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RESUMO
Estudou-se a infecção de Stemphylium solani Weber em folíolos de tomateiros (Lycopersicon esculentum)

resistente (Motelle) e suscetível (Moneymaker), usando-se técnicas histológicas e de microscopia eletrônica de varredura
e transmissão. Inicialmente, foram quantificados os eventos de pré-penetração nas duas cultivares, os quais não diferiram
significativamente entre si (teste F a 5%), indicando que a resistência é exercida em pós-penetração. A penetração
ocorreu principalmente via estômatos e a hifa diferenciou-se na cavidade subestomática formando uma vesícula globosa
ou irregular; a qual ramificou-se em hifas secundárias. Tanto a colonização intra quanto intercelular ocorreram no
período de 24 e 36 h após a inoculação nas duas cultivares estudadas. Aposições foram observadas na parede das
células do mesofilo resistente e, na maioria das células examinadas, aparentemente restringiram a colonização intracelular.

Palavras-chave adicionais: resistência, infecção, Lycopersicon esculentum, microscopia eletrônica.

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, electron microscopy.
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INTRODUÇÃO

A mancha-de-estenfílio, causada por Stemphylium
solani Weber, ocorre em praticamente todas as regiões onde
se cultiva o tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.),
afetando a cultura em diferentes estádios de desenvolvimento.
É de importância relativa, porque os danos causados
dependem da suscetibilidade das cultivares plantadas. Quando
se plantam cultivares suscetíveis, esta doença torna-se uma
das mais importantes, principalmente a partir do início das
colheitas, pois nesta época o produtor reduz a aplicação de
fungicidas. Os prejuízos são resultantes da redução da área
foliar e do potencial produtivo da porção apical das plantas,
uma vez que a incidência é maior em folhas mais novas
(Kurosawa & Mussi, 1995). O uso de variedades resistentes
é a medida de controle mais eficiente contra o fungo (Mizubuti
& Brommonschenkel, 1996).

A interação S. solani e tomateiro foi estudada por

Hendrix & Frazier (1949), visando detectar o gene responsável
pela resistência de cultivares de tomateiro a esse patógeno.
Segundo estes autores, a resistência é conferida por um único
gene dominante, denominado Sm. Blancard & Laterrot (1986)
verificaram que este gene também é eficiente contra isolados
de Stemphylium vesicarium (Wallr) E. Simmons e S.
floridanum Hannon & Weber. Apesar de já identificado este
gene e embora existam variedades comerciais resistentes a
este patógeno, ainda não são conhecidos os mecanismos
responsáveis pela expressão da resistência. O entendimento
dos mecanismos estruturais e bioquímicos de resistência de
tomateiro a S. solani será de grande valia para se obter um
modelo de mecanismo(s) de resistência que futuramente possa
ser aplicado a outros patossistemas, assim como para fornecer
subsídios para os programas de melhoramento que objetivam
obter novas cultivares resistentes.

A histologia da interação patógeno-hospedeiro permite
estudar o processo de infecção, esclarecendo os eventos de
pré-penetração, penetração e colonização dos tecidos do
hospedeiro, além de evidenciar possíveis mecanismos
estruturais de resistência. Diener (l955) através da histologia

BENTES, J.L.S. & MATSUOKA, K. Histologia da interação Stemphylium solani e tomateiro. Fitopatologia Brasileira 30:224-
231. 2005.

224 Fitopatol. bras. 30(3), maio - jun 2005



225Fitopatol. bras. 30(3), maio - jun 2005

Histologia da interação Stemphylium solani e tomateiro

da interação S. solani e tomateiro, verificou os processos
iniciais de infecção, o modo de penetração e o início da
colonização dos tecidos em tomateiros suscetíveis a S. solani,
mas não abordou a interação fungo - planta resistente. A
participação dos mecanismos estruturais na resistência ainda
não foi estudada neste patossistema. Diante da ausência de
conhecimentos a respeito dos mecanismos bioquímicos e
estruturais da resistência de cultivares de tomateiro contra
S. solani e da patogênese nesta interação, efetuou-se o
presente trabalho, com os objetivos de estudar o processo de
infecção no patossistema S. solani e tomateiro, através de
técnicas histológicas e comparando-se a cultivar resistente
com a suscetível, visando detectar diferenças estruturais entre
elas, as quais podem estar relacionadas com a resistência.

