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1. RESUMO

Uma das principais doengas bacterianas que acomete a cultura do feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L.) no Brasil ¢ a murcha-de-curtobacterium, causa por Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff). Até o momento sdo escassas as informacdes a
respeito da sobrevivéncia da bactéria no cultivo do feijoeiro, fato que pode interferir no
manejo e controle da doenca, além de informacgdes a respeito da variabilidade genética da
bactéria. Assim, esta pesquisa teve por objetivos analisar o potencial de algumas coberturas de
inverno como hospedeiras alternativas de Cff, avaliar o efeito destas culturas aplicadas em
sistema de rotagdo com o feijoeiro na incidéncia e severidade da doenga, avaliar o
comportamento de genétipos de feijoeiro que melhor se adaptam a doenca em regides do
estado do Parana, verificar a sobrevivéncia de Cff como células livres no solo e analisar a
variabilidade genética da bactéria pela técnica de analise por sequéncias multilocus (MLSA).
Foi observado que Cff pdde colonizar epifiticamente ou endofiticamente a aveia preta, trigo,
aveia branca, cevada, azevém e canola. Os cultivos prévios da aveia preta e do trigo
propiciaram o aumento da incidéncia e severidade da doenga no feijoeiro, bem como reducdo
no peso médio de 100 graos. A produtividade média do feijoeiro teve uma reducdo de 50,64%

em uma drea com maior intensidade da doenca, com pardmetros agrondmicos (nimero de



vagens/planta, nimero de graos/planta, peso dos graos/planta e peso de 100 graos), menores
no local com maior incidéncia da doenga. O cultivo prévio do milho e da soja propiciaram
redu¢do da incidéncia de Cff e aumento na produtividade do feijoeiro. As cultivares IPR Juriti
e IPR Tuiuit apresentaram maior nivel de resisténcia a doenca e foram as mais produtivas no
Parana. Houve diferenca do periodo de sobrevivéncia como células livres entre isolados de Cff
no solo (22 a 34 dias) e entre diferentes solos (30 a 94 dias). A sobrevivéncia no solo sob
condi¢des de campo variou de 34 a 80 dias, sendo observada a influéncia da temperatura e
umidade no periodo de sobrevivéncia a campo. A técnica molecular empregada para detec¢do
de Cff diretamente do solo possibilitou detec¢des em concentragdes minimas de 5x10° a 5x10°
UFC/g de solo, sendo que Cff ndo foi detectada nos solos dos ensaios de campo conduzidos
em 2012 e 2013, no Parana. O estudo de MLSA com seis genes housekeeping evidenciou
grande diversidade genética entre isolados de Curtobacterium flaccumfaciens coletados de
diferentes paises e hospedeiros, possivelmente devido recombinacdes e sele¢do purificadora
durante o processo evolutivo da espécie; foi observado que ndo héd correlagdo entre

classificagdo filogenética com o local e hospedeiro.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris, murcha-de-curtobacterium, nichos ecoldgicos,

sobrevivéncia, MLSA.
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2. SUMMARY

One of the most important diseases of common bean in Brazil is the bacterial wilt, caused by
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff). Until now, there is no much
knowledge about how this bacterium survives on common bean, fact that could interfere with
the disease management, besides of information about genetic variability of the bacterium. In
this work we studied the potential of some winter crops as alternative hosts of Cff; the effect
of these crops in the incidence and severity of bacterial wilt in rotation with common bean;
detection of common bean cultivars with resistance levels to Cff in regions of Parana State;
study the survival of Cff as free cells in the soil; and assess the genetic variability of the

bacterium by multilocus sequence analysis (MLSA). Cff colonized epiphytically and



endophytically black oat, wheat, white oat, barley, ryegrass and canola. The previous crop of
black oat and wheat increased the incidence and severity of bacterial wilt and reduced the
average weight of 100 grains. The average production of common bean decreased 50,64% in
area with higher intensity of disease, with reduction of number of pods/plant, number of
grains/plant, weigh of grains/plant and weigh of 100 bean grains. The previous crop of corn
and soybean reduced the Cff incidence and increased the bean production. The cultivars IPR
Juriti and IPR Tuiuit shown greater level of reistance for bacterial wilt and were more
productive in Parand State. Cff strains showed different survival periods in the soil (22 to 34
days) and was influenced by the soil type (30 to 94 days). For the field experiments, the
survival of Cff varied from 34 to 80 days, being influenced by the temperature and moisture.
The molecular technique employed to detect Cff directly from soil enabled detection in
concentrations ranging from 5x10° to 5x10° CFU/g of soil and Cff was not detected on field
assays in 2012 and 2013, in Parand State. The study of MLSA with six housekeeping genes
revealed large genetic diversity between strains of Curtobacterium flaccumfaciens from
different countries and hosts, possibly due recombinations and purifying selection during the
evolutive process of the specie; no correlation between phylogenetic classification with local

and host of origin were observed.

Keywords: Phaseolus vulgaris, bean bacterial wilt, ecological niches, resistance, survival,

MLSA.



3. INTRODUCAO

O Brasil foi classificado na safra de 2013 como o terceiro maior
produtor mundial de feijdo, superado apenas por Myanmar e India, e seguido pelo México e
Republica Unida da Tanzania (FAO, 2015). O grao de feijdo ¢ um importante alimento
proteico na dieta humana, com potencial para prevenir algumas enfermidades tais como
osteoporose (DAWSON-HUGHES et al., 1990) e hipertensdo (APPEL et al., 1997).

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) pode ser cultivado ao longo
de quase todo ano no Brasil e nas mais diversas condi¢des edafoclimaticas presentes, fato que
pode contribuir no aumento da incidéncia de varias doencas, que podem comprometer de
forma significativa a producdo. Dentre as de origem bacteriana, pode-se destacar a murcha-de-
curtobacterium, causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens [Hedges]
Collins e Jones. O quadro sintomatolégico da doenga caracteriza-se pelo aparecimento inicial
de mosaicos clordticos foliares, podendo progredir para necroses foliares acompanhadas por
murcha da parte aérea, refletindo em reducdo do desenvolvimento da planta e da
produtividade, podendo em muitos casos, levar a planta a morte.

Com relacdo aos aspectos epidemiologicos de Curtobacterium

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff), trata-se de uma bactéria que pode ser transmitida por



sementes e capaz de sobreviver em diversas espécies de plantas pertencentes a familia
Fabaceae. Cff foi detectada na cultura do feijdo em rotagdo com outras culturas como soja,
trigo, milho, girassol e alfafa, levantando-se a hipdtese da sobrevivéncia de Cff (HARVESON;
URREA; SCHWARTZ, 2011). Observagdes a campo tém mostrado que a incidéncia da
doenca ¢ maior apds a instalagdo da cultura de feijoeiro em areas com cultivos prévios de
aveia, porém ndo ha constatagdo cientifica (MARINGONI; A. C., comunicagdo pessoal).
Também carece estudos de outras hospedeiras alternativas para Cff, principalmente as
empregadas em rotagdo com feijoeiro no Brasil, focando a colonizagao epifitica ou endofitica
da bactéria.

No solo, sob condi¢do de campo, Cff é capaz de sobreviver por pelo
menos dois invernos entre a cultura do feijdo rotacionada com trigo (EPPO/CABI) e em restos
culturais infectados no solo por periodos que variaram de 30 a 240 dias (SILVA JUNIOR et
al., 2012b). Deve-se salientar a potencial capacidade de sobrevivéncia da bactéria no solo,
porém hé poucas informagdes que abordem a sobrevivéncia da bactéria como células livres no
solo.

Com o uso de ferramentas moleculares para analise de 4acidos
nucléicos, a compreensdo da diversidade genética de Cff pode ser melhor elucidada e
contribuir para novos avangos das pesquisas, principalmente na obten¢do de cultivares de
feijoeiro com resisténcia a doenca. Alguns estudos de diversidade genética com Cff ja foram
realizados empregando-se as técnicas AFLP, rep-PCR e PFGE, conseguindo-se agrupar os
isolados por diferencas fenotipicas, genotipicas e correlacionar os devidos patovares. Porém
com o uso da técnica de andlise de sequéncias multilocus (MLSA) ndo hd nenhum estudo,
sendo que esta técnica atualmente ¢ uma das mais recomendadas para este tipo de pesquisa.

O manejo da doenga estd embasado na aquisicdo de sementes sadias
e/ou certificadas, rotagdo de culturas por 2-3 anos, incorporacdo dos restos culturais,
eliminac¢do de plantas voluntarias em plantios sucessivos, observac¢ao prévia do histérico da
ocorréncia da doengca em novas areas de plantio e, principalmente, o uso de cultivares
resistentes (HARVESON; URREA; SCHWARTZ, 2011). Assim, faz-se necessario o estudo
do comportamento de diferentes genotipos de feijoeiro resistentes a doenca e adaptados para

diferentes regides do pais.



Com isso, o objetivo geral do trabalho foi o de fornecer maior subsidio
sobre os aspectos epidemioldgicos da murcha-de-curtobacterium no feijoeiro comum e sobre a
diversidade genética do agente causal. Sendo os objetivos especificos o de verificar a
influéncia das coberturas de inverno, aveia preta, aveia branca, trigo, cevada, azevém, canola e
nabo na sobrevivéncia epifitica ou endofitica da bactéria Cff como potencial de indculo para a
cultura do feijdo, avaliar a reacdo de cultivares de feijdo comum quanto a resisténcia a doenga
no Parana, avaliar a sobrevivéncia da bactéria como célula livre no solo e avaliar a diversidade
genética de isolados de Cff de diferentes regides e hospedeiros com a técnica molecular
MLSA. O trabalho foi dividido em quatro capitulos, sendo o primeiro capitulo intitulado
“Hospedeiras alternativas de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens sob condi¢des
controladas e de campo”, o segundo capitulo intitulado “Influéncia de forrageiras de inverno
na ocorréncia de murcha-de-curtobacterium em cultivares de feijoeiro sob condigdes de
campo”, o terceiro capitulo intitulado “Sobrevivéncia de Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens como células livres no solo” e o quarto capitulo intitulado “Genetic diversity

of Curtobacterium flaccumfaciens by MLSA”.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Importancia da cultura do feijoeiro comum

O género Phaseolus pertence a subclasse Rosidae, ordem Fabales e
familia Fabaceae (CRONQUIST, 1988). Apresenta centro de origem no continente
Americano, com cerca de 55 espécies, sendo cinco cultivadas: Phaseolus vulgaris L., P.
lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius e P. acutifolius var. latifolius (SANTOS;
GAVILANES, 2008). Destas, a mais cultivada ¢ o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.),
que constitui um importante alimento na dieta humana, como fonte de carboidratos, vitaminas,
minerais, fibras e compostos fenolicos com agdo antioxidante (ABREU, 2005). Além de ser
um alimento rico em termos nutricionais, a cultura do feijoeiro apresenta alta relevancia
socioecondmica no Brasil, empregando um elevado niimero de trabalhadores ao longo do ciclo
da cultura. Estima-se que no estado de Minas Gerais sdo empregados cerca de 7 milhdes de
trabalhadores durante o ciclo de produgdo, envolvendo aproximadamente 295 mil produtores
(ABREU, 2005).

A ingestdo do feijado comum pode ser uma alternativa mais barata para
substituicdo de proteina de origem animal, com potencial de ser usada no mundo inteiro. O
grao de feijdo seco apresenta em média de 20-25% do peso em proteina (HAYTOWITZ;
MATTHEWS, 1986). Estudos mostraram que a ingestdo de feijdo tem potencial de reduzir a



concentracdo de colesterol sérico, melhorar muitos aspectos do estado diabético, fornecer
beneficios metabolicos que ajudam no controle do peso (ANDERSON; SMITH;
WASHNOCK, 1999). Os minerais nesta leguminosa estdo prontamente disponiveis, sdo
importantes na redug¢do dos riscos de osteoporose (DAWSON-HUGHES et al., 1990) e
hipertensao (APPEL et al., 1997).

O Brasil foi classificado como o terceiro maior produtor mundial de
feijio na safra de 2013, superado por Myanmar e India, e seguido pelo México e Repiblica
Unida da Tanzania, entre outros (FAO, 2015). O grao foi classificado como a 19* commodity
mais produzida em 2012, no Brasil (FAO, 2014). A semeadura do feijdo no Brasil pode ser
realizada em trés periodos diferentes: 1 safra ou das “dguas” que compreende os meses de
setembro a novembro; 2° safra, da “seca” ou safrinha que ocorre de janeiro a margo ¢ a 3" safra
ou de outono-inverno entre os meses de maio a julho (SILVA, 2003). Na safra 2013/14 a area
total com a cultura foi de 3,366 milhdes de hectares, sendo 1,180; 1,507 ¢ 0,679 milhOes de
hectares, respectivamente para 17, 2* e 3* safra (CONAB, 2015). A produgdo na safra 2013/14
foi de 3,454 milhoes de toneladas, sendo 1,259; 1,332 e 0,863 milhGes de toneladas,
respectivamente na 1%, 2* e 3% safra (CONAB, 2015). Com relagdo a 1* safra (2013/2014), a
area com o cultivo do feijoeiro foi de 1,17 milhdes de hectares e produtividade média de 1.093
Kg/ha. Na 2? safra, a 4rea ocupada com a cultura foi de 1,49 milhdes de hectares, com o
Estado do Parana como o principal produtor. J& na 3* safra, a area foi de 676,8 mil hectares e
produtividade de 1.354 Kg/ha (CONAB, 2015).

A rotagdo com uma cultura de inverno pode beneficiar o plantio
sucessivo por alterar as caracteristicas fisicas do solo, aumentar a cobertura remanescente sob
a superficie, contribuindo com menor infestagdo de plantas daninhas, reduzir a erosdo e
manter a umidade (BALBINOT JUNIOR et al., 2009). Dados mostram que a cultura do feijao
apresentou maior rendimento quando implantada bienalmente na mesma drea, em sucessao
com arroz/calopogodnio e arroz, ¢ menor quando em sucessdo com o milho (SILVEIRA et al.,
2001). Outro estudo avaliou a interferéncia na produtividade do preparo do solo e da rotagdo
de cultura, sendo as melhores op¢des feijao rotacionado com milho em sistema de semeadura
convencional e com soja na semeadura direta (ALMEIDA et al., 2008).

O feijoeiro comum pode ser cultivado ao longo de quase todo ano no

pais e nos mais diversos ecossistemas presentes devido a ampla adaptagdo edafoclimatica,
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além de ser uma planta exigente em nutrientes, sensivel aos fatores climaticos e muito
suscetivel a pragas e doengas. Para contornar estes fatores deletérios na produtividade, devem-
se adotar tecnologias como cultivares melhoradas, preparo adequado do solo, adubacdo
equilibrada, técnicas avangadas de irriga¢do e controle de pragas, plantas daninhas e doencas
(ZUCARELL, 2005).

Dentre as principais doengas de origem flngicas que acometem a
cultura, destacam-se: antracnose (Colletotrichum lindemuthianum); mancha-angular
(Pseudocercospora griseola); mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum); murcha-de-fusarium
(Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli); podriddo radicular seca (Fusarium solani e Rhizoctonia
solani); ferrugem (Uromyces appendiculatus) e mela (Thanatephorus cucumeris). Dentre as
viroses podemos destacar: mosaico dourado do feijoeiro (Bean golden mosaic virus-BGMV);
mosaico comum (Bean common mosaic virus — BCMV); mosaico rugoso (Bean rugose mosaic
virus — BRMV) e mosaico amarelo (Bean yellow mosaic virus — BYMV). Enquanto que dentre
as doencas de origem bacteriana destacam-se: crestamento bacteriano comum (Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli); murcha-de-curtobacterium (Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens); fogo selvagem (Pseudomonas syringae pv. tabaci) e crestamento bacteriano
aureolado (Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola). Em outros paises também ja foi
relatada a mancha marrom bacteriana (Pseudomonas syringae pv. syringae) (HALL, 1991;

DALLA PRIA; SILVA, 2010).

4.2 Murcha-de-curtobacterium do feijoeiro

O agente causal desta doenca & Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens [Hedges] Collins e Jones, pertencente ao Dominio Bacteria, Classe
Actinobacteria, Subclasse  Actinobacteridae, Ordem  Actinomycetales, Subordem
Micrococcineae, Familia  Microbacteriaceae.  Curtobacterium  flaccumfaciens  pv.
flaccumfaciens (Cff) ¢ Gram-positiva, formato bastonete, coloniza vasos de xilema, possui
mobilidade por um a trés flagelos polares ou subpolares, aerobica obrigatdria, ndo esporulante,
com formagdo celular simples ou aos pares e tamanho oscilando de 0,6-3,0 X 0,3-0,5 pm
(VALENTINI et al., 2010).

Quando em meio de cultura contendo extrato de levedura-glicose-agar,

as colonias de Cff apresentam-se como ligeiramente convexas, normalmente com a coloracao
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amarela brilhante, circulares e com os bordos lisos, sem viscosidade e semifluidas, sendo que
a coloragdo pode variar para laranja, rosa ou plrpura. A bactéria apresenta reagdes negativas
para solubilizagdo em hidréxido de potéssio a 3%, fermentagdo da glicose, reducdo de nitrato e
urease, producdo de indol, produgdo de acido a partir de inulina, eritritol e manitol. Cff
apresenta reacdes positivas para catalase, hidrolise da gelatina, hidrolise da caseina, produgado
de acidos a partir de manose, maltose e inositol, e tolerdncia ao cloreto de sddio com
crescimento em meios de cultura suplementados com 7-9% (BRADBURY, 1986).

Seu primeiro relato mundial foi em 1920, no estado da Dakota do Sul,
EUA, onde foi responsavel pela morte de cerca de 90% das plantas em uma lavoura de
feijoeiro (HEDGES, 1922). Nos anos subsequentes, foi considerada uma das principais
doengas da cultura, causando perdas totais de produg¢do em alguns anos (HEDGES, 1926).
Ap6s o primeiro relato, Cff continua presente em diferentes regides geograficas do mundo,
tais como Africa (ex. Republica da Mauricia e Tunisia), América do Norte, Central e do Sul
(ex. EUA, México e Brasil, respectivamente), Europa (ex. Roménia) e Oceania (ex. Australia)
(EPPO, 2014). A bactéria foi isolada das sementes de feijoeiro da Franca e da Alemanha
(HEDGES, 1926). No ano de 2005, a bactéria foi detectada em Phaseolus vulgaris na regido
sudeste da Espanha (GONZALEZ; TELLO; RODICIO, 2005). Os tltimos relatos da presenca
bacteriana foram na Alemanha e no Ira (SAMMER; REIHER, 2012; OSDAGHI et al., 2014).
Na Bélgica, Bulgaria, Grécia, Hungria, Polonia, Turquia, Franca e Ucrania, a bactéria nao se
estabeleceu, sendo agora paises considerados ausentes de Cff (EPPO, 2014). Em paises da
regido Mediterrdnea e Européia a bactéria ¢ considerada praga quarentenaria A2, estando
sujeita a regulagdes fitossanitarias (EPPO, 2011). No Brasil, o primeiro relato ocorreu em
1995, no municipio de Itaporanga, Estado de Sdo Paulo, em plantas de feijoeiro da cultivar
Carioca (MARINGONI; ROSA, 1997). Em 2002, Leite Junior et al. detectaram Cff nos
estados do Parand e Santa Catarina. No ano seguinte, a bactéria foi descrita nos estados de
Goias e Distrito Federal (UESUGI; FREITAS; MENEZES, 2003).

Para isolamento de Cff de sementes, trabalho desenvolvido por Moraes
et al. (2010) avaliaram a eficiéncia de dois meios de cultura para o isolamento bacteriano,
MSCFF (MARINGONI; CAMARA; SOUZA, 2006) e CNS modificado (BEHLAU; NUNES;
LEITE JUNIOR, 2006). Colonias tipicas de Cff foram observadas em ambos os meios de

cultura, porém em MSCEFF a partir de 72 h apds repicagem, ja era possivel observar coldnias
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de Cff, em contrapartida em CNS modificado sé foi possivel apdés 144 h de incubacio,
mostrando maior rapidez no crescimento de Cff em MSCFF (MORAES et al., 2010).
Maringoni e Camara (2006) confirmaram a eficiéncia do meio de cultura semi-seletivo
MSCFF em mais 30 amostras de lotes de sementes de feijao naturalmente infectadas, inferindo
que o meio de cultura foi capaz de detectar Cff nas sementes de forma qualitativa e
quantitativa, porém para uso rotineiro os autores recomendam a avaliagdo qualitativa.

A deteccdo de Cff com uso de iniciadores especificos pela técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ja foi otimizada. Os pares de iniciadores CF4 ¢ CF5
amplificam um fragmento de DNA de 198 pb (GUIMARAES et al., 2001) e os iniciadores
CfFOR2 e CffREV4 amplificam um fragmento de DNA de 306 pb (TEGLI; SERENI;
SURICO, 2002). Souza, Maringoni e Krause-Sakate (2006), avaliaram a eficiéncia dos
primers em detectar isolados de Cff, destacando-se pela especificidade os primers
desenvolvidos por Tegli, Sereni e Surico (2002), pois dois isolados de Cff de feijoeiro nao

foram amplificados com os primers CF4 e CF35.

4.3 Sintomatologia

No campo os sintomas podem aparecer em manchas ou “reboleiras”,
sendo possivel também detectar plantas infectadas isoladas na lavoura (THEODORO;
MARINGONI, 2010). Os sintomas no campo caracterizam-se por murcha e flacidez dos
foliolos durante os periodos mais quentes e secos do dia (SAETTLER, 1991), observando-se
uma tendéncia dos foliolos tornarem-se flacidos durante o dia e permanecerem turgidos
durante a noite (MARINGONI; ROSA, 1997). A perda de turgescéncia dos tecidos se deve ao
fato da bactéria colonizar os vasos do xilema, chegando a obstrui-los pelo elevado ntimero
populacional bacteriano ou degenera-los (HEDGES, 1922).

A planta apresenta amarelecimento, também conhecido por mosaico
que pode progredir para lesdes necréticas, com reduzido desenvolvimento do porte da planta
ou nanismo, com consequente reducdo na produtividade, além da permanéncia de murcha da
parte aérea, podendo levar a planta a morte (THEODORO; MARINGONI, 2010). Na mesma
planta, ¢ possivel observar folhas totalmente murchas e necrosadas em contraste com folhas
sadias, enquanto que os vasos do xilema geralmente ndo adquirem coloragdo escura, sintoma

caracteristico de algumas doencas vasculares (THEODORO; MARINGONI, 2010). Nas
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sementes de coloragdo clara os sintomas sdo caracterizados pela colora¢do amarela, sendo que
na maioria das vezes, nenhum sintoma visivel pode ser detectado (THEODORO;
MARINGONI, 2010). As sementes infectadas também podem adquirir as coloragdes laranja
ou purpura e tornarem-se enrugadas (VALENTINI et al., 2010).

A severidade da doenca e a mortalidade das plantas sdo geralmente
maiores quando a incidéncia ocorre em plantas jovens ou aquelas com infeccdo ja pela
semente. Plantulas sdo geralmente o estddio de maior suscetibilidade, sendo que se a infecg@o
ocorrer nas plantulas com altura em torno de 5-8 cm, dificilmente chegardo ao final do ciclo
ou produzirdo. Sintomas em plantas infectadas tardiamente sdo menos pronunciados, sendo
que a doenca se desenvolve e progride mais lentamente (HARVESON, URREA,
SCHWARTZ, 2011).

Andlise ultraestrutural sob microscopia eletronica de transmissdao
demonstrou alteragdes morfologicas nos vasos do xilema de feijoeiro resistente a doenga,
semelhantes as tiloses, que sdo barreiras morfologicas induzidas pela planta para tentar conter
a colonizacdo bacteriana para outros Orgdos e também observou-se a formagdo de massa
fibrilar ao redor das células bacterianas, responsaveis pela formagao de aglutinacdes entre elas.
Em contrapartida, observou-se um grande numero de bactérias nos vasos do xilema em
cultivares suscetiveis (SOUZA et al., 2006; SOUZA; MARINGONI, 2008).

Maringoni (2003) demonstrou que plantas infectadas com a bactéria
apresentam reducdo da massa aérea e dos teores de macronutrientes (nitrogé€nio, fosforo,
potassio, calcio e magnésio), sendo que cultivares resistentes a doenga (IAC Carioca Arua,
IAC Carioca Pyata e IAC Carioca Akytd) apresentam maiores quantidades de macronutrientes

em comparag¢ao as cultivares suscetiveis (Pérola e IAC Carioca).

4.4 Epidemiologia
Fitobactérias podem sobreviver de estagcdo para estacdo, para maioria
das culturas anuais, em sementes ou 6rgaos propagativos, nos restos culturais infectados, em
hospedeiros alternativos (também epifiticamente ou endofiticamente) ou no solo (LEBEN,
1981; VIDAVER; LAMBRECHT, 2004). Algumas fitobactérias podem sobreviver na agua e

outras, com sucesso, em objetos inertes, além da capacidade de sobreviverem sobre ou dentro
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de insetos (VIDAVER; LAMBRECHT, 2004). No caso, Cff ndo apresenta nenhum vetor
associado ao seu patossistema.

