esporos

dos fungos.
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3.1 Inoculag&o dos esporos d@. menthaes E. biocellata

Para inoculacdo dos esporos dos fungos, foi obtiga suspensédo de
esporos de ambos os fungos, coletados em folhplaulas infectadas e mantidas na estufa do
Departamento de Produgédo Vegetal — Defesa FitaasaniOs esporos foram obtidos por
meio de lavagem de 20 folhas infectadas com auddiom pincel macio (nimero 30) e agua
destilada. ApOs a obtencdo dos esporos adicioncapseximadamente 20 mL de agua
destilada para formar a suspensdo de esporos.déese a contagem dos esporos desta
suspensdo em camara de contagem hemacitbmetro ddalg, resultando em
aproximadamente 3 x 1@sporos por mililitro de solucdo @ementhae e 2 x 18 esporos por
mililitro de solucdo deE. biocellata. Apos a contagem as suspensdes foram pinceladas na
faces abaxial e adaxial de folhas do terco médsoraimos aéreos (hastes).

As plantas foram acondicionadas em camara Umidaatiiada em
temperatura de 18 a 21 °C (ZAUZA et al., 2003; MAtral., 2008), com fotoperiodo de 8
horas de luz, durante 24 a 48 horas para infecadlhntas. Apos esse periodo, 0s vasos
contendo as plantas inoculadas foram removidos @agatufa onde, depois do periodo de
infeccdo (aparecimento dos primeiros sintomas, ag@reu depois de 10 a 15 dias apés

inoculacéo), as folhas foram coletadas para a gtagt@rior.

3.2 Avaliacdo da histoquimica e aspectos anatomicatas folhas de mentas
infectadas

O estudo anatébmico de folhas infectadas foi reddizapos a
confirmacdo da presenca dos sintomas tipicos deasmmab doencas, que variou em cada
espécie.

Foram coletadas folhas adultas e totalmente debadas, o material
colhido foi mantido sob refrigeragdo por cerca deh@as em isopor com gelo e
posteriormente encaminhado ao laboratério parazegdlo das seccdes transversais. As

seccOes foram feitas a méo, com a ajuda de nadalleo inoxidavel, no terco médio das
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folhas sadias bem como para as infectadas, neteoitaso no local de ocorréncia das
lesGes.

As seccdes transversais foram submetidas a calmregm azul de
toluidina 0,05% em tampéo fosfato pH 6,8 (KRAUS &BUIN, 1997) e montadas em
glicerina em laminas de vidro, procedendo-se o destanatémico com o auxilio de
microscopio de luz Axisckop 40 Zeiss com capturandagens Axio Cam MRC e com o
Programa Axiovision 4.6.3.0, do Departamento den€&s Ambientais — Ciéncias Florestais
da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP, GadgwBotucatu.

Para o estudo histoquimico as secc¢fes foram sulasetos reagentes
descritos. Como controle para identificacdo detdmogs apolares, as secc¢des foram tratadas
por 10 minutos em cada passagem de uma série ietaB60o, 50%, 75% e 100% e cetbnica
(50% em etanol e 100%), seguida de reidratacdaigrddEWINSOHN et al., 1998). Como
controle para identificacdo de substancias polaeseccOes foram tratadas com banho em
solucdo comercial de hipoclorito de sodio (méxin®% @e cloro ativo) por 15 minutos,
seguido de 3 banhos consecutivos em solucéo ageaszido acético (1:500).

De acordo com Kraus e Arduin (1997), os testesasads estudos
anatdbmicos para o reconhecimento de metabdlitegaces, em geral, reagem a mais de uma
substancia, gerando a necessidade de testes coenpdees, com controle, para garantir
correta interpretacdo. Em razdo dessa recomendfmam realizadas com trés repeticoes
para cada substancia, sendo considerados passigeitestes complementares aqueles
compostos determinados por apenas uma reacaoatagam.

De acordo com as recomendacbes de Ascensdo (2003) p
identificacdo de substéncias polares e apolargsiesa metodologia utilizada para cada um

dos reagentes empregados (Quadro Ill).
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Quadro lll. Reagentes utilizados na metodalbgstoquimica:

Reagentes Grupo de Teste Histoquimico Coloracao
compostos
o sudan Il vermelho
Lipidios .
sulfato azul do nilo azul- rosa

Oleos essenciais .
reagente de NADI  vermelho escuro parpura

e Resinas
Apolares ,
. tricloreto de .
Esterdides o vermelho-alaranjado
antimonio
acido sulfarico/
Lactonas o vermelho-acastanhado
glicerina
Taninos vanilina cloridrica vermelho intenso
Amido lugol roxo
Polares - :
Proteinas azul brilhante de azul claro
comassie

Para substéancias polares foram empregados os teggen

1. Sudan Il (JOHANSEN, 1940): as seccdes foranmatiolas a uma
solucédo saturada de vermelho Sudan Il (30%) dardBtminutos a temperatura ambiente, em
seguida passaram por rapida lavagem em etanol 76%agem rapida em agua. As seccdes
foram montadas em laminas com glicerina 30%

2. Sulfato azul do nilo (CAIN, 1947): as seccOamfio submetidas a
uma solucéo de Sulfato azul do nilo a 1% durant@riutos a 60°C, em seguida lavados em
acido aceético a 1% durante 1 minuto a 60°C e lavaalsidamente em agua. As secc¢des foram
montadas em laminas com glicerina 30%

3. Reagente de NADI (DAVID & CARDE, 1964). as seegdoram
submetidas a solucédo de reagente de NADI duraierd no escuro, em seguida os cortes
foram lavados em tampéao fosfato de sodio 0,1M, @Hidrante 2 minutos. As seccdes foram
montadas em laminas com glicerina 30%

4. Tricloreto de antiménio (HARDMAN & SOFOWORA, 197
MACE & HOWELL, 1974): as seccbes foram submetidasna solucdo saturada de tricloreto
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de antimdnio em acido perclorico a 60% a tempeaaunbiente. As sec¢Oes foram montadas
diretamente em laminas no reagente e observadasaip3 a 10 minutos.

5. Acido sulfurico/glicerina: para deteccdo das tdaas
sesquiterpénicas, adotou-se o procedimento despato HIGUCHI (2007), que obteve
melhores resultados ao modificar a proposta des@ais e Griffin (1971), que ao utilizar
solucdo concentrada de &cido sulfarico, que enmalgasos, ndo possibilita a visualizacdo do
material em estudo apds periodo de tempo maior, vemaque as estruturas celulares se
desintegram rapidamente. Higuchi (2007) recomendeagdo com uma solucdo de &cido
sulfarico concentrado:glicerina a 50% (1:1). Oge®foram montados diretamente na lamina
em solucédo de acido sulfurico 50% em glicerina.

Para substancias polares foram empregados:

6. Vanilina cloridrica (MACE & HOWELL, 1974): as gghes foram
submetidas a uma solucdo de vanilina 0,5% em &at@drico 9% durante 10 minutos e a
montagem em lamina feita em acido cloridrico 9%.

