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RESUMO

Estudou-se a infecc@o de Stemphylium solani Weber em foliolos de tomateiros (Lycopersicon esculentum)
resistente (Motelle) e suscetivel (Moneymaker), usando-se técnicas histoldgicas e de microscopia eletrdnica de varredura
e transmissdo. Inicialmente, foram quantificados os eventos de pré-penetrag@o nas duas cultivares, os quais ndo diferiram
significativamente entre si (teste F a 5%), indicando que a resisténcia é exercida em pds-penetragdo. A penetragao
ocorreu principalmente via estdmatos e a hifa diferenciou-se na cavidade subestomatica formando uma vesicula globosa
ou irregular; a qual ramificou-se em hifas secundérias. Tanto a colonizagdo intra quanto intercelular ocorreram no
periodo de 24 e 36 h apds a inoculagdo nas duas cultivares estudadas. Aposi¢Oes foram observadas na parede das
células do mesofilo resistente e, na maioria das células examinadas, aparentemente restringiram a colonizagdo intracelular.

Palavras-chave adicionais: resisténcia, infecgdo, Lycopersicon esculentum, microscopia eletrénica.

ABSTRACT
Histology of Stemphylium solani and tomato interaction

The infection process of Stemphylium solani on resistant (Motelle) and susceptible (Moneymaker) tomato
(Lycopersicon esculentum) |leaflets was studied using histochemical, scanning and transmission electron microscopy
techniques. No quantitative differences were found in the pre-penetration conidial events on resistant and susceptible
tomatoes, indicating that resistance results from post-penetration responses. The histological studies showed that the
initial infection events were similar in resistant and susceptible plants. The pathogen invaded the tomato leaf primarily
through stomates and a vesicle developed inside the substomatal cavity. Secondary hyphae originated from the vesicle
and within 24 and 36 h after inoculation had branched inter and intracellularly in both cultivars. Cell wall appositions
in the mesophyll of resistant tomato prevented intracellular colonization.

Additional keywords: resistance, infection process, Lycopersicon esculentum, €lectron microscopy.

INTRODUCAO

A mancha-de-estenfilio, causada por Stemphylium
solani Weber, ocorre em praticamente todas as regides onde
se cultiva o tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.),
afetando a culturaem diferentes estédios de desenvol vimento.
E de importancia relativa, porque os danos causados
dependem da suscetibilidade das cultivares plantadas. Quando
se plantam cultivares suscetiveis, esta doenga torna-se uma
das mais importantes, principalmente a partir do inicio das
colheitas, pois nesta época o produtor reduz a aplicagéo de
fungicidas. Os prejuizos sdo resultantes da redugéo da area
foliar e do potencial produtivo da porc&o apical das plantas,
uma vez gue a incidéncia € maior em folhas mais novas
(Kurosawa & Mussi, 1995). O uso de variedades resistentes
é€amedidade controle maiseficiente contrao fungo (Mizubuti
& Brommonschenkel, 1996).

A interagdo S. solani e tomateiro foi estudada por

*Parte da tese de doutorado do primeiro autor. Universidade Federal de
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Hendrix & Frazier (1949), visando detectar o generesponsavel
pela resisténcia de cultivares de tomateiro a esse patdgeno.
Segundo estes autores, aresisténcia é conferida por um Unico
gene dominante, denominado Sm. Blancard & Laterrot (1986)
verificaram que este gene também € eficiente contraisolados
de Stemphylium vesicarium (Wallr) E. Simmons e S.
Sfloridanum Hannon & Weber. Apesar de jaidentificado este
gene e embora existam variedades comerciais resistentes a
este patdgeno, ainda ndo sdo conhecidos 0s mecanismos
responsaveis pela expresséo da resisténcia. O entendimento
dos mecanismos estruturais e bioquimicos de resisténcia de
tomateiro a S. solani sera de grande valia para se obter um
model o de mecanismo(s) deresi sténciaque futuramente possa
ser aplicado a outros patossi stemas, assim como parafornecer
subsidios para os programas de mel horamento que obj etivam
obter novas cultivares resistentes.

