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solani. A, B e C- as réfides sb foram encontradas em folhas de
L. esculentum e, D- as drusas, em forma de minusculos gréos
de areia, eram encontradas em L. hirsutumv. glabratum, tanto
em idioblastos quanto dispersas no citoplasma. A.- 72 horas
depois da inoculagéo, as hifas ou tubos germinativos (setas)
desenvolviam-se na superficie das células da epiderme (ep),
acompanhando o relevo dos feixes de rafides (r), mais tarde
penetrando, atraves de apressorio (a), em local livre de réfides
(BTH, 72 horas). B- ap0s 48 horas, o0 tubo germinativo torna-
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rafides (‘Miller', 48 horas). C- 72 horas depois de inoculadas,
as células do tecido palicadico (pg) e da camara sub-estomatal
(cs) abaixo do estbmato atingido apresentam-se repletas de
rafides (r), podendo-se observar, também, espessamento de
parede da camara sub-estomatal (seta) e necrose de uma
célula do palicadico (escura). O fungo nédo colonizou esta
regido do palicadico (‘Miller’, 72 horas). D- drusas (d) e
idioblastos (i) encontrados constitutivamente em L. hirsutum
v. glabratum (CNPH417, 24 horas). (x)- xilema. A barra
representad0 mMmem A, BeC,e60mm, emD........cccccvevienen.
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RESUMO

VANETTI, Claudia Alencar, D.S. Universidade Federal de Vicosa, novembro
de 2001. Resisténcia do tomateiro a Alternaria solani induzida por
quitina, é&cido salicilico, benzotiadiazol e acido acetil salicilico
tamponado. Orientador: Kiyoshi Matsuoka. Conselheiros. Sérgio
Herminio Brommonschenkel e Eldo Anténio Monteiro da Silva.

Avaliou-se a eficiéncia de diferentes indutores de resisténcia nas
espécies de tomateiro Lycopersicon esculentum cv. Miller (suscetivel) e
L. hirsutumyv. glabratum introducdo CNPH 417 (resistente) ao agente
etiologico da “pinta preta’ do tomateiro, Alternaria solani. Os indutores de
resisténcia testados foram quitosana, &cido salicilico, benzotiadiazol e acido
acetil salicilico tamponado. Verificou-se que somente o &cido sdlicilico e o
benzotiadiazol foram capazes de induzir resisténcia. Em todos os ensaios, a
espécie resistente apresentou um nimero meédio de lesdes por foliolos inferior
ao da espécie suscetivel, tratada ou ndo tratada. O numero medio de lesdes por
foliolos apresentados pela espécie resistente ndo foi, em nenhum dos ensaios,
afetado por quaisquer tipos de indutores de resisténcia. Redlizou-se a
histopatologia comparativa da interacdo hospedeiro suscetivel x A. solani,
tratado ou n&o com os indutores de resisténcia acido salicilico, benzotiadiazol

e acido acetil salicilico tamponado e da interacdo hospedeiro resistente x

Xiv



A. solani, ndo induzido. Coletaram-se 0s materiais para exame 24, 48 e
72 horas apos a inoculagdo. Este estudo foi realizado com o materia
diafanizado em clora hidratado saturado. Verificou-se que as substancias
indutoras de resisténcia interferiram na adesdo foliolar dos esporos e, ou, tubos
germinativos, reduzindo o nimero médio de lesBes de esporos nas primeiras
48 horas. Em CNPH 417, observou-se que o nimero médio de lesdes era
menor até o ultimo intervalo estudado, de 72 horas. As barreiras morfol 6gicas
observadas por contraste diferencia de interferéncia Nomarski, como
modificacbes de paredes, modificacOes citoplasméticas e modificactes
morfolbgicas observadas em pontos distantes aos do sitio de penetracdo, de
modo geral, foram as mesmas observadas na testemunha. Entretanto, o
contraste diferencial ndo fornece nenhum indicativo sobre a composicao
quimica das barreiras. Portanto, é possivel afirmar que, apenas como
estruturas fisicas, as modificagbes estruturais da parede e do citoplasma néo
foram eficientes para reduzir a penetragdo do fungo e néo diferiram entre
plantas induzidas e testemunha, embora pudessem apresentar efeito de

retardamento da penetracao e da col onizacao.
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ABSTRACT

VANETTI, Claudia Alencar, D.S., Universidade Federa de Vicosa,
November 2001. Resistance of tomato to Alternaria solani induced by
chitin, salicylic acid, benzothiadiazol, and buffered acetylsalicylic
acid. Adviser: Kyioshi Matsuoka. Committee members: Sérgio Herminio
Brommonschenkel and Eldo Monteiro da Silva.

The synthetic chemicals chitosan, salicylic acid, benzothiadiazol and
buffered acetyl salicylic acid were evaluated as inducers of resistance to
Alternaria solani in Lycopersicon esculentum cv. Miller (susceptible) and L.
hirsutum var. glabratum CNPH 417 (resistant). The treatments with salicylic
acid and benzothiadiazol reduced lesion numbers in susceptible tomato. There
was no addititional effect of the chemica treatments in reducing lesion
numbers in the resistant species. Chitosan and buffered acetylsalicylic acid
were ineffective as resistance inducers. For histological study, leaflets of
susceptible tomato L. esculentum cv. Miller were treated with salicylic acid,
buffered acetylsalicylic acid or benzothiadiazol, and sample tissues were
cleared in chloral hydrate and examined by differential interference contrast
microscopy. The chemical treatments reduced numbers of spore and of
germtubes attached to the cell epidermis. Cytoplasmic aggregation, changesin

the cell wall and other modifications of the host cell were also observed. These
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modifications might contribute as structural defense mechanisms impeding
host cell penetration and retarding fungal growth. No differences in frequency
were found in treated and nontreated tomato tissues. However, these structural
modifications as inducing mechanisms of resistance cannot be discarded yet
since further clarifications are needed, such as those provided by cytological

and biochemical studies.
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1. INTRODUCAO

A pinta preta do tomateiro, doenca causada pelo fungo Alternaria
solani (Ell. & Martin) Jones & Grout, limita a producdo do tomateiro
(Lycopersicon esculentum Mill.), em todas as regidbes em que é cultivado
(Jones, 1991). O fungo ataca toda a parte aérea da planta, causando lesdes de
aspecto concéntrico e enegrecidas. Em condi¢cbes de alta temperatura e
umidade, a taxa de progresso da doenca € alta e pode destruir toda a cultura.
As lesdes sdo maiores nas folhas mais velhas do que nas mais jovens (Araujo,
2000). O aumento de suscetibilidade das folhas a A. solani esta relacionado
com o0 envelhecimento das plantas, o que sugere um possivel papel de
alcal6ides (Sinden et al., 1973). Além de provocar perdas severas diretamente
na cultura, verificou-se que A. solani e outras espécies do género, quando
infectam frutos, produzem as toxinas aternariol monometil éer (AME) e
alternariol (AOH) (Motta e Soares, 2000). A AOH ¢é leta a fetos de ratos a
100 mg/kg e AME é mutagénica e carcinogénica.

O controle da doenca é feito por meio de fungicidas protetores
(Zambolim et al, 1990 e 1993). Em épocas guentes e chuvosas, quando a
doenca é mais severa, o controle quimico € pouco eficiente (Maieiro et al.,
1990), ndo sendo conhecidos cultivares de tomateiros com resisténcia

completa. Estudos sobre a resisténcia de tomateiro a pinta preta demonstram



gue a heranca é quantitativa, com envolvimento de fatores genéticos aditivos e
epistaticos (Maieiro et al., 1990; Stancheva, 1992; Stancheva e Milanova,
1993), de baixa a moderada herdabilidade (Nash e Gardner, 1988), o que
dificulta o melhoramento visando aresisténcia

Entretanto, segundo Tuzun (2001), todas as plantas dispdem de
mecanismos de resisténcia a pragas e doencas, que podem ser induzidos ou
ativados apds o pré-tratamento com uma Série de organismos ou compostos
ativadores, fenbmeno conhecido por resisténcia induzida sistémica (RIS).
Esses mecanismos podem-se expressar como barreira fisica (papilas, halos,
calose, lignificacdo de parede) e, ou, quimica existentes antes de as plantas
serem atacadas, denominadas barreiras constitutivas (Sticher et al., 1997 e
Tuzun, 2001). Quando essas barreiras sdo ativadas durante ou apés o ataque
dos invasores, sGo chamadas de resisténcia induzida ou adquirida (Sticher et
al., 1997). Pelo menos em certas espécies de plantas, a RIS depende do
acumulo temporal de produtos de multiplos genes, tais como enzimas
hidroliticas, peroxidases e, ou, outros produtos relacionados com a defesa da
planta a agressores externos (Tuzun, 2001).

Basicamente, na resisténcia induzida (RI), € aplicado um ativador da
resisténcia de origem bidtica ou abiotica. Depois de determinado intervalo de
tempo, que varia de horas a dias, dependendo da interacdo hospedeiro x
patdgeno, a planta entdo € desafiada com o patégeno objeto de estudo ou
controle.

A quitosana, quando aplicada exogenamente, ativa a producéo de
proteinas pelas plantas, que sdo hidrolases como as quitinases (Benhamou e
Thérieault, 1992). As quitinases, enzimas que hidrolisam quitina, S0
amplamente encontradas em muitos organismos (Arakane et al., 2000).
Especialmente em plantas, as quitinases sdo constitutivas e estéo presentes sob
diferentes isoformas, cada uma com diferentes capacidades de defesa,
dependendo do dominio catalitico (Arakane et al., 2000; Tsujibo, 2000). Séo

encontradas em tecidos ou O0rgaos especiais, tais como: sementes, tubérculos e



orgéos florais, e respondem ao ataque de fitopatdgenos e ao contato com
quitina e oligossacarideos de quitosanas.

Considerando a auséncia natural de quitina em plantas, as quitinases de
plantas sd0 consideradas enzimas de autodefesa (PR-proteinas) contra
patdgenos e pragas que contém quitinas. As plantas podem reconhecer quitina
ou quitosana na parede celular do patdgeno, produzir e secretar diferentes
quitinases, dentre elas alguma especifica que possua eficiéncia litica ao
patogeno (Arakane et al, 2000). A quitinase, a0 agir sobre a quitina das
paredes de fungos, liberaria oligbmeros (elicitores) que seriam reconhecidos
por receptores presentes na membrana celular da planta, dando inicio aos
processos de reconhecimento e de resisténcia, que podem ser quimicos, com a
producdo de fitoalexinas, peroxidases, calose (Dempsey et al., 1999) e, ou,
fisicos, como o0 espessamento de parede, as aposicoes e as papilas (O'Connell
et al., 1990; Hachler e Hohl, 1984; Donofrio e Delaney, 2001).

Em 1979, White observou que plantas de fumo, quando tratadas com
AS, apresentavam maior resisténcia ao virus TMV e acumulavam maior
quantidade de proteinas PR, como quitinases e b-1,3-glucanases. Varios
estudos posteriores confirmaram o resultado (Bowles, 1990).

O &cido acetil sdicilico (AAS), por hidrdlise, da origem ao é&cido
salicilico (Mitchell et al., citados por Raskins, 1992). A hidrdlise é catalisada
pela enzima acetil esterase encontrada na maioria dos organismos Vivos.
Portanto, o AAS deve causar 0 mesmo efeito de AS quando aplicado as
plantas (Raskins, 1992; White, 1979).

O BTH é outro indutor de resisténcia em vérias plantas, incluindo
trigo, arroz, fumo e pepino (Benhamou e Bélanger, 19984). Foi desenvolvido,
sob 0 nome comercia de BION, pela companhia Syngenta, com a finalidade
de controlar Erysiphe graminis f.sp. tritici, em trigo (Benhamou e Picard,
2000). Desenvolvido como substituto ndo-fitotoxico de AS, BTH, entretanto,
ndo depende da producdo nem da presenca de AS para atuar como indutor

(Oostendorp et al., 2001). Em trigo, 0 BTH € um indutor de resisténcia mais



potente do que o AS (Gorlach et al., 1996). Nao se conhece, ainda, a via de
acdo do BTH (Oostendorp et al., 2001).

Este trabalho objetivou comparar o potencial de quitosana, acido
salicilico, benzotiadiazol e &cido acetil salicilico tamponado como indutores
de resisténcia a pinta preta do tomateiro, bem como verificar, utilizando a
microscopia de luz, a existéncia de alteracdes morfol ogicas diferenciadas entre
os efeitos causados pelos indutores &cido salicilico, benzotiadiazol e por acido

acetil salicilico tamponado nainteracdo A. solani x L. esculentum.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparo das plantas de tomateiro, método geral de inducdo de

resisténcia, método geral de inoculacéo de Alternaria solani

Foram usadas as espécies Lycopersicon esculentum cultivar Miller,
como hospedeiro suscetivel, e L. hirsutum v. glabratum introducdo CNPH
417, como hospedeiro resistente. Utilizaram-se espécies diferentes pela néo-
disponibilidade de fontes de L. esculentum com alto grau de resisténcia a
Alternaria solani (Castro, 1997). Embora L. hirsutum néo apresente resisténcia
completa, revela alto grau de resisténcia quantitativa (Nash e Gardner,
1988a,b).

