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RESUMO

Plantas de picdo (Bidens pilosa L.) mostrando anomalias do tipo superbrotamento pro-
cedentes do Estado do Parand, foram estudadas por microscopia eletronica. Foi constatada a
presenca de corpusculos tipo micoplasma nos tubos crivados do floema. Sdo observadas duas
formas destes microorganismos, uma globular, grande, com didmetro entre 350 ¢ 900 nm e
outra forma pequena, pleomorfica, com didmetro de 150—250nm. A ultraestrutura destes

organismos € discutida em relagdo a outros agentes fitopatogénicos que podem ser encontra-
dos no floema.

(Fitopatologia Brasileira 6.029-033, 1981)
ABSTRACT

-

A Mycoplasma-like Organism Associated With Witches’ Broom Disease
of Bidens pilosa L.

Plants of Bidens pilosa L. showing a malformation of the witches’ broom type were
collected in the State of Parand and studied by electron microscopy. The presence of MLO

* Trabalho parcialmente financiado pela FINEP.
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within the sieve tubes of infected plants was observed. The MLO appear in two forms: large
globular bodies, electron lucent with diameters between 350 and 900 nm; and small
pleomorfic bodies 150—250 nm in diameter. The ultrastructure of such organisms is discus-
sed in relation to other phytopathogenic agents that may invade the phloem.

INTRODUCAO

Os organismos tipo micoplasma tem
sido observados associados a numerosas mo-
léstias do tipo amarelo e superbrotamento
no Brasil (Kitajima & Costa, 1979). A grande
maioria dos casos reportados corresponde a
observa¢gdo de microorganismos nos tubos
crivados do floema e eventualmente no pa-
rénquima floematico. Especial atengdo me-
rece a observagdo da ultraestrutura destes
microorganismos para permitir a diferencia-
¢30 dos denominados organismos tipo ricket-
tsia, que também podem aparecer nos tubos
crivados do floema (Maramorosch et al,
1976).

Este trabalho refere-se a observagao de
corpusculos tipo micoplasma em plantas de
picdo, (Bidens pilosa L.) com sintomas tipi-
cos de superbrotamento. Esta anomalia ¢
bastante frequente nos estandes dessa inva-
sora na drea de Londrina, Estado do Parand.

MATERIAL E METODOS

Amostras de plantas de picao com sin-
tomas de superbrotamento foram coletadas
na drea de Londrina, PR., e conservadas em
saco pldstico 24—48h até seu processamento
para exame ao microscépio eletrénico. Frag-

(Fitopatologia Brasileira 6:029—033, 1981)

mentos de folha e peciolos foram fixados
numa mistura de glutaraldeido e formaldei-
do, 2,5% e 4% respectivamente em tampdo
fosfato 0,024M, pH 6,8 (Karnovsky, 1965).
No fixador foi adicionado CaCl, 2,5 mM e
MgCl, 2,5 mM. Apéds 2 horas a temperatura
ambiente o material foi lavado em tampdo e
pos-fixado em tetréxido de osmio 1% no
mesmo tampdo, durante 14 hs. em geladeira.
Ap6s lavado, o material foi tratado durante 2
hs. numa solu¢do de acetato de uranila 2%
em dgua. Finalmente os espécimens, foram
desidratados em gradiente de acetona, inclui-
dos em Araldite-Epon (Mollenhanuer, 1964),
seccionados com navalha de vidro e contras-
tados com citrato de chumbo segundo Vena-
ble & Coggeshall (1965).

RESULTADOS

O exame ao microscopio eletronico re-
velou a presenca nos tubos crivados de orga-
nismos tipo micoplasmas. Estes organismos
ndo aparecem na totalidade dos tubos criva-
dos, mas sua presenca € consistente e sempre
associada aos mesmos tecidos. Duas formas
diferentes foram observadas: formas globula-
res grandes e corpos pequenos pleomorficos.
As formas globulares grandes medem 350—
900 nm de didmetro, sdo transparentes aos

Fig. 1. Corte transversal de um tubo crivado mostrando seu lumen quase totalmente ocupado por mico-
plasmas do tipo globular grande. A seta indica o contetido semelhante a ribossomas e a regido
delimitada pelo retdngulo corresponde a figura 3.