A histologiadainteracdo patégeno-hospedeiro permite
estudar o processo de infecgdo, esclarecendo os eventos de
pré-penetracdo, penetracdo e colonizagdo dos tecidos do
hospedeiro, além de evidenciar possiveis mecanismos
estruturais deresisténcia. Diener (1955) através dahistologia
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da interag8o S. solani e tomateiro, verificou 0s processos
iniciais de infeccdo, 0 modo de penetragcdo e o inicio da
colonizago dos tecidos em tomateiros suscetiveis as. solani,
mas ndo abordou a interacdo fungo - planta resistente. A
participacdo dos mecanismos estruturais naresisténciaainda
ndo foi estudada neste patossistema. Diante da auséncia de
conhecimentos a respeito dos mecanismos bioquimicos e
estruturais da resisténcia de cultivares de tomateiro contra
S. solani e da patogénese nesta interagdo, efetuou-se o
presente trabalho, com os objetivos de estudar o processo de
infec¢do no patossistema S. solani e tomateiro, através de
técnicas histoldgicas e comparando-se a cultivar resistente
com asuscetivel, visando detectar diferencas estruturais entre
elas, as quais podem estar relacionadas com aresisténcia.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e preparo das plantas

Foram utilizados tomateiros da cv. Motelle, com o
gene Sm de resisténcia, e da cv. Moneymaker, suscetivel. A
semeadurafoi feitaem substrato solo, areiae esterco de curral
(3:L:1), pré-tratado com brometo de metila e acondicionado
em bandejas de pléstico (45 x 30 x 9,5 cm).

Preparo do Inéculo

Foi usado neste trabalho um variante esporulante de
S. solani (S701-5), isolado de plantas de tomateiro natural-
mente infetadas e preservado em 6leo mineral, disponivel
no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
de Vicosa

Verificou-se inicialmente se permaneciam normais a
esporulacdo e a viruléncia do isolado. O microrganismo foi
repicado dos tubos de ensaio com 6leo minera para placas
de Petri contendo meio de culturaVV8 (200 ml de suco V8; 17
g de agar; 800 ml de agua destilada), o qual favorece a
esporulacéo do patégeno. Estas placas foram incubadas por
dez dias atemperaturade 25 °C. Ap0s este periodo verificou-
se abundante producédo de conidios do fungo. O teste de
patogenicidade foi feito em tomateiros com cerca de 30
dias de idade, das cultivares Moneymaker e Motelle, as
guais foram inoculadas com uma suspensao de conidios
na concentragcdo de 10“conidios/ml, usando-se um
atomizador DeVilbis n° 15. Foi feito o reisolamento do
fungo a partir dos foliolos infetados. Na condugéo dos
trabal hos seguintes, o fungo foi mantido em tubos de ensaio
contendo meio BDA (batata-dextrose-agar) e armazenado
a 25 °C. Por ocasido das inoculagbes, o fungo foi cultivado
emmeioV8a25°C, durantedez dias. A suspensdo deinéculo
foi obtida a partir da adicé@o de &gua destilada as culturas e
gjustada para 10* esporos/ml.

Determinacio do estadio ideal para inoculagio das plantas

Foram realizados testes preliminares para determinar
amelhor idade dos tomateiros para ainoculacdo e verificar
se havia diferenca quanto a resisténcia ou suscetibilidade
das plantas em diferentes estédios fenol égicos.
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As cultivares foram semeadas em cinco épocas
diferentes, com intervalos de sete dias. As plantas foram
inoculadas com uma suspensao de conidios na concentracdo
de 10* conidios/ml, usando-se um atomizador DeVilbis n°
15, todas de uma sO vez, aos sete, 14, 21, 28 e 35 dias de
idade. Para cada idade, foram usadas trés plantas de cada
cultivar e uma como testemunha, que foi pulverizada com
agua destilada. A avaliagdo didria foi feita observando-se,
durante sete dias consecutivos, 0 surgimento dos sintomas
tipicos da doenca. Este ensaio foi repetido trés vezes.

Processo de infeccido: pré-penetragio e penetracio

Plantas das cultivares resistente e suscetivel foram
inoculadas com suspensdo de conidios na concentragdo de
10* conidios/ml, naface adaxial dasfolhas. Ap6sainoculacdo
as plantas pemaneceram em camara de nevoeiro a 25 °C
durante 48 h, em seguida foram transferidas para casa de
vegetacdo onde ficaram até o término das coletas. Asfolhas
cotiledonares e primérias inoculadas das duas cultivares,
foram coletadas seis, 12, 24, 36, 48 e 72 horas apos a
inoculacdo (h.a.i) e diafani zadas segundo 0 método de Longo
et al. (1994). As amostras diafanizadas foram coloridas com
azul de algodé@o em lactofenol (100 ml de lactofenol, 1 ml
deazul de algodéo aquoso 1%, 20 ml de &cido glacial acético),
montadas |&minas de microscopiae observadas a100 e 400X,
em microscopio optico de luz branca.

