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RESUMO

O género Stylosanthes & um dos mais promissores dentre as leguminosas
forrageiras tropicais, sendo seu cultivo limitado pela antracnose. Essa doenca,
causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, ocorre em todas regides
produtoras e tem como principal forma de controle a utilizacdo de genotipos
resistentes. Objetivou-se caracterizar a histopatologia caulinar de duas espécies
de Stylosanthes infectadas naturalmente por C. gloeosporioides. Amostraram-
se lesBes caulinares de S. capitata e S. guianensis var. vulgaris cv. Mineirdo, de
material vegetativo coletado nos campos experimentais da Embrapa Gado de
Corte. As amostras foram fixadas em FAA 50 (Formaldeido, Acido Acético e
Alcool 50%), conservadas em alcool a 70% e infiltradas em historresina.
Realizaram-se seccOes transversais, com 8-10 um de espessura, as quais foram
coradas em azul de Toluidina a 0,05%. Aanalise dos tecidos gerou evidéncias de
que a antracnose afeta diferentemente as duas espécies de Stylosanthes.
Adicionalmente, constatou-se que os tecidos condutores, xilema e floema, assim
como a medula proxima ao Xxilema, sofreram hipertrofia celular, caracterizadas
por citoplasma denso e ndcleo volumoso. Observou-se a formacéo de tilose nos
elementos de vaso e degradacgéo de células parenquimaticas. S. guianensis, ao
contrério do S. capitata, apresentou lesdes superficiais e pequenas, composta
por células infectadas inconspicuas e poucas alteragdes celulares. Entretanto, estas
pequenas alteracdes foram observadas em todos os tecidos caulinares,
concentrando-se nas regides do parénquima cortical, epidérmica e medular. Os
resultados indicam que houve diferenca histoldgica nas espécies estudadas. S.
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guianensis var. vulgaris cv. Mineirdo apresentou reacao de resisténcia a
antracnose, o que ndo foi observado no acesso de S. capitata.

Palavras-chave: Antracnose, estilosantes, histopatologia, infeccdo, leguminosa
forrageira, resisténcia

ABSTRACT

Stylosanthes is the most promissory genus of forage legumes, but its crop
is limited by the occurrence of anthracnose. This disease is caused by the fungi
Colletotrichum gloeosporioides and occurs in all production regions. The main
form of control is the use of a resistant genotype. The aim of this work was to
describe the stem histopathology of two Stylosanthes species naturally infected
by C. gloeosporioides. Stem lesion samples of S. capitata and S. guianensis
var. vulgaris cv. Mineirdo were colleted in experimental fields at Embrapa Beef
Cattle. Samples were fixed in FAA 50 (Form-aldehyde, Acetic Acid and 50%
Alcohol), conserved in 70% alcohol and infiltrated in historesin. Cross sections
with a thickness of 8-10 um were performed and dyed with 0.05% Toluidine
Blue. S. capitata presented large extensions of injured stem tissue. The conducting
tissues, xylem and phloem, as well as the pith close to the xylem presented cell
hypertrophy, with a dense cytoplasm and an enlarged nucleus. S. guianensis
showed superficial and small lesions on infected cells and little cellular changes in
all stem tissues, mainly in the cortical parenchyma of the epidermis and pith. The
results indicate differences in histopathology in the two species studied; while S.
guianensis var. vulgaris cv. Mineirdo showed resistance to anthracnose, such a
resistance was not observed in S. capitata..
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1. Introducéo

O género Stylosanthes inclui grande quantida-
de de espécies com potencial forrageiro. Neste géne-
ro encontram-se as principais € mais importantes culti-
vares de leguminosas forrageiras tropicais desenvolvi-
das no Brasil, assim como em outros paises tropicais.
De modo geral, Stylosanthes spp. se adapta bem a
solos de baixa fertilidade, assim como resistem ao
pastejo pesado de animais e ao estresse hidrico
(Gardener, 1984). Por isso, 0 seu uso como forrageira
no nordeste da Australia tem aumentado desde 1960
(Hetherington et al., 1995). O uso do Stylosanthes
spp., quando em consércio com espécie de gramineas
forrageiras tem melhorado o rendimento das pastagens

por meio da incorporagéo de nitrogénio no sistema,
devido ao bom teor protéico, otimizando o ganho de
peso de animais pelo seu consumo direto (Verzignassi
e Fernandes, 2002). Stylosanthes spp. tém sido tam-
bém utilizado para a recuperac¢éo de solo e consor-
ciacdo com diversas culturas como, por exemplo, a
seringueira (Thomas et al., 1987).

