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RESUMO
Balbi-Pefia M.1.; Schwan-Estrada, K.R.F.; Stangarlin, J.R.; Tolentino Junior, J.B. Desenvolvimento de Oidium neolycopersici em genétipos do

género Lycopersicon. Summa Phytopathologica, v.36, n.1, p.35-39, 2010.

O oidio, causado pelo fungo Oidium neolycopersici, é uma doenca
comum do tomateiro, sobretudo em condi¢bes de cultivo protegido.
Para esclarecer a natureza da resisténcia a oidio avaliou-se 0 processo
de infeccgdo, através da histopatologia em diferentes gendtipos de
tomateiro: CNPH 416, CNPH 423, CNPH 1287 (Lycopersicon
hirsutum), CNPH 0081 (L. esculentum var. cerasiforme), cv. Santa
Cruz Kada e cv. Santa Clara (L. esculentum). Para isso, trés discos
foliares (da 32, 42 e 52 folha “verdadeira”) de cada planta com 5 -7
folhas verdadeiras foram cortados e colocados em placas de Petri
contendo &gar-agua. Os discos foram inoculados a partir de micélio
esporulante fresco desenvolvido em tomateiro suscetivel e incubados
a 19-22°C, 4000 Ix e fotoperiodo de 12 h. Os discos foram clareados
em etanol aquecido e examinados microscopicamente 19 h, 8 e 9 dias

apo6s-inoculagdo para avaliar desenvolvimento de tubo germinativo,
esporulacdo e severidade da doenga, respectivamente. A germinacao
dos conidios sobre o tecido foliar ndo apresentou diferengas entre
gendtipos. A formagdo de hifa secundaria, apressorios e haustérios
por conidio germinado foram menores nos genétipos CNPH 1287 e
423, que também apresentaram menor esporulagdo e severidade da
doenca. Os genétipos de L. esculentume L. esculentum var. cerasiforme
apresentaram maior suscetibilidade ao oidio e CNPH 416 apresentou
suscetibilidade intermediéaria. Assim, observou-se que a resisténcia a
oidio de CNPH 1287 e 423 ficou evidenciada ja desde as 19 horas
ap6s a inoculagédo, principalmente pela menor porcentagem de hifa
secundaria e nimero de apressérios e haustorios formados quando
comparados com 0s gendtipos suscetiveis.

Palavras-chave adicionais: oidio de tomateiro, tomateiro, resisténcia, formacéo de apressério, formacao de haustdrio, histopatologia.

ABSTRACT

Balbi-Pefia M.1.; Schwan-Estrada, K.R.F.; Stangarlin, J.R.; Tolentino Junior, J.B. Development of Oidium neolycopersici on Lycopersicon

genotypes. Summa Phytopathologica, v.36, n.1, p.35-39, 2010.

Tomato powdery mildew, caused by Oidium neolycopersici, is a
common disease of tomato, especially in greenhouse conditions. To
investigate the nature of powdery mildew resistance, we studied the
histopathology of the infection process in six different tomato
genotypes: CNPH 416, CNPH 423, CNPH 1287 (Lycopersicon
hirsutum), CNPH 0081 (L. esculentum var. cerasiforme), cv. Santa
Cruz Kada e cv. Santa Clara (L. esculentum). Leaf discs of the 3, 4™
e 5" leaves from plants with 5-7 true leaves were placed on water agar
in Petri dishes, inoculated using fresh sporulating mycelium of tomato
powdery mildew and incubated at 19-22°C, 4000 Ix and 12h
photoperiod. After clearing with boiling ethanol, the discs were

microscopically examined at 19 h, 8 and 9 days post inoculation to
evaluate germ tube development, sporulation and disease severity.
Conidial germination on foliar tissue was similar in all genotypes.
Secondary hypha, appresoria and haustoria per germinated conidia were
lowest in CNPH 1287 and 423, which also exhibited the lowest
sporulation and disease sewerity. L. esculentum and L.esculentum var.
cerasiforme genotypes showed the highe st mildewsusceptibility and CNPH
416 showed intermediate susceptibility. Powdery mildew resistance of
CNPH 1287 and CNPH 423 was already evident at 19 hours after
inoculation based upon the lower percentage of secondary hypha,
appresoria and haustoria observed than in the susceptible ones.