7. Lugol (JENSEN, 1962): as secc¢bes foram subneet@auma
solucéo de lugol durante 5 a 10 minutos e postadote lavados em agua. As laminas foram
montadas em glicerina 30%

8. Azul brilhante de comassie (FISCHER, 1968): e;8es foram
submetidas a uma solucdo de azul brilhante de ®eB250 a 0,25% em &cido acético a 7%
durante 10 minutos a quente (60°C). As sec¢Oesnfon@ntadas em laminas com glicerina
30%

3.3 Testein vitro para a germinagdo de esporos dB. menthaee E. biocellatana

presenca de Oleos essenciais

A avaliacdo da atividade fungicida dos o6leos esaenn vitro
consistiu de quatro diferentes Oleos essencialsmgrasa Cymbopogon martini), eucalipto
(Corymbia citriodora), cravo ©yzygium aromaticum) e limdo Citrus limonum) em 4

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

Os oleos essenciais foram extraidos por hidrode&tl em aparelho
tipo ‘Clevenger’, utilizando 200 g de folhas derpatosa, eucalipto e limdo e de sumidades
floridas de cravo, secos em estufa de circulac@aéa de ar a temperatura de 40 °C até peso
constante (SIMOES et al., 1999). O material permame em hidrodestilacdo por
aproximadamente 90 minutos sendo posteriormentadeto 0leo essencial separado.

Os esporos foram obtidos de folhas infectadas gudaatdM. spicata e
M. arvensis e retirados das folhas por meio de pincelamentdajuente com a agua destilada
formou-se a suspensdo de esporos. Preparou-se iondeneultura agar-agua, submetido a
autoclavagem durante 20 minutos a temperatura @e°C2 Quando o meio de cultura
encontrava-se em temperatura de fusdo (aproximadant®d °C), adicionaram-se, sob
agitacdo, os 6leos essenciais juntamente com mt&@esendo posteriormente vertidos em
placa de Petri. Apés solidificacdo do meio de calt suspensao de esporos foi inoculada ao
meio utilizando uma pipeta automatica com uma at@wonhecida de 20 pL. Apds a
inoculagéo, as placas foram encaminhadas para Br@.@uséncia de luz e temperatura
constante de aproximadamente 24 °C, durante uraduede 24 horas.

Foram contados de 50 a 100 esporos no campo @iotatoscopio e
considerados esporos germinados aqueles que daresera emissao dos tubos germinativos
superiores ao diametro dos esporos. O delineaneeptrimental foi inteiramente casualizado
com quatro repeticdes e analisado em programdste@iSISVAR, versado 5.1 (Build 72).

3.4 Identificacdo dos Patdgenos

Amostras dos ramos de mentM.(spicata, M. arvensis e M.
suaveolens) com folhas contendo os sintomas de ambas as agefgram amostradas,
preservadas e secas em estufa de circulacdo foacd@a’C, durante 48 horas. As excicatas
foram montadas e enviadas aos cuidados do Dr. AAibes de Carvalho Junipno Instituto
de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeira, gamprocedimentos de identificacdo e

tambamento dos esporos e dos patégenos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel observar a sintomatologia das doengasplantas 10 a
15 dias ap6s a inoculacdo e verificar que fpanaenthae apenas as espécikb spicata, M.
arvensis e M. suaveolens manifestaram os sintomas da doenca. Bataocellata apenas as
espéciesM. piperita e M. arvensis apresentaram os sintomas referentes a esse fungo.
Cultivares da mesma espécie podem apresentar sekdan diferentes densidades,
compactacéo e espessura de parede celular no paen@ngalicadico indicando diferencas na
interacdo com microrganismos, ou seja, podem comésisténcia (SILVA et al., 2005a). Tais
fatores podem estar ligados a variabilidade gemétis espécies utilizadas.

De acordo com a identificacdo obtida pelo pesquois&t. Anibal
Alves de Carvalho Junior, no Instituto de Pesquisadim Botanico, os fungos contidos nas
lesdes e 0s esporos presentes nas folhddedtha spicata, Mentha suaveolens e Mentha
arvensis foram identificados como as estruturas pertencexgesspécieBuccinia menthae e
Erysiphe biocellata. Na figura 1 observam-se as estruturas do patogewcnia menthae
(urediniosporos e teliosporos). A Figura 2 mossalementos de identificacdo dos esporos e
das estruturas do patdégefigysiphe biocellata.



28

Figura 1. Urediniésporos (A) e Teliésporos (B)Riecinia menthae. Foto: Carvalho Jr. (2008).

Figura 2. Esporos derysiphe biocdlata. Esporos do fungo (A) e Estruturas (B). Foto: @Hre Jr.
(2008).
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4.1 Avaliacéo da histoquimica dé/. piperita, M. spicata, M. suaveoleng M.

arvensisinfectadas porP. menthae= E. biocellata

As tabelas 1, 2 e 3 apresentam os resultados mefsraos testes

histoquimicos realizados com cada uma das espesiess respectivos patdégenos.

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

pertencem, nas plantas sadias.

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

comassie

*Testes positivos em tricomas glandulares
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Tabela 2. Resultados referentes aos testes histmpsi e 0s grupos de compostos a que
pertencem, em espécies lesionadas Pomenthae em M. arvensis, M.
spicata e M. suaveolens.

Grupo de Espécies
Teste Histoquimico
Compostos a M. M. M.
arvensis spicata suaveolens
sudan Il + + +
Lipidios -
P sulfato azul do nilo* + + +
Oleos essenciais
: reagente de NADI * + + +
e Resinas
Esterdides tricloreto de antimonio + +
Lactonas acido + N
Sesquiterpénicas sulfurico/glicerina
Taninos vanilina cloridrica - -
Amido lugol - -
. azul brilhante de
Proteinas + +

comassie

*Positivo para lipidios acidosPositivo para acidos resinicos

Tabela 3. Resultados referentes aos testes histmmsi e 0s grupos de compostos a que
pertencem nas espécies lesionadasEpduiocellata em M. piperita e M.

arvensis.
Grupo de Compostos Teste Histoquimico o Especies _
M. piperita M. arvensis
sudan Il + +
Lipidios sulfato azul do nilo * + +
Oleos essenciais e reagente de NADI * + +
Resinas
Esteroides tricloreto de antimonio +
Le}cton?s_ acido sulfarico/glicerina +
Sesquiterpénicas
Taninos vanilina cloridrica -
Amido lugol -
Proteinas azul brilhante de +

comassie

'Positivo para acidos resinicos; *Positivo parallips acidos
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4.1.1 Avaliacdo da histoquimica deM. piperita infectadas por E.

biocellata

O teste de sudan Il foi positivo tanto para follsaslias como
para folhas infectadas pelo patdgeno (Tabelas )1 ©l3servou-se concentracdo de
lipidios na superficie foliar em regides mais pndaxs a epiderme quando as folhas
estavam infectadas (Figura 2). Em células epidésnieste fato pode ser um indicativo
do consumo dos lipideos totais da planta pelo pathgou ainda acumulo de tais
compostos na superficie foliar. De acordo com AmI@005) plantas que produzem

exsudados na superficie das folhas podem favoreaescimento e germinacdo de

esporos através do fornecimento de nutrientes (@nionoacidos e acucares).

Figura 3. Teste histoquimico com sudan Il em sescidansversais de folhas Mentha
piperita. Figuras A/B: seccao transversal de folhas sadlél3; seccdo transversal de folhas
infectadas conk. biocellata; seta: hifas do patdégeno. Foto: Danila Conceig809).
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O teste sulfato azul do nilo foi positivo para fdhsadias,
indicando coloracao rosa para lipideos neutros @wspglandulares, e coloracdo azul
como para lipideos acidos (Tabelas 1 e 3). A bigigAo da coloracdo azul em folhas
sadias foi uniforme em todo o perfil da seccdostrarsal. A auséncia de lipidios
neutros em seccbes contendo o patdégeno pode indickenagem desses lipidios,
representando grande fonte de nutriente.

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

infectadas e negativo para folhas sadias (Tabeta3)2

B 20pm

20pum

Figura 4. Teste histoquimico com reagente de NADIseccdes transversais de folhas de
Mentha piperita. Figuras A/B: secc¢do transversal de folhas sadid3; seccdo transversal de
folhas infectadas cor. biocellata; seta: em C coloracdo resultante da reacdo; setd:
hifas do patégeno. Foto: Danila Conceicéo (2009).

