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RESUMO

Pero6xido de hidrogénio foi localizado citoquimicamente em virtude de suareagédo com cloreto de cério, evidenciando
H,O, produzido em tomateiros (Lycopersicon esculentum) resistente e suscetivel a Semphylium solani. Precipitados de
peridroxido de cério foram constatados nas células do mesofilo, na parede em contato com as hifas do patégeno. Portanto,
n&o tendo sido observadareagéo diferencial entre as cultivares quanto ao acimulo de H,0,, e, sendo sua presenca detectada
num dos control es negativos, sugere-se que este composto possivel mente néo partici pe diretamente daresi sténciamanifestada
pelac.v. ‘Motelle’ contra S. solani, no tocante ao fortalecimento da parede celular.
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ABSTRACT
L ocalization of hydrogen peroxide during defense response of tomato against Semphylium solani

Two tomato (Lycopersicon esculentum) cultivars were studied due to their reaction with cerium perhydroxide,
verifying H,O, produced in tomato plants boyh resistant and susceptible to Semphylium solani. There was an accumulation
of cerium perhydroxide on the wall of mesophyll cells in contact with the pathogen hyphae. Different reactions were not
found int the two tomato cultivars concerning H,O, accumulation. Since cerium perhydroxide was detected on negative
control aswell, it is suggested that H,O, may possibly not participate in the resistance of c.v. ‘Motelle’ to S Solani, interms

of cell wall buttressing.

Additional keywords: resistance, cell wall, Lycopersicon esculentum, H,O,.

A mancha-de-estenfilio causada por Semphylium
solani Weber. afeta plantas de tomateiro (Lycopersicon
esculentumMill.) em diferentes estadi os de desenvol vimento.
Ossintomas sao caracterizados por |esdes necréticas marrom-
acinzentadas, circundadas por halo amarelo no limbo foliar.
O patdgeno pode atacar cercade vinte espécies de solanaceas
cultivadas como pimentdo (Capsicum annuum L.), jil6
(Solanum gilo Raddi) e batatinha (Solanum tuberorum L.)
(Mizubuti & Brommonschenkel, 1996). No entanto, os danos
causados dependem da suscetibilidade das cultivares
plantadas. O uso de variedades resistentes é a medida de
controle mais eficiente contra o fungo (Mizubuti &
Brommonschenkel, 1996).

No inicio do desenvolvimento de uma doenca, as
plantas podem induzir uma série de respostas de defesa,
incluindo arépidageracéo, de* espéciesresativas de oxigénio”
*Parte de tese de doutorado do primeiro autor. Universidade Federal deVigosa

(2002)
**Bolsistado CNPq
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(reactive oxygen species, ROS) tais como O,-, H,0,e OH~
Sabe-se que ROS estéo envolvidas na ligagdo de proteinas
estruturai sdaparede celular, ativagdo datranscricéo de genes,
respostas deresisténciainduzida, deterioracéo de membranas,
inducdo de morte celular e no desenvolvimento de lesdes
necréticas (Lamb & Dixon, 1997; Hickelhoven & Kogel,
1998; Scandalios, 2002). Diversos estudostém sido efetuados
visando elucidar o papel das espécies reativas de oxigénio
nas respostas de defesa das plantas a patdgenos. Alguns
relatos enfatizam a importancia da ligagéo oxidativa de
proteinas e compostos fendlicos na parede celular, mediada
pelo H,0, (Quiroga et al., 2000; Hilaire et al., 2001,
Kozlowska et al. 2001). Outros mecanismos relacionados
com o fortalecimento da parede celular, como lignificacdo
(Czaninski et al. 1993; Otte & Barz, 1996) e formacdo de
papilas (Cadena-Gomez & Nilcholson, 1987; Thordal-
Christensen et al., 1997; Hiuckelhoven et al., 1999), também
foram relacionados com a sintese de H,0,,

A deteccdo de H,O, pode indicar o envolvimento de
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proteinas e outros compostos relacionados com o fortale-
cimento da parede celular, contribuindo com a resisténcia
daplantaao ataque de patégenos. O estudo do envolvimento
deste composto no processo de infeccdo de Semphylium
solani em tomateiro € de interesse para ajudar a esclarecer
guais mecanismos de resisténcia estédo envolvidos neste
patossistema. Dessaforma, ef etuou-se o presente estudo com
0 objetivo de localizar peroxido de hidrogénio (H,O,)
associado a parede celular de tomateiro, durante a reposta
de defesa ao ataque de S. solani.