Fig. 2.

Micoplasmas do tipo pleomorfico pequeno, de forma esferoidal em sua maior parte. Aparecem

algumas formas filamentosas (F) ou em aparente divisdo (setas).

Fig. 3.

Detalhe mostrando a maior aumento a estrutura trilaminar da membrana externa dos micoplasmas

e o contetdo de material fibrilar (f) e ribossomas (r). pm = plasmalema do elemento do tubo

crivado.
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elétrons e chegam a ocupar quase totalmen-
te o lumen do tubo crivado (Fig. 1). As for-
mas pequenas medem entre 150 e 250 nm e
podem apresentar morfologia filamentosas
com constri¢des a intervalos, assemelhando-
se em alguns casos a uma divisZo celular por
biparti¢do (Fig. 2).

Os corpusculos sao limitados externa-
mente por uma membrana de estrutura tri-
laminar de 10 nm de espessura (Fig. 3).
O conteudo dessas estruturas consiste em
material fibrilar e particulas que lembram ri-
bossomas.

As estruturas observadas aparecem so-
mente no lumen dos tubos crivados, ndo sen-
do visiveis no parénquima vascular nem no
xilema.

A presenca de micoplasmas, embora li-
mitados ao floema, aparece eventualmente
associada a degenerescéncia celular no parén-
quima foliar. Nestas células aparecem cloro-
plastos com grande aumento no numero e ta-
manho dos gldbulos osmiofilicos.

DISCUSSAO

O superbrotamento observado em
picdo aparece associado a presenga de um
microorganismos do tipo micoplasma nos
elementos crivados do floema. Esta associa-
¢do consistente do organismo com a molés-
tia € considerado um critério bdsico de etio-
logia, dadas as dificuldades que apresenta a
cultura dos micoplasmas em meio artificial.
Alguns destes organismos, principalmente do
grupo dos spiroplasmas, tem sido purifica-
dos, cultivados e re-isolados ap6s reproduzir
a doenga em plantas inoculadas experimen-

talmente, cumprindo assim os postulados de™

Koch (Saglio et al., 1971; Sinha, 1974; Chen
& Liao, 1975; Williamson & Whitcomb,
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1975). A limitada disponibilidade, até o
presente, de meios de culturas para estes mi-
croorganismos tem dificultado a identifica-
¢do especifica, que ndo € possivel por estu-
dos ultraestruturais (Nienhaus & Sikora,
1979).

Desde o ponto de vista estrutural €
importante a diferenciacdo dos organismos
observados de outros possiveis agentes fito-
patogénicos capazes de afetar o floema,
como o caso dos organismos tipo rickettsia.
A principal diferenca morfolégica entre mi-
coplasma e rickettsia € a presenca,nestes ulti-
mos agentes, de parede celular de 20—25nm
em espessura. Esta parede frequentemente
apresenta um aspecto diferente da parede de
células de vegetais superiores, aparecendo
como uma segunda membrana trilaminar se-
parada da membrana plasmdtica do bacte-
roide por um espago (Maramorosch et al.,
1975).

No presente estudo foi observada cla-
ramente a presenca de uma unica membrana
externa, de estrutura trilaminar, a de 10 nm
de espessura. Este cardter coloca o organis-
mo observado entre os do tipo micoplasma.

A presenga de duas formas diferentes,
uma globular grande e outra pequena de mor-
fologia variada, pode corresponder a diferen-
tes estdgios do ciclo bioldgico destes micro-
organismos, a semelhan¢a do que acontece
com micoplasmas em cultura (Nienhaus &
Sikora, 1979).

Merece ressaltar a importdncia epide-
mioldgica que pode ter a presenca de um mi-
coplasma numa erva invasora como o picao.
Plantas infetadas podem constituir fonte de
inéculo que através do vetor, poderia ocasio-
nar problemas em plantas de interesse eco-
ndmico.
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