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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.



Curtobacterium flaccumfaciens PV. flaccumfaciens: EPIDEMIOLOGICAL FEATURES
AND GENETIC VARIABILITY. Botucatu, 2015. 148 p. Tese (Doutorado em
Agronomia/Protecio de Plantas) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade
Estadual Paulista.

Author: RICARDO MARCELO GONCALVES

Adviser: ANTONIO CARLOS MARINGONI

Co-adviser: TADEU ANTONIO FERNANDES DA SILVA JUNIOR

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”.
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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.