Os tomateiros foram semeados em solo: arela: esterco, na proporcéo
1:1:1 e, posteriormente, transplantados para vasos plasticos de 13 cm de
didmetro por 11 cm de alturaou 15 x 13 cm. As plantas foram adubadas com
NPK (4:14:8), sempre que necessario, até 15 dias antes de tratadas com os
indutores de resisténcia. Usou-se enxofre para o controle de oidio, evitando-se
sua aplicagéo em intervalo inferior a 10 dias dainoculagéo com A. solani.

Em plantas fisiologicamente maduras (Rotem, 1994), aplicaram-se as
solucdes aquosas de indutores nas concentraces decididas previamente para

cada ensaio, em todas as folhas de cada planta, até o ponto de escorrimento,



com De Vilbiss acoplado & bomba compressora gjustada para 1 kg/cm®. As
plantas permaneceram em casa de vegetacdo até ainocul agao.

O isolado usado foi o UL11 CM5, mantido no laboratério em tubos de
ensaio que continham batata, dextrose e agar (BDA) inclinado, em condic¢oes
de ambiente. O isolado é uma variante de um isolado obtido do campo, com
capacidade de esporular no escuro, a 25°C, quando semeado em placas de
Petri com meio BDA modificado (200 gramas de batata, 10 gramas de
dextrose e 15 gramas de agar-agar) ou com meio BSA (200gramas de batata,
10 gramas de sacarose e 15 gramas de agar). A concentracdo de esporos usada
foi de 2,5 x 10° esporos/ml, pelo método de contagem de esporos por gota de
10 m. Depois de inoculadas com o0 uso de DeVilbiss acoplado a bomba
compressora, as plantas foram mantidas em camara-de-nevoeiro ajustada para
aspergir agua a intervalos de meia hora e com fotoperiodo de 12 horas e
temperatura média de 25°C. Ap6s 48 horas, eram novamente transferidas para
casa de vegetacdo, até a visualizacdo das lesdes.

Dividiu-se Material e Métodos em duas partes. i- determinagdo dos
indutores de resisténcia a A. solani em ‘Miller’ e ii- histopatologia
comparativa de modificagdes morfologicas da resisténcia induzida na espécie

suscetivel em ‘Miller’ aresisténciainerente CNPH 417.

2.1.1. Resisténcia em duas espécies de tomateiro a Alternaria solani,
induzida por quitosana, acido salicilico, benzotiadiazol e acido acetil

salicilico tamponado

Os testes foram redlizados em casa de vegetacdo e o delineamento

estatistico empregado em todos os ensaios foi 0 inteiramente casualizado.



2.1.1.1. Avaliacdo do efeito indutor de quitosana (quitina di-acetilada =

poli [1,4-b-D-glucosaminal)

A quitosana € derivada da quitina que compde cerca de 90% da casca
de crustaceos. E um polimero policationico de b-1,4-glucosamina que tem a
propriedade de reagir rapidamente com as cargas negativas de moléculas
expostas na parede celular da planta (Benhamou e Picard, 2000).

Solucdes aquosas de quitosana extraida de casca de caranguejo (Sigma,
C-3646), segundo o método empregado por Benhamou e Thérieault (1991),
foram sempre preparadas no dia da aplicagéo, nas concentragbes de 0,0, 0,5,
1,0 e 2,0mg/ml. A quitosana estimula a formagdo de quitinase &cida, em
plantas, somente quando aplicada sobre ferimentos. Quando aplicada sem
ferimento, tem apenas acdo antifungica de contato (EI Gahouth et al.,1992).
Por isso, usaram-se diferentes métodos no tratamento de plantas de tomate

com a quitosana, para selecionar 0 mais adequado:

I. Imersdo de raizess Mudas com 18 dias ap0s a semeadura (a especie
resistente apresentava trés folhas e o cultivar Miller, quatro folhas) foram
retiradas da sementeira. As raizes, apés lavadas em égua corrente para retirar
residuos de solo, foram imersas em frascos de 200ml que continham 100ml de
cada concentracéo da solugdo, em grupos de 10 mudas por frasco, durante 30
minutos. Apos esse tempo, as mudas tratadas foram plantadas individual mente
em vasos e mantidas em condicdes de casa de vegetacdo. Como testemunha,
as raizes de 10 mudas foram imersas em 100ml de &gua destilada.

Cinco dias ap6s o tratamento, as plantas foram inoculadas com
25x 10° esporos/ml e, 72 horas ap0Os a inoculagdo, avaliou-se 0 nimero de
lesBes/cm?/foliolo, sendo cinco foliolos/folha, duas folhas por planta e
10 plantas por tratamento, cada planta constituindo uma repeti ¢céo.

Para delimitar a drea de 1cm?, usou-se um molde vazado com um retangulo

de &rea de 1 cm?. O molde foi aposto &s regides apical, mediana e basal de



cada foliolo. As lesBes eram contadas, obtendo-se, posteriormente, a média de

lesdes/cm? /foliolo.

I.I. Solugdo de quitosana aplicada diretamente na superficie do solo - As
raizes de mudas de tomate ‘Miller’ e CNPH 417, plantadas em vasos
individuais, 37 dias ap0s a semeadura, foram feridas, inserindo-se uma
espétula de aco inoxidavel de 2 cm de largura diretamente no solo, em oito
pontos equidistantes do caule, sendo quatro pontos a 3 cm e outros quatro
pontos a 5 cm de distancia do coleto. Em seguida, foram distribuidos 10 ml da
solucdo de quitosana correspondente a cada tratamento (0,0, 0,5, 1,0 e
2,0 mg/ml), na superficie do solo de cada vaso. Depois de tratadas, as plantas
foram irrigadas para melhor percolacdo e distribuicao da solucdo de quitosana
no solo. Foram usadas 10 plantas para cada tratamento.

Dois dias ap0s o tratamento, as plantas foram inoculadas e, quatro dias
apos a inoculacdo, contou-se 0 numero de lesdes, na quarta folha totalmente
desenvolvida contada de cima para baixo. Obteve-se a média do nimero total
de lesBes por foliolo, contando-se 0 nimero de |esdes presentes em cada cinco
foliolos por folha completa, uma folha completa por planta.

Utilizaram-se 10 plantas por tratamento, cada planta constituindo uma

repeticao.

i.i.i. Injecdo subepidérmica- Foliolos de plantas ‘Miller’ e CNPH 417, aos 39
dias da semeadura, foram tratados com injec&o subepidérmica de 0,5 a 1,0 mi
de solucdo de quitosana na concentragéo correspondente a 0,0, 0,5, 1,0 ou
2,0 mg/ml, em um dos foliolos medianos da terceira folha completamente
desenvolvida, do apice para a base. Um dia apds o tratamento, as plantas
foram inoculadas e, apos 4 dias, contou-se 0 nimero medio de lesdes por
foliolo, cinco foliolos por folha, nas folhas que tiveram o foliolo injetado com
a solucdo; o nimero médio de lesdes na folha imediatamente acima a injetada;
e 0 numero médio de lesbes na folha imediatamente abaixo a injetada. Foram

usadas cinco plantas por tratamento. Cada planta constituiu uma repeticao.



I.v. Gaze embebida em solucdo de quitosana.-A terceira folha completa, a
contar de baixo para cima, de plantas ‘Miller’ e CNPH 417, com 40 dias da
semeadura, foi levemente friccionada com gaze embebida em solugéo de
quitosana (0,0, 0,5, 1,0 e 2,0 mg/ml) com carborundum. Logo em seguida, a
mesma folha foi aspergida com a solugdo correspondente, até o ponto de
escorrimento. Decorridas 24 horas, toda a planta foi inoculada e, quatro dias
depois, contou-se 0 nimero médio de lesdes por foliolo, sendo cinco foliolos
por folha, nas folhas que tiveram o foliolo friccionado com gaze embebida na
solugdo; o nimero médio de lesdes na folha imediatamente acima a tratada; e
0 numero médio de lesdes na folha imediatamente abaixo a tratada. Foram

usadas cinco plantas, por tratamento, constituindo cada planta uma repeticao.

2.1.1.2. Determinacdo da concentracao ideal de acido salicilico (acido 2-

hidr oxibenzoico) parainducdo deresisténcia

Em todos os testes, usou-se &cido salicilico (AS), da Sigma (S-0875).
Tanto o preparo da solugdo agquosa quanto o modo de aplicacdo foram
semelhantes aos usados por Weymann et al. (1995), isto €, o &cido sdlicilico
foi dissolvido em égua destilada, por meio de agitagdo constante. A solucdo
era sempre preparada no momento de ser utilizada.

Solugbes aguosas de AS foram preparadas nas concentracoes de 0,0,
2,5, 50 e10,0 mM e pulverizadas em todas as folhas das plantas ‘Miller’ e
CNPH 417, aos 35 dias da semeadura, usando-se DeVilbiss acoplado a bomba
compressora, até o ponto de escorrimento. As plantas foram mantidas em casa
de vegetacdo. Apos 48 horas, foram transferidas para a camara-de-nevoeiro,
onde foram inoculadas e mantidas em 25°C. Dois a trés dias apds a
inoculagdo, contou-se 0 nimero de lesdes por foliolos, sendo cinco foliolos de
uma folha completa situada no terco inferior da copa, num total de 10 plantas
por tratamento. Cada planta constituiu uma repeticao.

Todo o ensaio foi repetido trés vezes.



2.1.1.3. Efeito comparativo de acido salicilico (AS) e de benzotiadiazol

(BTH) nainducéo deresisténcia

Usou-se 0 benzotiadiazol (BTH) (BION, 50% p.a, Syngenta). A
concentracéo de 1,5 mM e a forma de preparacédo de BTH seguiram as
adotadas por Benhamou e Bélanger (1998a,b). Com base nos resultados do
ensaio de determinacdo de concentracdo de AS nainducdo de resisténcia (item
2.1.2), decidiu-se pela aplicacéo de solucéo agquosade AS a 10 mM.

Os tratamentos consistiram em aplicacdo de agua destilada
(testemunha), AS, BTH e AS + BTH. O tratamento conjunto de AS + BTH, o
BTH foi aplicado logo em seguida ao AS. Foram usadas apenas plantas da
espécie suscetivel, L. esculentum cv Miller.

As plantas foram tratadas 53 dias apds a semeadura. Apos 48 ou 72
horas de tratadas, foram inoculadas com o fungo. Quatro dias apls a
inoculacdo, contou-se o0 nimero de lesdes por foliolo, sendo cinco foliolos em
cada folha do terco inferior da copa, duas folhas em cada planta, sendo
calculado o nimero médio de lesdes por foliolo, por planta. Foram usadas
cinco plantas por tratamento, representando cada planta uma repeticéo.

O ensaio foi repetido duas vezes.

2.1.1.4. Determinacéo do tempo decorrido entre a aplicagdo do indutor e a

inducdo deresisténcia por ASeBTH

O ensaio foi realizado para determinar 0 tempo necessario para que
ocorresse a indugdo da resisténcia nas plantas, apés a aplicacdo do(s)
indutor(es).

A copadas plantas da cv. Miller foi tratada com pulverizaggo individual
das solugbes de AS 10 MM e, ou, BTH 1,5 mM, emintervalosde 1, 2, 3,4 e5
dias antes de serem inoculadas com o fungo. A testemunha foi tratada com

agua destilada e inoculada, em seguida, com A. solani.

10



Contaram-se 0s numeros de lesbes em cada foliolo de duas folhas
completas do terco inferior de uma mesma planta, sendo cinco foliolos por
folha. A média de lesbes por foliolo de cada planta consistiu em uma
repeticéo, tendo sido usadas cinco plantas por tratamento.

Todo o ensaio foi repetido duas vezes.

2.1.1.5. Efeito de acido acetil salicilico tamponado (AAS) na inducéo de
resisténcia

Durante os trabalhos, observou-se que o AS era toxico as folhas dos
tomateiros. O acido acetil salicilico é transformado em AS pelo efeito de acetil
esterase produzida pelos organismos vivos (Mitchell et al., citados por
Raskins, 1992), inclusive pelas plantas. Sendo o pH do AS extremamente
baixo, em torno de 2,2, e provavel causador da fitotoxidez, decidiu-se usar o
acido acetil salicilico (AAS) tamponado (pH 3,9-4,0) com carbonato de calcio,
oxido de magnésio e carbonato de magnésio, encontrado comercialmente com
o0 nome de Bufferin (Bristol-Myers Squibb Brasil), numa tentativa de evitar as
lesdes provocadas pelo AS.

