Rev. Centrw de Ciencias Rurais, 13(2-3):135-141, 1983.
Rec. p/ publ. 07/83. 135

HISTOLOGIA DA PODRIDAQ NEGRA (Xanthomonas campestnis (Pammel) Dows DA COLZA (Bras-
sica napus L. var. ofeifera) Metzg*

Histopathology of Black Rot Disease (Xanthomonas campestnis (Pammel) Dows of Rape
(Brassica napus L. var. oleifera) Metzg

Elocy Minussi** e Vanoli J. X. Lopes*#**

OBJETIVO

0 objetivo do presente trabalho foi estudar a histopatologia da podridao
negra cauzada por Xanthomonas campestris (Pammel) Dows.

No preparo das laminas utilizou-se o terco médio das folhas da cultivar
CTC-4 atacada e nao atacadas pela bacteria. A fixacao foi feita com FAA e FPA e
os cortes foram feitos com 15 micrometros de espessura, no sentido transversal,
utilizando-se a tecnica de dupla coloracao com safranina e fast-green. Dos re-
sultados sao tiradas as seguintes conclusoes:

1. A bactéria X. campestris esta presente nas nervuras principais e se-
cundarias das folhas de colza atacadas.

2. A bacteria & mais frequente nas camaras sub-estomaticas que nos meatos
intercelulares.

3. A tecnica de coloracao usada e adequada para evidenciar a presenca da
bactéria nos tecidos atacados.

SUMMARY

The objective of this experiment was to study the histopathology of black
rot disease (Xanthomonas campestris (Pammel) Dows of rape (Brassica napus L. var.
oledifena).

Diseased and healthy leaves of the variety CTC-4 were used for microscope
slides preparation.

The microscope slides fixation was carried out with FAA and FPA. The cuts
were 15 micrometers thick and done transversally utilizing double staining with

safranine and fast green.

The conclusions were:
}(FThe bacteria X. campestris (Pammel) Dow is found in the main and se-
condary veins of the diseased leaves.
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2. The bacteria is more frequent inside the sub-stomated chambers thanin
the spaces between cells.

3. The staining technique used was adequate to show the presence of the
bacteria in diseased tissues.

INTRODUGRO

A podridao negra da colza causada pela bactéria Xanthomonas campestnis
(Pamme1) Dows constitui-se um sério problema para a cultura. Sua incidéncia tem
sido generalizada, em todos os ensaios e cultivares.

A Titeratura estrangeira apresenta poucas referéncias sobre esta doenca
em colza. Isto se deve ao fato das condicdes climaticas no hemisferio norte nao
serem favoraveis ao desenvolvimento de X. campestris (SCHUCK, 5).

Segundo COOK etalii (1e2)apodriddo negra & uma tipica doenca vascular
cujos sintomas variam de acordo com os hospedeiros e as condi¢des ambientais.

As plantas podem ser atacadas em qualquer estagio de desenvolvimento,
desde o estagio de plantulas até o estdgio adulto com manifestacoes nos coti-
ledones, folhas, brotos, pedinculos, sTliquas e sementes.

De acordo com VALIELA (8), os sintomas em plantulas se caracterizam pelo
escurecimento nos bordos dos cotilédones que logo se enrugam e caem.

Em plantas adultas o sintoma inicial & um amarelecimento em forma de "v"
nas margens das folhas, em correspondencia com os estdmatos aquiferos que estdo
localizados nos seus bordos. A medida que a superficie atacada aumenta, as ner-
vuras tomam uma cor castanho escuro a negro caracteristica. Este escurecimento
progride para baixo afetando também o peciolo e os elementos vasculares do cau-
le. A causa deste escurecimento & o acimulo de melaninas entre as células co-
lapsadas. As regides internervais perdem turgescéncia e eletrglitos e aparecem
cloroticas, exceto em condicoes de alta umidade relativa que permanecem verdes
e tirgidas (SUTTON & WILLIANS, 6 e 7).

VALIELA (8) citou que em repolho os sintomas aparecem depois da flora-
cao passando apos para a semente. Nesse momento a infeccdo & do tipo sistémico,
nos tecidos vasculares dos brotos, em pedicelos e siliquas. 0 funiculo frequen-
temente seca e permanece adeﬁido a semente.

A respeito da-funcdo dos insetos na difusdo da enfermidade, existem con-
tradicoes entre os autores. WALKER (9) afirmou Que 0s mesmos sao muito  impor-
tantes, mas Stapleton & McDermont, citados por VALIELA (8), concluiram que a
doenca nao se transmite por inseto, nao conseguindo reproduzi-Ta com os pulgoes
Brevicoryne brassicae e Myzus persicae.

