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RESUMO

Foi realizado um estudo histoldgico sobre as interacdes Capsicum annuum - Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria (Xav), comparando gendtipos resistentes e suscetiveis. A bactériafoi inoculada mediante infiltracdo
ou aspersao foliar, utilizando o isolado ENA 4135 em concentracdo de 108 ufc.ml2. Amostras de folhas inocul adas
foram coletadas apds 21 dias, submetidas a desidratacdo em série alcodlica, fixadas em glutaraldeido, pos-fixadas
em Gsmio e, por fim, polimerizadas em resina acrilica LRWhite. Foram dai obtidos cortes semi-finos (0,8-1,0um),
corados com azul de toluidina para exame ao microscopio 6tico, e cortes ultrafinos (70-80 nm) para exame ao
microscépio eletrénico de transmissdo. Amostras foliares adicionais, apds seis dias da asperséo com a bactéria,
foram preparadas da mesma forma, secas pelo método de “ponto critico”, montadas em suporte de aluminio e
metalizadas com ouro para observagdo ao microscopio eletronico de varredura. Os exames revelaram que a
intensidade de colonizacdo por Xav nos espagos intercelulares variou de acordo com o genétipo inoculado,
sendo significativamente maior no suscetivel. Avaliacdes das imagens no microscopio eletrénico de varredura
n&do relacionaram resisténcia e suscetibilidade as dimensdes das aberturas estomatais.

Palavr as-chave: mancha-bacteriana, mecanismos de resisténcia genética, ultra-estruturas.

ABSTRACT

INTERACTIONS BETWEEN Xanthomonas axonopodispv. vesicatoriaAND Capsicum annuum RESISTANT
OR SUSCEPTIBLE GENOTYPESIN INOCULATED LEAFTISSUES

A histological study of Capsicum annuum - Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav) interactions was
carried out comparing mesophyll colonization by bacteriain resistant and susceptible Capsicum genotypes. The
bacterium was inoculated by means of leaf infiltration or spraying with isolate ENA 4135 of Xav using a suspension
adjusted to c.a. 108 cfu.ml? Inoculated |eaf samples were collected 21 days later, submitted to dehydration in
alcohalic series, fixed in glutharaldehyde, post-fixed in osmium, and finally polymerized in LRWhite acrylic resin.
Then, semi-fine cuts (0,8-1,0um) were coloured with toluidin blue for examination in the light microscope and
ultrafine cuts (70-80 nm) for the transmission electron microscope. Additional leaf samples, taken six days after
spraying with the inoculum, were prepared in the same way, dried by the“critical point” method and coated with
gold on aluminum supports and for visualization through scanning electron microscopy (SEM). The images
disclosed that the intensity of Xav colonization of intercellular spaces varied according to the inocul ated genotype,
being significantly higher on the susceptible one. Evaluations by SEM did not correlated resistance and
susceptibility to dimensions of the stomatal opennings.

Key words: bacterial spot, genetic resistance, ultrastructures.
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INTRODUCAO

A mancha-bacteriana do piment8o, causada por
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav), é
considerada uma das doencas mais disseminadas no
Brasil, desde seu aparecimento na Regido Nordeste
em 1947 (Araujo et al., 2004). Sua incidéncia sobre
piment&o e tomateiro pode causar reducdo significativa
da produtividade e da qualidade dos frutos,
especialmente quando da prevaléncia de periodos
chuvosos (Hibberd et al., 1988). Sementes
contaminadas representam a principal fonte de indeculo
primério, que mesmo em baixo percentual de infeccao,
pode resultar em severas epidemias da doenca
principal mente sob condi¢des de umidade elevada e
temperaturas moderadas (Carmo et al., 1996). Como a
maioria das fitobacterioses, a mancha bacteriana do
pimentdo é de dificil controle, decorrente, dentre outros
fatores, daineficiéncia dos antibidticos, bem como da
ocorréncia de estirpes resistentes a produtos a base
de cobre e da suscetibilidade das cultivares disponiveis
no mercado (Aguiar et al., 2000).