O teste de tricloreto de antiménio foi positivo faiinas sadias e
em folhas infectadas apresentaram coloracdo veoraddinanjado em tricomas
glandulares. Este fato indica que a infeccdo pelmd ndo alterou a producdo de

esteroides pela planta (Tabelas 1 e 3).
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O teste do acido sulfarico/ glicerina (Figura 6i) ffositivo em
folhas sadias e infectadas pelo fungo (Tabela8)1 &las folhas sadias, o teste revelou
coloracdo vermelho-acastanhado apenas em pélatutfiaes localizados na superficie
adaxial das folhas, quando infectadas as folhassaptam a mesma coloracdo na
superficie da folha, préximas a cuticula, e ndessariamente nos pélos glandulares.
Este fato indica maior sintese de lactonas sespéiteeas quando os tecidos séo
atacados pelo patdgeno. Arantes (2007) estudantEssie avaliacdo de toxicidade de
lactonas sesquiterpénicas, concluiu que tais sutiath podem ser responsaveis por
acao herbicida, possuem amplo espectro de atividamlégica, sua forte atividade
citotéxica pode estar relacionada com a defesaldasas contra insetos e patdgenos.

Figura 5 Teste histoquimico com &cido sulfarico/ glicerama secgfes transversais de folhas
de Mentha piperita. Figuras A/B: secc¢do transversal de folhas sadiatg: coloracdo em
tricomas glandulares; C/D: seccéo transversal ll@ddnfectadas coif. biocellata; seta: em C
coloracao resultante da reacédo; seta: em D: hifgmtbgeno. Foto: Danila Conceicado (2009).

O teste da vanilina cloridrica foi negativo tanto #®lhas sadias

como em folhas infectadas pelos fungos (Tabelal)1 e
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O teste do lugol foi negativo para folhas sadigsam folhas
infectadas (Tabelas 1 e 3). As seccdes transverdaisfolhas infectadas né&o
apresentaram a presenca de amido em suas estruturas

O teste para o azul brilhante de comassie foi iposianto em
folhas infectadas como em folhas sadias (Tabe#&8)1A coloragao azul foi observada
nas regides mais externas, ou seja, proximas arepé incluindo o micélio do fungo,
o0 qual se mostrou bem instalado sobre o tecidotefP@s s&o os principais
componentes dos tecidos, tanto animais como vegetissa forma € possivel
identificar tais compostos com facilidade em todestecidos encontrados na figura,
como também podem estar ligadas ao sistema deadeéssplantas. Nao € possivel
dessa maneira limitar a especificidade, origermeda das proteinas identificadas, pois
seriam necessarios testes especificos relacioreafoipos de proteinas existentes na

planta, uma vez que estas podem exercer difermtesges.

4.1.2 Avaliacdo da histoquimica deM. arvensis infectadas por E.

biocellatae P. menthae

O teste de sudan lll (Figura 6) em folhasMearvensis foi
positivo (Tabelas 1 e 2). As secc¢des transvergaislas sadias indicam a presenca de
lipidios totais distribuidos uniformemente tanto parénquima palicadico como no
parénquima lacunoso, em toda seccao transversérgcao vermelha). Quando
infectadas porP. menthae observa-se acumulo de coloracdo vermelha na base da
colénia formada pelo fungo. Neste caso, a infe¢gdastalada revela que os lipidios
totais identificados pelo reagente, servem de falirieta de energia para os fungos.
Diferentemente do ocorrido coln biocellata ndo houve concentracéo de lipideos logo
abaixo da colonizacdo dos tecidos, mas a dist@buigestes no corte continuou
uniforme, neste caso pode-se inferir que neste cafkmgo néo utilizou os lipidios

como fonte de energia.
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Figura 6 Teste histoquimico com sudan Ill em secg¢bes teanrais de folhas d¥lentha
arvensis. Figuras A/B: seccdo transversal de folhas sadiasseccdo transversal de folhas
infectadas conE. biocellata; seta: em hifas do patdégeno; D: seccdo transveesdolhas

infectadas conP. menthae; seta: colénia de fungos em coloracdo vermelhdase. Foto:
Danila Conceigéo (2009).

O teste do sulfato azul do nilo foi positivo emhiad sadias
tanto para lipidios 4cidos como para lipidios resufffabelas 1, 2 e 3). A coloracao azul
prevaleceu em toda seccdo transversal contdadbiocellata e ndo apresentou
coloracdo rosa em nenhuma localizacdo, ou sejapdgativo para lipidios neutros.
Quanto as folhas infectadas garmenthae observou-se que a colbénia formada pelos
esporos do fungo, apresentou leve coloracdo azyriog\ (2005) afirma que tal fato
pode indicar o consumo de lipidios neutros pelogds ou ainda indicar uma reacéo
bioguimica da planta como resposta de defesa.

O teste com reagente de NADI (Figura 7) foi negafpara
folhas sadias (Figura 6). Nos casos de folhastmdas poP. menthae e E. biocellata o

reagente indicou resultados positivos (Tabelas & %), mostrando leve coloracao
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avermelhada em células da epiderme onde ocorrevfeacéo pelos patdgenos. A
coloracdo avermelhada nas células pode ser umargli®acado bioquimica a presenca
do patdgeno (DI STASI, 1995; GOBBO-NETO & LOPESQ2D

Figura 7 Teste histoquimico com reagente de NADI em seccde
transversais de folhas dklentha arvensis. Figuras A/B: secc¢éo
transversal de folhas sadias; C: seccdo transvaeslhas infectadas
com E. biocellata; seta: coloracdo resultante da reacdo; D: seccao

transversal de folhas infectadas cdi menthae; seta: colbnia de
fungos. Foto: Danila Conceigéo (2009).

O teste de tricloreto de antiménio foi positivo giiiia 8)
apresentando coloracdo vermelho-alaranjado nos piémdulares em folhas sadias e
infectadas (Tabelas 2, 3 e 4). Em folhas infectgua€E. biocellata a coloracdo tem
intensidade aumentada nas células epidérmicas ammitic maior sintetizacdo e

concentracdo de esterdides. De acordo com Fumeigali (2008) esterdéides podem
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agir na protecdo das plantas contra outros orgasisou condicdes que causem
prejuizos a planta.

Figura 8 Teste histoquimico com tricloreto de antiménio seccdes
transversais de folhas ddlentha arvensis. Figuras A/B: seccao
transversal de folhas sadias; seta: em B coloreggudtante da reacgéo
em tricoma glandular; C: secc¢ao transversal deafoihfectadas coif.
biocedlata; seta: coloracéo resultante da reacdo em célpidgrenicas;
D: seccao transversal de folhas infectadas Bomenthae; seta: colénia
de fungos. Foto: Danila Conceig¢éo (2009).

O teste do acido sulfarico/ glicerina (Figura 9)rfegativo para
folnas sadias e positivo para folhas infectadas d¢dnmmenthae e E. biocellata
apresentando coloracdes vermelho-acastanhado m®xansuperficie das folhas onde
ocorre a infecgdo (Tabelas 1, 2 e 3). O teste demtifica lactonas sesquiterpénicas foi
positivo em folhas infectadas para ambas as dogagasirtude da maior sintetizacéo
desses compostos como resposta a infeccdo. Deoamamd Arantes (2007) e Carvalho
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et al. (2009) tais compostos estdo ligados as stapas atividades biolégicas a que as
plantas s&o submetidas. Possuem forte atividadetoxita, e podendo estar
relacionadas ao sistema de defesa das plantagaBcias depositadas no interior dos

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

e acidos fendlicos complexos podem agir como setede defesa contra patégenos
(MATIELLO et al., 1997).

