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1. RESUMO

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff), agente causal
da murcha-de-curtobacterium em feijoeiro, € um patdgeno de colonizacdo vascular de dificil
controle. A doenca foi detectada pela primeira vez no Brasil na safra das dguas de 1995, no
Estado de Séo Paulo. Além da regido Sudeste, atualmente a doenca encontra-se distribuida nas
regides Sul e Centro-Oeste. Sintomas tipicos da doenca incluem a murcha, amarelecimento das
folhas e morte de plantas, sintoma variavel em resposta aos diferentes niveis de resisténcia em
genodtipos de feijoeiro. Por tratar-se de uma doenca de dificil controle, 0 uso de material
comercial com resisténcia genética ao patdgeno tem sido a melhor opcao.

O presente trabalho teve como objetivos avaliar a reacdo de gendtipos
de feijoeiro a murcha-de-curtobacterium, frente a 333 acessos pertencentes ao banco de
germoplasma de feijoeiro do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), comparar por meio da
microscopia eletrénica de varredura a colonizacdo de Cff em vasos de xilemas de feijoeiros
altamente resistentes e suscetiveis, avaliar através de técnica molecular a especificidade dos
iniciadores CffFOR2-CffREV4 e CF4-CF5 em reacdo de PCR, como ferramenta de
identificagdo de vinte e quatro isolados de Cff de diferentes regides geogréficas e dois isolados
de Curtobacterium flaccumfaciens endofiticos de citros, como também a variabilidade genética
destes isolados pela técnica de rep-PCR, e por fim a analise da agressividade de Cff, através de
inoculacdo em genotipos de feijoeiro suscetiveis e altamente resistentes.

Os resultados mostraram a existéncia de variabilidade genética nas

amostras dos 333 gendtipos de feijoeiro avaliados, ao isolado de Cff Feij 2634. Os materiais



foram classificados em quatro grupos de resisténcia: 29 gendtipos (8,7%) comportaram-se
como altamente resistentes, 13 genotipos (3,9%) como resistentes, 18 genotipos (5%) como
moderadamente resistentes e 273 genotipos (81%) suscetiveis. Atraves da microscopia
eletronica de varredura, foram observadas na regido do xilema em genotipos de feijoeiro
altamente resistentes (Ac-297, Ac-405, e Ac-592), varias aglutinacdes de células bacterianas
envolvidas por filamentos e sob as pontuagdes da parede do xilema, o desenvolvimento de
estruturas rendilhadas, que possivelmente estdo relacionadas a protuberancias da parede
celular. Estas observacdes sugerem a ativacdo de mecanismos de defesa estrutural e bioquimica
em plantas de feijoeiros altamente resistentes a Cff, ndo observados em genotipos suscetiveis
(Ac-546 e Ac-586), nos quais foi verificado grande fluxo bacteriano nas pontuacfes da parede
do vaso do xilema.

Para a identificacdo dos isolados de Cff em feijoeiro, e isolados de
Curtobacterium flaccumfaciens endofiticos de citros, os iniciadores CffFOR2-CffREV4 foram
altamente especificos em reacdo de PCR para os 26 isolados, porém, os iniciadores CF4-CF5
ndo detectaram dois isolados de Cff de feijoeiro e os isolados endofiticos de citros. A
diversidade genética dos isolados de Cff e endofiticos de citros, realizado por meio da técnica
de rep-PCR, permitiu agrupar 0s mesmos em quatro grupos distintos de padrdes de bandas para
os iniciadores REP, ERIC e BOX, considerando um indice de similaridade de 75%. A andlise
da agressividade dos isolados de Cff, em genétipos de feijoeiros altamente resistentes e
suscetiveis, indicaram a presenca de variabilidade quanto a agressividade de Cff, independente
da regido de origem.
Palavras chaves: Phaseolus vulgaris, Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,

resisténcia genética, agressividade e diversidade genética de isolados.



2. SUMMARY

REACTION OF BEAN GENOTYPES TO Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,
AGGRESSIVENESS AND MOLECULAR VARIABILITY ISOLATES. Botucatu-SP, 2004,
75 p. Tese (Doutorado em Agronomia/Protecdo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista.

Author: VALMIR LUIZ DE SOUZA

Adviser: ANTONIO CARLOS MARINGONI

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff), causer agent
of the bacterial wilt of common bean. It is a vascular colonization pathogen of difficult
control. The disease was first detected in Brazil in the 1995 waters harvest time in S&o Paulo
State. Besides the Southeast region, the disease is currently also distributed in the South and
Middle West regions. Typical symptoms of the disease include: wilt yellow leaves and plant
death. However, the symptoms are variable according to the different levels of resistance in
the plant genotypes. Due to the difficult disease control, genetic resistance has been the better
option.

The aim of this study was to evaluate the reaction of bean genotypes to
the bacterial wilt in common bean in 333 access of the bean plant germoplasm database of the
Instituto Agronémico de Campinas (IAC), and to compare the Cff colonization in xylem
vessels of highly resistant and susceptible bean plants by scanning electronic microscopy. It
also aimed the molecular evaluation of the CffFOR2-CffREV4 and CF4-CF5 primers



specificity using PCR reaction in the identification of 24 Cff isolateds from geographically
separated regions and 2 citrus endophytic Curtobacterium flaccumfaciens isolated, as well as
the genetic variability of these isolates by rep-PCR, and the Cff aggressiveness analysis by the
inoculation of susceptible and highly resistant bean plant genotypes.

The observed results indicated genetic variability in all 333 genotypes
evaluated in relation to the Cff isolate Feij 2634. The materials were classified into four
resistance levels: 29 highly resistance genotypes (8.7%), 13 resistant genotypes (3.9%), 18
moderately resistant genotypes (5.0%) and 273 susceptible genotypes (81.0%). Using the
scanning electronic microscopy, several bacteria agglutinations involved by filaments and the
appearance of tangled structures under the punctuations, which are possibly related to cell wall
protuberances, were observed in the xylem region in highly resistant bean plant genotypes
(Ac-297, Ac-405, and Ac-592). These observations suggest the activation of structural and
biochemical defense mechanisms in Cff highly resistant plants, not observed in highly
susceptible genotypes (Ac-546 and Ac-586) in which a large bacteria flow was verified in
xylem vessel wall punctuations.

For the identification of Cff isolates in bean plant and citrus endophytic
Curtobacterium flaccumfaciens isolates, the primers CffFOR2-CffREV4 were highly specific in
the PCR reaction for the 26 isolates, however, the primers CF4-CF5 presented less specificity
for 2 bean plant Cff isolates and for the citrus endophytic isolates. The genetic diversity of the
Cff and citrus endophytic isolates by the rep-PCR technique allowed the constitution of 4
distinct fingerprint groups for the primers (REP, ERIC and BOX), considering a 75% similarity
index. The aggressiveness analysis of Cff isolates in highly resistant and susceptible bean plant
genotypes indicated variability in relation to Cff aggressiveness in bean plant genotypes,

independently of the origin region.

Keyword: Phaseolus vulgaris, Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens , genetic

resistance, aggressiveness, genetic variability isolates.



3. INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma leguminosa anual e
herbacea de grande importancia econémica, por ser uma fonte basica de proteinas e calorias na
dieta humana em paises em desenvolvimento (Vieira, 1988; Mariot, 1989). Também ¢&
importante fonte de fosforo, ferro e vitaminas (Bressani & Elias, 1980). A cultura do feijoeiro
ocupa uma area de 12 milhGes de hectares e constitui na leguminosa mais importante para a
alimentagdo de mais de 500 milhdes de pessoas na América Latina e Africa. O Brasil ¢ 0 maior
produtor, com uma producgdo anual na ordem de dois milhdes de toneladas, o que equivale a
cerca de 20% da producdo mundial (CIAT, 2003).