MATERIAL E MÉTODOS

Material vegetal e preparo das plantas
Foram utilizados tomateiros da cv. Motelle, com o

gene Sm de resistência, e da cv. Moneymaker, suscetível. A
semeadura foi feita em substrato solo, areia e esterco de curral
(3:l:l), pré-tratado com brometo de metila e acondicionado
em bandejas de plástico (45 x 30 x 9,5 cm).

Preparo do Inóculo
Foi usado neste trabalho um variante esporulante de

S. solani (S70l-5), isolado de plantas de tomateiro natural-
mente infetadas e preservado em óleo mineral, disponível
no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
de Viçosa.

Verificou-se inicialmente se permaneciam normais a
esporulação e a virulência do isolado. O microrganismo foi
repicado dos tubos de ensaio com óleo mineral para placas
de Petri contendo meio de cultura V8 (200 ml de suco V8; l7
g de ágar; 800 ml de água destilada), o qual favorece a
esporulação do patógeno. Estas placas foram incubadas por
dez dias à temperatura de 25 ºC. Após este período verificou-
se abundante produção de conídios do fungo. O teste de
patogenicidade foi feito em tomateiros com cerca de 30
dias de idade, das cultivares Moneymaker e Motelle, as
quais foram inoculadas com uma suspensão de conídios
na concentração de 104conídios/ml, usando-se um
atomizador DeVilbis nº 15. Foi feito o reisolamento do
fungo a partir dos folíolos infetados. Na condução dos
trabalhos seguintes, o fungo foi mantido em tubos de ensaio
contendo meio BDA (batata-dextrose-ágar) e armazenado
a 25 ºC. Por ocasião das inoculações, o fungo foi cultivado
em meio V8 a 25 ºC, durante dez dias. A suspensão de inóculo
foi obtida a partir da adição de água destilada às culturas e
ajustada para 104 esporos/ml.

Determinação do estádio ideal para inoculação das plantas
Foram realizados testes preliminares para determinar

a melhor idade dos tomateiros para a inoculação e verificar
se havia diferença quanto à resistência ou suscetibilidade
das plantas em diferentes estádios fenológicos.

As cultivares foram semeadas em cinco épocas
diferentes, com intervalos de sete dias. As plantas foram
inoculadas com uma suspensão de conídios na concentração
de 104 conídios/ml, usando-se um atomizador DeVilbis nº
15, todas de uma só vez, aos sete, 14 , 21, 28 e 35 dias de
idade. Para cada idade, foram usadas três plantas de cada
cultivar e uma como testemunha, que foi pulverizada com
água destilada. A avaliação diária foi feita observando-se,
durante sete dias consecutivos, o surgimento dos sintomas
típicos da doença. Este ensaio foi repetido três vezes.

Processo de infecção: pré-penetração e penetração
Plantas das cultivares resistente e suscetível foram

inoculadas com suspensão de conídios na concentração de
104 conídios/ml, na face adaxial das folhas. Após a inoculação
as plantas pemaneceram em câmara de nevoeiro a 25 ºC
durante 48 h, em seguida foram transferidas para casa de
vegetação onde ficaram até o término das coletas. As folhas
cotiledonares e primárias inoculadas das duas cultivares,
foram coletadas seis, 12, 24, 36, 48 e 72 horas após a
inoculação (h.a.i) e diafanizadas segundo o método de Longo
et al. (1994). As amostras diafanizadas foram coloridas com
azul de algodão em lactofenol (100 ml de lactofenol, 1 ml
de azul de algodão aquoso 1%, 20 ml de ácido glacial acético),
montadas lâminas de microscopia e observadas a 100 e 400X,
em microscópio óptico de luz branca.