Figura 9. Teste histoquimico com &cido sulfurid@egina em cortes transversais de folhas de
Mentha arvenss. Nas figuras A: Folhas sadias; B: Folhas infectacta® E. biocdlata; no
destaque coloracéo indicativa da reacao nas célpldérmicas; e C/D: Folhas infectadas com
P. menthae; seta: coloracdo na base da col6nia. Foto: D@tecei¢do (2009).

O teste com vanilina cloridrica foi negativo emdsds casos
(Tabelas 1, 2 e 3).

O teste de lugol os resultados foram negativotant folhas
sadias como em folhas infectadas pelos patogerad®ld@s 1, 2 e 3) nado identificando a

presenca de amidos, resultando em coloracéo roaeteestica do reagente.
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O teste do azul brilhante de comassie foi positimdjcando
coloracao azul nos tecidos (Tabelas 1, 2 e 3).

4.1.3 Avaliacao histoquimica déVl. spicatainfectadas porP. menthae

O teste do sudan Il foi positivo (Tabelas 1 e Bn folhas
sadias ha distribuicdo da coloracdo vermelha, amdio a presenca de lipidios totais em
todo o mesofilo foliar (Figura 10). Os testes enlhds infectadas revelam,
principalmente no controle, uma grande aglomeragdpigmentacéo vermelha logo na
base da col6nia dos fungos.

v
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Figura 10. Teste histoquimico com sudan Ill em emiransversais de folhas tentha
spicata. Nas figuras A/B: folhas sadias; C: folhas infeedtomP. menthae; no destaque
coloracao indicativa da reacéo nas células epidésne D: folhas infectadas cdtmenthae;
seta: para a coloragdo da coldnia. Foto: Danilac€igéo (2009).
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O teste do sulfato azul do nilo foi positivo pagdios acidos
(coloracao azul) e neutros (coloracao rosa) enmafoffadias d®l. spicata (Tabelas 1 e
2). No caso de folhas infectadas o teste foi pasipara lipidios acidos, revelando
coloracéao azul em todo o mesofilo foliar.

O teste do reagente de NADI foi negativo para ®lkadias.
Em folhas infectadas com o patdégeno é possivehadose mudanca de coloragdo, neste
caso o teste revelou coloracdo vermelha, indicapsenca de &cidos resinicos
(Tabelas 1 e 2). De acordo com Jakiemiu (2008)jo&ciresinicos sdo terpenos,
diterpendides considerados fitoalexinas, substaneatimicrobianas cujo teor €
aumentado em resposta a acdo de microrganismogeotea fisicos e quimicos sobre
as plantas (MATIELLO et al., 1997).

O teste de tricloreto de antiménio (Figura 11)gdositivo para
folhas sadias e folhas infectadas (Tabelas 1 E ghssivel notar que em folhas sadias a
coloracdo aparece nos tricomas glandulares indicangresenca de esterdides nessas
estruturas. Em tecidos infectados pelo patdégenereése que a coloracdo vermelho-
acastanhado nas regides da lesdo. Fumagali @08B)(reporta que esterdides podem

atuar como substancia de defesa das plantas damos ou microrganismos.
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Figura 11. Teste histoquimico com tricloreto dara@hio em cortes transversais de folhas de
Mentha spicata. Nas Figuras A/B: secc¢édo transversal de folhassadeta: tricomas glandulares
com coloracéo resultante da reagdo; Figura C: edtaésversal de folhas infectadas cBm
menthae; seta: coloracao indicativa da presenca de estiere6 mesofilo; D: sec¢do transversal
de folhas infectadas colh menthae; seta: urédia. Foto: Danila Conceicdo (2009).

O teste do acido sulfarico/ glicerina foi negatipara folhas
sadias e positivo para folhas infectadas (Tabetag)1 No teste com folhas infectadas a
presenca de lactonas sesquiterpénicas foi denancpmeda coloracdo vermelho
acastanhado resultante da reagéo.

A coloracao vermelho-acastanhado foi observadeegi#o da
infeccdo da doenca, indicando maior sintese dopasios em tecidos infectados. As
lactonas sesquiterpénicas sdo reconhecidas constasolas de grande atividade
biol6gica sendo utilizadas como inseticidas, badtis, fungicidas e outros (FREIRE,
2004).

O teste da vanilina cloridrica foi negativo em amlos casos
(Tabelas 1 e 2).
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O teste de lugol foi negativo tanto para folhagasadomo para
folhas infectadas (Tabelas 1 e 2). Ndo houve acagdio de amidos presentes no
mesofilo das folhas.

Para o teste do azul brilhante de comassi®&/espicata o teste
foi positivo em ambos os casos (Tabelas 1 e 2)odSipel observar que as células da
epiderme e sistema vascular apresentam colorag§draticando presenca de proteinas
em tais tecidos. Da mesma forma tecidos lesionagossentaram a mesma coloracéo
em tecidos da epiderme, indicando a presenca deimas. O teste ndo indica
especificidade da sintese de destinada na defgdarda.

4.1.4 Avaliacao Histoquimica deM. suaveolensnfectadas porP.
menthae

O teste de sudan Il (Figura 12), para identificaga lipideos
totais foi positivo para esse reagente em todosas®s (Tabelas 1 e 2). Pode-se
observar uma grande massa de uredinidosporos reenldgo abaixo da colénia ha
desuniformidade de distribuicdo das moléculas pieldos no perfil do mesofilo. A
coloracédo vermelha do reagente encontra-se jurgdumgos, indicando a presenca de
lipideos totais na base da colénia. Fungos podéirantipidios como fonte de energia

para o seu desenvolvimento.
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Figura 12. Teste histoquimico com sudan Ill em emiransversais de folhas 8entha
suaveolens. Figuras A/B: secc¢do transversal de folhas saflaseccao transversal de folhas
infectadas conP. menthae; seta: 0 acimulo da coloracdo vermelha na baseoldaia; D:
seccao transversal de folhas infectadas Pommenthae; seta: urédia. Foto: Danila Conceicdo
(2009).

O teste com sulfato azul do nilo em folhas sadia®lleas
afetadas foi positivo (Tabelas 1 e 2). E possitiskovar a coloracdo azul em células da
epiderme e coloragao rosa nos tricomas glandulassss coloragdes indicam presenca
de lipideos acidos (coloracao azul) e lipideosmsuytoloracdo rosa).

O teste do reagente de NADI foi negativo (Figury N&o €
possivel identificar coloracdo azul para essénuéas coloracdo vermelha para acidos
resinicos (Tabelas 1 e 2). Quando o teste foi feitofolhas infectadas foi possivel
observar coloracédo vermelho-escuro nas regidesda®ipelo patdgeno, com a presenca
de urediniésporos, indicando a producao de acielsisicos em resposta a infeccdo na
planta.
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Figura 13. Teste histoquimico com reagente de NAMDI cortes transversais de folhas de
Mentha suaveolens. Figuras A/B: seccéo transversal de folhas sa@iéd; seccéo transversal de
folhas infectadas com. menthae; em destaque em C, coloracdo resultante da résefn); em
destaque em D: urédias formadas pelo fungo. Faoil®Concei¢édo (2009).