Foi feitaaavaliagéo quantitativa dos conidios germi-
nados, do modo de penetracdo do tubo germinativo, direta
ou via estdmatos, e das vesicul as subestomaticas produzidas
nas amostras. Foram inoculadas quatro plantas por periodo
de coleta, constituindo cada planta umarepeticdo, e avaliados
quatro foliolos de cada planta. A testemunha consistiu de
duas plantas pulverizadas com agua destilada, para cada
periodo de coleta. Este ensaio foi repetido duas vezes.

Amostras de tecido diafanizado das duas cultivares
foram observadas em microscopio de fluorescéncia de luz
transmitida, visando detectar autofluorescéncia nas areas
lesionadas. Foram montadas em |amina de microscopia
contendo lactofenol e observadas em microscopio de
fluorescéncia (ZEISS) de luz transmitida, com lampada
HBO 200 , filtro de excitagdo BG 12 (azul) e filtro de
barreira 47 ou 50.

Amostras coletadas nos periodos de 24 e 48 h apods a
inoculac8o foram processadas para observacdo em micros-
copio eletrnico devarredura(MEV), deacordo com Matsuoka
(1988). Fragmentos foliares de 0,5 cm? das duas cultivares
foram fixados em glutaraldeido a 3% (v/v), preparado em
tampao cacodilato de sbdio a0,05 Mal/ I, pH 7,0, durante 8 a
10 h a4 °C. Apés afixagdo, as amostras foram lavadas seis
vezes consecutivas, durante 10 min por vez, em tampéo fosfato
0,05 Mol/ I, pH 7,0. A pos-fixacao foi feita com tetroxido de
0smio a 1%, durante 4 h a 4 °C, seguida de lavagens, como
descrito anteriormente. A desidratacdo foi feita em série
etandlica(30, 50, 70, 80, 95 e 100%). Em seguidaasamostras
foram submetidas a secagem ao ponto critico e cobertas com
um filme de ouro de 15 nm de espessura, mediante
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pulverizacdo catddica. A observagdo foi feita em microscopio
eletronico de varredura JEOL JSM —T200, a10 KV.

Colonizacgao dos tecidos

Para observar a colonizagdo dos tecidos, as plantas
foram inoculadas com gotas de 30 m de suspensdo com 10*
conidios/ml, distribuidas em diferentes pontos das folhas, e
recobertas com discos de papel defiltro esterilizados, com 0,5
cm de didmetro, para evitar 0 escorrimento das gotas. Este
método foi usado visando facilitar a coleta de amostras pela
localizag&o dos pontos deinocul agdo e do patégeno nostecidos
do hospedeiro. Apds a inoculagdo, as plantas permaneceram
em camara de nevoeiro a 25 °C durante 48 h e, em seguida,
foram transferidas para casa de vegetacdo onde ficaram até o
término das coletas que foram feitas 24, 36, 48 e 72 h.a..
Foram inoculadas quatro plantas por periodo de coleta, sendo
cada planta um repeticéo, e avaliados quatro foliolos de cada
planta. A testemunha consistiu de duas plantas para cada
periodo de coleta, inoculadas com gotas de &gua destilada
esterilizada. Este ensaio foi repetido trés vezes.

Amogtrasdetecidofoliar foram cortadasem fragmentos
de 2 mn?, e processadas como descrito anteriormente para
MEV, até a etapa de desidratacdo em série etandlica. Os
fragmentos desidratados foram submetidos a infiltracdo com
resina Spurr, em misturasde dcool eresinal:1 (v/v), durante
30 min, &lcool e resina 1:3 (v/v), mais 30 min, resina pura
durante 4 h seguida de troca da resina, permanecendo em
resinapurapor 12 h. Asamostrasforam emblocadas em resing,
em moldes de silicone, devidamente etiquetados e polime-
rizados a 70 °C por 24 h.

O tecido incluido em resina Spurr foi seccionado em
cortes semifinos, com cercade 0,5 a 1mm de espessura, usando-
seultramicrétomo SORVALL MT2-B, equipado com nava ha
devidro. Os cortes foram coloridos com azul detoluidinaO a
0,1% (p/v) (borax p.a. 0,1 g; toluidina O 0,1 g; 100 ml de
agua destilada), montados em 6leo de imersdo e examinados
a0 microscopio éptico.