Keywords: tomato powdery mildew, tomato, resistance, appresorium formation, haustorium formation, histopathology.

Oidio do tomateiro, causado por Oidium neolycopersici L. Kiss
tem causado problemas sérios na cultura nos Gltimos anos,
principalmente sob condi¢des de cultivo protegido (2, 6, 9, 11, 16). O
pat6geno afeta asuperficie adaxial das folhas, peciolos, caule e célices,
com presenca de micélio e estruturas de frutificagdo assexuada do
fungo conferindo o caracteristico aspecto pulvurulento de cor branca
a cinza. Em estagios mais avancados, os tecidos subadjacentes
apresentam clorose e, finalmente, necrose. As infeccdes severas
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conduzem as plantas a senescéncia prematura, desfolha e reducéo do
ndmero e tamanho de frutos (11, 16, 20).

O uso de cultivares resistentes constitui aalternativa mais eficiente
e segurapara o controle da doenga, pois reduz os custos de produgédo
e evita danos a salide humana e ao ambiente. Aobtencéo de fontes de
resisténcia entre os cultivares de tomateiro ndo tem levado a muito
sucesso, 0 que gera a necessidade da procura entre espécies de
Lycopersicon selvagens. “Screening” intensivo tem identificado
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diferentes fontes potenciais de resisténcia em acessos de L. hirsutum,
L. chilense, L. parviflorum, L. peruvianum, L. pimpinellifolium, L.
esculentum var. cerasiforme e L. pennellii (3, 4, 5, 12, 13, 14, 16).

Embora mecanismos de defesa passivos ou pré-formados
(espessura da cuticula, presenca de tricomas, entre outros) possam
prevenir a infeccdo, por vezes, as plantas mostram respostas ativas
ao ataque de patdgenos, como transcricdo de genes e formacédo de
produtos de defesa, com o objetivo de retardar o desenvolvimento do
patégeno ou levar a morte da célula vegetal (16, 18). A expressao de
resisténcia pode ser determinada em varios niveis, desde populagdes
de plantas até o estudo de planta individual, através de histologia e
respostas moleculares. Ahistologia da interacdo patdgeno-hospedeiro
€ um recurso eficiente no estudo dos processos de infeccéo, ajuda a
esclarecer os eventos de pré-penetracdo, penetracdo e colonizagdo do
hospedeiro, e possibilita o entendimento da fisiologia da interagéo e
0s mecanismos de resisténcia do hospedeiro (1).

Existem estudos focados na resisténcia de tomateiro e de espécies
aparentadas a Oidium neolycopersici (4, 14, 16, 17, 19) onde foram
estudados aspectos como: germinacgdo de conidios na superficie do
hospedeiro, comprimento de tubos germinativos, formagdo de
apressdrios e haustérios, formacdo de papilas, respostas de
hipersensibilidade, formagéo de conidiéforos, esporulagéo, producéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e de atividade de enzimas
relacionadas ao metabolismo de ERO’s.

O presente trabalho teve como objetivo estudar as etapas iniciais
do processo de infec¢do de O. neolycopersici, a esporulacdo e a
correspondente severidade no hospedeiro suscetivel vs. resistente,
buscando detectar diferentes estratégias de resisténcia.