A cultura do feijoeiro esta sujeita a incidéncia de varias doencas que
acarretam perdas significativas na producdo, dentre as quais encontra-se a murcha-de-
curtobacterium ou murcha bacteriana, causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens (Cff). No Brasil, esta doenga, tem se tornado um novo problema para a cultura
do feijoeiro nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste. O primeiro relato da ocorréncia da doenca
no Brasil foi constatada na safra das aguas de 1995, no Estado de S&o Paulo (Maringoni &
Rosa, 1997). Os sintomas tipicos da doenca incluem: murcha e amarelecimento das folhas, e
morte das plantas (Hedges, 1926; Hall, 1991). Por ser uma doenca de constatacdo recente, ndo
sdo conhecidas as perdas na producgdo por ela ocasionadas na cultura do feijoeiro comum.
Entretanto, apresenta grande importancia potencial devido ao fato de o patdgeno ser
transmitido pelas sementes (Maringoni, 1993; Rava & Costa, 2001).

O controle desta doenca através da resisténcia genética tem sido o



método mais pratico e econdmico na cultura do feijoeiro (Maringoni, 2000), porém a
possibilidade da existéncia de variabilidade patogénica presente em isolados de Cff, pode ser
uma conseqiiéncia maléfica ao melhoramento visando a obtencdo de cultivares de feijoeiro
resistentes, especialmente na estabilidade e durabilidade da resisténcia.

Dentre as vérias técnicas moleculares utilizadas em estudos da
variabilidade genética, rep-PCR vem sendo utilizada em estudos na caracterizagdo de isolados
bacterianos (Versalovic et al., 1991; Versalovic et al., 1994). Familias de seqliéncias de DNA
repetitivos altamente conservadas estdo dispersos em genomas de diversas espécies bacterianas
(Lupski & Weinstock, 1992), sendo que trés familias vém sendo estudadas com mais detalhes:
REP (“repetitive extragenic palindromic”) (Stem et al.,, 1984), ERIC (“enterobacterial
repetitive intergenic consensus”) (Hulton et al., 1991) e BOX (“BOX element”) (Martin et al.,
1992).

Pela importancia da murcha-de-curtobacterium nas principais areas de
cultivos de feijoeiros, este trabalho teve como objetivos:

- Detectar fontes de resisténcia em genotipos de feijoeiro & murcha-de-
curtobacterium, de 333 acessos pertencentes ao banco de germoplasma do Instituto
Agronémico de Campinas (IAC);

- Avaliar a agressividade de isolados de Cff em gendtipos de feijoeiro
altamente resistentes e suscetiveis

- Comparar a colonizacdo de Cff nos vasos de xilema de feijoeiros
altamente resistentes e suscetiveis por meio de microscopia eletrénica de varredura;

- Avaliar a especificidade de dois pares de iniciadores CffFOR2-
CffREV4 e CF4-CF5 em reacdo de PCR, na identificacdo dos 26 isolados estudados, como
também o estudo da variabilidade genética de 24 isolados de Cff, e dois isolados de

C. flaccumfaciens endofiticos de citros, a partir da técnica de rep-PCR.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Murcha-de-curtobacterim do feijoeiro

A cultura do feijoeiro esta sujeita a incidéncia de varios patégenos que
causam doencas e acarretam perdas significativas na producdo. Segundo Saettler (1991), os
principais patdgenos bacterianos que ocorrem na cultura do feijoeiro, em varias localidades do
mundo, sdo: Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, Pseudomonas savastanoi pv. phaselicola
(Burkholder) Gardan et al., P. syringae pv. syringae van Hall, P. syringae pv. tabaci (Wolf &
Foster) Young et al. e Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Hedges) Collins &
Jones.

Atualmente, o cultivo de feijdo na regido Centro-Sul do Brasil tem sido
afetado por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff), agente causal da doenca
denominada de murcha-de-curtobacterium ou murcha bacteriana, que tem acarretado sérios
danos e prejuizos a producdo. A doenca foi constatada pela primeira vez no Estado de Sao
Paulo em 1995 (Maringoni & Rosa, 1997). No Estado do Parana, tem sido observada a
ocorréncia de Cff em diferentes regibes produtoras de feijoeiro, dentre os quais, nos municipios
de Castro, Wenceslau Braz e Pato Branco (Leite & Behlau, 2001). Em Santa Catarina também
foi confirmada a presenca dessa doenca no municipio de Campos Novos (Leite & Behlau,
2001). Neste mesmo ano foi relatada pela primeira vez a ocorréncia de Cff em feijoeiro da
cultivar Pérola, no municipio de Cristalina-GO; e, em janeiro de 2002, foi confirmada a
presenca de Cff em sementes de feijdo das cultivares Pérola, FT-Bionobre e Emgopa Ouro,

coletado no Distrito Federal (DF), em cultivo irrigado e sequeiro (Uesugi et al., 2002).



A colonizagdo de Cff em feijoeiro da-se comumente em vasos de
xilema (Dinesen, 1978). Em sementes, Cff fica alojada nas células palicadicas que formam a
testa; sob condicOes de inoculagdo artificial, foi constatada a transmisséo de 51,4% a 52,5 %
em sementes de feijoeiro, alem de seu efeito negativo sobre a germinagcdo (Chavarro et al.,
1985).

Os sintomas da doenca consistem em plantas amarelecidas, murchas ou
com folhas flacidas durante os periodos secos e quentes. A ocorréncia da doenca em plantulas
pode levar a formacdo de plantas subdesenvolvidas, ou causar a sua morte antes mesmo da
formacdo do primeiro par de folhas. A murcha é resultado do bloqueio do movimento da agua
no sistema vascular da planta, causado pelas células bacterianas. A bactéria penetra através de
ferimentos causadas nas raizes, pelas praticas de cultivo e por nematoides, nos cotilédones de
sementes durante a germinagdo e por ferimentos no caule, folhas e vagens. N&o se tem relato de
penetracdo por estdbmatos, hidatddios ou aberturas naturais na parte aérea ou subterrdnea da
planta de feijdo (Hedges, 1926; Burke & Seliskar, 1957; Schuster, 1959; Rickard & Walker,
1965).

Cff também induz a “tan spot” em soja, mas com colonizacdo néo-
vascular, ao contrario do que ocorre no feijoeiro, onde a colonizagdo é vascular e a bactéria é
transmitida pela semente (Saettler, 1991). Outras plantas tém sido relacionadas como
hospedeiras de Cff. Hedges (1926) evidenciou, através de inoculacdo artificial, a
suscetibilidade da soja cultivar Ito San a isolados da bactéria procedentes de feijoeiros.
Schuster & Sayre (1967) inocularam um isolado de Cff obtido de sementes de feijoeiro,
constataram que a soja cultivar Bansei, Phaseollus lunatus, Lupinus polyphyllus, Vignia
cyclindrica, V. sesquipedalis, ervilha cultivares Alaska e Perfection, Dolichos labllab,
Phaseolus radiatus, P. lathyroides, P. vulgaris, P. calcaratus e P. acutifolius foram suscetiveis
a esse isolado, evidenciando sintomas de murcha.

Curtobacterium flaccumfaciens apresenta especializagdo a nivel de
espécie hospedeira, sendo classificadas em patovares. Isolados patogénicos as culturas de
feijoeiro e soja é C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. Na cultura de beterraba como C.
flaccumfaciens pv. betae e em duas plantas ornamentais como C. flaccumfaciens pv.
poinsettiae em bico-de-papagaio (Euphorbia pulcherrima) e C. flaccumfaciens pv. oortii em

tulipa (Tulipa generiana). Entretanto, recentemente, C. flaccumfaciens tem sido isolada como



enddfita de diferentes espécies vegetais como citros, trevo, arroz, milho, sorgo, batata,
pastagens e inhame, sendo também avaliada no controle de doencas em pepino, batata e fumo
(Belmonte et al., 2002)

C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens foi descrita inicialmente em
feijoeiro por Hedges, em 1921, em Dakota do sul, nos E.U.A, sendo o patégeno denominado
Bacterium flaccumfaciens (Hedges, 1922). Com a extin¢do do género Bacterium, o patdégeno
passou a ser denominado Corynebacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Hedges)
Dowson. Durante os anos de 1952 a 1955, Schuster & Christiansen (1957), ao analisarem
inimeros lotes de sementes empregadas para a instalacdo de campos comerciais no Oeste de
Nebraska, E.U.A., constataram a presenca de sementes alaranjadas e que, submetidas a
isolamento, deram origem a isolados patogénicos de Cff que apresentavam colbnias de
coloracdo alaranjada. Esses isolados foram denominados de Corynebacterium flaccumfaciens
var. aurantiacum.

