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1. RESUMO

A murcha-de-curtobacterium, causada  por Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff), € uma das principais doencas bacterianas da cultura
do feijoeiro, acarretando grandes perdas na producdo dessa cultura. At€é o momento existem
poucas informagdes sobre os diferentes nichos de sobrevivéncia desta bactéria e de sua gama
de hospedeiras. Em vista disso, este trabalho teve por objetivos principais verificar a
capacidade de sobrevivéncia saprofitica de Cff em restos de cultura de feijoeiro mantidos na
superficie do solo e enterrados a 20 cm de profundidade; a influéncia da temperatura, umidade
e do tipo de solo no periodo de sobrevivéncia da bactéria em solo; determinar a gama de
hospedeiras de Cff inoculadas artificialmente, tanto por ferimento no caule, como por aspersao
de suspensdo bacteriana na parte aérea das plantas; a capacidade de coloniza¢do de Cff do
rizoplano de plantas de aveia e trigo; e o efeito do pré-plantio de aveia e trigo na ocorréncia da
murcha-de-curtobacterium. Quanto a capacidade de sobrevivéncia de Cff em restos de cultura
de feijoeiro, foi demonstrado que a bactéria possui menor capacidade de sobrevivéncia quando
0s restos vegetais sdo incorporados ao solo e também em épocas com maiores indices de
precipitacdo e temperaturas mais altas. O periodo de sobrevivéncia do patégeno nos restos

culturais de feijoeiro mantidos na superficie do solo variou entre 165 e 240 dias e nos restos



vegetais enterrados a 20 cm de profundidade, o periodo de sobrevivéncia foi inferior a 30 dias.
Quanto a sobrevivéncia de Cff na forma de células livres no solo, foi verificado que a
temperatura, a umidade e o tipo do solo tém influencia na capacidade de sobrevivéncia da
bactéria. O tempo de sobrevivéncia de Cff variou entre dois e quinze dias. Das 30 espécies
botanicas inoculadas artificialmente com Cff, a bactéria causou lesdes na parte aérea de folhas
de feijoeiro e soja e colonizou folhas de plantas de trigo e caules e folhas de plantas de soja e
trigo. Foi verificado também que Cff ndo possui a capacidade de colonizar o rizoplano de
aveia e trigo, e o pré-plantio dessas gramineas, antes da instalacido da cultura do feijoeiro, nao

exerceu efeito sobre a ocorréncia da murcha-de-curtobacterium.

Palavras-chave: Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, feijoeiro, gama de

hospedeiras, murcha-de-curtobacterium, Phaseolus vulgaris, sobrevivéncia.
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EFFECT OF OAT AND WHEAT PRE-PLANTING ON DISEASE OCURRENCE.
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2. SUMMARY

Bacterial wilt caused by Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff) is one of the
main bacterial diseases affecting bean culture, leading to great losses in its production. So far
there is scarce information about the different survival niches and host range of this bacterium.
Thus, the present study had as major aims to verify Cff capability of saprophytically surviving
in bean debris kept on the soil surface and buried at 20 cm depth; to assess the influence of
temperature, humidity and soil type on the survival period of this bacterium in soil; to
determine the host range for artificially inoculated Cff, either through stem injury or through
bacterial sprinkling onto the shoot of plants; to verify Cff capability of colonizing the

rhizoplane of oat and wheat plants; and to assess the effect of oat and wheat pre-planting on



the occurrence of bean bacterial wilt. Cff had decreased capability of surviving in bean debris
when the latter were incorporated into the soil and during periods of higher rainfall rates and
temperatures. The pathogen survival period in bean culture remnants kept on the soil surface
ranged from 165 and 240 days, while in plant debris buried at 20 cm depth the survival period
was inferior to 45 days. The survival capability of Cff as free cells in soil was influenced by
temperature, humidity and soil type. Cff survival time varied between two and fifteen days. Of
30 plant species artificially inoculated with Cff, bean and soy shoot had lesions caused by the
bacterium which endophytically colonized wheat leaves and soy and wheat stem and leaves.
Cff was also shown to have no capability of colonizing oat and wheat rhizoplane while the
pre-planting of these grass plants, before bean culture establishment, had no effect on the

occurrence of bean bacterial wilt.

Keywords: bean, bean bacterial wilt, Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, host

range, Phaseolus vulgaris, survival.



3. INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) € uma leguminosa de elevado valor
protéico, consumida por milhdes de pessoas em todo mundo, servindo como fonte basica de
proteinas na dieta de muitos paises em desenvolvimento, como o Brasil (Broughton et al.,
2003; Graham et al., 2003). De acordo com a FAO (2009), a producdo dessa cultura na safra
2009 foi de mais de 19 milhdes de toneladas em todo o mundo, ocupando uma 4rea superior a
25 milhdes de hectares.

A cultura do feijoeiro pode ser comprometida devido a ocorréncia de
véarias doencas que ocasionam perdas significativas na producdo, dentre as quais se destaca a
murcha-de-curtobacterium, causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
(Hedges) Collins e Jones (Cff). No territério brasileiro, a doenga foi inicialmente relatada em
lavouras de feijao no Estado de Sdo Paulo (Maringoni & Rosa, 1997) e, atualmente, pode ser
encontrada também no Distrito Federal, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Goias, Parani e
Santa Catarina (Leite Jr. et al., 2001; Uesugi et al., 2003; Theodoro & Maringoni, 2006;
Deuner et al., 2006; Miranda Filho et al., 2008; Theodoro et al., 2010).

Até o momento existem poucos trabalhos na literatura sobre os

diferentes nichos de sobrevivéncia de Cff, o que dificulta o planejamento de controle adequado



a ser implantado no cultivo do feijoeiro. No campo, tém-se observado uma maior freqiiéncia
de plantas de feijoeiro com sintomas de murcha-de-curtobacterium quando a cultura €
instalada apds o cultivo de inverno com aveia no sistema de plantio direto (A. C. Maringoni,
informacao pessoal). Trabalhos realizados no exterior mostram que apds o cultivo de trigo, por
dois anos consecutivos, houve a sobrevivéncia de inéculo suficiente de Cff para causar
infec¢do em plantas de feijoeiro, quando a cultura foi instalada em 4rea rotacionada com essa
graminea (Harverson et al., 2005). Segundo Miranda Filho & Pereira (2006), esta bactéria foi
capaz de persistir no solo e sobreviver por dez meses.

Bactérias fitopatogénicas apresentam diversos nichos de sobrevivéncia,
como epifiticas na filosfera de plantas hospedeiras, saprofiticamente no solo, em residuos de
plantas doentes ou em material de plantio (Goto, 1992) e ainda em associacdo com plantas
daninhas ou na rizosfera de outras plantas cultivadas (Pérombelon & Kelman, 1980). No caso
de bactérias que causam enfermidades em espécies botanicas de interesse econdmico, Schuster
& Coyne (1974) consideram geralmente que elas podem sobreviver, dependendo da espécie
considerada, associadas as sementes ou partes propagativas, em restos de cultura, de forma
livre no solo como populacdes residentes, na superficie ou no interior de plantas cultivadas
e/ou plantas daninhas. Os principais fatores que afetam a sobrevivéncia de fitobactérias sdo:
temperatura, umidade, aeragdo, caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas do solo e o 6rgao
da planta que a bactéria estd infectando (De Boer, 1982).

Representantes do género Curtobacterium apresentam forma
endofitica em varias espécies vegetais, muitas vezes atuando como agente de biocontrole de
doencas bacterianas. Ha relatos da colonizagdao endofitica de C. luteun em tubérculos de
batata (Sturz & Matheson, 1996) e C. flaccumfaciens em trevo (Sturs et al., 1997), em citros
(Aragjo et al., 2002), em pinus (Bent & Chanway, 1998), em milho e sorgo (Zinniel et al.,
2002) e em inhame (Tor et al., 1992).

O presente trabalho teve por objetivos avaliar: a capacidade de
sobrevivéncia de Cff em restos de cultura de feijoeiro mantidos na superficie do solo e
enterrados a 20 cm de profundidade, em diferentes épocas de cultivo de feijoeiro; a capacidade
de sobrevivéncia da bactéria em dois tipos de solo, mantidos a diferentes temperaturas e

condi¢des de umidade; verificar a gama de hospedeiras de Cff, através da inoculacdo de



diferentes espécies botanicas com este patdégeno; e o efeito do pré-plantio de aveia e trigo na
ocorréncia da murcha-de-curtobacterium do feijoeiro.

Para tanto, o trabalho foi dividido em trés capitulos, sendo o primeiro
capitulo intitulado “Sobrevivéncia de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em
solo e restos de cultura de feijoeiro”, redigido conforme as normas do periddico “Plant
Disease”; o segundo capitulo foi intitulado “Efeito do pré-plantio de aveia e trigo na
ocorréncia da murcha-de-curtobacterium do feijoeiro”, redigido conforme as normas do
periddico “Tropical Plant Pathology™; e o terceiro capitulo foi intitulado “Patogenicidade de
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens a diferentes espécies vegetais”, redigido

segundo as normas do periédico “European Journal of Plant Pathology™.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Aspectos gerais da cultura do feijoeiro comum

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é cultivado em diversos sistemas de
producdo e em todas as regides brasileiras, tanto por pequenos como por grandes produtores.
O grao é um componente importante em dietas de combate a fome e a desnutricdo e estda
presente na cultura de nosso pais. O feijao é uma importante fonte protéica, além de possuir
bom conteddo de carboidratos, vitaminas, minerais, fibras e compostos fendélicos com agao
oxidante que podem reduzir a incidéncia de doengas (Embrapa, 2005).

Essa leguminosa € a espécie mais cultivada do gé€nero Phaseolus.
Considerando todos os géneros e espécies de Phaseolus, de acordo com estatisticas da FAO,
publicadas em 2009, a produ¢do mundial de feijao situa-se ao redor de 19,7 milhdes de
toneladas, ocupando uma drea de 25,2 milhdes de hectares. Os cinco maiores paises produtores
dessa leguminosa sdao o Brasil (3,5 milhdes de toneladas), Myanmar (2,5 milhdes de
toneladas), India (2,3 milhdes de toneladas), China (1,5 milhdes de toneladas) e Estados

Unidos (1,1 milhdes de toneladas), sendo responsdveis por 56% da producdo mundial. As



Américas respondem por 40,8% do consumo mundial, seguidas pela Asia (37,9%), Africa
(18,0%), Europa (3,2%) e Oceania (0,1%). Os paises em desenvolvimento sdo responsaveis
por 86,7% do consumo mundial.

No Brasil, segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento —
CONAB, na safra 2008/2009, a regido Sul foi a maior produtora da cultura com 1,03 milhdes
de toneladas de graos produzidas em uma érea superior a 870 mil hectares. A segunda regiao
brasileira maior produtora € a Sudeste com 950 mil toneladas em uma édrea de mais de 630 mil
hectares. A regido Nordeste ocupa a terceira posicdo com 900 mil toneladas produzidas em
uma drea superior a dois milhdes de hectares. A regiao Centro-Oeste é a quarta maior
produtora com 473.000 toneladas em uma area de 285.000 hectares, e a regido Norte produziu
141.000 toneladas de feijao em uma édrea de 167.000 hectares. Em termos de rendimento por
unidade de drea cultivada, a regido Centro-Oeste apresenta o maior rendimento com 1,66
ton./ha, seguida da regidao Sudeste (1,49 ton./ha), Sul (1,17 ton./ha), Norte (0,84 ton./ha) e
Nordeste (0,41 ton./ha) (CONAB, 2010).

A produtividade brasileira € baixa e isto se devese deve a
predominancia do cultivo em dreas com condi¢des de solo e clima inadequados as cultivares
disponiveis, visando a subsisténcia, sem uso de tecnologias agrondmicas adequadas. Um
progresso nos indices de produtividade tem sido alcancado a partir do uso de irrigacdo, do
correto preparo e adubacdo do solo e da utilizagdo de medidas fitossanitdrias, como selecdo de
sementes, uso de cultivares resistentes as doencas e rotacao de culturas (Vieira, 1998; Zucareli,
2005).

O feijoeiro comum apresenta uma ampla adaptacdo edafoclimética
permitindo o seu cultivo no Brasil durante o ano todo. A cultura pode ser explorada em trés
épocas diferentes: a safra “das dguas”, cujo plantio € feito entre agosto e dezembro, com
predominancia na Regido Sul; a safra “das secas”, realizada durante os meses de janeiro a
abril, abrangendo todos os estados produtores; e a safra de inverno, realizada entre maio e

agosto na regido Centro-Oeste (Embrapa, 2005).



10

4.2. A murcha-de-curtobacterium do feijoeiro

Muitas das perdas de produtividade da cultura do feijoeiro sdo devidas a
ocorréncia de doencgas provocadas por patégenos de diferentes naturezas. De acordo com
Saettler (1991), os principais patégenos bacterianos que incidem sobre o feijoeiro e que
causam perdas significativas na produgdo sdo: Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola
(Burkholder), Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall, Pseudomonas syringae pv.
tabaci (Wolf & Foster) Young et al., Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Hedges) Collins & Jones, agente causal da murcha-de-
curtobacterium do feijoeiro.

A murcha-de-curtobacterium foi relatada pela primeira vez nos E.U.A.,
em Dakota do Sul, por Hedges, em 1922, causando perdas de aproximadamente 90% na
produtividade das plantas de feijoeiro afetadas. Nos anos seguintes, a doenca foi descrita em
outras localidades, como os estados norte-americanos de Michigan, Virginia, Maryland,
Montana e no Distrito de Colimbia, além de outros paises, como Alemanha e Franca (Hedges,
1926). Segundo a CABI (2010), ha relatos da ocorréncia de Cff também na Austrélia, Bélgica,
Canadd, Coldémbia, Espanha, Grécia, Hungria, Ilhas Mauricio, Itdlia, Poldnia, Quénia,
Roménia, Rissia, Tunisia, Turquia, Ucrania e Venezuela.

No Brasil, essa doenga foi relatada pela primeira vez em lavouras de
feijao do Estado de S@o Paulo, em 1995, (Maringoni & Rosa, 1997), e ja se encontra presente
em outros estados brasileiros, como Distrito Federal, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Goids, Parand e Santa Catarina (Leite Jr. et al., 2001; Uesugi et al., 2003; Theodoro &
Maringoni, 2006; Deuner et al., 2006; Miranda Filho et al., 2008; Theodoro et al., 2010).

Conforme Harverson et al. (2005), nos anos de 2003 e 2004 foram
constatadas infeccoes de Cff em alguns campos destinados a produgcdo de sementes em
Nebraska, EUA, onde epidemias da murcha-de-curtobacterium ndo tinham sido observadas ha
mais de 40 anos. No Canada havia a descricdo da ocorréncia de Cff em feijoeiro desde 1947,
entretanto, essa doenca ndo tinha sido constatada na regido sudoeste de Ontirio e sendo
observada apenas em 2002 (Hsieh et al., 2002). Em 2001, Gonzalez et al. (2005) descreveram

surtos epidémicos da murcha-de-curtobacterium em feijoeiro cultivar Donna, na regido
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Sudoeste da Espanha, sendo até entdo considerada doengca causada por patégeno
quarentendrio.