Assim, com relagdo ao melhoramento genético,
pouco progresso tem sido feito no Brasil, embora, a
cultivar hibridaMelody de piment&o seja citada como
resistente a Xav (Lopes & Quezado-Soares, 1997).
Ribeiro et al. (1981) detectaram resisténcia recessiva
na variedade de pimenta Santaka (C. annuum) e
disponibilizaram sementes genéticas das linhagens
“RMB” (resistentes a mancha-bacteriana) procedentes
de cruzamento com cultivares de pimentdo. Ao que
parece, no entanto, essas linhagens ndo chegaram a
serem utilizadas em programas de melhoramento do
piment&o no pais.

A resisténcia de plantas a fitopatdgenos pode ser
decorrente da capacidade de retardar ou mesmo impedir
a entrada ou a colonizago de seus tecidos, de forma
dinémica e coordenada, dependendo de varios fatores.
A resisténcia ocorre, desse modo, pela expressao de
diferentes mecanismos estruturais e/ou bioquimicos,
em funcéo do potencial genético da planta e que a
resposta resistente varia com a interagéo patdgeno-
hospedeiro, sofrendo, regrageral, influénciadaidade
da planta, do 6rgdo ou tecido afetado, do estado
nutricional e de condi¢cbes ambientais (Pascholati &
Leite, 1994). Nesse sentido, Stall (1993) verificou que
altos niveis de nitrogénio diminuiram ou impediam a
atividade de X. vesicatoria em tomateiro.

Uma das primeiras barreiras que os patégenos
precisam transpor para infectar o hospedeiro é
representada pela cuticula, que recobre as células
epidérmicas. Tricomas e estdbmatos, dependendo do
seu tamanho e formato, podem também dificultar o
ingresso do patdégeno, bem como a parede celular por
sua composi¢do pela presenca de fibras e vasos
condutores (Pascholati & Leite, 1994). Porém, muitos
dos patdgenos conseguem penetrar, por aberturas
naturais. Alcancado o interior da planta, outros novos
mecani smos de defesa passam a operar, com base em
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agregacao citoplasmatica, formagado de halos ou papilas
e lignificagdo, geralmente envolvendo as células
infectadas. Podem também ocorrer camadas de cortica,
zonas de abscisdo e tiloses em tecidos distantes do
sitio de infeccdo (Pascholati & Leite, 1994).

Em relacdo aos mecanismos estruturais de
resisténcia, o tamanho da abertura, a fregiiéncia e a
estrutura dos estdmatos sdo importantes no controle
aentrada do patdgeno, conforme verificado por Ramos
et al. (1992), em estudos sobre resisténcia do tomateiro
a mancha bacteriana. Esses autores registraram que
baixa freqiéncia e menor abertura de estdmatos
constituem mecanismos morfoldgicos de defesa,
induzindo menor nimero de lesBes por &reafoliar.

Mew et al. (1984) estudaram a interacdo entre
Xanthomonas oryzae (Xor) e arroz, por meio de
microscopia eletrénica de varredura, verificando que
as bactérias ndo estavam distribuidas uniformemente
na superficie das folhas, concentrando-se na
proximidade dos poros e ao redor dos tricomas; muitas
bactérias entravam pel os hidatddios e se multiplicavam
no sistema vascular na interacdo compativel entre a
cultivar de arroz e a estirpe bacteriana. Em contrapartida,
na interagdo incompativel, a populagao de Xor era
sempre reduzida. Mew et al. (1984) reportaram, ainda,
a ocorréncia de células bacterianas envolvidas por
abundante material fibrilar em folhas de cultivares
resistentes de arroz infectadas com Xor. Em adicéo,
Bashan et al. (1981), estudando a interacéo entre
tomateiro e Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst),
por meio de microscopia eletrénica de varredura,
observaram micro-col6nias do patégeno no estbmato
€ na camara sub-estomética, representando vias de
entrada para a bactéria, assim como no espago
intercelular abaixo das células da epiderme; verificaram-
se também, células bacterianas concentradas na base
de tricomas quebrados, que acabam se constituindo
em sitios alternativos de infeccdo.