A partir da reclassificagdo das corinebactérias, antes classificadas no
género Corynebacterium, surgiram os géneros Arthrobacter, Clavibacter, Curtobacterium e
Rhodococcus. Com isso, Collins e Jones, em 1983, propuseram a nomenclatura de Cff,
atualmente aceita para designar o agente causal da murcha-de-curtobacterium do feijoeiro
(Bradbury, 1986).

C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens € uma bactéria Gram positiva,
aerdbia, apresentando bastonetes retos ou levemente curvados, na maioria individuais, mas
podendo estar arranjados em forma de V, Y ou em paralelo, com um ou mais flagelos polares
ou subpolares. A superficie das coldnias em meio nutriente-glicose-agar € brilhante, circular,
de bordo liso, sem viscosidade, semi-fluida e amarela, laranja ou rosa, medindo de 1 a 4 mm de
didametro em 3 a 4 dias de cultivo. A temperatura 6tima de crescimento situa-se entre 24-27 °C
(Bradbury, 1986; Saettler, 1991).

A bactéria pode ser detectada por meio de varios métodos: sintomas
foliares, observacdo de exsudato bacteriano sob microscopio, testes morfolégicos e
bioguimicos/fisioldgicos, isolamento indireto por meio de plantulas e teste soroldgico da
imunofluorescéncia, sendo os dois ultimos eficientes para deteccdo em semente. Diatloff et al.,
(1993) concluiram que o teste de imunofluorescéncia, com anticorpos monoclonais € um meio

semi-seletivo para Cff, detectou mais sementes infectadas que os métodos de observacdo de
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sintomas foliares e corrida bacteriana, inclusive detectando o patdgeno em plantas
assintomaticas.

A caracterizacdo da bactéria realizada por meio de testes morfologicos
e bioguimicos/fisiologicos, compreendem: morfologia celular, coloracdo diferencial de Gram,
solubilidade em hidréxido de potassio a 3%, oxidacdo/fermentacdo da glicose, reducdo de
nitrato, urease, producdo de indol, producédo de gés sulfidrico de cisteina, podridao de discos de
batata, catalase, tirosinase, vermelho de metila, tolerancia a cloreto de sodio a 7% e a 9%,
oxidase e producdo de acidos a partir de adonitol, amido, inositol, glicerol, glicose, melizitose,
maltose e sacarose (Bradbury, 1986).

Atualmente, oligonucleotideos especificos para a deteccdo e
identificacdo de varios patdgenos em diversos hospedeiros vém sendo utilizados com
frequéncia. Tegli et al. (2002) obtiveram os iniciadores CffFOR2-CffREV4 e os utilizaram em
reacdo de polimerase em cadeia (PCR), e conseguiram detectar com éxito a presenca de Cff em
sementes de feijoeiro. Guimardes et al. (2001) demonstraram alta especificidade dos

iniciadores CF4-CF5 na identificacdo de isolados de Cff.

4.2 Resisténcia genética em gendtipos de feijoeiro a Curtobacterium flaccumfaciens

pv. flaccumfaciens

Vérias pesquisas foram iniciadas no final da decada de 50 e no inicio da
década de 60 visando selecionar fontes de resisténcia em feijoeiro & murcha-de-curtobacterium.
Estudos pioneiros desenvolvidos por Coyne et al. (1965), para verificar a reacdo de 1067
introduces de feijoeiro & murcha-de-curtobacterium, evidenciaram que linhagem Pl 165078 de
P. vulgaris e a variedade G.N. Nebraska # 1 apresentaram niveis satisfatorios de resisténcia a
esse patdgeno. A cultivar americana “Great Northern” (GN) e a linhagem Pl 165078 foram os
principais materiais tolerantes/resistentes utilizados nestes programas (Coyne & Schuster,
1974).
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Coyne & Schuster (1971) obtiveram a cultivar “GN Emerson”, com alta
toleréncia a isolados de Cff, a qual foi derivada da selecdo por “pedigree” do cruzamento entre
GN 1140 e Pl 165078. Coyne & Schuster (1976) lancaram a cultivar “Great Northern Star”,
que foi a primeira variedade a apresentar resisténcia conjunta ao crestamento e a murcha-de-
curtobacterium. Estudos genéticos da resisténcia de feijoeiro a murcha-de-curtobacterium, em
varios cruzamentos, demonstraram que a heranca € de natureza poligénica (Coyne et al. 1965;
Coyne et al. 1966).

Maringoni (2002), analisou o comportamento varietal de 40 cultivares
de feijoeiro comum & murcha-de-curtobacterium, sob condigdes de inoculagédo artificial com
dois isolados bacterianos, em casa-de-vegetacdo e constatou que as cultivares ‘IAC-Carioca
Akytd’, ‘IAC-Carioca Arua’ e ‘lAC-Carioca Pyatd’ foram resistentes e que ‘A-768", ‘Aeté’,
‘Aporé’, ‘Bambui’, ‘Bico de Ouro’, ‘BR-IPA 11- Brigida’, ‘Carioca-MG’, ‘Carioca Comum’,
‘Catu’, ‘Corrente’, ‘Diamante Negro’, ‘FT-Bonito’, ‘FT-Nobre’, ‘FT-120°, ‘IAC Carioca’,
‘lAC-Maravilha’, ‘IAC-Una’, ‘IAPAR-14’, ‘IAPAR-16’, ‘IAPAR-31’, ‘IAPAR-44’, ‘IPA-6’,
‘Irai’, “Jalo Precoce’, ‘Jamapa’, ‘Onix’, ‘Ouro Negro’, ‘Pérola’, ‘R-161’, ‘RA0-33’, ‘Rio
Tibagi’, ‘Rosinha-G2’, ‘Rox0-90°, ‘Ruda’, ‘Safira’, ‘“Taruma’ e ‘Xamego’ foram suscetiveis a
murcha-de-curtobacterium. Plantas de feijoeiro das cultivares resistentes (IAC-Carioca Arud,
IAC-Carioca Akytd e IAC-Carioca Pyatd) apresentaram menor redugdo da matéria seca da
parte aérea do que das suscetiveis (IAC-Carioca e Pérola), quando inoculadas com
C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

Leite & Behlau (2002) avaliaram a reacdo de cultivares de feijoeiro a
Cff. As 27 cultivares de feijoeiro avaliadas, de importancia regional e nacional, apresentaram
sintomas de murcha-de-curtobacterium. Cultivares de grande importancia como ‘Carioca’, ‘FT-
Tarum@’, ‘FT-120’, ‘lIAC-Una’ e ‘linhagem LP-97-23" foram as mais suscetiveis, enquanto que
as cultivares ‘IAPAR-31’, ‘IAC-Carioca Tybatd’ e ‘IAPAR-MD 841’ foram as mais
resistentes.

Rava et al. (2002), na busca de fontes de resisténcia & murcha-de-
curtobacterium, avaliaram 74 amostras de feijoeiros coletados na regido do Triangulo
Mineiro/Alto Paranaiba. Nenhuma amostra apresentou todas suas plantas resistentes ao
patdgeno; entretanto, em algumas delas, foram encontradas plantas com reacdo de resisténcia.

Segundo os autores, o fato era esperado porque 0s materiais eram compostos, na maioria das
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vezes, de mistura de gendtipos. Dentre as amostras de feijoeiro comum que apresentaram
plantas com reacdo de resisténcia a Cff podem ser citadas: ‘Santa Fé’, ‘Roxinho’, ‘Roxinho
Antigo’, ‘Rox&o de Cacho’, ‘Roxao’, “Trilha de Ferro’.