Foi feita a avaliação quantitativa dos conídios germi-
nados, do modo de penetração do tubo germinativo, direta
ou via estômatos, e das vesículas subestomáticas produzidas
nas amostras. Foram inoculadas quatro plantas por período
de coleta, constituindo cada planta uma repetição, e avaliados
quatro folíolos de cada planta. A testemunha consistiu de
duas plantas pulverizadas com água destilada, para cada
período de coleta. Este ensaio foi repetido duas vezes.

Amostras de tecido diafanizado das duas cultivares
foram observadas em microscópio de fluorescência de luz
transmitida, visando detectar autofluorescência nas áreas
lesionadas. Foram montadas em lâmina de microscopia
contendo lactofenol e observadas em microscópio de
fluorescência (ZEISS) de luz transmitida, com lâmpada
HBO 200 , filtro de excitação BG 12 (azul) e filtro de
barreira 47 ou 50.

Amostras coletadas nos períodos de 24 e 48 h após a
inoculação foram processadas para observação em micros-
cópio eletrônico de varredura (MEV), de acordo com Matsuoka
(1988). Fragmentos foliares de 0,5 cm2 das duas cultivares
foram fixados em glutaraldeído a 3% (v/v), preparado em
tampão cacodilato de sódio a 0,05 Mol/ l, pH 7,0, durante 8 a
10 h a 4 ºC. Após a fixação, as amostras foram lavadas seis
vezes consecutivas, durante 10 min por vez, em tampão fosfato
0,05 Mol/ l, pH 7,0. A pós-fixação foi feita com tetróxido de
ósmio a 1%, durante 4 h a 4 ºC, seguida de lavagens, como
descrito anteriormente. A desidratação foi feita em série
etanólica (30, 50, 70, 80, 95 e 100%). Em seguida as amostras
foram submetidas à secagem ao ponto crítico e cobertas com
um filme de ouro de 15 nm de espessura, mediante
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pulverização catódica. A observação foi feita em microscópio
eletrônico de varredura JEOL JSM – T200, a 10 KV.

Colonização dos tecidos
Para observar a colonização dos tecidos, as plantas

foram inoculadas com gotas de 30 µl de suspensão com 104

conídios/ml, distribuídas em diferentes pontos das folhas, e
recobertas com discos de papel de filtro esterilizados, com 0,5
cm de diâmetro, para evitar o escorrimento das gotas. Este
método foi usado visando facilitar a coleta de amostras pela
localização dos pontos de inoculação e do patógeno nos tecidos
do hospedeiro. Após a inoculação, as plantas permaneceram
em câmara de nevoeiro a 25 ºC durante 48 h e, em seguida,
foram transferidas para casa de vegetação onde ficaram até o
término das coletas que foram feitas 24, 36, 48 e 72 h.a.i.
Foram inoculadas quatro plantas por período de coleta, sendo
cada planta um repetição, e avaliados quatro folíolos de cada
planta. A testemunha consistiu de duas plantas para cada
período de coleta, inoculadas com gotas de água destilada
esterilizada. Este ensaio foi repetido três vezes.

Amostras de tecido foliar foram cortadas em fragmentos
de 2 mm2, e processadas como descrito anteriormente para
MEV, até a etapa de desidratação em série etanólica. Os
fragmentos desidratados foram submetidos à infiltração com
resina Spurr, em misturas de álcool e resina 1:1 (v/v), durante
30 min, álcool e resina 1:3 (v/v), mais 30 min, resina pura
durante 4 h seguida de troca da resina, permanecendo em
resina pura por 12 h. As amostras foram emblocadas em resina,
em moldes de silicone, devidamente etiquetados e polime-
rizados a 70 ºC por 24 h.