Entretanto, na Australia, América do Sul, Africa
e Tailandia a producdo de estilosantes é severamente
limitada pela ocorréncia da antracnose (Irwinetal.,
1984). Tal doenga, causada por Collletotrichum
gloeosporioides, causa manchas pardas com aréolas
marrons em folhas e caules, assim como desfolha. Se-
gundo Chakraborty (2004), a antracnose, em funcao
da sintomatologia e gama de hospedeiros, pode ser
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classificada em biotipos A e B. Ainda, de acordo com
aquele autor, o biotipo A produz lesdes discretas com
centro cinza e margens marron-escuras sobre toda a
parte aérea e infecta todas as espécies, enquanto o
biotipo B infecta principalmente S. guianensis e causa
necroses terminais nos foliolos, com destruicao das
partes da planta afetada, e lesGes ndo delineadas cla-
ramente sobre as folhas. Esta classificacéo é utilizada
para as cultivares australianas, visto que na Australia
foram detectados os dois tipos de antracnose. Porém,
na Ameérica Latina a diferenca entre os dois biotipos
ndo é acentuada, sugerindo que nesta regido existem
mais tipos de antracnose (Chakraborty, 2004).

No Brasil, a antracnose também limita a produ-
cao dessas leguminosas, e a maneira mais eficaz de
controla-la é por meio do uso de cultivares resistentes
(\Verzignassi e Fernandes, 2002). Para garantir a dis-
ponibilidade de genotipos resistentes, com boa dura-
bilidade, sdo necessarios estudos multidisciplinares,
incluindo sobretudo os epidemioldgicos, bioquimicos
e histopatologicos. Esses ltimos contribuem para ca-
racterizar os mecanismos de resisténcia presentes no
hospedeiro, bem como o comportamento do patégeno
nos tecidos da planta. Trabalhos relacionados a histo-
patologia de 6rgéos com antracnose foram realizados
para cultivares australianas de estilosantes, os quais
elucidaram muitas questfes acerca da resisténcia de
tais cultivares (Irwin et al., 1984; Vinijsanum et al.,
1987; Ogle et al., 1990). Diante da importancia des-
ses estudos, objetivou-se caracterizar a histopatologia
caulinar de duas espécies de Stylosanthes infectadas
naturalmente por C. gloeosporioides.

2. Material e métodos

Amostras de lesdes caulinares de um acesso de
Stylosanthes capitata e S. guianensis var. vulgaris
cv. Mineirdo, foram obtidas nos campos experimen-
tais da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS.
As lesdes caulinares foram todas provenientes de in-
feccéo natural.

Ambas as amostras foram fixadas em FAA 50
(Formaldeido:Acido Acético: Alcool 50%) por 48 ho-

9 )

ras e conservadas em etanol a 70% (Johansen, 1940).
Os fragmentos foram desidratados em série etandlica
ascendente e infiltradas em resina glicol-metacrilato
(Gerrits, 1991). As amostras infiltradas foram seccio-
nadas transversalmente, em microtomo rotatorio, com
8-10 um de espessura e coradas em azul de Toluidina
a 0,05% pH 4,7 (O’Brien et al., 1964). As sec¢des
foram analisadas em microscépio de luz e fotodocu-
mentadas.

3. Resultados e discussao

Diferentes alteracdes tissulares foram observa-
das nas espécies de Stylosanthes analisadas, sendo
os tecidos do S. capitata (Figura 1) mais afetados em
relacdo aos do S. guianensis (Figura 2).

O S. capitata apresentou grandes extensdes de
areas lesionadas, ocorrendo alteragdes em todos 0s
tecidos caulinares (Figura 1A). Os tecidos conduto-
res, Xilema e floema, assim como a medula proximaao
xilema, sofreram hipertrofia celular (Figura 1B), carac-
terizadas por citoplasma denso e nucleo volumoso.
Aindano xilema, foi possivel observar tilose nos elemen-
tos de vaso (Figura 1C) e degradacéo de células paren-
quimaticas (Figura 1D). A presenca e a velocidade de
formacéo da tilose tém relagcdo com os mecanismos de
resisténcia a patdgenos vasculares (Pascholati e Leite,
1995). As celulas do parénguima cortical apresenta-
ram crescimento intrusivo (Figura 1A), indicando de-
sarranjo na parede celular. Aalta incidéncia de infec-
¢ao no parénguima cortical corrobora com a hipotese
de que células parenquimaticas sdo mais suscetiveis que
as demais (Irwin e Cameron, 1978). Amorim (1995)
relatou que o aumento no grau de resisténcia de plan-
tas com os fungos esté relacionado com a alta concen-
tracdo de acucar nos tecidos. As células corticais, pro-
ximas as células epidérmicas sofreram coalescéncia,
resultando em depresséo (Figura 1A), na qual, poste-
riormente, de acordo com Bailey et al. (1992) origi-
nar-se-do acervulos para a producéo dos esporos. As
alteracdes encontradas nos tecidos e a auséncia de
respostas de resisténcia indicaram a suscetibilidade do
acesso de S. capitata..
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Figural- SeccOes histopatoldgicas de caules do acesso de
Stylosanthes capitata. A Coalescéncia de células
da epiderme e do cértex (Co) e crescimento intru-
sivo (seta) em células corticais. B. Células da medu-
la com granulacéo citoplasmatica (Gc) e nacleos
atrofiados (*) no parénquima xilematico. C-D.
Floema (FI) com células alteradas, parénquima
medular (Pm) com citoplasma denso, células degra-
dadas (Cd) no xilema e tilose (Ti) em elementos de
vaso. Barra-50i m(AeC)e25i m (BN ed).