O comprimido de AAS foi triturado em almofariz e diluido em égua
destilada imediatamente antes de ser usado.

Os tratamentos consistiram na aplicacdo de &gua destilada
(testemunha), AS (10 mM), BTH (1,5mM) e AAS (10 mM), na copa de
plantas do cv. Miller. Depois de trés dias, inoculou-se A. solani e, 48 horas
apos, foi avaliado o nimero médio de lesdes por foliolo de duas folhas
completas do terco inferior da copa. Usaram-se cinco plantas por tratamento,

representando cada planta uma repeticao.
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2.2. Histopatologia do efeito de indutores de resisténcia em tomateiros a

Alternaria solani

Tomateiros do cultivar Miller e da introdugdo CNPH 417 foram
semeados em mistura de solo: arela: esterco (1:1:1) e mantidos em casa de
vegetacdo. Depois de 15 dias, foram transplantados, individualmente, para
vasos de 15 x 13 cm e adubados uma vez com mistura NPK na proporcéo 4:
14: 8. Foram usadas trés plantas por tratamento.

Aos 56 dias da semeadura, as plantas da cv. Miller foram tratadas com
acido sdlicilico (AS), benzotiadiazol (BTH) e acido acetil salicilico (AAYS)
tamponado, tendo sido tanto a testemunha quanto a introducdo resistente
tratadas com agua destilada. O AS foi usado na concentracdo de 10 mM, o
BTH, nade 1,5 mM, e o AAS, nade 10 mM. A copa das plantas foi tratada
com as solugbes, usando-se DeVilbiss acoplado a uma bomba compressora,
até o ponto de escorrimento, e as plantas foram mantidas em casa de
vegetacao.

As plantas foram inoculadas trés dias depois, com suspensdo de
aproximadamente 2-5 x 10° esporos/ml, na primeira repeticdo do ensaio, e de
2 x 10°, na segunda repeticdo, por meio de DeVilbiss acoplado & bomba
compressora, aé o ponto de escorrimento. As plantas inoculadas foram
mantidas em camara-de-nevoeiro, a 25°C, e fotoperiodo de 12 horas. Apds 48
horas, foram transferidas para casa de vegetacao.

Na primeira repeticdo do ensaio, observaram-se principalmente os
eventos associados a fase de pré-penetracdo. Como fase de pré-penetracéo,
consideraram-se 0s eventos compreendidos apds a inoculagdo do esporo na
superficie do foliolo, germinacdo com a emissdo de tubos germinativos e o
desenvolvimento dos tubos germinativos sobre a superficie, culminando ou
ndo naformacao de apressorio.

Foram coletados fragmentos retangulares de foliolos de 1,5 x 0,5 cm,
apos 6, 24 e 48 horas da inoculagdo. Esses fragmentos foram retirados de

acordo com o seguinte esqguema: um fragmento por foliolo, sendo usados trés
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foliolos medianos por folha completa, por planta. Foram usadas duas plantas
por tratamento e por intervalo de tempo. Para cada combinag&o tratamento-
tempo, foram analisados seis fragmentos. As folhas das quais foram retirados
os fragmentos situavam-se no terco inferior da copa de cada planta. As
amostras foram imediatamente submetidas ao clareamento, seguindo o método
de Longo et al. (1994), modificado: os fragmentos foram transferidos
diretamente para cloral hidratado saturado (2,5g/ml), para clareamento e
diafanizacdo. Depois de diafanizados, o clora hidratado foi substituido por
lactofenol (cristal de fenol : &cido l&tico : glicering, 1:1:1).

Para observacdo, os fragmentos foram montados em |aminas de
microscopio, com a face adaxial voltada para cima. Sobre eles, foram
depositadas gotas de uma solucéo aguosa de azul de algodéo, na concentracao
testada previamente de 50 mg/50 ml de &gua destilada. Depois de cerca de
cinco minutos, o excesso de corante em torno dos fragmentos foi succionado
com pipeta de Pasteur e fez-se a sua substituicéo por gotas de lactofenol; apos
a deposicéo de lactofenol, os fragmentos foram cobertos com laminulas de 5 x
2,5 cm. Os fragmentos foram observados e fotomicrograf ados em microscépio
de luz marca Olympus, modelo Vanox, equipado com interferéncia diferencia
Nomarski.

Na segunda repeticdo do ensaio, deu-se mais énfase as fases de
penetracdo e pos-penetracdo de A solani em tomateiros suscetiveis tratados
com &gua destilada (testemunha), AS, AAS e BTH e em tomateiro resistente
tratado com &gua destilada. Retiraram-se quatro fragmentos de 0,5 x 1,5 cm de
uma folha completa, sendo cada folha obtida de trés plantas diferentes, num
total de 12 fragmentos por tratamento. Os fragmentos foram coletados 24, 48 e
72 horas depois da inoculacdo. Na fase de penetrac@o, consideraram-se 0S
locais de penetracéo pelo fungo na lamina foliar e que foram reunidos em dois
grupos aqui chamados de complexo epidérmico e complexo estomatal. O
complexo epidérmico compreende a penetracdo pela superficie da epiderme
(periclinal) ou entre a juncéo de duas ou mais células epidérmicas (anticlinal)

ou por meio de tricomas. A penetracéo pelo complexo estomatal compreende
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penetracdo pelo ostiolo do estbmato, pela célula-guarda, pelajuncéo anticlinal
lateral da célula-guarda do estdbmato com a célula subsidiaria ou pela juncéo
anticlinal entre a extremidade (pdlo) do estbmato e a célula subsidiaria. Foram
ainda observadas as reagdes morfol0gicas produzidas pela planta em resposta

a presenca do patdgeno, nas fases de penetracao e de pos-penetracao.
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3. RESULTADOS

3.1. Resisténcia de duas espécies de tomateir o a Alternaria solani, induzida
por quitosana, acido salicilico, benzotiadiazol e acido acetil salicilico

tamponado

3.1.1. Avaliacéo do efeito indutor de quitosana (quitina di-acetilada = pali

[1,4-b-D-glucosaminal)

Os resultados apresentaram variabilidade alta e ndo foram conclusivos
(Figs. 1 a2). Em todos os ensaios, em alguns dos tratamentos com quitosana,
ocorreu maior numero de lesdes por foliolo do que na testemunha (Fig. 1). De
modo geral, qualquer forma de tratamento das plantas com quitosana néo
interferiu no nimero de lesBes formadas pel a espécie resistente.

Observou-se que a fricgdo de foliolos com gaze embebida nas solucbes
de quitosana provocava danos a superficie foliar, causando lesbes que
aumentavam em numero e extensdo com 0 aumento da concentracdo da
solucéo de quitosana. Na concentragdo mais alta (2 mg/ml), ocorreram a seca
total e a queda das folhas, antes de se contarem as lesdes (Fig. 2D).

Em geral, quando quitosana foi injetada ou aplicada com gaze, o

nimero de lesBes nas folhas imediatamente superior a folha tratada foi
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Figura 1 - Numero médio de lesdes por foliolo de Lycopersicon esculentum

cv. Miller (suscetivel) e L. hirsutum v. glabratum CNPH 417
(resistente), tratados na raiz (A), na superficie do solo (B), com
injecdo subepidérmica na folha (C) e com friccdo com gaze (D)
embebida em &gua destilada (0- testemunha), 0,5, 1,0 e 2,0 miligramas
por mililitro de quitosona e inoculados com Alternaria solani. As
barras sobre as colunas representam o erro-padréo da media.
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as colunas representam o erro-padréo da média.
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superior a0 das demais (Fig. 2), principamente nas folhas do tomateiro
suscetivel (Figs. 2A e C).

No ensasio em que as solugdes foram injetadas no foliolo,
aparentemente ndo houve diferenca do niUmero de lesbes entre a testemunha e
os tratamentos (Fig. 1C). Mas quando aplicadas sobre os foliolos através de
gaze embebida na solucgéo, as plantas que receberam tratamento tenderam a

apresentar maior nimero de lesBes por foliolos do que atestemunha (Fig. 1D).

3.1.2. Determinacdo da concentracdo ideal de acido salicilico (acido 2-

hidr oxibenzoico) parainducdo deresisténcia

O efeito de concentracéo de AS foi estatisticamente diferente para as

duas espécies de Lycopersicon (Fig. 3).

15 4

10 +

Numero médio delesdes/folioli

0 2,5 5 10

Concentragdo (mM)
O"Miller" @BCNPH417

Figura 3 - NUmero médio de lesBes por foliolos de Lycopersicon esculentum
cv. Miller (suscetivel) e L. hirsutum v. glabratum introducdo
CNPH417 (resistente) ap0s tratamento com  diferentes
concentrages de acido sdlicilico para a inducéo da resisténcia a
Alternaria solani. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
(teste de F, P = 0,05), entre espécies de plantas, dentro da mesma
concentragao.
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O tratamento com AS reduziu o nimero de lesBes por foliolos de
‘Miller’ e se observou o aumento da resisténcia com o aumento da
concentracdo (Fig. 3). Nesse cultivar, a relacdo concentracdo (x) — nimero de
lesBes (y) foi dada pela equacdo: y = 11,77 - 0,80x, cujo R? = 0,42. Ambos 0s
pardmetros da equacdo foram significativos (P=0,01) e obteve-se
independéncia dos residuos. Para CNPH 417, ndo houve efeito da
concentracdo. Ocorreu reducdo do nimero de lesdes de 13%, 40% e 68%, para
os tratamentos com 25mM, 50mM e 10,0 mM, respectivamente. Entretanto,
observou-se que AS provocava crescente fitotoxidez as plantas com o aumento
da concentracéo. O efeito ocorria principamente quando era aplicado através
de bomba compressora e com a ocorréncia de sol forte e altas temperaturas; as
lesbes apresentavam-se irregulares, de areas variaveis e eram abundantes.
Inicialmente, apresentavam aspecto de anasarca que evoluiam para coloragéo
prateada e, depois de secas, tornavam-se cor de paha. As folhas do terco
inferior da copa senesceram e cairam alguns dias antes das folhas das plantas
tratadas apenas com agua destilada.

Na segunda repeticdo do ensaio, também houve diferenca significativa
entre as concentragcdes quanto ao numero de lesdes em 'Miller', bem como né&o
houve efeito de tratamento nem de concentragOes de AS sobre CNPH417. Esta
ultima, apesar de possuir resisténcia a A. solani na lamina foliar, comumente
apresentava lesdes lineares de 2 a 5 mm de comprimento ao longo dos peciolos

e ragquisfoliares e dos pecidlulos.

3.1.3. Efeito de acido salicilico (AS) e de benzotiadiazol (BTH) na inducéo

daresisténcia

Houve diferenca significativa entre os tratamentos com AS e o0s demais
tratamentos, a 5% pelo teste de Tukey (Fig. 4). Também houve diferenca
significativa entre a espécie suscetivel e a resistente (ndo mostrado aqui). Para
‘Miller’, o tratamento com AS + BTH provocou maior resisténcia (reducéo em
83% do numero de lesdes/foliolo), mas ndo foi estatisticamente diferente do
efeito de AS(67%). Os efeitos de AS e BTH foram similares entre eles,
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Figura4 — Efeito de BTH, AS e AStBTH na inducdo de resisténcia a
tomateiros Lycopersicon esculentum cv. Miller (suscetivel) a
Alternaria solani. Letras minlusculas diferentes indicam diferenca
estatistica a 5%, pelo teste de Tukey. (Test. = testemunha).

estatisticamente, embora 0 de AS tenha sido superior a0 da testemunha
(Fig.4). Tanto AS gquanto AS+BTH foram melhores que a testemunha n&o
tratada.

Os tratamentos com BTH ndo levaram a quaisquer sintomas de
fitotoxidez nas plantas, diferentemente dos com apenas AS. Entretanto,
quando eram aplicados AS e, em seguida, 0 BTH, ndo ocorria fitotoxidez. As
plantas tratadas com BTH apresentavam crescimento vigoroso e a folhagem

apresentava coloragéo verde-escura.

3.1.4. Determinagdo do tempo decorrido entre a aplicacéo do indutor e a

inducdo deresisténcia por ASeBTH

Ndo houve diferenca significativa entre intervalos de tempo de
aplicacdo dos indutores de resisténcia AS e BTH e inoculagéo do patégeno,
pelo teste de F (P =0,05) (Fig.5).

Todavia, com base nesse resultado e nas tendéncias observadas nos
ensaios que envolviam a agéo de cada indutor, separadamente, resolveu-se
optar pelo intervalo de dois ou trés dias entre tratamento e inoculacdo do

fungo, nos ensaios posteriores.
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Figura 5 — Numero médio de lesdes por foliolo de Lycopersicon esculentum
cv. Miller inoculado com Alternaria solani nos intervalos de 1, 2,
3, 4 e 5 dias apobs a aplicacdo dos indutores de resisténcia acido
salicilico (AS) e benzotiadiazol (BTH).

