Histopatologia de raizes de pimenta-do-reino
(Piper nigrum L.) parasitadas por Meloidogyne incegniia

Resumo

Procedeu-se a observacdes histol6gicas de raizes de
pimenta-do-reino, variedade Singapura parasitadas por
Meloidogyne incognita. A penetracao das larvas de se-
gundo estidio, o mecanismo de formagdo das células
glgantes, etapas do ciclo de vida do nematdide, susce-
tibilidade e outros aspectos biolégicos envolvendo o
complexo hospedeiro x parasita foram estudados.

INTRODUGAO

As espécies de nematdides das galhas,
filiadas ao género Meloidogyne Goeldi, 1887,
determinam graves alteragbes nas raizes das
plantas suscetiveis, tdo logo consigam nelas se
estabelecer. As conseqiiéncias patolégicas de-
correntes do parasitismo védo desde simples
deterioracBo mecéanica, originada pela migra-
cdo do nematdide através das células vegetais,
até complexos efeitos reciprocos envolvendo
o hospeiro e o patégeno (Sasser, 1971).

Uma das mais conhecidas reagobes das
plantas infetadas por nematdides das galhas
é a formacao de células gigantes nos seus te-
cidos condutores. A presenca de sincicio nas
plantas parasitadas € um fendmeno constante
na relagao hospedeiro x parasita dos nematodi-
des pertencentes & familia Heteroderidae, bem
assim para alguns nematoéides da familia Ty-
lenchidae (Endo, 1971).

As profundas alteragdes citoldgicas verifi-
cadas no curso do desenvolvimento dos sinci-
cios tém conduzido os pesquisadores a elabo-
racdo de pelo menos duas teorias elucidativas
do mecanismo de formacao daquelas estrutu-
ras. Segundo Endo (1971) a primeira teoria
surgiu apos as pesquisas de Kostoff & Kendall,
em 1930, ao estudarem a anatomia das raizes
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de hibridos de Nicotiana parasitadas por nema-
toides das galhas. Aqueles autores concluiram
que os sincicios se formavam através de dis-
solucoes das paredes celulares adjacentes, se-
guidas de coalescéncia dos contetidos celula-
res. Nao obstante a aceitagdo desta teoria até
o presente, um outro mecanismo foi sugerido,
em 1969, por Huang & Maggenti (1969a, 1969b) .
Estes autores ao estudarem o parasitismo de
M. javanica em raizes de Vicia faba concluiram
que os sincicios se formavam a partir de su-
cessivas mitoses de uma célula dipléide origi-
nal, sem a ocorréncia de citocinese. A possi-
bilidade de que os sincicios teriam sua forma-
cdo e desenvolvimento pela combinagédo de
fusdes celulares e mitoses sincronizadas, na
auséncia de citocinese, foi sugerida por Bird
(1974). Alias, mitose no interior de células
gigantes ja havia sido relatada em trabalho de
Krusberg & Nielsen (1958).

Inimeros outros distirbios tém sido evi-
denciados apés a penetragdo nas raizes por
larvas de segundo estadio de nematdides do
género Meloidogyne Goeldi, 1877. Referidos
parasitas secretam uma substancia que incita
a ocorréncia de hipertrofia e hiperplasia nos
tecidos infetados. Segundo Krusberg (1963) as
galhas das raizes resultam de uma hipertrofia
e hiperplasia dos parénquimas cortical e vas-
cular, do periciclo e células endodérmicas que
circundam as células gigantes bem como pelo
aumento de volume da fémea.