Os estudos a0 microscopio eetronico de transmissdo
(MET) foram feitos visando observar resultados da interacdo
a0 nivel ultraestrutural e detectar alteraces em organelas e/
ou na parede celular das cultivares em estudo. Para isso, as
plantas foram inoculadas com gotas de suspensdo de esporos
de 30 pl, como descrito anteriormente. A coleta das amostras
foi feita24, 36,48 e 72 h.ai. eestasforamincluidasemresina
Spurr e submetidas a cortes ultrafinos, em ultramicrétomo
SORVALL MT2-B, equipado com navalha de diamante. Os
cortes foram montados em telinhas de cobre e submetidos a
contrastagdo com acetato de uranila a 2% em solucéo aquosa
durante 30 min, seguidade exposi¢o acitrato de chumbo por
15 min (Matsuoka, 1988). As observaces foram feitas em
microscopio eletrdnico de transmissdo Zeiss EM 109.

RESULTADOS

Teste de patogenicidade
Observou-se o0 desenvolvimento de lesdes tipicas da
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doenga, visiveis somente na cultivar suscetivel (Moneymaker)
dois a trés dias apds a inoculacdo. O fungo foi reisolado a
partir das folhas infetados, confirmando-se a viabilidade e
virulénciado isolado S 701-5.

Determinacio do estadio ideal para inoculagio das plantas
N&o se observou diferenca quanto a resisténcia ou
suscetibilidade entre plantas damesmacultivar, em diferentes
estédios fenoldgicos. As plantas da cultivar suscetivel
apresentaram sintomas tipicos da doenca 24 a 48 h apés a
inoculagdo, em todas as idades testadas. Sete dias apos a
inoculacdo observou-se a morte das plantas da cultivar
suscetivel. Na cultivar resistente, constataram-se pequenas
lesBes necrdticas de 48 a 72 h.ai. em agumas plantas, que
n3o originaram sintomas tipicos da doenca. De modo gerd,
as plantas resi stentes se desenvol veram como aquelas comple-
tamente sadias. Com base nestes dados, optou-se utilizar
plantas de 15 dias de idade em todos os experimentos.

Processo de infeccdo: pré-penetracio e penetracio

Pelas observacfes das amostras diafanizadas, o
patdégeno desenvolveu-se de maneira semelhante nas duas
cultivares de tomateiro. A quantificacdo dos eventos de pré-
penetracdo ndo mostrou diferenca significativa, pelo teste F a
5% de probabilidade, entre o hospedeiro resistente e suscetivel,
quanto & germinacdo, penetracdo e formagéo de vesicula na
cavidade subestomética (dados ndo mostrados). Estes dados
sugerem que 0s mecanismos envolvidos na resisténcia se
manifestam nafase de pds-penetracdo, apos o contato das hifas
do patégeno com as células do mesofilo.

Com seis h.ai., os conidios do patdgeno haviam
germinado, dando origem a vérios tubos germinativos por
conidio, dos quais somente um ou, eventualmente, dois
penetraram no hospedeiro. A penetracdo, que ocorreu
principalmente viaestématos, foi observada 12 h.a.i. (Figuras
1-A e 1-C). A penetragdo diretafoi eventua e ocorreu através
da parede periclinal das células daepiderme (Figural-B). Ao
gue parece, a entrada do tubo germinativo na abertura
estomédtica ocorreu a0 acaso, uma vez que foram observados
ostubos germinativos do fungo ao lado ou por cimado estbmato
aberto, sem que houvesse penetracdo (Figura 1-D). Em
algumas ocasifes, verificou-se a intumescéncia do apice do
tubo germinativo, originando uma estrutura semelhante ao
apressorio, masnao ocorreu penetracdo apartir destaestrutura,
Na maioria dos casos, ndo houve diferenciacdo do tubo
germinativo durante a penetragéo.

Em ambas cultivares, papilas foram observadas entre
o plasmalema e a parede das cél ulas da epiderme, produzidas
em resposta ao contato do tubo germinativo de S. solani com
estas células (Figuras 1-E, 1-F e 1-G). Ao que parece, a
formag&o de papilas impede a penetracado direta do patdgeno,
gue entdo utiliza os estdbmatos como via aternativa para
penetrar. No entanto, em algunssitios de penetracéo nas células
da epiderme, ndo houve formacdo de papilas, ou estas ndo
foram eficientes em prevenir a entrada do patdgeno, tendo
ocorrido apenetragao diretado tubo germinativo nestascélulas.
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FIG. 1 - Pré-penetracdo e penetracdo de Stemphylium solani em
tomateiro (Lycopersicon esculentum) e formagdo de papilas nas
células da epiderme. A - Conidio com tubo germinativo penetrando
na abertura estomatica (seta) de tomateiro resistente 48 horas ap6s
ainoculagdo (h.aii.); B - Penetracdo direta do tubo germinativo (seta)
de S. solani na parede periclina de célula da epiderme de tomateiro
suscetivel; C - Tubo germinativo entrando na abertura estomética
de tomateiro, observada ao microscopio eletrénico de varredura; D
- Tubo germinativo ramificado sobre a abertura estomatica, sem
penetrar no ogtiolo; E, F e G- Micrografias eletrdnicas do processo
de infeccdo e resposta da planta hospedeira; E - Papila formada na
parede celular de célula da epiderme de tomateiro resistente, em
contato com o tubo germinativo do patdgeno, restringindo a
penetragdo direta; F e G - Alteragdes de parede celular em células
da epiderme de tomateiro suscetivel (Moneymaker), restringindo a
penetracdo direta do patégeno nestas células. h.a.i.= horas apds a
inoculagdo; C = conidio; tg = tubo germinativo; ep= epiderme; es =
estdmato; P= papila; PE= peroxissomo; CV= célula vegetal; H=
hifa; apc= ateragdo de parede celular. Baraem A eB =20 nm; C e
D=5mm;EeF=2mm; G=1 mm.