Os estébmatos, por ocorrerem em grande nimero,
s8o tidos como as aberturas naturais mais importantes,
para penetracdo de fitobactérias que incitam
enfermidades de parte aérea. Assim, varios estudos
usando microscopia 6tica e eletrdnica de varredura
confirmaram o papel relevante dos estdbmatos como
sitios de infecgdo. Como exemplos, podem ser
relacionados Xanthomonas arboricola pv. pruni
(Mileset al.,1977) e P.syringaepv. avenae (Matsuda
& Sato, 1983). Proximas ou sobre os estdmatos, essas
bactérias podem multiplicar-se rapidamente, invadir a
camara sub-estomética e, em seguida, 0s espagos
intercelulares do mesofilo. A cdmara sub-estomatica
funcionaria como via de ingresso e saida para as
bactérias, que delas emergem na forma de exsudatos
de massa bacteriana, constituindo inéculo secundério
paradisseminacdo (Mileset al.,1977).

O objetivo do presente trabalho foi de investigar,
por meio de microscopias 6tica e eletronica, diferencas
estruturais em genotipos de Capsicum resistentes e
suscetiveis a Xav e sua possivel contribuicdo na
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expressdo daresisténcia.

MATERIAL E METODOS

Foi conduzido um ensaio em casa-de-vegetacéo
com os gendtipos ‘Apolo’, BGH 1772, ‘Apolo’ x BGH
1772, ‘Ikeda e BGH 3071. A cultivar Ikeda, suscetivel a
mancha-bacteriana e o0 acesso resistente BGH 3071
foram utilizados para comparagdo com o0s genitores
‘Apolo’ e BGH 1772, por meio de investigaces
mi croscopicas.

A semeadura foi efetuada no més de outubro de
2000 em bandejas de poliestireno expandido contendo
substrato comercial. Por ocasido do surgimento do
primeiro par de folhas definitivas, cada muda foi
transplantada para vaso plastico de cinco litros
abastecido com igual substrato. As plantas-teste foram
entdo dispostas em delineamento inteiramente
casualizado, com 10 repeticdes por gendtipo. Noinicio
dejaneiro de 2001, procedeu-se ainoculagdo com Xav
(isolado ENA 4135), a partir de uma suspens&o obtida
de cultura pura e contendo cerca de 108 ufc. mi.
Amostras de tecidos destinadas a preparactes para
microscopia 6tica (MO) e eletrénica de transmissdo
(MET), corresponderam a folhas inoculadas por
infiltracdo com a suspensdo bacteriana. Ja, as amostras
para exame em microscopia €eletronica de varredura
(MEV), originaram-se de folhas cuja inoculagéo ocorreu
mediante pulverizagdo com a mesma suspenséo.

As amostras foliares foram col etadas trés semanas
apos infiltragdo para MO e MET e seis dias apds a
pulverizagdo com o in6culo para MEV. Em todos os
casos, coletou-se uma folha de cada repeticéo,
tomando-se uma parte do limbo inoculado, com auxilio
de uma lamina de acgo esterilizada, inserindo-se os
cortes, em seguida, nasolucéo fixadora para posterior
processamento. Para fins de controle, foi adotado o
mesmo procedimento, coletando-se amostras de folhas
ndo inoculadas e de idade fisiolégica equivalente,
correspondendo a cada genétipo.