Os sintomas da doengca em feijoeiro consistem em plantas
amarelecidas, murchas e/ou com folhas fldcidas durante periodos secos e quentes. A
ocorréncia da doenga em plantulas pode levar a formagdo de plantas subdesenvolvidas ou
causar a sua morte antes mesmo da formagao do primeiro par de folhas. A murcha € resultado
do bloqueio do movimento da dgua no sistema vascular da planta, causado pelas células
bacterianas. A disseminacdo da bactéria por dgua de irrigacao foi demonstrada sob condicdes
de casa-de-vegetacdo em feijoeiro, porém, em campo esse resultado nao foi observado. A
bactéria penetra por ferimentos nas raizes, causados pelas praticas de cultivo, através dos
cotilédones de sementes no processo de germinagdo e por ferimentos no caule, folhas e vagens
(Schuster, 1959; Rickard & Walker, 1965).

Thomas & Graham (1952) notaram a presenca de Cff patogénico a
plantas de feijoeiro aparentemente sadias, representando um problema sério no controle desta
doenca, sendo este fato relacionado a um periodo de baixas temperaturas. Rickard & Walker
(1965) constataram que a melhor temperatura para a expressao de sintomas da murcha-de-
curtobacterium em plantas de feijoeiro foi 28°C.

O monitoramento da populacdo epifitica de Cff, em foliolos de
cultivares suscetiveis e resistentes de feijoeiro, foi realizado por Schuster et al. (1982). Esses
autores constataram um aumento na populacdo bacteriana sobre a cultivar suscetivel e um
decréscimo nessa populacao, nas folhas de cultivares resistentes nas avaliagdes realizadas aos
trés e sete dias apds a inoculacdo. Esse fato sugere a possibilidade da bactéria sobreviver na
superficie de folhas e ser disseminada por respingos de dgua de chuva ou de irrigacdo, de uma
planta a outra ou de uma folha a outra.

Em estudos realizados sob condi¢cdes controladas, ndo foram
constatadas interagdes entre a presenca de Meloidogyne incognita (raga 2) e a infec¢do das
cultivares de feijoeiro IAPAR 16 e Pérola (Salgado et al., 2007). Nao h4 relatos da penetracdo
por estdmatos, hidatédios ou aberturas naturais na parte aérea ou subterranea da planta de
feijao (Hedges, 1926; Burker & Seliskar, 1957; Schuster, 1959; Rickard & Walker, 1965).
Apés a penetragdo, a bactéria coloniza os vasos do xilema, ocasionando os sintomas de

murcha (Dinesen, 1978). De acordo com Chavarro et al. (1985), em sementes a bactéria fica
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alojada nas células pali¢adicas que formam a testa; sob condicdes de inoculagao artificial, foi
constatada a transmissao de 51,4% a 52,5% em sementes de feijoeiro, além de efeito negativo
sobre a germinacao.

Chavarro et al. (1985) observaram acimulo de células bacterianas nos
vasos do xilema de feijoeiros infectados por Cff e, conseqiientemente, reducido do transporte
de 4gua e nutrientes para a parte aérea das plantas e menor drea foliar e matéria seca.

Arcila & Trujillo (1990) constataram Cff em sementes de feijao-caupi
na Venezuela. Plantas de feijao-caupi inoculadas com o isolado de Cff obtido a partir das
sementes apresentaram sintomas de flacidez nas folhas, 48 horas apds a inoculacdo. Apds 5-7
dias da inoculagdo, as plantas apresentaram murchamento total. Os mesmos sintomas foram
observados em Phaseolus lunatus, porém nao foram observados em plantas de sorgo e milho
inoculadas com Cff.

Schuster & Smith (1983) comentam que Cff entra no sistema vascular
das sementes em desenvolvimento, através do hilo, e forma uma massa de células bacterianas
no tegumento. A infecc@o da plantula, durante a germinacdo, pode ocorrer por ferimentos da
radicula provocados pelo atrito com a casca. Embrides de sementes infectadas possuem células
bacterianas ao seu redor que podem promover a infec¢ao do epicétilo e hipocétilo.

O controle da murcha-de-curtobacterium do feijoeiro estd fundamentado
no uso de sementes sadias, rotacdo de culturas e cultivares resistentes (Hall, 1991). O emprego
de sementes sadias, visto que este patdgeno sobrevive e € transmitido por sementes (Saettler &
Perry, 1972), tem sido adotado em alguns paises, via certificacao sanitdria. Esta medida foi tao
eficaz que durante vinte anos a murcha-de-curtobacterium nao tinha sido constatada em &reas
de producdo de Dakota do Norte, em Minessota, E.U.A., sendo Cff isolada de sementes
utilizadas em campos de cultivo daquela regido apenas em 1994 (Venette et al., 1995).

Na literatura internacional diversos trabalhos indicam a ocorréncia de
niveis de resisténcia em algumas cultivares e linhagens de feijoeiro a murcha-de-
curtobacterium. Entre elas destacam-se: G.N. Emerson (Coyne & Schuster, 1974), G-12/965,
G-16/965 e G-10/968 (Phang et al., 1974) e Rositsa (Karkmkova & Boyadzhiev, 1984).
Chavarro et al. (1985), na Coldmbia, inoculando os genétipos de feijoeiro PI 136677, PI
204600 e Porrillo Sintetico com a mistura de trés isolados de Cff provenientes de Zornia

glaba, sob condi¢des de campo, constataram que o Porrillo Sintetico apresentou maior nivel de
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resisténcia a murcha-de-curtobacterium quando comparado com os genétipos PI 136677 e PI
204600. Hsieh et al. (2005) analisaram a resisténcia de 124 acessos de feijoeiro comum,
através de inoculag@o no hilo e imersdo das sementes em suspensdo bacteriana de isolados
com coloracdes variantes amarelo e laranja por uma hora. Como resultado observaram que a
linhagem LO2E317, a cultivar Resolute e as linhagens Pinto LO2B662 e 9995-2a foram
altamente resistentes a ambas as variantes do patégeno, com indices zero de severidade da
doenca em uma escala de notas variando entre zero a cinco.

Trabalhos recentes desenvolvidos no Brasil, avaliando 40 cultivares de
feijoeiro através de inoculacdo em separado de dois isolados de Cff, evidenciaram a presenca
de resisténcia a murcha-de-curtobacterium apenas nas cultivares IAC Carioca Akyta, IAC
Carioca Arud e IAC Carioca Pyata. Essas cultivares exibiram menores indices de sintomas e
menor reducio no desenvolvimento da parte aérea quando comparada com as cultivares mais
suscetiveis (Maringoni, 2002).

Theodoro et al. (2007) analisaram a reac@o de 73 cultivares de feijoeiro,
coletadas em Santa Catarina, a murcha-de-curtobacterium e identificaram as cultivares Mouro
Piratuba (grupo de coloragdo variada) e Vagem Amarela (grupo preto) como fontes de
resisténcia a murcha-de-curtobacterium.

A avaliagdo da reacdo de 333 gendétipos do banco de germoplasma de
feijoeiro do Instituto Agrondomico de Campinas (IAC) a Cff, realizada por Souza et al. (2006),
demonstrou que cerca de 18% dos genétipos de feijoeiros testados foram classificados como
altamente resistentes e moderadamente resistentes, e poderdao ser utilizados no programa de

melhoramento genético do feijoeiro como fonte de genes para resisténcia a Cff.

4.3. Caracteristicas de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e sua gama de

espécies hospedeiras

Cff € um procarioto pertencente ao Reino Bacteria, Filo Actinobacteria,
Classe Actinobacteria, Ordem Actinomycetales, Familia Microbacteroaceae (Duarte, 2009).
Quando da sua descri¢do no ano de 1922 por Hedges (1922), a bactéria foi denominada
Bacterium flaccumfaciens, e posteriormente, foi denominada de Phytomonas flaccumfaciens

(Hedges) Bergey et al. 1923, Pseudomonas flaccumfaciens (Hedges) Stevens 1925,
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Corynebacterium flaccumfaciens (Hedges) Dowson 1942, Corynebacterium flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens (Hedges) Dowson 1942; Corynebacterium flaccumfaciens subsp.
flaccumfaciens (Hedges) Dowson 1942 e, finalmente, foi classificada como Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Hedges) Collin & Jones 1983, através do perfil
eletroforético (Bradbury, 1986).

A espécie Curtobacterium flaccumfaciens apresenta especializagdo a
nivel de espécie hospedeira, sendo classificadas em patovares. Isolados patog€nicos ao
feijoeiro e a soja s@o denominados Cff. Quando patogénicos a beterraba, recebem o nome de
C. flaccumfaciens pv. betae. Quando sdo patogénicos ao bico-de-papagaio (Euphorbia
pulcherrima) e a tulipa (Tulipa generiana), duas plantas ornamentais, sdo identificados como
C. flaccumfaciens pv. poinsettiae € C flaccumfaciens pv. oortii, respectivamente (Bradbury,
1986).

Cff € uma bactéria aerébia, Gram-positiva, mével por um ou mais
flagelos polares ou subpolares. Apresenta-se na forma de bastonetes retos ou levemente
curvados, em sua maioria individual, mas podendo estar arranjados em forma de V, Y ou em
paralelo, com coldnias brilhantes, circulares, de borda lisa, sem viscosidade, semi-fluida, com
coloragdao amarela, laranja ou rosa, medindo 1 a 4 mm de diametro, em 3 a 4 dias de cultivo
em meio nutriente-glicose-dgar. Tem crescimento 6timo na temperatura entre 24 - 27°C. As
espécies sdo negativas para os testes de solubilidade em hidréxido de potédssio a 3%,
oxidagdo/fermentagdo da glicose, reducdo de nitrato, urease, produgdo de indol, podriddo em
discos de batata, tirosinase, vermelho de metila, sendo tolerante ao cloreto de sdédio a 7 € 9%,
catalase positiva, produgdo gas sulfidrico a partir de cisteina e 4dcidos a partir de adonitol,
amido, inositol, glicerol, glicose, melizitose, maltose e sacarose (Bradbury, 1986).

Isolados de Cff apresentam variabilidade quanto a coloracdo das
coldnias como: amarelas, laranjas e réseas e também podem produzir pigmentos extracelulares
de cor azul a purpura em meio de cultura (Collins & Jones, 1983; Bradbury, 1986). A
coloracdo das coldnias estd relacionada a temperatura de incubacdo e a fatores nutricionais,
principalmente a concentrag¢do de tiamina no meio de cultura (Schuster et al., 1959).

Em 1975, em Iowa, E.U.A., foi relatada a presenca de manchas
necréticas em folhas de soja que se destacavam e que davam a aparéncia esburacada. Plantas

de soja doentes ndo exibiam sintomas de murcha. Essa doenca foi denominada de "tan spot".
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Inoculacdes em feijoeiro e soja com isolados de Cff provenientes dessas plantas manifestaram
sintomas de mancha e de murcha em feijoeiro, independente da origem dos isolados, e
sintomas de mancha foliar em plantas de soja (Dunleavy, 1983).

Outras espécies botanicas t€ém sido descritas como hospedeiras de Cff.
Hedges (1926) evidenciou, através de inoculagdo artificial, a suscetibilidade da soja cultivar
Ito San a isolados da bactéria provenientes de plantas de feijoeiro. Schuster & Sayre (1967)
inocularam um isolado de Cff obtido de sementes de feijoeiro, € constataram que a soja
cultivar Bansei, Lupinus polyphyllus, Vignia cyclindrica, V. sesquipedalis, ervilha cultivares
Alaska e Perfection, Dolichos labllab, Phaseolus radiatus, P. lathyroides, P. vulgaris, P.
lunatus, P. calcaratus e P. acutifolius foram suscetiveis a esse isolado, evidenciando sintomas
de murcha.

Torres et al. (1982) descreveram, pela primeira vez, na América Latina
(Colombia), a presenca de Cff patogénica a Zornia spp. (leguminosa forrageira). Chavarro et
al. (1985) constataram que isolados bacterianos provenientes de Zornia spp. foram
patogénicos ao feijoeiro, quando submetidos a inoculagdo artificial.

Visando avaliar o comportamento de 20 cultivares de soja perante um
isolado de Cff proveniente de feijoeiro, Maringoni & Souza (2003) observaram baixos niveis
de severidade da doenga, independente do método de inoculacgao utilizado.

Na Austrélia, Wood & Easdown (1990) constataram a presenga de Cff
em Vignia radiata e V. unguiculata e verificaram que isolados bacterianos procedentes dessas
plantas foram patogénicos ao feijoeiro e a soja. Arcila & Trujillo (1990) identificaram Cff em
sementes de feijdo-caupi na Venezuela. Plantas de feijao-caupi inoculadas com um isolado de
Cff obtido a partir das sementes apresentaram sintomas de flacidez nas folhas apds 48 horas da
inoculagdo. Apds 5-7 dias da inoculagdo, as plantas apresentaram murchamento total. Os
mesmos sintomas foram observados em feijoeiro e em P. [unatus. Plantas de sorgo e milho
inoculadas com Cff nao apresentaram sintomas de doenga.

Além das espécies ja citadas como hospedeiras de Cff, também sao
citadas Lablab purpureus, Phaseolus coccineus, Vigna angularis, V. unguiculata, todas
pertencentes a familia Fabaceae. O milho tem sido relatado como sendo suscetivel a bactéria

em inoculacdo artificial (Bradbury, 1986).
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4.4. Sobrevivéncia de bactérias fitopatogénicas com énfase em bacterioses do feijoeiro

Bactérias fitopatogénicas que incitam enfermidades em plantas de
interesse econdmico podem sobreviver, dependendo da espécie considerada, associada as
sementes ou partes propagativas, em Orgaos vegetais infectados, em restos de cultura, no solo
como populagdes residentes e/ou na superficie ou no interior de plantas cultivadas ou de
plantas daninhas (Schuster & Coyne, 1974). A capacidade de sobrevivéncia de fitobactérias €
afetada por diversos fatores, como temperatura, umidade, pH, aeracdo, caracteristicas
quimicas, fisicas e bioldgicas do solo. Em geral, bactérias fitopatogénicas sobrevivem no solo
a uma faixa de temperatura que varia entre 20 a 37°C (De Boer, 1982).