O tecido incluído em resina Spurr foi seccionado em
cortes semifinos, com cerca de 0,5 a 1µm de espessura, usando-
se ultramicrótomo SORVALL MT2-B, equipado com navalha
de vidro. Os cortes foram coloridos com azul de toluidina O a
0,1% (p/v) (borax p.a. 0,1 g; toluidina O 0,1 g; 100 ml de
água destilada), montados em óleo de imersão e examinados
ao microscópio óptico.

Os estudos ao microscópio eletrônico de transmissão
(MET) foram feitos visando observar resultados da interação
ao nível ultraestrutural e detectar alterações em organelas e/
ou na parede celular das cultivares em estudo. Para isso, as
plantas foram inoculadas com gotas de suspensão de esporos
de 30 µl, como descrito anteriormente. A coleta das amostras
foi feita 24, 36, 48 e 72 h.a.i. e estas foram incluídas em resina
Spurr e submetidas a cortes ultrafinos, em ultramicrótomo
SORVALL MT2-B, equipado com navalha de diamante. Os
cortes foram montados em telinhas de cobre e submetidos à
contrastação com acetato de uranila a 2% em solução aquosa
durante 30 min, seguida de exposição a citrato de chumbo por
15 min (Matsuoka, 1988). As observações foram feitas em
microscópio eletrônico de transmissão Zeiss EM 109.

RESULTADOS

Teste de patogenicidade
Observou-se o desenvolvimento de lesões típicas da

doença, visíveis somente na cultivar suscetível (Moneymaker)
dois a três dias após a inoculação. O fungo foi reisolado a
partir das folhas infetados, confirmando-se a viabilidade e
virulência do isolado S 701-5.

Determinação do estádio ideal para inoculação das plantas
Não se observou diferença quanto à resistência ou

suscetibilidade entre plantas da mesma cultivar, em diferentes
estádios fenológicos. As plantas da cultivar suscetível
apresentaram sintomas típicos da doença 24 a 48 h após a
inoculação, em todas as idades testadas. Sete dias após a
inoculação observou-se a morte das plantas da cultivar
suscetível. Na cultivar resistente, constataram-se pequenas
lesões necróticas de 48 a 72 h.a.i. em algumas plantas, que
não originaram sintomas típicos da doença. De modo geral,
as plantas resistentes se desenvolveram como aquelas comple-
tamente sadias. Com base nestes dados, optou-se utilizar
plantas de 15 dias de idade em todos os experimentos.

Processo de infecção: pré-penetração e penetração
Pelas observações das amostras diafanizadas, o

patógeno desenvolveu-se de maneira semelhante nas duas
cultivares de tomateiro. A quantificação dos eventos de pré-
penetração não mostrou diferença significativa, pelo teste F a
5% de probabilidade, entre o hospedeiro resistente e suscetível,
quanto à germinação, penetração e formação de vesícula na
cavidade subestomática (dados não mostrados). Estes dados
sugerem que os mecanismos envolvidos na resistência se
manifestam na fase de pós-penetração, após o contato das hifas
do patógeno com as células do mesofilo.

Com seis h.a.i., os conídios do patógeno haviam
germinado, dando origem a vários tubos germinativos por
conídio, dos quais somente um ou, eventualmente, dois
penetraram no hospedeiro. A penetração, que ocorreu
principalmente via estômatos, foi observada 12 h.a.i. (Figuras
1-A e 1-C). A penetração direta foi eventual e ocorreu através
da parede periclinal das células da epiderme (Figura 1-B). Ao
que parece, a entrada do tubo germinativo na abertura
estomática ocorreu ao acaso, uma vez que foram observados
os tubos germinativos do fungo ao lado ou por cima do estômato
aberto, sem que houvesse penetração (Figura 1-D). Em
algumas ocasiões, verificou-se a intumescência do ápice do
tubo germinativo, originando uma estrutura semelhante ao
apressório, mas não ocorreu penetração a partir desta estrutura.
Na maioria dos casos, não houve diferenciação do tubo
germinativo durante a penetração.