Microscopia 6tica (M O): As amostras destinadasaMO
foram imersas numa solucgdo fixadora de glutaraldeido
(2,5%) em tampéo fosfato (100mM, pH 7,0) por 24h em
temperaturaambiente. Apos essafixacdo priméria, as
amostras foram lavadas por trés vezes em tampé&o
fosfato para remocéo do glutaraldeido residual e
desidratadas em série etandlica crescente (15, 30, 50,
70, 90 e 100% de etanol em &gua, v/v), permanecendo
por 15 min em cada concentragdo. A pos desidratacéo,
as amostras foram embebidas em solucfes de resina
acrilica“LR White-medium grade” (London Resin Co.
UK) e dcool etilico. Subseqlientemente, as amostras
foram cuidadosamente transferidas com pinga fina para
capsulas transparentes de gelatina contendo a mesma
resina, para obtencdo de cortes transversais,
longitudinais e paradérmicos, sendo postas a
polimerizar em estufaa 60°C, por um periodo de 18h
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(Olivares, 1997). As capsulas polimerizadas foram entéo
lapidadas para formato trapezoidal, com |&minas novas,
sob alupa do ultramicrétomo. A partir desses blocos,
foram obtidas se¢Bes semi-finas (0,8 — 1,0 mm)
utilizando-se micrétomo Reichert Ultracut S (Leica) e
facas de vidro preparadas no Reichert Knifemaker
(Leica). Para observacdo ao MO (Axioplan-Zeiss),
secdes foram transferidas para laminas de vidro
contendo uma gota de &gua. Posteriormente, foram
fixadas em placa metdlica aquecida e imediatamente
coradas com solucdo 0,1% de azul de toluidina.
Microscopia eletrdnica de transmissdo (MET): Foram
obtidos cortes ultra-finos a partir das cépsulas
preparadas para MO. Essas secfes foram recol hidas
em grades hexagonais de cobre de 200 ou 300 mesh,
cobertas com filme de polivinil formol, (Formvar 15/95 -
Shawinigan Resins Corp., Springfield, Massachusetts,
USA) a0,3% em cloroformio. Foram, em seguida, postas
a secar sobre papel de filtro e posteriormente
contrastadas em solucéo de acetato de uranila, por
10min, e citrato de chumbo (solugéo a 0,2% em NaOH),
por 7 a10min. Finalmente, foram secas em placas de
Petri sobre papel de filtro por 1h e examinadas ao MET
EM 900 (Zeiss).

Microscopia €eletronica de varredura (MEV): As
amostras para MEV foram inicialmente processadas de
maneira idéntica aquelas direcionadas a MO. Foram
entdo pds-fixadas por 30 min em solugdo aquosa de
tetroxido de 6smio (1%), lavadas por trés vezes em
agua destilada, com subsequiente desidratagcdo em série
acetbnica. As secdes obtidas foram armazenadas em
freezer, completando-se a desidratacdo no equipamento
Critical Point Dryer BAL-TEC, quando prestes a serem
examinadas. Apos a secagem final, as seces foram
montadas em suportes metadlicos e cobertas com
pelicula de ouro, visando aamplificar a condutividade
eletrénica, utilizando o Sputter Coater SCD 050 (BAL-
TEC). Aplicou-se uma corrente de 18mA e tempo de
deposicao de ouro de 240seg. Finalizado, as amostras
foram observadas ao MEV DSM 962 (Zeiss), com
voltagem de trabalho de 15a25 KV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Microscopia 6tica (MO)

O exame microscopico das se¢les transversais de
folhas do cultivar Apolo (suscetivel), inoculada com
Xav, revelou que a bactéria colonizou intensamente 0s
espacos intercelulares do mesdfilo (Figura 1A).