Comparando os resultados obtidos entre a testemunha e as plantas
tratadas com AS e inoculadas ap0os 24 horas, a reducdo do nimero de lesdes
foi de 38% e, com BTH, foi de 46%. A reducdo do nimero meédio de lesdes
formadas por foliolos das plantas foi de 68%, para as plantas tratadas com AS,
e de 74%, para as tratadas com BTH, quando inoculadas entre dois até cinco

dias apos tratadas.

3.1.5. Efeito de acido acetil salicilico tamponado (AAS) na inducdo de

resisténcia

AAS ndo ocasionou resisténcia a pinta preta no tomateiro quando
comparado a testemunha (Fig. 6). A 10mM, AAS raramente provocou lesoes
necréticas caracteristicas de fitotoxidez nas folhagens, assim como nédo foi
observada senescéncia precoce das folhas mais velhas. Entretanto, a 20 mM,
AASfoi téo fitotoxico quanto AS, aém de ndo reduzir o nUmero de lesoes.
O tratamento com AS foi estatisticamente semelhante ao com BTH, e ambos
foram diferentes da testemunha e do tratamento com AAS (Fig. 6). Neste
ensaio, a inducdo com AS provocou reducdo de 72% no nimero médio de
lesdes; BTH de 43,2% e AAS de apenas 0,08%, em relacdo a testemunha.
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Figura 6 — Numero medio de lesdes por foliolo de Lycopersicon esculentum
cv. Miller inoculado com Alternaria solani apds tratamento com
agua destilada (testemunha) e os indutores de resisténcia acido
sdicilico (AS) a 10 mM, benzotiadiazol (BTH) a 1,5 mM e é&cido
acetil salicilico tamponado (AAS) a 10 mM. Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre tratamentos (teste de Tukey,
P =0,05)

3.2. Histopatologia do efeito de indutores de resisténcia em tomateiros a

Alternaria solani

Observou-se que 0 numero total de esporos presentes, por tratamento,
sobre a superficie dos fragmentos analisados aumentava com o aumento do
intervalo de tempo entre a inoculagdo e a coleta dos materiais (Quadro 2; Fig.
7), embora as plantas tenham sido inoculadas no mesmo dia e com a mesma
suspensdo de esporos. Na especie resstente (CNPH417) e na espécie suscetivel
(cv. Miller), tratadas com AAS, AS e BTH, o nimero de esporos presentes foi
sempre inferior ao da testemunha, em todos os interval os de tempo.

Em todos os tratamentos, a porcentagem de esporos germinados sobre a
superficie do foliolo ndo variou a partir das seis horas da inoculacéo (Quadro
1). O mesmo foi observado para o nimero de tubos germinativos, tanto entre
tratamentos quanto entre interval os de tempo (Quadro 1; Fig. 8). Na avaliacdo

das seis horas, os tubos germinativos eram, em geral, curtos, variando a
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Figura7- Numero total de esporos de Alternaria solani presentes sobre a
superficie foliar de 12 fragmentos de 0,5x1,5 cm* de Lycopersicon
eculentum cv. Miller (suscetivel) tratados com agua dedtilada
(testemunha), &cido acetil dicilico (AAS), &ido dicilico (AS) e
benzotiadiazol (BTH), e de L. hirsutum v. glabratum introducdo CNPH

Quadro 1 — Eventos de pré-penetracdo de esporos de Alternaria solani em
folhas de tomateiro suscetivel Lycopersicon esculentum cv.
Miller, tratado com &gua destilada (testemunha), acido salicilico
(AS) e benzotiadiazol (BTH), e na espécie resistente L. hirsutum
v. glabratum introducdo CNPH 417, n&o tratada com indutores,

Namero total de
esporos/tratamento

300 +

250 -

200

150

100 -

50

Test

CNPH417  AAS

Tratamento

AS BTH

m24h m48h O 72h

417 (resstente), ndo tratado, apds 24, 48 e 72 horas dainocul agéo.

apos 6, 24, 48 e 72 horas da inoculagéo

Tempo Esporo N2 médio de N® médio de N® médio de
H Tratamento germinado TGlesporo  apressorio/esporo  apressorio/esporo
() (%) germinado germinado COM apressorio
Testemunha 97,0 2,0 0,06 2,0
6 CNPH 417 96,7 2,0 0,0 0,0
AS 98,2 2,2 0,06 1,6
BTH 98,8 2,7 0,01 1,0
Testemunha 97,8 24 0,3 15
CNPH 417 99,0 2,6 0,05 1,7
24 AS 98,8 2,7 0,01 1,5
BTH 98,4 2,0 0,2 1,1
Testemunha 98,3 24 0,5 17
CNPH 417 99,0 25 0,1 1,1
48 AS 98,8 2,6 04 1,5
BTH 99,8 29 0,3 14
Testemunha N.C. N.C. N.C. N.C.
CNPH 417 98,7 2,6 0,07 1,3
2 AS 97,6 2,4 0,5 1,8
BTH 97,3 2,7 0,5 1,8
N.C. = amostras néo coletadas; TG = tubo germinativo; h = horas.
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Figura8 —NUumero meédio de tubos germinativos (TGs) por esporo de
Alternaria solani contados sobre a superficie foliar de 12
fragmentos de 0,5x1,5 cm? de Lycopersicon esculentum cv. Miller
(suscetivel), tratados com agua destilada (testemunha), acido acetil
salicilico tamponado (AAS), écido salicilico (AS) e benzotiadiazol
(BTH), e de L. hirsutum v. glabratum CNPH 417 (resistente), ndo
tratado, apos 24, 48 e 72 horas da inoculacéo.

porcentagem de esporos ndo germinados de 2 a 4%. O nimero de apressorios
formados por esporos foi baixo, em todos os tratamentos (Quadro 1). O
nimero meédio de apressorios por esporo germinado, dos que formavam
apressorios, variou de 1,3 a2 (Quadro 1; Fig. 9).

A partir das 24 horas, foram encontrados tubos germinativos
ramificados e, depois das 48 horas, eles eram muito longos. O crescimento foi
essencialmente superficial, ndo tendo sido verificada nenhuma modificagdo
histol 6gica do hospedeiro, sob microscopia de luz.

O numero de apressorios por esporo germinado aumentou em cerca de
10 vezes, entre 6 e 24 horas apods a inoculacdo, exceto na combinacdo AS e
CNPH 417 (Quadro 1). Entre 24 e 48 horas, a taxa de aumento estabilizou,
exceto para AS. O tratamento com AS retardou a formagdo de apressorios até
aproximadamente 48 horas. Em CNPH 417, no primeiro ensaio, 0S apressorios
se formaram a partir das 24 horas. A partir das 48 horas, o numero de

apressorios permaneceu estavel, como na espéci e suscetivel.
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Quadro 2 —

Numero total de esporos de Alternaria solani em 12 fragmentos de
0,5 x 1,5 cm?, nimero médio de tubos germinativos (TG) por
esporo e nimero médio de apressorios por esporo, na fase de pré-
penetracdo; porcentagem de penetragdo do fungo pelo complexo
estomatal e pelo complexo epidérmico de foliolos de Lycopersicon
esculentum cv. Miller (suscetivel), tratados com &gua destilada
(testemunha), com a&acido acetil sdlicilico (AAS), com
benzotiadiazol (BTH), e de L. hirsutum v. glabratum introducéo
CNPH 417 (resistente), tratados com agua destilada, apos 24, 48 e
72 horas dainoculagéo

Pré-Penetracéo Penetracéo
- N® médio % penetragdo % penetracdo
0
Tratamento Nototd de ~ \_Mmediode apressorio/ complexo complexo
TGs/esporo S
esporo contado (E.Padir3o) esporo estomatal epidérmico
' (E.Padréo) (E.Padréo) (E.Padréo)
Miller-Test.
24 hs 152 2,1(4,54) 1,0(2,01) 45,6(0,11) 54,3(0,17)
48 hs 194 1,8(3,78) 1,2(2,83) 50,0(0,14) 50,0(0,25)
72 hs 253 1,8(4,26) 1,1(2,98) 57,0(0,16) 43,1(0,19)
CNPH417
24 hs 72 1,9(1,88) 0,6(0,94) 0,0(0,0) 100,0(0,04)
48 hs 79 2,4(3,44) 0,3(0,70) 8,3(0,02) 91,7(0,11)
72 hs 139 1,9(3,84) 0,6(1,20) 43,7(0,05) 56,2(0,07)
Miller-AAS
24 hs 79 2,7(4,95) 1,0(2,48) 36,8(0,06) 63,4(0,10)
48 hs 99 2,3(3,66) 1,4(2,96) 75,7(0,15) 24,3(0,07)
72hs 149 2,0(3,17) 1,5(3,45) 44,7(0,14) 55,3(0,20)
Miller-AS
24 hs 75 2,7(3,28) 0,5(1,0) 100,0(0,08) 0,0(0,0)
48 hs 129 2,2(3,48) 1,0(2,10) 41,1(0,14) 58,9(0,15)
72hs 214 2,3(5,68) 1,6(5,84) 56,6(0,18) 43,3(0,22)
Miller-BTH
24 hs Q0 2,5(4,15) 0,9(2,44) 81.8(0,07) 18,1(0,03)
48 hs 123 2,0(3,48) 0,8(1,57) 44.7(0,17) 49,2(0,19)
72 hs 187 1,8(2,95) 1,0(2,98) 64.8(0,19) 35,2(0,12)

Test. = Testemunha; E.Padréo = Erro-padréo da média.
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Figura 9 — Numero médio de apressorios formados por esporo de Alternaria
solani inoculado em folhas de Lycopersicon esculentum cv Miller
(suscetivel), apds tratamento com &gua destilada (testemunha),
acido acetil salicilico (AAYS), écido sdlicilico (AS) e benzotiadiazol
(BTH), e de L. hirsutum v. glabratum introducdo CNPH 417
(resistente), tratado com agua destilada, apos 24, 48 e 72 horas da
Inocul agéo.

Como observado na primeira repeticdo do ensaio, 0 nimero de esporos
aderidos na lamina foliolar aumentou com o tempo apds 0 processamento, em
todos os tratamentos (Quadro 2). Considerando o numero total de esporos
contados (2034) como 100%, o esporo foi mais facilmente removido quando
tratado com AAS, AS, BTH e da espécie resistente, as 24 horas, ou sgja, na
testemunha suscetivel — 7,5%, em CNPH 417 — 3,5%, nacom AAS — 3,9%, na
com AS —3,7% e nacom BTH — 4,4%. No entanto, as 72 horas, o nUmero de
esporos nos foliolos tratados com AS assemelhou-se a0 da testemunha
(testemunha — 12,4%, CNPH 417- 6,8%, AAS — 7,3%, AS — 10,5% e BTH —
9,2%). As 48 horas, foram encontrados 9,5% dos esporos, na testemunha,
3,9% na espécie resistente, 4,8% no tratamento com AAS, 6,3% no tratamento
com AS e 6,0% no tratamento com BTH. Na testemunha, em todos os
intervalos de tempo, encontrou-se maior nimero de esporos sobre a superficie

foliar que nos demais tratamentos. Considerando o0 numero de esporos
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contados as 72 horas em cada tratamento como 100%, verificou-se que, na
testemunha, 60% dos conidios ja estavam aderidos, as 24 horas, e 77%, as 48
horas, e, no tratamento com AAS, 53%, as 24 horas, e 66%, as 48 horas.
Comparando a testemunha com a espécie resistente, verificou-se que, em
CNPH 417, o nimero de esporos correspondia a cerca de 52% do total; as 24
horas, correspondia a 35% e, as 48 horas, a 60%.

No cultivar suscetivel, verificou-se que, entre 24 e 48 horas da
inoculacdo, 0s esporos ja haviam germinado, penetrado (Quadro 3) e, quando
esses eventos foram bem-sucedidos, haviam colonizado as céulas
epidérmicas, tendo, em aguns locais, atingido o tecido palicédico.
Geralmente, a colonizagcdo de A. solani ocorria no sentido horizontal,
restringindo-se as células vizinhas as células penetradas da epiderme, antes de
atingir o mesofilo e, ou, a epiderme inferior. Raramente, o tecido lacunoso era
também atingido. As 72 horas, a epiderme inferior ja havia sido colonizada. A
colonizacdo dos tecidos palicadicos era principalmente intercelular. Em raras
ocasi0es, observou-se a colonizagdo intracelular do tecido paligadico. No
tecido lacunoso, até as 72 horas, a colonizacao era apenas intercelular. Quando
a lesdo estava muito desenvolvida, ndo foi possivel distinguir as células da
epiderme superior porgue elas tornavam-se amorfas, nao individualizadas,
murchas. Neste ensaio, observou-se, também, grande nuimero de hifas
superficiais em anastomose e, muito raramente, verificou-se mais de um ponto
penetrado com SUCeSso por esporo.