O S. guianensis, ao contrario do S. capitata,
apresentou lesdes superficiais e pequenas, compostas
por células infectadas inconspicuas, com poucas alte-
racOes celulares (Figura 2). Entretanto, estas altera-
¢Oes foram observadas em todos os tecidos caulinares,
concentrando-se na regido do parénquima cortical, da
epiderme e medula (Figura 2A). Os tecidos vasculares,
mantiveram-se preservados, com poucas alteraces no
xilema (Figura 2B). A espécie apresenta respostas de
resisténcia a infecgéo, evidenciadas pela agregacéo
citoplasmatica em células medulares (Figura2C) e a
presenca de material reacional em espacos intercelulares
na medula (Figura 2D). A ocorréncia de agregacao
citoplasmatica, associada a formacao de papilas, foi
observada neste mesmo patossistema sob conidios
ndo-germinados em cultivares australianas (Munaut e
Maraite, 1998).

Figura2- Seccles histopatologicas de caules Stylosanthes
guianensis var. vulgaris cv. Mineirdo. A. Coales-
céncia em células do cortex (Co) e do cambio (Ca).
B. Células da medula com granulagao citoplasmatica
(Gc) e coalescéncia (CI). C. Agregagdo citoplas-
matica (Ag) no parénquima medular. D. Agregagio
citoplasmatica (Ag) na medula e material reacional
(seta) em espacos intercelulares. Barra-501 m (Ae
C)e25im(BeD).

Em nenhuma das espécies foi observada a ocor-
réncia de reacdo de hipersensibilidade (RH). De acor-
do com Chakraborty (2004), a reacdo de RH esta re-
lacionada aos genes ligados a fase biotréfica do
patogeno, assim como as reacdes histologicas ocor-
rem de 24 a 48 horas apdés a infeccdo em hospedeiros
suscetiveis, incluindo a deposicao e aposicéo de ca-
madas celulares, agregacéo citoplasmatica e escure-
cimento de parede e protoplasto.

As analises permitiram inferir que a cultivar
Mineirdo de S. guianensis tem elevado grau de resis-
téncia a antracnose. Tais informagdes corroboram com
os resultados de reacdes desta cultivar a antracnose
em trabalhos de inoculag&o artificial ou infecgdes natu-
rais. VVarios mecanismos de resisténcia de Stylosanthes
aantracnose ja foram relatados, em cultivares australi-
anas, destacando-se a sintese de quitinase e B-glu-
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canase (Brown e Davis, 1992), assim como de pero-
xidases (Ogle etal., 1990; Sharp et al., 1990; Munaut
e Maraite, 1998). A composicéo da cuticula de algu-
mas espécies de estilosantes também parece interferir
na severidade da antracnose, tendo sido observado
que, em algumas interacdes compativeis, as hifas de
infeccdo limitam sua colonizagao na cuticula do hospe-
deiro (Vinijsanum et al., 1987). Entretanto, os meca-
nismos de resisténcia de cultivares brasileiras a an-
tracnose ainda ndo estdo completamente estabeleci-
dos, justificando assim pesquisas adicionais.

4. Conclusoes

- O estudo histologico de lesbes constitui im-
portante ferramenta no entendimento do patossitema,
pois reflete aspectos epidemioldgicos do patdgeno e
revela muitas respostas da planta a infec¢éo.

- As respostas a infeccdo e a formacao de le-
sOes caulinares sdo diferentes nas espécies de
Stylosanthes.

- O S. guianensis var. vulgaris cv. Mineirdo
apresenta reacao de resisténcia a antracnose, o que
nédo € observado no acesso de S. capitata.
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