Recentemente, Rava & Costa (2003) estudaram a reacdo de cultivares
de feijoeiro comum & murcha-de-curtobacterium e verificaram que a maioria das cultivares
apresentaram alta intensidade de sintomas de murcha. As cultivares ‘Ouro Branco’, ‘IPA-9’,
‘IAPAR-31’, ‘IAC-Carioca Pyatd’ e ‘IAC-Carioca Arud’ tiveram reacdo de resisténcia ou
moderada resisténcia. As cultivares ‘lIAC-Carioca Pyatd’ e ‘IAC-Carioca Arud’ foram as mais
resistentes dentre as testadas por Maringoni (2000) e segundo Rava & Costa (2003), o fato
destes cultivares comportarem-se como moderadamente resistentes, pode ser devido a maior
agressividade do isolado de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens utilizado. As cultivares ‘IPA-
9’ e ‘Ouro Branco’ estdo sendo utilizadas como genitores no programa de melhoramento
genético para resisténcia a doencas realizado na Embrapa Arroz e Feijdo, com objetivo de
introduzir resisténcia a murcha-de-curtobacterium em linhagens elites e cultivares
recomendadas. Também esta sendo realizado um estudo da heranca de resisténcia a murcha-de-
curtobacterium, utilizando as cultivares ‘IPA-9” e “‘Ouro Branco’ como genitores resistentes,
‘IAPAR-31" e ‘IAC-Carioca Arud’, moderadamente resistentes, e ‘EPABA-1" e ‘Aporé’ como
suscetiveis (Rava & Costa, 2003).

Como medidas de controle da doenca, além da resisténcia genética em
cultivares, devem ser utilizadas sementes livres do patdgeno, rotacdo de cultura com pelo
menos dois anos entre os cultivos de feijoeiro e eliminar plantas que possam ser hospedeiras do
patdgeno (Saetler & Perry, 1972; Saettler, 1991). O emprego de sementes sadias tem
demonstrado eficiéncia no controle da doenca em varios paises do mundo. Esta medida foi tdo
eficaz que durante varios anos a murcha-de-curtobacterium ndo tinha sido constatada em vérias

areas de producédo de Dakota do Norte, em Minessota, E.U.A. (Venette et al., 1995).
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4.2.1 Fatores de Resisténcia Estruturais e Bioquimicas

Ndo h& estudos citados em literatura, pertinentes as analises
ultraestruturais e bioquimicas da interacdo Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens -
Phaseolus vulgaris L., em gendtipos de feijoeiros altamente resistentes e suscetiveis, visando
caracterizar possiveis alteragdes anatdmicas e bioquimicas, observadas em resposta a presenca
do patdgeno. Frequentes relatos de ativacdo de mecanismos de resisténcia fisica e bioquimica
em plantas a infec¢do pelo patdgeno, em varios outros patossistemas sdo citados em literatura.
Pascholati & Leite (1995) citam a formacgdo de tilose como estrutura de defesa histoldgica,
formada no vaso de xilema, em resposta a invasdo por determinados patégenos. De maneira
geral, plantas resistentes a murchas vasculares exibem a capacidade de formar maiores
quantidades de tiloses do que plantas suscetiveis. Na interacdo algodoeiro-Verticillium albo-
atrum, por exemplo, a répida obstrucdo dos vasos do xilema por tiloses contribui para a
resisténcia das plantas.

Rahman et al. (1999), em estudos de microscopia eletrbnica de
transmissdo, analisaram a colonizagcdo vascular em cultivares resistentes e suscetiveis de
pimentdo (Capsicum annuum) a Ralstonia solanacearum e observaram que vasos do xilema
adjacentes a infeccao foram recobertos pela expansao da parede celular, limitando a dispersao e
reducdo do indculo em plantas resistentes. Foi observado também que a reacdo de
hipersensibilidade nos vasos do xilema induz a distorcdo e lise da bactéria e formacdo de
“goma” envolvendo as bactérias, ndo observadas na cultivar suscetivel de pimentdo (cultivar
LC 455). Nas cultivares resistentes ocorreram a formacao de varios tipos de vesiculas na célula
parenquimatica do tecido vascular, as quais envolvem a massa de bactérias, restringindo a
dispersdo do patdégeno nos vasos adjacentes Os autores concluiram que a limitacdo e reducéao
do inéculo de R. solanacearum nos vasos do xilema em cultivares resistente de pimentdo sdo
induzidas por barreiras fisicas e morfoldgicas.

Trujillo et al. (2001), em estudo da interagdo entre Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli e folhas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris), analisaram as mudancas
ocorridas a nivel celular na epiderme, mesofilo e tecido vascular em genotipos resistentes,

moderadamente resistentes e suscetiveis. Em gendtipos resistentes foi verificado
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encapsulamento das células bacterianas. Nos moderadamente resistentes observaram-se poucas
bactérias nos espacos intercelulares e a formacdo de vesiculas entre o plasmalema e a parede
celular. Nos genotipos suscetiveis, houve maior nimero de bactérias nos espacos intercelulares,
condensacdo do citoplasma, desintegracdo de organelas, rompimento da lamela média e
penetracdo no tecido vascular (vaso do metaxilema) de massas de células bacterianas.

Fatores bioquimicos pré ou pds-formados em gendtipos resistentes
podem exibir atividades antimicrobianas, que podem estar envolvidas na resisténcia da planta
de feijoeiro a Cff. Geralmente essas substancias estdo presentes em tecidos sadios das plantas,
e, em alguns casos, como resultado da infeccdo, podem ser convertidas em substincias
altamente toxicas. Segundo Pascholati & Leite (1995), dentre as substancias bioquimicas pré
ou pos-formadas, encontram-se os compostos fenolicos e fitoalexinas, sintetizados pela propria
planta e que se acumulam nas células vegetais em resposta & infec¢do microbiana (Paxton,
1981).

A sintese e 0 acumulo de fitoalexinas, assim como a ativacdo de outras
respostas de defesa, ocorrem ap0s o reconhecimento de moléculas eliciadoras (Hahn, 1996).
Eliciadores sdo moléculas que estimulam a resposta de defesa nas plantas, apresentam natureza
quimica variada, incluindo carboidratos, glicoproteinas, proteinas, 4acidos graxos e
componentes da parede celular vegetal (Hahn, 1996; Guzzo & Moraes, 1997).

A literatura traz poucas informacdes sobre bactérias como agentes
eliciadores de fitoalexinas, mesmo assim, quase que exclusivamente, envolvendo plantas da
familia das leguminosas (Gnanamanickam & Patil, 1977; Lyon & Wood, 1975; Sanz, 1981;
Wyman & Vanetten, 2002).

Gnanamanickam & Palti (1977), inoculando plantas de feijoeiro com uma
raca incompativel de P. syringae pv. phaseolicola, detectaram fitoalexinas do tipo faseolidina,
faseolinizoflavana e kievitona, além de faseolina e coumestrol, relatada por Lyon & Wood
(1975). Foram constatadas também as atividades antimicrobianas desses compostos sobre a
formacéo de col6nias de P. phaseolicola.

Stholasuta et al. (1971) e Lyon & Wood (1975) detectaram,
respectivamente, acumulo de faseolina e faseolidina e coumestrol, em extratos de folhas de
feijoeiro cv. “Red Mexican” inoculadas com a raga 1, incompativel, de Pseudomonas syringae

pv. phaseolicola, em quantidades dez vezes superiores as encontradas em tecidos suscetiveis
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inoculados com a raca 2, compativel. Inoculando os cultivares “Red Mexican” e “Canadian
Wonder” com a bactéria incompativel P. syringae pv. morsprunorum, ambos exibindo nitida
reacdo de hipersensibilidade, Stholasuta et al. (1971) ndo constataram faseolina no cultivar
“Red Mexican” e encontraram quantidades minimas desta fitoalexina em “Canadian Wonder”,
enquanto que Lyon e Wood (1975) detectaram grandes quantidades de faseolina e coumestrol
em ambos os cultivares. Apesar dos diferentes resultados encontrados no que tange ao acimulo
dessas fitoalexinas, a faseolina parece ndo contribuir para a resisténcia do feijoeiro, em virtude
de sua baixa atividade antibacteriana.

