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Resumo — Os objetivos deste trabalho foram mensurar a érea da nervura secundaria e quantificar o nimero de
tricomas dasuperficiefoliar de cultivaresdefeijoeiro suscetivel (Carioca), moderadamenteresistente (Pérola) e
resistente (IAPAR-81) aantracnose, e observar asrel agdes entretais caracteristicas com o estégio pré-infeccional.
Paramensurar adreadanervurasecundaria, fragmentosfoliaresforam amostrados, fixadosem FAA 50, conser-
vadosem dlcool 70%, infiltrados em resinaglicol-metacrilato, cortados transversalmente e corados com azul de
toluidina. Os tricomasforam quantificados em impressdes epi dérmi cas em microscopio de projecéo. Na andlise
pré-infeccional, o material foi fixado em glutaral deido 2,5% e processado para o estudo ao microscopio el etronico
devarredura. A cultivar resistente apresentou menor areade nervurasecundariae maior pilosidade queacultivar
moderadamente resistente e a suscetivel. Na cultivar resistente, por causa da menor area de nervura e maior
pilosidade, o patégeno permaneceu sobre anervurae envolvido com o tricoma. Na cultivar suscetivel, com maior
area de nervura e menor pilosidade, foram observadas necrose e estruturas fungicas na superficie foliar. Ha
relagdo entre estas caracteristicas foliares e a resisténcia a antracnose durante o estégio pré-infeccional do
patégeno.

Termos paraindexacdo: Phaseolusvulgaris, antracnose do feijoeiro, superficiefoliar, tigmotropismo, tricomas.

Relationship between bean leaf structure and the Glomerella cingulata
f.sp. phaseolipreinfection

Abstract — The objectives of thiswork were to measure the secondary vein areaand to quantify the trichomes of
leaf surface in bean cultivar susceptible (Carioca), medium resistant (Pérola) and resistant (IAPAR-81) to
anthracnose, and to observe relationships between leaf blade characteristics with the preinfectional stages. In
order to measurethe secondary vein area, sampleleaf pieceswerefixedin FAA 50 and conservedin 70% alcohal.
Theseleaf sampleswereinfiltrated in glycol metacrylateresin, cut transversally and stained with toluidine blue.
Thetrichomeswere quantified in epidermical impressionsin projection microscopy. Thematerial for preinfection
analysis was fixed in 2.5% glutaraldehyde and processed to study the scanning electron microscopy. The
resistant cultivar showed minor secondary vein area and high pilosity than the cultivar medium resistant and
susceptible. In the resistant cultivar, due to minor vein area and high pilosity, the pathogen stayed on the vein
and involved on the trichomes. In susceptible cultivar, with high vein and minor pilosity, necrosis and fungal
structure on the leaf surface were observed. The results show arelation between the minor vein and high leaf
trichomes quantity with the resistance to the anthracnose in pathogen preinfection stages.

Index terms; Phaseolus vulgaris, bean anthracnose, leaf surface, tigmotropism, trichomes.

I ntroducéo

A antracnose do feijoeiro ocorre preferencial mente
nas nervuras foliares e vagens e pode causar perdas de
até 100% na produtividade, principal mente quando, além
de se usar variedades suscetiveis em ambientes propi-
cios a ocorréncia da doenca, sdo utilizadas sementes
contaminadas (Somavilla & Prestes, 1999). Entre as
doencas do feijoeiro, a antracnose € umadas mais pre-
judiciais, tendo como agente causal 0 fungo mitosporico

Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.)
Scrib., que corresponde ao teleomorfo Glomerella
cingulata (Stoneman) Spauld. & Schrenk f.sp. phaseoli
(Sutton, 1992).

Como o patdgeno pode ser transmitido por sementes,
seu controle é dificil, aumentando o inéculo em areas
produtoras (Vechiato et a., 1997), inviabilizando, muitas
vezes, aproducdo. No controle dessa doenca, a utiliza-
¢ao de cultivaresresistentes constitui-se no método mais
vidvel (Ravaet al., 1998). Entretanto, essa estratégia é
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dificultada pela grande variabilidade do patégeno, que
interfere na durabilidade da resisténcia da cultivar
(Bianchini et a., 1997). Considerando o carater assexual
do patdgeno, 0 mecanismo mais adequado no melhora
mento genético € a piramidagdo de genes, que consiste
na incorporagdo de varios genes de resisténcia em um
anico hospedeiro (Balardin, 2001).