O trabalho em aprego teve por objetivo
estudar aspectos envolvendo o complexo Piper
nigrum — M. incognita, com o intuito de escla-
recer as alteracOes decorrentes desta intera-
Gao.
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MATERIAL E METODOS

OBTENCAO DO INOCULO E INOCULAGAO —
Como inéeculo foram utilizados ovos obtidos a
partir de ootecas retiradas de raizes de toma-
teiro, variedade Santa Cruz, multiplicados du-
rante 4 meses em vasos de argila de 16 x
22 c¢m, contendo uma mistura de terra e areia
na propor¢cdo de 2:1, previamente esterilizada
em autoclave a 121°C durante 2 horas, e infes-
tada a espécie M. incognita, originada de uma
Unica ooteca. Para a dissolucdo das ootecas e
conseqliente soltura dos ovos, adotou-se o mé-
todo de Hussey & Barker (1973), ligeiramente
modificado por Freire (1976). Em seguida, a
concentragdo de ovos foi calculada com o au-
xilio da camara de contagem de Peter.

Foram usadas 20 plantas jovens de pimen-
ta-do-reino, variedade Singapura, com 3 meses
de idade, mantidas individualmente em vasos
de argila de 14 x 18 cm, contendo uma mistura
idéntica @ mencionada anteriormente. Do total
de plantas usadas 10 foram inoculadas com
3.000 ovos e 10 atuaram como testemunhas.
Os ovos foram colocados em 3 diferentes pon-
tos do sistema radicular a uma profundidade
de 2 cm.

COLETA E PREPARAGAO DO MATERIAL PARA
0S ESTUDOS HISTOLOGICOS — As observacdes
histolégicas de raizes de pimenta-do-reino pa-
rasitadas por M. incognita foram realizadas a
partir de cortes de galhas e extremidades de
raizes coletadas 40 dias ap6s a inoculacdo.
Tante as raizes inoculadas como as testemu-
nhas logo ap6s a coleta foram fixadas em FAA
50% . A seguir, foram desidratadas em uma
série de alcoois e depois incluidas em parafina
e cortadas em micrétomo rotativo na espessu-
ra de 10 a 12 #»m nos sentidos transversal e
longitudinal. Os cortes foram corados com
safranina e verde rapido, segundo Johansen
(1940), e montados com balsamo do Canada.

RESULTADOS

As observagdes histoldgicas realizadas a
partir da regido terminal das raizes permitiram
a visualizacdo de larvas de segundo estadio,
localizadas no pleroma e orientadas na dire¢ao
axial da raiz, normalmente associadas a célu-
las gigantes em desenvolvimento incipiente
(Fig. 1). Em alguns sincicios foram encontra-
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Fig. 1 — Seccdo longitudinal mostrando larva de se-
‘gundo estadio (L) associada a células gigantes em desen-
volvimento incipiente (CG).

das, freqgiientemente, células gigantes bastante
distintas em tamanho. Muitas destas células
apresentavam, em determinadas regides, pa-
redes em inicio de formacéo evidenciando uma
tendéncia & expanséo lateral e aparente englo-
bamento das células adjacentes. Dentro da
massa nuclear, destacavam-se numerosos nu-
cleos hipertrofiados e membranas acentuada-
mente distintas. Alguns nucléolos exibiam um
halo bastante translicido circundando-os de
modo a torna-los distintos do restante da mas-
sa nuclear (Fig. 2 e 3).

As células gigantes de um mesmo conjun-
to variavam notavelmente quanto ao aspecto
da densidade citoplasmaética, sendo encontra-
das com freqiiéncia células em plena vitalidade
ao lado de células em nitido processo de de-

Fig. 2 — Células gigantes [(CG) distintas em tamanho
evidenciando dreas de formagdo da parede celular
(setas).
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Fig. 3 — Larva de segundo estéddio (L) associada a cé-
lulas gigantes jovens (CG) mostrando proeminentes
nicleos com nucléolos circundados por halo translicido.

generescéncia. Nas células gigantes mais jo-
vens o citoplasma extremamente denso exibia
inimeros nicleos com proeminentes nucléolos.
evidenciando uma elevada atividade metabdli-
ca daquelas células na elaboragédo de nutrien-
tes para a fémea adulta do nematdide. As cé-
lulas em degenerescéncia, por outro lado,
apresentavam citoplasma hialino destituido de
nicleos e com distintas desintegragdes das pa-
redes celulares. Contudo, tanto as células em
atividade como as em degenerescéncia pos-

suiam forte espessamento secundario das pa-

redes em virtude de abundante material celular
depositado em contato com a sua superficie
interna. Nas células gigantes destituidas de
depdsito celular, entretanto, as paredes celula-
res apresentavam-se relativamente delgadas.
Proximo as células gigantes o xilema persistia
aparentemente normal (Fig. 4).