MATERIALE METODOS

Patdgeno e material vegetal

O isolado de O. neolycopersici empregado foi obtido a partir de
tomateiros doentes provenientes do campo experimental da
Universidade Estadual do Oeste de Parand (Unioeste), campus de
Marechal Candido Rondon (Parana) e mantido em plantas de genétipo
com alta suscetibilidade (Santa Cruz Kada), a 19-22 °C, 4000 Ixe 12 h
de fotoperiodo. Foram utilizados seis gen6tipos de Lycopersicon spp.
com diferentes niveis de resisténcia a O. neolycopersici. Os acessos de
Lycopersicon esculentum var. cerasiforme e L. hirsutum foram cedidos
pelo Centro Nacional de Pesquisa de Hortalicas (CNPH) da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Brasilia — DF,
Brasil. As sementes dos diferentes genotipos foram semeadas em
bandejas contendo substrato comercial para producéo de mudas. Aos

45 apds semeadura foram transplantados para vasos plasticos com
capacidade para 1,5 L (uma planta por vaso) contendo uma mistura
deste substrato, solo e areia esterilizados (2:1:1 v/v) e mantidos sob
condicdes de casa de vegetacdo.

Inoculacdo e incubacédo de discos foliares

Aos 63 dias apds o transplantio, quando as plantas apresentavam
de cinco e sete folhas totalmente desenvolvidas, trés discos com 11
mm de diametro foram retirados do foliolo terminal da 32, 4% e 5°
folhas. Os discos foliares foram colocados em placas de Petri contendo
agar-agua (15 g L) coma face adaxial voltada para cima. A inoculagdo
com O. neolycopersici, foi realizada através de pequenas batidas com
folhas de tomate cobertas (80-100%) por micélio esporulante fresco
(15, 16). O numero médio de conidios inoculados sobre os discos
foliares foide 39,7 esporos mm2. Na seqiiéncia apds a inoculacdo, as
placas de Petri foram fechadas com filme plastico e incubadas em
camara de crescimento a 19-22°C, intensidade de luz 4000 Ix e
fotoperiodo de 12 h, sendo o periodo com luz iniciado no momento da
colocagdo das placas ha cdmara de crescimento.

Observacdo microscopica do processo de infeccdo de O.
neolycopersici

Os discos foliares dos genotipos foram examinados decorridos 19
h, 8e 9 dias de incubagdo. Para tanto, procedeu-se a descoloragéo dos
mesmos pela imersdo em etanol (92°) aquecido a 78 °C e conservados
em glicerol 50% até observacéo. Os discos foram montados em lBminas
de microscopia com lactofenol-azul de algoddo e observados sob
microscopio de luz Leitz Diaplan. As 19 horas pés-inoculagéo (hpi)
determinou-se o percentual de germinagdo dos conidios através da
contagem daqueles que apresentavam tubos germinativos (contagem
de 100 conidios em cada disco foliar). O desenvolvimento do fungo foi
determinado através do nimero de tubos germinativos por conidio,
comprimento destes e presenca de apressorio e haustérios, sendo
essas caracteristicas de desenvolvimento registradas em 20 conidios
germinados por disco de modo a obter-se 300 conidios para cada
gendtipo.

Aos oito dias pés-inoculacdo (dpi) determinou-se a esporulacédo
do patégeno nos discos foliares, quando os conidios foram removidos
mediante a aplicacdo cuidadosa de pequenos pedagos (1x1cm) de fita
adesiva transparente sobre os discos foliares e posteriormente
transferidos para lamina de microscopia com lactofenol-azul de algodéao
para observacao e contagem de esporos ao microscopio de luz.

Severidade de infecgao
O percentual do grau maximo de infec¢do (ID) foi determinado aos

Tabela 1. Identificagdo, origem e nivel de resisténcia/susceptibilidade dos gen6tipos de Lycopersicon empregados na avaliacdo do processo de infecgdo por

Oidium neolycopersici.