Apbsapenetracdo, ahifase expandiu originando uma
vesicula de formato globoso ou irregular na cavidade
subestométi ca, que se ramificou, originando hifas secundérias
gue colonizaram o mesofilo do hospedeiro. Com 24 h.a.i.,
as hifasde S. solani haviam se estabel ecido no mesofilo das
cultivaresresistente e suscetivel. Em algunslocais, ascélulas
do tecido palicéadico, em contato com as hifas, apresentavam
alteracOes de parede celular ou formacdo de papilas.
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Decorridas 36 h.a.i., os locais de infec¢éo na cultivar
suscetivel caracterizavam-se pelo colapso de células do
mesofilo e pelagrande quantidade de hifas secundérias dentro
e entre células. Neste periodo, foram observadas |esbes
macroscopicas, que com o tempo se desenvolveram em
sintomasttipi cos dadoenca e evoluiram paramurcha e queda
dasfolhas. Nacultivar suscetivel foi observadaadegradacdo
do contetido celular e o colapso de células do mesofilo, na
presenca de hifas intercelulares, e em células distantes das
hifas do patégeno, demonstrando que a estratégiade infecgéo
do fungo é do tipo necrotréfica.

Na cultivar resistente, decorridas 48 h.a.i., observou-
se 0 colapso de algumas células, originando pequenas | esdes
macroscopi cas. Estas ndo cresceram, permitindo o desenvol-
vimento normal do hospedeiro. Apesar de ndo surgirem
sintomas tipicos da doenga no tomateiro resistente, hifas do
patdgeno foram localizadas infetando tecidos foliares deste
hospedeiro.

N&o foi detectada autofluorescéncia nas éreas lesio-
nadas das amostras observadas, tanto para cultivar resistente
guanto para a suscetivel. No entanto, em observacdes feitas
a0 MET, em células dispersas do mesofilo, dasduas cultivares
(Moneymaker e Motelle), foram detectadas alteractes em
cloroplastos, mitocéndrias e nucleo. Nessas células,
observaram-se massas de material eletrondenso, indicando
a condensacdo de cromatina. Ao redor, o citoplasma
apresentou-se desorganizado, com cloroplastos degradados.

Colonizac¢ao dos tecidos

A colonizago dostecidos ocorreu tanto de formainter
como intracelular, nos parénquimas do mesofilo, tanto na
cultivar resistente como nasuscetivel. Em observacdesfeitas
ao MET, nas duas cultivares, as células do mesofilo em
contato com as hifas do patégeno néo apresentavam parede
celular definida, possivel mente em decorrénciade degradacdo
enzimética da parede celular do hospedeiro no sitio de
penetracdo da hifa. Na cultivar resistente, enquanto a
colonizagdo selimitava aos espagosintercelulares, ascélulas
do parénguima apresentavam-se pouco danificadas e com
muitos cloroplastos aparentemente intactos (Figura 2-A).
Quando ahifado fungo conseguiapenetrar acélula, causava
a degradaco dos cloroplastos e colapso celular. No entanto,
acolonizagdo intracelular no material resistente poucas vezes
ocorreu e, quando verificada, o nimero de células afetadas
era reduzido, originando lesbes pequenas. Na cultivar
suscetivel, os teci dos apresentavam-se intensamente coloni-
zados, as células do mesofilo estavam danificadas e com
cloroplastos destruidos ou sem contelido (Figura 2-B). Nao
foi constatado estreitamento das hifas durante a penetracéo
nas células do parénquima. Aparentemente, o seu didmetro
permaneceu inalterado durante a penetracéo.