Foram utilizados tomateiros da cultivar Motelle,
resistente amanchade estenfilio, e dacultivar Moneymaker,
suscetivel. A semeadurafoi feitaem bandejas de plastico (45
x 30 x 9,5 cm) contendo como substrato solo, areia e esterco
de curral, na proporc¢éo de 3:l:1, pré-tratado com brometo de
metila.

Foi usado um variante esporulante de S. solani, S70I-
5, disponivel no Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Vigosa. O fungo foi cultivado em
placas de Petri contendo meio de culturaV8 (200 ml de suco
V8; 17g de &gar; 800 ml de agua destilada), por dez dias em
temperatura de 25 °C. A suspensdo de indculo foi obtida a
partir daadicéo de dguadestiladanas placas de Petri contendo
a colénia do fungo, a qual foi levemente raspada com um
pincel de cerdas macias para a liberagdo dos conidios. O
liquido foi recolhido em um béquer e a suspensdo gustada
para 10* conidios/ml. A inoculacéo foi feita em mudas de
tomateiro com cerca de 15 dias de idade, aplicando-se gotas
de 30 ul de suspensdo de conidios, em diferentes locais nas
folhas, em seguida as gotas foram recobertas com disco de
papel defiltro esterilizado, com cercade 0,5 cm?, para evitar
0 escorrimento. Este método foi usado visando facilitar a
coletade amostras, pelalocalizagéo dos pontos deinocul agdo
e do patdgeno nostecidos do hospedeiro. Apbdsasinocul agdes,
as plantas foram mantidas em camara de nevoeiro a 25 °C,
até o término da coleta das amostras.

Para a localizagdo de perdxido de hidrogénio, foi
utilizado o método descrito por Bestwick et al. (1997), que se
baseia nareacdo de H,0,com CeCl,, produzindo precipitados
de peridroxido de cério, nos sitios de producdo ou acimulo de
H,O, As amostras foliares foram coletadas 48 h apos a
inoculacéo (h.ai.), das quais foram retirados fragmentos de 2
mm? e incubados durante 1 h em CeCl,, a 5mM, preparado
em acido 3-(N-morfolino) propano-sulfénico (MOPS) 50
mM, pH 7.2. Em seguida, os tecidos foram fixados durante
1 h em glutaraldeido a 1,25% (v/v) e paraformaldeido a
1,25% (v/v), preparado em tampéo cacodilato de sédio a
0,05M, a pH 7.2. Apos a fixagdo, os tecidos foram lavados
duas vezes no tampéo de cacodilato de sbdio, durante 10
min, e pos-fixados durante 45 min em OsO, (tetroxido de
6smio) a 1%, e novamente lavados, como ja descrito. Apés
este processamento, as amostras foram desidratadas em série
alcéolica e incluidas em resina Spurr, como se faz no
procedimento convencional para microscopiaeletrénica. Os
cortes ultrafinos foram confeccionados em ultramicrétomo
marca Sorval MT2-B, equipado com navalha de diamante,
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montados em telinhas de cobre, contrastados durante 30 min
com acetato de uranila 2% em solucéo aquosa, seguindo-se
de citrato de chumbo, durante 15 min. Os cortes foram
examinados em microscopio el etrénico detransmissio Zeiss.

Dois tipos de controle foram usados neste estudo. O
primeiro foi amostras ndo inoculadas das duas cultivares e
tratadas com CeCl,. O segundo, amostras inoculadas, das
duas cultivares porém n&o tratadas com CeCl,.

Preci pitados de peridréxido de cério foram constatados
na parede de células do mesofilo em tecidos infetados da
cultivar resistente (Figura 1 A e B) e da cultivar suscetivel
(Figural C e D) em contato com hifasdo patdgeno, indicando
apresencano local de H,0,, independentemente de a planta
ser resistente ou suscetivel. No primeiro controle, no qual
amostras das cultivares resistente e suscetivel foram tratadas
com CeCl, mas ndo foram inoculadas com o patogeno,
observou-se a deposi¢do de materia eletrondenso na parede
celular das cultivares, correspondente a precipitados de
peridroxido de cério, indicando a presenca de H,O,. O
contelido celular destas amostras apresentou-se preservado,
com cloroplastos e mitocondrias intactos (Figura 2 A e B).
No segundo controle, no qual amostras das cultivares

FIG. 1 - Presenca de precipitados de peridroxido de cério nas
células do mesofilo de tomateiro (Lycopersicon esculentum)
resistente e suscetivel inoculados com Semphylium solani. A e B)
Deposicao de material eletrondenso (setas) junto a parede celular
de célula do mesofilo da cultivar resistente. C e D). Acdmulo de
precipitados junto a parede celular (setas) em célula do mesofilo
da cultivar suscetivel em contato com hifas do patégeno. Barraem
A,CeD=2pm;emB =5pum. H = hifa; P= papila; PCV = parede
celular vegetal.
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FIG. 2 - Amostras de tecido foliar das cultivares de tomateiro