Vaios apressdrios “germinavam” novamente, formando tubos
germinativos ou hifas. Também observou-se hifa (peg) de infeccdo sem que
ocorresse reagao ou penetracéo da célula vegetal, isto €, a hifa de infeccdo néo
era formada no interior da epiderme, tendo sido encontrados apressorios sem
hifa de infeccéo.

O nimero médio de tubos germinativos por esporo germinado foi em
torno de 2,16 (Fig. 8, Quadro 2), como no primeiro ensaio, bem como o

numero medio de apressorios.
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Quadro 3—Numero total (NT) de tipos de modificagbes morfologicas
provocadas por Alternaria solani em células epidérmicas de
Lycopersicum hirsutum v. glabratum introducdo CNPH 417,
tratado com agua destilada, e de L. esculentum cv. Miller, tratado
com agua destilada (testemunha), acido acetil salicilico tamponado
(AAYS), &cido sdlicilico (AS) e benzontiadiazol (BTH), apos 24, 48
e 72 horas dainoculacdo

NT NT de
NTde NTde NTde NTdge ©Pessa  NTde NéIT Ide granu- NT d? Total
Tratamento esporo  Papila  papila+ € mento reaciode CCUE 4 acumulo - penetrado
contado halo halo de iderme guarda citoplas- citoplas-
en! necrosada P ma (Total)
parede ma

Miller-Test.

24 hs 152 5 1 3 2 6 0 3 0 46

48 hs 194 56 6 8 6 13 5 8 8 88

72 hs 253 103 17 13 15 43 13 13 24 72 (206)
CNPH417

24 hs 72 4 0 3 0 2 0 3 0 4

48 hs 79 11 0 1 1 10 0 1 0 12

72hs 139 24 7 9 0 10 2 9 5 16 (32)
Miller-AAS

24 hs 79 0 0 0 1 0 0 0 1 19

48 hs 929 14 4 0 2 4 6 0 5 37

72 hs 149 38 10 14 14 15 11 14 11 47 (103)

Miller-AS

24 hs 75 4 1 1 0 0 0 1 2 12

48 hs 129 32 6 12 6 27 7 12 4 56

72hs 214 73 19 18 29 35 19 18 8 76 (144)
Miller-BTH

24 hs 20 7 0 4 4 4 0 4 0 11

48 hs 123 23 0 6 2 16 7 6 10 65

72 hs 187 46 12 14 14 22 12 14 5 71 (147)

Totais 2034 440 83 106 96 207 85 106 83 632

Test. = Testemunha

O numero de esporos que penetraram na superficie dos foliolos da
testemunha, até a observagdo das 24 horas, foi, em media, 3,5 vezes superior
ao das plantas tratadas e 11,5 vezes ao da espécie resistente (Quadro 3). Entre
24 e 48 horas, a porcentagem de aumento de penetracdo foi de
aproximadamente cinco a seis vezes para os tratamentos com AS e BTH,
respectivamente, enquanto para a testemunha, CNPH 417 e as tratadas com
AAS, aporcentagem foi mais reduzida, em torno de duas vezes. O incremento
da porcentagem de penetracdo entre 24 e 48 horas foi maior que o de 48 para
72 horas (Fig. 10), quando comparados nimeros de esporos penetrados com o
numero de esporos contados na superficie do foliolo, em cada tratamento e em

cadaintervalo de tempo.
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Figura 10 — Porcentagem de penetracdo de Alternaria solani em foliolos de
Lycopersicon hirsutum v. glabratum introducdo CNPH 417
(resistente) ndo tratado, e de L. esculetum cv. Miller (suscetivel),
tratado com agua destilada (testemunha), acido acetil salicilico
(AAYS), &cido sdlicilico (AS) e benzotiadiazol (BTH), apds 24, 48
e 72 horas da inoculagdo tratados com indutores de resisténcia.

Nesta fase, na testemunha, a penetracdo se deu, inicialmente, em igua
proporcdo pelo complexo estomatal (Fig. 11), que compreende penetracéo
pelo ostiolo (Fig. 13D), entre a lateral da célula-guarda e a célula epidérmica
subsidiaria (Fig. 13B), entre paredes da extremidade ou pélo do estbmato e
cdula subsdiaria (Fig. 13F), edireto nasuperficie dacdula-guarda (Fig. 19A), e
pelo complexo epidérmico (Fig. 12), que compreende penetracdo diretamente
da superficie exposta da epiderme (periclinal) (Fig.20A) ou entre as paredes de
contato (anticlinal) entre duas ou trés células da epiderme (Fig.13A). Também
esta incluida no complexo epidérmico a penetracdo através de tricoma
(glandular e tecténico) (Fig.13C). A partir das 48 horas, ocorreu pequena
tendéncia de penetracdo pelo complexo estomatal, embora o mais freglente
fosse o anticlinal seguido de extremidade e abertura estomatal .

No hospedeiro resistente, 0 nimero inicial de esporos que penetraram
foi baixo, quatro em um total de 72 esporos (Fig. 10, Quadro 3). Todos os
quatro esporos penetraram pelo complexo epidérmico (Fig. 12), dois através
de tricoma glandular (Fig. 11, 12 e 13C) e dois anticlinais. Apenas em duas

situacBes, porém, o patdgeno conseguiu penetrar nas células da epiderme
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Figura 11 — Penetracéo de Alternaria solani, apos 24, 48 e 72 da inoculagéo,
através do complexo estomatal de Lycopersicum hirsutum v.
glabratum introducdo CNPH 417 (resistente), previamente
tratado com &gua dedtilada, e L. esculentum cv. Miller
(suscetivel), tratado com agua destilada (testemunha), acido acetil
salicilico (AAS), acido sdlicilico (AS) e benzotiadiazol (BTH).
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Figura 12 — Penetracéo de Alternaria solani, apos 24, 48 e 72 da inoculagéo,
através do complexo epidérmico de Lycopersicum hirsutum v.
glabratum introducdo CNPH 417 (resistente), previamente
tratado com &gua destilada, e L. esculentum cv. Miller
(suscetivel), tratado com &gua destilada (testemunha), &cido acetil
salicilico (AAS), acido sdlicilico (AS) e benzotiadiazol (BTH).
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diretamente abaixo do tricoma (Fig.13E). Na maioria das vezes, ficava restrito
a glandula e, ou, as células de suporte do tricoma, ndo atingindo a epiderme
abaixo. Entre 24 e 72 horas, comegaram a ocorrer penetracdes através do
complexo estomatal, mas predominou a penetracao pelo complexo epidérmico
(Quadro 3). Até as 72 horas, a penetracéo se deu principalmente através dos
tricomas glandulares, tanto através da glandula quanto da célula suporte.

No tratamento com AAS, em média, a penetracdo ocorreu tanto pelo
complexo epidérmico quanto pelo complexo estomatico, sendo predominantes
as penetragdes pelo ostiolo, pela lateral do estdmato e via interepidérmica.
Através de tricomas, a penetracao foi baixa.

No tratamento com AS, até aproximadamente 24 horas, a penetracéo
ocorreu exclusivamente através do complexo estomatal. Via complexo
epidérmico, a penetragdo iniciou-se em torno de 48 horas, tendo, no complexo
estomatico, preponderado via ostiolo e, no epidérmico, via anticlinal. A
penetracdo foi baixa através de tricomas (Figs. 11 e 12).

No tratamento com BTH, a via preferencia de penetragéo inicia foi a
do complexo estomatal, tanto pelo ostiolo quanto pela extremidade (pdlo) do
estOmato. A partir das 48 horas, em média, ocorreu igualmente entre os dois
complexos, sendo as vias preferenciais a abertura estomatal, a extremidade do
estOmato e o meio da superficie da epiderme (periclinal).

As reagdes morfol 6gicas observadas nos tecidos da planta foram papila
(Figs.15 e 17A), hao, papila envolta por hao (Fig.15E,F), granulacdo do
citoplasma (Figs.16A,C; 17B; 19A), agregacdo ou acumulo de citoplasma no
possivel sitio de penetragdo (Fig.16C), espessamento (Fig 18) de cor
amarronzada brilhante em pontos diferentes da parede de célula em contato
com apressorio ou tubo germinativo. O espessamento distingue-se da reacéo
da epiderme (Figs.16A,C; 17B; 19A), porque 0s pontos de espessamento néo
formam um continuum, enguanto na reacdo da epiderme e na necrose de
células-guarda (Figs.18A; 19C), aparentemente toda a parede torna-se
espessada, conferindo coloragdo marrom-dourada e brilhante em toda a célula.

Por serem as células da epiderme e o tecido palicadico muito unidos, néo foi
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possivel distinguir claramente se a lamela média também se coloria. Além dos
itens acima, observaram-se, em alguns locais, a granulagéo (Figs.16A e C;
Fig.19C) e/ou acumulo de citoplasma (Figs. 13A e 16C).

As reagbes das células hospedeiras que mais se sobressaiam na
presenca do fungo (Quadro 3) foram papilas e reactes de epiderme, apesar da
ampla gama de variagOes entre tratamentos. A presenca de papilas foi a mais
constante em todos os tratamentos. Depois da formacao da papila, a reacéo da
parede da epiderme foi a mais freqliente nas plantas suscetivel, resistente e nos
tratamento com AS (a partir das 48 horas) e com BTH. Com AAS, as reagcoes
comegcaram a surgir em torno das 48 horas, e, as 72 horas, 0 nimero de
estruturas praticamente igual ou-se ao dos demai's tratamentos.

Com AS, as 24 horas, ndo ocorreram reagdes no complexo epidérmico.

Granulagdo e acumulo de citoplasma, de modo geral, foram observados
mais tardiamente, entre 48 e 72 horas.

Algumas vezes, a papila ou halo coloria-se de azul com o corante azul
de algodéo.

A partir das 48 horas, comegaram a ser notadas formacgdes de papila,
espessamentos de parede e halos, geramente em grupos de trés a 10, nas
células que sofreram tentativa de penetracdo, mas distantes dos sitios de
penetracdo, e nas celulas proximas as que foram penetradas ou que sofreram
tentativa de penetragdo ou que eram atravessadas pelos longos tubos
germinativos. Esses agrupamentos, chamados aqui de “ilhas de reacéo”
(Quadro 4), também eram vistos, com menor freqiéncia, a distancia de cinco a
10 células epidérmicas em que houve contato com esporo ou com o tubo
germinativo do fungo. Essas ateragcbes morfologicas eram semelhantes as
formadas abaixo do provavel sitio de penetracdo e, algumas vezes, também se
coloriam de azul (Fig. 18A e B). Estas “ilhas’ foram raras na introdugédo
CNPH 417.

No intervalo de 72 horas, verificou-se, em torno de sitios de penetracéo,
um halo grande, azul (Fig. 19), que envolvia o sitio, as vezes atingindo

as células vizinhas, parecendo ter-se originado de vérios segmentos de
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Quadro 4 — Numero de “ilhas de reacéo” e de halo grande formados distantes
do sitio de penetracdo de Alternaria solani, e de céulas
epidérmicas com rafides formadas sob ou proximo ao sitio de
penetracdo, em Lycopersicon hirsutum v. glabratum introducao
CNPH 417 (resistente), tratado com agua destilada, e em L.
esculentum cv Miller (suscetivel), tratado com égua destilada
(testemunha), acido salicilico (AS), benzotiadiazol (BTH) e &cido
acetil salicilico tamponado (AAS), apds 24, 48 e 72 horas da

inoculagdo

Tratamento Tempo (horas) I1ha de reacdo Halo grande Réfide
13 H 7 24 0 O 7
Miller” - test. 48 28 0 10
72 73 14 28
24 1 0 0
CNPH 417 48 0 0 0
72 2 2 0
T 24 0 0 2
Miller” - AAS 48 21 0 1
72 42 3 19
T 24 0 0 1
Miller” - AS 48 8 0 8
72 52 9 23
13 H 7 24 0 O 0
Miller” - BTH 48 19 0 6
72 40 6 19

Test. = Testemunha.

espessamento de parede que se uniam atravessando o centro das células
epidérmicas ou que se restringiam as juncdes epiclinais das céulas
epidérmicas vizinhas.