O teste para tricloreto de antiménio foi positiV@lfelas 1 e 2).
As coloragcfes vermelho-alaranjado permanecerantricosnas glandulares, indicando
a presenca de esterdides nesses tecidos. Em fofeetadas pelo patdogeno é possivel
notar que a coloragdo vermelho-alaranjado gantemsidade em tecidos infectados,
indicando maior sintese de esterdides em tecidosni@dos pela doenca. Esterdides
podem ser utilizados pela planta como sistema tsagossuem funcdo de interacéo

com outros organismos no sistema planta-ambie&YALHO et al., 2009).
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Figura 14. Teste histoquimico com tricloreto ddra@hio em cortes transversais de folhas

de Mentha suaveolens. Figuras A: seccdo transversal de folha sadias; ¢stta) tricoma
glandular indicando presenca de esteroéides; Basetansversal de folhas infectadas por
menthae; seta: (seta) urédias do fungo. Foto: Danila Cigoe(2009).

O teste acido sulfarico/ glicerina (Figura 14) tali coloracdo
amarela intensa apenas em tricomas glandularemnpmrfoi negativo para folhas
sadias (Tabelas 1 e 2). Em folhas infectadas a8e®ge ocorréncia da infec¢do pelo
patdgeno resultaram em coloracdo vermelho-acastanimaicando que pode haver
maior sintese de lactonas sesquiterpénicas emduhgécolonizacdo dos fungos, de
acordo com Carvalho et al. (2009) esses compostmipm forte atividade citotdxica e
estdo ligadas com o sistema de defesa das plantas.
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Figura 15. Teste histoquimico com acido sulfGrgl@erina em cortes transversais de folhas de
Mentha suaveolens. Figura A/B: secc¢do transversal de folha sadieg: setloracdo amarelo
intensa em tricomas glandulares; C: secc¢do trasevde folhas infectadas; seta: a col6nia de
fungos e no mesofilo a coloracdo indicativa dagyea de lactonas sesquiterpénicas; D: sec¢ao
transversal de folhas infectadas; seta: urédiamgo. Foto: Danila Conceigéo (2009)

O teste da vanilina cloridrica foi negativo tanto ®lhas sadias
como em folhas infectadas fato que indicou a auaé&lectaninos nas folhas (Tabelas 1
e 2).

O teste de lugol foi positivo (Tabelas 1 e 2), acua presenca
de amidos de coloracdo arroxeada em células epiisrde folhas sadias. Em folhas
infectadas o teste foi negativo indicando a auséteitais moléculas na folha. E notéria
a desestruturacdo da epiderme e auséncia da @mopaca o teste de amidos. Amidos
podem servir de fonte de nutrientes para o deseinvehto do patdgeno, a auséncia da
coloracédo pode indicar consumo deste composto foelgo. Penariol et al. (2008)
trabalhando com diferentes tipos de meio de culamacluiu que meios ricos em

amidos sao fontes adequadas de carbono para oxaeast micelial em fungos.
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Figura 16. Teste histoquimico com lugol em contassversais de folhas dentha suaveolens.
Figura A/B: seccao transversal de folha sadia; setoloracdo roxa em células da epiderme;
C/D: secgéo transversal de folhas infectadas; seétia do fungo. Foto: Danila Conceicdo
(2009)

O teste do azul brilhante de comassie foi positaoto em
folhas afetadas como em folhas sadias (Tabel&?).1@s tecidos sadios e afetados pelo
fungo apresentaram coloracdo azul, indicando aepees de proteinas em todo o
mesofilo nas folhas sadias.

Nos testes histoquimicos o sudan lll, foi positaro todas as
espécies independentemente se lesionadas ou ndelgdd, 2 e 3). Se comparadas
folhas colonizadas pdE. biocellata, ambas as espécibt piperita e M. arvensis, ndo
mostraram diferencas na composicao dos lipidiosesgado transversal. Em ambos os
casos, a coloracdo vermelha foi uniforme em todacgéo, indicando que os fungos
ndo mobilizaram o lipidio da planta para consumo.cAntrario do ocorrido com as

espécies colonizadas pBr menthae, M. arvensis, M. spicata e M. suaveolens sendo
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possivel observar mobilizagdo da coloracdo vermetlaa base da colonia, e
desuniformidade de distribuicdo de lipidios totasseccao transversal se comparadas
as folhas sadias. Como afirmado por Agrios (20Q&dibs ocorrem em todas as
células, e principalmente na constituicdo das mandw celulares. Muitos patégenos
sdo capazes de degradar lipidios e o utilizamadirehte como fonte de energia. Dessa
forma a mobilizacdo dos lipidios pode ser um irdd® fonte energética do fungo neste
caso.

O teste de sulfato azul do nilo foi positivo napéesesM.
piperita e M. arvensis, infectadas poE. biocellata para lipidios acidos (coloragéao azul)
tanto em folhas sadias como para folhas infect@baselas 1, 2 e 3). Nota-se que em
folhas sadias ocorre a presenca da coloracdomdgamndo que o teste foi positivo para
lipidios neutros em tricomas glandulares (Tabelgsalisente em folhas infectadas
(Tabelas 2 e 3). Lipidios fazem parte da estruficale membranas de células animais e
vegetais, sendo assim podem ser usados como fergeeaigia para fungos (AGRIOS,
2005). Nas espéciell. arvenss, M. spicata e M. suaveolens colonizadas poiP.
menthae, 0 mesmo acontece ndo ha ocorréncia de lipidiagrase em espécies
infectadas com a doenca, indicando possivel consiasies pelos patégenos.

O teste com reagente de NADI foi negativo para agid
resinicos e esséncias em todas as espécies sadimdas 1, 2 e 3). Nos casos de
espécies infectadas pelos fungos o teste foi pogitara resinas (Tabelas 3 e 4). Todas
as espécies apresentaram coloracdo vermelha naosteqsversal, no caso dé&
arvensis colonizada poE. biocellata, a coloracdo aparece nas células da epiderme da
folha. Em M. arvensis, M. spicata e M. suaveolens infectadas conP. menthae, a
coloracao vermelha apresentava-se no local da.lesédo

De acordo com Jakiemiu (2008), &cidos resinicostes@e&nos,
diterpendides considerados fitoalexinas, substaneatimicrobianas cujo teor €
aumentado em resposta a acdo de microrganismogeotea fisicos e quimicos sobre
as plantas. Resinas possuem papel defensivo naaglpossuem rapida deposicao em
células epidérmicas, espacos intercelulares eontas células formando uma barreira

impenetravel e envolvendo o patogeno (AGRIOS, 1997)
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Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), o estimulo tegpaos
ou insetos levam a uma resposta bioquimica quez radaceitabilidade do tecido ou
orgdo aos ataques, e a producdo de fitoalexinasairdreacdo da planta ao ataque.
Compostos derivados do metabolismo secundario alggsd, como terpendides, 6leos
essenciais, fendis, alcaldides, entre outros paimesponsaveis pelo efeito medicinal
ou téxico das plantas e ainda pelos efeitos deéarde polinizadores e defesa quimica
(DI STASI, 1995)

No teste de tricloreto de antimonio o resultadgfusitivo tanto
para folhas sadias como para folhas infectadasaconbos os patdégenos (Tabelas 1, 2 e
3). As espeéciedM. arvenss, M. spicata e M. suaveolens apresentaram coloragéo
vermelho-alaranjado em folhas sadias em tricomaadglares. Quando as espécies
foram colonizadas poP. menthae ou E. biocellata (no caso deéM. arvensis) o teste
revelou que houve coloracdo dos tecidos infectgmds patdbgeno. A presenca de
esteroides em areas proximas as lesdes pode intizareacdo da planta ao ataque do
patogeno.