Em ambas cultivares, papilas foram observadas entre
o plasmalema e a parede das células 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
formação de papilas impede a penetração direta do patógeno,
que então utiliza os estômatos como via alternativa para
penetrar. No entanto, em alguns sítios de penetração nas células
da epiderme, não houve formação de papilas, ou estas não
foram eficientes em prevenir a entrada do patógeno, tendo
ocorrido a penetração direta do tubo germinativo nestas células.
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Após a penetração, a hifa se expandiu originando uma
vesícula de formato globoso ou irregular na cavidade
subestomática, que se ramificou, originando hifas secundárias
que colonizaram o mesofilo do hospedeiro. Com 24 h.a.i.,
as hifas de S. solani haviam se estabelecido no mesofilo das
cultivares resistente e suscetível. Em alguns locais, as células
do tecido paliçádico, em contato com as hifas, apresentavam
alterações de parede celular ou formação de papilas.

Decorridas 36 h.a.i., os locais de infecção na cultivar
suscetível caracterizavam-se pelo colapso de células do
mesofilo e pela grande quantidade de hifas secundárias dentro
e entre células. Neste período, foram observadas lesões
macroscópicas, que com o tempo se desenvolveram em
sintomas típicos da doença e evoluíram para murcha e queda
das folhas. Na cultivar suscetível foi observada a degradação
do conteúdo celular e o colapso de células do mesofilo, na
presença de hifas intercelulares, e em células distantes das
hifas do patógeno, demonstrando que a estratégia de infecção
do fungo é do tipo necrotrófica.

Na cultivar resistente, decorridas 48 h.a.i., observou-
se o colapso de algumas células, originando pequenas lesões
macroscópicas. Estas não cresceram, permitindo o desenvol-
vimento normal do hospedeiro. Apesar de não surgirem
sintomas típicos da doença no tomateiro resistente, hifas do
patógeno foram localizadas infetando tecidos foliares deste
hospedeiro.

Não foi detectada autofluorescência nas áreas lesio-
nadas das amostras observadas, tanto para cultivar resistente
quanto para a suscetível. No entanto, em observações feitas
ao MET, em células dispersas do mesofilo, das duas cultivares
(Moneymaker e Motelle), foram detectadas alterações em
cloroplastos, mitocôndrias e núcleo. Nessas células,
observaram-se massas de material eletrondenso, indicando
a condensação de cromatina. Ao redor, o citoplasma
apresentou-se desorganizado, com cloroplastos degradados.

Colonização dos tecidos
A colonização dos tecidos ocorreu tanto de forma inter

como intracelular, nos parênquimas do mesofilo, tanto na
cultivar resistente como na suscetível. Em observações feitas
ao MET, nas duas cultivares, as células do mesofilo em
contato com as hifas do patógeno não apresentavam parede
celular definida, possivelmente em decorrência de degradação
enzimática da parede celular do hospedeiro no sítio de
penetração da hifa. Na cultivar resistente, enquanto a
colonização se limitava aos espaços intercelulares, as células
do parênquima apresentavam-se pouco danificadas e com
muitos cloroplastos aparentemente intactos (Figura 2-A).
Quando a hifa do fungo conseguia penetrar a célula, causava
a degradação dos cloroplastos e colapso celular. No entanto,
a colonização intracelular no material resistente poucas vezes
ocorreu e, quando verificada, o número de células afetadas
era reduzido, originando lesões pequenas. Na cultivar
suscetível, os tecidos apresentavam-se intensamente coloni-
zados, as células do mesofilo estavam danificadas e com
cloroplastos destruídos ou sem conteúdo (Figura 2-B). Não
foi constatado estreitamento das hifas durante a penetração
nas células do parênquima. Aparentemente, o seu diâmetro
permaneceu inalterado durante a penetração.