Nacultivar resistente, papilasformaram-se nas células
do parénquima (Figuras 3-A e 3-B). Aparentemente, estas
papilas foram eficientes em restringir a colonizacdo intra-
celular na maioria das células, evitando o colapso das
mesmas. No entanto, ainda ndo esté clara a participacéo
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FIG. 2 - Corte semifino dos tecidos de tomateiro (Lycopersicon
esculentum) resistente (Motelle) e suscetivel (Moneymaker)
mostrando a colonizagdo dos tecidos por Stemphylium solani nas
duas cultivares no periodo de 24 h ap6sinoculagdo (h.a.i.); A - Tecido
de tomateiro resistente apresentando algumas hifas intracelulares
(setas) nas células do mesofilo; B - Tecido de tomateiro suscetivel,
apresentando vesicula subestomatica, com células do mesofilo
degradadas, sem cloroplastos. ep= epiderme; H= hifa; ms= mesofilo;
V S= vesicula subestomédtica; cge= célula-guarda do estdbmato. Barra
emA eB = 10mm.

efetiva das papilas na resisténcia da cultivar Motelle a S.
solani.

Apesar de ndo ter sido quantificadanasduas cultivares,
a freqUiéncia de papilas na cultivar suscetivel (Figura 3-C)
aparentou ser menor que a observada na cultivar resistente.
Em alguns casos, observou-se espessamento da parede celular
do hospedeiro suscetivel em contato com a hifa do patégeno
(Figura 3-D). Mas, ao que parece, essas dteracdes da parede
celular ndo foram suficientes para restringir a colonizacdo
intracelular na cultivar Moneymaker .

DISCUSSAO

O processo deinfeccao observado nainteragéo S. solani
etomateiro resistente (‘Motell€’) e suscetivel (‘Moneymaker’),
assemel hou-se ao descrito por Diener (1955) em tomateiros
das cultivares suscetiveis (Louisiana Pink e Marglobe). Os
tubos germinativos produzidos pelos esporos se alongaram
na superficie do hospedeiro e, ocasionalmente, terminaram
em estrutura semelhante a apressorio. Nao foi doservada a
penetragdo a partir de tal estrutura. Suheri & Price (2000)
também verificaram apressorios terminais e intercalares no
tubo germinativo de S. vesicarium. Destes, 60% penetraram
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FIG. 3 - Formagdo de papilas nas células do mesofilo de tomateiro
(Lycopersicon esculentum) resistente (Moetelle) e suscetivel
(Moneymaker) em contato com hifas intercelulares de
Stemphylium solani; A - Hifade S. solani (seta) em contato com
célula do mesofilo de tomateiro resistente, apresentado deposicéo
de papila na parede celular, restringindo a penetragdo do patégeno;
B - Deposicdo de papila na parede celular de célula do mesofilo de
tomateiro resistente, no ponto de contato entre a hifa do patégeno
e a parede celular vegetal; C - Deposicéo de papila na cdula do
mesofilo de tomateiro suscetivel no ponto de contado entre a hifa do
patégeno e a cdula do hospedeiro; D - Alteracdo de parede celular
em célula do mesofilo de tomateiro suscetivel em resposta ao contato
com a hifa do patdgeno. H= hifa; P= papila; cl= cloroplasto; apc=
dteraco de parede celular. Baraem A =5 mm; B=2 nm; C= 1 mm;
D=2 mm.

com sucesso no hospedeiro. No presente estudo, as hifas dos
esporos germinados foram bem sucedidas em penetrar o
hospedeiro sem o envolvimento de apressorio, indicando que
esta estrutura ndo € essencial parainfecgéo no patossistema
S. solani e tomateiro.

A penetracéo do patdgeno nos tecidos do hospedeiro
ocorreu principa mente via estdmatos, sendo este o modo de
penetracdo mais comum entre as espécies do género
Stemphylium (Borgeset al. 1976; Cowling et al. 1982; Suheri
& Price, 2000). Fatores quimicos e fisicos da superficie do
hospedeiro podem influenciar no direcionamento do tubo
germinativo e na diferenciagdo de estruturas de infecgdo de
alguns fungos fitopatogénicos (Hoch & Staples, 1991). Allen
et al. (1991) demonstraram que o crescimento do tubo
germinativo e aformagao de apressorio de diferentes espécies
fungos causadores de ferruge, ocorre em resposta a sinais
topogréficos da superficie onde estdo depositados. Na
interacdo S. solani e tomateiro, a entrada do tubo germi-
nativo na abertura estoméatica se da ao acaso, sem ser
influenciada pela proximidade do conidio com o estdmato, ja
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gue o tubo germinativo ramifica-se e alonga-se nasuperficie
foliar, passando sobre os estdmatos abertos, sem penetrar no
hospedeiro, sugerindo que neste patossistema ndo ha
interferéncia de sinais da superficie da planta, para o
direcionamento do tubo germinativo e para a penetracdo no
hospedeiro. Cowling et al. (1982) observaram o mesmo
comportamento em folhas de afalfa (Medicago sativa L.)
infetada por Sthemphylium botryosum Wallroth.