Em 1926, observou-se que a bactéria Cff pode ocorrer naturalmente
em Phaseolus vulgaris e em Phaseolus lunatus, enquanto que inoculacdo artificial na cultivar
Ito San de soja (Glycine max) foi capaz de causar doenca (HEDGES, 1926).

Schuster, Smith e Smith (1982) avaliaram a populacdo epifitica de Cff
em folhas de feijoeiros suscetiveis e resistentes a doenca. Verificaram que a populagdo
bacteriana aumentou nas folhas da cultivar suscetivel e reduziu na resistente, em avaliagdes
realizadas de 3-7 dias ap0s a inoculagdo.

As condigdes ideais de temperatura para o desenvolvimento de Cff
oscilam de 24 a 27 °C, sendo limitante em 37 °C (THEODORO; MARINGONI, 2010). O
agente causal pode ser transmitido por sementes (SAETTLER; PERRY, 1972), é capaz de
sobreviver em restos culturais ou em plantas daninhas (SAETTLER, 1991). H4 duas formas da
bactéria ser veiculada por sementes, a primeira sistémica, interna ou infectando e a segunda
superficial ou infestando (EPPO, 2011). Na primeira forma a bactéria pode ficar alojada nas
células pali¢adicas que formam a testa, sendo responsavel pela transmissdo de 51,4% a 52,5%
de Cff em sementes de feijoeiro sob inoculagdo artificial, além de interferir de forma negativa
na germinagdo das mesmas (CHAVARRO; LOPEZ; LEME, 1985). Outro trabalho também
avaliou a transmissdo de Cff da planta para sementes e observaram que a porcentagem de
transmissdo oscilou entre cultivares, sendo de 5,5-14,8% em resistentes e superou os 70% em
cultivares suscetiveis (CAMARA; VIGO; MARINGONI, 2009).

A segunda forma ¢ superficial ou infestando, caracterizada pelo
desenvolvimento de uma pequena quantidade bacteriana proxima ao hilo (HEDGES, 1926).
Infecgdes iniciais ocorrem quando a bactéria atinge o sistema vascular da planta, através do
movimento das bactérias das sementes infectadas/infestadas ou ferimentos na parte aérea da
planta, sendo incomum ocorrer infec¢des pelos estomatos (SAETTLER, 1991).

Foi observada que a infeccdo das sementes em desenvolvimento se
origina pelo hilo, formando uma massa bacteriana que coloniza o tegumento. Durante a
germinacdo, a infeccdo da plantula pode ocorrer por ferimentos radiculares provocados pelo

atrito com as particulas de solo. Os embrides das sementes infectadas apresentam células
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bacterianas ao seu redor que podem promover a infecgdo do epicdtilo e do hipocotilo
(SCHUSTER; SMITH, 1983).

Resultados revelaram que 62,2% das amostras de sementes de feijoeiro
comum dos grupos preto e carioca, coletadas em municipios do Estado de Santa Catarina,
eram portadoras da bactéria, salientando a importancia das sementes como fonte de indculo
inicial (HERBES et al., 2008).

Em 1975, no Estado de Iowa (EUA), Cff foi relatada causando uma
nova doenca em soja, denominada bacterial tan spot. Os sintomas ocorrem nas folhas, ndo
sendo observados nos caules e nas vagens. Isolados provenientes da soja e do feijao foram
testados em inoculagdes cruzadas, sendo que todos isolados causaram manchas e murchas nas
folhas de feijao e apenas isolados de soja foram capazes de causar manchas nas folhas da
propria cultura. De 20 cultivares de soja testados, oito foram resistentes e 12 foram
moderadamente suscetiveis (DUNLEAVY, 1983). Experimentos mostraram que o maximo de
perda de producdo a campo em cultivares suscetiveis de soja pode chegar a 18,8%, sendo que
a média de reducao foi de 12,5% (DUNLEAVY, 1984). Cff também foi relatada na cultura da
soja na Alemanha, sendo os sintomas caracterizados por manchas clordticas nas folhas, que
secam e adquirem a coloragdo marrom, sendo que plantulas podem morrer quando infec¢des
ocorrem precocemente e, em poucos casos, podem causar murchas (SAMMER; REIHER,
2012). Cff foi detectada em complexo com Pseudomonas syringae pv. glycinea a campo,
identidade realizada por sequenciamento da regido 16S do rDNA, infeccdo artificial e
reisolamento em plantas de soja e feijdo (SAMMER; REIHER, 2012). Na cultura da soja no
Brasil, Cff teve a primeira constatacdo a campo na safra 2011/2012, causando doenca nas
folhas em plantios comerciais e experimentais de soja no Estado do Parand (SOARES et al,
2013).

Outras plantas podem ser hospedeiras de Cff, como feijao-mungo
(Vigna radiata) (TRIPEPI, GEORGE, 1991), feijdo-caupi (Vigna unguiculata) (WOOD;
EASDOWN, 1990) e Vigna mungo (SCHWARTZ et al., 2005). De acordo com Huang et al.
(2009), citam também como hospedeiras as espécies V. angularis, P. coccineous, P. lunatus,
V. sesquipedalis e Dolichos lablab. Schuster e Sayre (1967) observaram que um isolado de
coloracdo purpura de Cff foi patogénico a ervilha (Pisum sativum), Lupinus polyphyllus, V.

cylindrina, P. calcaratus, P. Lathyroides e P. acutifolius. Os autores destacam que ha
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diferenga de reacdo varietal com certas espécies hospedeiras suscetiveis, verificando que as
sementes podem descolorir no género Phaseolus, nas espécies P. vulgaris, P. acutifolius e P.
lunatus. Cff também foi capaz de sobreviver em plantas ndo hospedeiras como Amaranthus
retroflexus € Chenopodium album (SCHUSTER, 1959).

Silva Junior et al. (2012a) avaliaram a patogenicidade de um isolado
de Cff em diversas espécies vegetais, dentre elas o feijoeiro, sendo os sintomas caracterizados
por necrose circundada por um halo amarelo, localizados nas extremidades dos foliolos. Ja4 em
plantas de soja inoculadas por pulverizagdo na parte aérea, os sintomas também foram de
necroses circundadas por um halo amarelo nas extremidades foliares e necrose com halo
amarelo na parte central do limbo foliar, tendo aspecto aspero. A bactéria colonizou de forma
endofitica as hastes de plantas de trigo inoculadas por ferimento na haste ou pulverizagdo da
parte aérea.

C. flaccumfaciens ja foi recuperada da filosfera do trigo em duas safras
consecutivas, tanto em experimento conduzido em casa de vegetagdo como a campo
(LEGARD et al., 1994). Harveson, Urrea e Schwartz (2011) observaram a presenca da
bactéria na cultura do feijado em rotacdo com outras culturas como soja, trigo, milho, girassol e
alfafa, sendo que esses isolados foram encontrados em associagdo com outras bactérias
fitopatogénicas, levantando-se a hipdtese de sobrevivéncia de Cff nos restos culturais das
outras culturas mencionadas anteriormente. C. flaccumfaciens ja foi relatada colonizando de
forma epifitica o amendoim (JACOBS; SUDIN, 2001) e C. herbarum em gramineas
(BEHRENDT et al., 2002). Observagdes a campo no Brasil tém mostrado que a incidéncia da
doenga ¢ maior ap6s a instalacdo do cultivo de feijoeiro em areas com cultivos prévios de
aveia, porém nao hé constatagdo cientifica (MARINGONI, A. C.; comunicagdo pessoal).

C. flaccumfaciens ja foi relatada colonizando de forma endofitica
plantas de citros (ARAUJO et al., 2002). Segundo Belmonte (2009), isolado endofitico de C.
flaccumfaciens de citros ndo foi patogénico ao feijoeiro. Bactérias endofiticas podem ser
definidas como aquelas com capacidade de colonizar os 6rgdos internos do tecido vegetal, sem
exteriorizar nenhum sintoma ou efeito negativo para planta colonizada (HOLLIDAY, 1989;
SCHULZ; BOYLE, 2006). Espacos intercelulares e vasos do xilema sdo os locais mais
comumente relatados para bactérias endofiticas (REINHOLD-HUREK; HUREK, 1998;
SPRENT; JAMES, 1995). Na literatura encontra-se mais cita¢cdes do género Curtobacterium
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colonizando de forma endofitica outras plantas, por exemplo, C. luteum em batata (STURZ;
MATHESON, 1996); C. flaccumfaciens em trevo (STURZ et al., 1997); pinus (BENT;
CHANWAY, 1998); sorgo, milho (ZINNEIL et al., 2002) e inhame (TOR; MANTTELL;
AINSWORTH, 1992).

Trabalho recente salientou a importancia da rotagdo de cultura do
feijoeiro com outras espécies ndo pertencentes a familia Fabaceae no Ira, pois Cff foi capaz de
colonizar as espécies V. unguiculata, P. lunatus, V. radiata, P. sativum, Lens culinaris, Cicer
arietinum, G. max, Vicia faba e Vicia villosa (OSDAGHI et al., 2015).

O solo constitui um dos maiores reservatdrios de biodiversidade de
microrganismos, podendo ser encontrado centenas de milhares de td&xons em um Unico grama
de solo (FIERER; LENNON, 2011; ROUSK et al., 2010). A maioria das bactérias
fitopatogénicas apresenta dificuldade em sobreviver no solo, fato que pode ser explicado por
geralmente ndo produzirem estruturas de resisténcia como enddsporos e pelo efeito antagdnico
que muitos microrganismos exercem, produzindo substancias como os antibidticos que inibem
o crescimento de outras espécies. Solos enriquecidos com matéria organica tendem a aumentar
o nimero de microrganismos antagonistas (BRIAN, 1957; PATRICK, 1954; SCHUSTER E
COYNE, 1974).

A composi¢do textural do solo também pode interferir na
sobrevivéncia das bactérias. Hattori (1973) observou que em solo argiloso com baixa umidade,
bactérias Gram negativas sobreviveram por mais tempo nos agregados das argilas em
comparagdo com a superficie. Os autores supdem que a bactéria sobreviveu por maior tempo
nos agregados argilosos pela maior disponibilidade de agua, fato que pode ajudar a explicar a
baixa sobrevivéncia em solos arenosos, em que praticamente ndo ha formagao de agregados.
Marshall (1971) analisou que os agregados argilosos formam um envelope ao redor das
células bacterianas, devido a atracdo eletrostatica entre os grupos carregados na superficie da
argila e das bactérias. Esse involucro pode proteger a bactéria da dessecacgao e reidratagdo do
solo.

Ha trés possibilidades de fitobactérias sobreviverem no solo, a
primeira relaciona-se ao estado hipobiodtico, em que a mesma torna-se menos suscetivel aos
agentes degradantes do meio, a segunda refere-se a sobrevivéncia na rizosfera de plantas

hospedeiras ou ndo da fitobactéria (LEBEN, 1981). Como excec¢do, hd uma terceira forma em
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que algumas fitobactérias podem permanecer em estagio viavel, mas ndo culturavel (viable but
non culturable - VBNC), em que a célula bacteriana permanece vidvel porém incapaz de
crescer em meio de cultura ndo seletivo em quantidade suficiente para deteccdo visual, sendo o
caso de Ralstonia solanacearum, mecanismo que permite a viabilidade por um longo tempo
em estado dormente para bactérias ndo esporulantes (GREY; STECK, 2001). O periodo de
sobrevivéncia pode ser influenciado por fatores bidticos, tais como a grande biodiversidade de
microrganismos presentes, além dos fatores abioticos, como umidade, temperatura, pH,
aeragdo, além das caracteristicas quimico-fisicas do solo (LENNON et al., 2012; DE BOER,
1982).

Cff ¢ resistente a secagem, podendo permanecer vidvel por 24 anos em
sementes armazenadas a temperatura ambiente (BURKHOLDER, 1945); no campo pode
sobreviver no solo por pelo menos dois invernos na cultura de feijao; a bactéria pode infectar
na auséncia de chuva, sendo incomum a infec¢do pelos estomatos (EPPO/CABI). Trabalho
mostrou que Cff pode sobreviver por até 240 dias nos restos culturais de feijoeiro na superficie
do solo, porém o periodo de sobrevivéncia reduziu para 30 dias quando restos de cultura foram
incorporados a 20 cm de profundidade (SILVA JUNIOR et al., 2012b). Cff pode sobreviver
por dois anos associada a sementes no solo ou mais se as condi¢cdes de armazenamento forem
otimas (TEGLI; SERENI; SURICO, 2002). A bactéria também foi capaz de sobreviver em
condi¢des controladas, permanecendo viavel e causando sintomas, por aproximadamente 700
dias (22 meses) em solo de cerrado coletado de um plantio de feijoeiro naturalmente infestado
(MIRANDA FILHO, 2010).

Analisando-se o que foi exposto, observa-se que carecem informacdes
cientificas sobre aspectos epidemioldgicos de Cff para a cultura do feijoeiro nas condi¢des do
Brasil, desde seu comportamento epi ou endofitico em culturas rotacionadas com o feijoeiro,

bem como o solo como fonte de indculo de células livres de Cff para plantios posteriores.

4.5 Controle da doenca
O controle da doenga estd embasado na aquisicdo de sementes sadias,
rotagdo de culturas por 2-3 anos, incorporacdo dos restos culturais, eliminacdo de plantas
voluntarias em plantios sucessivos, observar o historico de ocorréncia da doenca em novas

area antes do plantio e uso de cultivares resistentes (SAETTLER, 1991; MARINGONI, 2002;
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MARINGONI; CAMARA, 2006; THEODORO; MARINGONI, 2010; HARVESON;
URREA; SCHWARTZ, 2011). Até o momento, ndo ha conhecimento de nenhum método
quimico eficaz em controlar a doenca.

Com relacdo a influéncia da adubacdo na incidéncia da doenga,
Theodoro e Maringoni (2006b) observaram que cinco doses diferentes de cloreto de potéssio
(135,0; 112,5; 90,0; 67,5 e 45,0 Kg/ha), ndo interferiram na incidéncia da doenca. Porém, com
relacdo a adubacdo nitrogenada na forma de uréia, em experimento conduzido em casa de
vegetacdo com a dose 50% acima do recomendado para a cultura, essa dose influenciou
positivamente o progresso da doenca para a cultivar IAC Carioca Pyatd, aumentou a
quantidade de N na parte aérea e ndo interferiu no peso da matéria seca das plantas
(THEODORO; MARINGONI, 2006a). Ou seja, a fertilidade do solo deve ser corrigida pela
adubagdo embasada na andlise de solo e recomendagdes para a cultura, evitando-se
sobremaneira a adubacao nitrogenada (THEODORO; MARINGONI, 2006a).

Rodrigues, Silva Jinior e Maringoni (2006) avaliaram em casa de
vegetacdo a interferéncia do lodo de esgoto na severidade da doenca na cultivar Pérola,
verificando-se que ndo houve reducdo na severidade e que concentracdes de lodo de esgoto
superiores a 5% (p:v) foram fitotoxicos ao feijoeiro, reduzindo a massa seca da parte aérea.

Outra pesquisa desenvolvida em casa de vegetacdo foi o uso de indutor
de resisténcia para controle da doenca. O indutor avaliado foi acibenzolar-S-methyl, nas
cultivares IAC Carioca, IAC Carioca Akytd e IAC Carioca Pyata, o qual foi ineficiente para o
controle da doenga na cultivar suscetivel (IAC Carioca), como também para promover o
incremente dos niveis de resisténcia nas outras duas cultivares resistentes (SOARES;
MARINGONI; LIMA, 2004).

Estefani, Miranda Filho e Uesugi (2007) avaliaram a eficiéncia da
quimioterapia (sulfato de cobre + oxitetraciclina) e termoterapia na erradicagdo de Cff da
semente. Observaram-se que periodos de embebicdo em 4gua superiores a 1 h afetaram
negativamente a qualidade fisiologica das sementes. O tratamento quimico com a maior
concentragdo foi eficiente para elimina¢do das bactérias naturalmente contaminadas nas
sementes, enquanto que em sementes inoculadas artificialmente o produto ndo se mostrou

efetivo, além de promover redugdo da qualidade fisiologica das sementes. Tratamento térmico
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com as sementes previamente embebidas por 2 h em agua, apesar de redugdo da qualidade
fisiologica, apresentaram reducdo das células bacterianas presentes nas sementes.

O controle bioldgico para o tratamento de sementes de feijoeiro com
Cff foi avaliado utilizando-se embebicdo das sementes em suspensdo de Pantoea
agglomerans, ajustada a 3x10° UFC/mL, por 1 h, ou aplicando-se no solo 24 h apés a
semeadura de sementes de feijoeiro, previamente inoculadas com Cff, observando-se que P.
agglomerans ndo interferiu na germinacao das sementes e que este controle bioldgico pode ser
uma alternativa, sendo necessarios mais estudos para uso da técnica a campo (HSIEH;
HUANG; ERICKSON, 2005). Outro microrganismo avaliado foi Rhizobium leguminosarum
para biocontrole da bactéria em sementes, apresentando reducdo da incidéncia e severidade da
doenga e aumento da emergéncia e peso de plantulas, empregando-se sementes artificialmente
inoculadas ou sementes coletadas no campo sem sintomas visiveis ou com sintomas leves, 1 a
25% das sementes com descoloragao amarela (HUANG; ERICKSON; HSIEH, 2007).
Também avaliaram-se o tratamento de sementes de feijoeiro com Bacillus subtilis para inibir
Cff sob diferentes temperaturas e foi observado que na presenga da maior temperatura (30 °C),
houve maior colonizagdo da planta tanto por Cff como pelo antagonista, porém a reducdo da
doenca obtida com o tratamento de sementes foi semelhante nas temperaturas testadas
(variando de 71 a 75%) (MARTINS et al., 2014).

Outra forma de controlar a doenga ¢ com o emprego de cultivares
resistentes. Varias pesquisas ja foram desenvolvidas no Brasil com o objetivo de identificar
cultivares com moderados a altos niveis de resisténcia a murcha-de-curtobacterium, dentre
eles pode-se destacar o IAC Carioca Arud, IAC Carioca Akyta, IAC Carioca Pyata, IAC
Carioca Tybatd, Mouro Piratuba, Vagem amarela, IAPAR 31, IJAPAR MD 841, Santa F¢,
Roxinho, Roxinho Antigo, Roxdo de Caxo, Roxdo e Trilha de Ferro, Ouro Branco, IPA 9,
Vermelho Desconhecido e Ovo de Codorna Tyunaga (BEHLAU; LEITE JUNIOR, 2002;
CAMARA; VIGO; MARINGONI, 2009; MARINGONI, 2002; THEODORO; HERBES;
MARINGONI, 2007; THEODORO; MARINGONI, 2010). Triagem da resisténcia genética de
333 acessos de feijoeiro a murcha-de-curtobacterium, aliada com observacao dos vasos do
xilema sob microscopia eletronica de varredura, possibilitou agrupar os gendtipos de feijoeiro
em quatro grupos de resisténcia, sendo 8,7% altamente resistentes; 3,9% resistentes; 5%

moderadamente resistentes e 81% suscetiveis; sendo que 18%, desde altamente a



21

moderadamente resistentes, poderdo ser uteis para programas de melhoramento genético
(SOUZA et al., 20006).

Foi avaliada no Canada a resisténcia de 124 acessos de feijoeiro
comum quanto a inoculacdo de Cff, identificando-se as linhagens LO2E317, Resolute,
L02B662 e 999S-2A com alta resisténcia a bactéria. Com isso, ha no banco de germoplasma
de feijoeiro canadense cultivares e linhagens resistentes a Cff que constituem fontes de
resisténcia para programas de melhoramento genético do feijoeiro a isolados amarelos e
alaranjados de Cff (HSIEH et al., 2005).

Analisaram-se 467 acessos de gendtipos de feijoeiro comum quanto a
resisténcia para bactéria Cff, com o intuito de desenvolver uma cultivar resistente para os
EUA. Apenas um genétipo mostrou-se resistente a doenga, denominado PI 325691, originério
da regido sul de Tzitzio, Michoacidn, México, porém o tamanho do seu grdo ¢ pequeno
comparado com os padrdes comerciais, havendo necessidade de varios cruzamentos para
transferir a resisténcia a doenca para cultivares com tamanho de grdo aceitavel
comercialmente (URREA; HARVESON, 2014).

Avaliaram-se a reacdo de 20 cultivares de soja [EMBRAPA 46,
EMBRAPA 47, EMBRAPA 48, EMBRAPA 58, EMBRAPA 59, EMBRAPA 60, EMBRAPA
61, EMBRAPA 62, BRS 66, BRS 132, BRS 133, BRS 134, BRS 135, BRS 136, BRS 155,
BRS 156, BRS 157, IAC/BR-21, MG/BR-46 (Conquista) e MG/BR-48 (Garimpo RCH)] a
inoculacdo de Cff isolado de feijoeiro, sob condi¢cdes controladas. Os autores observaram
baixo nivel de severidade da doenca nas cultivares de soja, independentemente do método de
inoculacdao empregado (MARINGONI; SOUZA, 2003).

A resisténcia de 19 cultivares de soja também foi avaliada sob
condi¢do de casa de vegetacdo a mancha bacteriana marrom, com o isolado CFF 4 (BRS 133,
BRS 184, BRS 232, BRS 257, BRS 262, BRS 282, BRS 284, BRS 317, BRS 361, BRS
295RR, BRS 316RR, BRS 334RR, BRS 359RR, BRS 360RR, BMX Potencia RR, BMX
Apolo RR, NA 5909RG, NS 5858RR, Vmax RR (NK 7059RR). Os autores salientam que
nenhuma cultivar avaliada foi resistente, sendo a minoria moderadamente resistente e¢ a

maioria suscetivel a doenca (BRACALE; SOARES, 2014).
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4.6 Taxonomia e variabilidade genética de Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens

Os objetivos da taxonomia sdo de classificar, nomear e identificar os
organismos. Atualmente o objetivo da taxonomia também reflete o histérico evolucionario do
organismo. As caracteristicas fenotipicas mostraram-se inadequadas porque elas podem ser
compartilhadas por organismos ndo relacionados. Hoje as espécies bacterianas sdo definidas
baseadas em similaridades genotipicas entre isolados. O conceito de espécie bacteriana pode
ser definido como um grupo de isolados que compartilham similaridades genotipicas e
fenotipicas comuns (ROSSELO-MORA; AMANN, 2001). Em outras palavras, espécie é um
grupo de isolados que apresentam aproximadamente 70% ou mais de similaridade DNA-DNA
e com 5 °C ou menos na variagdo da temperatura de desnaturacao (47m) (MARTENS et al.,
2008).

Na descricao da doenga em 1920, a bactéria recebeu a denominagao de
Bacterium flaccumfaciens (HEDGES, 1922). De acordo com Coelho et al. (2004),
posteriormente recebeu uma série de denominagdes diferentes, sendo Phytomonas
flaccumfaciens,  Pseudomonas  flaccumfaciens, Corynebacterium  flaccumfaciens,
Corynebacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, Corynebacterium flaccumfaciens subsp.
flaccumfaciens. Apds receber esta série de sindnimos, baseando-se em estudos de perfis de
proteinas celulares através de eletroforese em gel de poliacrilamida, a bactéria foi
reclassificada para o genéro Curtobacterium, denominando-se Curtobacterium flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens (HEDGES, 1922) Collins; Jones, 1983.

Técnicas moleculares provaram-se precisas e confidveis para
identificacdo de espécies. Sequenciamento da regido 16S do rDNA ¢ preciso para
identificacdo de género bacteriano (DRANCOURT et al., 2000; HARMSEN; KARCH, 2004;
JANDA; ABBOTT, 2007) e andlise de sequéncias multilocus (MLSA) ¢ suficientemente
preciso para identificar espécies (NASER et al., 2005; BRADY et al., 2008).

Dentre os seres vivos, 0os microrganismos apresentam elevada
variabilidade genética. Aliada com o uso de ferramentas moleculares para andlise de acidos
nucleicos, esta compreensao da diversidade pode ser melhor elucidada e contribuir para novos
avangos das pesquisas, principalmente na obtencao de cultivares de feijoeiro com resisténcia a

doenga.
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Andlise da variabilidade genética do gene 16S rDNA tem sido
largamente utilizada. Este gene ¢ bastante utilizado em estudos taxondmicos e de variabilidade
genética em bactérias por possuir multiplas copias que ndo codificam proteinas, por ser muito
conservado, estar presente em todos os organismos e apresentar um tamanho suficiente para
analises filogenéticas (WOESE, 1987, STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994). Apods
amplificacdo e sequenciamento do gene, o mesmo pode ser analisado por grau de similaridade
em diferentes bancos génicos, permitindo a identificagdo dos isolados ao nivel de género e,
possivelmente, ao nivel de espécie (CHENEBY et al., 2000).