Estas substancias possuem funcédo de interagdo obmos o
organismos e podem agir como protecdo contra outrganismos, fatores pos-
formados podem estar ausentes ou presentes ens bd@s, e podem ser ativados
apos a infeccdo (papilas, halos, lignificacdo,séky fitoalexinas, entre outros), neste
caso tais substancias aumentam rapidamente desoiwel a infeccdo e sdo importantes
na defesa das plantas contra os patdgenos (PASCHOLAEITE, 1995; AGRIOS,
2005; FUMAGALLI, et al., 2008; CARVALHO et. al., 200 EmM. piperita colonizada
por E. biocellata o teste foi positivo em tricomas glandulares, @as atacadas pelo
patbgeno permaneceram com a mesma coloracdo, edée ger um indicativo de
suscetibilidade da planta ao patdégeno.

O teste de &cido sulftrico/ glicerina foi negatm todos os
casos de folhas sadias (Tabela 1). Em todas asiesp&nto para folhas infectadas com
P. menthae como espécies infectadas fioriocellata, o teste foi positivo (Tabelas 2 e
3). Neste caso as folhas apresentaram nos locailesde ou infeccdo coloracéo
vermelho-acastanhado, indicando uma reacédo daapdaptesenca de patdégenos. Tais

substancias estdo ligadas a atividade bioldgicesyson amplo espectro de acdo, sao
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fortemente citotoxicas, dessa forma podem fazde gy sistema de defesa da planta,
podem estar presentes na planta em niveis baidastajocorre a infeccao fitoalexinas,
entre outras substancias séo ativadas e sintegizadamaiores niveis (PASCHOLATI
& LEITE, 1995; FREIRE, 2004; ARANTES, 2007; CARVAI® et al. 2009).

O teste da vanilina cloridrica foi negativo em t®dis casos
(Tabelas 1, 2 e 3), tanto para folhas sadias comna folhas lesionadas. Os taninos,
substancias reveladas em vermelho pelo teste,tdi@adas pela planta como sistema
de defesa contra outros microrganismos, especi&neentra insetos, pois possui baixa
palatibilidade e tem efeito adstringente, podemcsedensados e hidrolizaveis, sendo
gue os hidrolizaveis seriam responsaveis pela agatra herbivoria de insetos e os
taninos condensados responsaveis pela defesa déa ptantra microrganismos
(ZUCKER, 1993; YAMADA, 2004).

O teste do lugol foi negativo em todos os casobdlbs 1, 2 e
3) exceto em folhas sadias & suaveolens, quando infectadas, folhas lesionadas
obtiveram resultado negativo (Tabelas 2 e 3) imdloaconsumo do amido pelos
fungos. Tais fatores podem estar ligados a vaidkdloie genética entre as espécies
utilizadas. Cultivares da mesma espécie pode apgegddiferentes reacdes bioquimicas,
indicando diferencas na interacdo com microrganssmmu seja, podem inferir
resisténcia (SILVA et al.,, 2005b). Amidos sdo geeaite substancias de reserva,
mobilizados pela ocorréncia de hidrélise ou fo&digéo direta de residuos de glicose
terminais (DORES, 2007).

O teste para o azul brilhante de comassie foiipogiara todos
0s casos (Tabelas 1, 2 e 3), o teste ndo indideredta de coloracdo entre as espécies,
e também entre folhas sadias e lesionadas. Edte iteBca presenca de proteinas,
porém nao ha especificidade na identificacdo do dip proteina utilizada pela planta
como defesa.

Mudancas na bioguimica da planta durante o proaissaltivo
e producdo podem estar intimamente ligadas aos efeiies medicinais. A grande
variabilidade na composi¢cdo quimica da planta t@sdé fatores a que elas estdo
expostas durante seu crescimento, armazenamendgaiputacdo (ZUIN & VILEGAS,

2000). A expressao genetica pode sofrer modificag@sultantes da interacdo de
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processos bioquimicos, fisiologicos, ecologicos wlwtivos. O acréscimo de
metabdlitos secundarios resultantes de ataque sdtos e patdgenos pode ser uma
resposta restrita ao 6rgdo danificado, porém padebém ser uma resposta geral,
afetando toda a bioquimica vegetal (GOBBO-NETO ®ES, 2007).
A exposicao das plantasPamenthae e E. biocellata modificou

a bioguimica de forma a sintetizar substanciasoresjveis pelo seu sistema de defesa,
mas que, nao necessariamente, sejam principiogsatile interesse econdmico
medicinal. Zechini d"Aulerio et al. (1995) mostraragque a composicdo do Oleo
essencial, resultante de folhas infectadas comrragiem, € modificada fornecendo

menos mentol, reduzindo assim o valor de mercadwattuto final.

4.2 Aspectos anatdomicos d@l. piperita, M. spicata, M. suaveoleng M.

arvensisinfectadas porP. menthaes E. biocellata

Folhas sadias dd. piperita para o teste de azul de toluidina que
a organizacao dos tecidos constitui-se de célidaspiierme em camada unisseriada,
séo células geralmente poliédricas, curtas ou altesy de paredes anticlinais retas ou
sinuosas, as paredes periclinais sdo espessaidasg®la cuticula, assim como folhas
de M. piperita descritas por SOUZA (2003). Logo abaixo aparecentéulas do
parénquima palicadico formado de células alongadaseccao transversal do mesofilo
e diminuem de tamanho a medida que se aproximarertco. Na face abaxial o tecido
€ constituido de parénquima lacunoso disposto dmafadescontinua no mesofilo,
concordante com a descri¢do realizada por Apezda@ioria e Carmello-Guerreiro
(2006). Também é possivel notar a presenca denasglandulares na face abaxial.

Quando infectadas polE. biocellata, ndo se observou
desorganizacdo das células epidérmicas dos te@do®nde pode ocorrer a infeccao,
em ambas as faces. De acordo com Agrios (2005¢kiddn (2000) a penetracdo dos
fungos em plantas pode ocorrer de diversas forara®e por aberturas naturais como
abertura estomética, hidatodios ou lenticelas owaaipor penetracdo direta dos
haustorios do patdgeno. Oidios formam haustoéridatedor das células do hospedeiro,

sem maté-lo. Caracteriza-se pela formacdo de faimaada de micélio na superficie
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foliar formando coldnias, sendo que estas formaustdaios que retiram os nutrientes

mesmo de células mais distantes. A massa miceliahdda na superficie da folha

apresenta filamentos bastante finos do patégemnaftdo uma grande massa branca
sobre a folha como descritos por Stadink e Mazag#001).

Na seccao transversal dd. arvensis em corante azul de
toluidina nota-se que a espécie apresenta trictectzres de tamanhos variados, multi
ou unicelulares e tricomas glandulares em toda darsaperficial da folha, tipicos da
espécie. Bonzani et al. (2007) também observou daracteristicas estudando os
aspectos anatdomicos de mentas. A epiderme € cddatitle células unisseriadas de
paredes periclinais espessadas que formam epiderfogo abaixo, encontra-se o
parénquima palicadico, na face adaxial, com célutésseriadas alongadas e unidas.

O parénquima lacunoso, na face abaxial, consttulesceélulas
de diferentes formatos e estdo dispersos no mesaiitde estdo localizadas as
cavidades estomatais, em maior freqiéncia. O tecidtonizado apresenta
desorganizacdo das células epidérmicas na faceiabbda folha, além de
desestruturagdo do parénquima lacunoso em virtidecalonizacdo dos tecidos.
Segundo Agrios (2005) tal fato pode ser explicado pcasido da ocorréncia de
aberturas naturais da folha, como a abertura etdbmas hidatdédios ou ainda
ferimentos mecanicos ou causados por insetos.