Foi observada penetracdo direta ocasional do tubo
germinativo nas células da epiderme de ambas as cultivares.
Namaioria dos casos, as papilas se formaram nessas células
impedindo a penetracdo direta, sendo os estdmatos umavia
alternativa para penetrar no hospedeiro. A restricdo da
penetracdo nas células da epiderme pode resultar da acéo
inibitéria de metabdlitos presentes no sitio de formacéo de
aposi ¢cbes na parede celular, em conjunto com o impedimento
fisico (Sherwood & Vance, 1980).

O tubo germinativo de S. solani ndo se diferenciou
em umahifadeinfeccao tipica(“peg” deinfecgdo) durantea
penetracdo via estdmatos ou nas células da epiderme. O
mesmo foi observado por Nelson (1955) na interagéo S.
botryosum e dfalfa, onde o fungo penetrou através dos
estdbmatos ou na céluladaepiderme, com o tubo germinativo
mantendo o seu didmetro aparentemente inalterado. A
formacao de vesicula subestomatica e a colonizagéo
intercelular e intracelular parecem ser um comportamento
tipico de Stemphylium spp. (Drake, 1963).

A estratégia de infecgdo do fungo S. solani em
tomateiro é do tipo necrotrofica (Alexopoulos et al. 1996),
uma vez que foi observado na cultivar suscetivel, o colapso
de células do mesofilo distantes das hifas do fungo ou em
contato com hifas intercelulares, sugerindo o envolvimento
de substancias produzidas pelo patégeno, como enzimas e
ou toxinas. Estas podem atuar danificando ou matando as
células da hospedeira, permitindo assim a colonizagéo dos
tecidos.

Neste estudo verificou-se a degradacdo da parede das
células do mesofilo no ponto de contato entre as hifas e a
célulavegetal (dadosndo mostrados), o que sugere o envolvi-
mento de enzimas extracelulares produzidas pelo fungo,
capazes de degradar os componentes da parede celular do
hospedeiro, permitindo a colonizago intracelular. Segundo
Walton (1994), enzimas degradadoras da parede celular séo
requeridas pelos patdégenos para retirar nutrientes a partir
da parede celular; para penetrar e colonizar os tecidos. O
envolvimento enzimas na degradacdo de componentes da
parede celular da planta hospedeira, tem sido relatado em
diversas interacfes envolvendo patdgenos necrotréfico e
hemibiotréficos (Keon, 1989; Benhamou & Cote, 1992;
Heller & Gierth, 2001).

Na cultivar resistente Motelle, a colonizagéo intrace-
lular foi observada em menor frequiéncia que na cultivar
suscetivel Moneymaker e, quando ocorreu, 0 nimero de
células afetadas era reduzido, dando origem a lesdes
pequenas, as quais aparentemente ndo prejudicaram o
desenvolvimento normal do hospedeiro. A restricdo da
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colonizacéo intracelular na cultivar resistente pode ser
atribuida as papilas e/ou aposicdes na parede celular. Estas
foram observadas nas células do mesofilo dessa cultivar e
podem atuar fortalecendo a parede celular do hospedeiro por
meio de barreirafisicaqueimpede aentradadahifanacéula
vegetal. Existem numerosos rel atos rel acionando a presenca
de papilas com aresisténciade plantas ao ataque de diversos
patégenos (Aist, 1976; Sherwood & Vance, 1980; Koga et
al. 1990; Siranidou et al. 2002).

Apesar de néo ter sido quantificada a freqiiéncia de
papilas observadas nas células do mesofilo dos tomateiros
resistente e suscetivel durante ainfeccéo, ficou claro que na
cultivar resistente afregiiéncia das papilas, foi maior do que
na cultivar suscetivel. A deposicéo de papilas entre a parede
celular e amembrana plasmética nas células do mesofilo da
cultivar Motelle atuou impedindo a colonizagéo intracelular
e, desta forma, contribuindo significativamente para a
manifestacdo da resisténcia.