Wyman & Vanetten (2002) compararam o acumulo de fitoalexinas com a
multiplicacdo de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em folhas de feijoeiro, cultivar “Dark
Red Kidney”, suscetivel e a cultivar resistente “Tara”. Nenhuma das fitoalexinas isoflavanoides
conhecidas foi encontrada na cultivar suscetivel. Entretanto, em tecidos da cultivar “Tara”
houve reacdo de hipersensibilidade e producdo de faseolina, faseolinizoflavana e coumestrol.
Em tecidos dessa mesma cultivar, que ndo apresentaram reacao de hipersensibilidade, nenhum
dos isoflavandides foi detectado, mas, cinco dias apés a inoculagéo, o patdgeno atingiu a fase
estacionaria, indicando que a resisténcia havia sido induzida. A limitada atividade
antibacteriana de faseolina e coumestetrol e auséncia dos quatro isoflavandides, caracterizadas
no tecido da cultivar Tara, que ndo reagiu hipersensivelmente, sugere que as fitoalexinas
estudadas ndo contribuiram significativamente para resisténcia do feijoeiro a X. axonopodis pv.

phaseoli.

4.3 ldentificacdo de isolados de Curtobacterium flaccumfaciens via PCR a
partir dos pares de iniciadores CffFOR2-CffREV4 e CF4-CF5

A diagnose e identificacio de Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens (Cff) vém sendo tradicionalmente realizada utilizando-se técnicas bioquimicas.
Entretanto, iniciadores especificos para Cff utilizados em PCR ja se encontram disponiveis,
tornando-se uma ferramenta til para a identificacdo e deteccdo. Em estudo recente, Tegli et al.
(2002) demonstraram a eficiéncia dos iniciadores CffFOR2-CffREV4 na deteccdo de Cff em
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sementes de feijoeiro, porém ndo houve reacdo de amplificacdo de DNA quando utilizados
isolados de outros patovares, representados por C. flaccumfaciens pv. betae, C. flaccumfaciens
pv. oortii, C. flaccumfaciens pv. poinsetiiae e outros géneros de bactérias como Clavibacter,
Xanthomonas e Rhodococcus. Recentemente, Guimardes et al. (2001) elaboraram um par de
iniciadores para PCR, a partir de sequiéncia de fragmentos de DNA cromossdémico obtidos por
sub-clonagem da porgdo especifica hibridizada para Cff, denominando-os CF4-CF5. O
resultado demonstrou alta especificidade para deteccdo de Cff utilizando estes iniciadores, e
ndo para outros patovares e géneros de bactéria.

Segundo Guimarades et al. (2001) esses iniciadores apresentaram alta
especificidade na amplificacdo de fragmento de DNA gendmico de Cff e ndo de outros

patovares de C. flaccumfaciens ou de bactérias de outros géneros.

4.4 Variabilidade genética em Curtobacterium flaccumfaciens avaliada por Rep-
PCR

A reacdo de polimerase em cadeia (PCR) é atualmente uma técnica com
inimeras aplicagdes em ciéncias bioldgicas. PCR é uma técnica facil, rapida, versatil e
sensivel, que envolve a sintese enzimatica in vitro de milhdes de copias de um segmento
especifico de DNA, na presenca da enzima DNA polimerase (Mullis, 1990). PCR envolve
ciclos repetidos de desnaturacdo do DNA, anelamento dos iniciadores com suas sequéncias
complementares e polimerizacéo da fita complementar ao molde (Gama,1998).

Dentre as vérias técnicas moleculares utilizadas em estudos da
variabilidade genética, rep-PCR vem sendo utilizada na identificacdo de isolados bacterianos
(Versalovic et al., 1991; Versalovic et al., 1994). Familias de seqliéncias de DNA repetitivos
altamente conservadas estdo dispersas no genoma de diversas espécies bacterianas (Lupski &
Weinstock, 1992). No genoma de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas ha descricdo de
inimeras sequéncias repetitivas de DNA (Lupski & Weinstock, 1992), sendo que trés familias
vém sendo estudadas com mais detalhes: REP (“repetitive extragenic palindromic”) ou PU,

unidades palindrémicas, e que possuem uma estrutura central conservada com seqiiéncias de
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35-40 pb (Higgins et al., 1982; Stem et al., 1984; Gilson et al., 1984), ERIC (“enterobacterial
repetitive intergenic consensus”) com 124-127 pb (Kamoun & Kado, 1990; Hulton et al., 1991)
e a mais recente denominada de elemento BOX (“Box element”), sendo um grupo de
sequéncias de DNA altamente conservadas, localizadas nas regides intergénicas do
cromossomo de Streptococcus pneumoniae e sdo compostos pelas subunidades BOX A, BOX
B e BOX C, que possuem respectivamente 59, 45 e 50 nucleotideos (Martin et al, 1992; Koeuth
et al., 1995). Estes iniciadores foram obtidos a partir das regibes flanqueadoras destas
sequéncias repetitivas e, quando usados na reacdo de PCR, produzem uma amplificacdo
seletiva de regides gendmicas em fragmentos de DNA de diferentes tamanhos, localizadas
entre os elementos REP, ERIC e BOX. Os protocolos correspondentes sdo referidos como
REP-PCR, ERIC-PCR e BOX-PCR, coletivamente chamados de rep-PCR, independentemente
dos iniciadores utilizados (Versalovic et al., 1991; Versalovic et al., 1994). Os fragmentos de
DNA amplificados sdo separados por eletroforese em gel-de-agarose e conforme o numero e
posicionamento das bandas € possivel estabelecer perfis eletroforéticos especificos. Os
produtos de amplificagdo do DNA com os iniciadores REP, ERIC e BOX, mostram um perfil
de amplificacdo especifica aos niveis de espécie, sub-espécie, patovar ou mesmo de isolados
(Versalovic et al, 1994). Deste modo, a amplificacdo dessas seqiiéncias, por meio de PCR,
permite uma réapida avaliacdo da variabilidade genética em populagdes, sendo que esta técnica
tem sido utilizada com sucesso em estudos de diversidade, bem como para identificacdo e
classificacdo de diversas bactérias, sendo uma importante ferramenta no estudo de populacdes,
devido a simplicidade e potencialidade na anélise de um grande nimero de amostras, a partir de
uma pequena quantidade de DNA (De Brujin, 1992; Lows et al., 1994; Opgenorth et al., 1996;
Pooler et al., 1996; Weingart & Volksch, 1997).

A utilizacdo de rep-PCR para caracterizacdo de bactérias e estudos de
diversidade genética tém se mostrado uma ferramenta Gtil para muitas bactérias, entretanto,
Versalovic et al. (1991), ao utilizarem estes iniciadores em varias espécies de bactérias,
verificaram maior afinidade de hibridizacdo dos iniciadores REP e ERIC para bactérias Gram-
negativas. ERIC, foram utilizados juntamente com os iniciadores REP na identificacdo de
patovares dos géneros Xanthomonas e Pseudomonas (Lows et al. 1994), também para anélise
da diversidade genética entre isolados de Burkolderia solanacearum raga 3 (Smith et al. 1995)
e Rhizobium meliloti (De Brujin, 1992).
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Os iniciadores REP, ERIC e BOX foram avaliados para diferenciacdo
de patovares de isolados de C. flaccumfaciens, e cada uma das trés seqiiéncias mostrou
diferentes niveis de afinidade e sensibilidade para diferenciacdo (Guimardes et al. 2003).
Sequiéncias BOX, encontravam-se presentes no genoma de todos isolados de C. flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens. A amplificacdo do DNA com os iniciadores (BOX) permitiram a
diferenciacdo de todas as espécies de Curtobacterium testadas, como também a separacdo dos
dois patovar; C. flaccumfaciens pv. poinsaettiae e C. flaccumfaciens pv. oortii, entretanto, ndo
sendo possivel a separagdo entre C. flaccumfaciens pv. flaccumfciens e C. flaccumfaciens pv.
betae (Guimardes et al. 2003).

Lows et al. (1994), empregando os iniciadores BOX, ERIC e REP, em
PCR, obtiveram perfis eletroforéticos especificos para varios patovares de Xanthomonas e
Pseudomonas, e concluiram que essa técnica foi rapida, simples e reproduzivel em identificar e
classificar isolados desses géneros, sendo uma ferramenta Util para a diagnose desses
patdgenos. Lopes (1994) conseguiu diferenciar isolados de Xanthomonas albilineans de
diferentes regiGes geogréficas em grupos distintos, através de anélise de grupamento, obtida a
partir de perfis eletroforéticos de fragmentos de DNA, amplificados com os iniciadores ERIC e
BOX.