De acordo com Buddenhagen (1965), quando bactérias fitopatogénicas
estdo presentes na forma de células livres no solo, elas podem ser classificadas em trés grupos
distintos. No primeiro grupo encontram-se as bactérias denominadas “residentes” capazes de
se reproduzir no solo e de colonizar raizes de plantas epifitamente. Esse grupo € constituido
pelo género Pectobacterium, incitador de doencas de podriddo-mole em diversas espécies
vegetais. No segundo grupo estdo as bactérias denominadas de “residentes visitantes”, cuja
populacdo declina gradualmente no solo e sua capacidade de sobrevivéncia por longos
periodos é dependente da presenca de plantas hospedeiras. A populagdo bacteriana aumenta ou
diminui de acordo com as praticas de manejo empregadas no campo de cultivo. Neste segundo
grupo, estdo Ralstonia solanacearum raca 1 e Rhizobium spp. O terceiro grupo € formado
pelas bactérias denominadas de “residentes transitantes”, onde a fase de solo € muito rdpida,
ndo contribuindo para a perpetuacdo do patégeno. A maioria das fitobactérias encontra-se
neste grupo, como os géneros Clavibacter, Curtobacterium, Pseudomonas, Xanthomonas, as
erwinias ndo-pectinoliticas e as demais racas de Ralstonia solanacearum.

Uma das explicagdes para a baixa capacidade de sobrevivéncia da
maioria das bactérias fitopatogé€nicas no solo, além da ndo producdo de enddsporos, é a alta
inibicdo exercida pela microbiota antagdnica, constituida por muitas actinobactérias, fungos e
outras bactérias. A alta producdo de antibidticos por esses antagonistas no solo é apontada
como a principal forma de inibicdo no desenvolvimento de populagdes elevadas de bactérias

fitopatogénicas. A adicdo de matéria organica ao solo tende a aumentar o ndmero de
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microrganismos antagonistas, acelerando a redugao das populacgdes bacterianas (Patrick, 1954;
Brian, 1957; Schuster & Coyne, 1974).

A mineralogia do solo também pode exercer influéncia sobre a
capacidade de sobrevivéncia de muitas bactérias fitopatogénicas. Hattori (1973), trabalhando
com solo em condi¢des de baixa umidade, observou uma maior sobrevivéncia de bactérias
Gram-negativas no interior dos agregados de argila em comparagdo a superficie dos mesmos.
Este fato foi atribuido a maior disponibilidade de dgua no interior desses agregados. Esta
observacdo pode indicar uma menor capacidade de sobrevivéncia bacteriana em solos
arenosos com baixa formacdo de agregados, em comparagdo a solos de textura mais pesada
com maior formagao dos mesmos.

Marshall (1971) demonstrou que em suspensdes aquosas, os agregados
de argila formam um envelope ao redor das células bacterianas, como conseqii€ncia da atragcdo
eletrostitica entre os grupos carregados nas superficies da argila e das bactérias. Esse
envoltério formado pode proteger as células bacterianas durante os periodos de dessecagao e
reidratacao do solo.

As bactérias patogénicas ao feijoeiro, incluindo Cff, ndo estao adaptadas
para a sobrevivéncia na natureza fora de tecidos de plantas. Elas sobrevivem entre cultivos em
agregados dentro ou sobre tecidos secos de plantas ou como residentes em sitios protegidos de
plantas sadias ou partes destas. Nestes locais, as células bacterianas presentes no interior
destes residuos encontram-se em estado hipobidtico e, provavelmente, estdo protegidas da
acdo do ambiente pelas massas de células bacterianas e do hospedeiro mortas ao seu redor e
por produtos da interacdo entre patégeno e hospedeiro (Schuster & Coyne, 1977).

A sobrevivéncia da maioria das bactérias fitopatogénicas é favorecida
quando os residuos da cultura infectados com o patégeno sdo mantidos na superficie do solo.
Neste caso, o periodo de sobrevivéncia da bactéria € maior em comparacao aos restos culturais
incorporados no solo a 20 cm de profundidade, indicando que a bactéria sobrevive melhor em
condig¢des secas. Se os tecidos infectados secos, onde as bactérias fitopatogénicas sobrevivem,
forem umedecidos, como ocorre nos restos culturais incorporados ao solo, sendo expostos a
decomposi¢cdo microbiana, é esperado que as células sobreviventes no tecido vegetal sejam

degradadas mais rapidamente. As células bacterianas sobreviventes no interior de tecidos
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lenhosos, como o caule, estdo menos sujeitas a decomposicao em comparagdo aquelas alojadas
em tecidos mais tenros, como as folhas (Schuster & Coyne, 1977).

Na literatura existem diversos estudos sobre a capacidade de
sobrevivéncia de dezenas de espécies de bactérias fitopatogénicas. Um dos patdégenos mais
estudados € Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap), agente causal do crestamento
bacteriano comum do feijoeiro, uma das principais doengas da cultura. Observa-se uma
diferen¢a na capacidade de sobrevivéncia de Xap associada a restos culturais de feijoeiro entre
os estudos realizados sob condi¢des de clima tropical e de clima temperado. Em ensaio
conduzido na Austrdlia, Wimalajeewa & Nancarrow (1980) observaram que Xap sobreviveu
por apenas trés semanas nos restos culturais de feijoeiro enterrados a 10-12 cm de
profundidade no solo e por até onze semanas nas amostras mantidas na superficie do solo.

Arnaud-Santana et al. (1991), em condi¢des tropicais na Republica
Dominicana, verificaram que o periodo maximo de sobrevivéncia de Xap foi de 30 dias nos
restos vegetais de feijoeiro infectados incorporados ao solo, e de 150 dias nas amostras
mantidas na superficie. Resultados semelhantes foram obtidos recentemente por Torres et al.
(2009), no Brasil em estudo visando a sobrevivéncia de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
var. fuscans (Xapf), realizado no municipio de Bandeirantes-PR. A bactéria sobreviveu nos
foliolos de feijoeiro mantidos na superficie do solo por até 165 dias, e por até 90 dias quando
estes foram incorporados ao solo. Resultados concordantes com os de Torres et al. (2009)
foram obtidos por Chaves & Granada (1988), na Colombia, e por Huerta & Rodriguez (1994),
no México.

Por outro lado, a capacidade de sobrevivéncia de Xap associada a restos
culturais de feijoeiro aumenta consideravelmente em condi¢des de clima temperado. Trabalhos
de Schuster & Coyne (1974), Schuster & Coyne (1975) e Gilbertson et al. (1990), conduzidos
nos E.U.A., verificaram que Xap foi capaz de sobreviver durante o inverno de uma estagcao de
cultivo para a outra. Os autores relatam que a bactéria sobreviveu por até quatro meses
protegida pelos restos culturais incorporados ao solo e por até 22 meses no material vegetal
mantido na superficie do solo. Essas diferencas na capacidade de sobrevivéncia de Xap entre
os estudos realizados em paises de clima tropical e temperado estdo relacionadas
principalmente com as diferengas climaticas e as condi¢des do solo que afetam a taxa de

decomposicdo dos restos de cultura. Altos indices de precipitacdo associados com
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temperaturas mais altas aceleram a decomposi¢ao dos restos culturais de feijoeiro (Arnaud-
Santana et al., 1991). Por outro lado, em condi¢des de clima mais frio, a taxa de decomposicao
dos restos culturais € reduzida, ou interrompida temporariamente, permitindo que Xap possa
sobreviver por um periodo de tempo maior (Torres et al., 2009).

Leben (1981) e Chavez & Granada (1988) comentam que a agua é
fundamental para a inativagdo de bactérias fitopatogé€nicas no interior de restos culturais por
outros microrganismos. Nas regides tropicais e subtropicais, a maior taxa de decomposi¢do de
restos de cultura estd associada a intensa atividade de muitas bactérias invasoras do solo, que
utilizam os restos vegetais como fonte de energia, fundamentais para a sua sobrevivéncia.

Chavez & Granada (1988) relatam que a sobrevivéncia de Xap pode ser
afetada pela microbiota do solo, uma vez que a competicao por nutrientes constituem um dos
principais componentes da interacdo entre microrganismos no solo. As condi¢cdes de umidade
do solo incrementam a atividade de outros microrganismos e Xap, por ser uma bactéria
transitante no solo, € incapaz de competir com esses microrganismos, perdendo rapidamente
sua viabilidade quando os restos culturais sao incorporados ao solo.

Muitos autores preconizam a necessidade de remoc¢do dos restos
culturais infectados da superficie do solo ou a incorporagdo destes ao solo, juntamente com a
adocdo de rotagdo de culturas com espécies vegetais ndo-hospedeiras do patégeno para
minimizar os riscos de infec¢do do novo cultivo. Essas préticas sdo altamente recomendaveis,
principalmente no Brasil, uma vez que em muitas dreas de producdo de feijado é comum a
realiza¢do de dois cultivos sucessivos, nos periodos de chuva (setembro/dezembro) e de seca
(janeiro/abril) (Torres et al., 2009). Nos campos de cultivo com o sistema de plantio direto, a
rotacdo de culturas torna-se ainda mais importante, uma vez que a palhada de cultivos
anteriores ¢ mantida na superficie do solo, o que pelos resultados dos estudos envolvendo a
sobrevivéncia de Xap, pode favorecer a sobrevivéncia da bactéria e o aparecimento de
epidemias da doenga nos cultivos subseqiientes.

Na literatura internacional existem poucos trabalhos sobre os possiveis
nichos de sobrevivéncia de Cff. Talvez o primeiro estudo envolvendo a sobrevivéncia de Cff
seja o de Burkholder (1945), onde o autor verificou que a bactéria sobreviveu por 25 anos em

sementes infectadas e armazenadas a temperatura ambiente, sob condi¢des de laboratorio.
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De acordo com Saettler (1991), Cff ndo € capaz de sobreviver por
grandes periodos no solo, mas pode se tornar fonte de indculo para cultivos subseqiientes
através de restos de cultura infestados ou sobrevivendo em plantas daninhas hospedeiras. A
infeccdo inicia-se a partir da penetragdo do patégeno nos tecidos do hospedeiro, deslocando-se
ao sistema vascular do mesmo. Conforme Harverson et al. (2005), a sobrevivéncia de Cff no
solo é baixa, ou seja, por periodos relativamente curtos. Entretanto, Miranda Filho & Pereira
(2006) constataram que esta bactéria foi capaz de persistir no solo, proveniente de dreas onde
ocorreu a doenga, e sobreviver por dez meses.

Embora a maioria das bactérias fitopatogénicas ndo possua grande
capacidade de sobrevivéncia saprofitica em solos, sob condi¢des de campo, muitas evidéncias
apontam para a associa¢cdo desses procariotos com diferentes 6rgaos de plantas, como raizes,
brotagdes, folhas e superficies de sementes. Essas populagdes bacterianas podem se tornar uma
fonte de indculo primdrio para muitas doencas de etiologia bacteriana (Schuster & Coyne,
1977).

Ercolani et al. (1974) recuperaram o agente causal da mancha marrom
do feijoeiro, Pseudomonas syringae pv. syringae, da superficie de folhas sadias de ervilhaca e
associaram epidemias da doenca em campos de cultivo de feijoeiro com a sobrevivéncia
epifitica da bactéria nesta leguminosa. Haas (1972), através de inoculagdes artificiais de Xapf
em feijoeiro, observou a sobrevivéncia do patégeno na superficie de folhas primérias das
plantas. Entretanto, a populacdo bacteriana diminuiu rapidamente na superficie de folhas
unifoliadas inoculadas. No caso da espécie C. flaccumfaciens, ha relatos de sua sobrevivéncia
epifitica em folhas de amendoim (Jacobs & Sudin, 2001) e de C. herbarum em folhas de
gramineas (Behrendt et al., 2002).

Algumas espécies do género Curtobacterium apresentam forma
endofitica em vdrias espécies vegetais, muitas vezes atuando como agentes de biocontrole de
doencas bacterianas. Ha relatos da sobrevivéncia endofitica de C. luteum em tubérculos de
batata (Sturz & Matheson, 1996) e de C. flaccumfaciens em trevo (Sturz et al., 1997), em
citros (Aragjo et al., 2002), em pinus (Bent & Chanway, 1998), em milho e sorgo (Zinniel et
al., 2002) e em inhame (Tor et al., 1992). Segundo Belmonte (2009), isolados de C.

flaccumfaciens endofiticos de citros ndo foram patogénicos ao feijoeiro.
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Observagdes de campo ha vdrias safras e anos, t€ém evidenciado maior
incidéncia de murcha-de-curtobacterium em feijoeiro em &reas previamente cultivadas com
aveia (A. C. Maringoni, informagdo pessoal). Nao se tem o conhecimento cientifico sobre os
mecanismos em que a aveia atua no aumento da incidéncia de plantas de feijoeiro doentes no
campo. Outros dados de literatura, do exterior, mostram também que ap6s o cultivo de trigo,
por dois anos, houve a sobrevivéncia de indculo suficiente de Cff para causar infeccio em

plantas de feijoeiro, quando a cultura foi instalada na drea rotacionada com o trigo (Harverson

et al., 2005).



CAPITULO 1

“Sobrevivencia de Curtobacterium flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens em solo e restos de cultura de feijoeiro™
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Sobrevivéncia de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em solo e restos de

cultura de feijoeiro

T. A. F SILVA JR., A. C. MARINGONI, D. R. NEGRAO, A. T. ITAKO ¢ J. M.
SOMAN, Departamento de Producdo Vegetal — Setor de Defesa Fitossanitdria, Faculdade de

Ciéncias Agrondmicas/UNESP, Caixa Postal 237, 18.603-970, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.

RESUMO

Estudos foram desenvolvidos para se determinar a capacidade de sobrevivéncia de
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em solo na forma de células livres, sob
condi¢des de laboratorio, e em restos culturais de feijoeiro infectados mantidos na superficie
do solo e incorporados a 20 cm de profundidade, em trés ensaios realizados durante os anos de
2008 e 2009, sob condi¢des de campo. No solo, a bactéria sobreviveu por um periodo que
variou entre 2 e 16 dias, sendo influenciada pelo tipo de solo, umidade, e pela temperatura de
incubacgdo das amostras. Nos ensaios em campo, as condi¢des climdticas e a incorporacdo dos
restos culturais de feijoeiro infectados ao solo influenciaram o periodo de sobrevivéncia da
bactéria. C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens sobreviveu por até 240 dias nos restos culturais
de feijoeiro mantidos na superficie do solo, e por até 30 dias, nas amostras incorporadas a 20
cm de profundidade. A presenca de restos culturais de feijoeiro infectados com C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em campos de cultivo de feijoeiro pode ser uma importante
fonte de indculo para a ocorréncia de epidemias de murcha-de-curtobacterium, sendo
recomendada a incorporacdo desses restos culturais, e a adocdo de rotacdo de cultura com

espécies vegetais nao-hospedeiras do patégeno.
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ABSTRACT

Studies were developed to determine Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
capability of surviving in soil, under laboratory conditions, and in bean debris kept on the soil
surface and incorporated at 20 cm depth in three assays carried out during 2008 and 2009
under field conditions. In soil, the bacterium survived from 2 to 16 days and this period was
influenced by the soil type, the humidity and the incubation temperature of samples. In field
assays, climate conditions and incorporation of infected bean debris into the soil influenced the
bacterium survival period. C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens survived for up to 240 days in
bean culture remnants kept on the soil surface and for up to 30 days in samples incorporated at
20 cm depth. The presence of bean debris infected with C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
in bean culture fields can be an important inoculum source for the occurrence of bean bacterial
wilt epidemics; thus, the incorporation of these culture debris into the soil is recommended, as

well as the adoption of culture rotation with plant species that are not hosts of this pathogen.