A técnica de andlise de sequéncias multilocus (MLSA) tem se
mostrado eficaz e util para tipificacdo de grande numero de microrganismos envolvendo
estudos de populacdes, delineamento de espécie e atribui¢do de espécie correta para isolados,
permitindo elucida¢do das relagdes gendmicas a nivel inter e intraespecifico (MAIDEN et al.,
1998; SPRATT, 1999). O método consiste na analise de varios genes conservados no genoma
denominados housekeeping (MAIDEN et al., 1998; COOPER; FEIL, 2004; DELAMUTA et
al., 2012). Estes genes estdo envolvidos na produgdo de proteinas, responsaveis pela
manutengdo das fungdes metabdlicas vitais, sendo produzidos em taxas constantes
(ALMEIDA et al., 2010). Ou seja, MLSA baseia-se na comparacao de sequéncias de varios
genes que codificam proteinas conservadas e podem determinar a diversidade e relagdo
filogenética entre taxons, usando dendrogramas construidos a partir dos dados das sequéncias
(ALMEIDA et al., 2010). Ha trés principais abordagens para constru¢do dos dendrogramas ou
arvores filogenéticas: distdncia matriz, parcimonia maxima e probabilidade méaxima. Estes sdo
baseados em modelos evolucionarios que definem probabilidades para a transicdo de um
nucleotideo para o outro (HARAYAMA; KASALI 2006).

O método ¢ uma versdo atualizada da eletroforese enzimatica
multilocus (multilocus enzyme electrophoresis — MLEE), com variagdes nos genes
housekeeping na base de diferenciagio da mobilidade -eletroforética das proteinas
(SELANDER et al., 1986). Um dos problemas mais significativos das técnicas baseadas em
eletroforese em gel, tais como AFLP (amplified fragment length polymorphism) e PFGE
(pulsed field gel electrophoresis) ¢ a dificuldade de comparacdo dos resultados entre
laboratérios (COOPER; FEIL, 2004). O nivel de discriminagdo da técnica MLSA depende do

nimero e tipo de genes utilizados, do comprimento dos fragmentos e do grau de diversidade
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na amostra sendo caracterizada. Zeigler (2003) demonstrou que ha boa correlagdao entre MLSA
e hibridizacdo DNA-DNA, possibilitando o uso de MLSA para identificacdo de espécies
bacterianas.

A técnica MLSA tem sido amplamente utilizada em filogenia,
epidemiologia, relagdes evoluciondrias e taxonomia (melhorando as classificagdes). Sua maior
vantagem consiste nos resultados de sequenciamento, que sdo portateis e ndo ambiguos,
possibilitando a troca de informagdes via internet (SPRATT, 1999). A andlise de 4-8 genes
housekeeping ¢ suficiente para subdivisdo da maioria das espécies bacterianas (COOPER;
FEIL, 2004). MLSA permite conduzir estudos epidemioldgicos para monitorar epidemias
(SPRATT, 1999).

MLSA tem sido utilizado em diferentes contextos. Por exemplo,
isolados ndo patogénicos de Clavibacter michiganensis foram claramente separados de outras
subespécies e de isolados patogénicos empregando-se os genes housekeeping atpD, dnak,
gvrB, ppK, recA e rpoD (JACQUES et al., 2012). MLSA mostrou-se ser pratico e seguro para
identificacdo e classificacdo do género Emnsifer, quando comparado com o gene 16S rDNA e
hibridizacgdo DNA-DNA (MARTENS et al., 2008). MLSA mostrou-se altamente reprodutivel
associado ao baixo custo e rdpida identificagcdo de todas espécies de Enterococcus (NASER et
al., 2005). MLSA possibilitou a caracterizagdo da diversidade genética entre populacdes de
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, coletadas durante 11 anos (TANCOS;
LANGE; SMART, 2015).

Segundo Belmonte (2009), o sequenciamento da regido 16S rDNA
possibilitou o agrupamento dos isolados de C. flaccumfaciens endofiticos de citros
separadamente das demais espécies analisadas. O autor inferiu que os isolados endofiticos de
citros apresentaram genoétipos divergentes, sugerindo que estes isolados poderiam pertencer a
uma nova espécie ou subespécie de Curtobacterium.

Guimaraes et al. (2003) caracterizaram diferentes patovares de
isolados de Curtobacterium flaccumfaciens por AFLP, rep-PCR e PFGE, inferindo que todos
os isolados foram corretamente atribuidos os patovares utilizando a digestdo de macrorestri¢ao
com as enzimas Hindlll e Xbal em conjunto com PFGE. O padrao de bandas gerado pela

PFGE ndo somente confirmou as classificagdes de patovares atuais dentro de C.
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flaccumfaciens, como também eles identificaram subgrupos com patovares flaccumfaciens,
oortii € poinsettiae.

Diferentes isolados de Cff nos EUA, inclusive de hospedeiros
alternativos, apresentaram diversidade fenotipica e genotipica quando estudados por AFLP,
PFGE e rep-PCR, sendo que as trés técnicas mostraram grande grau de heterogeneidade na
populacdo, porém ndo houve congruéncia na formacdo dos agrupamentos. A andlise de
composi¢do de grupos do conjunto de resultados possibilitou a constru¢cdo de dois grupos
distintos, sendo que os autores sugerem a utilizacdo de isolados de ambos os grupos para o
desenvolvimento de ferramentas de diagnodstico e em programas de melhoramento para a
selecdo de cultivares resistentes (AGARKOVA et al., 2012).

No Brasil, a variabilidade dos isolados de Cff foi analisada pela técnica
da rep-PCR com os iniciadores REP, ERIC e BOX, os quais mostraram-se geneticamente
heterogéneos, porém também ndo houve congruéncia com relagdo aos agrupamentos formados
com relagdo ao local de origem dos isolados (SOUZA; MARINGONI; KRAUSE-SAKATE,
2006).

O primeiro estudo utilizando a técnica MLSA foi com organismos
pertencentes a Vibrionaceae e foi apontado ser mais discriminatorio entre espécies do que
sequéncias 16S do rDNA (THOMPSON et al., 2005). Para bactérias pertencentes a familia
Microbacteriaceae, os genes conservados da subunidade B da DNA girase (gyrB), subunidade
B da RNA-polimerase (7poB), recombinase A (recA) e polifosfatase quinase (ppK)
mostraram-se eficientes para agrupamento de diferentes géneros e até para sugestdo de uma
nova classificacdo de isolado (RICHERT et al., 2007).

Desta forma, o estudo da diversidade genética de isolados de Cff
originarios de diferentes locais e hospedeiros pode contribuir com avangos em outras areas,
tais como para o melhoramento genético da cultura. At¢ o momento ndo ha estudos da
diversidade genética de Cff empregando-se a técnica de MLSA, sendo que esta ¢ uma das

mais indicadas para este tipo de pesquisa.
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Hospedeiras alternativas de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens sob
condi¢des controladas e de campo.

RESUMO

Dentre as formas em que fitobactérias podem sobreviver de estagdo para estagcdo, pode-se citar
hospedeiras alternativas, que constituem importante fonte de indculo para plantios posteriores.
Esta pesquisa objetivou avaliar possiveis hospedeiras alternativas de Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Ctf) dentre as principais culturas de inverno utilizadas em
sistema de rotacdo com o feijoeiro comum no Parani. Foram analisadas as forrageiras de
inverno trigo, aveia branca, aveia preta, cevada, azevém, canola e nabo forrageiro, sob
condi¢des controladas e de campo. A bactéria apresentou capacidade de sobreviver
epifiticamente em todas forrageiras avaliadas, sob condig¢des de casa de vegetagdo e também
sob condicdo de campo, exceto o nabo forrageiro. Cff colonizou endofiticamente o trigo,
cevada, azevém, aveia branca e preta sob condi¢des controladas e todas forrageiras, exceto o
nabo forrageiro, a campo. Todos os isolados confirmados como sendo Cff foram patogénicos
ao feijoeiro. Deve-se evitar o cultivo prévio de trigo, cevada, azevém, aveia branca, aveia preta
e canola ao de feijoeiro, pois Cff sobreviveu de forma endofitica e epifitica nessas espécies

vegetais, que servem para a manutencao do indculo no campo.
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Alternative hosts of Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens under field and
controlled conditions.

ABSTRACT

Phytopathogenic bacteria can survive from seasons associated with alternative hosts, which
can be an important source of inoculum for subsequent planting. The aim of this research was
to analyze alternative hosts for Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (CfY)
among the main winter crops rotated with common bean in Paranad State. The winter crops
wheat, black oat, white oat, barley, ryegrass, canola and radish were analyzed under field and
controlled conditions for epiphytic and endophytic survival of Cff. The bacterium survived
epiphytically in all the winter crops, under field and controlled conditions, except in radish.
Cff colonized endophytically wheat, barley, ryegrass, white and black oat under controlled
conditions and all the winter crops, except radish, under field conditions. All Cff strains were
pathogenic to the common bean. The previous crop of wheat, barley, ryegrass, white oat, black
oat and canola should be avoided before the common bean, because Cff survived both
endophytically and epiphytically on these plant species, increasing the Cff inoculum in the

field.
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INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) apresenta centro de origem
o continente Americano e estd adaptado a uma grande variedade edafoclimatica, pode ser
cultivado ao longo de quase todo ano no Brasil, fato que contribui para o aumento da
incidéncia de pragas e doengas. Dentre as doengas de origem bacteriana, destaca-se a murcha-
de-curtobacterium, causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Hedges)
Collins e Jones. Esta doenga foi descrita pela primeira vez em 1920, no estado da Dakota do
Sul, EUA (HEDGES, 1922) e no Brasil em 1995, no estado de Sao Paulo (MARINGONI;
ROSA, 1997). Atualmente encontra-se distribuida pelos estados do Parand, Santa Catarina
(LEITE JUNIOR et al., 2002), Goias ¢ Distrito Federal (UESUGI; FREITAS; MENEZES,
2003).

Os sintomas da doenga podem surgir de forma localizada ou em
“reboleiras”, sendo possivel a observacdo a campo de plantas sintomaticas isoladas
(THEODORO; MARINGONI, 2010). Os sintomas iniciais surgem como amarelecimento
foliar, os quais podem progredir para lesdes necroticas. O sintoma classico da doenca ¢ a
murcha da parte aérea, fato que colaborou com a nomenclatura da doenca, e ¢ causado pela
elevada colonizagdo dos vasos do xilema por Cff, chegando a obstrui-los ou degenera-los. Este
quadro sintomatologico pode afetar o desenvolvimento e arquitetura da planta, as quais
tendem a ficar com redugdo no porte e na produtividade (THEODORO; MARINGONI, 2010).

Fitobactérias podem sobreviver em culturas anuais de estacdo para
estacdo de plantio em sementes, Orgdos propagativos, restos culturais infectados, em
hospedeiros alternativos, como células livres no solo ou em vetores (LEBEN, 1981;

VIDAVER; LAMBRECHT, 2004). Cff pode ser transmitida por sementes (SAETTLER;
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PERRY, 1972) e ¢é capaz de sobreviver em restos culturais ou em hospedeiras alternativas
(SAETTLER, 1991). Dentre as hospedeiras ja descritas para Cff pode-se citar Glycine max
(HEDGES, 1926; DUNLEAVY, 1983; SAMMER; REIHER, 2012; SOARES et al., 2013),
Vigna sp. (SCHUSTER; SAYRE, 1967; WOOD; EASDOWN, 1990; TRIPEPI; GEORGE,
1991; SCHWARTZ et al., 2005; HUANG et al., 2009), Phaseolus sp. (SCHUSTER; SAYRE,
1967; HUANG et al., 2009), Dolichos lablab (HUANG et al., 2009), Lupinus polyphyllus,
Pisum sativum (SCHUSTER; SAYRE, 1967), Amaranthus retroflexus, Chenopodium album
(SCHUSTER, 1959), Triticum aestivum (SILVA JUNIOR, 2011), Cicer arietinum, Vicia faba
e Lens culinaris (OSDAGHI et al., 2015). Observagdes a campo evidenciam que a incidéncia
da doenca foi maior apés a instalacdo da cultura de feijoeiro em areas com cultivos prévios de
aveia, porém sem constatacdo cientifica (THEODORO; MARINGONI, 2010).

Dentre os métodos de controle da doenca a adogdo da rotagdo de
cultura e uso de sementes fiscalizadas em muitas regides de cultivo do feijoeiro, contribuiram
para erradicar ou manter Cff em populacdes baixas que ndo causassem danos significativos.
Porém, areas com quase 25 anos sem constatacdo da bactéria, voltaram a ter reincidéncia nos
EUA (HARVESON; URREA; SCHWARTZ, 2011). Com isso, evidencia-se a importancia do
conhecimento dos aspectos epidemioldgicos do patdégeno para contribuir com o manejo da
doenca. Neste sentido ha falta de informagdes para Ctf, sendo o objetivo desta pesquisa avaliar
possiveis hospedeiras alternativas para a bactéria, dentre as principais espécies vegetais usadas
como coberturas de inverno adotadas em sistema de rotagdo com a cultura do feijoeiro no

Parana.
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MATERIAL E METODOS

Hospedeiras alternativas de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens sob

condicoes controladas

Foram conduzidos dois ensaios em casa de vegetagdo no
Departamento de Protegdo Vegetal da FCA/UNESP, Botucatu/SP. Foram avaliadas as
forrageiras de inverno: nabo (Raphanus sativus L.), canola (Brassica napus L.), cevada
(Hordeum vulgare L.), azevém (Lolium multiflorum Lam.), aveia preta (4Avena strigosa
Schreb.), as cultivares IPR126 e Agro ljui de aveia branca (4vena sativa L.), as cultivares
Topazio, TBio Tibagi e BRS328 de trigo (77iticum aestivum L.). Cada forrageira foi semeada
em vasos de cinco litros de capacidade com solo autoclavado na propor¢ao 1:1:1 (areia, solo
argiloso de barranco e substrato comercial). O isolado de Cff utilizado foi o 2628A, resistente
a 100 ug.mL™" de rifampicina. Para inocula¢io foi ajustada uma suspensdo bacteriana em
tampao fosfato salino (PBS) 0,01M, pH 7,0, na concentragdo de 10*° UFC/mL. Foram
avaliadas duas formas de inoculagdo: a) adicionando-se 300 mL da suspensdo bacteriana por
vaso na semeadura das forrageiras (T1) e b) adicionando-se 300 mL de suspensdo bacteriana
ao substrato de cada vaso 20 dias ap6s a semeadura (DAS), com cortes prévios do sistema
radicular (T2). Como controle para os tratamentos T1 e T2, as plantas receberam 300 mL de
agua destilada esterilizada ao invés da suspensdo bacteriana. O experimento foi conduzido
com quatro repeti¢des, sendo cada unidade experimental constituida por um vaso contendo
trés plantas ou perfilhos cada.

A avaliagdo ocorreu aproximadamente 75 dias apds a semeadura

(DAS), em que toda a parte aérea das plantas de cada vaso foi coletada separadamente,
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fragmentada em pedacos com aproximadamente 2 cm de comprimento e homogeneizados.
Para cada tratamento, a bactéria foi isolada de forma epifitica e endofitica.

O isolamento epifitico foi realizado em 10 g de cada forrageira,
acrescentado 100 mL de PBS, permanecendo sob agitacdo de 250 rpm/30 min. Transcorrido
este tempo, realizaram-se dilui¢des seriadas de 10° a 10 de cada suspensdo, seguido por
plaqueamento de 100 pL em meio de cultura (3 placas/diluicdo/repeticdo). No ensaio I foi
utilizado o meio de cultura MSCFF (MARINGONI; CAMARA; SOUZA, 2006), sendo que
apos a observacdo do crescimento de coldnias suspeitas de Cff, as mesmas foram repicadas
para nutriente sacarose agar (NSA) acrescido de 7% de NaCl. No ensaio II foi utilizado o meio
de cultura NSA acrescido de 100 pg.mL™" de rifampicina e 50 pg.mL™" de tiofanato metilico e
50 pg.mL"" de clorotalonil (Figura 1).

No isolamento endofitico também foram utilizados 10g de fragmentos
de cada forrageira por amostra, porém as mesmas foram desinfestadas superficialmente antes
do processamento. Os fragmentos permaneceram por 30 s em dalcool 70%; 1 min em
hipoclorito de sédio a 2%; seguido por trés enxdgues sucessivos em agua destilada e
esterilizada. Aliquota da 4gua do ultimo enxague foi plaqueada em triplicata em meio de
cultura nutriente agar para afericdo do processo de desinfestagdo. Em seguida, as amostras
foram transferidas em PBS esterilizado, na proporc¢do de 1:10 (p/v) e trituradas em “Turrax”.
Cada amostra foi diluida em série (10°a 10™*) e 100 pL de cada diluigdo foi plaqueado como
descrito para o processo anterior. As placas permaneceram incubadas em B.O.D. a 28 °C, por
120 horas. No ensaio I houve isolamento epifitico e endofitico, enquanto no ensaio II realizou-

se apenas isolamento endofitico.
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A avaliagdo prévia consistiu na observagao de colonias de Cff no meio
de cultura e/ou contagem das mesmas. Ap0s a avaliacdo das caracteristicas culturais tipicas de
Cff, realizaram-se amostragens de colonias para cada forrageira e as mesmas foram
identificadas pela técnica da PCR, com os iniciadores especificos para Cff, CffFOR2 (5’- GTT
ATG ACT GAA CTT CAC TCC -3’) e Cff/REV4 (5’- GAT GTT CCC GGT GTT CAG -3°)
(TEGLI; SERENI; SURICO, 2002). Para tanto, o DNA total de cada isolado foi extraido
ajustando-se uma suspensio a 10° UFC/mL e submetendo-se a 95 °C/15 min, seguido por
resfriamento rapido em gelo. Cada reagdo da PCR foi carregada com 12,5 pL, sendo 6,25 pL
GoTaq Green Master Mix (Promega, USA), 0,25 pL de cada iniciador, 4,25 pl de d4gua MiliQ
e 1,5 uL de DNA. A PCR foi realizada em termociclador modelo Mastercycler Gradient
(Eppendorf, USA) e o programa da PCR empregado foi de 94 °C por 3 min, para desnaturagdo
inicial, seguido por 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 60 °C (anelamento) por 45 s, 72 °C
(extensdo) por 30 s. Finalmente as reagdes foram incubadas por 10 min a 72 °C. Os DNAs
amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal, a 6 V/cm® em gel constituido de
agarose a 1% (p/v) com tampao TBE 1X (90 mM Tris; pH 8,3; 90 mM de acido bérico e 0,1
mM EDTA), acrescido do corante Neotaq Brilliant Green Plus (7 uL/100 mL). Os géis foram

visualizados e registrados em fotodocumentador BioDoc-It Imaging System (UVP, CA).

Hospedeiras alternativas de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens sob
condi¢coes de campo.

Foram realizados dois ensaios para avaliar as hospedeiras alternativas
de Cff a campo, um no ano de 2012 e outro em 2013. O ensaio de 2012 foi conduzido nos
municipios de Tibagi e Ponta Grossa/Parand, ambas as areas com historico da ocorréncia da

murcha-de-curtobacterium em feijoeiro. Em cada municipio, a area foi subdividida em blocos
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casualizados com oito repetigdes de 16 X 20 m e com trés tratamentos, sendo a semeadura das
forrageiras de inverno aveia preta e trigo e o tratamento pousio (auséncia de cultivo). A
semeadura em Ponta Grossa ocorreu em 14/05/2012 e em Tibagi, no dia 18/05/2012, sendo
que em ambas as areas nao houve adubagdo do solo. Foi utilizada a semeadora modelo SHM
15/17 (SEMEATO), com 17 linhas de plantio espacadas 17 cm. As sementes das forrageiras
foram tratadas com o inseticida sistétmico do grupo dos neonicotindides (CRUISER-
Syngenta), na concentragdo de 150 mL/100 Kg de sementes. No dia 27/06/2012 houve uma
unica aplicacdo de herbicida seletivo e sist€émico do grupo quimico das sulfoniluréias (Ally-
DuPont), na concentracio de 4g/ha.

Foram realizadas duas amostragens das forrageiras para avaliacdo da
presenga de Cff, sendo a primeira 105 dias apds a semeadura (DAS), com as plantas em
estadio fenologico de enchimento de graos e a segunda com 135 DAS, com as plantas no final
do ciclo, proximo a maturacdo, com dessecamento prévio. As coletas constituiram-se por
amostras compostas/tratamento, em que cada amostra composta foi formada pela coleta de
cinco amostras simples (parte aérea de trés perfilhos), em pontos distintos. O ensaio de 2013
foi conduzido no municipio de Ponta Grossa, em area com historico da ocorréncia da doenga.
A éarea foi subdividida em trés blocos com cultivo prévio (semeadura em 18/12/2012) de feijao
cultivar Andorinha, soja cultivar SYN1163RR e milho hibrido Formula TL. Apds colheita
(feijao, milho e soja), em cada bloco foram semeadas sete forrageiras de inverno: trigo cultivar
CD 108 (densidade 140 Kg/ha), aveia branca cultivar IPR 126 (densidade 60 Kg/ha), aveia
preta cultivar Agro Coxilha (densidade 50 Kg/ha), cevada cultivar BRS Caué (densidade 110
Kg/ha), azevém cultivar Barjumbo (densidade 50 Kg/ha), canola hibrido Hyola 61 (densidade

6 Kg/ha), nabo (densidade 15 Kg/ha) e o pousio (auséncia de cultivo), sendo portanto formado
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por 24 tratamentos em parcelas de 5 X 30 m. A semeadura das forrageiras de inverno foi
realizada no dia 15/05/2013, da mesma forma que no ensaio 2012, com espagamento entre
linhas de 17 cm. Apds aproximadamente 30 dias, foi aplicado uma tnica vez o herbicida
seletivo e sistémico do grupo quimico das sulfoniluréias. Foram realizadas quatro amostragens
das forrageiras para andlise da presenca de Cff (60, 90, 115 e 145 DAS), seguindo mesma
metodologia de coleta dos ensaios de 2012.

Foram realizados isolamentos epifiticos e endofiticos para detecgdo de
Cff, similar a metodologia utilizada anteriormente para os ensaios em casa de vegetacao.
Porém, para o isolamento epifitico, foi utilizado apenas o meio de cultura semi-seletivo
MSCFF (MARINGONI; CAMARA; SOUZA, 2006), com cinco repeticdes. As placas foram
incubadas a 28 °C, por 120 h, para avaliagdo do crescimento bacteriano. Para o isolamento
endofitico também foram utilizados 10 g de cada forrageira fragmentadas, com desinfestacao
superficial. Aliquota da 4gua do ultimo enxague foi plaqueada em triplicata em meio de
cultura NA para afericio do processo de desinfestacdo. Em seguida, as amostras foram
transferidas em PBS na proporcao de 1:10 (p/v) e trituradas em equipamento tipo “Turrax”. Os
processos de diluigdes seriadas, plaqueamento, incubagdo e avaliagdo foram os mesmos
descritos anteriormente.

Transcorrido o periodo de incubacdo, colonias suspeitas de Cff
crescidas no meio de cultura semi-seletivo MSCFF foram repicadas para NSA + 7% de NaCl
(méximo de 18 colonias/parcela). Apds incubagdo por mais seis dias, colonias que
apresentaram crescimento, foram estocadas em Nutriente Liquido (crescimento por 24h) e

acrescido de Glicerol (700 pL : 300 pL, respectivamente) em freezer a -80 °C.
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Os isolados suspeitos de serem Cff foram purificados através da
repicagem sucessiva de colonias isoladas e identificados por coloracdo diferencial de Gram e
pela técnica molecular da PCR. Os isolados gram positivos, tiveram o DNA gendmico
extraido e identificacdo pela PCR da mesma forma que a metodologia utilizada para os ensaios
em casa de vegetacao.

Os isolados bacterianos confirmados como Cff pelas técnicas
anteriores foram submetidos ao teste de patogenicidade em casa de vegetacdo. Foi utilizado o
cultivar Pérola de feijoeiro, em vasos de trés litros de capacidade (solo autoclavado na
proporcao de 1:1:1 de areia, solo argiloso de barranco e substrato comercial Bioplant) sendo
que para cada isolado foram inoculadas trés plantas por vaso, com idade do primeiro trif6lio
totalmente aberto. A inoculacdo foi realizada por duas pun¢des de agulha entomologica
molhada em cada isolado em meio de cultura NSA, na regido compreendida entre os
cotilédones e as folhas primarias. A avaliagdo foi realizada aproximadamente 30 dias apds a
inoculacdo, observando-se auséncia ou presenca de sintomas tipicos de murcha-de-
curtobacterium. Apos avaliagdo, foram selecionadas algumas plantas, levando-se em
consideragdo em abranger todas as espécies vegetais de origem do isolado, para reisolamento
bacteriano. O reisolamento foi realizado como descrito anteriormente para o isolamento
endofitico, porém diretamente em meio de cultura NSA + 7% NaCl. A confirmagdo dos
reisolados foi de forma visual, observando-se as caracteristicas da colonia (coloragao,

crescimento e formato) e morfologia celular (coloracao diferencial de gram).
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RESULTADOS

Hospedeiras alternativas de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens sob
condi¢des controladas.

Os meios de cultura MSCFF e NSA acrescido de antibidtico e
fungicidas foram eficientes para isolamento e deteccao de colonias suspeitas de Cff (Figura 1).
No ensaio I com inoculagdo no momento da semeadura (T1), Cff foi detectada colonizando de
forma epifitica em azevém, aveia preta, aveia branca IPR 126 e nas cultivares de trigo T-Bio
Tibagi e BRS 328; de forma endofitica em azevém, aveia preta e a cultivar T-Bio Tibagi de
trigo (Tabela 1). Por inoculacdo com ferimentos radiculares (T2), Cff foi detectada de forma
epifitica em nabo, canola, cevada, azevém, aveia preta, aveia branca (cultivares IPR 126 e

Agro Ijui) e endofiticamente apenas no azevém (Tabela 1).