As alteracOes de parede celular, eventualmente
observadas no material suscetivel, ndo restringiram acoloni-
zacdo intracel ular neste hospedeiro. O mesmo foi observado
por Mims & Vaillancourt (2002) nainteragdo Colletotrichum
graminicola (Cesati) Wilson e cultivar suscetivel de milho
(Zea mays L.), onde as papilas foram produzidas nas células
da epiderme e do mesofilo em resposta a tentativa de
penetracao pel o patdgeno, mas estas ndo tiveram sucesso em
prevenir aentradadas hifas nas células. De acordo com Aist
(1983), as papilas nem sempre sdo efetivas em restringir a
penetracdo do patdgeno no hospedeiro. A freqiiéncia e a
velocidade da formac&o das papilas sdo fatores que podem
influenciar na retencdo do patégeno. Nicholson &
Hammerschimidt (1992) citam que se a papila é formada
rapidamente e se esta se torna fortemente lignificada, pode
prevenir aentradado fungo no hospedeiro. Matsuoka (1988)
verificou que aresisténcia de pimentéo (Capsicum annuum
L.) a Phytophthora capsici Leonian se manifesta através da
rapidaformacao de papilas, em respostaa penetracéo dahifa
infetiva.

As pequenas lesBes necrdticas presentes no material
resistente, levantaram a suspeita do envolvimento de reacéo
de hipersensibilidade. A autofluorescéncia em tecidos
infetadostem sido relatada, em alguns patossistemas (Heath,
1998; Heath, 2000; Vleeshouerset a!l., 2000; Vleeshouers et
al., 2000; Kombrink & Schmelzer, 2001), como indicativo
in situ da reacdo de hipersensibilidade (HR). Lesbes
mi croscépi cas encontradas nas amostras diaf ani zadas foram
observadas em microscépio de fluorescéncia, no entanto, ndo
foi detectada autofluorescéncianas células da epiderme e/ou
do mesofilo das &reas lesionadas no hospedeiro resistente e
suscetivel. Em nivel ultraestrutural, em ambos ostomateiros,
foram observadas alteracbes em organelas e no nlcleo das
células do mesofilo, que podem estar relacionadas com HR,
como a condensagdo da cromatina, desorganizacéo do
citoplasma e degradagéo dos cloroplastos. Polverari et al.
(2000) observaram que, durante a HR induzida pela
inoculacdo deisolado avirulento de Xanthomonas campestris
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pv. vesicatoria (Doidge) Dye, raga 2, em folhas de piment&o,
as células do mesofilo apresentaram desorganizacao geral do
citoplasma, degeneracdo de organelas, como cloroplastos,
além de massas de material eletrondenso no nucleo,
aparentemente formado pela agregacdo da cromatina. Estes
resultados se assemelham aos aqui observados em tomateiro
infetado por S. solani. No entanto, estas alteracdes celulares
ocorreram de formaesporadicae em nimero restrito de células
do mesofilo.

Sobre as respostas de plantas a fungos necrotréficos,
Mayer et al. (2001) mencionam que, quando a HR ocorre
nessasinteragdes, o crescimento do fungo é acelerado em vez
de restringido. Os patdgenos necrotroficos precisam estar
equipados com arsena enzimético capaz de inativar os
compostos toxicos formados durante a HR. Na interagéo S.
solani e tomateiro, onde alteragdes celulares associadas com
HR foram observadas de forma esporédica, tanto na cv.
suscetivel quanto naresistente, este mecani smo ndo contribuiu
de forma significativa para a manifestacao da resisténcia na
cultivar Motelle. No entanto, a colonizag&o intracelular e o
consequiente desenvolvimento de sintomas tipicos da doenga
foram restringido nesta cultivar. Com base nos relatos de
Mayer et al. (2001), é possivel que este hospedeiro possua
mecanismos biogquimicos de resisténcia capazes de inativar
ou inibir aatividade enzimatica do patégeno que, aliados aos
mecanismos estruturais de resisténcia observados, como
alteragbes da parede celular e papilas, contribuam para a
manifestacdo plena daresisténcia.

Com base nos dados obtidos neste trabalho, conclui-
se gque aresisténcia de ‘Motelle’ a S. solani € do tipo pds-
penetracdo e esta fortemente relacionada com as alteracbes
de parede celular e as papilas surgidas nas células do mesofilo.
No entanto, este mecanismo ndo € suficiente, isoladamente,
para explicar a resisténcia encontrada, uma vez que a
colonizagdo intracelular também foi observada em alguns
casos ha cultivar resistente, porém esta de alguma formafoi
restringida, resultando em lesBes pequenas. E provéavel que
mecanismos bioquimicos de resisténcia também atuem em
conjunto com as papilas. Estudos futuros poder&o determinar
se haenvolvimento de componentes bioquimicos naexpresséo
da resisténcia observada na cultivar Motelle.
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