Observou-se, também, um aumento de nimero de células da epiderme
e, ou, do tecido palicadico com ré&fides (Fig.20A, B e C) dispostas em forma
de leque, acompanhando o formato da célula da epiderme (Fig.20A e B) ou do
paligéadico (Fig.20C), apenas no cultivar suscetivel, com ou sem tratamento. O
numero desses cristais era maior em torno das 72 horas. Quando os cristais de
oxalato de célcio formavam-se imediatamente abaixo do sitio de penetracdo, o
fungo néo penetrava (Fig.20B e C) e o tubo germinativo prosseguia (Fig.20A)
seu desenvolvimento. Entretanto, em algumas ocasides, quando as rafides se

formavam um pouco mais tarde ou em locais vizinhos ao sitio de penetragéo, o
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tubo germinativo penetrava, desviando-se entre as réfides e, ou, entre a
superficie superior da epiderme e as réfides, e geralmente crescia direto em
direcdo ao parénquima palicadico, atravessando o parénquima lacunoso e,
depois, atingindo a epiderme inferior. Na espécie resistente, L. hirsutum v.
glabratum, os cristais de oxalato de calcio ocorriam em forma de minusculos
gréos de areia que preenchiam completamente algumas células do palicadico
(Fig.20D). N&o foram observadas relacOes entre esses cristais arenosos e
infeccdo. Eles estavam presentes em todos os interval os de tempo. No cultivar
suscetivel, poucas células continham este tipo de cristal.

As reacles de resisténcia observadas pareciam restringir-se as células
da epiderme. Poucas vezes, foram percebidas papilas ou reagdes de parede em
células palicadicas (Figs. 16B, D; 17, 20C). Nestas, 0 que se observava, com
certa freqliéncia, era uma coloracdo azul clara das céulas abaixo e, ou, em
torno, numa area maior a da célula da epiderme colonizada, embora o
palicadico ainda ndo houvesse sido alcancado (Fig.14C). Esse tipo de reacéo
ocorria geralmente adiante, em avanco a colonizagdo, enquanto células
palicadicas com coloracdo azul mais intenso, em contato direto com o fungo
durante 0 seu desenvolvimento aparentemente intercelular, pareciam ocorrer

em “atraso” detrés a seis pares de células do palicéadico.
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4. DISCUSSAO

4.1. Resisténcia em tomateiro a Alternaria solani, induzida por quitosana,
acido salicilico (AS), benzotiadiazol (BTH) e acido acetil salicilico
tamponado (AAYS)

A quitosana, ao contrario do que se esperava, ndo induziu resisténcia
em plantas de tomateiro a Alternaria solani. Ela foi aplicada tanto na
superficie ou infiltrada em plantas da espécie suscetivel Lycopersicon
esculentum cv. Miller e da espécie resistente L. hirsutum v. glabratum
introdugdo CNPH 417. Obteve-se inducdo de resisténcia de tomateiro a F.
oxysporum f.sp. radicis-lycopersici, quando a quitosana foi aplicada tanto sob
forma de cobertura de raizes nuas quanto de pulverizagdo em folhagem
(Benhamou e Thériault, 1992). No presente trabalho, mesmo utilizando
diferentes formas de tratamento das plantas com quitosana, ndo se obteve
resultado similar ao anterior e, em algumas repeticdes, observou-se tendéncia
em estimular a doenca com o tratamento das plantas com quitosana.

N& se sabe se, neste trabalho, a quitosana estimulou o sistema
especifico de resisténcia do tomateiro a A. solani, o que envolve uma série de
reacOes, muitas del as especificas como a producdo de isoformas especificas de

guitinases para a quitina de A. solani (Lawrence et al., 1996). A distribuicao
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da quitina nas paredes celulares do fungo tem papel importante para o
reconhecimento e contato entre quitina e quitinase (Benhamou et al., 1990).
N&o se conhece a composicdo exata nem a distribuicdo da quitina nas paredes
celulares de A. solani. Estudos posteriores de imunomicroscopia €eletronica
poderdo agjudar a esclarecer algumas destas duvidas. Partindo dos resultados
bem-sucedidos obtidos por Benhamou e Thérieault (1992), levanta-se a
hipétese de que, tendo em vista as diferencas entre formas de patogénese
(Fusarium oxysporum X murcha vascular), a quitosana podera ndo ser um
bom indutor de resisténcia para doencas causadoras de mancha foliar (tecido
parengui matoso).

Em todos os ensaios, usando ou n&o indutores, a porcentagem de lesdes
na espécie resistente usada, Lycopersicon hirsutum f. glabratum introducéo
CNPH 417, ndo se dterou, isto & a aplicacdo de indutores ndo aterou a
severidade de doenca, em nenhuma repeticdo dos ensaios. Possivelmente, a
composicéo quimica da superficie foliar do gendtipo resistente é diferente da
do gendtipo suscetivel, o que impediu ou dificultou a absor¢do dos produtos
pelafolha

O acido sdlicilico foi eficiente indutor de resisténcia no cultivar Miller a
A. solani. Este tipo de efeito foi diretamente proporcional a dosagem de écido
salicilico (AS) aplicado como solugdo aquosa. O AS tem papel importante na
ativacdo de varias respostas de defesa a patégenos, que incluem inducgéo local
e sistémica de resisténcia a doenca, a potenciagdo da morte celular do
hospedeiro e outros mecanismos, tais como: lignificacdo, enrijecimento de
paredes celulares e acimulo de espécies de oxigénio ativo (Dempsey et al.,
1999).

Embora a eficiéncia de AS aumentasse com 0 aumento da
concentragdo, decidiu-se ndo ultrapassar a dose maxima testada (10 mM),
considerando a fitotoxidez causada na maioria das plantas. Depois de 24 horas
de aplicado, era possivel observar folhas jovens murchas e vérias com
manchas de anasarca de diferentes areas distribuidas pela 1amina de folhas

totalmente desenvolvidas. Uzunova e Popova (2000), estudando o efeito de
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AS, na concentracéo de 100 mM, sobre folhas de cevada, verificaram que a
espessura da lamina foliar e as dimensdes das epidermes superior e inferior
reduziram. As folhas se enrolavam como se estivessem sob estresse hidrico.
No aspecto ultra-estrutural, verificaram que os cloroplastos haviam sido
afetados. A 1 mM, AS causou vasta destruicdo em toda a estrutura do
plastideo. Pancheva et al. (1996), citados por Uzunova e Popova (2000),
observaram que AS reduzia a taxa de crescimento e de fotossintese de
plantulas de cevada. Em tomateiros cultivados pelo sistema de hidroponia,
quando se acrescentava AS a 500 nM a solugéo de mineral de Murashige e
Skoog, o &cido causava reducéo do turgor que era evidenciado pela murcha
das folhas (Spletzer e Enyedi, 1999). No mesmo trabalho, os autores
verificaram que a concentragdo de 500 MM de AS era a adequada para a
inducdo de resisténciaa A. solani em tomateiro.

No presente trabalho, com o mesmo patdgeno, a concentragéo
necessaria foi muito superior (10 mM) a usada em cultura hidropbnica
(500 mM) para causar praticamente a mesma reducéo do nimero de lesdes (70-
75%, neste trabalho, e 83% em cultivo hidroponico). Esta resposta diferencial
pode ser resultante das perdas que ocorrem durante a pulverizacéo e, ou, da
lavagem da superficie das folhas dentro da cémara de nebulizacdo. Ademais,
no sistema hidropénico, a solucéo é absorvida direta e continuamente pelas
raizes e se distribui por toda a planta via xilema, enquanto, por pulverizacdo, a
solucdo necessita ser absorvida através de uma camada de cera e cuticula.
Portanto, a absor¢éo do produto em cultivo hidroponico deve ser maior do que
quando aplicado por pulverizacdo foliar.

No decorrer dos ensaios, percebeu-se certa aternancia de resultados
quanto a eficiéncia de AS e BTH em induzir a resisténcia em relacéo a
testemunha. Ora 0 AS era mais eficiente que o BTH, ora ocorria o contrério
(dados néo mostrados).

Varias hipéteses podem ser levantadas. As lesdes de fitotoxidez
causadas por AS, tanto em numero quanto em extensdo, embora néo

quantificadas ou dimensionadas, variavam com 0 ensaio. Em alguns deles, as
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lesdes coalesciam e ocorria a perda de varios foliolos ou mesmo folhas numa
mesma planta ou surgiam apenas algumas lesdes dispersas pelo limbo. E, de
acordo com Kovéts (1991), a eficiéncia de BTH variava com a fisiologia da
planta. Entretanto, néo foi possivel identificar exatamente a causa da variagao,
mas esta poderia estar associada a temperatura no interior da casa de
vegetacdo e, ou, a incidéncia de luz solar forte e constante no dia seguinte ao
tratamento (os tratamentos eram realizados ao entardecer, quando o dia estava
ensolarado), ou ao modo de aplicacdo da solugdo com bomba de asperséo ou
manual. Conseglientemente, 0 nimero de lesdes causadas pelo patdégeno podia
ser mascarado em plantas tratadas com AS, embora se procurasse sempre
selecionar folhas do terco inferior menos afetadas pelo acido e repetir duas ou
mais vezes 0 mesmo tratamento, além de sempre tratar nUmero maior de
plantas do que o nimero de repetices predeterminado.

N&o podem ser descartados, porém, os efeitos da constituicdo genética
da planta. Kovats (1991), trabalhando com cevada, observou o mesmo fato e
considerou que o0 estabelecimento e 0 desenvolvimento das lesdes variaram
muito, provavelmente por condicdes de ambiente dentro da casa de vegetagéo
ou pelo estado fisiologico das plantas ou viruléncia do fungo, e que as folhas
superiores e mais jovens foram distintamente mais resistentes que as mais
velhas, fato atribuido pelo autor aresisténciajuvenil.

Tanto 0 AS quanto o BTH induziram resisténcia em tomateiros ao
fungo A. solani. Entretanto, o AS é fitotoxico a planta, embora ndo tenha sido
pesquisada aqui a contribuicdo da fitotoxidez na capacidade indutora. O BTH
foi identificado como potente indutor de resisténcia sistémica adquirida em
diferentes culturas (Gorlach et al., 1996; Lawton et al., 1996). Em trigo, o
BTH foi mais potente que o AS (Gorlach et al., 1996). Assim, neste trabalho,
hipotetizou-se que o0 uso de BTH em conjunto com AS poderia levar a algum
efeito redutor no nimero de lesdes causadas por A. solani em tomateiro.
Realmente, houve reducdo do nimero de lesdes no cultivar Miller, embora o

efeito ndo tenha sido sinergético, mas aditivo (cerca de 83% de reducéo).
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O &cido acetil salicilico (AAS) transforma-se em écido salicilico pelo
metabolismo da planta. Neste trabalho, usou-se 0 AAS com a finalidade de
reduzir as lesbes por fitotoxidez causadas por AS, mas, a0 mesmo tempo,
esperava-se que 0 AAS fosse téo eficaz quanto o AS. Entretanto, ele ndo teve
acdo indutora de resisténcia em concentragdes iguais ou em dobro (ndo
mostrado aqui) do usado em AS. N&o foi fitotoxico ao tomateiro, quando
aplicado na concentracdo de 10 mM; entretanto, quando aplicado na concentracao

de 20 mM, provocou fitotoxidez t&o severa quanto a causada pelo AS.

4.2. Histopatologia do efeito de indutores de resisténcia em tomateiros a

Alternaria solani

O numero de esporos lavados durante o processamento das amostras
diminuiu com o tempo. Este nUmero de esporos encontrados sobre os
fragmentos dos foliolos era muito reduzido, no primeiro intervalo de tempo
estudado, em tomateiros tratados com indutores e em CNPH 417, quando
comparados com a testemunha ‘Miller’, embora as plantas dos tratamentos
tenham sido inoculadas com a mesma suspensio de esporos. E provavel a
ocorréncia de alguma reagéo entre os produtos aplicados e a lamina foliar nas
primeiras horas, ativando algum sistema de antiaderéncia, como reduzindo
hidrofobicidade ou composi¢céo da matriz de adeséo, dificultando a adesdo dos
esporos e, ou, dos tubos germinativos. Os indutores ndo interferiram
diretamente na germinacdo dos esporos, no niumero de tubos germinativos
emitidos por esporo germinado, assim como no nimero de apressorios por
esporo germinado.

A partir das 48 horas, 0 nimero de esporos e, ou, tubos germinativos
aderidos foi maior; no tratamento com AS, aumentava mais rapidamente,
podendo-se deduzir que o efeito de AS sobre os exsudatos da superficie foliar
era menos persistente, isto €, as propriedades quimicas da superficie da folha
se recompunham rapidamente. Kovats et al. (1991) verificaram que o nimero

de cistos de Phytophthora infestans germinados e aderidos as folhas de
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tomateiro, depois de 14 horas da inoculagdo, foi consideravelmente reduzido
nas plantas cujas primeiras quatro folhas mais velhas haviam sido induzidas
com 0 préprio patégeno. Eles concluiram que um fator maior de defesa
induzida de plantas de tomate a P. infestans atua na superficie das folhas e que
essa resisténcia esta possivelmente associada a exsudatos de tricomas
glandulares e a densidade deles.