Figura 1. Meios de cultura utilizados para isolamento de Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens das forrageiras de inverno em casa de vegetacdo, na ilustragdo o cultivar
Barjumbo de azevém. A: meio de cultura MSCFF e B: meio de cultura NSA acrescido de
rifampicina, tiofanato metilico e clorotalonil.
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Tabela 1. Deteccao de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no ensaio I em casa

de vegetagdo com as forrageiras de inverno

Inoculagdo na semeadura

Inoculagdo com corte de raiz

Epifitica Endofitica Epifitica Endofitica
AT BT A B A B A B
Nabo forrageiro (Raphanus sativus) = - - - 4/1 32 - -
Canola (Brassica napus) — - — - 4/1 2/1 — -
Cevada (Hordeum vulgare) — - — - 4/1 6/6 — -
Azevém (Lolium multiflorum) 4/4  22/22 44  15/14  4/3  18/10 4/1 11/5
Aveia branca (Avena sativa)
cv.IPR 126  4/1 6/2 - - 4/1 5/3 - -
cv. Agroljui  — - - - 4/1 3/1 - -
Aveia preta (4vena strigosa) 4/1 6/1 4/1 2/1 4/1 6/6 - -
Trigo (Triticum aestivum)
cv. Topazio - - - - - - - -
cv. T Bio Tibagi  4/2 8/3 4/1 6/6 - -
cv. BRS 328 4/4 18/18 - - - - - -

" Numero de repeti¢do/namero de repeti¢do com Cff.

*x 7 ~ b . r A . o, .
Numero de colonias analisadas/numero de colonias com PCR positiva para Cff.

" Nio detectada.

No ensaio II, em que foi realizado apenas isolamento endofitico, com

inoculacdo na semeadura (T1), Cff foi detectada e quantificada em: azevém, aveia branca cv.

IPR 126 e trigo cv. T-Bio Tibagi (Tabela 2). No tratamento por inoculagdo com ferimentos

radiculares (T2), Cff foi detectada e quantificada em: cevada, azevém e aveia branca cv. [PR

126 e Agro Ijui (Tabela 2).
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Tabela 2. Deteccdo e quantificagdo de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens nas
forrageiras de inverno no ensaio II em casa de vegetagdo (apenas isolamento endofitico).

~ Inoculagdo com corte de
Inoculagdo na semeadura

raiz

A B” A B

Nabo forrageiro (Raphanus sativus) = - — -

Canola (Brassica napus) - - - -

Cevada (Hordeum vulgare) — - - -
Azevém (Lolium multiflorum) 4/4 1.93x10° 4/4 8.03x10*

Aveia branca (Avena sativa)

cv. IPR 126 4/2 1.28x10° 4/1 1.20x10*
cv. Agroljui - - 4/1 1.60x10*

Aveia preta (Avena strigosa) — - - -

Trigo (Triticum aestivum)
cv. Topazio  — - - -
cv. T-Bio Tibagi  4/1 1.70x10* - -
cv. BRS 328 - - - -

"A= numero de repeti¢des/miimero de repeti¢des com Cff.
""B= UFC de Cff/g tecido.

skkok

—=nio detectada.

Observou-se que a concentragdo da bactéria de forma endofitica nas
forrageiras tende a manter-se variando de 10* a 10° UFC/g de tecido vegetal (Tabela 2). A
bactéria foi detectada em todas repeticdes de azevém cultivar Barjumbo, em ambas

metodologias utilizadas na inoculagao.

Hospedeiras alternativas de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens a campo

Nas duas amostragens realizadas nos ensaios de 2012, Cff colonizou
de forma epifitica e endofitica plantas de trigo e aveia preta, ou seja, sem apresentacdo de

qualquer sintomatologia nessas plantas (Tabelas 3 ¢ 4).
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Tabela 3. Isolamento de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens da aveia preta nos
ensaios de 2012 a campo.

- 1? Coleta 2% Coleta
Local Repeticao — - -
Epifitico Endofitico  Endofitico
1 11" 17/17 7/5
2 4/2 12/12
3 - 11/10 6/3
0 4 - 12/12 -
Tibagi/PR 5 4/4 10/10 5/1
6 1/1 6/5 -
7 1/1 32 7/5
8 4/3 4/4 -
Total 15/12 75/72 25/14
1 - 3/0 8/5
2 - 8/0 2/0
3 2/0 7/0 2/0
Ponta Grossa/PR 4 1/0 i }
5 3/0 - 6/5
6 9/0 3/0 -
7 9/1 3/0 3/1
8 2/0 1/1 -
Total 26/1 25/1 21/11

"Ntimero de coldnias suspeitas de Cff/niimero de colénias com PCR positiva para Cff.
Nao detectada.
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Tabela 4. Isolamento de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens do trigo nos

ensaios de 2012 a campo.

- 1* Coleta 2% Coleta
Local Repeticao — - -
Epifitico  Endofitico Endofitico
1 4/2° 2/1
2 8/7 8/6 -
3 3/3 6/6 8/0
o0 4 2/2 1/1 -
Tibagi/PR 5 3/3 202 6/0
6 1/1 11/11 -
7 - - 4/0
8 1/1 2/0 -
Total 22/19 28/26 20/1
1 3/3 5/0 3/1
2 2/0 - -
3 3/0 - 5/1
Ponta Grossa/PR 4 310 40 }
5 - 2/0 5/0
6 - - -
7 9/0 7/0 -
8 3/0 5/0 -
Total 25/3 23/0 13/2

"Ntimero de coldnias suspeitas de Cff/niimero de colénias com PCR positiva para Cff.
Nao detectada.
Todas colonias suspeitas de serem Cff pelas caracteristicas de
crescimento nos meios de cultura semi-seletivos MSCFF e repicagem para NSA + 7% NacCl,
com bastonetes Gram positivos, foram confirmados pela PCR, com os primers especificos,

com amplifica¢do de um fragmento de DNA de aproximadamente 306 pb (Figura 2).
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Figura 2. Gel de agarose a 1% com produto da PCR (306 pb) com os primers especificos para
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens de DNA extraido de coldnias suspeitas de
isolamento endofitico da aveia preta. Na figura, (MM): marcador molecular de 1 Kb plus
(Invitrogen); (- e +): respectivamente os controles negativo e positivo; de 1 a 11: referente a
repeticao 2 (Tibagi/PR); 12 a 22: referente a repeticdo 3 (Tibagi/PR); 23 a 30: referente a
repeticao 3 (Ponta Grossa/PR) e 31 a 42: referente a repeti¢do 4 (Tibagi/PR).

No ensaio de 2013, Cff foi recuperada levando-se em consideragdo os
restos culturais do plantio anterior (feijdo, soja e milho) como fonte de inodculo de Cff para as
sete forrageiras de inverno, de forma epifitica e endofitica (Tabela 5 a 7). As coldnias
suspeitas foram confirmadas como Cff de forma epifitica e endofitica pelos meios de cultura
semi-seletivos, coloragdo de Gram e PCR com primers especificos nas forrageiras trigo, aveia
branca, aveia preta, cevada, azevém e canola. Destacam-se as sucessdes feijado/nabo,

soja/nabo, milho/canola e milho/nabo em que Cff ndo foi detectada tanto epifiticamente como
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endofiticamente. Em ambos os ensaios de 2012 e 2013, todos os isolados selecionados com
PCR positivas foram patogénicos ao feijoeiro cultivar Pérola em inoculagdo realizada sob
condi¢do de casa de vegetacdo (Figura 3). O total de PCR realizado nos ensaios de 2012 e

2013 foi de aproximadamente 1600 reagdes de amplificagdes.

<

-
\

Figura 3. Teste de patogenicidade em casa de vegetagdo com isolados endofiticos das
forrageiras de inverno do ensaio de 2013 na cultivar Pérola de feijoeiro comum. A: isolado do
trigo, B: isolada da aveia branca e C: isolado da aveia preta.

Tabela 5. Recuperacdo de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no ensaio de 2013, em
diferentes forrageiras em area previamente cultivada com feijoeiro, Ponta Grossa/PR.

Cultura/ 60 DAS’ 90 DAS 115 DAS 145 DAS
Forrageira  gpdofitico Epifitico Endofitico Epifitico Endofitico Epifitico Endofitico
Feijio/pousio 6/6" 10/8 - 10/8 - 12/8
Feijao/trigo 4/3 18/6 15/13 3/3 17/16 12/7 10/4
Feijao/aveia 6/6 2420 2421 15/15 10/7 96 6/3
branca
Feijao/aveia 6/2 18/3 24/3 10/1 18/11 11/5 113
preta
Feijio/cevada 3/0 7/0 10/5 4/4 17/4 12/8 10/5
Feijio/azevém 5/0 18/4 18/16 1/0 18/18 11/10 4/1
Feijao/canola 6/0 11/1 0/0 0/0 1/1 4/0 2/0
Feijao/nabo 2/0 3/0 3/0 0/0 0/0 0/0 5/0

* . S
Dias apos a semeadura.
*% 4 A" . 4 A . o, .
Numero de coldnias suspeitas de Cff/numero de colonias com PCR positivo para Cff.
oKk ~ .
Nao realizado.
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Tabela 6. Recuperacdo de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no ensaio de 2013 em
diferentes forrageiras em area previamente cultivada com soja, Ponta Grossa/PR.

Cultura/ 60 DAS 90 DAS 115 DAS 145 DAS
Forrageira  gpdofitico Epifitico Endofitico Epifitico Endofitico Epifitico Endofitico
Soja/pousio 3/0" 10/2 - 8/1 - 8/3

Soja/trigo 3/0 13/2 14/1 5/0 11/9 9/4 9/0
Soja/aveia 5/1 17/0 18/0 15/0 18/0 1073 0/0
branca
Soja/aveia 6/0 18/0 17/0 18/2 18/5 93 11/0
preta

Soja/cevada 6/0 17/1 11/5 5/0 18/9 8/0 11/1

Soja/azevém 6/0 1/0 11 2/1 2/0 8/3 8/1
Soja/canola 6/0 11/1 7/2 0/0 0/0 1/0 6/1
Soja/nabo 1/0 5/0 1/0 0/0 0/0 0/0 11/0

* . ;
Dias apos a semeadura.

" Numero de colonias suspeitas de Cff/mimero de colénias com PCR positivo para Cff.
Nao realizado.

Tabela 7. Recuperacdo de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no ensaio de 2013 em
diferentes forrageiras em area previamente cultivada com milho, Ponta Grossa/PR.

Cultura/Forrageira 60 DAS 90 DAS 115 DAS 145 DAS
Endofitico Epifitico Endofitico Epifitico Endofitico Epifitico Endofitico

Milho/pousio 6/0" 11/0 - 7/ - 12/0
Milho/trigo 6/0 17/0 11/0 4/0 18/6 0/0 6/0
Milho/aveia branca 6/0 6/0 11/0 2/0 18/0 7/2 6/3
Milho/aveia preta 6/0 17/0 11/0 18/0 12/0 1172 6/1
Milho/cevada 6/0 4/0 12/0 2/0 18/0 7/1 8/1
Milho/azevém 6/0 4/1 8/0 1/0 2/0 7/1 1/0
Milho/canola 6/0 11/0 0/0 0/0 0/0 9/0 4/0
Milho/nabo 0/0 2/0 0/0 0/0 0/0 1/0 5/0

* R ;
Dias apos a semeadura.

" Numero de coldnias suspeitas de Cff/mimero de colénias com PCR positivo para Cff.
Nao realizado.
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DISCUSSAO

Os resultados aqui observados fornecem subsidios que ajudam a
explicar as observagdes iniciais de que a incidéncia da murcha-de-curtobacterium tende a ser
maior ap6s sucessdo com o cultivo da aveia. Cff sobreviveu de forma epifitica e endofitica na
aveia branca e na aveia preta em ensaios conduzidos a campo e sob condi¢des controladas
(Tabelas 1, 2 e 3). Outra cultura em que Cff foi detectada colonizando tanto epifiticamente
como endofiticamente foi a de trigo, em ensaios desenvolvidos em casa de vegetagdo e a
campo. A cultura do trigo ja havia sido descrita com capacidade de abrigar C. flaccumfaciens
na filosfera (LEGARD et al., 1994) ou Cff endofiticamente nas hastes (SILVA JUNIOR et al.,
2012a). Harveson, Urrea e Schwartz (2011) também detectaram Cff na cultura do feijoeiro em
rotagdo com o trigo, levantando-se a hipotese da sobrevivéncia nesta cultura além da soja,
milho, girassol e alfafa. A detec¢do da bactéria pela PCR foi maior no ensaio de Tibagi do que
em Ponta Grossa, tanto na aveia preta como em trigo devido a ocorréncia anterior de epidemia
da doenca com maior intensidade.

Até o momento a maioria das espécies vegetais relatadas como
hospedeiras alternativas para Cff pertencem a familia Fabaceae (BRADBURY, 1986). Este ¢ o
primeiro relato da ocorréncia de Cff nas monocotiledoneas aveia preta, aveia branca e trigo no
Brasil, em ensaios conduzidos sob condi¢des controladas e a campo. A bactéria foi detectada
nos ensaios em casa de vegetagdo colonizando as cultivares de aveia branca (IPR 126 e Agro
[jui). Com relacdo ao trigo, a detec¢do na cultivar T-Bio Tibagi foi epifitica e endofitica, sendo
que no cultivar BRS 328 apenas na forma epifitica. As cultivares de trigo utilizados na
presente pesquisa e por Silva Junior (2011) foram as mesmas e ambos os trabalhos mostram a

capacidade de Cff colonizar as plantas, porém as cultivares de aveia foram diferentes e no
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trabalho de Silva Juinior (2011) a bactéria ndo foi detectada de forma endofitica, evidenciando
uma possivel diferenca de comportamento entre genodtipos das coberturas de inverno.

Com relagdo ao efeito das rotacdes de cultura feijdo, milho e soja,
observou-se uma menor presenga ou quase auséncia de Cff nas forrageiras de inverno quando
empregou-se o plantio prévio do hibrido Formula TL de milho e a cultivar SYN1163RR de
soja (Tabelas 5, 6 e 7), apesar de estudos mostrarem a capacidade da bactéria causar doenga na
soja no Brasil (SOARES et al., 2013). Trabalhos mostram que pode haver diferentes niveis de
resisténcia entre cultivares de soja para Cff, desde suscetiveis (BRACALE; SOARES, 2014)
até com elevados niveis de resisténcia (MARINGONI; SOUZA, 2003). Fato que pode explicar
porque a incidéncia foi menor quando o feijao foi rotacionado com a cultivar SYN1163RR de
soja, bem como pela possibilidade de diferenca de agressividade entre os isolados de Cff.
Destaca-se que ambos cultivos prévios de milho e soja quando antecederam ao nabo forrageiro
e canola, Cff ndo foi detectada colonizando as forrageiras, sendo uma alternativa para manejo
da doenga (Tabelas 5, 6 ¢ 7),

Além das forrageiras aveia branca, aveia preta e trigo, Cff também foi
detectada colonizando endofiticamente a cevada e o azevém. Quando analisada a colonizacao
epifitica, verificou-se que todas forrageiras possibilitaram a sobrevivéncia da bactéria, sendo
menos frequente na canola e no nabo, no qual Cff s6 foi detectada sob condi¢do controlada.
Porém a campo, a sobrevivéncia endofitica tem maior impacto como fonte de indculo pelo
fato da bactéria estar protegida no interior do tecido vegetal, sofrendo menor a¢do dos fatores
abidticos, por exemplo umidade e temperatura, e biodticos, por exemplo antibidticos
produzidos por microrganismos decompositores, possibilitando maior periodo de

sobrevivéncia em estado hipobiotico.
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O sistema de plantio direto, muito utilizado na regido sul do Brasil,
traz muitos beneficios agrondmicos e conservacionistas, porém em termos fitopatoldgicos,
pode contribuir com o agravamento de alguns patossistemas. Neste estudo, foi verificado que
algumas das principais culturas adotadas em sistema de rotacdo de inverno com o feijoeiro no
Parana, podem abrigar Cff de forma epifitica ou endofitica no tecido vegetal, funcionando
como fonte de inoculo para plantios posteriores de feijoeiro. Uma alternativa seria a
incorporagdo dos restos culturais, pois Cff sobreviveu nos restos culturais do feijoeiro
mantidos na superficie do solo por até 240 dias e apenas por 30 dias, quando os restos
culturais foram mantidos a 20 cm de profundidade no solo (SILVA JUNIOR et al., 2012b).

Como demonstrado anteriormente, Cff apresenta capacidade de
sobreviver nas culturas de inverno como trigo, aveia branca, aveia preta, azevém, cevada e
canola. Como tais culturas podem funcionar como fonte de indculo para plantios posteriores
de feijoeiro comum, para auxiliar no manejo da doencga, deve-se priorizar outros cultivos nao
hospedeiros da bactéria Cff em rotagdo com o feijoeiro, principalmente onde aplica-se o
sistema de plantio direto, destacando-se as sucessdes feijdo/nabo forrageiro, milho/nabo
forrageiro, soja/nabo forrageiro e milho/canola, em que Cff ndo foi detectada nesses sistemas

de plantios.
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CAPITULO 2

“Influéncia de forrageiras de inverno na ocorréncia de
murcha-de-curtobacterium em cultivares de feijoeiro

sob condi¢coes de campo”
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Influéncia de forrageiras de inverno na ocorréncia de murcha-de-curtobacterium em
cultivares de feijoeiro sob condicées de campo.

RESUMO

Dentre as principais doengas bacterianas que acometem o feijoeiro comum no Brasil pode-se
citar a murcha-de-curtobacterium, causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens (Cff). O manejo desta doenca estd embasado no uso de sementes sadias,
rotagdo de cultura e uso de cultivares resistentes. Com isso, os objetivos deste estudo foram
avaliar o efeito das principais forrageiras de inverno na incidéncia da murcha-de-
curtobacterium e o comportamento de gen6tipos de feijoeiro no Parana. No ensaio de 2012, as
coberturas de inverno aveia preta e o trigo propiciaram aumento da incidéncia e severidade da
doenga, reducdo do peso médio de 100 graos e da produtividade do feijoeiro. No ensaio de
2013, foi observado que as rotacdes com milho e soja reduziram a incidéncia da doenga e
consequentemente, aumento da produtividade média do feijoeiro. Na 4area com maior
intensidade da murcha-de-curtobacterium, houve redu¢dao de aproximadamente 50% da
produtividade do feijoeiro. Além da produtividade, os pardmetros agrondmicos nimero de
vagens/planta, nimero de graos/planta, peso dos grios/planta e peso de 100 graos foram
menores na area com maior incidéncia da doenca. As cultivares IPR Juriti e IPR Tuiuit foram
as mais produtivas e apresentaram os melhores niveis de resisténcia a doenga, sob condi¢des

de campo.
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Influence of winter crops for bacterial wilt occurrence on common bean under field
conditions.

ABSTRACT

Bacterial wilt, caused by Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (CtY) is one of the
main diseases for common bean in Brazil. The control of this disease is based by using
certified seeds, crop rotation system and genetic resistant cultivars. The aims of this research
were to assess the effect of winter crops in the incidence of bacterial wilt and behavior of
common bean cultivars in Parand State. In 2012 experiments, black oat and wheat increased
the incidence and severity of bacterial wilt and reduced the average weight of 100 grains and
bean production. In 2013 experiments, corn and soybean rotated with common bean decreased
the disease incidence and consequently, increased the average production of common bean. In
the area with largest intensity of bacterial wilt, there was reduction of approximately 50% in
bean production. Besides the agronomic parameters number of pods per plant, number of
grains per plant, weight of grains per plant and weigh of 100 grains were smallest in the area
with largest intensity of disease. IPR Juriti and IPR Tuiuiu cultivars were more productive and

shown higher resistance levels for the disease, under field conditions.



66

INTRODUCAO
O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) pode ser cultivado em climas

tropical, subtropical ou temperado, porém ¢ muito sensivel as condigdes extremas de
temperatura e umidade, apresentando temperatura média 6tima para o desenvolvimento entre
18 a 22 °C, sendo critico acima de 30 °C e ideal de 100 mm de chuva por més bem
distribuidos (IBGE, 2004). A cultura apresenta grande importancia alimentar e
socioecondmica para o pais, devido principalmente ao elevado nimero de mao de obra exigido

durante o ciclo da cultura.

No censo agropecuario de 2006, foi observado que se emprega baixo
nivel tecnoldgico no cultivo de feijao no Brasil, sendo que 88% das sementes utilizadas sdo
comuns e apenas 11% dos agricultores utilizaram sementes certificadas. Apenas 2,6%
cultivam sob sistema de irrigacdo, 60% dos agricultores adubaram a lavoura e a aplicacdo de
agrotoxicos foi realizada em 29,7% das propriedades (IBGE, 2012). Isto pode agravar o
quadro fitopatoldgico das lavouras, dentre as quais destaca-se a murcha-de-curtobacterium,
causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff), a qual ¢ transmitida por

sementes (SAETTLER, 1991).

O manejo da doenga esta embasado na aquisi¢cao de sementes isentas
do patdgeno, de preferéncia certificadas, rotagdo com cultura ndo hospedeira da bactéria por
um periodo de 2 a 3 anos, incorporacdo dos restos culturais, eliminag¢do de plantas voluntarias
em plantios sucessivos, observacdao do historico da ocorréncia da doenga em novas areas de
plantio e uso de cultivares resistentes (SAETTLER, 1991; MARINGONI, 2002;
MARINGONI; CAMARA, 2006; THEODORO; MARINGONI, 2010; HARVESON;

URREA; SCHWARTZ, 2011; SILVA JUNIOR et al., 2012b).



67

A rotacdo de cultura pode beneficiar o plantio posterior pois melhora
as caracteristicas fisicas do solo, aumenta a cobertura residual na superficie do solo, que
contribui para menor infestagdo de plantas daninhas, redu¢do da erosdo e manutengdo da
umidade (BALBINOT JUNIOR et al., 2009), além de interferir diretamente no ciclo de vida
dos patdgenos, na fase de sobrevivéncia. Observacdes a campo destacam que a incidéncia da
doenga ¢ maior quando o feijoeiro ¢ cultivado em sucessdo com aveia, porém sem constatacao
cientifica. Pesquisa realizada em Nebraska, EUA, demonstrou que a quantidade de in6culo de
Cff remanescente no cultivo do trigo foi suficiente para causar infec¢des em cultivos
posteriores de feijdo (HARVESON; URREA; SCHWARTZ, 2011). Ambas culturas sdo
utilizadas em sistema de rotagdo com feijoeiro em algumas regides do Brasil, como por
exemplo no Estado do Parana. Assim, torna-se necessaria a melhor compreensao do efeito das
principais culturas utilizadas em sistema de rotagdo com feijoeiro como fonte de indculo de

Cft.

Pesquisa desenvolvida para avaliar a resisténcia genética de cultivares
de feijoeiro a murcha-de-curtobacterium, indicou que o mesmo genotipo pode apresentar
comportamento diferenciado, devido principalmente as diferentes condi¢des edafoclimaticas e
variabilidade do patégeno (SOUZA et al., 2006). Com isso, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a influéncia das principais culturas rotacionadas com o feijoeiro no comportamento de

genotipos de feijdo comum a campo, com relacdo a murcha-de-curtobacterium no Parana.
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MATERIAL E METODOS

Os ensaios para avaliagdo da influéncia de culturas de inverno em
sistema de rotagcdo com o feijoeiro comum em relagdo a Cff foram instalados em 2012 e 2013.
Ambas as areas apresentavam histérico de murcha-de-curtobacterium. Em 2012, foram
utilizadas duas areas experimentais, uma localizada no municipio de Tibagi e a outra em Ponta
Grossa/Parand. Cada érea foi dividida em blocos casualizados contendo trés tratamentos (aveia
preta, trigo e pousio) com 16 x 20 m, com quatro repeticdes (Figura 1). Apos colheita das
culturas de inverno, realizou-se a semeadura de dez genoétipos de feijoeiro comum em cada
parcela (Pérola, Bola Cheia, BRS Campeiro, BRS Estilo, IPR Campos Gerais, IPR Juriti, [PR
Tangara, IPR Tuiuiu, IPR Uirapuru e IPR 139), conduzidos sob o sistema de plantio direto. Os
dez genotipos de feijoeiro foram semeados em sentido transversal ao das forrageiras de
inverno, constituindo 120 parcelas (dez genotipos semeados nos tratamentos aveia preta, trigo
e pousio; com quatro repeti¢des). Cada parcela foi composta por 2 m de largura x 16 m de
comprimento, sendo que cada genotipo de feijoeiro foi semeado em cinco linhas de cultivo
espacadas 0,4 m e dois metros de bordadura entre cada parcela (Figura 1). O controle
fitossanitario da cultura, com enfoque a plantas daninhas, doencas fungicas e pragas foi
realizado com agrotoxico registrado para a cultura, conforme empregado em -cultivos

comerciais de feijoeiro.
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16m R1-Trigo R2-Pousio R4-Trigo
1] 2| 3| 4| 5| 6] 7| 8] 9|10 5| 4] 9| 2| 8] 7| 1] 6[10] 3 3| 4]10] 9| 1| 8] 7| 2| 5| 6
2m
16m R2-Trigo R3-Pousio R4-Pousio
5| 4] 9| 2| 8 7| 1] 6|10 3] |J10| 8] 9| 6| 4| 2| 3| 5| 1] 7 3| 4|10 9f 1| 8] 7| 2| 5[ 6
2m
16m R1-Pousio R3-Trigo
11 2| 3| 4| 5| 6] 7( 8[ 9]10 10( 8 9| 6| 4| 2| 3| 5| 1| 7
2m
2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m2mi2m2m2m2m2m2m2m2m2m2m
22m 22m 22m 20m
Repeticédo 1 Repeticao 2 Repeticéo 3 Repeticédo 4
1- Cultivar Pérola 6- Cultivar IPR Juriti
2- Cultivar Bola Cheia 7- Cultivar IPR Tangara
3- Cultivar BRS Campeiro 8- Cultivar IPR Tuiuit
4- Cultivar BRS Estilo 9- Cultivar IPR Uirapuru
5- Cultivar IPR Campos Gerais 10- Cultivar IPR 139

Figura 1. Esboco ilustrativo da conduc¢do dos ensaios de 2012 sobre rotacdo de forrageiras
aveia preta e trigo e comportamento de cultivares de feijoeiro nos municipios de Tibagi e
Ponta Grossa/Parana.