Na cultivar resistente, papilas formaram-se nas células
do parênquima (Figuras 3-A e 3-B). Aparentemente, estas
papilas foram eficientes em restringir a colonização intra-
celular na maioria das células, evitando o colapso das
mesmas. No entanto, ainda não está clara a participação

FIG. 1 - Pré-penetração e penetração de Stemphylium solani em
tomateiro (Lycopersicon esculentum) e formação de papilas nas
células da epiderme. A - Conídio com tubo germinativo penetrando
na abertura estomática (seta) de tomateiro resistente 48 horas após
a inoculação (h.a.i.); B - Penetração direta do tubo germinativo (seta)
de S. solani na parede periclinal de célula da epiderme de tomateiro
suscetível; C - Tubo germinativo entrando na abertura estomática
de tomateiro, observada ao microscópio eletrônico de varredura; D
- Tubo germinativo ramificado sobre a abertura estomática, sem
penetrar no ostíolo; E, F e G- Micrografias eletrônicas do processo
de infecção 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 patógeno, restringindo a
penetração direta; F e G - Alterações de parede celular em células
da epiderme de tomateiro suscetível (Moneymaker), restringindo a
penetração direta do patógeno nestas células. h.a.i.= horas após a
inoculação; C = conídio; tg = tubo germinativo; ep= epiderme; es =
estômato; P= papila; PE= peroxissomo; CV= célula vegetal; H=
hifa; apc= alteração de parede celular. Barra em A e B = 20 µm; C e
D = 5 µm; E e F= 2 µm; G =1 µm.

A B

C D

E

F

G
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efetiva das papilas na resistência da cultivar Motelle a S.
solani.

Apesar de não ter sido quantificada nas duas cultivares,
a freqüência de papilas na cultivar suscetível (Figura 3-C)
aparentou ser menor que a observada na cultivar resistente.
Em alguns casos, observou-se espessamento da parede celular
do hospedeiro suscetível em contato com a hifa do patógeno
(Figura 3-D). Mas, ao que parece, essas alterações da parede
celular não foram suficientes para restringir a colonização
intracelular na cultivar Moneymaker .

DISCUSSÃO

O processo de infecção observado na interação S. solani
e tomateiro resistente (‘Motelle’) e suscetível (‘Moneymaker’),
assemelhou-se ao descrito por Diener (1955) em tomateiros
das cultivares suscetíveis (Louisiana Pink e Marglobe). Os
tubos germinativos produzidos pelos esporos se alongaram
na superfície do hospedeiro e, ocasionalmente, terminaram
em estrutura semelhante a apressório. Não foi observada a
penetração a partir de tal estrutura. Suheri & Price (2000)
também verificaram apressórios terminais e intercalares no
tubo germinativo de S. vesicarium. Destes, 60% penetraram

FIG. 2 - Corte semifino dos tecidos de tomateiro  (Lycopersicon
esculentum) resistente (Motelle) e suscetível (Moneymaker)
mostrando a colonização dos tecidos por Stemphylium solani nas
duas cultivares no período de 24 h após inoculação (h.a.i.); A - Tecido
de tomateiro resistente apresentando algumas hifas intracelulares
(setas) nas células do mesofilo; B - Tecido de tomateiro suscetível,
apresentando vesícula subestomática, com células do mesofilo
degradadas, sem cloroplastos. ep= epiderme; H= hifa; ms= mesofilo;
VS= vesícula subestomática; cge= célula-guarda do estômato. Barra
em A e B = 10µm.