La et al. (2000), estudando o efeito de tricomas glandulares de
batateira (Solanum tuberosum) no desenvolvimento da infeccdo por
P. infestans, observaram que os dois tipos de tricomas glandulares, A e B,
presentes na superficie foliar de plantas de batata, conferem resisténcia ao
oomiceto. O efeito variava entre os dois, apresentando o tricomatipo B efeito
inibitorio sobre o crescimento micelial do fungo. O tricomatipo A contém em
sua glandula substéncias com atividade polifenol oxidase e peroxidase e um
substrato fendlico, e, quando a glandula se rompe e 0 seu contelido entra em
contato com o ar, ocorre a producdo de compostos muito toxicos que estéo
envolvidos na supressdo de fungos fitopatogénicos. Os autores observaram,
ainda, que a densidade dos tricomas estava inversamente correlacionada ao
desenvolvimento de hifa (efeito do tricomatipo A) e a incidéncia de necrose
(efeito do tricoma tipo B). Os autores mencionaram, também, que a
composi¢ao dos exsudatos muda com o estadio fenol 6gico da planta.

De acordo com Leite et al. (1999), os tricomas glandulares de tomateiro
exsudam aquimicos sendo eles diferentes entre a espécie suscetivel
(L. esculentum cv. Santa Clara) e a resistente (L. hirsutum v. glabratum) e
variam de acordo com alocalizagéo na arquitetura foliar. Esses alquimicos séo
considerados inseticidas e fungicidas e estdo presentes em maiores
quantidades nas espécies resi stentes.

Neste trabalho, considerando que A. solani tem a capacidade de
penetrar e colonizar tanto diretamente as glandulas quanto o suporte dos
tricomas glandulares, é possivel que, se a exsudagdo tem efeito direto sobre a
aderéncia dos esporos e dos tubos germinativos de A. solani, ela somente atua

depois de oxidada pelo ar, bem como que os fendis resultantes da oxidagéo,
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em contato com outras substancias que poderiam ser 0 AS, 0 BTH ou 0 AAS
ou substancias resultantes da reacéo dos indutores com os exsudatos presentes
no filoplano, ou os fendis exsudados, por L. hirsutum, e oxidados, venham a
produzir substancias quimicas inibidoras da adeséo, permitindo que os esporos
fossem lavados durante a preparacéo do material.

De acordo com Knogge (1998), para que haja confrontacéo real entre
fungo e hospedeiro, o fungo precisa alcancar, aderir e reconhecer a superficie
do hospedeiro para vir a formar estruturas de infecgéo e penetragéo. Portanto,
€ possivel que tanto barreira fisica quanto quimica tenham influenciado a
deposicéo e aderéncia do fungo, ou que tenham reduzido, ja na fase de pré-
penetragdo, o nivel de infeccdo tanto nas plantas resistentes quanto nas
suscetiveisinduzidas.

Os esporos germinaram durante as primeiras seis horas apds a
inoculacdo. De acordo com French (1992), muitos volateis quimicos que
estimulam a germinacdo de esporos de fungos estdo amplamente distribuidos
na natureza como componentes de aromas, sabor, cor €, ou, 6leos essenciais.
Entretanto, em observagdes preliminares, observou-se que 0s esporos de A.
solani germinam igual mente quando em agua destilada ou em solugdes obtidas
da lavagem da superficie das folhas de tomateiro resistente e suscetivel com
agua destilada. Portanto, a presenca de agua livre € suficiente para estimular a
sua germinacdo, ndo havendo necessidade de outros estimul os.

Assim, ap0s 0 processamento, ao se observar que 0 numero de esporos
encontrados supostamente aderidos sobre a superficie foliolar de Miller era
superior a0 dos demais tratamentos, pode-se concluir que os produtos, de
alguma forma, lavam ou reagem com substancias presentes na superficie da
folha, dificultando a aderéncia dos tubos germinativos e apressorios, mas sem
afetar aviabilidade ou a germinagdo dos esporos.

Pelas observacdes feitas aqui e por Aradjo (2000), o tubo germinativo
de A.solani n&o apresenta tigmotropismo. Durante as primeiras seis horas, 0
esporo germina, lancando um ou mais tubos germinativos que se desenvolvem

a0 acaso, sem direcdo definida. A formagdo de apressorios comegou a ser
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observada, com maior freqliéncia, mais tarde, em torno das 24 e 48 horas. Os
apressorios formados ndo eram melanizados e nem sempre conseguiam
penetrar na superficie do hospedeiro, as vezes nem mesmo se fixando ou
langando hifa de infecgdo. Foram observados apressorios laterais e terminais,
assim como intercalares (Araujo, 2000). Acredita-se que os intercalares sejam
formados pelo n&o-reconhecimento do sitio para uma penetracdo bem-
sucedida e, assim, 0 apressorio, que era terminal, germina e continua a se
desenvolver como tubo germinativo ou hifa, de forma aleatéria, as vezes
passando sobre aberturas estomatais ou se enrolando em torno da base de
tricomas, ou simplesmente sobre a superficie foliolar, vindo a penetrar, muitas
vezes, alongas distancias do esporo de origem.

Tendo em vista 0 comprimento excessivo de varios tubos, € possivel
gue possuam a mesma capacidade de uma hifa de se nutrir de exsudatos e
depdsitos encontrados no filoplano. Talvez dai a tendéncia de se desenvolver
ao longo de juncdes de células epidérmicas, principamente as localizadas
sobre as nervuras ou regides vizinhas a elas, que formam depressbes mais
profundas, as quais podem acumular mais exsudatos e outras substancias que
ai se depositarem. Outra possivel explicacdo pela preferéncia pelas jungoes é
gue as depressdes permitem maior aderéncia da hifa.

Verificou-se a tendéncia de o tipo de indutor e a espécie do tomateiro
interferirem sobre o local de penetracdo, embora o nimero total de penetracéo
em cada um desses locais ndo tenha sido suficientemente alto para afirma-lo
categoricamente. Na testemunha suscetivel, o fungo penetra igualmente tanto
pelo complexo estomatal quanto epidérmico. Observou-se uma tendéncia
diferenciada quanto a sitios de penetragdo entre L. esculentum e L. hirsutum v.
glabratum. Na espécie suscetivel, tratada ou ndo, a tendéncia € de penetracdo
tanto pelo complexo epidérmico quanto estomatal. Na resistente, entretanto,
prevalece a tendéncia de penetracdo pelo complexo epidérmico; dentro deste
complexo, o tricoma revela maior efeito atrativo, embora o nimero observado

sglamuito baixo para se concluir.
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Em todos os tratamentos, mesmo tendo A. solani penetrado e
colonizado tricomas glandulares, o fungo geralmente ndo ultrapassava as
células da base do tricoma e ndo penetrava nas células da epiderme adjacentes.
Exceto em duas ocasides observadas, num total de 49 de penetragbes por
tricomas, o fungo atingiu as células da camada da epiderme logo abaixo e
colonizou a lamina da folha. Entretanto, o nimero de eventos ocorridos foi
muito baixo para se tirar alguma conclusgo definitiva.

A tendéncia de queda de penetragdo na testemunha suscetivel, as 72
horas, € explicada pelo nUmero muito alto de esporos presentes na superficie
foliolar que, ap0s germinados, formavam um emaranhado de esporos e
micélios e, ou, tubos germinativos, tornando impossivel o acompanhamento
individualizado da origem do tubo germinativo. Esses grupos de esporos
foram descartados da contagem. Eles eram encontrados menos freglientemente
na espécie resistente e nas plantas tratadas, em razéo do nimero inicialmente
reduzido de esporos presentes na superficie.

Observou-se, todavia, que a proporcdo de esporos penetrados, até as 24
horas, era quatro vezes maior na testemunha e no tratamento com AAS do que
nos demais tratamentos, quando comparados com 0 numero de esporos
contados. Isto evidencia que, embora AAS apresente algum efeito sobre a
fixacB dos esporos sobre a superficie, e ndo os impede de germinarem,
penetrarem e colonizarem como a testemunha. Por outro lado, o AS e o BTH
parecem ter reduzido o efeito inibitdrio da penetracdo em torno das 48 horas,
quando todos os tratamentos, exceto a espécie resistente, praticamente se
igualam.

As alteracOes de parede e citoplasméticas somente foram observadas
em plantas inoculadas com o patdégeno, tendo sido ou ndo tratadas com
indutor. Dos eventos observados de pos-penetracdo ou de tentativa de
penetracéo, a papilafoi a mais encontrada, em todos interval os de tempo e em
todos os tratamentos, sendo, na testemunha suscetivel, a sua fregiéncia
igualada a reacdo da epiderme, ou sga, a espessamentos localizados de parede

celular da planta.
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A papila é considerada, por Brown et al. (1998), como parte integral da
resposta de plantas ao desafio de patégenos. Sua formac&o envolve a sintese e
a deposicdo direta de material de parede celular no sitio de interacéo. Apesar
de conterem todas as classes de substancias mais importantes na composi ¢ao
da parede priméria (polissacarideos, proteinas, fendlicos), as papilas sdo
marcadamente diferentes da parede primaria. S&0 estruturas complexas onde
foram encontrados calose e um componente da calose sintase, na interacdo
Xanthomonas campestris e feijdo, sendo, nesse caso, segundo Brown et al.
(1998), a sintese da calose tdo rdpida que a enzima ficou embebida no
polissacarideo de forma que ambas, calose e enzima, eram detectadas como
uma unica unidade na papila em desenvolvimento. Segundo os autores, a
peroxidase pode ter uma dupla funcdo na célula tanto gerando quanto
utilizando H,O, da queima oxidativa para intercruzar proteinas e compostos
fendlicos durante a construcdo da papila.

Heller e Gesder (1986) consideram as papilas formadas nas plantas
induzidas de tomateiro como as estruturas responsaveis pela resisténcia a
Phytophthora infestans. Kovats et al. (1991), trabalhando com a mesma
interag&o, entretanto, discordam dizendo que nenhuma reacéo da epiderme da
planta, em si, pode ser relacionada com a reducéo da fregiiéncia de penetracéo,
mas, sim, 0 qudo rapido as células individuais reagem hipersensivelmente
guando o fungo tenta penetrar. E hipotetizam que ndo se pode excluir que o
crescimento do fungo também segja retardado por outros mecanismos de defesa
(ex: enzimas liticas, inibidores de enzimas fungicas ou fortalecimento
sistémico da parede celular do hospedeiro) e que os padrbes observados das
interagdes fungo x hospedeiro ndo sfo0 as causas, mas as consequéncias
citolégicas visiveis da resposta de defesa. Concluem, ainda, que os resultados
por eles obtidos indicam que a pré-infeccéo (inducéo) elicita véarias reacbes
sucessivas de defesa na superficie foliar, epiderme e mesofilo e que ainducéo
parece fortalecer o potencial da planta a reagir mais rapidamente e, assim,

mais eficientemente em resposta ao invasor.
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Algumas papilas se coloriam com o corante azul de algodé&o, indicando
possivel presenca de calose. A freqUéncia de coloragdo ndo foi quantificada
neste trabalho. Entretanto, a inconstancia da coloracéo também foi observada
por Kovéts et al. (1991). Segundo Berry e McCully (1990), a calose € um dos
componentes de resisténcia presentes em papilas de resisténcia formadas em
células epidérmicas de tricomas de Alnus rubra inoculadas com Frankia sp.. A
presenca de calose foi marcada por azul de algodao ou azul de anilina que,
segundo Hood e Schew (1996), é um bom contrastante entre hifas e planta-
hospedeira, além de colorir e estimular a fluorescéncia da calose. Embora
Berry e McCully (1990) tenham responsabilizado a presenca de calose pela
resisténcia observada a Frankia, nem sempre a calose impede o
desenvolvimento da hifa. Benhamou e Bélanger (1998b) afirmam que, em
tomateiro previamente induzido e depois inoculado com Fusarium oxysporum
f.sp. radicis-lycopersici, a calose formada em abundancia pode ser apenas uma
resposta a colonizagéo do fungo sob forma de ocluséo de algumas células, mas
nem sempre impede o desenvolvimento de hifas. A formagdo de calose
também pode ser estimulada pela presenca de AS nos tecidos vegetais
(Donofrio e Delaney, 2001).

O segundo evento mais observado foi a reacdo da epiderme que se
caracterizava pela coloragdo amarronzado-brilhante e, as vezes, o seu
citoplasma apresentava-se granulado. Este amarronzamento ou bronzeamento
celular € um evento comum da morte celular, estudada em reagOes de
hipersensibilidade (Heath, 1998). Geralmente este tipo de célula torna-se
autofluorescente. Entretanto, a microscopia de fluorescéncia ndo foi usada
neste trabalho. Tanto a autofluorescéncia quanto 0 amarronzamento
geralmente sdo resultados do acumulo de materiais fendlicos em céulas
mortas (Carver et al., 1995), embora teoricamente sgja possivel as células
morrer sem que se tornem fluorescentes ou marrons (Heath, 1998).