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é uma leguminosa de elevado valor protéico,
consumida por milhdes de pessoas em todo mundo, servindo como fonte bédsica de proteinas
na dieta de muitos paises em desenvolvimento, como o Brasil (3, 14).

A cultura do feijoeiro pode ser comprometida devido a ocorréncia de varias doencgas
que ocasionam perdas significativas na producdo. Os principais patdgenos bacterianos que
incidem sobre a cultura sdo: Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Smith) Dye,
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Burkholder) Gardan et al., P. syringae pv. syringae

van Hall, P. syringae pv. tabaci (Wolf & Foster) Young et al. e Curtobacterium
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flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Hedges) Collins & Jones, agente causal da murcha-de-
curtobacterium (25).

A murcha-de-curtobacterium foi relatada pela primeira vez nos E.U.A., em Dakota do
Sul, por Hedges, em 1922, causando perdas de aproximadamente 90% na produtividade das
plantas de feijoeiro afetadas. Nos anos seguintes, a doenca foi descrita em outras localidades,
como os estados norte-americanos de Michigan, Virginia, Maryland, Montana e no Distrito de
Columbia, além de outros paises, como Alemanha e Franca (16). Atualmente, a doenca j4 se
encontra disseminada na Austrdlia, Bélgica, Canad4, Coldmbia, Espanha, Grécia, Hungria,
Ilhas Mauricio, Itdlia, Polonia, Quénia, Roménia, Russia, Tunisia, Turquia, Ucrania e
Venezuela (7). No Brasil, a doenga foi relatada pela primeira vez em lavouras de feijao do
Estado de S@o Paulo, em 1995, (21), e atualmente estd presente em outros estados brasileiros
(12, 19, 30, 31, 33).

Bactérias fitopatogénicas que incitam enfermidades em plantas de interesse
econdmico podem sobreviver, dependendo da espécie considerada, associada as sementes ou
partes propagativas, em Orgdos vegetais infectados, em restos de cultura, no solo como
populacdes residentes e na superficie ou no interior de plantas cultivadas ou de plantas
daninhas (27). A capacidade de sobrevivéncia de fitobactérias é afetada por diversos fatores,
tais como temperatura, umidade, pH, aeragdo, caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas do
solo. Em geral, bactérias fitopatogé€nicas sobrevivem no solo a uma faixa de temperatura que
varia entre 20 e 37°C (11).

As bactérias patogénicas ao feijoeiro, incluindo C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,
ndo estdo adaptadas para a sobrevivéncia na natureza fora de tecidos de plantas. Elas

sobrevivem entre cultivos na forma de agregados presentes dentro e/ou sobre tecidos vegetais
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secos ou como residentes em sitios protegidos associados as plantas sadias ou partes da planta.
As células bacterianas presentes no interior destes residuos se encontram em estado
hipobidtico e, provavelmente, estdo protegidas da acdo do ambiente pelas massas de células
bacterianas e do hospedeiro mortas ao seu redor e por produtos da interacdo entre patdgeno e
hospedeiro (29).

Existem relatos da sobrevivéncia de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em folhas
herbarizadas de feijoeiro por até cinco anos (5) e em associacdo com sementes de feijoeiro, em
condi¢des de laboratério, por até 24 anos (6). Na literatura internacional existem diversos
trabalhos visando entender melhor como bactérias fitopatogénicas sobrevivem, mas muito
pouco se sabe sobre os nichos de sobrevivéncia de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. Em
vista disso, o propdsito deste estudo foi 1) avaliar a capacidade de sobrevivéncia de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em associacdo com restos de cultura de feijoeiro, e verificar
a influéncia de diferentes condi¢cdes ambientais e da incorporacdo desses restos culturais ao
solo no periodo de sobrevivéncia da bactéria; e 2) verificar a sobrevivéncia de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens na forma de células livres em dois tipos de solo e a

diferentes condi¢des de temperatura e umidade.

MATERIAIS E METODOS

Isolado bacteriano e patogenicidade. Inicialmente, foram selecionados sete isolados
mutantes de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens resistentes a 100 pg.mL'1 de rifampicina,
conforme (34), obtidos a partir do isolado Feij-2634, pertencente a cole¢do do Laboratério de

Fitobacteriologia da FCA/UNESP. Para a obten¢do do mutante empregou-se o meio de cultura
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nutriente-dgar (26) contendo 5 g.L”' de sacarose (NSA). Os isolados foram preservados por
liofilizacdo e em tubos de ensaio contendo meio NSA acrescido de 100 ug.mL™" de rifampicina
e 6leo mineral esterilizado.

Para o teste de patogenicidade, plantas de feijoeiro cv. Pérola, suscetivel a C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, foram obtidas em vasos contendo um volume aproximado
de 2 L de substrato autoclavado constituido da mistura de terra, esterco de curral curtido e
areia grossa lavada na propor¢do de 1:1:1, acrescido de 0,6 kg de sulfato de amonio, 1,7 kg de
superfosfato simples, 0,6 kg de cloreto de potassio e 0,8 kg de calcdrio dolomitico para cada
m’ da mistura. Essa formulacdo de substrato também foi utilizada para os demais ensaios. Em
cada vaso foram mantidas trés plantas e, aos dez dias apds a emergéncia, foram inoculadas por
ferimento no caule com os isolados mutantes de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (20). No
tratamento testemunha, as plantas de feijoeiro foram injuriadas com agulha molhada em 4gua
destilada esterilizada. Foram utilizadas cinco repeti¢cdes para cada isolado, totalizando 15
plantas de feijoeiro inoculadas. As plantas foram mantidas sob condicdo de casa de vegetacao,
com temperatura variando entre 22 e 30°C. A severidade da doenca foi avaliada 21 dias ap6s a
inoculagdo atribuindo-se notas que variaram de 0 a 9 (20), sendo o isolado Feij. 2634-4

selecionado para os ensaios de sobrevivéncia.

Sobrevivéncia de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em solo como células livres. Foram
utilizados dois tipos de solo. O solo 1 foi um Nitossolo vermelho, de textura argilosa (matéria
organica 26 g.dm™, pH 4,3), e o solo 2 foi um Latossolo vermelho, de textura média (matéria
organica 15 g.dm™, pH 4,1). Os dois solos foram peneirados, separadamente, em peneira de

malha 8 (2,8 mm de abertura) e secos em condi¢des de casa de vegetacao durante cinco dias.
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Apés a secagem, copos de poliestireno de 200 mL de capacidade foram enchidos,
separadamente, com 150 g de cada tipo de solo.

Para a infestacdo dos solos, o isolado mutante Feij. 2634-4 foi semeado em placas de
Petri contendo meio de cultura NSA, seguido de incubag¢do a 28°C por 72 h. Apds a incubagdo
obteve-se a suspensdo bacteriana que foi ajustada por colorimetria (Assonm = 0,1) a
concentracio de 10% ufc.mL™. Os copos contendo as amostras dos solos receberam volumes de
suspensdo bacteriana e de 4gua destilada suficientes para que os seus teores de umidade
fossem elevados para 50 e 100% da capacidade de campo. Apds a infestagio, os copos foram
vedados com papel aluminio e pesados. As amostras de solo infestadas foram incubadas em
estufas bacterioldgicas, mantidas a 20, 25 e 30°C.

A cada trés dias, todos os copos foram pesados e a quantidade de dgua evaporada foi
reposta com o auxilio de uma micropipeta. Foram montadas amostras suficientes para se
verificar a sobrevivéncia de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no solo durante 30 dias.
Diariamente, o solo de quatro copos incubados, nas trés diferentes temperaturas, foi
transferido separadamente para beckers de 2.000 mL de capacidade, previamente
autoclavados, formando-se tr€s amostras compostas de 600 g. Essas amostras foram
homogeneizadas individualmente com o auxilio de um bastdo de vidro flambado. Vinte e
cinco gramas de solo de cada amostra foram transferidas para frascos de 1.000 mL de
capacidade contendo 250 mL de 4gua destilada e esterilizada. Os frascos foram agitados a 200
rpm, em mesa agitadora, durante 1 h, a 25°C. Apds agitacdo, foram mantidos em repouso
durante 30 minutos, para sedimentac@o. O sobrenadante de cada uma das suspensdes obtidas
foi diluido (10° a 107) e 100 uL dessas suspensdes foram semeadas em placas de Petri

contendo meio de cultura semi-seletivo para C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens — SSMCFF
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(22) modificado, constituido do meio NSA, acrescido, apds a autoclavagem, de vermelho do
Congo (0,05 g.L'l), leite em p6 desnatado (5 g.L'l), chlorothalonil (0,01 g.L'l), tiofanato
metilico (0,01 g.L'") e rifampicina (0,01 g.L™"), e espalhadas na superficie do meio com alca de
Drigalski flambada. Para cada diluicdo foram semeadas quatro placas de Petri contendo o meio
de cultura semi-seletivo. As placas foram incubadas a 28°C, durante 72 h.

As colonias desenvolvidas na superficie do meio com caracteristicas culturais
semelhantes ao do isolado mutante Feij 2634-4 foram quantificadas, e os dados obtidos
transformados em log;y do ndmero de UFC.g de solo'. De cada tratamento, foram
selecionadas seis colonias com caracteristicas tipicas de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,
que foram preservadas em tubos de ensaio contendo 6leo mineral esterilizado e por liofilizagcdo
e submetidas a coloracdo diferencial de Gram, crescimento em meio de cultura nutriente-

sacarose-dgar contendo 7% de NaCl, patogenicidade em plantas de feijoeiro cv. Pérola e

caracteriza¢do pelo método Bi010g®fMicr010g (8).

Sobrevivéncia de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em restos de cultura de feijoeiro
em condicoes de campo. Trés experimentos foram conduzidos na Fazenda Experimental
Lageado, da FCA/UNESP (22°50°40.48”S, 48°26°08.17”0, elevacdao 807 m), em uma area
com um Latossolo vermelho, textura média, durante os anos de 2008 a 2009. O primeiro
ensaio foi instalado em 21/02/2008, o segundo ensaio em 26/11/2008 e o terceiro ensaio em
20/07/2009. Plantas de feijoeiro cv. Pérola, conduzidas em vasos, com 10 dias de emergéncia,
foram inoculadas com o isolado mutante Feij. 2634-4 (20). Trinta dias apds a inoculacdo, as
plantas foram coletadas e secas em estufa com circulacdo de ar for¢ada a 30°C, durante sete

dias. Trés plantas inteiras foram transferidas para sacolas de nylon medindo 20 x 30 cm (9). As
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sacolas foram amarradas pela boca com fitilhos plasticos e permaneceram na superficie do
solo e enterradas a uma profundidade de 20 cm. Foram preparadas quatro repeti¢cdes (R1, R2,
R3 e R4) com amostras suficientes para andlise durante 12 meses.

Quinzenalmente as sacolas foram removidas ao acaso (quatro da superficie e quatro
do interior do solo) e amostras do material vegetal foram retiradas, pesadas e trituradas em
solucdo salina tampao fosfato 0,01M, pH 7,0 esterilizada. Para cada grama de material vegetal
foram adicionados 10 mL de solucdo salina tampao fosfato para trituragdo em equipamento
tipo “Turrax”. A suspensdo obtida de cada amostra foi diluida em série (10O a 10'4) e semeada
em estrias na superficie do meio de cultura semi-seletivo para C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens — SSMCFF (22) modificado. Para cada uma das dilui¢des foram semeadas
quatro placas de Petri, seguidas de incubacdo a 28°C durante 96 h.

De cada amostragem realizada, colonias bacterianas com caracteristicas morfoldgicas
e culturais semelhantes as do isolado Feij-2634-4 foram multiplicadas, purificadas e
submetidas a coloracdo diferencial de Gram, crescimento em meio de cultura nutriente-
sacarose-dgar contendo 7% de NaCl, patogenicidade em plantas de feijoeiro cv. Pérola e
caracteriza¢do pelo método Bi010g®fMicr010g (8).

Foi realizada uma avaliacdo qualitativa da presenca de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens nas amostras coletadas (32). A amostra foi considerada portadora de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens quando pelo menos uma colonia da bactéria foi isolada.
Nao havendo o isolamento da bactéria em pelo menos duas amostragens subseqiientes (30
dias), o periodo de sobrevivéncia da mesma foi considerado como sendo o da ultima

amostragem com crescimento da bactéria.
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Os dados climaticos do periodo foram obtidos de uma estacdo metereoldgica,
localizada a aproximadamente 300 m do ensaio (temperaturas minima, média € maxima e a

precipitacao).

RESULTADOS

Sobrevivéncia de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em solo como células livres. O
periodo de sobrevivéncia de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no solo como células livres
foi influenciado pela temperatura de incubacdo das amostras, e por fatores do solo, ou seja,
tipo e umidade deste. A bactéria sobreviveu por um periodo de até 16 dias no solo 1, e por até
9 dias no solo 2 (Figuras 1, 2, 3 e 4). Independente do tipo de solo e do teor de umidade houve
um periodo maior de sobrevivéncia na temperatura de 20°C, intermedidria a 25°C e um menor
periodo de sobrevivéncia a 30°C. J4 para o teor de umidade, constatou-se maior periodo de
sobrevivéncia da bactéria quando o solo foi mantido a 50% da sua capacidade de campo,

sendo para o solo 1 entre 8 e 16 dias, e para o solo 2, entre 5 e 9 dias (Figuras 1 e 3).

Sobrevivéncia de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em restos de cultura de feijoeiro
em condicoes de campo. O periodo de sobrevivéncia de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
nos restos culturais de feijoeiro infectados mantidos na superficie do solo e enterrados a 20 cm
de profundidade, nos trés ensaios realizados, estdo representados na Tabela 1. Nos restos
culturais de feijoeiro enterrados a 20 cm de profundidade, C. flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens sobreviveu por até 30 dias nos ensaios I e I1I, e por menos de 15 dias no ensaio
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II. Nas amostras vegetais mantidas na superficie do solo, a bactéria sobreviveu por 240 dias no
ensaio I, 195 dias no ensaio Il e 165 dias no ensaio III.

Os dados climéticos durante a realizacdo dos trés ensaios estdo representados nas
Figuras 5, 6 e 7. Durante os primeiros 15 dias apds a instalagdo dos ensaios, os niveis de
precipitacao foram de 48,2 mm no ensaio I, 40,8 mm no ensaio II, e 3,8 mm no ensaio III. Nos
primeiros 30 dias de duracdo dos ensaios I e III, os niveis de precipitagdo foram de 176,9 mm
e 91,9 mm, respectivamente. Nos primeiros 165 dias da instalacdo dos ensaios, os indices de
precipitacdo durante o ensaio I foram de 358 mm, 849,9 mm durante o ensaio Il € 1.012 mm
no ensaio III. Comparando-se os primeiros 195 dias dos ensaios I e II, a precipitacdo foi de
459 mm no ensaio I e 871,5 mm no ensaio II.