Scheneider & de Brujin (1996) analisaram perfis eletroforéticos de
Rhizobium meliloti, R. loti, Bradrhizobium spp. e Arzorhizobium caulinodans, obtidos a partir
dos iniciadores REP, ERIC e BOX e concluiram, através de andlise de grupamento, que a
técnica rep-PCR foi um método confidvel para estudo de relacionamento filogenético entre
essas bactérias.

McDonald & Wong (2000), em estudos da diversidade genética de
isolados bacterianos, empregando os iniciadores BOX, ERIC e REP, e através de analise de
grupamento, observaram que dez dos isolados de C. flaccumfaciens utilizados foram
distribuidos em dois grupos distintos. No primeiro grupo foram identificados quatro isolados de
C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens com isolados de C. flaccumfaciens pv. poinsettiae e no
segundo grupo, trés isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, com isolados de
C. flaccumfaciens pv. betae e C. flaccumfaciens pv. oorti, sendo que isolados bacterianos de

outros géneros formaram grupamento distintos.
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A utilizacdo de rep-PCR para caracterizar isolados de Ralstonia
solanacearum permitiu separar 0S mesmos em quatro grupos distintos de padrdes de bandas
para os iniciadores BOX e ERIC, e cinco para o iniciador REP (Bringel, 2002).

Gagliardi  (2003), em estudos recentes, utilizando-se da teécnica
rep-PCR, verificou que ndo houve diversidade genética entre dois isolados australianos de
Leifsonia xyli subsp. xyli, ao passo que, entre L. xyli subsp. xyli e L. xyli subsp. cynodontis, a
diversidade genética foi de 35%. Estas, por sua vez, quando comparadas com as bactérias do

género Clavibacter, apresentaram diversidade genética de mais de 75%.
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5. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados nos laboratérios e em casa-de-vegetacdo
do Departamento de Producdo Vegetal, da Faculdade de Ciéncias Agronémicas, UNESP, Setor

de Defesa Fitossanitéria, campus de Botucatu, SP.

5.1 Obtencéo dos isolados de Curtobacterium flaccumfaciens

Os 26 isolados bacterianos utilizados neste estudo estdo listados na
Tabela 1, dos quais 20 s&o provenientes de feijoeiros oriundos de diferentes regides do Brasil,
quatro de colecbes internacionais (Cff), e dois isolados endofiticos de citros
(C. flaccumfaciens). Os isolados de Cff brasileiros utilizados foram obtidos de culturas
preservadas pertencentes a colecdo do Departamento de Producdo Vegetal — Setor de Defesa
Fitossanitaria, FCA/UNESP, a partir do isolamento de tecido vascular de plantas de feijoeiro
com sintomas da doenga, bem como de isolados de colecGes internacionais. Dois isolados de
C. flaccumfaciens endofiticos de citros (SR 1/6 e PR 4/3) foram cedidos pelo CENA/SP. Testes
de caracterizacdo morfologica e bioquimica / fisioldgica foram realizados para todos os

isolados utilizados.



Tabela 1. Procedéncia dos isolados de Curtobacterim flaccumfaciens testados.

Cadigo dos isolados Hospedeiros Procedéncia
1 Feij 2500 Feijoeiro SP
2 Feij 2502 Feijoeiro SP
3 Feij 2624 Feijoeiro SP
4 Feij 2628 Feijoeiro SP
5 Feij 2634 Feijoeiro SP
6 Feij 2648 Feijoeiro SP
7 Feij 2716 Feijoeiro SP
8 Feij 2718 Feijoeiro SP
9 Feij 2720 Feijoeiro SP
10 Feij 2721 Feijoeiro SP
11 Feij 2769 Feijoeiro E.UA
12 Feij 2771 Feijoeiro E.UA
13 Feij 2772 Feijoeiro E.UA
14 Feij 2773 Feijoeiro Franca
15 Feij 2774 Feijoeiro SP
16 Feij 2855 Feijoeiro SP
17 Feij 2910 Feijoeiro PR
18 Feij 2912 Feijoeiro PR
19 Feij 2927 Feijoeiro SC
20 Feij 2928 Feijoeiro SC
21 Feij 2929 Feijoeiro SC
22 Feij P29 Feijoeiro SP
23 Feij 2936 Feijoeiro DF
24 Feoj 2937 Feijoeiro DF
25 C2932 *Citros SP
26 C2933 *Citros SP

*CENA/SP
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5.2 ldentificacdo da resisténcia genética em germoplasma de feijoeiros a
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

Os ensaios foram realizados sob condicdes de casa-de-vegetacdo,
visando avaliar a reacdo de resisténcia em 333 acessos de feijoeiros, pertencentes ao banco de
germoplasma do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC). Os materiais foram inoculados
artificialmente com o isolado Feij 2634 de Cff. Empregaram-se cinco repeti¢cbes para cada
genotipo. Utilizou-se a cultivar Pérola como testemunha (inoculada e ndo inoculada).

As plantulas de feijoeiro foram obtidas em vaso, contendo o volume
aproximado de 2 L de substrato autoclavado, constituido da mistura de terra, esterco de curral
curtido e areia grossa lavada na proporcao de 1:1:1, acrescido de 0,6 Kg de sulfato de amdnio,
1,7 Kg de superfosfato simples, 0,6 Kg de cloreto de potéssio e 0,8 Kg de calcareo dolomitico
para cada m® da mistura. Em cada vaso foram mantidas trés plantas e, aos nove dias apés
emergéncia, foram inoculadas, através de duas pungdes no caule, entre as folhas cotiledonares e
folhas primarias, com uma agulha entomoldgica previamente umedecida em col6nias
bacterianas, obtidas do isolado Feij 2634, desenvolvidas em meio Nutriente Sacarose e Agar
(NSA), durante 96 h a 28 °C. No tratamento testemunha, as plantas ao invés de indculo
bacteriano receberam agua destilada (Maringoni, 2000).

As plantas foram irrigadas diariamente e pulverizadas semanalmente
com defensivos agricolas registrados para a cultura, visando o controle de acaros e insetos.

Os sintomas da doenca foram avaliados aos 30 dias apos a inoculacdo,
atribuindo-se notas que variaram de 0 a 9, conforme Maringoni (2000), onde: 0 = sem sintomas
da doenca; 1 = sintomas de mosaico nas folhas; 3= poucas folhas murchas (1 a 3 folhas, menos
de 10% das folhas da planta); 5 = aproximadamente 25% de folhas apresentam murchas e
amarelecimento; 7 = aproximadamente 50% de folhas murchas, amarelecimento e necrose de
foliolos, plantas com nanismo; 9 = aproximadamente 75% ou mais de folhas com murcha e/ou
necrose, queda prematura de folhas, nanismo severo e/ou morte da planta. A média de notas

dos sintomas da doenca para cada gendtipo correspondeu a severidade média da doenca.
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5.3 Agressividade de isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

em gendtipos de feijoeiro

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetacdo, onde as
condigcdes ambientais foram parcialmente controladas: temperatura diurna 25 a 30 °C e
temperatura noturna mantida acima de 20 °C. Utilizando-se da mesma metodologia de
inoculagdo descrita no item 5.2, foi avaliada a agressividade de quatro isolados de Cff,
procedentes de diferentes locais, a partir da reacdo em gen6tipos de feijoeiros suscetiveis e
resistentes, selecionados ap0Os triagem do Banco de Germoplasma, cedido pelo Instituto
Agronémico de Campinas (IAC). Isolados procedentes de quatro Estados brasileiros: Feij
2634 de Sdo Paulo, Feij 2910 do Parana, Feij 2928 de Santa Catarina e Feij 2936 do Distrito
Federal foram inoculados em genotipos de feijoeiros resistentes (IAC Carioca Pyata, Ac-297,
Ac-405 e Ac-587) e suscetiveis (cultivares Pérola e IAC Rosinha). Empregaram-se quatro
repeticdes para cada gendtipo com trés plantas/vaso e testemunha (&dgua). O delineamento
experimental foi o de blocos ao acaso. Os pardmetros avaliados 30 dias ap06s a inoculacdo
foram: severidade da doenca (1- sem sintomas; 2- foliolos menores, plantas menos
desenvolvidas, inicio de murcha e necrose de folhas; 3- amarelecimento, murcha e necrose de
folhas até 50% das plantas; 4- presenca de amarelecimento, murcha e necrose de folhas
superior a 50%; 5- plantas mortas), massa seca da parte aérea (g) por planta e reducdo (%) na
massa seca da parte aérea por planta. Esta escala foi desenvolvida, pois a anteriormente
empregada ndo foi suficiente para diferenciar a severidade apresentada pelas plantas

inoculadas.
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5.4 Colonizagdo de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no
xilema de feijoeiros altamente resistentes e suscetiveis, visualizados sob

microscopia eletronica de varredura (MEV)