FIG. 3 - Formação de papilas nas células do mesofilo de tomateiro
(Lycopersicon esculentum) resistente (Moetelle) e suscetível
(Moneymaker) em contato com hifas intercelulares de
Stemphylium solani; A - Hifa de S. solani (seta) em contato com
célula do mesofilo de tomateiro resistente, apresentado deposição
de papila na parede celular, restringindo a penetração do patógeno;
B - Deposição de papila na parede celular de célula do mesofilo de
tomateiro resistente, no ponto de contato entre a hifa do patógeno
e a parede celular vegetal; C - Deposição de papila na célula do
mesofilo de tomateiro suscetível no ponto de contado entre a hifa do
patógeno e a célula do hospedeiro; D - Alteração de parede celular
em célula do mesofilo de tomateiro suscetível em resposta ao contato
com a hifa do patógeno. H= hifa; P= papila; cl= cloroplasto; apc=
alteração de parede celular. Barra em A = 5 µm; B= 2 µm; C= 1 µm;
D= 2 µm.

com sucesso no hospedeiro. No presente estudo, as hifas dos
esporos germinados foram bem sucedidas em penetrar o
hospedeiro sem o envolvimento de apressório, indicando que
esta estrutura não é essencial para infecção no patossistema
S. solani e tomateiro.

A penetração do patógeno nos tecidos do hospedeiro
ocorreu principalmente via estômatos, sendo este o modo de
penetração mais comum entre as espécies do gênero
Stemphylium (Borges et al. 1976; Cowling et al. 1982; Suheri
& Price, 2000). Fatores químicos e físicos da superfície do
hospedeiro podem influenciar no direcionamento do tubo
germinativo e na diferenciação de estruturas de infecção de
alguns fungos fitopatogênicos (Hoch & Staples, 1991). Allen
et al. (1991) demonstraram que o crescimento do tubo
germinativo e a formação de apressório de diferentes espécies
fungos causadores de ferruge, ocorre em resposta a sinais
topográficos da superfície onde estão depositados. Na
interação S. solani e tomateiro, a entrada do tubo germi-
nativo na abertura estomática se dá ao acaso, sem ser
influenciada pela proximidade do conídio com o estômato, já
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A B
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que o tubo germinativo ramifica-se e alonga-se na superfície
foliar, passando sobre os estômatos abertos, sem penetrar no
hospedeiro, sugerindo que neste patossistema não há
interferência de sinais da superfície da planta, para o
direcionamento do tubo germinativo e para a penetração no
hospedeiro. Cowling et al. (1982) observaram o mesmo
comportamento em folhas de alfalfa (Medicago sativa L.)
infetada por Sthemphylium botryosum Wallroth.

Foi observada penetração direta ocasional do tubo
germinativo nas células da epiderme de ambas as cultivares.
Na maioria dos casos, as papilas se formaram nessas células
impedindo a penetração direta, sendo os estômatos uma via
alternativa para penetrar no hospedeiro. A restrição da
penetração nas células da epiderme pode resultar da ação
inibitória de metabólitos presentes no sítio de formação de
aposições na parede celular, em conjunto com o impedimento
físico (Sherwood & Vance, 1980).

O tubo germinativo de S. solani não se diferenciou
em uma hifa de infecção típica (“peg” de infecção) durante a
penetração via estômatos ou nas células da epiderme. O
mesmo foi observado por Nelson (1955) na interação S.
botryosum e alfalfa, onde o fungo penetrou através dos
estômatos ou na célula da epiderme, com o tubo germinativo
mantendo o seu diâmetro aparentemente inalterado. A
formação de vesícula subestomática e a colonização
intercelular e intracelular parecem ser um comportamento
típico de Stemphylium spp. (Drake, 1963).

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

Neste estudo verificou-se a degradação da parede das
células do mesofilo no ponto de contato entre as hifas e a
célula vegetal (dados não 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 colonização intracelular. Segundo
Walton (1994), enzimas degradadoras da parede celular são
requeridas pelos patógenos para retirar nutrientes a partir
da parede celular; para penetrar e colonizar os tecidos. O
envolvimento enzimas na degradação de componentes da
parede celular da planta hospedeira, tem sido relatado em
diversas interações envolvendo patógenos necrotrófico e
hemibiotróficos (Keon, 1989;  Benhamou & Côte, 1992;
Heller & Gierth, 2001).