As temperaturas maximas e minimas médias nos primeiros 15 dias da instalacdo dos
ensaios foram de 28,0°C e 19,2°C no ensaio I, 29,0°C e 16,4°C no ensaio II, e 24,6°C e
13,8°C no ensaio III. Nos primeiros 30 dias de durag@o dos ensaios I e III, essas temperaturas
foram de 26,7°C e 18,3°C, e 23,7°C e 13,7°C, respectivamente. As temperaturas maximas e
minimas médias durante os primeiros 165 dias dos trés ensaios foram de 25,1°C e 15,6°C no
ensaio I, 27,6°C e 17,8°C no ensaio II e 26,6°C e 16,8°C no ensaio III. Para os primeiros 195
dias dos ensaios I e II, essas temperaturas foram de 25,2°C e 15,5°C e 27,0°C e 17,1°C,

respectivamente.
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DISCUSSAO

C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens apresentou uma capacidade baixa de
sobrevivéncia na forma de células livres no solo. Ademais, este periodo de sobrevivéncia foi
influenciado pelo tipo de solo, seu teor de umidade e pela temperatura de incubacdo das
amostras. Quando no solo, esta bactéria pode ser considerada uma “residente transitante”, pois
a sua fase no solo é muito rdpida, ndo contribuindo para a sua perpetuacdo (4). Uma das
explicagdes para a baixa capacidade de sobrevivéncia da maioria das bactérias fitopatogénicas
no solo, incluindo C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, além da ndo producao de esporos de
resisténcia, € a inibicdo elevada exercida pela microbiota antagonista, constituida por muitas
actinobactérias, fungos e outras bactérias. A producdo elevada de antibidticos por esses
antagonistas € apontada como a principal forma de inibi¢do no desenvolvimento de populagdes
elevadas de bactérias fitopatogénicas. A adi¢do de matéria organica ao solo tende a aumentar o
nimero de microrganismos antagonistas, acelerando ainda mais a reducdo das populacdes
bacterianas (2, 24, 27). A populacdo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens nos solos
utilizados neste estudo foi reduzida mais rapidamente nas amostras mantidas a 100% de
capacidade de campo, e incubadas nas temperaturas mais elevadas. Este fato possivelmente
estd relacionado a uma maior atividade da microbiota antagonista nestas condigoes.

Apesar da populagdo inicial de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no solo 2 ser
superior a do solo 1 no dia da instalagdo dos ensaios, o periodo de sobrevivéncia foi menor no
solo 2. A mineralogia do solo pode influenciar a capacidade de sobrevivéncia de muitas
bactérias (15). Esse autor, trabalhando com solo em condi¢cdes de umidade baixa, observou

sobrevivéncia maior de bactérias no interior de agregados de argila em comparacdo a
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superficie dos mesmos. Este fato foi atribuido a maior disponibilidade de dgua no interior
desses agregados. Esta observacdo pode indicar uma menor capacidade de sobrevivéncia
bacteriana em solos arenosos com baixa formagdo de agregados, em comparacdo a solos de
textura mais pesada, como os argilosos, com maior formag¢do dos mesmos. Os agregados de
argila formam um envelope ao redor das células bacterianas, como conseqiiéncia da atracao
eletrostitica entre os grupos carregados nas superficies da argila e das bactérias. Esse
envoltério pode proteger as células bacterianas durante os periodos de dessecacdo e
reidratacao do solo (23).

Nos ensaios envolvendo a sobrevivéncia de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
associada a restos culturais de feijoeiro, o periodo de sobrevivéncia da bactéria nas amostras
mantidas na superficie do solo variou entre 165 e 240 dias (Tabela 1). A andlise dos dados
climdticos coletados durante a realizacdo desses ensaios demonstrou que os niveis de
precipitacdo influenciaram na capacidade de sobrevivéncia da bactéria (Figuras 5, 6, ¢ 7). A
maior precipitacdo durante o ensaio III foi determinante para a menor capacidade de
sobrevivéncia da bactéria, uma vez que os restos culturais de feijoeiro mantidos na superficie
do solo devem ter sido degradados mais rapidamente.

O teor de 4gua afeta de modo direto e/ou indireto a viabilidade de bactérias
fitopatogénicas no interior de restos culturais infectados presentes nos solos. Nas regides
tropicais e subtropicais, a maior taxa de decomposicao de restos de cultura estd associada a
intensa atividade de muitas bactérias invasoras do solo, que utilizam os restos vegetais como
fonte de energia base, fundamentais para a sua sobrevivéncia (10, 18). As diferencas de

temperatura ocorridas durante os trés ensaios foram muito pequenas e, possivelmente, tiveram
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pouca influéncia sobre o periodo de sobrevivéncia de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no
interior dos restos culturais de feijoeiro.

Nos restos culturais de feijoeiro infectados incorporados ao solo a 20 cm de
profundidade, C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens sobreviveu por um periodo inferior a 15
dias até 30 dias (Tabela 1). Apesar da precipitacdo e da temperatura durante os primeiros 15
dias dos ensaios I e II serem parecidas (Figuras 5 e 6), C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
sobreviveu por menos de 15 dias no ensaio II e por até 30 dias nos ensaios I e I11.

A sobrevivéncia da maioria das bactérias fitopatogénicas é favorecida quando os
residuos da cultura infectados com o patégeno sdo mantidos na superficie do solo. Na
literatura existem diversos trabalhos envolvendo a capacidade de sobrevivéncia de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e X. axonopodis pv. phaseoli var. fuscans, agentes
causais do crestamento comum do feijoeiro. O periodo de sobrevivéncia dessas bactérias foi
maior em foliolos de feijoeiro mantidos na superficie do solo, em comparacdo com o0s restos
culturais incorporados (1, 10, 17, 32). A maioria das bactérias fitopatog€nicas sobrevive
melhor em condigdes secas, ou seja, quando os restos culturais sdo mantidos na superficie do
solo. Nessas condig¢des, as células bacterianas encontram-se em estado hipobidtico, e estao
protegidas da acdo do ambiente pelas massas de células bacterianas e do hospedeiro mortas ao
seu redor e por produtos da interacdo entre patégeno e hospedeiro. Se os tecidos forem
umedecidos, como ocorre quando os restos culturais sdo umedecidos ou incorporados ao solo,
sendo expostos a decomposi¢do microbiana, € esperado que as células sobreviventes no tecido
vegetal sejam degradadas mais rapidamente. As células bacterianas sobreviventes no interior
de tecidos vegetais, como o caule, estio menos sujeitas a decomposi¢io em comparacio

aquelas alojadas em tecidos mais tenros, como as folhas por exemplo (29).
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A capacidade de sobrevivéncia de bactérias fitopatogénicas aumenta
consideravelmente em condi¢des de clima temperado. Trabalhos conduzidos nos E.U.A.
demonstraram que X. axonopodis pv. phaseoli foi capaz de sobreviver de uma estacdo de
cultivo para outra durante o inverno. Os autores relatam que a bactéria sobreviveu por até 4
meses protegida pelos restos culturais incorporados ao solo e por até 22 meses no material
vegetal mantido na superficie do solo (13, 27, 28). Em estudo realizado no Brasil, X.
axonopodis pv. phaseoli sobreviveu associada a foliolos de feijoeiro mantidos na superficie do
solo por no maximo 180 dias, e por até 90 dias nos restos culturais incorporados a 15 cm de
profundidade (32). Essas diferencas na capacidade de sobrevivéncia de X. axonopodis pv.
phaseoli entre os estudos realizados em paises de clima tropical e temperado estdo
relacionadas principalmente com as diferencas climaticas e as condi¢des do solo que afetam a
taxa de decomposi¢ao dos restos de cultura.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, fica evidente a necessidade de
incorporagdo dos restos culturais de feijoeiro ao solo, juntamente com a ado¢do de rotacdo de
culturas com espécies vegetais ndo-hospedeiras do patdégeno, para diminuir ou minimizar os
riscos de inéculo primério de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. Essas praticas sao
altamente recomenddveis em paises de clima tropical, como o Brasil, onde em muitas 4reas de
producdo de feijdo é comum a realizacido de dois cultivos sucessivos, nos periodos de chuva
(setembro/dezembro) e de seca (janeiro/abril), e em paises de clima temperado, onde o periodo
de sobrevivéncia de bactérias fitopatogénicas € maior, favorecido pela ocorréncia de
temperaturas mais baixas. Nos campos de cultivo com o sistema de plantio direto, no Brasil, a
rotacdo de culturas se torna ainda mais importante, uma vez que a palhada de cultivos

anteriores ¢ mantida na superficie do solo, o que favorece a sobrevivéncia de C.
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flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, e pode servir de indculo primdrio para a epidemia da

doenca.
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Figura 1. Periodo de sobrevivéncia de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no

solo 1, mantido a 50% da capacidade de campo, em trés temperaturas de incubacao.
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Figura 2. Periodo de sobrevivéncia de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no

solo 1, mantido a 100% da capacidade de campo, em trés temperaturas de incubagao.



*a
trrssrenaa,
.
-

Log,, (U.F.C.gde solo?)
O = N W s U o~

- i - '0.-c-o..”...'
- *e
- .,
: N
4 N .'.
AN
b ‘.

T T T T T I T T T |

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Dias da instalagdo do ensaio

20°C  eeeseee 25°C = = 30°C

Figura 3. Periodo de sobrevivéncia de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no

solo 2, mantido a 50% da capacidade de campo, em trés temperaturas de incubacao.

Log,, (U.F.C.gde solo?)
QO = MM W B U oo~ 0o

Dias da instalagdo do ensaio

20°C  eeeseee 25°C = = 30°C

Figura 4. Periodo de sobrevivéncia de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no

solo 2, mantido a 100% da capacidade de campo, em trés temperaturas de incubagao.

44



45

Tabela 1. Periodos de sobrevivéncia de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em restos de
cultura de feijoeiro, mantidos na superficie do solo e enterrados a 20 cm de profundidade, em

trés diferentes ensaios.

Periodo de sobrevivéncia de C. flaccumfaciens pv.

Ensaio flaccumfaciens (em dias)
Superficie do solo 20 cm de profundidade
I 240 30
II 195 <15
11T 165 30
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Figura 5. Dados de precipitagcdo (mm), temperatura maxima, média e minima (°C), e épocas de coleta

dos restos culturais de feijoeiro no campo, para o ensaio 1.
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Efeito do pré-plantio de aveia e trigo na ocorréncia da murcha-de-curtobacterium do

feijoeiro

Tadeu A. F. da Silva Jr., Antonio C. Maringoni, Adriana T. Itako e Djanira R. Negrao

Departamento de Produgdo Vegetal — Setor de Defesa Fitossanitaria, Faculdade de Ciéncias

Agrondmicas/UNESP, Caixa Postal 237, 18.603-970, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.

RESUMO

Ensaios durante os anos de 2008 e 2009 foram desenvolvidos para se verificar a capacidade de
C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens colonizar endofiticamente a parte aérea e o rizoplano de
plantulas de aveia e trigo, e determinar a influéncia do pré-plantio dessas gramineas no
aumento da incidéncia da murcha-de-curtobacterium do feijoeiro. C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens nao foi capaz de colonizar o rizoplano de plantulas de aveia e trigo com 15 dias
de idade, obtidas a partir de sementes inoculadas com a bactéria, e cultivadas em tubos de
ensaio contendo Phytagel®—a’1gua, em condi¢des de B.O.D. Nos ensaios desenvolvidos em
campo, onde plantas de feijoeiro cv. Pérola foram cultivadas apés o plantio de aveia e trigo,
ndo foi verificada a colonizacio endofitica de folhas e raizes de plantas dessas gramineas por
C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. As plantas de feijoeiro cultivadas ap6s a dessecacdo das
gramineas ndo desenvolveram sintomas de murcha-de-curtobacterium, 40 dias apds a
semeadura, como também ndo foi evidenciada a coloniza¢do endofitica dessas plantas pela

bactéria.
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Palavras-chave: Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, Phaseolus vulgaris,

Avena sativa, Triticum sativum.

ABSTRACT

During 2008 and 2009, assays were developed to verify C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
capability of endophytically colonizing the shoot and the rhizoplane of oat and wheat
seedlings, as well as to determine the influence of pre-planting such grass plants on the
increase in bean bacterial wilt incidence. C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens was not
capable of colonizing the rhizoplane of 15-day-old wheat and oat seedlings obtained from
seeds inoculated with this bacterium and cultivated in test tubes containing Phytagel®-water
under B.O.D. conditions. During field assays, in which bean plants cv. Pérola were cultivated
after oat and wheat planting, endophytic colonization of the leaves and roots of such plants by
C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens was not observed. Bean plants cultivated after
desiccation did not develop bean bacterial wilt symptoms at 40 days after sowing; in addition,

endophytic colonization of these plants by the studied bacterium was not evidenced.

Keywords: Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, Phaseolus vulgaris, Avena

sativa, Triticum sativum.
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INTRODUCAO

A murcha-de-curtobacterium do feijoeiro, incitada por Curtobacterium flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens (Hedges) Collins & Jones, é uma das principais doencas bacterianas que
incidem sobre a cultura do feijoeiro comum (Saettler, 1991). Essa doenca foi descrita pela
primeira vez nos E.U.A., em Dakota do Sul, por Hedges, em 1922, causando perdas de
aproximadamente 90% na produtividade das plantas de feijoeiro afetadas (Hedges, 1926). No
Brasil, a doenca foi descrita em 1995, em campos de cultivo de feijoeiro no estado de Sao
Paulo (Maringoni & Rosa, 1997), e ja estd presente em outros estados brasileiros (Leite Jr. et
al., 2001; Uesugi et al., 2003; Theodoro & Maringoni, 2006; Deuner et al., 2006; Theodoro et
al., 2010). Atualmente, a doenca ja se encontra disseminada na Austrdlia, Bélgica, Canada,
Colombia, Espanha, Grécia, Hungria, Ilhas Mauricio, Itdlia, Polonia, Quénia, Roménia,
Russia, Tunisia, Turquia, Ucrania e Venezuela (CABI, 2010).

Os sintomas tipicos da doenca em feijoeiro consistem em plantas amarelecidas,
murchas, escurecimento vascular e morte da parte aérea (Saettler, 1991). A ocorréncia da
doenga em plantulas pode levar a formacdo de plantas subdesenvolvidas ou causar a sua morte
antes mesmo da formagdo do primeiro par de folhas. A bactéria penetra por ferimentos nas
raizes, causados pelas praticas de cultivo, através dos cotilédones de sementes durante o
processo de germinacdo e por ferimentos no caule, folhas e vagens (Schuster, 1959; Rickard &
Walker, 1965; Dinensen, 1978).

Observacdes em campos de produgdo de feijdo no Brasil ha vérias safras e anos, t€ém
evidenciado maior incidéncia da murcha-de-curtobacterium em dreas agricolas previamente

cultivadas com aveia durante o inverno (A. C. Maringoni, informagao pessoal). Estudo
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desenvolvido por Harverson et al. (2005), em Nebraska, E.U.A., demonstrou que apds o
cultivo de trigo, houve a sobrevivéncia de indculo suficiente de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens para causar infec¢do em plantas de feijoeiro cultivadas posteriormente.