Cortes do tecido foliar de *Apolo’, corados com
azul de toluidina, revelaram, ainda, a presenca de
material denso, de origem e composi¢do desconhecidas,
associado as bactérias. Grimault et al. (1994), em
estudos hi stol 6gicos comparativos entre cultivares de
tomateiro resistentes e suscetiveis a Pst, também
observaram a presenca de material similar, assumindo
coloracdo azul escura.
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(A). Espagos intercelulares do mesofilo do genétipo suscetivel ‘Apolo’, intensamente colonizados por Xav. («). (400x); (B). Espagos
intercelulares do meso6filo da cv. ‘Apolo’ sem inoculagéo bacteriana. Presenca de inimeros cloroplastos (setas). (20x); (C). Espagos
intercelulares do mesdfilo (ei) do gendtipo resistente BGH 1772, com pouca colonizagdo por Xav. (200x); (D). Espagos intercelulares
(ei) expandidos pela colonizag@o por Xav no gendtipo resistente BGH 1772. Presenga de corpos vesiculares (setas).(1260x); (E e F).
Espagos intercelulares do meséfilo do hibrido ‘Apolo’ x BGH1772, intensamente colonizados por Xav. («). (200x e 630x,
respectivamente); (G). Espagos intercelulares do mesofilo do gendtipo resistente BGH 3071. Notar presenca de bactérias apenas nos
vasos do xilema (seta). (63x); (H). Espagos intercelulares do mesofilo da cultivar suscetivel |keda, expandidos pela colonizagéo por
Xav, (setas). (63x).

Figura 1- Fotomicrografias 6ticas (FMO) de se¢éo transversal do limbo foliar de gendtipos de Capsicum annuum
inoculados Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav).
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Houve pronunciada degradacéo de cloroplastos,
melhor visualizada quando em comparagéo com o
material ndo inoculado (Figura 1B). Também houve
degradacdo de paredes celulares no mesofilo
provocando colapso do tecido. Esses resultados
concordam com os relatos de Stall (1993), de que a
infeccdo por Xav em pimentéo causa desorganizacio
celular, danificando cloroplastos e membranas
mitocondriais. Em relagcdo aos sintomas, a cv. Apolo
apresentou média de 62 lesdes/cm? de area foliar,
circundadas de tecido clordtico.

O acesso BGH 1772 inoculado apresentou
colonizagdo bacteriana mais restrita nos espacos
intercelulares do mesdfilo (Figura 1C), a semelhanca
dos resultados de Bashan et al. (1981), que observaram
menor populacdo de bactérias em tecidos de cultivares
resistentes do que em cultivares suscetiveis, no
patossistema tomateiro-Pst. Em BGH 1772, houve
menor degradacdo, estando as células do tecido foliar
inoculado com aspecto aparentemente sadio. Foram
observados, ainda, corpos vesiculares em células do
mesofilo adjacentes aos espagos intercelulares,
colonizado por células bacterianas (Figura 1D),
sugerindo intensa atividade secretora pelo hospedeiro.
Stall (1993) também detectou aformagao de vesiculas
esféricas na interagdo Xav-Capsicum annuum. O
gendtipo BGH 1772 apresentou média de 48 lesdes.cn
2de &reafoliar.

O hibrido ‘Apolo’ x BGH 1772, mostrou
comportamento similar ao do genitor ‘Apolo’,
ocorrendo, porém, maior densidade populaciona de
bactérias nos espagos intercelulares, o que corroborou
a alta suscetibilidade que caracteriza esse gendtipo
(Figuras 1E e 1F). Nos tecidos inoculados da cv. Apolo
também foi encontrado o material denso, de
composi ¢do desconhecida associado as bactérias, nos
cortes corados com azul de toluidina. Aparentemente,
houve maior degradacdo celular no hibrido do que em
ambos os progenitores. O hibrido ‘Apolo’ x BGH 1772
apresentou média de 75 lesdes.cm? de &rea foliar,
envolvidas por tecido necrosado.

As observages comparativas entre genitores e seu
respectivo hibrido indicaram clara correlagéo entre
presenca de sintomas macroscopicos e alteragdes
histol 6gi cas nas folhas inoculadas com Xav. De fato,
ap6s a inoculacéo, observou-se modificacfes
estruturais mais freqientes e severas nos tecidos
foliares do hibrido, de grau intermediério no genitor
suscetivel e menos intensa ainda no genitor resistente.