No ano de 2013, o ensaio foi conduzido no municipio de Ponta
Grossa/PR. A area experimental foi dividida inicialmente em trés blocos com cultivo de feijao,
soja e milho (Figura 2, identificado como Primeiro plantio). Apods colheita destas culturas,
realizou-se a semeadura a lanco em cada bloco de: trigo, aveia branca, aveia preta, cevada,
azevém, canola, nabo e o pousio (sem cultivo) (Figura 2, identificado como Segundo plantio).
Apos colheita das culturas de inverno, semeou-se trés cultivares de feijao (BRS Estilo, IPR
139 e IPR Juriti), soja e milho em cada bloco (Figura 2, identificado como Terceiro plantio).
Cada cultivar de feijoeiro foi semeada em parcelas com cinco linhas de cinco metros de
comprimento e espacadas 0,4 m entre si (Figura 2, Terceiro plantio). O manejo da cultura do
feijao foi o mesmo do ensaio de 2012. Foram avaliados 72 parcelas de feijoeiro (trés cultivares

de feijoeiro X sete forrageiras de inverno + pousio X trés rotacdes).
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Primeiro plantio

Im MILHO SOJA FEJAO

2m Rastro

2m Rastro

5m Aveia Preta
2m Rastro

5m  Aveia Branca
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Sm Nabo
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Sm Trigo
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Im Milho Soja Estilo | IPR 139 |IPR Juriti Milho Soja Estilo [ IPR 139 [IPR Juriti Milho Soja Estilo [ IPR 139 [IPR Juriti

Feijao Feijao Feijao

Terceiro plantio

Figura 2. Esboco ilustrativo da condu¢do do ensaio de 2013 sobre rotagdo de culturas e
comportamento de trés cultivares de feijoeiro no municipio de Ponta Grossa/Parana.

No ensaio de 2012, foram realizadas trés avaliagdes da severidade da
murcha-de-curtobacterium, sendo a primeira com 45 dias apds a semeadura (DAS), a segunda
60 DAS e a terceira 80 DAS. No ensaio de 2013, foi realizada apenas uma avaliacdo com 82
DAS, em que mais de 50% das plantas encontravam-se no estddio fenoldgico R7. As
cultivares de feijoeiro foram avaliadas segundo a severidade de murcha-de-curtobacterium
conforme a escala de notas empregada por Maringoni (2002), sendo: nota 0 = sem sintomas da
doenga; nota 1 = sintoma de mosaico nas folhas; nota 2 = poucas folhas murchas (1 a 3 folhas,
menos de 10% das folhas da planta); nota 5 = aproximadamente 25% de folhas apresentam
murchas e amarelecimento; nota 7 = aproximadamente 50% de folhas murchas,
amarelecimento e necrose de foliolos, plantas com nanismo; nota 9 = aproximadamente 75%
ou mais de folhas com murcha e/ou necrose, queda prematura de folhas, nanismo severo e ou
morte da planta. Em cada avaliagdo da doenca, procedeu-se amostragens de plantas

sintomdticas para isolamento bacteriano em meio de cultura MSCFF (MARINGONI;
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CAMARA, 2006), repicagem para NSA + 7% de NaCl e identificagdo dos isolados suspeitos
de Cff pela PCR com os iniciadores especificos (TEGLI; SERENI; SURICO, 2002).

Para andlise foram utilizados os indices da area abaixo da curva de
progresso da incidéncia de plantas doentes (AACPIPD) e 4rea abaixo da curva de progresso da
severidade da doenga (AACPSD). No ensaio de 2012 foram avaliados os seguintes parametros
agrondmicos: numero de vagens, numero de graos por planta, peso total dos graos por planta,
peso de 100 graos e a produtividade de cada cultivar foi estimada pela pesagem dos graos
colhidos nas parcelas. No ensaio de 2013, foi avaliada apenas a produtividade. No ensaio de
2012 os valores de AACPIPD e AACPSD foram submetidos & andlise de variancia em
esquema fatorial e comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade com
o software Assistat (SILVA; AZEVEDO, 2002). Para classificacdo dos genotipos de feijoeiro
quanto a reacdo a murcha-de-curtobacterium, adotou-se os mesmos critérios utilizados por
Maringoni et al. (2015), em que padronizou-se a AACPD da cultivar Pérola como referéncia e
classificou-se como genoétipos resistentes (R) quando a AACPD for menor que 50%,
moderadamente resistente (MR) com valores de AACPD entre 50-60% e suscetivel (S)
quando a AACPD for superior a 60% da cultivar Pérola. No ensaio de 2013, foram utilizados
os dados da porcentagem de plantas doentes em relagdo ao estande inicial, pois foi realizada

apenas uma avaliacdo.

RESULTADOS
Tanto a aveia preta quanto o trigo propiciaram aumento nos valores da
area abaixo da curva de progresso da incidéncia de plantas doentes (AACPIPD) e area abaixo

da curva de progresso da severidade da doenga (AACPSD) no ensaio conduzido em Tibagi,
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em 2012. Observa-se que os valores da AACPIPD e AACPSD foram aproximadamente duas
vezes a mais para o trigo e aveia preta quando comparado com o do pousio (Tabela 1). Porém,
essas diferencas ndo foram observadas para o ensaio conduzido em Ponta Grossa, no ano de

2012, em que houve menor intensidade da murcha-de-curtobacterium (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito do pré-plantio das forrageiras de inverno na area abaixo da curva do
progresso da incidéncia de plantas com murcha-de-curtobacterium em cultivares de feijoeiro
em Tibagi e Ponta Grossa, PR, 2012.

Cultivar Incidéncia Severidade Reagio
Tibagi Ponta Grossa Tibagi Ponta Grossa

Pérola 769,82 aA” 88,66 aB 573,02 aA 7542aB S
Bola Cheia 670,40 bA 77,82 aB 488,09 bA 69,34 aB S
BRS Campeiro 192,32 eA 14,22 bB 95,43 dA 10,72 bA R
BRS Estilo 325,81 dA 46,57bB  215,35cA 40,71 bB MR
IPR Campos Gerais 553,98 cA 91,85aB 403,02 bA 84,69 aB S
IPR Juriti 95,65 eA 22,57 bA 34,99 dA 18,06 bA R
IPR Tangara 127,60 eA 15,80 bB 71,25 dA 11,68 bA R
IPR Tuiuit 186,91 eA 32,14bB 102,60 dA 22,88 bA R
IPR Uirapuru 367,31 dA 114,12 aB 223,75 cA 96,74 aB MR
IPR 139 809,73 aA 187,55aB 556,22 aA 164,47 aB S

Cobertura Tibagi Ponta Grossa Tibagi Ponta Grossa
Pousio 192,74 bA 57,37aB 157,75 bA 48,92 aB
Aveia preta 540,58 aA 86,39 aB 327,61 aA 74,96 aB
Trigo 496,54 aA 63,63 aB 343,75 aA 54,53 aB

C.V. (%) 48,36 62,32

"Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem pelo teste Scott-Knott (p<0,05). Letras minusculas se referem a
comparagdo entre médias no sentido da coluna e letras maitsculas no sentido da linha.
S= suscetivel/MR= moderadamente resistente/R= resistente.

Em 2013, no ensaio conduzido em Ponta Grossa ndao foi observada
diferenga na incidéncia de murcha-de-curtobacterium em feijoeiro quando se empregou o
plantio prévio das diferentes forrageiras. Porém, maior incidéncia da doenga foi obtida com o

cultivo prévio de aveia preta, canola e trigo (Tabela 2). O cultivo anterior a das forrageiras
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com soja e milho propiciaram menor incidéncia da murcha-de-curtobacterium quando

comparado com o cultivo de feijoeiro (Tabela 3).

Tabela 2. Incidéncia da murcha-de-curtobacterium em trés cultivares de feijoeiro sob sistema
de rotagdo com sete forrageiras e o pousio no ano de 2013, Ponta Grossa, PR.

Cobertura Cultivar Média
BRS Estilo IPR 139 IPR Juriti

Aveia branca 4,43 6,26 1,70 4,13 a
Aveia preta 3,96 12,12 3,23 6,43 a
Azevém 1,64 8,41 4,17 4,74 a
Canola 4,77 6,96 6,47 6,06 a
Cevada 3,10 9,13 1,99 4,74 a
Nabo 3,21 2,71 4,18 3,37 a
Pousio 1,35 4,19 2,04 2,53 a
Trigo 3,73 14,49 2,10 6,77 a
Média 327B 8,03 A 3,23 B

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem pelo teste Scott-Knott
(p<0,05). Letras mintsculas se referem a comparacdo entre médias no sentido
da coluna e letras maitisculas no sentido da linha.

C.V. (%) = 28,38

' para anélise estatistica os dados foram transformados em arcsen 4 (X+1)

Tabela 3. Efeito da rotacdo feijao, milho e soja nos parametros agrondmicos incidéncia de
plantas doentes e produtividade na média de trés cultivares de feijoeiro em Ponta Grossa, PR,
2013.

Parimetro Rotagio
Feijao Milho  Soja
Incidéncia de plantas doentes (%) 8,05A 2,53B 3,96B
Produtividade (Kg/parcela) 3,00B 3,78 A 3,68A
Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem pelo teste Scott-Knott

(p<0,05). Letras maitsculas se referem a comparacdo entre médias no
sentido da linha.

Com relagdo a reagdo das diferentes cultivares de feijoeiro a murcha-
de-curtobacterium, nos ensaios conduzidos em 2012, observa-se que independente do sistema
de avaliacdo da doenca adotado (incidéncia ou severidade) pdde-se constatar maiores niveis de

resisténcia nas cultivares BRS Campeiro, BRS Estilo, IPR Juriti, IPR Tangara, IPR Tuiuiu,
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IPR Uirapuru (Tabela 1). Para o ensaio conduzido em 2013, também as cultivares BRS Estilo

e IPR Juriti apresentaram menor incidéncia da doenga comparada a IPR 139 (Tabela 2).

Para os pardmetros agronomicos avaliados (nimero de vagens por

planta, nimero de grdos por planta, peso de grdos por planta, peso de 100 grios e

produtividade), nos ensaios conduzidos em 2012, observa-se diferengas entre as cultivares nos

dois locais, excegdo feita para nimero de graos por planta e produtividade no ensaio de Ponta

Grossa (Tabelas 4 ¢ 5).

Tabela 4. Comparagdo entre parametros, cultivares e

conduzidos em Tibagi e Ponta Grossa, PR, 2012.

coberturas avaliados nos ensaios

Numero de vagens/planta

Numero de graos/planta

Cultivar Tibagi Ponta Grossa Tibagi Ponta Grossa
Pérola 7,58 bB 11,78 bA 20,14 cB 43,52 aA
Bola Cheia 8,88 bA 9,72 bA 31,20 bB 42,54 aA
BRS Campeiro 10,33 aA 10,64 bA 28,79 bB 41,20 aA
BRS Estilo 12,17 aA 13,04 aA 39,61 aB 52,50 aA
IPR Campos Gerais 9,06 bA 10,79 bA 28,46 bB 46,27 aA
IPR Juriti 12,26 aA 8,90 bB 36,16 aA 32,82 aA
IPR Tangara 10,66 aA 11,26 bA 33,66 aB 48,38 aA
IPR Tuiuit 10,66 aA 9,49 bA 38,59 aA 43,76 aA
IPR Uirapuru 12,52 aA 10,84 bA 46,59 aA 47,79 aA
IPR 139 9,95 bB 15,56 aA 24,25 cB 49,61 aA
Cobertura
Pousio 10,70 aA 10,29 aA 33,40 aA 42,59 aA
Aveia preta 10,74 aA 12,03 aA 33,97 aA 46,65 aA
Trigo 9,77 aA 11,29 aA 30,86 aA 45,27 aA
C.V. (%) 12,32 16,10

"Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem pelo teste Scott-Knott (p<0,05). Letras
minusculas se referem a comparacgdo entre médias no sentido da coluna e letras maitisculas

no sentido da linha.
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Tabela 5. Comparacdo entre parametros, cultivares e coberturas avaliados nos ensaios conduzidos em

Tibagi e Ponta Grossa, PR, 2012.

Cultivar Peso de graos/planta (g) Peso de 100 graos (g) }Zﬁg;lpt:r/ﬁ?ge
Tibagi Ponta Grossa Tibagi  Ponta Grossa Tibagi Ponta Grossa
Pérola 4,56 bB’ 13,62aA 17,03 bB 29,95 aA 1,68 cB 7,43 aA
Bola Cheia 7,38 aB 13,16 aA 18,16 bB 29,93 aA 2,27 cB 6,63 aA
BRS Campeiro 6,90 aB 12,39 bA 21,41 aB 29,91 aA 4,06 bB 6,75 aA
BRS Estilo 9,16 aB 15,49 aA 21,31 aB 28,56 bA 3,01 cB 7,15 aA
IPR Campos Gerais 5,58 bB 12,57bA 17,23 bB 27,45 bA 2,76 cB 7,54 aA
IPR Juriti 8,07 aA 8,93cA 20,99 aB 27,48 bA 5,20 aB 7,26 aA
IPR Tangara 8,27 aB 15,68 aA 22,53 aB 32,03 aA 4,54 bB 6,98 aA
IPR Tuiuit 7,29 aB 11,23 bA  17,22bB 26,30 bA 5,40 aB 6,81 aA
IPR Uirapuru 9,08 aB 12,08 bA 17,16 bB 25,41 bA 3,80 bB 6,45 aA
IPR 139 5,22 bB 14,59 aA 16,53 bB 27,51 bA 1,80 cB 6,89 aA
Cobertura
Pousio 9,98 a 24,82 a 3,98 aB 6,93 aA
Aveia preta 10,25 a 22,80b 3,07 bB 7,08 aA
Trigo 9,96 a 23,50b 3,30 bB 6,96 aA
C.V. (%) 12,79 26,12

"Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem pelo teste Scott-Knott (p<0,05). Letras minusculas se referem a comparagéo

entre médias no sentido da coluna e letras maiusculas no sentido da linha.

No ensaio conduzido em 2013, Ponta Grossa, notou-se que a cultivar

BRS Estilo foi a mais produtiva (Tabela 6). O nimero de vagens por planta, nimero de graos

por planta e peso de graos por planta de feijoeiro ndo foram afetados com o cultivo prévio de

aveia preta e trigo (Tabelas 4 € 5). O peso de 100 graos em ambos locais e produtividade, em

Tibagi, foram menores na presenca do cultivo prévio de aveia preta e trigo, quando comparado

ao pousio (Tabela 5). As sete forrageiras de inverno empregadas no ensaio conduzido em

2013, ndo afetaram a produtividade do feijoeiro (Tabela 6).

Na presenca de maior intensidade da doenga (incidéncia ou

severidade) nota-se efeito negativo direto na produgdo das plantas de feijoeiro, fato esse
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constatado nas comparagdes dos ensaios de Tibagi e Ponta Grossa, conduzidos em 2012

(Tabela 7).

Tabela 6. Produtividade (Kg/parcela) dos cultivares de feijoeiro sob sistema de rotagdo com
sete forrageiras e pousio no ano de 2013, Ponta Grossa, PR.

Cobertura/cultivar BRS Estilo IPR 139 IPR Juriti Média
Aveia branca 4,03 3,37 3,67 3,69 a
Aveia preta 393 3,47 3,37 3,59a
Azevém 4,07 3,63 3,13 3,6l a
Canola 3,47 3,47 3,03 3,32 a
Cevada 3,90 3,30 2,93 3,38 a
Nabo 3,67 3,53 3,00 3,40 a
Pousio 3,70 3,63 3,37 3,57 a
Trigo 3,67 3,00 3,33 3,33 a
Média 3,80 A 3,43B 3,23 B

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem pelo teste Scott-Knott (p<0,05). Letras
minusculas se referem a comparacdo entre médias no sentido da coluna e letras maitisculas

no sentido da linha.

C.V. (%) =10,87

Tabela 7. Comparacgdo entre varios parametros de doenga e produgdo avaliados nos ensaios
conduzidos em Tibagi e Ponta Grossa, PR, 2012.

Parametros Tibagi Ponta Grossa Diferenga (%)
AACPIPD’ 409,95 A 69,13 B 493,01
AACPSD™ 276,37 A 59,47 B 364,70
Numero de vagens/planta 10,41 B 11,20 A -9,09
Numero de graos/planta 32,74 B 44,84 A -26,67
Peso de graos/planta 7,15B 12,98 A -44,92
Peso de 100 graos 18,96 B 2845 A -33,36
Produtividade (Kg/parcela) 3,45B 6,99 A -50,64

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem pelo teste Scott-Knott (p<0,05). Letras

maiusculas se referem a comparagéo entre médias no sentido da linha.

"AACPIPD= 4rea abaixo da curva de progresso da incidéncia de plantas doentes;

" AACPSD= érea abaixo da curva de progresso da severidade da doenga.

DISCUSSAO

A rotagdo de cultura pode beneficiar o plantio sucessivo pois altera as

caracteristicas fisicas do solo, aumenta a cobertura remanescente na superficie, que contribui
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com menor infestacdo de plantas daninhas, reduz a erosio e mantem a umidade do solo
(BALBINOT JUNIOR et al., 2009). Apesar de se conhecer que Cff coloniza o milho
(HARVESON; URREA; SCHWARTZ, 2011) e a soja (DUNLEAVY, 1983), no presente
estudo, utilizando-se a cultivar de soja SYN1163RR e milho hibrido Féormula TL, Cff ndo foi
isolada destas duas culturas. Como demonstrado por Maringoni ¢ Souza (2003), o isolado de
Cff de feijoeiro apresentou baixa agressividade em 20 cultivares de soja. Também foi
observado que o emprego destas duas culturas em sistema de rotacdo com o feijoeiro
possibilitou reducdo da incidéncia da doenca e aumento da produtividade da cultura (Tabela
3). Esses resultados estdo de acordo com Almeida et al. (2008) que avaliaram a interferéncia
do preparo do solo e da rotagdo de cultura na produtividade do feijoeiro, sendo que as
melhores op¢des foram rotagdo com milho, no sistema de semeadura convencional, € com
soja, na semeadura direta (ALMEIDA et al., 2008).

As forrageiras aveia preta e trigo quando em plantio que antecederam
ao de feijoeiro, propiciaram aumento na intensidade da murcha-de-curtobacterium (Tabela 1) e
reducdo do peso médio de 100 graos de diferentes cultivares de feijoeiro (Tabela 5) em relagdo
ao pousio. Cff ja foi detectada colonizando ambas as culturas (aveia preta e trigo), tanto de
forma epifitica como endofitica, ndo exteriorizando nenhum tipo de sintomas nessas
forrageiras (GONCALVES et al., 2013). Silva Junior (2011) observou que Cff colonizou de
forma endofitica folhas e caules de trigo, porém ndo detectou nenhum efeito do pré-plantio das
forrageiras de inverno (aveia e trigo) na incidéncia de murcha-de-curtobacterium no feijoeiro,
sob condi¢gdes de vaso. A cultivar de trigo utilizado tanto por Silva Janior (2011) como no

presente trabalho foi a CD 108, porém foram testadas cultivares diferentes de aveia. Uma
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possivel explicagdo desses resultados discordantes pode ser que haja diferenca de colonizagdo
entre isolados de Cff e cultivares dessas gramineas.

No ensaio de 2013, ndo foi observada diferenca no efeito da rotagao
com as diferentes culturas de inverno na incidéncia da murcha-de-curtobacterium e na
produtividade do feijoeiro (Tabelas 2 e 6). Este fato pode ter ocorrido devido a baixa
ocorréncia da murcha-de-curtobacterium na area de Ponta Grossa, j4 observada no ensaio de
2012, sendo que a area de Tibagi teve uma redugdo de 50,64% na média de produtividade dos
feijoeiros com maior intensidade da doenca (Tabela 7). Além da produtividade, todos demais
parametros agrondmicos avaliados como niumero de vagens por planta, nimero de graos por
planta, peso dos graos por planta e peso de 100 graos foram menores na area de Tibagi (Tabela
7).

Estudos para avaliar o comportamento de genotipos nacionais de
feijoeiro a Cff sdo recentes (MARINGONI, 2002) e ndo abrangem todas as diferentes
condi¢des edafoclimaticas de cultivo do feijoeiro. Com relagdo a reacdo dos gendtipos de
feijoeiro a essa doenga no Parand, foi observado que os cultivares IPR Tangara e IPR 139,
respectivamente classificados como resistente e suscetivel, apresentaram comportamento
semelhante em avaliacdo sob condigdes controladas (MARINGONI et al., 2015), porém os
gendtipos BRS Campeiro, BRS Estilo, IPR Juriti, IPR Uirapuru e IPR Tuiuit foram
classificados como resistentes, em condigdes de campo, diferente das observacdes de
Maringoni et al. (2015) que os consideraram suscetiveis, sob condi¢des de inoculacdo
artificial.

O comportamento diferente dos genotipos de feijoeiro pode estar

associado com a variabilidade do patdégeno, podendo apresentar diferentes niveis de
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agressividade (RAVA; COSTA; ZIMMERMANN, 2006). Outra explicagdo pode ser dada
pela possivel diferenca climatica entre os experimentos, como demonstrada a forte influéncia
da temperatura no comportamento dos genotipos, sendo que sob temperaturas elevadas,
gendtipos resistentes tornaram-se suscetiveis ou induziram a expressao precoce de sintomas da
doenca (COYNE; SCHUSTER; YOUNG, 1965; COYNE; SCHUSTER; ESTES, 1966).

Além de classificados como resistentes, as cultivares IPR Juriti ¢ IPR
Tuiuit foram as mais produtivas em Tibagi, PR (Tabelas 1 e 5). As cultivares BRS Estilo e
IPR Uirapuru apesar de serem moderadamente resistentes a doenca, apresentaram média de
produtividade inferior as demais cultivares IPR Juriti e IPR Tuiuit (Tabelas 1 e 5). No ensaio
conduzido em 2013, observou-se maior incidéncia da doen¢a na cultivar IPR 139 e menor
incidéncia na BRS Estilo (Tabela 2) isso resultou, respectivamente, em menor € maior
produtividade dessas cultivares (Tabela 6). O comportamento das cultivares pode estar
relacionada com os mecanismos de resisténcia da planta, como ja foi observada a formacao de
tiloses e presenga de fibrilas ao redor das células bacterianas, dificultando a multiplicagdo e
colonizacdo dos vasos de xilema, ndo exteriorizando os sintomas tipicos da doenca
(MARINGONI, 2002; SOUZA et al., 2006; SOUZA; MARINGONI, 2008). Com base nos
resultados aqui observados, ficou evidente que quanto maior a intensidade da doenca maior foi
o comprometimento na produtividade do feijoeiro, as culturas de inverno aveia preta e trigo
interferiram indiretamente de forma negativa na produtividade do feijoeiro por possibilitar a
manuten¢do do inoculo de Cff, em condi¢des de epidemia mais severa da murcha-de-
curtobacterium, as cultivares IPR Juriti e IPR Tuiui, que possuem maiores niveis de

resisténcia a doenca, também foram as mais produtivas e as rotacdes com milho e soja
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reduziram a incidéncia da murcha-de-curtobacterium e propiciaram maiores produtividades

em cultivares de feijoeiro.
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Sobrevivéncia de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens como células livres
no solo.

RESUMO

O feijoeiro comum apresenta elevada importancia alimentar e socioecondmica no Brasil.
Dentre as doengas que podem acometer esta cultura destaca-se a murcha-de-curtobacterium,
causada pela bactéria Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Ctf). Na literatura,
hé poucos estudos abordando a sobrevivéncia desta bactéria no solo. Assim, os objetivos desta
pesquisa foram avaliar o periodo de sobrevivéncia de diferentes isolados de Cff como células
livres no solo, em diferentes tipos de solo sob condi¢do controlada e a campo. Foi observada
diferenga no periodo de sobrevivéncia entre isolados de Cff (22 a 34 dias) e entre diferentes
solos (30 a 94 dias). Sob condi¢do de campo, o periodo de sobrevivéncia variou de 34 a 80
dias, sendo observada a influéncia dos fatores climaticos temperatura e umidade. A
padronizagdo da técnica molecular para extragdo de DNA visando a deteccdo de Cff
diretamente das amostras de solo infestadas possibilitou detectar a concentragdo minima de
5x10° a 5x10° UFC/g de solo e ndo houve detecgio de Cff nas amostras de solo provenientes
das areas de campo, com histdrico da ocorréncia da doenca. Com estes resultados, destaca-se a
potencial capacidade de sobrevivéncia de Cff como células livres no solo, podendo contribuir

com a ado¢ao de novas estratégias de manejo da doenca.
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Survival of Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens as free cells in the soil.