Quando infectadas pdE. biocellata, as hifas formadas séo
menores e mais finas, os esporos nao formam cslégiameradas e ndo desestruturam
de os tecidos de forma severa. As hifas estédo messem toda superficie foliar,
caracteriza-se pela presenca da massa branca tformaadfaces abaxial e adaxial das
folhas, visiveis a olho nu.

A espécie M. spicata apresenta parénquima palicadico em
camada unisseriada com células longas na faceahdaaiface abaxial o parénquima é
lacunoso disposto de forma descontinua, onde ektéalizadas as cavidades
estomaticas e os estbmatos, a epiderme é unisseoatém pelos glandulares simples
unicelulares em ambas as superficies, distribldatiiatoriamente na superficie da folha

assim como observado por Bonzani et al. (2007).
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Nos sistemas vasculares, constituidos de vasosile@ax e
floema existe modificacdo na organizacdo das cElaa células da epiderme ficam
mais arredondadas e compactadas, ha formacdo dhabdo feixe, constituido de
parénquima palicadico com camadas de células seiigglas, confirmado por Souza
(2003).

Em folhas colonizadas pelo patégend. menthae ha
desestruturacdo das células da epiderme.

Na espécieM. suaveolens a epiderme é constituida de camada
de células unisseriadas contendo na superficies gémdulares simples unicelulares
tanto na face abaxial como na face adaxial e cdaote com Bonzani et al. (2007),
estdo distribuidos aletatoriamente na superficidottea. Logo abaixo da epiderme
localizam-se células parenquimaticas do tipo pdiocga em camada unisseriada, de
células alongadas, dispostas na face adaxial. Esiyabs observar células
parenquimaticas do tipo lacunoso na face abaxgpodto de forma descontinua, onde
estdo localizadas as cavidades estomaticas eGrsatss. Nas nervuras localizam-se os
vasos condutores compostos pelo xilema e floensamegido ha formacao da bainha
do feixe vascular, formado por camadas (duas g ttéscélulas parenquimaticas,
também descritos por Souza (2003).

Em folhas colonizadas p&: menthae existe desestruturagédo da
epiderme da folha. Por ser o primeiro tecido nol ¢)gao contato com os esporos e
penetracdo do patdgeno, claramente a penetracdcewaoa face abaxial onde se
localizam aberturas naturais das folhas. De acodo Agrios (2005), a penetracéao
pode ocorrer tanto por aberturas naturais, comdiuabeestoméatica, hidatddios ou ainda
por ferimentos ocasionados por alguma injuria disid epiderme das folhas é
geralmente coberta por uma camada de cera (cutora)funcédo de protecdo, essa
camada pode ser penetrada pelos fungos por forgé@nmea, ou ainda por lise
enzimatica, alguns fungos sintetizam enzimas capdeedegradar a cutina, principal
componente da cuticula e assim facilitar a infe¢g&RI0S, 2005).

No caso de mentas infectadas a massa de urediogpo
empurra as células epidérmicas para fora, abrisde-axpondo a massa de esporos,

ocorre desestruturacdo do paréquima lacunoso eramd
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Do ponto de vista anatbmico todas as espéciezadds sdo
semelhantes quanto a organizacdo dos tecidos. ékteeam tecido epidérmico
contendo células epidérmicas bem definidas, unisies, em ambas as faces da folha,
as paredes periclinais sdo mais espessadas, farn@amaiticula, concordantes com
Souza (2003). Em todos os casos as espécies apresenapéndices (tricomas
glandulares e tectores). Martins e Martins (200@)caram a presenca de tricomas
glandulares abundantes em ambas as facés. dgicata. Em M. arvensis os tricomas
tectores pluricelulares sdao bem definidos e de rthom variados, em distribuicdo
variada na superficie da folha nas faces abaxadegial, Bonzani et al. (2007) também
identificaram tais tricomas confirmando sua a almeth enM. arvensis.

Todas as espécies apresentaram parénquima pabiciadjo
abaixo da epiderme, em células longas e unidapepeéiculares ao mesofilo, além de
parénquima lacunoso na face abaxial da folha. Adoeglos feixes vasculares é
composta de camada multisseriada de células panedigas (uma ou duas camadas),
envolvendo xilema e floema, também observado poe&@003).

Quando colonizadas pé&: biocellata, tantoM. piperita quanto
M. arvensis, ndo apresentaram desestruturacdo da epidermegrazegido pelo fungo
ocorre em hifas muito finas. De acordo Bedendo §b9®idios sdo fungos parasitas
obrigatérios, porém convivem com a planta duraat® to ciclo de vida da mesma,
possuem dessa forma parasitismo refreado, alteciésjgade na relagdo patégeno-
hospedeiro. Neste caso, o patdégeno coloniza tafstoeaabaxial como face adaxial das
folhas. Juronis e SnieSkie(2004), constataram oidioErfysiphe biocellata) em plantas
de menta NI. piperita e M. arvensis), identificando-as como as espécies de menta
menos resistentes para a infeccdo de doencas é3ngic

Nos casos de infeccdo pé&:. menthae em M. arvensis, M.
spicata e M. suaveolens, 0 é ataque mais severo nos tecidos vegetaidita tom todos
0s casos a infeccgdo inicial ocorre na face abaxtaparénquima lacunoso, ocasionando
sua desestruturacdo. Mussury et al. (2007) obseavalesestruturacdo das células
epidérmicas em folhas de soja lesionadas Rimkopsora pachyrhizi, formando a

urédia e expondo os uredinidporos.
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A infeccéo ocorre preferencialmente na face abaidalfolhas,

e € visivel na face adaxial pela formacdo de hainarelos que evoluem em necrose
dos tecidos como descrito por SANTOS et al. (2005).

Comparativamente o ataque do patégeno ocorre dananes
maneira em todas as espécies, ndo € possivel abserv formacdo de
compartimentalizagdo dos tecidos proximos a les#iogto emM. suaveolens, onde
ocorre 0 escurecimento de tecidos proximos a lesggundo Dickinson (2000) uma
resposta anatdmica as infeccfes e ferimentos méaptaformar uma parede na regido
infectada a fim de conter os danos em uma pequead&ntro de um Unico tecido,

restringindo o movimento do patégeno.

4.3 Controle da germinagéaan vitro de Puccinia menthaee Erysiphe biocellata

Os tratamentos, incluindo os 6leos essenciais dimapasa,
cravo, eucalipto e limédo (Tabela 4), néo diferiraignificativamente entre as
concentracdes apresentadas tanto gakmaocellata como paraP. menthae, bem como
também néo diferiram significativamente do padréaomico (Mancozeb). Dessa forma
foi possivel obter controle satisfatério da germ@wmdos esporos se comparados aos
resultados obtidos com o uso do controle quimida gestemunha.

De acordo com Fiori et a{2000) o uso do 6leo essencial de
eucalipto Corymbia citriodora) resultou em completa inibicdo da germinacédo dos
esporos ddidymella bryoniae em aliquotas de 20 pL de 6leo essencial. Salgadb e
(2003) obtiveram resultados positivos utilizand@. citriodora, Eucaliptus
camaldulensis e Eucaliptus urophylla no controle dd=. oxysporum, B. sorokiana e B.
cinerea, entretanto a espécie que resultou em maior Bobitp crescimento micelial foi
E. urophylla, no qual o autor constatou a presenca de glomdobleo essencial,
composto inexistente nos Oleos essenciais dasies@ecitriodora e E. camaldulensis.