O acesso BGH 3071 ndo manifestou quaisquer
sintomas externos apés inoculagdo com Xav.
Observacdes de cortes foliares semi-finos ao
microscopio 6tico, revelaram apresencade células da
bactéria limitadas ao metaxilema (Figura 1G), apesar da
auséncia de degradacgéo celular e de colonizagéo do
mesofilo, assm como Varvaro et al. (1993) constataram
em cultivares resistentes de tomateiro, quando
infectadas por Pst. Todos os tecidos de BGH 3071
mostraram-se integros, inclusive organelas celulares
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como os cloroplastos. Em avaliacbes preliminares, o
referido acesso demonstrou reacdo de
hipersensibilidade ao ser inoculado com suspenséo
de aproximadamente 102 ufc.ml de Xav (Leal et al.,
2001).

A cultivar Ikeda (padréo suscetivel), expressou
sintomas similares aos da cv. Apolo, acompanhados
de intensa colonizac&o dos espacos intercelulares do
mesofilo, resultando na expansdo destes espacos, e
consegiiente compressdo das células parenquimatosas
(Figura1D). Os cloroplastos, entretanto, foram menos
danificados do que na cv. Apolo.

Através de microscopia el etronica de transmissao,
Varvaro et a. (1993) verificaram que cinco dias ap6s a
inoculacdo, as folhas de tomateiros suscetiveis a Pst
estavam amplamente invadidas pela bactéria. No
décimo dia, j& ocorria desorganizagdo citoplasmatica,
com ruptura da membrana celular, degeneracdo do
nicleo e de cloroplastos; por fim, com 15 dias da
inoculagdo, as células apresentavam-se completamente
plasmolisadas ndo sendo detectadas alteracdes
citoldgicas nos tecidos foliares da cultivar resistente
incluida nainvestigacao.

Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

Os estudos ao MET foram realizados apenas com
amostras correspondentes aos genitores ‘ Apolo’ e BGH
1772, além do respectivo hibrido. Em ‘Apolo’,
observou-se intensa colonizagcdo nos espagos
intercelulares do mesdfilo, estando as bactérias
envolvidas pela matriz eletrondensa, de origem e
composi¢do desconhecidas. Brown et al. (1993),
também registraram a presenca dessa matriz
eletrondensa ao redor das células de Xav, em algumas
regides do mesdfilo foliar de cultivar suscetivel de
piment&o inoculada. No presente estudo, verificou-se,
ainda, degradac&o da parede celular e do citoplasma,
bem como maceracéo de cloroplastos, similarmente as
observacOes de Dai et a. (1996), em cotilédones de
algodoeiro, suscetivel a X. axonopodis pv.
malvacearum (Xam).

