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RESUMO
Souza, V.L; Maringoni, A.C.. Anélise ultraestrutural da interagdo de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em genétipos de feijoeiro.

Summa Phytopathologica, v.34, n.4, p.318-320, 2008

Observagdes com microscopia eletronica de transmissdao em
seccdes ultrafinas de células de caules de feijoeiros (Phaseolus vulgaris
L.), inoculados com Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens (Cff), mostraram alteracdes nos vasos de xilema em

genotipos de feijoeiros altamente resistentes, como formacédo de
estrutura semelhante a tilose e presenca de fibrilas ao redor das células
bacterianas. Em genotipos suscetiveis, Cff colonizou além de vasos
de xilema, células parenquimaticas e metaxilema.

Palavras-chave adicionais: Phaseolus vulgaris, murcha-de-curtobacterium, microscopia eletrnica de transmisséo.

ABSTRACT

Souza, V.L & Maringoni, A.C. Ultraestructural analysis of Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens in dry bean genotypes..Summa

Phytopathologica, v.34, n.4, p.318-320, 2008

Transmission electron microscopy for observations of stem
cells of bean (Phaseolus vulgaris L.), inoculated with
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff) showed
some alterations in the xylen vessels of highly resistant genotypes

Keywords: Phaseolus vulgaris, bacterial wilt, transmission electron

with formation of estruture like tyloses and occurrence of fibrillas
envolving the bacterial cells. In susceptible genotypes, Cff
colonized xylem vessels as well as vascular parenchyma cells and
metaxylem vessels.

microscopy.

O cultivo de feijoeiro na regido Centro-Sul do Brasil tem sido
afetado por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff),
agente causal da doenga conhecida como murcha-de-curtobacterium
ou murcha bacteriana, com sérios danos e prejuizos a producéo. A
doenca foi constatada pela primeira vez no estado de S&o Paulo, em
1995 (7), e a partir de 2001, ela foi observada em diferentes regides
produtoras dos Estados do Parana (6), Santa Catarina (6), Goias e no
Distrito Federal (11).

A colonizagdo de Cff em feijoeiro ocorre em vasos de xilema (3).
Nas sementes, a bactéria fica alojada nas células pali¢adicas que formam
a testa; sob condicBes de inoculagdo artificial, foi constatada a
transmissdo de até 52,5 % em sementes de feijoeiro, além de seu efeito
negativo sobre a germinagdo (1).

Dentre as varias técnicas disponiveis para o estudo da interacdo
patdgeno-hospedeiro, a microscopia eletronica fornece detalhes
estruturais Uteis para tal estudo (3). A analise de vasos de xilema de
feijoeiros altamente resistentes a Cff, sob microscopia eletrénica de
varredura (MEV), mostrou vérias aglutinacdes das bactérias envolvidas
por filamentos e estruturas rendilhadas nas pontuagdes dos vasos do
xilema, enquanto que em geno6tipos suscetivies, foi observada grande
quantidade de células bacterianas colonizando os vasos de xilema (10).
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Outra estrutura que confere resisténcia as plantas, em conseqiiéncia
da invaséo sistémica pelo patogeno, ¢ a tilose nos vasos do xilema, que
procura conter 0 avanco do patégeno (8).

Nos gendtipos de feijoeiro altamente resistentes a X. axonopodis
pv. phaseoli (Xap), constatou-se encapsulamento das células
bacterianas; nos gendtipos de feijoeiro moderadamente resistentes a
Xap, foram observadas poucas bactérias nos espacos intercelulares e
apresenca de vesiculas entre o plasmalema e a parede celular, enquanto
que nos genotipos de feijoeiro suscetiveis a Xap, foi observado maior
nimero de bactérias nos espacos intercelulares, condensacdo do
citoplasma, desintegracgdo de organelas, rompimento da lamela médiae
a penetracdo da bactéria no xilema (2). A colonizacao dos vasos de
xilema de gen6tipos de pimentéo suscetiveis e resistentes a Ralstonia
solanacearum foi observada sob microscopia eletronica de transmisséo
(MET) e revelaram a formacéo de fimbrilas nos vasos de xilema das
plantas resistentes que limitaram a colonizagdo da bactéria (9). O
presente trabalho teve por objetivo avaliar a colonizagdo de vasos de
xilema de plantas de feijoeiro resistentes e suscetiveis a Cff sob MET.