(Lycopersicon esculentum) resistente e suscetivel a Semphylium
solani do controle 1 (tratadas com C_Cl, e n&o inoculadas com o
patégeno) e do controle 2 (ndo tratadas com C_Cl., e inoculadas
com o patdgeno). A e B) Deposi¢éo de material eletrondenso (setas)
na parede celular do hospedeiro resistente (A) e suscetivel (B) do
controle 1, indicando o acimulo de precipitados de peridroxido de
cério. C e D) Hifasintercelulares (setas) em contato com as células
do mesofilo da cultivar resistente (C) e suscetivel (D) do controle
2, sem acumulo de precipitados na parede celular vegetal. Barra
emA = 1pm; em B = 2um; em C e D = 5um cl = cloroplastos, m =
mitocondrias; pcv = parede celular vegetal.

resistente e suscetivel ndo foram tratadas com CeCl, eforam

inoculadas com o patégeno, ndo se constatou material
precipitado ou depositado na parede celular do hospedeiro
(Figura2 CeD).

As anadlises feitas no trabalho presente, visando
localizar o acumulo de peroxido de hidrogénio (H,0,),
possivelmente relacionado com o fortalecimento da parede
celular do hospedeiro, revelaram apresencade H,O, nas duas
cultivares em estudo, e no controle negativo em que o CeCl,
foi utilizado. A provavel explicagdo pela qual precipitados
de peridréxido de cério apareceram nas amostras do controle
tratado com CeCl,, e ndo inoculado com o fungo, éapresenca
deH,O, congtitutivo nacélulavegetal. De acordo com Bolwell
& Wojtaszek (1997), ageracdo de espéciesde oxigénio reativo
(reactive oxygen species, ROS) é uma caracteristica
constitutiva de qualquer célulaviva. Em condic¢fes normais,
as ROS aparecem como resultado de sucessivas reactes
redutoras de oxigénio molecular. As plantas sdo capazes de
produzir ROS constitutivamente e em quantidades
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significantes, principalmente H,0,, e esta produgéo pode ser
regulada pela luz, hormonios ou ferimentos. Segundo
Resende et al. (2003), durante o transporte de elétrons nos
cloroplastos e mitocondias, muitos e sdo perdidos e entdo
captados pelo O,, formando O,. A dismutagdo do O,
catalisada pela SOD (superdxido dismutase), é responsavel
pelo surgimento da maioria do H,O, celular.

Os resultados observados também sugerem que o
H,0O,, presente nas célul as de tomateiro resi stente e suscetivel,
inoculados com o patégeno, pode estar relacionado com
respostasintrinsecas de defesa das cultivares estudadas, como
a deposicéo de substancias na parede celular do hospedeiro,
ou asintese de compostosfendlicos. Hiickelhoven et al. (1999)
estudaram a presenca de H,O, em plantas de Hordeum
vulgareL. resistentesaBlumeria graminisf.sp. hordei (DC.)
Speer e detectaram H,O, acumulado em papilas eficientes
em conter 0 patdgeno, ao passo que H,O, ndo foi detectado em
células onde as papilas se mostraram ineficazes, indicando
que o H,O, tem papel substancial na resisténcia, neste
patossistema. Cadena-Gomez & Nicholson (1987) andisaram
a atividade de peroxidases associadas com a formagéo de
papilas na epiderme e no mesocatilo de milho inoculado com
Helminthosporium maydis Nisikado & Myiake e
Colletotrichumgraminicola (Ces.) Wils. erevelaram atividade
de peroxidases antes e depois da formagdo de papilas, como
também a presenca de fendis e lignina na parede celular, o
que demonstra o envolvimento de H,O, nessas respostas.

Sugere-se no presente trabalho que o peréxido de
hidrogénio ndo deva contribuir de formasignificativa paraa
resisténcia da cultivar Motelle contra S. solani, visto que
ndo se encontrou qualquer reacéo diferencial entre as
cultivares resistente e suscetivel, quanto apresencade H,0,,
Entretanto, este estudo foi realizado avaliando-se apenas um
periodo de coletaapdsainocul agdo (48 h), ndo sendo possivel
concluir sobre o papel efetivo do H,0,naalteragéo de paredg
celular do hospedeiro e na manifestagdo da resisténcia. E
necessaria a repeticéo do experimento, testando-se outros
periodos de coleta, visando avaliar a presencadeste composto
no hospedeiro resistente e suscetivel e sua interferéncia no
gue diz respeito ao fortalecimento da parede celular.
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