Através da MET, foi possivel visualizar um halo
eletrontransparente ao redor das bactérias e material
eletrondenso depositado préximo a parede celular nos
tecidos de ‘Apolo’ (Figura 2A). Nesse genétipo, foi
também observada a presenca de material fibrilar de
densidade diferenciada, envolvendo as células
bacterianas (Figura 2B). Bactérias associadas a matriz
mais eletrondensa mostravam morfologia alterada,
sugerindo lise celular. Exames ultraestruturais de
cotilédones de algodoeiro, infectados por Xamtambém
revelaram material fibrilar ao redor de células
bacterianas nos espacos intercelulares de tecidos
necrosados (Dai et al., 1996). Anomalias idénticas
foram assinaladas por Brown et al. (1993) nas interacfes
entre pimentéo e Xav, 2h apos inoculagdo, assim como
ocorreu interagdo incompativel entre tomateiro e Pst
(Bashan et al., 1981).
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A). FMT de espagos intercelulares do mesofilo da cultivar ‘Apolo’. Notar a presenca de halo eletrontransparente (seta) ao redor
da bactéria e material eletrondenso depositado proximo a parede da célula do mesofilo (t). (30.000x); (B). FMT do meséfilo da
cultivar ‘Apolo’, mostrando bactérias envolvidas por material fibrilar de densidade eletrondensa diferenciada (1 e 2). Notar que as
bactérias associadas a matriz mais eletrondensa apresentam morfologia alterada, indicativa de lise celular do genétipo resistente
(é). (20.000x); (C). FMT de espagos intercelulares do mesdfilo do gendtipo resistente BGH 1772, colonizados por bactérias
(setas). Células do hospedeiro com deposicdo de material eletrondenso, circundando os sitios de colonizac8o. Notar diferenciagéo
do material eletrondenso na porcéo inferior, envolvendo células bacterianas (€). (20.000x); (D). FMT mostrando bactérias com
alteracdo de morfologia (é), aparentemente lisadas e envolvidas por matriz eletrondensa. (20.000x); (E). FMT de espacos
intercelulares do mesofilo do hibrido ‘Apolo’ x BGH 1772, com intensa colonizagdo de bactérias. Notar atividade de divisdo da
bactéria (seta) e desfibrilagdo da parede celular. (20.000x); (F). Detalhe da fotomicrografia anterior: bactéria em plena atividade
de divisdo celular. (50.000x); (G). FMT mostrando bactéria colonizando células degeneradas do mesdfilo do hibrido ‘Apolo’ x BGH
1772. Notar cloroplastos com perda de integridade do sistema de membranas dos tilacGides (t) e presenca de amido em quantidade
(€). (20.000x); (H). FMV de bactérias aderidas a superficie foliar do cv. ‘Apolo’, ao redor dos estdmatos (5.000x); (I). Frequéncia
de estdbmatos do limbo foliar do hibrido ‘Apolo’ x BGH 1772. Notar presenca de tricoma (seta) (500x).

Figura 2 - Fotomicrografias de transmisséo (FMT) e de varredura (FMV) de se¢Bes transversais do limbo foliar de
gendtipos de Capsicum annuum inoculados com Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav).

Nos espacos intercel ulares do mesodfilo do gendtipo notando-se diferenciacdo desse material na porcéo
resistente BGH 1772 também se observou colonizagéo inferior, envolvendo as células bacterianas (Figura 2C).
por bactérias envolvidas pela matriz eletrondensa. NaFigura 2D, observam-se bactérias com morfologia
Céulas do hospedeiro continham deposi¢éo de material alterada, aparentemente lisadas e envolvidas pela
eletrondenso, circundando os sitios de colonizagao, matriz eletrondensa. O confinamento do patdégeno
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nessa matriz talvez esteja relacionado a um mecanismo
deresisténcia (Brown et al., 1993).

O hibrido ‘Apolo’ x BGH 1772, apresentou
colonizagdo mais intensa do meséfilo, com alto grau
de degradac&o de paredes celulares do hospedeiro, tal
como observado ao microscopio 6tico. Observou-se,
também, intensa multiplicacdo de bactérias, com
desfibrilacdo da parede celular (Figuras 2E e 2F). Nesse
hibrido, ocorreu 0 maior nivel de degradacéo dos
cloroplastos, que exibiam perda de integridade do
sistema de membranas dos tilacdides e abundancia de
gréos de amido (Figura 2G).

O gendtipo resistente (BGH 1772) caracterizou-se
por uma rapida resposta a inoculagéo induzindo o
confinamento e lise das cél ul as bacterianas, acelerando
a inativagdo do patdgeno e assim retardando sua
multiplicagdo e conseqguente invasdo dos tecidos
foliares.

Microscopia eletronica devarredura (MEV)

Na superficie das folhas inocul adas, foi observada
uma distribui¢do desuniforme de células bacterianas,
assim como Mew et al. (1984) verificaram nainteragéo
arrozeiro-Xor, em que as bactérias concentravam-se
préximas aos poros e aos tricomas.