A presenca de halos e de halos e papilas foi menos comum. E possivel
gue primeiro o halo se forme na parede e depois se agrupe fundido-se a papila.

Como normalmente o halo se coloria de azul e se esta coloracdo de fato
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corresponder a presenca de calose, ha possibilidade que contenha calose em
Sua composicdo, que, mais tarde, incorporar-se-ia a papila. A granulacéo e o
acumulo de citoplasma observados a0 microscopio de luz, neste trabalho,
parecem ser eventos que ocorrem mais tarde, provavelmente como resultados
da acdo de enzimas liticas, sendo verificados em maior nimero a partir das 48
horas da inoculagdo, assim como a necrose de células-guarda.

Observou-se, com frequéncia, a partir das 48 horas, com mais
intensidade em plantas tratadas com AS, mais de um sitio de tentativa de
penetracdo pelo mesmo tubo germinativo, da mesma forma que véarios
apressorios se formavam e “germinavam”. Abaixo de cada um desses
possivels sitios de penetracdo, observava-se, com frequéncia, algum tipo de
reacdo da célula vegetal. Isso leva a supor que estas alteracBes morfol 6gicas
da parede, tais como: espessamentos, papilas e halos, ndo causavam a morte
do patégeno, mas serviam de barreira & sua penetracdo. Ratificando essa
posicdo, Brown et al. (1998) argumentaram, ainda, ser tal retardamento uma
tatica de defesa da planta até que ela pudesse ativar 0 seu mecanismo de
producdo de fitotoxinas e proteinas liticas, estas, sim, fungicidas. Além de
servir como barreiras, a deposicéo de papilas e as demais modificacbes de
parede servem para a imobilizacdo de microrganismos e tém o potencial de
expb-los & uma bateria concentrada de componentes antimicrobianos, tais
como fitoalexinas e enzimas envolvidas na producdo de espécies de oxigénio
ativo (Brown et al., 1998; Ward et al., 1980)

Os espessamentos de paredes, assim como o citoplasma das células da
epiderme que reagiam a presenca do fungo, ndo se coloriam de azul. Eles
adquiriam uma coloragcdo dourado-amarronzada provavelmente pela producéo
de fendis (Hammerschmidt e Kuc, 1982). De acordo com Héchler e Hohl
(1984), o amarronzamento fica restrito a parede e a lamela média, néo
atingindo o citoplasma. Segundo Carpin et al. (2001) e Roy et al. (1994), os
espessamentos de parede sdo provocados pela deposicao de lignina, que tem
origem fendlica, e por ligagdo entre lignina e, ou, glicoproteinas, como forma

de enrijecimento e impermeabilizacdo da parede (Quiroga et al., 2000),

54



dificultando, assm, a agd de enzimas hidroliticas, como pectinases,
hemicelulases e celulases produzidas por alguns fungos degradadores de paredes.

Trés diferentes estruturas ou grupos de estruturas, além dos
supradescritos, foram observados neste trabalho. A espécie L. hirsutum v.
glabratum € rica em células repletas de oxaato de célcio em forma de
minusculos gréos de areia. Essas células raramente foram vistas em ‘Miller’.
Nesta, quando tratada ou ndo com indutores, mas inoculadas, eram formados
cristais de oxalato de calcio em forma de rafides que preenchiam células
inteiras ou parte de células, a partir das 48 horas, mas com maior freqiéncia as
72 horas. As rafides eram encontradas tanto no tecido epidérmico superior
quanto no palicadico. Elas foram encontradas, também, embora raramente, nas
células-suporte de tricomas. Essas rafides eram dispostas organizadamente,
geralmente em forma de leque e, com o tempo, ocupavam toda a célula da
epiderme ou do palicadico, tomando a sua formainterna.

Essas estruturas ou grupos pareciam, de alguma forma, participar do
sistema de defesa da planta. Geralmente, quando formadas antes da penetracao
e logo abaixo do provavel sitio de penetragdo, elas impediam, pelo menos
temporariamente, a penetracéo e, ou, a colonizagdo da célula-alvo. As que
eram formadas um pouco depois, a hifa de colonizacdo se desenvolvia, entre a
parede periclinal e as rafides, contornando-as até atingir um ponto ou abertura
entre elas que permitisse a sua passagem, geralmente crescendo diretamente
no sentido do tecido palicadico e o tecido lacunoso logo abaixo. Nessas
ocasides, a colonizagdo da planta pelo fungo ndo era predominantemente
horizontal, mas vertical, até atingir um tecido livre de réfides.

De acordo com Horner et al. (2000), o oxalato de calcio também &
encontrado em plastideos e vacuolos, podendo ser formados em resposta ao
aumento de producdo de AS, o que eles verificaram em plantas de Yucca
torreyi. Na célula que ndo tiver o seu mecanismo de resisténcia ativado, ou
que for ativado mais tardiamente, as réfides ja néo teriam efeito “retardador”

da colonizacdo. Assim, as rafides observadas poderiam ter fungdo semelhante
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as das modificacbes de paredes, isto € servir como barreira fisica a
colonizacao, pelo menos temporariamente.

Uma segunda estrutura, chamada aqui de “ilha-de-reacdo”, foi
encontrada, com freqliéncia e em numero crescente, a partir das 48 horas da
inoculacdo. Essas "ilhas' eram constituidas por grupos ou unidades das
estruturas morfologicas de resisténcia ja mencionadas, como papilas, haos,
papilas e halos, espessamento de parede e, algumas vezes, acimulo de
citoplasma em determinada regido da célula. N& foram encontrados
granulacdo de citoplasma, reacdo de célula da epiderme nem de halo grande
ou anel, o qual serd mencionado adiante. Essas "ilhas' eram formadas
geralmente em &reas vizinhas ou prOximas aos esporos ou a tubos
germinativos, mas néo em contato direto com o fungo, como se regides ou
células vizinhas ao patogeno estivessem formando barreiras a uma tentativa de
penetracao.

A terceira estrutura era constituida de grandes halos ou anéis que
tomavam coloragéo azul com o corante azul de algodao, provavelmente ricos
em calose. Eles foram observados apenas no intervalo de 72 horas apés a
inoculagdo. Da mesma forma que as "ilhas’, pareciam uma estrutura a mais de
defesa, numa tentativa de inibir o desenvolvimento do fungo além daquele
limite. Poucas vezes, verificou-se, mesmo na espécie suscetivel ndo tratada, a
ultrapassagem dos limites do halo ou anel por uma lesdo, embora as
observagOes tenham sido realizadas apenas até 72 horas apos a inoculagdo. Em
seu interior, geramente estavam compreendidas uma a trés células da
epiderme. A freguéncia desses halos néo foi alta em nenhum dos tratamentos,
provavelmente por serem eventos de ocorréncia mais tardia. Costet et al.
(1999) mencionam que em folhas de fumo que reagem apresentando HR a
infecgdo por patdgeno, aresisténcialocalizada adquirida (RLA) é induzida em
uma zona nitida que circunda as lesdes de HR e envolve, entre outros, a
expressao de proteinas PR e mudancas no nivel de AS-sinal, mas n&o tendo
AS como sinal. Isto poderia ser confirmado se se considerar que o nimero de

lesbes observado a olho nu por area foliolar € muito inferior ao observado ao
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microscopio. 1sto é em fragmentos de 0,5x1,5 cm, ou sgja, de 0,75 cm?, foram
contabilizados de 0 a 15 tentativas ou mais de penetragcdo por fragmentos,
enquanto em um foliolo inteiro encontraram-se de 0 a 60 lesdes. Pode-se,
portanto, deduzir que algum ou a combinagdo de varios sistemas de resisténcia
foi efetivo contra as multiplas tentativas de o fungo causar infeccéo.

Assim, pode-se dizer que tanto o AS quanto o BTH e o AAS
contribuem na fase inicial, para o controle da pinta preta, reduzindo a
aderéncia dos tubos germinativos na superficie foliar dos tomateiros. Além
disso, 0 AS e 0 BTH também contribuiram ao retardarem a penetracéo de
A. solani por cerca de 48 horas ap0s a inoculagdo. Entretanto, aparentemente,
as reagOes morfologicas citologicamente investigadas, isoladamente, eram as
Unicas responsaveis pela reducdo de penetracdo bem-sucedida observada
inicialmente na espécie resistente e nas tratadas com indutores, tendo em vista
gue foram iguamente observadas na testemunha. Mas, por outro lado,
considerando que ‘Miller’ demonstra algum grau de resisténcia, era de se
esperar que resisténcia se manifestasse de alguma forma.

Pel os resultados obtidos na histopatologia e em informagdes |evantadas
na literatura, acredita-se que as barreiras morfolégicas contribuam para a
reacdo de resisténcia tanto contra a penetracdo, apos a fase de adesdo, quanto
contra a colonizagdo, embora ndo sgam a causa da resisténcia. Um
conhecimento mais detalhado, obtido de testes quimicos ou de diferentes tipos
de microscopia, permitiriam relacionar melhor as modificagdes estruturais das

células com aresisténcia.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Aplicaram-se quitosana, acido salicilico, benzotiadiazol e &cido acetil
salicilico tamponado, formulados em solugbes aguosas, em plantas de
Lycopersicon esculentum cv. Miller e L. hirsutum v. glabratum introducéo
CNPH 417, suscetivel e resistente, respectivamente, a Alternaria solani,
agente causador da pinta preta em tomateiro. Os objetivos do trabalho foram:
I- verificar a eficacia dos indutores de resisténcia no tomateiro a pinta preta e
ii- realizar a histopatologia, com microscopio de luz, a fim de verificar as
mudancas morfologicas, em nivel celular, produzidas como resultado da
inducdo de resisténcia e se essas mudangas estariam relacionadas com a
resisténcia.

Nos ensaios de selecéo da substanciaindutora, a quitosanafoi usada nas
concentragdes de 0,0 (testemunha), 0,5, 1,0 e 2,0 mg/ml. As solugdes foram
aplicadas como imersdo de raizes de mudas, como irrigacao da superficie do
solo envasado com uma planta, cujas raizes haviam sido feridas; injetando-se
subepidermalmente, nas folhas, melo a um mililitro das diferentes
concentragbes; ou friccionando-se gaze embebida nas solugdes sobre as
l&minas de folhas. Todas as plantas usadas encontravam-se na idade
fisiologica madura, entre 35 e 50 dias ap0s a semeadura, exceto as do ensaio

de imersdo de raizes, em que as mudas apresentavam 18 dias de idade apos a
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semeadura. Apés 15 dias, para 0 ensaio de imersdo de raizes, e trés dias, para
0os demas ensaios, as plantas foram inoculadas com suspensdo de
2,5x10° esporog/ml de A. solani. Na avaliagdo, contou-se o nimero de lesdes
por foliolo. A quitosana ndo apresentou efeito indutor de resisténcia em
nenhum dos ensaios.

Nos ensaios com &cido salicilico (AS), benzotiadiazol (BTH) e acido
salicilico tamponado (AAS), todas as plantas foram usadas quando
apresentavam idade fisiol 6gica madura, isto €, entre 38 e 50 dias de idade apos
a semeadura, dependendo da estacéo do ano. Os indutores foram aplicados nas
concentragbes de 10,0 mM, 1,5mM e 10,0 mM, respectivamente, para AS,
BTH e AAS. Tanto AS quanto BTH foram eficientes indutores de resisténcia,
reduzindo a severidade da doenca. Entretanto, AS apresentou forte fitotoxidez
as plantas enquanto AAS ndo induziu resisténcia.

Na histopatol ogia, foram encontradas diferentes estruturas morfol gicas
formadas nas células das plantas como resposta a inoculagéo do fungo. Essas
modificacOes apresentaram-se sob forma de modificagcdes de parede (papila,
papilathalo, halo, espessamento de parede) e do citoplasma (acimulo e
granulacdo). Essas barreiras, apenas como estruturas fisicas, aparentemente
ndo foram responsaveis pelo aumento da resisténcia das plantas induzidas,
embora possam ter tido papel de retardadoras de penetragdo e de colonizagéo,
uma vez que se observou diferenca entre testemunha e tratamentos com
indutores.

Entretanto, estudos que utilizam sistemas diferentes de microscopia e
diferentes métodos de marcacdo especificas a substancias componentes de
diferentes estruturas morfoldgicas, tais como: microscopia de fluorescéncia e
marcacao especifica para fendis, ligninas, certas toxinas, etc, seréo hecessarios
para comparar a composicdo quimica das estruturas formadas na testemunha
nas plantas induzidas, com vistas em determinar o verdadeiro papel das

modificagdes estruturais na resposta da resisténcia.
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