Na cultivar resistente Motelle, a colonização intrace-
lular foi observada em menor freqüência que na cultivar
suscetível Moneymaker e, quando ocorreu, o número de
células afetadas era reduzido, dando origem a lesões
pequenas, as quais aparentemente não prejudicaram o
desenvolvimento normal do hospedeiro. A restrição da

colonização intracelular na cultivar resistente pode ser
atribuída às papilas e/ou aposições na parede celular. Estas
foram observadas nas células do mesofilo dessa cultivar e
podem atuar fortalecendo a parede celular do hospedeiro por
meio de barreira física que impede a entrada da hifa na célula
vegetal. Existem numerosos relatos relacionando a presença
de papilas com a resistência de plantas ao ataque de diversos
patógenos (Aist, 1976; Sherwood & Vance, 1980; Koga et
al. 1990; Siranidou et al. 2002).

Apesar de não ter sido quantificada a freqüência de
papilas observadas nas células do mesofilo dos tomateiros
resistente e suscetível durante a infecção, ficou claro que na
cultivar resistente a freqüência das papilas, foi maior do que
na cultivar suscetível. A deposição de papilas entre a parede
celular e a membrana plasmática nas células do mesofilo da
cultivar Motelle atuou impedindo a colonização intracelular
e, desta forma, contribuindo significativamente para a
manifestação da resistência.

As alterações de parede celular, eventualmente
observadas no material suscetível, não restringiram a coloni-
zação intracelular neste hospedeiro. O mesmo foi observado
por Mims & Vaillancourt (2002) na interação Colletotrichum
graminicola (Cesati) Wilson  e cultivar suscetível de milho
(Zea mays L.), onde as papilas foram produzidas nas células
da epiderme e do mesófilo em resposta à tentativa de
penetração pelo patógeno, mas estas não tiveram sucesso em
prevenir a entrada das hifas nas células. De acordo com Aist
(1983), as papilas nem sempre são efetivas em restringir a
penetração do patógeno no hospedeiro. A freqüência e a
velocidade da formação das papilas são fatores que podem
influenciar na retenção do patógeno. Nicholson &
Hammerschimidt (1992) citam que se a papila é formada
rapidamente e se esta se torna fortemente lignificada, pode
prevenir a entrada do fungo no hospedeiro. Matsuoka (1988)
verificou que a resistência de pimentão (Capsicum annuum
L.) a Phytophthora capsici Leonian se manifesta através da
rápida formação de papilas, em resposta à penetração da hifa
infetiva.

As pequenas lesões necróticas presentes no material
resistente, levantaram a suspeita do envolvimento de reação
de hipersensibilidade. A autofluorescência em tecidos
infetados tem sido relatada, em alguns patossistemas (Heath,
1998; Heath, 2000; Vleeshouers et al., 2000; Vleeshouers et
al., 2000; Kombrink & Schmelzer, 2001), como indicativo
in situ da reação de hipersensibilidade (HR). Lesões
microscópicas encontradas nas amostras diafanizadas foram
observadas em microscópio de fluorescência, no entanto, não
foi detectada autofluorescência nas células da epiderme e/ou
do mesofilo das áreas lesionadas no hospedeiro resistente e
suscetível. Em nível ultraestrutural, em ambos os tomateiros,
foram observadas alterações em organelas e no núcleo das
células do mesofilo, que podem estar relacionadas com HR,
como a condensação da cromatina, desorganização do
citoplasma e degradação dos cloroplastos. Polverari et al.
(2000) observaram que, durante a HR induzida pela
inoculação de isolado avirulento de Xanthomonas campestris
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