O comprimento do ostiolo (CO) de 10 estbmatos
correspondentes a cada um dos genétipos analisados
foi estimado com base nas imagens obtidas por MEV.
Os estbmatos de ‘ Apolo’ e do hibrido ‘Apolo’ x BGH
1772 foram avaliados nas superficies adaxia e abaxial.
Verificou-se, pelo teste t, que ndo houve diferenca
significativa no CO entre estdmatos das faces do limbo
foliar da cv. Apolo. No hibrido, estématos da face
abaxial tinham maior CO do que os da face adaxial
(Testet, a 1% de probabilidade). N&o houve diferenca
significativa com respeito ao CO dos estdmatos da face
adaxial entre os genétipos ‘Apolo’, BGH 3071 e ‘Apolo’
x BGH 1772. Contudo, quanto ao daqueles situados na
face abaxial, aandlise de varianciaindicou diferencas
significativas (Teste F a 1% de probabilidade) entre
‘Apolo’, BGH 1772, ‘lkeda e‘Apolo’ x BGH 1772. A
analise de meédias utilizando o teste de Tukey a’5% de
probabilidade mostrou diferencas também
significativas. O hibrido teve amaior médiaem relacdo
ao CO, enquanto BGH 1772 foi intermediério, porém
superior as duas cultivares suscetiveis (Tabela 1).

O CO, portanto, ndo deve estar relacionado a
mecanismos estruturais de resisténcia a Xav em C.
annuum, sendo necessario pesquisar outras formas
de resisténcia.

Por outro lado, pela Figura 2H, € possivel visuaizar-
se aintensa multiplicagdo bacteriana na superficie do
limbo foliar do progenitor ‘Apolo’ apés inoculagdo com
Xav. Mesmo padréo foi também observado em amostras
examinadas de outros cultivares. Dessa forma, as
bactérias encontravam-se associadas aos estdmatos,
indicando que o patdgeno realmente pode infectar a
planta através dessas aberturas naturais (Lopes &
Quezado-Soares,1997; Pascholati & Leite, 1994; Stall,
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1993). Adicionalmente, no hibrido ‘Apolo’ x BGH 1772,
foi notada uma ocorréncia rara de tricomas na superficie
foliar (Figura 2l), reforcando a existéncia de outra(s)
via(s) de infecgdo para a bactéria.

S8o varios 0s mecanismos de resisténcia capazes
derestringir ainvasdo e a multiplicagdo de patégenos
nas plantas hospedeiras. Até o presente momento,
torna-se dificil consignar as diferentes barreiras
porventura envolvidas na reacéo de resisténcia de
Capsicum a Xav. Estudos subsequentes seréo
necessarios para avaliagdo aprofundada dos acessos
de BGH aqui descritos, buscando identificar
mecanismos de distinta natureza que governam a
bactériaincitante da mancha-bacteriana em pimentao.

Tabela 1 — Andlise de médias relativas a comprimento
do ostiolo medido ao MEV, em estdbmatos da
face abaxial do limbo foliar dos gendtipos
‘Apolo’, BGH 1772, ‘Ikeda e hibrido ‘Apolo’
x BGH 1772 de Capsicum annuum.

Genotipo Média
‘Apolo’ x BGH 1772 33.01 a
BGH 1772 19,26 b
‘Apolo’ 16,11 c
‘Ikeda’ 12,20 d
DMS =5,18

* médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

CONCLUSOES

AvaliagBes por MO de cortes semi-finos de folhas
de C. annuum inoculadas com Xav permitiram
estabelecer que a colonizagdo bacteriana ocorre
principal mente nos espagos intercelulares do mesdfilo,
estando o grau dessa colonizagdo relacionado ao nivel
de suscetibilidade do genétipo ao agente da mancha-
bacteriana.

Exames de cortes ultrafinos, por MO e MET,
indicaram alteracOes estruturais similares, porém mais
intensas no genadtipo resistente do que no suscetivel
aXav.

O comprimento do ostiolo, estimado por meio de
MEV, ndo indicou relacdo entre essa caracteristica
morfol Ggica e resisténcia a mancha-bacteriana.
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