Até o momento, ndo se tem o conhecimento cientifico sobre os mecanismos em que a
aveia e o trigo atuam no aumento da incidéncia de plantas de feijoeiro doentes no campo. Uma
possibilidade para este fato possa ser a colonizacdo da rizosfera e do rizoplano dessas
gramineas por C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

A rizosfera pode ser definida como a regido do solo altamente influenciada pelas raizes
das plantas, através da exsudagcdo de substancias que promovem ou inibem a atividade
microbiana. Ela é um ambiente formado pela prépria planta, onde microrganismos patogénicos
e benéficos constituem uma grande forca influente no desenvolvimento da planta e de sua
sanidade (Curl, 1982; Lynch, 1990; Ryan et al., 2008). Muitos patégenos de solo causadores
de podriddes radiculares e de colo, murchas, e “damping-off” de plantas de importancia
agricola, podem habitar a rizosfera e o rizoplano de diversas espécies vegetais, € sao um dos
fatores mais limitantes a producdo de inimeras culturas (Weller et al., 2002).

Neste estudo, objetivou-se verificar a colonizagdo endofitica da parte aérea e do
rizoplano de plantas de aveia e trigo por C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, e compreender
o papel do plantio dessas gramineas, antes do cultivo do feijoeiro, no aumento da incidéncia da

murcha-de-curtobacterium.
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MATERIAIS E METODOS

Visualizacdo in vitro da colonizacio do rizoplano de aveia e de trigo por C.
Sflaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

Sementes de aveia cv. IAC 7 e trigo cv. Cooditec 108 foram desinfestadas superficialmente em
uma solugdo de hipoclorito de sédio a 2%, durante cinco minutos, e trés lavagens consecutivas
em agua destilada esterilizada. Para a inoculacdo das sementes foi empregado o isolado Feij.
2634-4 de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, mutante resistente a 100 p g.rnL'1 de
rifampicina e patogénico ao feijoeiro, pertence a colecdo do Laboratério de Fitobacteriologia
da FCA/UNESP.

O isolado foi semeado em placas de Petri contendo meio de cultura semi-seletivo para
C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens - SSMCFF (Maringoni et al., 2006) modificado,
constituido pelo meio de cultura nutriente-dgar (Schaad et al., 2001) contendo 5 g.L'1 de
sacarose (NSA), acrescido, apés a autoclavagem, de vermelho do Congo (0,05 g.L'™"), leite em
p6 (5 g.L™), chlorothalonil (0,01 g.L™), tiofanato metilico (0,01 g.L™") e rifampicina (0,01 g.L”
b, seguido de incubacdo a 28°C por 72 h. Uma suspensdo bacteriana do isolado Feij. 2634-4
foi obtida em dgua destilada esterilizada através de colorimetria (Assonm = 0,1), 2 concentragao
de 10% ufc.mL™".

As sementes de aveia e trigo desinfestadas foram imersas na suspensdo bacteriana
durante 30 minutos, coadas e distribuidas sobre papel toalha esterilizado para a remoc¢ao do
excesso de indculo. Sementes de aveia e trigo desinfestadas e embebidas em dgua destilada
esterilizada por 30 min e secas em papel toalha esterilizado serviram como testemunha. A

seguir, para se constatar a presenca da bactéria, dez sementes de cada graminea foram
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transferidas para meio semi-seletivo SSMCFF modificado contendo 100 pg.mL'1 de
rifampicina e incubou-se a 28°C por 72 h.

Duzentas sementes individualizadas de cada graminea (inoculadas e nao-inoculadas
com a bactéria) foram transferidas para tubos de ensaio contendo Phytagel®—égua a 0,8%
(Queiroz et al., 2006) e submetidas a incubagdo em camara tipo B.0O.D. a 25°C, sob
fotoperiodo de 12 h. Quinze dias apds a emergéncia das plantulas, foi avaliada em microscopio
estereoscopico, a presenca de turbidez de aspecto leitoso ao longo das raizes das gramineas,
evidéncia de colonizagdo pela bactéria (Queiroz et al, 2006). Também foi avaliada a
porcentagem de sementes germinadas de cada graminea, assim como o ndmero total de plantas

com colonizacao do rizoplano pela bactéria.

Efeito do plantio de aveia e de trigo na ocorréncia de murcha-de-curtobacterium em
feijoeiro.

Foram desenvolvidos dois ensaios durante os anos de 2008 e 2009. Para o ensaio I, conduzido
em 2008, caixas de cimento de 30 L de capacidade foram preenchidas com um Latossolo
vermelho, de textura média, sem cultivo agricola anterior. O solo foi peneirado e foi realizada
calagem com calcdrio dolomitico para elevar a saturacdo das bases até 70%, conforme a
andlise de solo. Trinta dias apds a calagem, durante o més de julho de 2008, foram instalados
os seguintes tratamentos: 1) Solo sem infestacdo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e
nao semeado com aveia ou trigo; 2) Solo sem infestacio de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens e semeado com trigo cultivar Coodetec 108; 3) Solo sem infestacdo de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e semeado com aveia cultivar IAC 107; 4) Solo com

infestacdo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e nao semeado com aveia ou trigo; 5) Solo
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com infestacdo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e semeado com trigo cultivar
Coodetec 108; e 6) Solo com infestacdo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e semeado
com aveia cultivar IAC 107. Nos tratamentos onde se efetuou o plantio de aveia ou trigo,
foram semeadas 30 sementes das gramineas por repeticdo. Foram utilizadas oito repeti¢des
para cada tratamento, distribuidas em blocos ao acaso na drea experimental.

Para a infestacdo do solo das caixas, foi preparada uma suspensido bacteriana do
isolado Feij. 2634-4 2 concentragdo de 10° UFC.mL™". Nos tratamentos 4, 5 e 6 foi realizada a
rega de um litro da suspensdo bacteriana em cada caixa. Nos tratamentos 1, 2 e 3, que ndo
receberam a infestacdo com a bactéria, foi efetuada a rega de um litro de 4gua destilada. Logo
apos a instalacao do ensaio, para comprovar a presenca da bactéria no solo dos tratamentos 4,
5 e 6,50 g de solo de cada repeticdao foram coletados, constituindo uma amostra composta de
400 g. Vinte e cinco gramas das amostras compostas foram processadas e analisadas conforme
Silva Junior et al. (2009). Foram selecionadas 15 coldnias bacterianas, cinco de cada
tratamento, com caracteristicas culturais semelhantes ao do isolado Feij. 2634-4, e preservadas
em tubos de ensaio contendo meio de cultura NSA com 100 pg.mL™" de rifampicina acrescidos
de Oleo mineral esterilizado, e submetidas aos testes de reacdo diferencial de Gram,
crescimento em meio de cultura nutriente-sacarose-dgar contendo 7% de NaCl, patogenicidade
em plantas de feijoeiro cv. Pérola e caracterizagdo pelo método Bi010g®/Microlog (Camara et
al., 2009).

Cingiienta dias ap0s a instalacdo do ensaio, folhas e raizes de plantas de aveia e trigo
dos tratamentos 2, 3, 5 e 6 foram coletadas de cada uma das repeti¢des, e procedeu-se ao
isolamento endofitico de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em meio SSMCFF modificado.

Dez gramas de folhas frescas e raizes foram amostrada separadamente, desinfestadas conforme
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Zinniel et al. (2002), e trituradas em solu¢do salina tampao fosfato esterilizada 0,01M, pH 7,2,
na proporcao 1:10 (p/v), em aparelho homogeneizador tipo “Turrax”. A suspensdo resultante
foi diluida em série (10° a 107) e plaqueada em estrias em meio de cultura SSMCFF
modificado. As placas foram incubadas a 28°C por 96 h. e avaliada a presenca de colOnias
bacterianas semelhantes as do isolado Feij. 2634-4 na superficie do meio de cultura. Além das
folhas e raizes de aveia e trigo, também foi coletado solo das caixas dos tratamentos 2, 3, 5 e
6, em regides proximas as raizes das plantas de aveia e trigo, para se verificar a presenga de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no solo da rizosfera dessas gramineas.

Ap6s a amostragem de folhas, raizes e solo, procedeu-se a aplicagdo de paraquat a
1%, para a dessecacdo das plantas de aveia e trigo. Vinte dias apds a aplicacdo do herbicida, as
gramineas dessecadas foram cortadas com auxilio de uma tesoura, previamente flambada para
evitar contaminagdo entre as parcelas, e incorporadas ao solo de suas respectivas caixas. A
superficie do solo foi sulcada, adubada conforme a recomendacdo da andlise do solo e
semeada com feijdo cv. Pérola (20 sementes/caixa). No inicio do més de novembro de 2008,
40 dias apds a emergéncia das plantas de feijdo, foi realizada a contagem das plantas com e
sem sintomas de murcha-de-curtobacterium. Cinco plantas de cada repeti¢do dos tratamentos
4, 5 e 6 foram coletadas para se verificar a possivel colonizagdo endofitica por C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. Caules e peciolos das plantas coletadas foram
desinfestados, segundo Dhingra & Sinclair (1995), trituradas com auxilio de bastdo de vidro
previamente flambado e semeadas em estrias na superficie do meio de cultura SSMCFF, e
incubacdo das placas de Petri a 28°C por 96 h. Foram coletadas amostras de solo das caixas

dos tratamentos 4, 5 e 6 para se verificar a presenca de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
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(Silva Junior et al., 2009). Apds a avaliacdo, as plantas de feijoeiro de todas as caixas foram
picadas com o auxilio de uma tesoura e incorporadas ao solo.

Para o ensaio II, conduzido em 2009, foi utilizado o solo das caixas empregado no
ensaio I. O delineamento experimental e o cronograma de atividades foi o mesmo do ensaio
anterior, modificando-se apenas a fonte de in6culo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no
solo. No final do més de abril de 2009, vinte sementes de feijoeiro cv. Pérola foram semeadas
em cada uma das caixas. Dez dias apds a semeadura, as plantas de feijoeiro dos tratamentos 4,
5 e 6 foram inoculadas com o isolado Feij. 2634-4, segundo Maringoni (2002). Nos
tratamentos 1, 2 e 3, que ndo receberam a bactéria, as plantas de feijoeiro foram injuriadas
com agulha molhada em dgua destilada esterilizada.

Trinta dias apds a inoculacdo, as plantas de feijoeiro de todos os tratamentos foram
cortadas com uma tesoura flambada e mantidas na superficie do solo de suas caixas. As
plantas dos tratamentos 4, 5 e 6 apresentavam sintomas tipicos de murcha-de-curtobacterium.
No inicio do més de agosto de 2009, os restos culturais de feijoeiro mantidos nas caixas foram
incorporados ao solo, e procedeu-se o plantio de 30 sementes de aveia e trigo em cada caixa,
seguindo-se os tratamentos estabelecidos no ensaio I. No mesmo dia da semeadura das
gramineas, foi realizada a coleta de solo e restos culturais de feijoeiro dos tratamentos 4, 5 ¢ 6
para se verificar a viabilidade de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, utilizando-se a o
mesmo procedimento adotado no ensaio I (Silva Janior et al., 2009), e cinco colodnias
bacterianas de cada tratamento foram selecionadas para caracterizagao.

Cinqiienta dias apds a semeadura das gramineas, foi realizado o isolamento endofitico
de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens de folhas e raizes de aveia e trigo, assim como a

amostragem de solo dos tratamentos 4, 5 e 6 para se verificar a presenca da bactéria. A
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metodologia utilizada foi a mesma empregada no ensaio I. As gramineas foram dessecadas
com paraquat a 1%, e 20 dias apds a aplicacdo foram incorporadas ao solo das caixas, e
procedeu-se a semeadura de 20 sementes de feijdao cv. Pérola em todos os tratamentos.
Quarenta dias ap6s a semeadura foi realizada a avaliagdo das plantas de feijoeiro com e sem
sintomas de murcha-de-curtobacterium e plantas dos tratamentos 4, 5 e 6 foram coletadas para
se verificar uma possivel colonizacdao endofitica pela bactéria, conforme a metodologia

descrita no ensaio L

RESULTADOS

Visualizacdo in vitro da colonizacio do rizoplano de aveia e de trigo por C.
[flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

As placas de Petri contendo meio de cultura SSMCFF modificado onde foram
colocadas as sementes de aveia e trigo inoculadas com C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,
apresentaram o desenvolvimento de colonias com caracteristicas culturais semelhantes ao do
isolado Feij. 2634-4 em sua superficie, demonstrando a presenca da bactéria nas sementes
infestadas, no dia da instalacdo do ensaio. Nas placas de Petri que receberam as sementes de
aveia e trigo embebidas com 4gua destilada esterilizada, ndo houve a presenca de crescimento
bacteriano.

A sementes de aveia e trigo infestadas com C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
apresentaram reducdo em sua porcentagem de germinagdo. Para as 200 sementes de aveia
embebidas em dgua destilada esterilizada, foram obtidas 178 plantulas, enquanto das 200

sementes de aveia inoculadas com C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, foram obtidas 162
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plantulas, reducdo de 9% na germinacdo na comparagdo entre os dois tratamentos. Das 200
sementes de trigo inoculadas com &dgua destilada esterilizada foram obtidas 180 plantulas, e
das 200 sementes de trigo inoculadas com a bactéria foram obtidas 172 plantulas, reducdo de
5,5% na germinacao das sementes entre os tratamentos.

O rizoplano das 162 plantulas de aveia e das 172 plantulas de trigo provenientes das
sementes infestadas com C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, em meio Phytagel®—a’1gua, nao
apresentou nenhum tipo de turbidez de aspecto leitoso ao longo das raizes quando visualizadas
ao microscopio estereoscopico, em comparagdo ao tratamento testemunha, conforme a
metodologia descrita por Queiroz et al. (2006). De acordo com a metodologia utilizada, foi
evidenciado que C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens ndo foi capaz de colonizar o rizoplano

de plantulas de aveia e trigo, com 15 dias de idade.

Efeito do plantio de aveia e de trigo na ocorréncia de murcha-de-curtobacterium em
feijoeiro

No dia da semeadura da aveia e do trigo foi detectada a presenca de C. flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens no solo das caixas dos tratamentos 4, 5 e 6, em ambos os ensaios. Os 30
isolados bacterianos recuperados dos solos desses tratamentos incitaram sintomas de murcha-
de-curtobacterium, 21 dias apds a inoculacdo nas plantas de feijoeiro cv. Pérola. Todos os
isolados foram identificados como Gram-positivos e apresentaram crescimento em meio de
cultura NSA contendo NaCl a 7%. A identificacdo pelo método Biolog®/Microlog resultou em
12 isolados identificados como Curtobacterium sp. e 18 isolados identificados como

Curtobacterium flaccumfaciens.
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Nos dois ensaios ndo foi verificada a coloniza¢do endofitica de folhas e raizes de
plantas de aveia e trigo por C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. As plantas de feijoeiro
cultivadas apds a dessecacdo das gramineas ndo desenvolveram sintomas de murcha-de-
curtobacterium, 40 dias apds a semeadura, como também ndo foi evidenciada a colonizagdo
endofitica dessas plantas pela bactéria. Em ambos os ensaios, ndo foi possivel recuperar
células vidveis de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens do solo das caixas dos tratamentos 4, 5

e 6, aos 50 e 90 dias apds a instalagdo dos ensaios.