Neste estudo, utilizou-se da microscopia eletronica de varredura para
comparar a colonizacdo de células bacterianas de Cff, por inoculagdo artificial, no xilema de
feijoeiros altamente resistentes (Ac-297, Ac-405 e Ac-592) e suscetiveis (Ac-546 e Ac-586).
Foram utilizadas cinco repeti¢cbes para cada genotipo. Em cada vaso foram mantidas trés
plantas e, aos nove dias apds emergéncia, inoculadas com o isolado de Cff Feij 2634, atraves
de duas puncdes no caule, entre as folhas cotiledonares e as folhas primarias, com uma agulha
entomoldgica previamente umedecida em coldnias bacterianas, desenvolvidas em meio NSA,
durante 96 h a 28 °C. No tratamento testemunha, as plantas ao invés de indculo bacteriano
receberam &gua destilada (Maringoni, 2000).

Trinta dias apos a inoculacéo, foram realizados cortes longitudinais dos
caules de feijoeiros resistentes e suscetiveis, de aproximadamente 4 cm da regido de
inoculacdo, em trés repeti¢des de cada amostra, para analise em MEV da bactéria presente no
xilema.

No preparo das amostras, 0s materiais vegetais foram fixados em
glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato, pH 7,3 — 0,1 M, seguidos de lavagem em agua destilada
trés vezes a cada dez minutos. A pos-fixagéo foi realizada em tetroxido de 6smio 0,5% em agua
destilada por 30 minutos, seguidos de desidratacdo em series crescentes de etanol (7,5 a 100%).
Para a secagem das pecas em aparelho de ponto critico Balzers CPD-020, utilizou-se dioxido
de carbono liquido. Em seguida procedeu-se a montagem das amostras em “stubs”, as quais
foram cobertas com 10 nm de ouro em Metalizador MED-010 da Balzers, para a analise das

amostras em microscopico eletrénico de varredura.
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5.5 Reac0es de PCR

5.5.1 Preparo do inéculo de Curtobacterium flaccumfaciens para a extracdo do DNA

Os 26 isolados de C. flaccumfaciens utilizados, a partir de culturas
preservadas, foram transferidos para tubo de ensaio contendo aproximadamente 10 mL de agua
destilada estéril, sequidos de plagueamento em meio de cultura (NSA) durante 48 - 72 h, a
30 °C. As col6nias bacterianas formadas na superficie do meio de cultura foram analisadas
quanto ao seu formato, coloragdo, brilho e caracteristica de crescimento. Dentre os 26 isolados
utilizados, todos apresentaram as caracteristicas do género Curtobacterium. Os respectivos
isolados foram transferidos em Erlemeyer contendo 30 mL de nutriente liquido e mantidos a
30 °C durante 12 a 16 h.

5.5.2 Extracdo do DNA genémico

A técnica utilizada na extracdo do DNA gendmico dos 26 isolados foi a
descrita por Li & De Boer (1995). Um volume aproximado de 2,4 mL de meio liquido
contendo células bacterianas de cada isolado foram centrifugados a 13.000 rpm por 5 minutos.
Descartou-se 0 sobrenadante de cada amostra e procedeu-se a lavagem do sedimento com
adicdo de 1 mL de &gua destilada e esterilizada, seguidos de centrifugacdo (13.000 rpm / 5
minutos). Este procedimento foi repetido duas vezes. O sedimento foi submetido a —20 °C por
1 hora. Ap6s o descongelamento, temperatura ambiente, foram adicionados 100 ul de acetona
(- 20° C) e as amostras homogeneizadas, mantidas a temperatura ambiente por 10 minutos e em
seguida ressuspendidas em 500 pl de tampdo de extracdo TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM
EDTA, pH 8.0) + 50 pl de 500 mM EDTA pH 8,0 + 50 ul de dodecyl sulfato de sédio SDS a
14% + 10 pl de proteinase K (0,1%), seguidos de homogenizacdo e incubacdo por 1 hora a

55 °C. Adicionou-se igual volume de acetato de aménio (7,5 M), seguidos de homogenizagao e
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centrifugacdo (13.000 rpm / 20 minutos). Foram retirados 900 pl do sobrenadante de cada
amostra e transferidos para um novo microtubo, adicionando 540 ul de isopropanol, seguidos
de homogenizagdo e precipitacdo a —20 °C por 1 hora. As amostras foram centrifugadas
(13.000 rpm / 30 minutos) a 4 °C. O sedimento foi lavado com etanol 70% (-20°C),
centrifugado por 13.000 rpm / 5 minutos e secado a vacuo. O DNA foi ressuspendido em 50 pl

de agua destilada esterilizada.

5.5.3 Amplificacdo do DNA com os iniciadores CffFOR2-CffREV4 e CF4-CF5

Os iniciadores CffFOR2 5° GTTATGAACTTCACTCC 3’ e
CffREV4 5 GATGTTCCCGGTGTTCAG 3’ descritos por Tegli et al. (2002) e CF4 5’
CACAGCCACCTACATGC 3’ e CF5 5° GATCGGGAGTCCGAG 3’ (Guimaraes et al. 2001)
foram utilizados para a identificacdo dos 26 isolados de C. flaccumfaciens. As condic¢des de
PCR para os iniciadores CF4-CF5 foram as descritas por Guimardes et al. (2001), onde em 25
pl de reacdo foram adicionados 2,5ul de DNA, 0,2 uM de cada iniciador, 1 U de Tag DNA
polimerase e 25mM dNTP. A rea¢do de PCR consistiu em um ciclo inicial de desnaturacdo a
96 °C por 2 mininutos; 34 ciclos constituidos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos,
anelamento a 55 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 30 segundos, com um ciclo final
de extensdo a 72 °C por 10 minutos. Para os iniciadores CffFOR2-CffREV4 foi utilizada a
condicdo de PCR descrita por Tegli et al. (2002). Aos 25 pl de reagdo foram adicionados 2,5ul
de DNA, 0,5 uM de cada iniciador, 1 U de Taqg DNA polimerase e 25mM dNTP. A reacéo de
PCR consistiu em um ciclo inicial de desnaturacdo a 94 °C por 3 minutos; 30 ciclos
constituidos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 60 °C por 45 segundos e
extensdo a 72 °C por 30 segundos, com um ciclo final de extensdo a 72 °C por 5 minutos. O
produto amplificado por PCR foi visualizado em gel de agarose 1% em tampéo TBE 0,5%,
tratado com brometo de etideo, sendo que foi utilizado o marcador 1 kb DNA Ladder

(Invitrogen Brasil).
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5.5.4 Condicgbes de PCR para os iniciadores REP, ERIC e BOX