Genotipo (cultivar, acesTabela 1. Identificagdo, origem e nivel de resisténcia/susceptibilidade

Resisténcia/

dos gendtipos de Lycopersicon empregados na avaliacdo do processo de infeccao por Oidium Origem suscetibilidade
neolycopersici.so)

Lycopersicon esculentum cv. Santa Cruz Kada Comercial Suscetivel
Lycopersicon esculentum cv. Santa Clara Comercial Suscetivel
Lycopersicon hirsutum (CNPH1 416 — Pl 126445) CNPH Resistente
Lycopersicon hirsutum (CNPH 423 — Pl 134417) CNPH Resistente
Lycopersicon hirsutum (CNPH 1287 — Pl 126445) CNPH Resistente
Lycopersicon esculentum var. cerasiforme (CNPH 0081 - Silvestre de Felixlandia) CNPH Suscetivel

'CNPH - Centro Nacional de Pesquisa de Hortalicas da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA), Brasilia — DF, Brasil.
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nove dpiatravés da observagdo macroscépicadas estruturas flngicas
nos discos. A severidade foi determinada empregando-se a escala de
Kashimoto et al. (7) de acordo com a porcentagem de superficie foliar
coberta pelo fungo: 0 = auséncia de sinais do patégeno, 1 = sinais em
menos de 25% da area, 2 = sinais em menos de 25-50% da area, 3 =
sinais em 51-75% da area, 4 = sinais em mais de 76% da area. A
severidade em cada planta foi determinada usando a seguinte formula:

2 notas

niimero de discos % nola maxime da escala

x 100

D (%) =

Estatistica e delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
com seis tratamentos e cinco repeticdes. Cada parcela experimental
foi representada por uma placa de Petri contendo trés discos foliares,
e a média dos trés discos foi empregada na analise estatistica. Foram
realizados testes para homogeneidade da variancia (teste de Levene,
p=0,05) e paranormalidade dos erros (teste de Shapiro-Wilk, p=0,05),
e quando as pressuposicdes foram violadas, procedeu-se transformagéao
dos dados. Foi realizada analise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott (p=0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A forma e dimensdo dos conidios de O. neolycopersici observados,
coincidiram com os dados morfoldgicos relatados para a espécie (6,
8). Os conidios germinaram de modo uniforme na superficie foliar de
todos os gendtipos, com percentual médio de 54,5%. Huang etal. (4)
e Mieslerova et al. (16) reportaram anteriormente que a resisténcia de
tomateiro a O. lycopersicum ndo é devidaa inibicdo da germinacdo de
esporos.

Os conidios desenvolveram tubos germinativos primarios com
comprimento variavel, mas sem diferencas significativas entre
gendtipos. Na parte terminal do tubo germinativo foi observado um
apressorio lobado (Fig. 1A). Com freqliéncia, sob o apressorio,
observou-se a formagéo de um haustério (Fig. 1B) e desenvolvimento
de hifasecundéria a partir do conidio ou do tubo germinativo primario
(Fig 1C). Para os conidios que apresentavam hifa secundéria foi
detectado um haustério embaixo do apressorio do tubo germinativo.
Na coleta, realizada as 19 hpi, ndo foi observado a formacao de
apressorio na hifa secundaria. Para os diferentes genotipos nao foram
observadas diferengas para 0 comprimento da hifa secundaria (dados
ndo apresentados). Mieslerova et al. (16) em avaliagOes feitas 6, 24 e

Figura 1. Microfotografias de conidios de O. neolycopersici em discos
foliares de tomateiro 19 horas pos-inoculagdo. A: Apressorio lobado (ap)
B: Haustério (seta) desenvolvido embaixo do apressério. C: Conidio
apresentando tubo germinativo primario com apressério e hifa
secundaria sem apressorio. D1: Conidio com tubo germinativo primario
com apressdrio e hifa secundaria. D2: Mesmo conidio em plano focal
inferior mostrando haustério (seta) sob apressério do tgl®. E: Aspecto
dos esporos aos 8 dias pos-inoculacdo no genétipo Santa Clara.
Abreviagdes: ¢ = conidio; ap = apressorio; tgl® = tubo germinativo
primario; h 2* = hifa secundaria. Barra 10 pm.

48 hpi observaram diferencas entre o comprimento dos tubos
germinativos primarios, secundarios e terciarios de conidios
desenvolvidos em gendtipos resistentes e suscetiveis de tomateiro.