DISCUSSAO

Apesar dos relatos do aumento da incidéncia de murcha-de-curtobacterium do feijoeiro
em dreas agricolas cultivadas anteriormente com aveia e trigo, baseando-se na metodologia
utilizada neste estudo, ficou evidente que C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens nao colonizou
o rizoplano e a rizosfera dessas gramineas. Segundo Goto (1992), a rizosfera de plantas
hospedeiras ou nao-hospedeiras pode favorecer a atividade bacteriana. O crescimento destas
bactérias pode ser estimulado por nutrientes como aminodcidos ou agucares que sdo secretados
pelas raizes para aumentar sua habilidade de competir com outros microrganismos.

Na rizosfera, muitos fitopatégenos estabelecem uma relagdo parasitica com o
hospedeiro. Nessa regido também ocorre uma complexa interacdo entre a microflora e
microfauna constituinte da rizosfera e os fitopatégenos presentes no solo, o que pode
influenciar a ocorréncia ou nao de uma infeccao (Raaijmakers et al., 2009). Silva Jr. et al.
(2009) constataram que a capacidade de sobrevivéncia de C. flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens em solo € muito baixa, classificando essa bactéria como “residente transitante”,
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conforme Buddenhagen (1965). Uma das explicagdes para esse fato, além da ndo producgdo de
esporos de resisténcia, € a alta inibicdo exercida pela microflora antagonista, constituida por
muitos actinobactérias, fungos e outras bactérias. A alta producdo de antibidticos por esses
antagonistas no solo é apontada como a principal forma de inibicio no desenvolvimento de
altas populagdes de bactérias fitopatogénicas (Patrick, 1954; Brian, 1957; Schuster & Coyne,
1974).

Talvez o aumento da incidéncia da murcha-de-curtobacterium do feijoeiro apds
o cultivo de gramineas durante o inverno ndo esteja relacionado com a capacidade de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens colonizar a rizosfera ou o rizoplano de aveia e trigo. Uma
das principais formas de sobrevivéncia de bactérias fitopatogénicas que incitam enfermidades
em plantas de interesse econdmico € associada a restos culturais infectados mantidos no
campo de cultivo (Schuster & Coyne, 1974). A sobrevivéncia de muitas fitobactérias €
favorecida quando os residuos da cultura infectados com o patdgeno sio mantidos na
superficie do solo. Neste caso, o periodo de sobrevivéncia da bactéria € maior em comparacao
quando os restos culturais sdo incorporados ao solo. Estudo desenvolvido por Silva Junior et
al. (2010), no Brasil, verificou que C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens pdde sobreviver por
até 240 dias no interior de restos culturais de feijoeiro mantidos na superficie do solo, e por no
maximo 30 dias, em restos culturais de feijoeiro incorporados ao solo. Durante o inverno, onde
as temperaturas e os indices de precipitacdo sdo mais baixos, o periodo de sobrevivéncia da
bactéria aumenta, devido a uma menor taxa de decomposicao desses restos culturais. A
bactéria associada aos restos culturais de feijoeiro poderia sobreviver no campo durante o
cultivo de aveia ou trigo e fornecer indculo suficiente de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

durante o cultivo de feijao na primavera.
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Outra possibilidade para explicar a incapacidade de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens colonizar a rizosfera das plantas de aveia e trigo empregadas neste estudo, seja
o solo utilizado. Muitas vezes a microbiota natural presente em um solo pode proteger as
plantas cultivadas contra muitos patégenos presentes no solo. Cook et al. (1995) postulam
ainda que muitas espécies de plantas tem desenvolvido estratégias de defesa contra patégenos
de solo que envolve a estimulacdo seletiva e a manutencao de populacdes de microrganismos
antagonistas na rizosfera. Talvez a microbiota natural presente no solo utilizado neste estudo
tenha exercido um antagonismo muito forte sobre C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,
reduzindo rapidamente a sua populacdo e ndo permitindo a coloniza¢do da rizosfera das
gramineas pelo patdgeno. Talvez a rizosfera formada pelas cultivares de aveia e trigo
empregadas neste trabalho ndo favoreca a coloniza¢do da bactéria, ou o isolado bacteriano

utilizado ndo possua a capacidade de colonizar a rizosfera dessas gramineas.
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Patogenicidade de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens a diferentes espécies

vegetais
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Departamento de Produgdo Vegetal — Setor de Defesa Fitossanitaria, Faculdade de Ciéncias

Agrondmicas/UNESP, Caixa Postal 237, 18.603-970, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.

Resumo Plantas de Arachis hypogaea, Avena byzantina, A. sativa, Brachiaria brizantha, B.
ruziziensis, Chenopodium amaranticolor, C. murale, C. quinoa, Crotalaria juncea, C.
spectabilis, Datura metel, D. stramonium, Gomphrena globosa, Glycine max., Ipomoea
aristolochiaefolia, 1. grandifolia, I. nil, Nicotiana glutinosa, N. rustica, N. tabacum, Panicum
maximum, Pennisetum americanum, Petunia sp., Phaseolus vulgaris, Portulaca oleracea,
Raphanus sativus, Ricinus communis, Triticum aestivum e Zea mays foram inoculadas com um
isolado de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens por aspersdo na parte aérea e
puncdo no caule. As plantas foram mantidas em condicoes de casa de vegetacdo e avaliadas 21
dias apds a inoculagdo. Plantas de feijoeiro cv. Pérola inoculadas por ferimento no caule
apresentaram sintomas tipicos de murcha-de-curtobacterium. Plantas de feijoeiro inoculadas
por aspersdo de suspensdo bacteriana na parte aérea desenvolveram sintomas de necrose dos
bordos dos foliolos, circundadas por halo amarelado, que progredia em dire¢do ao centro do
foliolo. As folhas de plantas de soja inoculadas por aspersdo desenvolveram sintomas de

necrose dos bordos foliares, circundados por um ténue halo amarelado. Também foi verificada
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a presenca de lesdes necrdticas na parte central do limbo, circundadas por halo amarelado, que
conferia a folha um aspecto esburacado. C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens colonizou
endofiticamente caules de trigo inoculados por ferimento, e folhas inoculadas por aspersdo. As
demais espécies vegetais inoculadas por aspersdao de suspensdo bacteriana nas folhas ou por
puncdo no caule ndo desenvolveram sintomas de necrose na parte aérea, murcha, ou

colonizacdo endofitica de folhas e caules.

Palavras-chave: hospedeiras, murcha-de-curtobacterium, Phaseolus vulgaris, soja, trigo.

Abstract Plants of Arachis hypogaea, Avena byzantina, A. sativa, Brachiaria brizantha, B.
ruziziensis, Chenopodium amaranticolor, C. murale, C. quinoa, Crotalaria juncea, C.
spectabilis, Datura metel, D. stramonium, Gomphrena globosa, Glycine max., Ipomoea
aristolochiaefolia, 1. grandifolia, I. nil, Nicotiana glutinosa, N. rustica, N. tabacum, Panicum
maximum, Pennisetum americanum, Petunia sp., Phaseolus vulgaris, Portulaca oleracea,
Raphanus sativus, Ricinus communis, Triticum aestivum and Zea mays were inoculated with a
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens isolate through sprinkling onto the shoot
and stem puncture. The plants were kept under greenhouse conditions and assessed at 21 days
after inoculation. Bean plants cv. Pérola inoculated through stem injury developed symptoms
typical of bean bacterial wilt. Bean plants inoculated through sprinkling of bacterial
suspension onto the shoot developed symptoms of necrosis surrounded by a yellowish halo on
the edges of leaflets, progressing towards the leaflet center. Soy leaves inoculated through
sprinkling developed symptoms of necrosis surrounded by a slender yellowish halo on the

leaflet edges. Necrotic lesions were also present at the central part of the limb and were
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surrounded by a yellowish halo, which gave the leaf a bumpy aspect. C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens endophytically colonized wheat stems inoculated through injury and leaves
inoculated through sprinkling. The remaining plant species inoculated through sprinkling of
the bacterial suspension onto leaves or through stem puncture did not develop shoot necrosis

symptoms, wilt or endophytic colonization of leaves and stems.

Keywords: bean bacterial wilt, hosts, Phaseolus vulgaris, soybean, wheat.

Introducao

A murcha-de-curtobacterium, incitada por Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens (Hedges) Collins e Jones, é uma das principais doencas bacterianas do feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.), e foi relatada pela primeira vez em 1922, por Hedges, no estado de
Dakota do Sul, E.U.A. (Hedges, 1922; Saettler, 1991). Os sintomas tipicos da doenca em
feijoeiro sdo plantas amarelecidas, murchas, escurecimento vascular ¢ morte da parte aérea
(Saettler, 1991). Além do feijoeiro, outras espécies vegetais sao relatadas como hospedeiras de
C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, a maioria pertencente a familia Fabaceae (Bradbury,
1986). Em 1975, em Iowa, E.U.A., foi relatada a ocorréncia de plantas de soja com manchas
necrédticas no limbo foliar, de aspecto esburacado. As plantas de soja doentes, entretanto, nao
apresentavam sintomas de murcha. Essa doenga foi denominada de “tan spot”. Inoculagdes em

feijoeiro e soja com isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens provenientes das plantas
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de soja infectadas pela bactéria manifestaram sintomas de manchas foliares e de murcha em
feijoeiro, e sintomas de mancha foliar em soja (Dunleavy, 1983).

Schuster & Sayre (1967) inocularam C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens obtido de
sementes de feijoeiro, e constataram que a soja cultivar Bansei, Lupinus polyphyllus, Vignia
cyclindrica, V. sesquipedalis, ervilha cultivares Alaska e Perfection, Dolichos labllab,
Phaseolus radiatus, P. lathyroides, P. vulgaris, P. lunatus, P. calcaratus e P. acutifolius foram
suscetiveis a bactéria, evidenciando sintomas de murcha. Torres et al. (1982) relataram pela
primeira vez a presenca de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens patogénica a Zornia spp., na
Colombia. Chavarro et al. (1985) constataram que isolados de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens obtidos de Zornia spp. foram patogénicos ao feijoeiro, quando inoculados
artificialmente. Wood & Easdow (1990), na Austrilia, evidenciaram C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens oriundos de Vignia radiata e V. unguiculata, foram patogénicos ao feijoeiro e a
soja. Arcila & Trujillo (1990) também constataram que C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
isolada de V. unguiculata foram patogénicos ao feijoeiro e ndo foram patogénicos ao milho e
ao sorgo, sob condi¢des de inoculacdo artificial. Além das espécies ja citadas como
hospedeiras de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, Bradbury (1986), relaciona ainda Lablab
purpureus, Phaseolus coccineus, Vigna angularis.

Virios representantes do género Curtobacterium apresentam colonizag¢do endofitica em
diversas espécies vegetais. C. flaccumfaciens pode colonizar endofiticamente inhame (Tor et
al., 01992), trevo (Sturz et al., 1997), pinus (Bent & Chanway, 1998), citros (Aradjo et al.,
2002), milho e sorgo (Zinniel et al., 2002). C. luteum apresenta colonizacdo endofitica em
tubérculos de batata (Sturz & Matheson, 1996). No caso de C. flaccumfaciens, também ha

relatos de sua sobrevivéncia epifitica em folhas de amendoim (Jacobs & Sudin, 2001) e de C.
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herbarum em folhas de gramineas (Behrendt et al., 2002). Conforme Belmonte (2009), C.
flaccumfaciens endofiticos de citros ndo sdo patogénicos ao feijoeiro.

De acordo com Schuster & Coyne (1974; 1977), muitas bactérias fitopatogé€nicas
podem sobreviver entre os ciclos de cultivo em hospedeiros anuais e perenes, muitas vezes
sem a presenca de sintomas que evidenciem a infec¢ao. Essa forma de sobrevivéncia pode ser
uma importante fonte de indculo para os cultivos posteriores. Em vista disso, o presente estudo
teve por objetivo verificar a patogenicidade de um isolado de C. flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens inoculado artificialmente em diferentes espécies vegetais.

Materiais e métodos

Para o estudo foram utilizadas plantas das espécies Arachis hypogaea L. (amendoim
cv. IAC 5), Avena byzantina K. Koch (aveia amarela cv. Sao Carlos), A. sativa L. (aveia
branca cv, IAC 7), Brachiaria brizantha (A. Rich.) Stapf (Capim-marandud), B. ruziziensis
Germain et Evrard (braquidria cv. comum), trés espécies do género Chenopodium (C.
amaranticolor Coste & A. Reyn, C. murale L. e C. quinoa Willd), duas espécies do género
Crotalaria (C. juncea L. e C. spectabilis Roth.), duas espécies do género Datura (D. metel L. e
D. stramonium L.), Gomphrena globosa L., Glycine max (L.) Merr. (soja cv. BRS 262), trés
espécies do género Ipomoea (I. aristolochiaefolia (H.B.K.) Don., I. grandifolia (Dammer)
O'Donell e I. nil (L.) Roth), trés espécies do género Nicotiana (N. glutinosa L., N. rustica L. e
N. tabacum L.), Panicum maximum Jacq. (capim-colonido cv. Mombaga), Pennisetum
americanum (L.) Leeke (milheto cv. BNZ), Petunia sp., Phaseolus vulgaris L. (feijao cv.

Pérola), Portulaca oleracea L. (beldroega), Raphanus sativus L. (nabo forrageiro cv. Comum-
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RS), Ricinus communis L. (mamona porte baixo cv. IAC 2028), Triticum aestivum L. (trigo cv.
Cooditec 108), Zea mays L. (milho cv. P30K75).

As plantas foram obtidas em vasos de 2 L de capacidade contendo substrato
autoclavado constituido de uma mistura de terra, esterco de curral curtido e areia grossa lavada
na propor¢do de 1:1:1, acrescido de 0,6 kg de sulfato de amonio, 1,7 kg de superfosfato
simples, 0,6 kg de cloreto de potéssio e 0,8 kg de calcério dolomitico para cada m’ da mistura.
Os vasos foram mantidos sob condi¢des de casa-de-vegetacio e quinze dias apds a emergéncia
das plantulas, procedeu-se a inoculagdo com o isolado Feij. 2634 de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens, pertencente a colecdo do Laboratério de Fitobacteriologia da FCA/UNESP. O
isolado foi cultivado em placas de Petri contendo meio de cultura (NSA) (3,0 g de extrato de
carne, 5,0 g de peptona, 15,0 g de 4gar, 5,0 g de sacarose e 1 L de dgua destilada) em estufa
bacteriol6gica por 48h a 28°C.