Conforme Pascholati & Leite (1995) eAgrios(1997),
mecanismos de resisténcia de um vegetal ao ataque
patogénico sdo geralmente divididos em duas categori-
as, as quais sdo denominadas de pré-formados (passi-
vos ou constitutivos) e pds-formados (ativos ou induzi-
dos), sendo ambas classificadas, quanto a natureza, em
estrutural e bioquimica.

Para analisar e avaliar 0s mecanismos de resisténcia
de um patossistema, € necessario conhecer o modo de
ataque do patdgeno a planta hospedeira. Considerando
gue a antracnose é causada por um fungo com penetra-
¢ao direta nas células epidérmicas, torna-se imprescin-
divel o estudo das caracteristicas da superficie foliar.
De acordo com Bailey et al. (1992) e Jiménez-Diaz
(1996), a patogénese depende da resposta tigmotropica
do patégeno no reconhecimento da planta hospedeira,
podendo ser estarespostainduzidapor um estimulo fisi-
co (Epstein et a., 1985). Segundo estes autores, amai-
oria das reacOes de resisténcia esta relacionada com a
faseinicia do parasitismo; porém Landes & Hoffmann
(1979), estudando o desenvolvimento pré-infeccional de
Colletotrichum lindemuthianum em feijoeiro, obser-
varam que a degradacdo enzimética da parede celular
pelahifainfectiva apresentou a mesmaintensidade nas
cultivares com diferentes graus de resisténcia, durante
0 processo de penetracéo.

O objetivo deste trabalho foi mensurar a area da
nervura secundaria e quantificar o nimero de tricomas
da superficie foliar de cultivares de feijéo suscetivel
(Carioca), moderadamente resistente (Pérola) e resis-
tente (IAPAR-81) a antracnose, e observar as relagdes
entre tais caracteristicas com o estégio pré-infeccional.

Material e M étodos

As cultivares utilizadas foram sel ecionadas de acor-
do com Canteri et al. (1999), ou seja, Carioca, Pérolae
|APAR-81, consideradas, respectivamente, suscetiveis,
moderadamente resistentes e resistentes a antracnose.
As sementes foram obtidas na Cooperativa
Agropecuaria Batavo, Carambei, PR. A semeadura foi
feita em vasos de plastico com substrato autoclavado,
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mantidos em casa de vegetacdo a temperatura média
de 24°C, por 25 dias.

Nas mensuracfes da area da nervura secundéria,
amostrou-se aregido medianado foliolo central do pri-
meiro metafilo e estas amostras foram fixadas em
FAA 50 (formaldeido + &cido acético glacia + &cool
50%) por 48 horas (Johansen, 1940). ApGs esse perio-
do, omateria foi transferido parasolucéo de @ cool 70%,
sendo posteriormente desidratado em série etilica as-
cendente e infiltrados em resina glicol-metacrilato
(Gerrits, 1991). O materia foi seccionado transversal-
mente em micrétomo rotatério com 10 um de espessu-
ra, e as secgdes foram submetidas a coloragdo com azul
detoluidina(O’ Brienet a., 1964).

Na quantificacéo dos tricomas, foram realizadasim-
pressdes epidérmicas com colainstantanea, determina-
do o nimero médio de tricomas por milimetro linear na
regi&o danervura secundéria e por milimetro quadrado
naregido internervural.

As mensuragOes de &rea da nervura e as determina-
¢oes do nimero de tricomas foram realizadas em mi-
croscopio de projegao, utilizando-se trés repeticdes por
cultivar. Os dados obtidos foram submetidos & andlise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a5% de probabilidade (Gomes, 1990).

O fungo Glomerella cingulata f.sp. phaseoli raca
kapa foi cultivado em meio de cultura BDA (batata-
dextrose-4gar) eemMV1 (meio devageminteira) (Dalla
Pria, 1997). A inoculacéo foi efetuada por deposicéo de
microgotascom 50 mL deindculo no tergo médio abaxia
da nervura secundaria de foliolos centrais, destacados
do primeiro metafilo, sendo a concentragdo do indculo
de 2,0x10* conidios mL-1. Depois de inoculados, os
foliol os foram mantidos dentro de placas de Petri com o
peciélulo envolto com algodao umedecido, sob condi-
¢oes controladas de fotoperiodo de 12 horas e tempera-
tura de 21+2°C em estufa tipo BOD, por cinco dias.
As coletasdas amostrasforam efetuadas 24, 72 e 120 ho-
ras apos ainoculacdo (Benhamou et al., 1991).