A penetracdo da bactéria pode ser diretamente através dos estomatos aqui-
feros das folhas ou feridas.

Apds a penetracdo, a bactéria passa aos espa¢os intercelutares e chega
as nervuras, vasos espiralados e outros, se multiplica rapidamente e se deslcca
ate alcancar o eixo principal. 0 avanco no parénauima € lento e muitas vezes
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freado pela acidez propria do tecido atacado. Dos espacos intercelulares, a bac-
teria ataca a lamina media, dissolvendo-a e separando as células. As paredes se
tornam cada vez mais finas e finalmente ¢ saparecem formando cavidades.

Embora VALIELA (8) descreva com de.calhes o desenvolvimento da doenca em
cruciferas; ndo faz qualquer referénciu a histopatologia em colza. A maioria
dos trabaThos consultados se referem a ocorréncia da doenca, sintomatologia e
medidas de controle.

0 presente trabalho teve por objetivo determinar a localizacdo da bacte-
ria X, campestris nos tecidos e alteracdes provocadas pela mesma em folhas de

colza.

MATERIAL E METODOS

No preparo das laminas utilizou-se o terco médio das folhas, asquais fo-
ram colhidas da parte mediana de cada planta.

A fixacao foi feita com os fixadores FAA e FPA, conforme JOHANSEN (3).

0s cortes foram feitos com 15 micrometros de espessura no sentido trans-
versal, utilizando-se o processo de dupla coloracao, ou seja, safranina e fast-
green, de acordo com SASS (4). Na montagem definitiva utilizou-se Entellan.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca da bactéria Xanthomonas campestris (Pammel) Dows foi eviden-
ciada pela safranina, uma vez que as regioes atacadas apresentaram coloracao
vermelha de intensidade variada. A infeccao ocorreu em 100% das nervuras prin-
cipais e secundarias das 1aminas observadas. Devido a intensa coloracio verme-
Tha, tanto o xilema como o floema apresentaram-se bastante difusos, sendo pra-
ticamente impossivel distinguir-se elementos de vasos, fibras, celulas paren-
quematicas, elementos de tubos crivados e células companheiras. Isto se deve ao
fato da bactéria obstruir os vasos com o acUmulo de dcido mucopolisacarico (VA-
LIELA, 8).:(Figuras 1, 2 e 3).

" Observou-se a presenca da bactéria em cerca de 30% das camaras sub-esto-
maticas e ainda esporadicamente em alguns meatos intercelulares localizados lo-
go abaixo da epiderme abaxial, onde os estomatos foram mais frequentes (Figura
4). Também foi esporadica a infeccdo na regido do meséfilo, pois algumas célu-
las, principalmente do parénquima lacunoso, apresentaram coloracic vermelha de
diferente intensidade (Figura 5). Segundo VALIELA (8) isto deve-se ao fato do
avanco da bactéria no parénquima ser lento e muitas vezes freado pela acidez do
tecido atacado.

Ocorreram, ainda, algumas cavidades no mesafilo, que segundo VALIELA (8)
seriam formados pela dissolucdo e separacao das celulas.
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FIGURA 1. Corte transversal da folha de colza (cv CTC-4) sadia na regido da
nervura principal.

FIGURA 2. Corte transversal da folha de colza (cv CTC-4) atacad

a a por X. campes-
tris (Pammel) Dow na regido da nervura principal.
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FIGURA 3. Corte transversal da folha de colza (cv CTC-4) com nervuras secunda-
rias atacadas pela bacteria X. campestiis (Pammel) Dows.

FIGURA 4. Corte transversal da folha de colza (cv CTC-4) com a presenca de X.
campestnis na camara sub-estomatica.
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FIGURA 5. Corte transversal da folha de colza (cv CTC-4) com a presenca de X.
campestris no parenquima lacunoso.

CONCLUSAO

Dos resultados obtidos, pode-se tirar as seguintes conclusdes:

1. A bactéria X. campestris (Pammel) Dows estd presente em todas as ner-
vuras principais e secundarias das folhas de colza atacadas.

2. A bacteria e mais frequente nas camaras sub-estomaticas que nos mea-
tos intercelulares.

3. A tecnica de coloracdo usada @ adequada para evidenciar a presenca de
bacteria nos tecidos atacados.
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