No presente estudo pode-se associar a acao amntH(ng Oleo essencial d€.
citriodora ao citronelal, composto majoritario do 6leo (ABREA006).
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Tabela 4. Porcentagem de esporos germinado®. deenthae e E. biocellata na

presenca dos 6leos essenciais:

Germinacgao de Esporos (%)

E. biocellata P. menthae
Tratamentos Germinacd® Tratamentos Germinacgao
Testemunha 68 a Testemunha 95a
Limao/ 0,01 13,75 b Limao/ 0,01% 54 b
Lim&o/ 0,02% 9,75 bc Lim&o/ 0,02% 15c
Lim&o/ 0,03% 8,25dbc | Cravo 0,04% 6d
Lim&o/ 0,04% 7,5 dbc Eucalipto/ 0,02% 3,5d
Eucalipto/ 0,01% 6,25 dbc| Eucalipto/ 0,01% 4,5d
Eucalipto/ 0,02% 1,25 dc Palmarosa/ 0,01% 55d
Eucalipto/ 0,04% 1dc Cravo 0,01% 3d
Eucalipto/ 0,03% 0,5dc Limao/ 0,03% 3d
Cravo/ 0,02% 0,25c¢c Eucalipto/ 0,03% 3d
Palmarosa/ 0,02% od Palmarosa/ 0,02% 2d
Palmarosa/ 0,01 0od Cravo/ 0,03% 2d
Mancozeb od Eucalipto/ 0,04% 2d
Palmarosa/ 0,03% od Cravo/ 0,02% 15d
Cravo/ 0,03% 0od Mancozeb 1d
Cravo/ 0,04% od Lim&o/ 0,04% 1d
Palmarosa/ 0,04% od Palmarosa/ 0,03% 1d
Cravo/ 0,01% 0od Palmarosa/ 0,04% 0,5d
CV (%) 56,12 CV (%) 26,12

CV (Coeficiente de Variacdo); Médias de mesma letraoluna ndo
diferem entre si. Tuckey a 5% de probabilidade.

Rozwalkai et al. (2008) verificaram a agédo fungitéxdo 6leo
essencial de cravo-da-indi8yzygium aromaticum) sobre os patogendslomerella
cingulata e Colletotrichum gloeosporioides constatando a inibicdo do crescimento
micelial dos fungos em 100%. Verificaram tambémeéatos do 6leo essencial do
cravo-da-india e do decocto de laranitius sinensis), os quais obtiveram grande
potencial de inibicdo do crescimento micelial @ecingulata e C. gloeosporioides,

respectivamente. Tal estudo corrobora com o predesbalho que demonstrou que o
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Oleo essencial de crav&. (@romaticum) inibiu a germinacdo dos esporos de ambos os
patdgenos, ndo diferindo estatisticamente do matcoz

De acordo com a tabela 4, o 6leo essenciaCylebopogon
martini mostrou eficiéncia, inibindo 100% da germinacaesigoros dé&. biocellata e
eficiéncia na inibicdo de germinacéo dos espordd. aeenthae. Carvalho et al(2008)
confirmaram a agéo fungitoxica do extrato brutcCdenatinii além de testar o extrato
aquoso deC. citriodora em fungos deColletotrichum gloeosporioides. Constatado
também por Médici et al. (2007), os quais testacadieo essencial d€ymbopogon
nardus sobre Phakopsora pachyrhizi na inibicdo da germinacdo dos uredinidsporos,
obtendo 100% de inibicdo em todas as concentratfiizou também oleo essencial
de C. citriodora obtendo resultados similares. Fiori et(@000) constataram inibicao
completa da germinacdo de esporosDdebryoniae quando o tratamento continha
Cymbopogon citratus e C. citriodora, na concentracao mais baixa 20 pL.

Os resultados obtidos por Wilson et(4997) corroboram com
presente trabalho, pois mostraram os efeitos foxigis do Oleo essencial de
martini, a qual indicou maiores inibicbes nas menores anacdes sobre esporos de
B. cinerea. Mostraram inibicdo completa em diluicdo de 0,78p6sa40 horas de
incubacdo. Segundo Velluti et al. (2004) o 6leerswl de palmarosa contém linalol,
cariofileno, geraniol, geranil acetato, 3-carenossui atividade fungitoxica contra
fungos do géner&usarium e mostrou efeitos nas concentracdes 500 mg. &dgL000
mg. kg™ milho.

O Oleo essencial de limao nas concentragfes déo0e0d,02%
nao apresentou controle eficiente da germinagdo edporos, no entanto foram
significativamente diferentes da testemunha e dodoaquimico (Tabela 1). A eficacia
do dleo essencial na inibicao foi proporcional am@umento da concentracdo deste no
meio de cultura. As concentracbes 0,03% e 0,04% ag@esentaram diferencas
significativas entre si e com o padrdo quimicoaderdo com Pereira et al. (2006) o
aumento da concentracdo dos 6leos essenciais no imbe proporcionalmente a
germinacdo e o crescimento micelial dos fungos, adguns casos o aumento da
concentracdo pode estimular o crescimento miceligh germinagdo de esporos, neste

caso o desenvolvimento dos fungos deve ser estumtadanmaior rigor, assim como 0s
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Oleos essenciais utilizados como inibidores. Negmee estudo ndo foi observado o

estimulo da germinacdo dos esporos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel verificar a sintese de alguns compgodto metabolismo
secundario das plantas em funcdo do ataque deatiiigenos utilizando-se técnicas
histoquimicas. Pode-se afirmar que plantas defersdegontra situacdes adversas ativando
defesas pré-existentes em seu sistema metabokcojodlo a formarem barreiras fisicas e
biogquimicas que retardardo a infeccdo pelo patégénooutros casos, quando comparadas
anatomicamente, é possivel notar que diferenteéciesp de plantas possuem maneiras
distintas de reagir quando atacadas por difergoaddgenos como € o caso do oid® (
biocellata) e da ferrugem R. menthae). Algumas doencas atingem de forma severa o
hospedeiro, como € o caso da ferrugem, outras sfosrprejudiciais, possibilitando longa
estadia em seu hospedeiro sem causar sua morte,é&coraaso do oidio.

A diferenca genética entre espécies possibilitaifiv@r a
suscetibilidade das plantas aos diferentes patégéneste caso a suscetibilidade pode estar
ligada as condic¢des climaticas e variabilidade tesné

Em alguns casos, testes histoquimicos complementdggem ser
realizados em funcdo da especificidade de cadaashtampostos sintetizados pelas plantas,

como é o caso do reagente azul brilhante de coejasgie identifica proteinas.
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Este reagente ndo diferencia os tipos de protainéstizadas pela planta ou pelo patogeno,
nao fornecendo informacdes precisas que possamibzontcom o estudo. Outros testes
também podem ser realizados a fim de identificarosutipos de compostos ligados ao

sistema de defesa da planta.
O controlein vitro utilizando 6leos essenciais de plantas medicioais

viavel para ambos os patdgenos. Deve-se, no entamsiderar testes futuros em campo a
fim de viabilizar economicamente a alternativa detiwle das doencas e verificar sua relacéao

junto a fatores climaticos a que as plantas est&xpostas.
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6. CONCLUSOES

. As espéciedM. piperita, M. spicata, M. arvensis e M. suaveolens
possuem sistema de defesa contra fitopatégenotetidamam compostos do metabolismo
secundario, ativando fatores pré-existentes nastgdaresponsaveis pelo seu sistema de
defesa;

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

. Quando infectadas pdE. biocellata, as espéciedl. piperita e M.
arvensis, ndo responderam de forma drastica devido ao tigafdecao pelo qual o patégeno
colonizou as plantas;

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

. Os Oleos essenciais foram eficientes no contiolevitro dos
patdgenosO oleo essencial d@itrus limonum, tanto emP. menthae como emE. biocellata,

foi menos eficiente na dose avaliada, sugerindesiasima de 0,03% e 0,04%.
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