Em secgdes histologicas longitudinais fo-
ram observadas fémeas jovens e adultas asso-
ciadas a conjuntos de células gigantes dispos-
tos ao longo do cilindro vascular. As fémeas
normalmente mostravam bulbo esofagiano bas-
tante desenvolvido, ao que parece caracterizan-
do uma intensa atividade parasitaria. A des-
peito de terem sido encontradas varias fémeas
no interior de uma mesma galha, cada uma de-
las associava-se a apenas um conjunto inde-
pendente de células gigantes, nunca tendo sido
encontradas duas ou mais fémeas associadas
a umUnico conjunto destas células. As células
gigantes ocorrem em grupos radialmente dis-
postos & cabega da fémea, em nimero de duas
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a nove, com predominéncia de quatro células.
Algumas vezes chegam a ocupar todo o didme-
tro do cilindro vascular aparentemente deter-
minando o colapso deste. A ocorréncia de cé-
lulas gigantes no tecido cortical nédo foi obser-
vada.

As fémeas normalmente localizavam-se no
coértex, ligeiramente inclinadas em relagdo ao
eixo da raiz, as vezes quase paralelas, mas
raramente perpendiculares ao eixo radicular.
A parte anterior da fémea adulta mostra-se
embutida no cilindro vascular, com a cabeca
bem colocada entre as células gigantes. O
exame do material estudado ndao permite afir-
magdes quanto aos possiveis locais de alimen-
tagdo das fémeas adultas. Entretanto, em algu-
mas situagoes a fémea parecia alimentar-se
com o estilete entre as células gigantes
(Fig. 5).

A parte posterior da fémea fica situada no
cértex radicular onde ocorre a deposicido dos
ovos. Em tais situacOes observa-se o xilema
em contato com as células gigantes e com a
camara da fémea, além do floema justaposto
as células gigantes. A massa de ovos mostra-
se isolada dentro do tecido cortical sendo cir-
cundada por uma camada escura, constituindo
uma verdadeira camara de incubagao (Fig.
6elT).

Os ovos sdo depositados .no interior da
ooleca sem uma arrumacéo-;e'ghlar'dos mes-
mos. Aparentemente, a eclosdo das larvas

Fig. 4 — A esquerda célula gigante (CG) exibindo den-

so citoplasma e proeminente massa nuclear. A direita

célula gigante em degenerescéncia com citoplasma hia-

lino e dreas da parede celular em dissolucdo (setas).

O xilema (x) mostra-se resistente ao englobamento
pelas células gigantes.
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Fig. 5 — Seccdo longitudinal mostrando fémea adul-

ta (F) com a parte anterior entre as células gigantes (CG)

ocorre preferencialmente da periferia para o
centro da ooteca, sendo comum a migracao de
larvas de segundo estadio para outras dreas da
raiz (Fig. 8).

Fig. 6 — Secg#o transversal da raiz destacando-se uma
fémea adulta (F), a cAmara da fémea (CF) e a massa
de ovos (MO), além do floema (FL).

Fig. 7 — Seccdo transversal da raiz evidenciando a
desorganizagao do cilindro vascular pela presenca de
células giganteS (CG) e de uma fémea adulta (F). O xile-
ma (X) mostra-se em contato com a cdmara da fémea
(CF) e o floema (FL) justaposto &s células gigantes (CG).
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Fig. 8 — Eclosdo e migragao de larvas de segundo es-
tadio (L) a partir de ooteca localizada no tecido cortical.