O estudo ao microscopio eletronico de varredurafoi
realizado com fragmentos col etados nos periodos refe-
ridos anteriormente. As amostras foram fixadas em
glutaraldeido 2,5% em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,3, e
pos-fixadas em tetroxido de smio 1% em tampao fosfato
0,1 M pH 7,3 (Robards, 1978). A seguir, 0 material foi
desidratado em série de acetona, submetido a secagem
em ponto critico e, finalmente, metalizado em ouro, sen-
do ent&o analisado em microscopio el etrénico devarre-
dura*“Philips SEM 515”.
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Resultados e Discussao

Caracteristicas estruturais do limbo foliar

A érea da nervura secundéria foi maior na cultivar
Carioca e menor nas cultivares Pérola e IAPAR-81
(Tabelal). A preferéncia do patdgeno pelas nervuras
foliaresdefeijoeiro (Bianchini et ., 1997; Somavilla&
Prestes, 1999) pode estar rel acionadacom nervurasmais
salientes na cultivar suscetivel (Carioca) a antracnose,
sugerindo que estas atuem como um estimulo fisico ao
tubo germinativo, o que facilita o processo de penetra-
¢ao. Deacordo com Jiménez-Diaz (1996), a patogénese
depende datopografiadasuperficie daplantahospedei-
ra. Segundo Bentes & Matsuoka (2002), as diferengas
no processo de pré-infeccdo ndo dependem apenas do
conidio, mas também das mudancas da topografia do
hospedeiro, 0 que se caracteriza como uma sinalizagdo
na diferenciagdo das estruturas fungicas.

A cultivar Carioca apresentou menor nimero de
tricomas naregido internervural e nanervura secunda-
ria, a0 passo que a cultivar IAPAR-81 mostrou maior
ndmero e acultivar Pérola, valoresintermediarios (Ta-
bela 1). A maior pilosidade dos érgéos pode proporcio-
nar aumento na protecdo a insetos transmissores de vi-
rus, além de evitar aformacédo do filme de dgua neces-
sario amultiplicagdo de bactériase agerminagdo fungica
(Pascholati & Leite, 1995; Agrios, 1997).

Houve auséncia de ceras epicuticulares na superfi-
cie foliar das trés cultivares (Figuras1 a 3).
As caracteristicas cuticulares, como a espessura da
cuticula e a sua composi¢ao, podem apresentar relacéo
com o grau de resisténcia aos patdgenos com penetra-
¢do direta, considerando que a cuticula constitui uma
barreira fisica e quimica a penetragdo fangica, assim

Tabela 1. Area(x102 mm?) danervurasecundaria, nimero de
tricomas por milimetro quadrado daregido internervural end-
mero detricomas por milimetro linear danervurasecundaria,
daface abaxial dofoliolo central de cultivaresdefeijoeiro®.

Cultivares Area da Numero de Numero de
nervura tricomas da tricomas da
secundaria regido nervura
internervural secundaria
Carioca 75,52a 12,63b 6,99b
Pérola 17,50b 18,94ab 9,44ab
IAPAR-81 14,60b 21,50a 10,56a
CV (%) 51,67 9,23 7,02

(WM édias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entresi
a5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

como os tricomas glandulares mediante a liberacdo de
compostos antimicrobianos (Binyamini & Schiffmann-
Nadel, 1972; Bell, 1981; Aist, 1983; Manandhar et a.,
1995).

As avaliagBes das caracteristicas estruturais da su-
perficiefoliar revelaram que as nervuras menos salien-
tes, associadas com 0 aumento da pil osidade, contribui-
ram paramaior resisténciaapenetracéo de G. cingulata
f.sp. phaseoli.

Analise pré-infeccional

Ap06s 24 horas dainoculagdo, foi observado o desen-
volvimento inicial do patégeno (Figura 1). Nacultivar
suscetivel (Carioca), verificou-se apresencade conidios
ndo germinados com uma delgada matriz extracelular
secretada por estes esporos (Figural, A). De acordo
com Bailey et al. (1992), matriz apresenta em sua
composic¢do polissacarideos, glicoproteinas e enzimas