As 19 hpi, a maioria dos conidios ja apresentava formacéo de
apressorios no tubo germinativo primario, havendo s6 um genotipo
(CNPH 1287) que se diferenciou dos outros por apresentar menor
percentual de apressorios.

A presencade haustorio ndo lobado sob o apressorio foi observada
nos diferentes genétipos, variando de 23 no CNPH 423 a 79,6% no
CNPH 0081. Foram observadas diferencas significativas entre
gendtipos quanto a freqiéncia de formagédo de haustérios as 19 hpi,

Tabela 2. Caracteristicas do desenvolvimento dos conidios de O. neolycopersici em discos foliares de gen6tipos de tomateiro avaliados as 19 horas apés
inoculacéo (hpi): comprimento do tubo germinativo primario (tg 1°), formagao de hifa secundaria (h 22), comprimento do tubo germinativo primario
mais hifa secundaria (tg 1°+ h 22), formagdo de apressorio e haustorio

Gendtipos tg 1°(um) h 23(%) tg 1°+h 2%(um) Apressorio(%) Haustoério (%)
CNPH 1287 18,3 a 0,6 a 18,3 a 74,5a 28,2a

CNPH 423 17,8 a 30 a 22,4 a 87,0 b 23,0a

CNPH 416 20,2 a 95 b 333 b 96,5 b 67,3 b

Santa Clara 209 a 70 b 325 b 975 b 655 b
CNPH 0081 20,3 a 222 ¢ 320 b 945 b 79,6 ¢

Sta. Cruz Kada 250 a 295 ¢ 46,4 c 96,7 b 66,1 b

CV (%) 19,2 55,7 23,2 6,9 15,7

Médias na coluna seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Esporulagdo de O. neolycopersici e severidade de oidio em
discos foliares de gendtipos de tomateiro avaliados aos oito e nove dias
pds-inoculacdo, respectivamente.

Esporos/disco (102)1 Severidade da doeng:az

Genotipos o':'/g Z?;\g? s tran';/}g(rjrlﬁsadas o'\r/: S?r:z?s
CNPH 416 71,9 85 a 0 a
CNPH 1287 97,3 99 a 0 a
CNPH 423 137,3 11,7 a 0 a
Santa Clara 2498,4 50,0 b 133 b
CNPH 0081 3867,8 62,2 b 383 ¢
Sta. Cruz Kada 6048,4 77,8 c 75,0 d
CV (%) 28,8 34,6

Médias na coluna seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.

" para analise estatistica os dados foram transformados em y= \/; . As médias originais
foram obtidas pela operagéo inversa da transformag&o.

? Severidade da doenga foideterminada para cada discosegundo a férmula: 1D (%)= [(soma
de todas as notas)/(nimero de discos avaliados x nota maxima da escala)] x 100. Notas: 0
(auséncia de sintomas), 1 (sintomas emmenos de 25% da area), 2 (sintomas emmenos de 25-
50% da area), 3 (sintomas emmenos de 50-75% da area), 4 (sintomas em mais de 76% da area).