DiscussA0 E CONCLUSOES

O exame histolégico do material em apre-
co evidenciou a preferéncia das larvas de
segundo estadio em penetrarem pela regido
meristematica terminal, inter ou intracelular-
mente, localizando-se no pleroma paralelas ao
eixo radicular (Fig. 1). Observacbes seme-
lhantes ja haviam sido realizadas por outros
pesquisadores (Dropkin & Nelson, 1960 e Men-
des, 1975).

A fémea adulta situa sua cabeca no cilin-
dro vascular, embutida entre as células gigan-
tes, permanecendo com a parte posterior vol-
tada para o cértex onde se verifica a deposigéo
dos ovos. Sua posi¢do em relagdo ao eixo da
raiz € na maioria das vezes inclinada, quase
paralela, mostrando-se raramente perpendicu-
lar (Fig. 5, 6 e 7). Este aspecto ndo coincide
com as suposicoes de Heald (1969) segundo
as quais o posicionamento da fémea adulta no
interior da galha poderia estar relacionado a
uma caracteristica especifica. Com efeito, va-
riagbes desta ordem foram constatadas tam-
bém por Mendes (1975) ao estudar o parasi-
tismo de Meloidogyne exigua em raizes de
Coffea arabica L. cv. Mundo Novo.

O mecanismo inicial de formacao das célu-
las gigantes e seu desenvolvimento, segundo
as secgOes histoldgicas observadas, parecem
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ocorrer pela dissolugdo de paredes e posterior
fusdo dos contelidos celulares, a par de suces-
sivas mitoses sem citocineses. Conquanto ndo
tenham sido observadas as células primordiais
do sincicio a delgada espessura da parede das
células gigantes em alguns estadios de desen-
volvimento, bem assim a ocorréncia de areas
da parede celular em formacao, reforcam a in-
terpretagdo do surgimento das células gigantes
por coalescéncia de células (Fig. 2). A exem-
plo dos resultados obtidos por Mendes (1975)
nao foi verificada, no presente estudo, a ocor
réncia de espessa camada de células compri-
midas em torno das células gigantes, em vir
tude de sua expansado. Ademais, a inexisténcia
de células gigantes jovens com paredes niti-
damente delimitadas, bem como a observagéo
de elementos do xilema conectados a masse
sincicial sugerem uma negacdo a teoria de
outros pesquisadores de que a formagédo das
células gigantes se processaria a partir de uma
Unica célula diploide original, através de repe-
tidas mitoses sem citocineses.

Observou-se que os nlcleos das células
dissolvidas agregavam-se no interior do sinci-
cio em desenvolvimento porém mantendo inte-
gras as suas membranas. No interior dos nu-
cleos sobressaem proeminentes nucléolos, cir-
cundados por um halo transltcido, destacando-
-0s do restante da massa nuclear (Fig. 3). A
ocorréncia do halo translicido j& havia sido
constatada por Mendes (1975). Contudo, nao
foi encontrada uma explicacdo plausivel para
o fato. Em células gigantes degenerescentes,
as quais exibiam dissolugdes das paredes, a
massa nuclear mostrava-se informe, igualmen-
te degenerescente. Outro aspecto interessan-
te relaciona-se com a resisténcia do xilema a
dissolucao e posterior englobamento pelas cé-
lulas gigantes em expansao, permanecendo
aparentemente intato morfologicamente (Fig.
4) . Fendomeno semelhante foi constatado por
Birchfield (1964) em galhas de raizes de
Echinochloa colonum infetadas por nematdides
do género Meloidogyne, bem como por Mendes
(1975) em galhas de raizes de Coffea arabica
cv. Mundo Novo parasitadas por M. exigua.