Foram empregados, separadamente, dois métodos de inoculagdo (pulverizacdo da parte
aérea e puncdo no caule). No método de pulverizacdo, as plantas foram aspergidas com
suspensao bacteriana na concentragdo de 10 ufc.mL’l, padronizada por colorimetria (Assonm =
0,1), nas faces abaxial e adaxial da folhas, até o ponto de escorrimento. As plantas inoculadas
foram mantidas em condi¢des de cdmara imida 24 h antes e apds a inoculacdo. Plantas do
tratamento testemunha foram aspergidas com dgua destilada na parte aérea. A inoculagdo por
ferimento no caule foi realizada através de puncao no caule das plantas com o auxilio de uma
agulha entomoldgica previamente umedecida em cultura bacteriana pura (Maringoni, 2002).
Para o tratamento testemunha foi utilizado dgua destilada, ao invés de indculo bacteriano.
Cada método de inoculacdo foi representado por cinco vasos, para cada espécie vegetal, cada

um contendo trés plantas. Para o tratamento testemunha, foi utilizado um vaso contendo trés



74

plantas, para cada espécie vegetal. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado.
O experimento foi conduzido durante os meses de agosto e setembro de 2009, e repetido
durante os meses de margo e abril de 2010.

Apds 21 dias, as plantas inoculadas através de pulverizacdo da parte aérea foram
avaliadas quanto a presenca de manchas necréticas e colonizagcdo endofitica nas folhas. A
presenca de murcha e de colonizagdo endofitica do caule foi avaliada nas plantas inoculadas
por ferimento. Amostras de caules e folhas foram processadas conforme Dhingra & Sinclair
(1995) e submetidas a isolamento em placas de Petri contendo meio de cultura NSA, e
incubadas a 28°C, por 72 h.

Nos isolamentos em que houve o desenvolvimento de colOnias bacterianas com
caracteristicas culturais semelhantes ao do isolado Feij. 2634, trés isolados bacterianos foram
submetidos aos testes de coloracao diferencial de Gram, crescimento em meio de cultura NSA
contendo 7% de NaCl, patogenicidade em plantas de feijoeiro cv. Pérola e caracterizacdo

bioquimica pelo método Biolog®/Microlog (Camara et al., 2009), e preservados em tubos de

ensaio contendo 6leo mineral esterilizado e liofilizacao.

Resultados

Os resultados da avaliacdo realizada nas plantas inoculadas com C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens estdo representados na Tabela 1. As plantas de feijoeiro inoculadas com a
bactéria por pun¢do no caule desenvolveram sintomas tipicos de murcha-de-curtobacterium
(Figura 1a). Plantas de feijoeiro inoculadas por aspersdo de suspensdo bacteriana na parte

aérea desenvolveram sintomas de necrose dos bordos dos foliolos, circundadas por um intenso
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halo amarelado, que progredia em direcio ao centro do foliolo, indicando uma possivel
penetracdo da bactéria pelos hidatddios (Figura 1b).

As folhas de plantas de soja inoculadas por aspersdo desenvolveram sintomas de
necrose dos bordos foliares, circundados por um ténue halo amarelado (Figura 1c). Além desse
sintoma, foi verificada a presenca de lesdes necréticas na parte central do limbo, circundadas
por halo amarelado, que conferia a folha um aspecto esburacado (Figura 1d). Apesar das
plantas de soja inoculadas com a bactéria através de puncdo no caule ndo apresentarem
sintomas de murcha, foi possivel isolar colonias tipicas de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens do caule proximas ao ponto de inoculagdo, indicando colonizacio vascular do
caule pela bactéria

Plantas de trigo inoculadas por aspersdo de suspensdo bacteriana de C. flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens e por pun¢do no caule ndo apresentaram sintomas de necrose de folhas ou
murcha. Entretanto, isolamentos realizados em folhas e caules de trigo, evidenciaram a
presenca de colOnias bacterianas semelhantes ao do isolado Feij. 2634, indicando a
colonizagdo endofitica de folhas e caules de trigo por C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. As
demais espécies vegetais inoculadas por aspersdao de suspensdo bacteriana nas folhas ou por
puncdo no caule ndo desenvolveram sintomas de necrose na parte aérea, murcha ou
colonizacdo endofitica de folhas e caules.

Dos isolamentos realizados de folhas e caules de feijoeiro, soja e trigo foram
selecionados 18 isolados bacterianos que foram patog€nicos ao feijoeiro cultivar Pérola
submetidos a inoculagdo por punc¢do do caule (Maringoni, 2002), aos 21 dias apds a
inoculagdo. Os isolados foram identificados como sendo Gram-positivos pelo teste de

coloragao diferencial de Gram e apresentaram crescimento em meio de cultura NSA acrescido



76

de NaCl a 7%. A caracterizagdao pelo método Biolog®/Microlog resultou em seis isolados
sendo identificados como Curtobacterium sp., com indices de similaridade variando entre 30,0
e 45,5, e doze isolados sendo caracterizados como Curtobacterium flaccumfaciens, com

indices de similaridade variando entre 50,1 e 74,5.

Discussao

A sobrevivéncia de bactérias fitopatogénicas como populagdes residentes na superficie
ou no interior de plantas cultivadas ou daninhas é uma das principais fontes de inculo para o
aparecimento de novas epidemias de doencas bacterianas em campos de cultivo agricola
(Schuster & Coyne, 1974). Segundo Cafati & Saettler (1980), o aumento da populacdo de um
patégeno em tecidos suscetiveis e resistentes, sem a presenca de evidéncias da infeccdo pelo
patégeno, pode ter grande importancia epidemioldgica no aumento de indculo para
disseminagdes secunddrias em campo, e também como nicho de sobrevivéncia de propdgulos
de patégenos em condi¢des ambientais desfavoraveis.

Em muitas regides agricolas do Brasil, ¢ comum o cultivo de gramineas durante o
inverno, como a aveia e o trigo, e o cultivo de feijoeiro na primavera. Apesar deste estudo ndao
ter evidenciado a capacidade de colonizacdo de plantas de aveia por C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens, através das metodologias de inoculagdo utilizadas, foi verificada a capacidade
da bactéria colonizar endofiticamente caules e folhas de plantas de trigo inoculadas
artificialmente. Esse fato pode sugerir a descoberta de um novo nicho de sobrevivéncia de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, servindo de fonte de in6culo para o aparecimento de novas

epidemias de murcha-de-curtobacterium em campos comerciais de feijoeiro, implantados ap6s
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o cultivo do trigo. No Brasil, muitas dreas agricolas onde é realizada a rotacdo de culturas
entre essas gramineas de inverno e o feijoeiro, adotam o sistema de plantio direto, onde os
restos culturais do cultivo anterior sdo mantidos na superficie do solo, para a formagdao de uma
camada de cobertura morta.

As bactérias patogénicas ao feijoeiro, incluindo C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,
nao estdo adaptadas para a sobrevivéncia na natureza fora de tecidos de plantas. A viabilidade
de indculo da maioria das fitobacérias é favorecida quando os residuos culturais infectados
com esses patdégenos sao mantidos na superficie do solo (Schuster & Coyne, 1977). Esse fato €
evidenciado no trabalho desenvolvido por Silva Junior. et al. (2009), onde os autores
verificaram que C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens pode sobreviver por até oito meses em
restos culturais de feijoeiro infectados mantidos na superficie do solo. Esses residuos vegetais
mantidos no campo de cultivo podem ser uma importante fonte de indculo da bactéria para os
cultivos posteriores de feijoeiro.

Estudo realizado por Harverson et al. (2005) demonstrou que apds o cultivo de trigo,
houve a sobrevivéncia de indculo suficiente de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens para
causar infeccdo em plantas de feijoeiro cultivadas posteriormente. Uma possibilidade para o
aumento da incidéncia da murcha-de-curtobacterium em feijoeiro apds o cultivo de trigo seja a
permanéncia de restos culturais dessa graminea infectados por C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens na superficie do solo, servindo como fonte de indculo para o cultivo posterior
de feijoeiro. Até o momento, entretanto, ndo ha relatos, no Brasil, de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens colonizando naturalmente o trigo e nenhuma evidéncia de porque o plantio de
trigo anteriormente ao feijoeiro, aumente a incidéncia da murcha-de-curtobacterium em

campo.
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Neste estudo foi verificada a ocorréncia de manchas necréticas nos bordos de foliolos
de plantas de feijoeiro inoculadas através de aspersio de suspensdo bacteriana de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, sugerindo uma possivel penetracdo da bactéria pelos
hidatodios. Até o presente momento, ndo se tinha o conhecimento da capacidade da bactéria
infectar plantas de feijoeiro via aberturas naturais. Estudos anteriores, como os de Burker &
Seliskar (1957), Schuster (1959) e Rickard & Walker (1965) ndo evidenciaram a penetragdo de
C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens por estdmatos, hidatddios ou outras aberturas naturais na
parte aérea da planta de feijao.

Os sintomas observados em folhas de plantas de soja inoculadas por aspersdo de
suspensdo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens sao muito semelhantes aos da “tan spot”
descritos por Dunleavy (1983), em Iowa, em 1975. Entretanto, ndo havia evidéncias da
capacidade da bactéria colonizar endofiticamente caules de plantas de soja inoculadas
artificialmente.

Bradbury (1986) relata que o milho pode ser um hospedeiro de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens em inoculagdes artificiais. Neste estudo, levando-se em consideracdo as
metodologias de inoculagdo utilizadas, ndo houve colonizacio de plantas de milho pela
bactéria, resultados que concordam com Arcila & Trujillo (1990).

Muitas plantas cultivadas de importincia econdmica empregadas neste estudo sdao
utilizadas em sistemas de rotacdo de cultura com o feijoeiro. Estudos para a descoberta de
novos hospedeiros potenciais de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens sao importantes para a
descobertas de nichos de sobrevivéncia da bactéria. Apesar de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens ser patogénica a soja, no Brasil ndo existem relatos da ocorréncia da “tan spot”.

A ocorréncia dessa doenga parece ter sido um surto epidémico isolado, sendo que apds a sua
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constatacdo, poucos foram os relatos de epidemias de “tan spot” em campos comerciais de
soja no mundo.

Algumas plantas daninhas utilizadas neste trabalho sdo de ocorréncia freqiiente em
areas de cultivo agricola no Brasil (Lorenzi, 2008). Apesar de ndo ter sido demonstrada a
colonizagdo dessas plantas por C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, ha relatos na literatura,
de que muitas delas sdo hospedeiras de bactérias fitopatogénicas, agentes causais de doengas
importantes. De acordo com Bradbury (1986) e Malavolta Jr. et al. (2008), Brachiaria
ruziziensis, Datura metel, Panicum maximum, Pennisetum americanum, Portulaca oleracea,
Raphanus sativus, Ricinus communis, e espécies dos géneros Chenopodium sp., Crotalaria sp.,
Ipomoea sp. e Nicotiana sp. sdo hospedeiras de Rhizobium radiobacter, Ralstonia
solanacearum, e de espécies de Acidovorax sp., Pectobacterium sp., Pseudomonas sp. e
Xanthomonas sp. Muitos desses relatos, entretanto, foram verificados apenas em condi¢des de
inoculacdo artificial.

Devido a ampla adaptacdo edafoclimédtica do feijoeiro, o seu cultivo no Brasil e em
outros paises de clima tropical, pode ser realizado durante o ano todo, muitas vezes na forma
de cultivos sucessivos, sem a realizacdo de rotacdo de culturas. Além disso, o feijoeiro pode
ser conduzido em associagdo com outras culturas e altas infestacdes por plantas daninhas sao
comuns em muitos campos de cultivo. Muitas dessas plantas daninhas, como também outras
plantas cultivadas, como a soja e o trigo, podem ser um nicho de sobrevivéncia de C.

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, em campos de cultivo de feijoeiro.
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Tabela 1. Presenca de sintomas de necrose em folhas, murcha, e colonizagdao de folhas e caules em
diferentes espécies vegetais inoculadas com C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

Inoculagao por aspersao de
suspensdo bacteriana na parte  Inoculacio por pung¢do no caule

Nome cientifico das espécies aérea
vegetais Lesoes L . N
& o Colonizagdo Sintomas de Colonizagdo
necréticas nas
nas folhas murcha no caule
folhas
Arachis hypogaea - - - -

Avena byzantine - - - -
Avena sativa - - - -
Brachiaria brizantha - - - -
Brachiaria ruziziensis - - - -
Chenopodium amaranticolor - - - -
Chenopodium murale - - - -
Chenopodium quinoa - - - -
Crotalaria juncea - - - -
Crotalaria spectabilis - - - -
Datura metel - - - -
Datura stramonium - - - -
Gomphrena globosa - - - -
Glycine max + + - +
Ipomoea aristolochiaefolia - - - -
Ipomoea grandifolia - - - -
Ipomoea nil - - - _
Nicotiana glutinosa - - - -
Nicotiana rustica - - - -
Nicotiana tabacum - - - -
Panicum maximum - - - -
Pennisetum americanum - - - -
Petunia sp. - - - -
Phaseolus vulgaris + + + +
Portulaca oleracea - - - -
Raphanus sativus - - - -
Ricinus communis - - - -
Triticum aestivum - + - +
Zea mays - - - -

+ = presenca; - = auséncia
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Figura 1. Plantas de feijoeiro e soja inoculadas com C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens a) Sintomas de
murcha-de-curtobacterium em plantas de feijoeiro cv. Pérola inoculadas por pun¢do de caule; b) Sintomas
de necrose de bordos em foliolos de feijoeiro com presenga de halo amarelado; c¢) Sintomas de necrose de
bordos de folhas de soja com presenca de halo amarelado; e d) folhas de soja com sintomas de necrose do
limbo foliar.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho:

a) C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens apresentou capacidade baixa
de sobrevivéncia no solo. O periodo de sobrevivéncia da bactéria foi influenciado pelo tipo de
solo, seu teor de umidade e temperatura de incubacdo das amostras. O periodo de

sobrevivéncia da bactéria variou entre 2 a 16 dias.

b) O periodo de sobrevivéncia de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
associada a restos culturais de feijoeiro foi influenciado pela incorpora¢do do material vegetal
a 20 cm de profundidade e pelos niveis de precipitacdo durante a realizacdao dos ensaios. A
bactéria sobreviveu entre 165 a 240 dias nos restos culturais mantidos na superficie do solo e

por até 30 dias, nas amostras vegetais incorporadas ao solo.
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¢) C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens nao foi capaz de colonizar in
vitro o rizoplano de plantulas de aveia e trigo. Nos experimentos em campo, a bactéria nao
colonizou endofiticamente plantas de aveia e trigo. As plantas de feijoeiro cultivadas apds o

plantio dessas gramineas ndo apresentaram sintomas de murcha-de-curtobacterium.

d) Nas inoculagdes artificiais realizadas em condi¢des de casa de
vegetacdo, C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens foi patogé€nica ao feijoeiro e a soja e

colonizou endofiticamente caules e folhas de trigo.
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