= L
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Figura 1. Superficieabaxial foliar de cultivares de Phaseolus
vulgaris, 24 horas ap6s ainocul agao de Glomerella cingul ata
f.sp. phaseoli. A: ‘Carioca — conidio (c) exibindo matriz
extracelular (seta); B: * Carioca —conidio desintegrado (c) com
tubos germinativos (t); C: ‘Pérola — conidios com tubo
germinativo formando apressorio (a) e com intumescimento
(i) dehifanabasedo tricomaglandular; D: ‘ Pérola —hifas (h)
envolvidascom ostricomas, E: ‘' |APAR-81" —hifas (h) desen-
volvidas sobre anervurafoliar; F: ‘IAPAR-81" — conidio (c)
com longo tubo germinativo (t) e ausénciade apressorio. Bar-
rasrepresentam4 um, 8um, 15pum, 31 um, 20ume 12 umem
A, B, C, D, E eF, respectivamente.
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gue participam da degradacdo da parede celular vege-
tal. Epstein et al. (1985) atribuem as proteinas damatriz
do tubo germinativo afungdo de resposta tigmotrépica
no reconhecimento da superficie do hospedeiro. Neste
mesmo periodo de avaliacdo, a cultivar suscetivel (Ca-
rioca) apresentou tubo germinativo sobre a superficie
danervurasecundéria, bem como conidio desintegrado
com aemissdo detubosgerminativos (Figura 1, B). N&o
foi observada a formac&o do apressorio neste periodo
de avaliacdo, sendo visivel apenas um leve
intumescimento da ponta das hifas.

A cultivar moderadamente resistente (Pérola), 24 ho-
ras apos a inoculagdo, apresentou a formagéo de
apressorio com formato esférico; entretanto, em outro
tubo germinativo, o apressorio ndo éformado, sendo vi-
sivel, porém, um intumescimento da sua ponta
(Figura 1, C). A variagéo nas estruturas de infeccéo €
comum em Varios patossistemas, como foi observado
por Graaf et al. (2002) na patogénese de Phoma
clematidina. Segundo esses autores, abase dostricomas
glandulares pode ser um ponto suscetivel a infeccéo.
A penetragéo das hifas, nesta regido, foi observada na
cultivar moderadamente resistente (Figura 1, C).
No mesmo periodo avaliado ocorrem hifas envolvidas
com os tricomas, as quais crescem sobre estas estrutu-
ras, ndo estabelecendo contato com as células
epidérmicas (Figura 1, D). Nafaseinicia dainfeccéo,
a formagdo de apressorios apresenta diferengas tem-
porais e quantitativas em cultivares resistentes e susce-
tiveis, sendo constatado nas cultivares suscetiveis mai-
or nimero desta estrutura de infeccdo (Ferreira &
Rijkenberg, 1991).

A cultivar resistente (IAPAR-81) apresentou menor
&rea de nervura e, conseqlentemente, nervura menos
saliente, 0 que parece dificultar o reconhecimento da
superficie foliar por meio de resposta tigmotropica do
patdgeno (Tabela 1). Apds 24 horasdainoculagéo, ob-
servou-se o desenvolvimento das hifas sobre anervura,
porém sem indicios de penetracéo, sendo também ob-
servada a formagdo de um Unico tubo germinativo por
conidio (Figura 1, E). Nessa cultivar também se verifi-
ca a presenca de hifas envolvidas nos tricomas (Figu-
ral, F), corroborando Pascholati & Leite (1995) eAgrios
(1997), osquais afirmam que apil osidadefoliar relacio-
na-se com a protecdo a patdgenos, evitando o contato
destes com a planta hospedeira.
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Apbs 72 horas da inoculacdo, foi observada a pro-
gressdo do fungo sobre a superficie foliar (Figura2).
Nacultivar suscetivel (Carioca), ocorreram necroses
foliares com desidratacdo dostecidos, indicando o inicio
da colonizagd@o do hospedeiro (Figura 2, A e B).
As lesdes necréticas ocorrem por causa da desidrata-
¢80 e da perda de nutrientes inorganicos e orgéanicos
pelacélulavegeta (Griffey & Leach, 1965).

A cultivar moderadamente resistente (Pérola), 72 ho-
ras apos ainoculagdo, ndo apresentou sinais de coloni-
Zac80 em seustecidos, mostrando apenas hifas envolvi-
dasnostricomas (Figura 2, C) eagerminagéo de conidio
com variostubosgerminativos (Figura 2, D). A emisséo
de vérios tubos germinativos pel os conidios pode ocor-
rer em interacGes compativeis (Bailey et al., 1992).