ABSTRACT

The common bean has high feed and socioeconmic importance in Brazil. Bacterial wilt caused
by Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff) is one of the main diseases for this
crop and there are few studies about the survival of this bacterium in the soil. The aims of this
research were to assess the survival period of different strains of Cff as free cells on soil, in
different soils under field and controlled conditions. In the controlled experiments, different
periods of survival were observed among strains (22 to 34 days) and soil types (30 to 94 days).
Under field conditions, the survival period ranged from 34 to 80 days, being influenced by
temperature and soil moisture. The standardization of molecular technique for DNA extraction
aiming Cff detection directly from infested soil samples allowed to detect a minimum
concentration of 5x10° to 5x10° CFU/g of soil, and there was no detection of Cff in the soil
samples from the field areas with historic of disease occurrence. With these results, stands out
the potential survivability of Cff as free cells in the soil, contributing for the adoption of new

management strategies for bean bacterial wilt.
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INTRODUCAO
O feijoeiro comum ¢ um importante componente na dieta humana, rico

em nutrientes, fibras e importante fonte proteica de alta qualidade. Estudos mostraram que a
ingestdo do grdo tem potencial de reduzir a concentra¢do de colesterol sérico, melhorar em
muitos aspectos o estado diabético, fornecer beneficios metabdlicos que ajudam no controle
do peso (ANDERSON; SMITH; WASHNOCK, 1999). Os minerais nesta leguminosa estao
prontamente disponiveis, os quais sdo importantes na redu¢do dos riscos de osteoporose
(DAWSON-HUGHES et al., 1990) e hipertensdo (APPEL et al., 1997).

O Brasil foi classificado como o terceiro maior produtor mundial de
feijao, superado por Myanmar e India, e seguido por México e Reptiblica Unida da Tanzania
(FAO, 2015). Dentre as doencas bacterianas que podem incidir na cultura, destaca-se a
murcha-de-curtobacterium, causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
(Cff), que desde sua primeira detecgdo em 1920 nos EUA, continua presente em diferentes
regides geograficas do mundo. Os ultimos relatos da presenga bacteriana foram na Alemanha e
no Ira (SAMMER; REIHER, 2012; OSDAGHI et al., 2014).

Os sintomas da murcha-de-curtobacterium caracterizam-se por
amarelecimento dos foliolos ou mosaicos progredindo para lesdes necréticas, desenvolvimento
reduzido da planta ou nanismo que resulta em queda de produtividade, além de murcha da
parte aérea devido a degradacdo dos vasos do xilema pelo patdogeno (THEODORO;
MARINGONI, 2010).

Bactérias fitopatogénicas, na maioria das culturas anuais, podem
sobreviver de estacdo para estagdo em sementes ou partes propagativas, em restos culturais
infectados e/ou em hospedeiras alternativas (LEBEN, 1981; VIDAVER; LAMBRECHT,

2004). Algumas fitobactérias podem sobreviver na agua, em objetos inertes, em insetos



88

vetores ou no solo (VIDAVER; LAMBRECHT, 2004). H4 duas maneiras de fitobactérias
sobreviverem no solo, a primeira relaciona-se ao estado hipobidtico celular, em que a mesma
torna-se menos sensivel aos agentes degradantes. A segunda refere-se a sobrevivéncia na
rizosfera de plantas hospedeiras ou ndo da fitobactéria (LEBEN, 1981). O periodo de
sobrevivéncia pode ser influenciado por fatores bidticos, tais como a grande biodiversidade de
microrganismos presentes, além dos fatores abioticos, como umidade, temperatura, pH,
aeragdo, caracteristicas quimicas, fisicas e biologicas do solo (LENNON et al., 2012; DE
BOER, 1982). Como observado na literatura, Cff apresenta potencial de sobreviver no solo.
Atualmente carecem estudos que abordem a avaliagdo do periodo de sobrevivéncia de Cff
como células livres no solo sob condi¢ao de campo, se ha interferéncia do tipo de solo e entre
isolados. Este estudo pode contribuir significativamente na ado¢do de medidas de manejo para
reduzir o indculo primario do patdégeno em campo.

Isto posto, os objetivos deste trabalho foram: a) analisar a dinamica
populacional de isolados de Cff como células livres no solo sob condi¢do controlada, b)
analisar a dindmica populacional de Cff como células livres em solos com diferentes
composi¢des quimicas e estruturais sob condicdo controlada e, c¢) analisar a dindmica
populacional de Cff como células livres no solo sob condi¢do de campo, correlacionando com

os dados meteoroldgicos.
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MATERIAL E METODOS

Sobrevivéncia de isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens como
células livres em solo sob condi¢des controladas

Foram utilizados cinco isolados de Cff pertencentes a colecao de
Bactérias Fitopatogénicas da FCA/UNESP Botucatu/SP, identificados como 2500C, 2628A,
2716C, 2772C e 2913A. Os isolados selecionados possuiam resisténcia a 100 pg.mL™ de
rifampicina e foram patogénicos ao feijoeiro (SILVA JUNIOR et al., 2012). Cento e cinquenta
gramas de solo seco peneirado (peneira de 8 mesh) foram transferidos para copos de
poliestireno de 200 mL de capacidade (solo 1 nas Tabelas 1 e 2). O solo dos copos foi
infestado com 40 mL de suspensdo bacteriana (108 UFC.mL™"; ODss50=0,14), separadamente
para cada isolado, elevando-se a umidade para aproximadamente 20% da capacidade de
campo. Os copos foram vedados com papel aluminio e acondicionados em estufa incubadora
tipo B.O.D. a 20 °C.

Para a determinacdo da populacdo inicial de Cff no dia da instalacdo
do ensaio, o solo de trés copos infestados com cada isolado foi transferido para beckers
esterilizados de 1.000 mL, homogeneizado, obtendo-se cinco amostras compostas para cada
isolado. As avaliacdes foram realizadas a cada dois dias. Dez gramas de cada amostra
composta foram transferidas para frascos contendo 90 mL de tampao fosfato salino a 0,01M e
pH 7,0 (PBS), seguidos de agitacdo (250 rpm/30 min.) e repouso (30 min.). Os sobrenadantes
das amostras foram diluidos em série (10° a 10”) ¢ 100 uL das dilui¢des foram transferidos
para meio de cultura nutriente sacarose agar modificado [20 g/L de nutriente dgar (Merck,
USA) e 5 g/L de sacarose (Sigma, USA)] acrescido de 100 pg.mL™" de rifampicina, 50 pg.mL"

! de tiofanato metilico e 50 pg.mL" de clorotalonil, em triplicata, seguido de incubagio (28
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°C/72 h). Junto com cada avaliagdo, também foram obtidas as umidades de cinco amostras
compostas, para manuten¢do do teor de umidade entre 15-23%. As avaliacdes consistiram da
contagem de unidades formadoras de coldnias por repeticdo, os quais foram transformados em
unidades formadoras de coldnias por grama de solo, plotados em grafico para construcdo da

curva de sobrevivéncia de cada isolado.

Sobrevivéncia de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em seis solos
diferentes sob condi¢cdes controladas

Foram utilizados seis solos peneirados (peneira de 8 mesh) coletados
em diferentes locais: de 1 a 4 solos coletados no municipio de Botucatu/SP, 5- solo coletado
em Tibagi/PR e 6- solo coletado em Ponta Grossa/PR. Os solos permaneceram por sete dias
em ambiente protegido para secarem. O solo 1 foi o mesmo utilizado para os demais ensaios
de estudo de sobrevivéncia a campo. Estes solos foram submetidos a andlise estrutural e

quimica como demonstrado nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Andlise estrutural de seis diferentes tipos de solos utilizados para analise da
sobrevivéncia de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, sob condi¢des
controladas.

Areia

Solo Local Grossa Fina Total
(g/Kg) do Solo

1 Botucatu 374 459 833 139 28 Arenosa
2 Botucatu 97 196 293 519 188 Argilosa
3 Botucatu 21 114 135 557 308 Argilosa
4 Botucatu 20 9% 116 492 392 Argilosa
5
6

Argila Silte Textura

Tibagi 12 42 54 438 508 Argilosa
Ponta Grossa 185 381 567 332 101  Média
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Tabela 2. Andlise quimica dos demais componentes dos seis diferentes solos utilizados no
experimento para avaliar a sobrevivéncia de Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens.

pH MO Presina H+Al K Ca Mg SB CIC V% S B Cu Fe Mn Zn

Solo CaCl, g/dm®  mg/dm® mmol,/dm® mg/dm’
1 5,30 11 7 19 1,3 21 5 28 47 59 5 052 14 30 44 1,2
2 4,38 20 14 68 49 19 10 33 101 33 8 0,64 123 25 500 14
3 5,51 27 87 38 69 66 32 105 143 73 3 042 13,7 27 102,6 54
4 5,75 29 35 22 78 97 37 142 164 8 3 046 174 16 106,7 5,0
5 5,75 35 93 30 50 83 43 131 161 81 3 052 16 23 72 3,6
6 5,07 30 50 36 47 41 14 60 96 62 3 042 10 44 53 28

Cento e cinquenta gramas de cada solo foram transferidos para copos
de poliestireno de 200 mL de capacidade. O solo foi infestado, separadamente, com 40 mL de
suspensdo bacteriana (10° ufc.mL”'; ODss0=0,14) com o isolado 2628A (isolado que
sobreviveu por maior periodo no ensaio anterior), elevando a umidade para aproximadamente
20% da capacidade de campo. Os copos foram vedados com papel aluminio e acondicionados
em estufa incubadora para B.O.D. a 20 °C. Para determinagdo da populagdo bacteriana inicial
nos seis diferentes solos no dia da instalacdo do ensaio, trés copos do mesmo solo foram
transferidos para beckers de 1.000 mL esterilizados, homogeneizado, totalizando seis amostras
compostas.

As avaliacdes foram feitas a cada dois dias, em que dez gramas de
cada amostra composta que foram transferidos para frascos contendo 90 mL de tampdo PBS,
seguidos de agitagdo (250 rpm/30 min.) e repouso (30 min.). Os sobrenadantes das amostras
foram diluidos em série (10° a 107) ¢ 100 uL de cada diluigdo foram transferidos para meio de
cultura NSA modificado, em triplicata, seguido de incubacdo (28 °C/72 h). Junto com cada

avaliacdo, também foram determinadas as umidades das seis amostras compostas de solo, para
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manutengdo da umidade nos recipientes entre 15-25%. As avaliacdes consistiram da contagem
de unidades formadoras de coldnias, os quais foram transformados em unidades formadoras de
colonias por grama de solo, plotados em grafico para construg¢do da curva de sobrevivéncia de

cada isolado.

Sobrevivéncia de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens sob condicio de
campo.

Os experimentos foram conduzidos no departamento de Protegdo
Vegetal da FCA/UNESP-Botucatu/SP, em que quadrados de madeira com 30 cm de lado
foram distribuidos em uma area contendo Latossolo vermelho, textura arenosa, sem cultivo
agricola anterior com feijao (solo 1, Tabelas 1 e 2). O solo dos quadrados foi infestado com
500 mL de suspensdo bacteriana (10® ufc.mL™; ODss5=0,14) do isolado 2628A (isolado que
sobreviveu por maior periodo sob condigdo controlada), resistente a 100 pg.mL’ de
rifampicina e patogénico ao feijoeiro. Foram instalados trés ensaios sendo: ensaio I em
16/05/2013, ensaio II em 20/12/2013 ¢ ensaio III em 22/07/2014.

Ap6s a infestagdo, com auxilio de pedagos de tubos de PVC (3 cm de
comprimento x 5 cm de didmetro), cinco amostras simples de solo foram retiradas de cada
quadrado, obtendo-se uma amostra composta homogénea. Em cada avaliagdo, o solo de trés
quadrados foi amostrado, sendo realizadas a cada quatro dias. Foram montadas amostras
suficientes para avaliar a sobrevivéncia de Cff para mais de 120 dias. Dez gramas de cada
amostra composta foram transferidos para frascos contendo 100 mL de tampao PBS, seguidos
de agitacao (250 rpm/30 min.) e repouso (30 min.). O sobrenadante das amostras foi diluido
em série (10° a 107) e 100 pL foram transferidos para meio de cultura NSA modificado em

triplicata, seguido de incubagdo (28 °C/72 h).
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As avaliagdes consistiram da contagem de unidades formadoras de
colonias por placa até a ndo detecgdo de Cff, e os dados transformados em unidades por grama
de solo. Aliada a cada avaliagdo, foi determinada a umidade do solo para posterior correlagdo
com a populacdo bacteriana, bem como com os dados climaticos (precipitagdo e temperatura)
fornecidos por estagdo meteorologica instalada a 200 m do local.

Em todos ensaios de sobrevivéncia de Cff como células livres no solo,
além da observagdo do crescimento bacteriano em meio de cultura, coldnias suspeitas de Cff
foram selecionadas e identificadas por PCR com os primers especificos CffFOR2 (5’- GTT
ATG ACT GAA CTT CAC TCC-3’) e CffREV4 (5’-GAT GTT CCC GGT GTT CAG-3’)
(TEGLI; SERENI; SURICO, 2002) para Cff. O DNA foi extraido para cada isolado
separadamente, ajustando-se 200 pL de suspensdo bacteriana para aproximadamente 10°
UFC/mL em 4gua destilada esterilizada, seguida por 15 min a 95 °C, posterior transferéncia
para gelo por 5 min, centrifugacdo a 10.000 rpm/3 min e transferéncia do sobrenadante para

novos microtubos. As condi¢des de PCR foram feitas conforme Tegli, Sereni e Surico (2002).

Deteccdao molecular de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no solo.

Inicialmente, a padroniza¢do da técnica foi realizada para verificar a
sensibilidade do método. Amostras do solo 1 (Tabelas 1 ¢ 2) foram infestadas com o isolado
2634-4 de Cff, de forma que o mesmo apresentasse diluigdes seriadas de 10° a 5x10° UFC/g de
solo. Apos infestagdo do solo, o DNA total das amostras foi extraido conforme o protocolo do
“Kit PowerLyser Power Soil” (MO BIO Laboratories, USA).

Apos extracdo do DNA total do solo, os mesmos foram amplificados

pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com os primers especificos CffFOR2 e CffREV4
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(TEGLI; SERENI; SURICO, 2002). Cada reacao da PCR foi constituida por um volume final
de 12,5 pL, contendo 6,25 pL de Gotag Green Master Mix Kit (Promega, Madison, WI),
concentracdo de 0,5 uM de cada primer, 1,5 pL de DNA (5 a 15 ng/uL) e o volume final foi
ajustado com Reagent Grade Water. O programa de amplifica¢do foi de desnaturagdo inicial a
95 °C por 3 min, seguido de 30 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 1 min, anelamento dos
primers a 62 °C por 45 s e extensao dos primers a 72 °C por 30 s, com extensdo final a 72 °C
por 5 min. Apo6s amplificagdo em termociclador, as amostras foram visualizadas em
eletroforese de gel a 1,0% de agarose. Os géis foram corados com Brilliant Green Plus DNA
Stain (Neotaq, NeoBio, Brasil) e submetidos em contraste com luz ultra violeta para
visualizacdo e posterior captura das imagens no equipamento L-PIX (Loccus Biotecnologia).

Em 2012, 96 amostras de solo foram coletadas em duas areas
experimentais em Tibagi e Ponta Grossa/PR, em que foram semeados cultivares de feijoeiro
em sucessdao com trigo, aveia preta e pousio no inverno. J4 em 2013, foram realizadas quatro
coletas de solo em Ponta Grossa/PR, em uma area que foi semeada apenas com trés cultivares
de feijoeiro em sucessdo a sete forrageiras de inverno e pousio, totalizando 96 amostras. Nas
areas em que as amostras de solo foram coletadas havia o histérico da ocorréncia da murcha-
de-curtobacterium em feijoeiro.

As amostras compostas consistiram por cinco amostras simples
retiradas em zigue-zague, com trado de 5-10 cm de profundidade. A terra coletada foi
homogeneizada, peneirada (peneira de 8 mesh) e amostras delas foram armazenadas a -20 °C
até¢ a extragdo de DNA. O DNA total de cada amostra foi extraido com o “Kit PowerLyser
Power Soil” (MO BIO Laboratories, USA), conforme o protocolo recomendado pelo

fabricante.
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RESULTADOS

Sobrevivéncia de isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens como

células livres no solo, sob condicoes controladas.

Houve diferenca no periodo de sobrevivéncia entre os isolados de Cff
sob condi¢do controlada. O periodo de sobrevivéncia variou de 22 a 34 dias (Figura 1). O
isolado com menor periodo de sobrevivéncia foi 2716C e o com maior periodo de
sobrevivéncia foi 2628A. Os demais isolados sobreviveram por periodos variados de 24 a 32

dias, nas condi¢des de incubagdo a 20 °C.
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Figura 1. Periodo de sobrevivéncia de cinco isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens sob condi¢des controladas e temperatura constante de 20 °C.

Sobrevivéncia de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens como células livres

em diferentes tipos de solo sob condi¢des controladas.

Houve diferenga no periodo de sobrevivéncia do isolado 2628A de Cff
nos diferentes tipos de solos (Figura 2). O periodo variou de 30 dias (solo 2) a 94 dias (solo 4)
apos a infestacdo do solo. A porcentagem de umidade do solo variou de 15 a 22%, sendo
realizada uma correcao no teor de umidade do solo 40 dias ap6s a infestacdo, elevando-a para

proximo de 20%.
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Figura 2. Quantidade de células bacterianas do isolado 2628A de Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens recuperadas em diferentes tipos de solo, amostrados em
intervalos de dois dias ap0s a infestagdo e correlacionando o teor de umidade.
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Sobrevivéncia de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens sob condicdoes de

campo.

O periodo de sobrevivéncia de Cff como células livres no solo foi de
46 dias, 34 dias e 80 dias, respectivamente para os ensaios I, II e III (Figura 3). Os dados
meteoroldgicos durante os trés ensaios estdo na Figura 4. Durante os 15 primeiros dias apos a
instalacdo dos ensaios, o acumulado de precipitagdes foi de 90,4 mm; 70,9 mm e 12,9 mm nos
ensaios I, II e III, respectivamente. Nos 30 primeiros dias o acumulado no ensaio I foi de
133,3 mm; no ensaio II de 112,5 mm e no ensaio III de 22,8 mm. Apos 45 dias, 205,8 mm e
58,1 mm nos ensaios I e III, respectivamente. No ensaio III o acumulado aos 60 dias foi de
72,3 mm e aos 75 dias 134,0 mm. A média das temperaturas minimas e maximas apos 15 dias
da instalagdo dos ensaios foram 16,6 °C/21,4 °C; 20,0 °C/30,1 °C e 11,7 °C/24,2 °C;
respectivamente nos ensaios I, II e IIIl. Apos 30 dias da instalacdo as médias foram 15,5
°C/21,8 °C no ensaio I; 19,5 °C/30,2 °C no ensaio II € 11,0 °C/24,9 °C no ensaio III. Aos 45
dias 14,9 °C/21,6 °C e 11,3 °C/25,9 °C, respectivamente nos ensaios I e III. No ensaio III as

médias foram 11,7 °C/26,7 °C aos 60 dias e 11,7 °C/26,6 °C aos 75 dias ap0s a instalagao.
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como células livres no solo sob condi¢des de campo.
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Figura 4. Dados meteoroldgicos de precipitagdo (mm), temperaturas minima, maxima e média
(°C) e periodo em que foram avaliados os solos nos ensaios a campo.
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Deteccao molecular de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no solo

O kit Mo BIO foi eficaz para extrair o DNA total do solo e com
qualidade para possibilitar a amplificagcdo pela PCR de Cff com os primers especificos (Figura
5A e 5B, respectivamente). A técnica foi eficaz para detectar a bactéria em concentracao
minima que variou de 5x10° a 5x10° UFC/g de solo (Figura 6). O DNA de Cff nio foi
detectado pela PCR utilizando-se o kit de extragdo Mo BIO em nenhuma das 192 amostras de

solo coletadas no campo nos anos de 2012 e 2013 (Figuras 7, 8, 9 e 10).

Figura 5. Géis de agarose a 1%. A) 5 uL de DNA total extraido com o kit Mo BIO, sendo
MM-Marcador Molecular de 1 Kb plus (Invitrogen), 1- DNA extraido de 250 mg de solo + 50
uL de suspensdo bacteriana de Cff ajustada para 10° UFC/mL, 2- DNA extraido apenas do
solo. B) 5 puL de produto da PCR com as mesmas amostras e 3- controle negativo da PCR
(substituicdo do DNA por agua estéril na reagdo da PCR).

Figura 6. Gel de agarose a 1% com o produto da PCR amplificado com DNA extraido das
amostras de solo com o kit Mo BIO, para padronizacdo da técnica. MM-Marcador Molecular
de 1Kb plus (Invitrogen), de A a I: diluigdes seriadas das amostras nas seguintes
concentragdes em UFC/g de solo A) 0, B) 5x10°, C) 5x10°, D) 5x10°, E) 5x10°, F) 5x10°%, G)
5x10', H) 5, I) apenas solo, J) controle negativo da PCR.
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Figura 7. Gel de agarose a 1% com o produto da PCR para deteccdo de Cff no solo. MM-
Marcador Molecular; I Coleta 2012 - 1- E-R1 AS; 2-PG-R3 TS; 3- E-R2 TS; 4- PG-R4 PC; 5-
E-R4 AC; 6- E-R2 AC; 7- PG-R1 PC; 8- E-R1 PS; 9- PG-R2 TS; 10- PG-R3 PS; 11- E-R1
PC; 12- PG-R3 PC; 13- E-R3 TC; 14- E-R4 AC; 15- E-R3 TS; 16- PG-R4 AC; 17- PG-R4
AS; controle positivo (2634-4); controle negativo (agua); 18- PG-R2 AS; 19- E-R2 PS; 20- E-
R4 PC; 21- E-R1 AC; 22- PG-R2 AC; 23- PG-R1 S; 24- PG-R1 TS; 25- E-R2 PC; 26- PG-R1
TC; 27- E-R2 AS; 28- E-R2 TC; 29- PG-R4 PS; 30- E-R1 TC; 31- PG-R3 TC; 32- E-R1 TS;
33- PG-R4 TC; 34- E-R3 AS; 35- E-R3 AC; 36- PG-R4 TS; 37- E-R3 PS; 38- PG-R3 AC; 39-
PG-R2 PS; 40- E-R4 TS; controle positivo (2634-4); 41- PG-R1 AC; 42- PG-R2 PC; 43- E-R4
PS; 44- PG-R1 AS; 45- PG-R3 AS; 46- PG-R2 TC; 47- E-R4 TC; 48- E-R3 PC; II Coleta
2012 - 49- E-R4 TC; 50- E-R2 PS; 51- E-R3 AC; 52- E-R3 PS; 53- E-R3 AS; 54- E-R4
AS;55- E-R2 AC; 56- E-R2 AS; 57- E-R1 AS; 58- E-R1 AC; 59- E-R4 TS; 60- E-R1 TS.
Legendas que representam os campos amostrais: E- Area da Fazenda Estiva; PG- Area de
Ponta Grossa; R1/R2/R3/R4- Repeti¢io/area com (C) ou sem (S) indculo; A- Area com aveia;
T- Area com trigo; P- Area com pousio.
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Figura 8. Gel de agarose a 1% com o produto da PCR para deteccdo de Cff no solo. MM-
Marcador Molecular; 61- E-R2 TS; 62- E-R1 TC; 63- E-R4 PC; 64- E-R2 AS; 65- PG-R2 PC;
66- PG-R1 TC; 67- E-R4 AC; 68- PG-R1 PC; 69- E-R1 PS; 70- E-R2 PC; 71- E-R3 PC; 72-
E-R2 TC; 73- E-R3 TS; 74- PG-R2 PS; 75- E-R4 PS; 76- E-R3 TC; 77- PG-R3 AS; 78- PG-
R2 AS; 79- PG-R4 AS; 80- PG-R4 AC; 81- PG-R3 PS; 82- PG-R3 AC; 83- PG-R1 PS; 84-
PG-R2 TC; 85- PG-R3 PC; 86- PG-R4 TS; 87- PG-R2 TS; 88- PG-R4 PC; 89- PG-R3 TS; 90-
PG-R1 TS; 91- PG-R1 AS; 92- PG-R4 PS; 93- PG-R3 TC; controle negativo (4gua); controle
positivo (2634-4); 94- PG-R2 AC; 95- PG-R4 TC; 96- PG-R1 AC; I Coleta 2013, 97- F-aveia
preta; 98- M- trigo; 99- M- pousio; 100- F- nabo; 101- S- canola; 102- M- cevada; 103- M-
azevém; 104- S- cevada; 105- M- nabo; 106- S- aveia preta; 107- M- canola; 108- F- aveia
branca; 109- M- aveia branca; 110- F- azevém; 111- F- canola; 112- S- nabo; 113- S- trigo;

114- F- pousio; 115- M- aveia preta; 116- S- azevém; 117- S- aveia branca; 118- S- pousio;
119- F- trigo; 120- F- cevada; II Coleta 2013, 121- F- aveia preta. Legendas que representam
os campos amostrais: E- Area da Fazenda Estiva; PG- Area de Ponta Grossa; R1/R2/R3/R4-
Repeti¢do/area com ou sem indculo; A- Area com aveia; T- Area com trigo; P- Area com
pousio; a partir da I coleta de 2013, a nomenclatura citada representa a ordem em que
ocorreram os plantios sucessivos antes da cultura do feijao (F- feijdo/M- milho/S- soja).
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Figura 9. Gel de agarose a 1% com o produto da PCR para deteccdo de Cff no solo. MM-
Marcador Molecular; 122- M- pousio; 123- S- trigo; 124- S- cevada; 125- S- aveia preta; 126-
M- cevada; 127- S- pousio; 128- S- aveia branca; 129- S- azevém; 130- M- azevém; 131- F-
cevada; 132- F- canola; 133- M- aveia branca; 134- M- aveia preta; 135- M- trigo; 136- F-
pousio; 137- F- aveia branca; 138- F- nabo; 139- S- nabo; 140- F- azevém; 141- S- canola;
142- M- nabo; 143- F- trigo; 144- M- canola; III Coleta 2013, 145- F- canola; 146- S- AVEIA
PRETA; 147- F- NABO; 148- S- CANOLA; 149- M- CANOLA; 150- S- aveia branca; 151-
F- aveia preta; 152- M- nabo; 153- F- pousio; 154- M- trigo; 155- M- aveia branca; 156- M-
pousio; 157- F- trigo; 158- S- azevém; 159- S- trigo; 160- F- azevém; 161- M- azevém; 162-
M- aveia preta; 163- F- cevada; 164- M- cevada; 165- S- pousio; 166- F- aveia branca; 167- S-
nabo; 168- S- cevada; IV Coleta 2013, 169- F- aveia preta; 170- M- aveia branca; 171- F-
aveia branca; 172- F- trigo; 173- F- cevada; 174- S- aveia branca; 175- F- canola; 176- S-
aveia preta; 177- M- trigo; 178- F- pousio; 179- S- cevada; 180- F- azevém; 181- F- nabo;
182- M- canola; 183- S- azevém; 184- M- azevém. Legendas que representam os campos

amostrais: nomenclatura citada representa a ordem em que ocorreram os plantios sucessivos
antes da cultura do feijao (F- feijdo/M- milho/S- soja).
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Figura 10. Gel de agarose a 1% com o produto da PCR para detec¢ao de Cff no solo. MM-
Marcador Molecular; controle positivo (2634-4); controle negativo (4gua); 185- M- pousio;
186- S- nabo; 187- F- nabo; 188- M- aveia preta; 189- S- trigo; 190- S- canola; 191- S- pousio;
192- M- cevada. Legendas que representam os campos amostrais: nomenclatura citada
representa a ordem em que ocorreram os plantios sucessivos antes da cultura do feijao (F-
feijao/M- milho/S- soja).