As primeiras células afetadas antes do ini-
cio de formagado das células gigantes séo as
do pleroma, imediatamente préximos a cabeca
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do nematdide. Uma nitida hipertrofia verifica-
se nas células alteradas, seguida de entumes-
cimento dos ntcleos e divisdes celulares, apa-
rentemente paralelas ao maior eixo da raiz
(Fig. 1 e 2). As células assim formadas, ao
que parece, invadem as células vizinhas por
englobamento e dissolugdo das paredes. Estes
resultados assemelham-se aos de Christie
(1936), Krusberg & Nielsen (1958), Dropkin
& Nelson (1960) e Littrell (1966). Entretanto,
muito embora o mencionado mecanismo de
formacgdo das células gigantes seja idéntico ao
encontrado por Mendes (1975), o referido au-
tor concluiu que a divisdo das primeiras célu-
las, induzida pela secrecdo do nematdide, se
processa periclinalmente a substéncia injetada
sem mostrar qualquer dependéncia quanto &
orientagdo do eixo radicular.

Nao obstante a localizagdo de células gi-
gantes na regiao cortical ja ter sido menciona-
da em outros trabalhos (Christie, 1936 e Krus-
berg & Nielsen, 1958) esta ocorréncia ndo foi
constatada neste estudo. Ao contrério, vigoro-
sos sincicios formaram-se somente no cilindro
vascular, ao que parece pela ampla disponibili-
dade de substancias nutritivas da planta nesta
regido, nutrindo as células gigantes e, portan-
to, o proprio parasita (Fig. 7).

A presenca do estilete da fémea adulta
no interior das células gigantes ou no tecido
que circunda estas células, ja observada por
outros pesquisadores (Linford, 1938 e Mendes,
1975) nao foi constatada no trabalho em ques-
tao. Entretanto, pareceu provavel a alimenta-

‘cdo da fémea pelo posicionamento do estilete

entre as células gigantes. Observou-se ade-
mais, a ocorréncia de inlimeras fémeas adultas
exibindo proeminentes bulbos esofagianos, su-
gerindo uma acentuada atividade parasitéria do
nematéide (Fig. 5).

Com relacdo a eclosédo das larvas verifi-
cou-se uma tendéncia direcionada da periferia
para o centro da ooteca. Este fato sugere a
localizagao na periferia da ooteca dos ovos em
estadios de maturagéo mais avancados. Com
efeito, parece légico que & medida que ocorre
a postura os ovos mais desenvolvidos sido em-
purrados para as bordas da ooteca permane-
cendo os recém-formados nas dreas centrais da
massa de ovos. Verificou-se, ainda, uma des-
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truicdo dos tecidos corticais em torno da oote-
ca, sugerindo um forte poder lisador da subs-
tadncia matriz que envolve os ovos (Fig. 6 e 8).
Alids, a atuagdo lisadora da substancia matriz
j& havia sido constatada por Huang (1966) .

A ocorréncia de vigorosos sincicios no ci-
lindro vascular determinando seu colapso (Fig.
5), a auséncia de necrose circundando as cé-
lulas gigantes ou o parasita (Fig. 7), a par da
abundante produgdo de ovos (Fig. 6), carac-
terizam a elevada suscetibilidade da pimenta-
do-reino — Piper nigrum L. var. Singapura a
Meloidogyne incognita.

SUMMARY

Histological observations made from roots of black
pepper (Piper nigrum L.) variety Singapura parasitized
by the root-knot nematode, Meloidogyne incognita (Ko-
foid & White, 1919) Chitwod, 1949, revealed an inter-
esting host — pathogen relationship.

It is concluded that the greatest penetration of the
secondstage larvae occurred in the apical meristemmatic
root region. The initial formation of the giant cells,
as wel| as their development, seems to occur via (1)
dissolution of the adjacent root cell walls with later
fusion of the cellular contents and (2) successive
mitoses without cytokinesis.

The high susceptibility of the black pepper variety
Singapura to the root-knot nematode, M. incognita, was
characterized by vigorous syncytia formed in the vascu-
lar tissue causing its disorganization, lack of necrosis
surrounding the adult female nematodes or syncytia,
and abundant egg mass production.
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