Os ensaios foram conduzidos sob condi¢des de casa-de-vegetagdo,
no Departamento de Produgdo Vegetal da FCA, UNESP, campus de
Botucatu. Foram utilizados quatro gendtipos altamente resistentes
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(cultivar IAC Carioca Tybatd e acessos IAC 297, IAC 588 e IAC
592); quatro gendtipos suscetiveis (cultivares Rosinha e Pérola e 0s
acessos IAC 546 e IAC 586), com cinco repeti¢des cada. As plantulas
de feijoeiro foram conduzidas em vaso de 2 L contendo de substrato
autoclavado. Em cada vaso foram mantidas trés plantas e, aos nove
dias ap6s emergéncia, foram inoculadas com duas pungdes no caule,
entre a folhas cotiledonares e as folhas primarias, com uma agulha
entomoldgica previamente umedecida em coldnias bacterianas,
desenvolvidas em meio NSA, durante 96 h a 28 °C. No tratamento
testemunha, as plantas ao invés de inoculo bacteriano receberam agua
destilada. Os genotipos de feijoeiros selecionados neste estudo sdo
representantes de uma amostra de 333 acessos pertencente ao Instituto
Agronémico de Campinas (IAC), avaliados anteriormente (10).

Fragmentos de caules de feijoeiros com aproximadamente 8 cm
foram coletados entre 4 cm acima e 4 cm abaixo do ponto de inoculacéo.
As amostras foram processadas para MET, fixadas por 24 horas em
solucdo de glutaraldeido a 4°C, lavadas por trés vezes em tampao
fosfato 0,1 M pH 7,3 (10 min), pds-fixadas por 24 h com tetroxido de
6smio 2% em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,3, seguidos de desidratagado
em série com acetona (50, 70, 90 e 100%) e tratadas trés vezes com
oxido de propileno (15 min). A desidratacdo foi realizada com
acetona 50, 70 e 90%, durante 10 min, e com acetona 100%, por
trés vezes, durante 15 min. Em seguida os materiais foram imergidos
em resina Epon/Araldita Lx-112, que foi deixada para polimerizar
durante 48 h, a 60°C. De cada amostra foram obtidos cortes
ultrafinos ("600A°), submetidos & solugdo policromética contendo
azul de toludina, fucsina basica e borato de sédio (4) e examinados
em MET, marca Hitachi H-500, operado a 75 Kv.

Exames sob MEV mostraram que pontuacBes em vasos de
xilema apresentavam-se cobertas por estruturas rendilhadas em
feijoeiros resistentes a Cff, oito dias apds inoculagdo (10). No
presente trabalho, com anéalise mais detalhada, utilizando-se MET,
permitiu observar projecdes protoplasmaticas para o interior dos
vasos de xilema em genoétipos de feijoeiro resistentes a Cff (Figura
1), que sugere o inicio da formacéo de tilose; estas projecdes se
entrelacam e formam as estruturas rendilhadas anteriormente
observadas sob MEV (10). Nos genotipos altamente resistentes,
essas projecdes podem resultar na obstrucdo dos vasos de xilema
e restringir a colonizagdo de Cff. Segundo Pascholatti & Leite (8),
dentre as barreiras morfoldgicas induzidas pelas plantas em
consequiéncia da invasdo sistémica pelo patdégeno, a mais freqiiente é a

Figura 1. Projecdo protoplasmatica no interior do vaso de xilema em
feijoeiro resistente a Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,
sob microscopia eletronica de transmissao.
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Figura 2. Massa fibrilar ao redor das células de Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em feijoeiro altamente resistente,
acesso IAC 297, sob microscopia eletronica de transmissao.

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
em vaso de xilema de feijoeiro suscetivel, cultivar Rosinha, sob microscopia
eletrénica de transmisséo.

Figura 3. Curtobacterium presente
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Figura 4. Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em vaso
de xilema de feijoeiro suscetivel, acesso 546, sob microscopia eletronica
de transmissdo.
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Figura 5. Pontoagdes na parede do vaso do xilema de feijoeiro suscetivel a

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, acesso 586,
observadas sob microscopia eletronica de transmisséo.

formacéo de tilose nos vasos do xilema.

No genétipo de feijoeiro altamente resistente, (IAC 297), foi
constatada a presenca de células de Cff nos vasos do xilema
envolvidas por massa fibrilar (Figura 2), aos 28 dias apds inoculagdo.
Observagdes semelhantes foram constatadas por Rahman et al.
(9), em estudos da com Ralstonia solanacearum e genétipos
resistentes de pimentdo, e por Horino et al. (5), em arroz resistentes
e infectados por Xanthomonas campestris pv. oryzae.

A cultivar Rosinha e o0 acesso IAC 546 apresentaram grande
quantidade de Cff nos vasos do xilema que atravessam as células
parenquimaticas (Figuras 3 e 4). No acesso |AC 586, suscetivel a
Cff, Figura 5, evidencia-se a presenca de Cff em vasos de xilema,
no metaxilema e células parenquimaticas, aos 28 dias ap6s
inoculacdo. Observacdes semelhantes a essa foram encontradas
em gendtipos de feijoeiro suscetivies a X. axonopodis pv. phaseoli,
21 dias ap6s a inoculagdo (2). A presenca de grande quantidade de
células bacterianas nos vasos de xilema, em genoétipos de feijoeiro
altamente suscetivies a Cff, ocasiona bloqueio no transporte da
agua, em consequéncia disto resulta os sintomas de murcha,
amarelecimento, subdesenvolvimento e morte de plantas.
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