DISCUSSAO

O periodo de sobrevivéncia de Cff no solo pode ser influenciado pelo
tipo de solo, teor de umidade e a temperatura (SILVA JUNIOR et al., 2012). Nesse mesmo
trabalho os autores inferem que o teor de umidade do solo e a temperatura durante o periodo
de incubagdo podem favorecer o aumento da populacdo de microrganismos antagénicos, 0s
quais sdo responsaveis pela produgdo de antibidticos que reduzem ou inibem a populagdo de
Cff no solo. Os resultados aqui observados evidenciaram que os fatores meteorologicos
(precipitacdo e temperatura) interferiram na sobrevivéncia de Cff como células livres no solo.
Observou-se no ensaio III, em que Cff apresentou maior periodo de sobrevivéncia (Figura 3),
houve menor precipitacdo e temperaturas médias mais baixas do que nos outros dois ensaios,

provavelmente por desfavorecer as populagdes microbianas antagonistas do solo, as quais sdo
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responsaveis pela producdo de antibioticos (SCHUSTER; COYNE, 1974). A umidade do solo
interfere diretamente na microflora antagonista, como protozoarios, actinobactérias, bactérias,
fungos e nematdides (SCHUSTER; COYNE, 1974). O periodo de sobrevivéncia de
Xanthomonas campestris pv. viticola em restos culturais no solo foi influenciado pela
temperatura, sendo que o aumento deste fator influenciou de forma negativa na populacio da
fitobactéria no solo e também favoreceu a a¢do antagonista de Acinetobacter calcoaceticus,
Paenibacillus lentimorbus, Paenibacillus macerans e Bacillus megaterium (SILVA et al.,
2012).

Bactérias pertencentes ao género Curtobacterium normalmente ndo
sobrevivem por longos periodos no solo, como células livres, porém podem tolerar a estacao
do inverno (SCHUSTER; COYNE, 1974). Como a maioria das fitobactérias, C{f ndo produz
enddsporos que ¢ uma estrutura de resisténcia. Cff ¢ resistente a secagem, podendo
permanecer viavel por 24 anos, em sementes de feijoeiro armazenadas em laboratério
(BURKHOLDER, 1945) e no campo pode sobreviver no solo por pelo menos dois invernos na
cultura de feijao (EPPO, 2011). Outro trabalho mostrou que Cff pode sobreviver por até 240
dias nos restos culturais de feijoeiro mantidos na superficie do solo, porém o periodo de
sobrevivéncia reduziu para 30 dias, quando incorporados a 20 cm de profundidade (SILVA
JUNIOR et al., 2012). A bactéria permaneceu vidvel e patogénica ao feijoeiro por
aproximadamente 700 dias (22 meses) em solo de cerrado coletado de um plantio de feijoeiro
naturalmente infestado, armazenados sob condi¢des de casa-de-vegetagio (MIRANDA
FILHO, 2010). Para o patossistema do crestamento bacteriano comum em feijoeiro, causado

por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, a bactéria sobreviveu por até¢ 180 dias nos restos
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culturais mantidos na superficie do solo e por até 120 dias com incorporagdo dos restos, com
forte influéncia da umidade no periodo de sobrevivéncia (TORRES, 2001).

Neste estudo Cff sobreviveu por maior periodo no solo 4, classificado
como textura argilosa. Estudos evidenciaram que bactérias Gram negativas sobreviveram por
maior periodo de tempo, sob condicdo de baixa umidade, no interior de agregados argilosos
em comparacdo com a superficie, por causa da maior disponibilidade de 4gua no interior
(HATTORI, 1973), fato que pode explicar o menor periodo de sobrevivéncia no solo 1, com
textura arenosa (Tabela 1 e Figura 2). Ha relatos que os agregados de argila formam uma
espécie de envelope ao redor das células bacterianas, causada pela atragdo eletrostatica entre
os grupos carregados na superficie da argila e as bactérias, protegendo a célula da dessecacao
e reidratacdo do solo (MARSHALL, 1971). Solos enriquecidos com matéria organica tendem
a aumentar o numero de microrganismos antagénicos (SCHUSTER; COYNE, 1974), porém
neste trabalho nao foi possivel observar a interferéncia do teor de matéria organica do solo na
populacao de Cff.

Cff ndo foi detectada nas amostras de solo provenientes de areas com
historico da ocorréncia da murcha-de-curtobacterium pela técnica da PCR utilizando-se o
DNA total extraido com o kit comercial (Mo Bio Laboratories), possivelmente pela baixa
sensibilidade em conciliar as duas técnicas, extracdo e a PCR. O kit comercial foi eficiente em
extrair DNA de 10 a 10° células bacterianas totais por g de solo (VISHNIVETSKAYA et al.,
2014), semelhante ao observado na presente pesquisa (Figura 6). Como observado nos trés
ensaios de campo (Figura 3), as populacdes de Cff reduzem rapidamente e permanecem
viaveis em baixas populacdes no solo, provavelmente em concentragdes inferiores a0 minimo

necessario para serem detectadas pela PCR.
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Baseado nos resultados do presente trabalho, Cff pode sobreviver
como células livres viaveis no solo em baixas concentracdes, exigindo maior atengdo no
manejo da murcha-de-curtobacterium na cultura do feijoeiro. Aconselha-se a rotacdo com
cultura ndo hospedeira da bactéria para minimizar o risco do indculo primario ou incorporagdo

dos restos culturais do feijoeiro com pousio por pelo menos um ano.
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Genetic diversity of Curtobacterium flaccumfaciens by MLSA

ABSTRACT

Among the diseases that could incide on common bean, there is the bacterial wilt caused by
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. But inside the genus Curtobacterium there
are more three phytopathogenic pathovars, called C. f. pv. betae, causing vascular wilt and leaf
spot of red beet; C. f. pv. oortii, causing vascular wilting on leaf and bulb spot on tulip and C.
[ pv. poinsettiae, causing stem canker and leaf spot on Euphorbia pulcherrima. The aim of
this research was to analyze the genetic diversity of strains belonging to Curtobacterium
flaccumfaciens from different regions by multilocus sequence analysis (MLSA). Six
housekeeping genes were analysed: atpD, dnaK, rpoD, ppK, recA and gyrB. The results
shown large diversity between phytopathogenic pathovars of Curtobacterium flaccumfaciens;
the phylogenetic tree with concatenated six genes shown two polyphyletic and one
monophyletic group; the primers CffFOR2 and CffREV4 were specific to detected Cff in three
main groups; maybe the strain from Zantedeschia aethiopica CFBP3400, need to be
reclassified and there isn’t correlation between phylogeny and pathogenicity on

Curtobacterium.
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INTRODUCTION

Brazil occupies the third world position in common bean (Phaseolus
vulgaris L.) production, overcomed only by Myanmar and India (FAO, 2015). The common
bean could be cultivated almost during the entire year in Brazil. It is cultivated in a large
diversity of conditions of weather and soil, therefore subjected to a large numbers of diseases
that can cause significant losses. Among them, there is the bacterial wilt disease, caused by
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff) [Hedges] Collins and Jones. The first
report of bacterial wilt disease occurred in South Dakota in 1920, causing loses around 90% of
the production (Hedges, 1922), and in the following years, causing total death in crops
(Hedges, 1926). The disease is classified as Quarantine for Europe, being subjected to
phytosanitary regulations (EPPO, 2011). In Brazil it was classified as Quarantine until 1995,
when the disease was first reported (Maringoni and Rosa, 1997). After, it became an emerging
problem for common bean in different states like Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana, Santa
Catarina, Distrito Federal and Goias (Martins, 2012).

Formerly classified as Corynebacterium, the strains responsible for
bacterial wilt had been re-classified as Curtobacterium (Collins and Jones, 1983). The plant-
pathogenic strains of Curtobacterium were classified in only one species, named
Curtobacterium flaccumfaciens. These species was divided in pathovars by a limited number
of biochemical and physiological differences as well as by their unique host range (Young et
al., 1978).

The other pathovars are Curtobacterium flaccumfaciens pv. betae
(Keyworth et al.) Collins and Jones 1983 causing vascular wilt and leaf spot of red beet;

Curtobacterium flaccumfaciens pv. oortii [(Saaltink and Mass Gaesteranus) Collins and Jones
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1983] causing vascular wilt on leaf and bulb spot of tulip; Curtobacterium flaccumfaciens pv.
poinsettiae [(Starr and Pirone) Collins and Jones 1983] causing stem canker and leaf spot of
Euphorbia pulcherrima (Mishra, 2007); Curtobacterium flaccumfaciens pv. ilicis [(Mandel et
al., 1961) Collins et al., 1982], pathogen of american holly (/lex opaca).

Strains of Cff display a large variability, though molecular approaches
will enable us to have better understanding of this diversity. This knowledge could help to
obtain bean cultivars resistant to the disease. Some studies were done to investigate the
biodiversity among Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens but these studies were
not accurate enough. Multilocus sequence analysis (MLSA), based on analysis of five to seven
housekeeping genes was proven to be powerful to assess diversity, to be reproducible between
laboratories and the results can be kept in databases. For example, this technique was
successfully applied for species identification of Enterococcus (NASER et al., 2005),
identification and classification of Ensifer genus (MARTENS et al., 2008), characterization of
genetic diversity of Clavibacter michiganensis (JACQUES et al., 2012). No MLSA studies
were realized so far for Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. Therefore, the aim
of this research is to analyze the genetic diversity Curtobacterium flaccumfaciens strains from

different regions by MLSA.

MATERIAL AND METHODS
Bacterial strains

Twenty-seven strains from Brazil collection of College of Agronomic
Sciences (FCA)-UNESP, Botucatu-SP, Brazil (UNESP) and 79 strains from CIRM-CFBP,

French Collection of Plant-associated Bacteria at INRA (Institut National de la Recherche
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Agronomique), Beaucouzé, France, website: (https://wwwb6.inra.fr/cirm_eng/CFBP-Plant-

Associated-Bacteria) were analysed (Table 1). Strains were conserved as lyophilized and

cultures were stored after reviving in -80 °C freezer with 40 % glycerol. The strains were

checked for purity by cultivating on LPGA culture medium (3g/L yeast extract; 5 g/L peptone;

5 g/L glucose and 15 g/L agar; pH 7.0) by two days at 25 °C.

Tablel. List of all strains of Curtobacterium flaccumfaciens belonging to the two collections
(CIRM-CFBP-France and UNESP-Brazil) used in this study of genetic diversity, showing
respective host of isolation, country and year for each strain.

Code strain Classification of strain before MLSA Host Country Is;l:;ion
CFBP1003 Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens Phaseolus vulgaris Hungary 1957
CFBP1378 Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens Phaseolus vulgaris USA 1958
CFBP1379 Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens Phaseolus vulgaris Germany 1958
CFBP1381 Curtobacterium flaccumfaciens pv. poinsettiae Euphorbia pulcherrima USA 1959
CFBP1384 Curtobacterium flaccumfaciens pv. oortii Tulipa gesneriana Netherlands 1967
CFBP1389 Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens Phaseolus sp. Hungary 1957
CFBP2402 Curtobacterium flaccumfaciens pv. betae Beta vulgaris cv. Rubra UK 1955
CFBP2403 Curtobacterium flaccumfaciens pv. poinsettiae Euphorbia pulcherrima USA
CFBP3391 Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens Phaseolus vulgaris USA
CFBP3392 Curtobacterium flaccumfaciens pv. oortii Tulipa sp. Netherlands
CFBP3397 Curtobacterium flaccumfaciens pv. oortii Tulipa sp. Netherlands 1977
CFBP3398 Curtobacterium flaccumfaciens pv. oortii Tulipa sp. Netherlands 1977
CFBP3399 Curtobacterium flaccumfaciens pv. oortii Tulipa sp. Netherlands 1987
CFBP3400 Curtobacterium flaccumfaciens pv. oortii Zantedeschia aethiopica Netherlands 1990
CFBP3401 Curtobacterium flaccumfaciens pv. betae Beta vulgaris UK
CFBP3402 Curtobacterium flaccumfaciens pv. betae Beta vulgaris UK 1972
CFBP3403 Curtobacterium flaccumfaciens pv. betae Beta vulgaris UK 1972
CFBP3404 Curtobacterium flaccumfaciens pv. betae Beta vulgaris Brazil 1980
CFBP3405 Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens Phaseolus vulgaris
CFBP3406 Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens Phaseolus vulgaris
CFBP3407 Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens Phaseolus vulgaris USA
CFBP3408 Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens Phaseolus vulgaris USA
CFBP3409 Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens Vigna angularis USA 1919
CFBP3410 Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens Phaseolus vulgaris USA
CFBP3411 Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens Vigna radiata USA 1934
CFBP3412 Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens USA



CFBP3413
CFBP3414
CFBP3415
CFBP3416
CFBP3417
CFBP3418
CFBP3419
CFBP3420
CFBP3421
CFBP3422
CFBP3423
CFBP3424
CFBP3425
CFBP3426
CFBP3427
CFBP3428
CFBP3429
CFBP3430
CFBP3431
CFBP3432
CFBP3433
CFBP3434
CFBP3435
CFBP3436
CFBP3437
CFBP3438
CFBP3439
CFBP3440
CFBP3441
CFBP3442
CFBP3443
CFBP3444
CFBP3449
CFBP3452
CFBP3453
CFBP3454
CFBP3455
CFBP3456
CFBP3457
CFBP3459
CFBP3461
CFBP3462

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. poinsettiae
Curtobacterium flaccumfaciens pv. poinsettiae
Curtobacterium flaccumfaciens pv. poinsettiae
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. betae
Curtobacterium flaccumfaciens pv. betae
Curtobacterium flaccumfaciens pv. betae
Curtobacterium flaccumfaciens pv. betae
Curtobacterium flaccumfaciens pv. betae
Curtobacterium flaccumfaciens pv. oortii
Curtobacterium flaccumfaciens pv. oortii
Curtobacterium flaccumfaciens pv. oortii
Curtobacterium flaccumfaciens pv. oortii
Curtobacterium flaccumfaciens pv. oortii
Curtobacterium flaccumfaciens pv. oortii
Curtobacterium flaccumfaciens pv. poinsettiae
Curtobacterium flaccumfaciens pv. poinsettiae
Curtobacterium flaccumfaciens pv. poinsettiae
Curtobacterium flaccumfaciens pv. poinsettiae
Curtobacterium flaccumfaciens pv. poinsettiae
Curtobacterium flaccumfaciens pv. poinsettiae
Curtobacterium flaccumfaciens pv. poinsettiae
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

Euphorbia pulcherrima
Euphorbia pulcherrima
Euphorbia pulcherrima
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus sp.
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Beta vulgaris

Beta vulgaris

Beta vulgaris

Beta vulgaris

Beta vulgaris

Tulipa gesneriana
Tulipa gesneriana
Tulipa gesneriana
Tulipa gesneriana
Tulipa gesneriana
Tulipa gesneriana
Euphorbia pulcherrima
Euphorbia pulcherrima
Euphorbia pulcherrima
Euphorbia pulcherrima
Euphorbia pulcherrima

Euphorbia pulcherrima

Phaseolus sp.
Phaseolus sp.
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Vigna radiata
Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris

USA
USA
USA
USA
USA

Hungary

Romania
USA
USA
USA
Hungary
Hungary
Hungary
UK

UK

UK

UK
Netherlands
UK
UK
UK
Japan
Japan
USA
USA
USA
USA
USA

USA
USA
USA
USA

Romania

Hungary
Germany
USA
USA
USA
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1958
1957
1954
1965
1923
1956
1957
1957
1957
1957

1954
1955
1955
1955
1965
1969
1969
1970
1972
1972
1958
1958
1958
1959
1958
1960

1923
1965
1954
1957
1958
1934



CFBP3484

CFBP3485

CFBP3486

CFBP3487

CFBP3509

CFBP3510

CFBP3511

CFBP3512

CFBP3513

CFBP6913

CFBP6914

2634UNESP
2910UNESP
3026UNESP
3171UNESP
3172UNESP
3173UNESP
3174UNESP
3175UNESP
3176UNESP
3177UNESP
3178UNESP
3179UNESP
3180UNESP
3181UNESP
3183UNESP
3184UNESP
3185UNESP
3186UNESP
3187UNESP
3188UNESP
3189UNESP
3190UNESP
3191UNESP
3192UNESP
3193UNESP
3194UNESP
3195UNESP

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. betae
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. poinsettiae
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris

Beta vulgaris

Phaseolus sp.

Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris L.
Phaseolus vulgaris L.
Phaseolus vulgaris L.
Phaseolus vulgaris L.
Triticum aestivum L.
Avena strigosa Schreb.
Avena strigosa Schreb.
Triticum aestivum L.
Triticum aestivum L.
Avena strigosa Schreb.
Avena strigosa Schreb.
Avena sativa L.

Avena sativa L.

Avena sativa L.
Hordeum vulgare L.
Hordeum vulgare L.
Hordeum vulgare L.

Hordeum vulgare L.

Lolium multiflorum Lam.
Lolium multiflorum Lam.
Lolium multiflorum Lam.

Lolium multiflorum Lam.

Brassica napus L.
Brassica napus L.
Triticum aestivum L.
Triticum aestivum L.

Triticum aestivum L.

USA
USA
USA
USA
UK
USA
USA
USA
USA
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil

Brazil
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1955

1996
1996
1996
2002
2006
2013
2012
2013
2013
2012
2012
2012
2012
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
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Pathogenicity Test with strains from Brazil on common bean

Two different methods of bacterial inoculation were assessed, 1) by
two punctures of needle, in the region between cotyledon and first leave, contaminated with
each bacterial strain cultivated on agar culture medium (Maringoni, 2002); 2) by submerging
the first leave on bacterial suspension adjusted for 10° CFU/mL, followed by incubation for 72
h (Darsonval et al., 2009). For each strain and each condition, the tests were performed in one
pot containing three plants of Pérola cultivar of common bean. Plants were inoculated when
the first true leave was totally formed, approximately 12 days after sowing. As control for both

methods of inoculation, the plants were inoculated with autoclaved water instead of bacteria.

Molecular methods

Bacterial cells suspended in sterile water were prepared for PCR by
boiling and freezing. For PCR assays we used six primers for housekeeping genes: recA, gyrB,
ppK, atpD, dnaK and rpoD (Table 2). The set of primers for gyrB, rec4 and ppK genes are the
same as for Clavibacter (Jacques et al., 2012). The primers for atpD, dnaK and rpoD genes
needed to be designed for Curtobacterium. Each gene region was analyzed from the complete
genome of Curtobacterium (CFBP3418). Using the software MULTALIN (INRA), some
sequences of Clavibacter (CFBP2404, CFBP4999 and C. michiganensis subsp. nebraskensis-
NCPPB2581 GenBank accession number: NC020891; C. m. subsp. insidiosus strain R1-1
GenBank accession number: CP011043) and Curtobacterium (CFBP3418 and C. f. pv. betae-
DSM20141 GenBank accession number: AM410869.1, C. f. pv. poinsettiae-DSM20149
GenBank accession number: AM410867.1, C. f. pv. oortii-LMG7042 GenBank accession

number: KF255551.1) were aligned. Based on the new consensus generated from the
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alignment, new sets of primers were designed. The first step to check new primers was to
analyse them with Primer-Blast in NCBI to check if there is only one copy on the entire
genome of Curtobacterium. Secondly, the set of primers was revised if there are more
mistakes using designing PCR primers-Online Analysis Tools (molbiol-tools.ca/PCR.htm) and
two software Amplifix and Amplify. After design, the best annealing temperature was tested
from 72 to 52 °C, in Bio-Rad Gradient Thermocycler.

The PCR reaction was adjusted for a final volume of 50 pL, containing
200 puM deoxynucleoside triphosphate (ANTP); 1,5 mM of MgCl,; 500 nM for each primer;
0,75 U GoTaq Flexi DNA polymerase (Promega), and 6 pL of boiled cells bacterial
suspension. PCR conditions for rec4, gyrB and ppK genes were 94 °C for 5 min followed by
35 cycles of 30 s at 94 °C, 30s at 60 °C and 30s at 72 °C, and ended with 7 min at 72 °C. For
the other three genes (dnak, atpD and rpoD), the conditions were the same except for

annealing temperature (62 °C) and extension step time (40 s).

Table 2. List of primers for housekeeping genes used for MLSA for Curtobacterium
flaccumfaciens (PCR and sequencing primers).

Gene Primer code Sequence o)™ _Product Gene target
Size range
CffdnaKF2" 5'-GAC CTC GGA ACC ACC AAC TC-3'
dnakK . 62 650-700 bp chaperone Hsp70
CffdnakKR 5'-CGC TGC TTG GCG ATC TTG TC-3'
CffatpDF" 5'-AAG CGG AAG ATG TTG TCG AT-3'
apD P ) 62 700-750 bp ATP syntha§e beta
CffatpDR 5'-GAC ATC GAG TTC CCC CAC GAC-3' subunit
CffrpoDF" 5-TCG AGT TCG AGA TCG ACA AG-3'
rpoD . 62 850-900 bp RNA polymerase
CffrpoDR 5'-CCG ATC AGG CCG ATG TTC G-3'
gyrB-F18"°  5-GGC GTC GGC AGC TCC GTC GTG AA-3' )
ayrB . 60 900-950 bp DNA gyrase subunit B
gyrB-R29 5'-GGC AGT CCT TGA GCT TGC CAG G-3'
recA-F” 5'-ACC GCG CTC GCA CAG ATC GAC C-3'
recA eeAR”  5-GCCATC TTG TTC TTG ACG ACC TTG AC- 60 700-750 bp recombinase A
. 3
ppk-F™ 5'-GAG ACC GAG ACC CTC ATC CAG-3' )
ppK 60 600-700 bp  Polyphosphate kinase

ppK-R"™ 5'-CCC GTC CCG ATG TGG CTG TAG TG-3'

" Set of primers designed during this study; ~ Set of primers used for Clavibacter (Jacques et al., 2012); " Annealing temperature.
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Some strains had their identity confirmed by sequencing the 16S rRNA
gene using Al (5’-GAG TTT GAT CAT GGC TCA G-3’) and B6 (5’-TTG CGG GAC TTA
ACC CAA CAT-3’) primers (Manceau and Horvais, 1997). PCR was performed with a final
volume of 50 puL. with 1X GoTaq buffer (Promega), 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 0,4 uM
for each primer, and 1,25U GoldStar Taq DNA polymerase (Eurogentec, Belgium). The
amplification program was done with initial denaturation at 92 °C for 2 min, 35 cycles of 92
°C, annealing at 52 °C for 45 s and extension to 72 °C for 1 min, following for final extension
at 72 °C for 5 min.