7 LS _.{.

Figura 2. Superficie

vulgaris, 72 horas apos ainocul agdo de Glomerella cingulata
f.sp. phaseoli. A e B: * Carioca —necrosefoliar (n) com desi-
dratacéo dostecidos; C: ‘Pérola — hifas (h) envolvidas com
os tricomas; D: ‘Pérola — conidio (c) com vérios tubos
germinativos, E eF: ‘|APAR-81" —extenso micélio (m) sobrea
superficiefoliar, sem ocorrénciade penetracéo. Barrasrepre-
sentam4um, 4um, 31pum, 14um, 90ume22umemA, B, C, D,
E eF, respectivamente.
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Nacultivar resistente (IAPAR-81), amaior pilosidade,
associada com nervuras pouco salientes, sugere maior
protecdo da planta contra a invasdo do patogeno.
O extenso desenvolvimento micelial sobre asuperficie
foliar e aauséncia de sinais de colonizagdo, observada
72 horas ap6s a inoculagdo, sustentam esta hipotese
(Figura2, EeF).

No patossistema avaliado existe relacdo entre aden-
sidade dos tricomas e a resposta de resisténcia. Apesar
disso, Fiume (1994) constatou que o nimero detricomas
ndo se relaciona com a resisténcia, no caso da ferru-
gem do feijoeiro, causada pelo fungo Uromyces
appendicullatus. Deve-se considerar que neste
patossistema, apenetracao do patdgeno ocorre por meio
dos estdmatos e ndo diretamente pelas células
epidérmicas, como ocorre na antracnose. Desta forma,
0s tricomas ndo apresentaram relagdo com a resistén-
cia a ferrugem.

Ap6s 120 horas de inoculagdo, a cultivar suscetivel
(Carioca) apresentou destrui¢do dos tecidos, caracteri-
zada por acentuada necrose (Figura 3, A), bem como
espesso micélio naregido danervurasecundaria, o qual
penetra diretamente nas paredes anticlinais das células
do complexo estomético, sem aformagéo de apressorio
(Figura 3, B). De acordo com Ogle et al. (1990), em
espécies de Sylosanthes, as hifas subcuticulares de
Colletotrichum gloeosporioides podem iniciar nova
infeccdo sem aformac&o do apressorio, poisessas hifas
emergem do proprio tecido infectado.

Na cultivar moderadamente resistente (Pérola), foi
observado pouco micélio sobre ostricomas, semindicio
de colonizacéo tissular, ou sgja, ndo havendo necroses
evidentes (Figura 3, C e D).

A cultivar moderadamente resistente (Pérola) e a
resistente (IAPAR-81), ap6s 120 horas de inoculagéo,
apresentaram pouco micélio sobre a superficie dos
tricomas. A cultivar resistente apresentou muitas parti-
culas sobreasuperficiefoliar, sinalizando umapossivel
degradacédo do extenso micélio (Figura2, E e F), como
também nédo mostrou indicios de penetracéo no tecido
da planta hospedeira (Figura3, E eF). A presenca de
particulas na superficie da cultivar resistente pode ser
atribuida a agdo de bactérias, as quais contribuem para
adegradacdo do micélio (Mercer et ., 1975).

Constatou-se que a ocorréncia de nervuras secunda-
rias mais salientes associadas com a menor pilosidade
foliar estéo relacionadas com o desenvolvimento inicial
do patdgeno, podendo influenciar na penetracdo deste
nostecidosfoliares. Essas caracteristicas estruturais do
limbofoliar interferem de formasignificativanarespos-
tadacultivar ainfeccéo pelo patdgeno e, conseqiiente-
mente, no grau de suscetibilidade das cultivares de
feijoeiro estudadas.

Figura3. Superficieabaxial foliar de cultivaresde Phaseolus
vulgaris, 120 horas ap6s a inoculagao de Glomerella
cingulata f.sp. phaseoli. A: ‘ Carioca — necrose (n) acentua-
danaregido danervurasecundaria; B: * Carioca —micélio (m)
com hifas infectivas (*) penetrando na parede anticlinal do
complexo estomatico (€); CeD: ‘Pérola —escassashifas (h)
envolvidascom ostricomas; E: ‘|APAR-81" —degradacéo do
extenso micélio (m) ocorrente em 72 horas apos ainocul acao;
F: ‘IAPAR-81" — auséncia de infecgcdo. Barras representam
16 um, 8 um, 66 um, 33um, 30ume30umemA, B,C,D,EeF,
respectivamente.
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Conclusdes

1. A edtruturado limbo foliar dascultivaresdefeijoeiro
esta relacionada com o comportamento do patégeno
durante o processo pré-infeccional.

2. O grau de resisténcia da cultivar apresenta rela-
¢do com a saliéncia das nervuras e apilosidade foliar.
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