sendo as menores freqliéncias nos CNPH 1287 e CNPH 423 e a maior
no CNPH 0081. Kashimoto et al. (8) ao avaliarem o desenvolvimento
de O. neolycopersici em cultivar suscetivel de tomateiro em varios
tempos pos-infeccao, observaram a formagédo do haustério primario
as 12 hpi e que as hifas secundarias desenvolveram-se a partir do
conidio e posteriormente do apressorio primario as 24 hpi. Matsuda
et al. (14) verificaram que em acessos de L. hirsutum completamente
resistentes ao oidio ndo se formaram haustorios funcionais e sugeriram
que isto ocorreu devido a reagdo de hipersensibilidade ocorrida nas
células epidérmicas invadidas pelo patégeno o que resultou em falha
no estabelecimento da infeccdo a partir do conidio. Nas plantas de
tomateiro suscetiveis, os conidios germinados e que formaram
apressorio penetraram as células com sucesso, formaram haustdrios
sem resposta de hipersensibilidade na célula atacada e originaram hifas
secundarias para expandir suas colonias. Diferente dessa situagéo,
Huang et al. (14) ndo observaram diferencas nos percentuais de
formacao de haustdrios primarios em gen6tipos suscetiveis e resistentes
de diferentes espécies de Lycopersicon, mas sim em caracteristicas
como formagéo de haustorio secundério, necrose induzida por haustorio
1°e 2°, nmero de hifas por conidio, nimero de apressorios por hifa,
nimero de apressorios por conidio e esporulagcdo as 65 hpi. Esses
autores reportaram reacao de hipersensibilidade nas avaliagdes tardias
(65 hpi), quando a necrose das células atacadas determinou asupressao
do haustério ap6s sua formacdo. Varios autores consideram que a
resposta de hipersensibilidade nas células epidérmicas seja a
responsavel pela resisténcia ao oidio em genétipos de tomateiro
resistentes (4, 14). No presente trabalho ndo foi avaliada a resposta de
hipersensibilidade nas células invadidas, mas a formag&o de haustérios
e subsequente formacdo de hifa secundéria nas primeiras 19 hpi foi
considerado um forte indicativo de resisténcia nos genotipos de L.
hirsutum (CNPH 1287 e 423). Para o genotipo CNPH 416, o maior
nimero de haustérios formados as 19 hpi pode ter sido seguido por
resposta de hipersensibilidade nas células atacadas e responsavel pela
posterior degenerescéncia dos haustérios.

O patdgeno produziu conidios ndo concatenados, o que confirma
sua identificagcdo como O. neolycopersici (9, 10). Foram observadas
diferencas entre genotipos quanto a quantidade de esporos formados
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nos discos foliares na avaliagdo do oitavo dia p6s-inoculagéo.

Essas diferencas permitem distinguir trés grupos: o primeiro grupo
conmpreadido pdos gandtipos da espécie L. hirsutum com baixa
esporulacdo; o segundo grupo compreendido pelo cv. Santa Clara e 0
L. esculentum var. cerasiforme, que apresentaram esporulacdo 31 vezes
maior do que 0 primeiro grupo; e o terceiro grupo representado pela
cv. SantaCruz Kada a qual apresentou maior esporulag&o (cerca de 60
vezes maior do que o primeiro grupo). Segundo Huang et al. (4), o
desenvolvimento de unidades de infecgdo nem sempre é detido quando
as células epidérmicas, nas quais 0 haustdrio primario foi formado, se
tornam necroticas. Quando o crescimento da hifa primaria é bloqueado
por necrose, novas hifas sdo usualmente formadas do outro lado do
esporo. As hifas secundarias produzem novos apressorios e
subsequentemente novos haustdrios, embora, eventualmente, todos
os haustdrios possam estar associados com necrose de células
epidérmicas e a infecgéo inibida comp letamente.

A menor esporulacdo observada para os genétipos de L. hirsutum,
quando comparada a outras espécies foi coerente com a observacgéo
macroscopica dos sinais do patégeno nos discos foliares, onde nos
gendtipos de L. hirsutum ndo houve sintomas visiveis da doenca.
Lindhout et al. (13), em “screening” de 127 acessos de oito espécies
selvagens de Lycopersicon reportaram que, macroscopicamente, a
resisténcia a oidio foi caracterizada por uma freqliéncia de infecgédo
muito baixa, crescimento micelial reduzido e auséncia de esporulagéo.

Considerando-se 0s eventos iniciais e 0s mais tardios (esporulagéo
e severidade da doenca) da patogénese causada por O. neolycopersici
em diferentes acessos de Lycopersicon selvagens, observa-se que 0s
genotipos CNPH 1287 e 423 apresentaram comportamento diferente
dos suscetiveis (CNPH 0081, cv. Santa Cruz Kada e cv. Santa Clara),
principalmente quanto ao baixo nimero de haustorios e hifas secundarias
formadas as 19 hpi, esporulacéo e severidade da doenca aos 8¢e 9 dpi,
respectivamente.
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