Before sending for sequencing, all PCR products were checked by
horizontal gel electrophoresis at 6 V/em® in 1.5% agarose gel (wt/v) in 1% TAE buffer (0.04
M Tris-Acetate, 0.001 MEDTA, pH 8.0). After the gel was stained with ethidium bromide (0.5
mg/L) and visualized under UV light (Transilluminator Bio-Vision 1000, 302 nm wavelength)
photographed and fingerprints were compared visually with the overview gels. The genetic
sequencing was done directly from the PCR products and realized at GenoScreen (Lille,
France).

The set of primers CffFOR2- 5GTT ATG ACT GAA CTT CAC TCC
-3" and CffREV4- 5'GAT GTT CCC GGT GTT CAG -3" (TEGLI; SERENI; SURICO, 2002)
was checked for accuracy to detect only Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
for all strains analyzed in this study. The PCR reaction was the same of others housekeeping
genes for Curtobacterium, and the program as follow: initial denaturation at 94 °C for 3min,
followed by 30 cycles at 94 °C for 1 min, 62 °C for 45 s and 72 °C for 30 s, after final
extension at 72 °C for 5 min. The positive result of this PCR consists in a single band at 306

bp.
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Sequence analysis

The first step to analyse sequences is to create for each strain from
forward and reverse sequences the final consensus sequence using Geneious Pro 4.8.5
software, allowing to edit and to assemble the sequences. Following this step, the sequences
were aligned and trimmed at the ends using BioEdit software version 7.0.9.0. After, the
phylogenetic trees for each gene and for all genes using concatenated data, were constructed
with software MEGA 5.1, using the Maximum Likelihood and Neighbor Joining with 1000
bootstrap replicates. Concatenated sequences were edited following alphabetic order, ending
in 3478 bp (bp 1 to 480 for atpD, 481 to 957 for dnak, 958 to 1676 for gyrB, 1677 to 2221 for
ppK, 2222 to 2815 for recA and 2816 to 3478 for rpoD). To choose the better substitution
model for each and concatenated gene, some parameters were analyzed: BIC score (Bayesian
Information Criterion), AIC value (Akaike Information Criterion), maximum likelihood value
(InL) and number of parameters (including branch lengths), using MEGA 5.1 software.

Some others parameters were used for data analysis, like haplotype
numbers (Hap), haplotype diversity values (Hd), nucleotidic diversities (0, and Oyw), and
neutrality were estimated (Tajima’s D and Fu and Li’s D and F) for each gene using the DNA
Sequence Polymorphism software (version 5.10.01), wherein condition of neutrality
evolutionary forces operating on particular gene expected “0”; positive values for diversifying
genes and negative under conditions of purifying selection.

The Nei-Gojobori Test was performed to check the
synonymous/nonsynonymous substitution, using MEGA 5.1 (HA: dN<dS, purifying
selection). Identification of potential recombinant sequences and likely parental sequences was

performed using RDP version 4.46.0.1 with a set of seven nonparametric detection methods:
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RDP, GENECONV, MAXCHI, CHIMAERA, BOOTSCAN, SISCAN and 3SEQ.
Recombinant events were accepted when detected by at least three different methods. Split
decomposition analysis was performed with SplitsTree4 (version 4.13.1), allowing to
construct a tree-like network structure if conflicting phylogeny signals are detected in the data

set.

MLST analysis: each strain received a number that represent alleles.
Strains received the same number when showing the same sequence for one gene. Each strain
was characterized by an allele sequence that represents the sequence type (ST). For this
process  online MLST  Data  Analysis was used  (http:/pubmlst.org/cgi-
bin/mlstanalyse.pl?site=pubmlst). STs were analyzed into clonal complexes by online

software eBURST V3. The program identified strains that share one or two alleles.

RESULTS
16S rDNA sequencing
The three strains that were sequenced for 16S rRNA, were confirmed

to belong to the species Curtobacterium flaccumfaciens with high scores (Table 3).

Table 3. Confirmation of identity of some strains suspected to be Curtobacterium by
sequencing 16S rRNA gene.

Result of NCBI Blast Results of rdp Blast

Strain

Code . . Total Query Maximum . . Accession

Identification coverage . . . Identification
score (%) identification number

CFBP Curtobacterium Curtobacterium

2403 flaccumfaciens 1436 100 9 flaccumfaciens AJ312209
CFBP Curtobacterium Curtobacterium

3400 flaccumfaciens 1777 100 100 flaccumfaciens AJ312209
CFBP Curtobacterium 1753 100 100 Curtobacterium AJ312209

3408 flaccumfaciens flaccumfaciens
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Housekeeping gene sequencing

From all strains analyzed in this study, 22 showed absence of PCR
product for some gene, as display in Table 4. For strains without PCR product, the test was

done at least twice.

Table 4. List of 105 strains used in this study of genetic diversity showing the result of PCR

tests for indicated primers.

Code strain atpD dnaK gyrB Di
CFBP1003 + + +
CFBP1378
CFBP1379
CFBP1381
CFBP1384
CFBP1389
CFBP2402
CFBP2403
CFBP3391
CFBP3392
CFBP3397
CFBP3398
CFBP3399
CFBP3400
CFBP3401
CFBP3402
CFBP3403
CFBP3404
CFBP3405
CFBP3406
CFBP3407
CFBP3408
CFBP3409
CFBP3410
CFBP3411
CFBP3412
CFBP3413
CFBP3414
CFBP3415
CFBP3416
CFBP3417
CFBP3418
CFBP3419
CFBP3420
CFBP3421
CFBP3422
CFBP3423
CFBP3424
CFBP3425
CFBP3426
CFBP3427
CFBP3428
CFBP3429
CFBP3430
CFBP3431
CFBP3432
CFBP3433
CFBP3434
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CFBP3435
CFBP3436
CFBP3437
CFBP3438
CFBP3439
CFBP3440
CFBP3441
CFBP3442
CFBP3443
CFBP3444
CFBP3449
CFBP3452
CFBP3453
CFBP3454
CFBP3455
CFBP3456
CFBP3457
CFBP3459
CFBP3461
CFBP3462
CFBP3484
CFBP3485
CFBP3486
CFBP3487
CFBP3509
CFBP3510
CFBP3511
CFBP3512
CFBP3513
CFBP6913
CFBP6914
2634UNESP
2910UNESP
3026UNESP
3171UNESP
3172UNESP
3173UNESP
3174UNESP
3175UNESP
3176UNESP
3177UNESP
3178UNESP
3179UNESP
3180UNESP
3181UNESP
3183UNESP
3184UNESP
3185UNESP
3186UNESP
3187UNESP
3188UNESP
3189UNESP
3190UNESP
3191UNESP
3192UNESP
3193UNESP
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3195UNESP
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Pathogenicity tests

All brazilian strains tested for pathogenicity inoculated by puncture of
needle showed typical symptoms of the bacterial wilt of common bean. The symptoms caused
by suspension inoculation were observed only for five strains (3171UNESP, 3172UNESP,
3174UNESP, 3178UNESP and 3191UNESP). These were the five most aggressive strains

when inoculated by puncture of needle, causing the total plants death (Figure 1).

Figure 1. Pathogenicity test in greenhouse with plants Pérola cultivar of common bean,
inoculated by leave dipping in bacterial suspension (A,B and C) and inoculation with puncture
of needle (D, E and F). Plants A and D were inoculated with 3191UNESP strain, B and E with
3171UNESP strain, C and F with water.
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Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens specific PCR

The set of primers published by Tegli, Sereni and Surico (2002) was
able to detected all strains of Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens used in this
study, except for two false negative (strains CFBP3422 and CFBP3486) and one false positive

(strain CFBP3401) previously classified as Curtobacterium flaccumfaciens pv. betae.

Phylogenetic tree

We used three parameters to select the best model of nucleotide
substitution for Maximum likelihood analysis (BIC: Bayesian Information Criterion, AICc:
Akaike Information Criterion and /nL: maximum likelihood value) (Table 5). However, these
phylogenetic trees were supported by low values of bootstrap. All strains were grouped in only
one monophyletic group for concatenated tree (data not shown), indicating that this type of

analysis may not be relevant in this case.

Table 5. Parameters used to select the best-fit substitution model for Maximum likelihood.

Gene Model Parameters BIC AlICc InL
atpD T2+ 188 423827 2597,52 -1109,98
dnaK T92+G™ 206 5258,68 3451,12 -1518,67
gyrB GTR+GHI™™" 211 7885,50 5942,29 -2759,54
ppK T92+G+I 213 6165.,86 4258,85 -1915,63
recA T92+G+I 215 5868.30 392413 -1746,32
rpoD T92+G 184 5100,21 344191 -1536,40
concat GTR+G+I 181 25111,50 23189,21 -11413,50

"T92: Tamura 3-parameter; I: sites evolutionary invariable
"G: Gamma distribution
""GTR: General Time Reversible
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The analysis of phylogenetic tree formed by concatenated six
housekeeping genes using maximum likelihhod and Jukes Cantor model showed a
phylogenetic tree constituted by three main groups supported by high bootstrap values (Figure
2). The first group contained strains of C. f. pv. poinsettiae and C. f. pv. flaccumfaciens, the
second group contained only strains of C. f. pv. flaccumfaciens including the type strain and
the third group contains strains of C. f. pv. betae, C. f. pv. oortii and C. f. pv. flaccumfaciens.
The strain CFBP3400 formed a group outside of Curtobacterium flaccumfaciens. Altogether,
the genetic diversity within Curtobacterium flaccumfaciens strains was high, as indicated by
the number of polymorphism in the analyzed loci (706 polymorphic sites per 3483 total of
sites and overall nucleotide diversity of 0,02037). High level of polymorphism also was
indicated by the percentage of polymorphism sites, being 15.34, 20.09, 28.26, 24.73, 17.18,
15.23 and 20.27 for atpD, dnakK, gyrB, ppK, recA, rpoD and concatenated genes, respectively

(Table 6).

Table 6. Sequence variation at the six housekeeping loci among strains of Curtobacterium.

Locus sel(jl(l)e;r(l)cfes No. of sites"  GC% s° Hap® Hd’ on® ow' Taj]i)r;la‘s Fu agi Li's Fu's F*
atpD 94 489 0,660 75 23 0,911 0,00906  0,02998 -2,37774 -7,16569 -5,181
dnakK 103 468 0,671 94 39 0,943 0,01787  0,03857 -1,97686 -3,11581 -10,811
gyrB 102 729 0,646 206 47 0,97 0,0332  0,05445 -1,60801 -5,86244 -2,352
prK 106 546 0,664 135 41 0,955 0,02663  0,04748 -1,63021 -5,33582 -4,202
recA 107 588 0,677 101 47 0,971 0,01555 0,03275  -1,97555 -4,96026  -17,503
rpoD 92 663 0,657 101 24 0,892 0,01237 0,02991 -2,05335 -6,14391 -1,156
Concat (h) 87 3483 0,661 706 49 0,975 0,02037  0,04024  -1,90096 -5,46121 3,812

*represent number of analyzed sites

® number of polymorphism (segregating) sites

¢ number of haplotypes

¢ haplotype (gene) diversity

¢ level of nucleotide diversity

flevel of nucleotide diversity from S

¢ represent the results of neutrality testes performed using the method of Tajima, Fu and Li, Fu’s F
" data of six housekeeping genes concatenated
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The phylogenetic trees constructed with ML algorithm for each
housekeeping gene did not show the same evolutionary history. Only the tree formed with
gyrB sequences showed grouping similar with concatenated genes, phylogenetic tree divided
in three main groups supported by significant bootstrap values and with the same distribution
of strains. Both analyses ML and NJ showed nodes supported by low values. The results of
Shimodera-Hasegawa test performed for each gene sequence and concatenated sequences of
genes (Table 7) indicated that all trees were incongruent with each other but were not different
from the tree based on concatenated sequences, except for dnaK and recA, for which the
probability was lower than threshold value (P = 0.029 and P = 0.000, respectively). The
minimal MLSA scheme was checked using only for partial genes sequences (atpD, gyrB, ppK
and rpoD), based on P value for concatenated genes showed in table 6 (P value > 0.05). This
new phylogenetic 4-genes tree shown to be congruent with the six partial genes concatenated
(Figure 3). New phylogenetic trees were constructed using only two set of housekeeping genes
(gyrB + recA and gyrB + rpoD, Figure 4 and 5, respectively). Both phylogenetic tree shown
congruent result with concatenated six genes. The tree using gyrB and recA genes shown to be
more suitable for Curtobacterium because: a) the phylogenetic tree constructed with single
gyrB shown congruent with concatenated six genes; b) all strains were amplified by PCR
using recA primers; c) both set of primers are the same used for Clavibacter (Jacques et al.,

2012) and d) recA gene shows more diversity than rpoD.
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Table 7. Result of P values for Shimodera-Hasegawa test performed with each partial gene
and concatenated six partial genes bases in tree topologies using Maximum Likelihood

P value

Locus atpD dnaK rpoD gyrB recA ppK Concat
atpD 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
dnaK 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
rpoD 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
gyrB 0.009 0.000 0.011 0.000 0.000 0.006
recA 0.001 0.000 0.007 0.000 0.000 0.000
ppK 0.000 0.000 0.015 0.000 0.000 0.003

Concat 0.217 0.029 0.153 0.090 0.000 0.240

Phylogenetic network and sequence types

All loci showed polymorphism with number of polymorphic sites
range from 75 (atpD) to 206 (gyrB). The number of alleles at each locus varied from 24 for
rpoD to 47 for gyrB and recA (Table 6).

The phylogenetic network was constructed for each and concatenated
genes using the Neighbor-Net algorithm to detach signal conflict in the gene sequence data,
which could indicate, if happening, exchange or acquisition of genetic material (Figure 6). The
more reticulation there are in the network, the more conflicting signal there is, possibly by
exchange of genetic material. All locus showed significant number of reticulations. However,
gyrB, ppK and recA showed more reticulations. The network for dnaK allowed to identify C. f.
pv. betae, C. f. pv. oortii and C. f. pv. flaccumfaciens sharing alleles each other. The analysis
of gyrB showed alleles shared between C. f. pv. poinsettiae and C. f. pv. flaccumfciens and
other strains from C. f. pv. flaccumfaciens sharing alleles between C. f. pv. betae and C. f. pv.
oortii. The network with ppK showed result similar as gyrB. The network for recA exhibited

strains from C. f. pv. flaccumfaciens sharing alleles with other three pathovars. The network
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with concatenated genes presented significant number of reticulations. The process of

recombination should have contributed to genetic evolution within Curtobacterium

flaccumfaciens.

Using RDP software at least three recombinant events were detected in

the data set (confirmed by six different tests) (Table 8). One event was detected between

positions 488 (atpD) and 692 (dnaK) on concatenated sequence by RDP, Geneconv, MaxChi,

Chimaera, SiScan, 3 Seq tests. It involved ST7 as a major parent for ST13. The other event

started in the same position but ended on 967 (gyrB) on concatenated sequence. It involved

ST22 as a major parent (95.2%) for ST20. The last event started and ended the same position

(488 and 967) but ST7 was the major parent (99.4%) for ST20. There are more 13 events of

recombination detected on the data set but confirmed only by two tests (SiScan and 3 Seq)

(Table 8).

Table 8. Results of recombination detection program (RDP) analyzed with a set of tests

Recombinant Beginning breakpoint Ending breakpoint Major Parent (percentage) Tests confirmed
ST1 488 (atpD) 802 (dnaK) ST37 (96.5) SiScan/3Seq
ST27 434( atpD) 1043 (gyrB) ST37 (98.2) SiScan/3Seq
ST13 488 (atpD) 692 (dnakK) ST7 (unknown) RDP/Geneconv/MaxChi/Chimaera/SiScan/3Seq
ST12 1 (atpD) 1008 (gyrB) ST31 (98.7) SiScan/3Seq
ST36 488 (atpD) 802 (dnaK) ST37 (97.5) and ST31 (97.5) SiScan/3Seq
ST39 488 (atpD) 802 (dnaK) ST37 (97.5) and ST31 (97.5) SiScan/3Seq
ST40 488 (atpD) 802 (dnaK) ST37 (97.1) SiScan/3Seq
ST28 129 (atpD) 2060 (ppK) ST37 (98.7) SiScan/3Seq
ST30 488 (atpD) 978 (gyrB) ST31 (99.6) SiScan/3Seq
ST38 488 (atpD) 811 (dnaK) ST37 (97.2) SiScan/3Seq
ST18 1712 (ppK) 3478 (rpoD) ST11 (98.8) SiScan/3Seq
ST20 488 (atpD) 967 (gyrB) ST22 (95.2) RDP/Geneconv/MaxChi/Chimaera/SiScan/3Seq
ST21 319 (atpD) 811 (dnaK) ST31 (99.6) SiScan/3Seq
ST20 488 (atpD) 967 (gyrB) ST7(99.4) RDP/Geneconv/MaxChi/Chimaera/SiScan/3Seq
ST10 319 (atpD) 802 (dnaK) ST31 (99.6) SiScan/3Seq
ST18 1712 (ppK) 3478 (rpoD) ST43 (99.9) SiScan/3Seq
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A total of 50 ST were identified, 38 belonging to C. f pv.
flaccumfaciens, 3 for C. f. pv. poinsettiae, 7 for C. f. pv. oortii and 2 for C. f. pv. betae.

Twenty nine ST were represented by a single strain and the biggest ST
group by 5 strains. The result of eBurst algorithm was able to identify only one clonal
complex within Curtobacterium flaccumfaciens. The clonal complex linked 2 ST. All other ST
were singletons (Figure 7). This clonal complex clustered two strains from CFBP collection
(CFBP3484 and 3485), both were isolated from Phaseolus vulgaris in USA. The 48 remaining

ST were singletons representing 84 strains.

DISCUSSION

The classification of Curtobacterium flaccumfaciens were based on
techniques linked to subjective interpretation of agarose gels (McDonald and Wong, 2000;
Guimaraes et al., 2003; Souza et al., 2006; Agarkova et al., 2012). Rep-PCR shown that
Curtobacterium flaccumfaciens could be separated from other Gram-positives bacteria
(Clavibacter and Rathayibacter) but strains of C. f. pv. flaccumfaciens were dispersed into two
groups within others pathovars (McDonald and Wong, 2000). In other study, AFLP and BOX-
PCR did not allow to differentiate between four pathogenic pathovars of Curtobacterium.
Using BOX-PCR C. f. pv. flaccumfaciens were distributed along the entire phylogenetic tree,
only C. f. pv. oortii and C. f. pv. poinsettiae were grouped together. AFLP allowed separation
of C. f. pv. betae from all three others pathovars. Only PFGE allowed the distinct grouping of
four pathovars (Guimaraes et al., 2003). Souza et al. (2006) using rep-PCR technique observed
that C. f- pv. flaccumfaciens did not group relative of isolation country and showed that there

is genetic variability between strains of C. f. pv. flaccumfaciens. The genetic diversity also was
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confirmed by analyzing 67 strains collected between 1957-2009 from bean and alternative
hosts by AFLP, PFGE and rep-PCR (Agarkova et al., 2012). High diversity in C. f. pv.
flaccumfaciens also was confirmed by rep-PCR and serology, wherein formed two clusters
mixed with strains of other pathovars (McDonald and Wong, 2000).

The MLSA was successfully performed for differentiation between
Gram-positive bacteria like for Microbacterium, Aureobacterium and Clavibacter (Richert et
al., 2007; Jacques et al., 2012; Tancos et al., 2015; Gonzalez and Trapiello, 2015). The results
showed in this research indicate that using six housekeeping genes, the Curtobacterium
flaccumfaciens species is not structured according with pathovars. The four plant pathogenetic
pathovars did not exhibited monophyletic groups. The pathovar flaccumfaciens showed high
genetic diversity between strains. The variable sites (15.2% to 28.2%) can be considered high
when compared, for example, to Clavibacter (5.0% to 12.8%) (Jacques et al., 2012),
Xanthomonas campestris (1.8% to 10.2%) (Fargier et al., 2011) or Helicobacter pylori (19.8%
to 23.7%) (Maggi et al., 2001).

Our results confirm the former results. Beyond of no observation of
monophyletic group, the phylogenetic tree did not show correlation with year and
geographical isolation. MLSA revealed that the species is structured in three major clusters.
One strain appeared alone (CFBP3400). Genetic sequencing of 16S rDNA gene confirmed the
identity as Curtobacterium flaccumfaciens. This strain may belong to a new pathovar, or may
even be classified in another species. Further analysis are necessary to solve the taxonomic
position of this strain.

The three observed clusters do not correspond to known pathovars. We

could not observe correlation between pathology and phylogeny. This is similar to the
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situation of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, on common bean, where four different
lineages can have the same impact on the same host (Hajri et al., 2009; Mhedbi-Hajri et al.,
2011). In this case, the type 3 effectors repertoire of the strains could explain the convergent
pathogenicity between the genetically divers strains (Hajri et al., 2009). A similar mechanism
could be present here in Curtobacterium explaning the divergence between phylogeny and
pathogeny. However, as Curtobacterium does not harbor Type 3 secretion system and
effectors, the underlying mechanisms are probably different.

The MLSA results can give insights about the evolutionary history of
Curtobacterium flaccumfaciens. The analysis of Split-tree revealed that recombination could
affect dnaK, gyrB, ppK and recA. These results were confirmed by RDP software analysis.

The results of Tajima’s and Fu/Li’s Tests confirmed that there is high
purifying selection diversity or indicating recent demography expansion in Curtobacterium
flaccumfaciens,  as  demonstrated by  negatives values. @ The result of
synonymous/nonsynonymous test confirmed the same result for purifying selection for atpD,
gyrB, ppK and recA partial genes (prob=1). These negative values indicate that there is a

polymorphism’s excess with low frequency.

CONCLUSIONS

This study showed that the species Curtobacterium flaccumfaciens
displays a large diversity, which is not correlated to the defined pathovars, or isolation date,
place or host. It seems that recombination and purifying selection could have played a role in

the evolution of the species.
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Figure2. Phylogenetic tree with concatenated six genes and constructed using Maximum

likelihood and Jukes Cantor analysis.
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Figure3. Phylogenetic tree with concatenated four partial genes (atpD, gyrB, ppK and rpoD)
and constructed using Maximum Likelihood and Jukes Cantor analysis.



135

3444 Concatenation of 2 seq uen ces

3513 Concat enation of 2 seq uen ces

3443 Concatenation of 2 seq uen ces
3414 Concat enation of 2 seq uen ces
2403 Concat enation of 2 seq uen ces

1381 Concat enation of 2 se quen ces
34 16 Concat enation of 2 se quen ces
34 38 Co ncat ena tion of 2 se quen ces
34 39 Concat enation of 2 se quen ces
34 40 Co cat enation of 2 se quen ces
34 41 Concat ena tion of 2 se quen ces

34420 on of 2 se quen ces

3415 Conca tenation of 2 se quen ces

FBP 999 C

Figure 4. Phylogenetic tree constructed using Maximum Likelihood, Jukes Cantor and gyrB +
recA housekeeping genes.
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Figure 5. Phylogenetic tree constructed using Maximum Likelihood, Jukes Cantor and gyrB +

rpoD housekeeping genes.
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atpD

©)

Concat

Figure 6. Split graphs of MLSA of two collections of strains of each sequence type (ST) for
six genes (atpD, dnaK, gyrB, ppK, recA and rpoD) and concatenated sequences. Strains from
each pathovars (flaccumfaciens, betae, oortii and poinsettiae) are detached in green, red, blue
and yellow, respectively.

Figure 7. Relatedness and patterns of evolutionary descent among isolates with similar
genotypes. Graph from e-Burst analysis showing ST linked by single-locus variations
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se concluir que:

a) Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff) apresenta capacidade de

colonizagdo endofitica em trigo, cevada, azevém, aveia branca e aveia preta;

b) As coberturas de inverno aveia preta e trigo incrementaram a intensidade da murcha-

de-curtobacterium, reducao do peso médio de 100 graos e produtividade do feijoeiro;

C) Area com maior intensidade da doenca apresentou maior redugdo dos parametros
agrondmicos nimero de vagens/planta, nimero de graos/planta, peso dos graos/planta, peso de

100 graos e da produtividade média do feijoeiro;

d) Houve diferenca no periodo de sobrevivéncia como células livres no solo entre
isolados de Cff (22 a 34 dias) e em diferentes tipos de solos (30 a 94 dias), sob condi¢des
controladas, e o periodo de sobrevivéncia variou de 34 a 80 dias sob condig¢des de campo,

sendo observada influéncia da temperatura e umidade;

e) A andlise por MLSA revelou diversidade entre os patovares fitopatogénicos de
Curtobacterium flaccumfaciens, possivelmente devido recombinacdes e selecdo purificadora
durante a evolucdo das espécies e ndo had correlagdo entre filogenia e patogenicidade em

Curtobacterium.