Para a amplificacdo do DNA utilizou-se os iniciadores ERIC (ERIC1R
5 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC3’) e ERIC2 (5’ AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG
3’), BOX (BOXAl1R 5 CTACGCCAAGGCGACGCCTGACG3’) e REP (REPIR-I
5’ IHICGICGICATCIGGC 3’ e REP2I 5’ ICGICTTATGIGGCCTAC 3’) (Versalovic et al.
1994). As condicdes de PCR utilizada foram as descritas por McDonald & Wong (2000), com
algumas modificacOes. A reagéo foi realizada num volume de 25 pl contendo 50 ng de DNA,
50 pmol de iniciadores, 2 U de Tag DNA polimerase e 1,25 mM dNTP. As etapas de
amplificacdo incluiram desnaturacéo inicial a 95 °C por 7 minutos; 34 ciclos constituidos de
desnaturacédo a 94 °C por 3 segundos, e 92 °C por 30 segundos, anelamento por 1 minuto para
os iniciadores REP a 40 °C e ERIC e BOX a 50 °C e extensdo a 65 °C por 8 minutos, com um
ciclo final de extensdo a 65 °C por 8 minutos. O produto amplificado foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1%, em tampdao TBE 0,5%, por 6 horas a 40 V/cm e em seguida
tratado com brometo de etidio. O marcador utilizado foi 1 Kb DNA Lader (Invitrogen Brasil).
As 26 bandas de DNA polimérficas geradas pelos iniciadores REP,
ERIC e BOX foram observadas para cada um dos isolados, atribuindo-se os valores 1 (presencga
da banda) e O (auséncia da banda) e a matriz obtida foi analisada no algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean), no programa NTSYS-pc (versdo
1,70; Exeter Software, Setaukaat, NY, EUA) para obtencdo do dendograma, visando comparar

a similaridade ou a diversidade dos isolados bacterianos.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 lIdentificacdo da resisténcia genética em germoplasma de feijoeiro a

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

Os resultados referentes a avaliacdo dos 333 acessos de feijoeiro a
murcha-de-curtobacterium, 30 dias ap6s a inoculacdo com o isolado Feij 2634, encontra-se na
Tabela 2. A partir dos sintomas da doenca, foram atribuidas notas que variaram de 0 a 9,
conforme Maringoni (2000). A média de notas dos sintomas da doenca para cada gendtipo
correspondeu a severidade media da doenca.(SMD). Foram considerados altamente resistentes
(SMD= 0 a 0.9) 29 genotipos (8,7%); resistentes (SMD= 1.0 a 2.9) 13 gendtipos (3,9%);
moderadamente resistentes (SMD= 3.0 a 4.9) 18 gendtipos (5,4%) e suscetiveis (SMD acima
de 5.0) 273 gendtipos (82%).



Tabela 2. Reacdo de genotipos de feijoeiro a Cff

Genotipos “Severidade da Doenca  Classe de Resisténcia
Cal-153 0 AR
GEN 96A58 (P3-4-1-1) 0 AR
H96A98 (5-1-1-55) 0 AR
IAPAR-31 0 AR
IAC-Carioca Tybata 0 AR
H96A34 (P1-2-2-1-1) 0.1 AR
H96A46 (7-1-1-1-51) 0.1 AR
Vermelho Desconhecido 0.1 AR
H96A34 (P1-3-2-1-1) 0.2 AR
H96A58 (P3-4-1-1-1) 0.2 AR
1-114 0.2 AR
TIB-3042 0.2 AR
HI96A14 (7-3-1-53P-1) 0.3 AR
H96A14 (7-3-1-53V-2) 0.3 AR
H96A34 (P1-1-1) 0.3 AR
H96A101 (P2-4-1-1) 0.3 AR
H96A28 (P7-1-1-1-1) 0.4 AR
GEN 96A28 (P4-1-1-1-1) 0.5 AR
H96A55 (2-2-3-51-1) 0.5 AR
H96A58 (P3-1-1) 0.5 AR
H96A55 (P16-1-1) 0.6 AR
H96A98 (5-1-51-1) 0.6 AR
Ovo de Codorna Tyunaga 0.6 AR
H96A31 (P1-2-1-1-1) 0.7 AR
H96A34 (1-1-2-51-1) 0.8 AR
H96A45 (P1-7-2-1-1) 0.8 AR



Continuacédo da Tabela 2

Genotipos

“Severidade da Doenca

Classe de Resisténcia

H96A51 (P1-2-4-1-1)
H96A98 (5-1-51-1)
H96A101 (3-3-51-1)
H96A28 (P4-1-1-1-1)
TO

Fradinho

Fradinho Cruzeiro
H96A56 (P6-1-4-1P-2)
Mex-54

H96A3 (P17-1-1)
MAN-38

DOR-482

H96A50 (P7-1-2-1-1)
H96A31 (1-2-1-53-1)
H96A18 (P2-1-1-1-1)
H96A101 (2-4-51-1)
GEN 96A10 (P5-1X-1)
RAZ-59

ABC 136

Leg Floresta 5
Rosada

WAF-74

G5207

D. Calima

RAZ-49

AND-279

0.8
0.8
0.9
1.0
1.1
1.2
1.2
1.3
1.3
1.5
1.5
1.7
1.8
1.9
2.0
2.4
3.0
3.0
3.1
3.1
3.1
3.1
3.2
3.3
3.3
3.4

Xl XX XV XV XV XV XV XV XV XUV XV O U

£ 22252
T T T X U T UV O T T
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Continuacédo da Tabela 2

Genotipos

“Severidade da Doenca

Classe de Resisténcia

Durango-222
H96A34 (P1-5-1-1-1)
LP 88-175

BB LAKE

WAF-69

Xan-112

H96A37 (P12-1-1)
Durango- 222

GEN 96A13 (P3-3-2-1-1)
Mar- 01

H96A46 (51-1-1-1-52)
WAF-75

Xan-251

G 5686

Xan-159

G 2858

H96A103 (1-151-1)
Jabola (CB)

Raven

RAZ-56

A-449

IAC-Carioca Eté
Pirapora (CB)
Bat-332

Car-Marron

H96A37 (P1-1-2-1-1)

3.4
3.4
3.4
3.8
3.9
3.9
4.0
4.2
5.0
5.0
5.1
5.1
5.1
5.2
5.2
5.3
5.3
5.3
5.3
5.3
5.4
5.4
5.4
5.5
5.5
5.5

o u u nu nuo un unu nu nu n n nu 60 n no unu unum
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Continuacédo da Tabela 2

Genotipos “Severidade da Doenca  Classe de Resisténcia
Antioquia 8 5.6 S
R.bac 5.6 S
Baetdo 5.7 S
Bat-477 5.7 S
IAC-Carioca Eté 5.8 S
Jamara 5.8 S
Kaboon 5.8 S
Mamoninha 5.8 S
A-211 5.9 S
Baetdo 5.9 S
IAC-Carioca Eté 59 S
H96A28 (P1-1-1) 6.0 S
H96A34 (P12-1-1) 6.0 S
H96A28 (P5-2-1-1-1) 6.1 S
H96A98 (15-2-53-1) 6.5 S
H96A98 (P5-2-1-1) 6.7 S
A-322 7.0 S
Cornell-49242 7.0 S
H96A55 (P1-1-4-1-1) 7.0 S
H96A98 (12-1-51-1) 7.0 S
IAPAR 81 7.0 S
Pijdo 7.0 S
CNF-86-9 7.1 S
H96A31 (P2-1-3-1-1) 7.1 S
H96A98 (12-1-53-1) 7.1 S
Mortifio 7.1 S

32



Continuacédo da Tabela 2

Genotipos “Severidade da Doenca  Classe de Resisténcia
Montcalm 7.1 S
Preto-158 7.1 S
Bayo 7.2 S
H96A56 (9-3-2-51-1) 7.2 S
H96A98 (15-2-51-1) 7.2 S
H96A102 (1-1-52-1) 7.2 S
IAPAR-14 7.2 S
Preto-167 7.2 S
Batista Brilhante (CB) 7.3 S
Carioca Comum 7.3 S
HI96A5 (P2-51-1) 7.3 S
H96A28 (P4-5-2-1-1) 7.3 S
H96A55 (2-2-3-51-1) 7.3 S
H96A102 (1-2-51-1) 7.3 S
IAPAR-Bac 6 7.3 S
Bat. 93 7.4 S
Copinho Grande Preto 7.4 S
Goytacazes 7.4 S
H96A10 (P5-1X-1) 7.4 S
Pato de Minas 7.4 S
Rim de Porco 7.5 S
H96A96 (2-1-51-1) 7.6 S
Preto-196 7.6 S
RAZ-55 7.6 S
Safira 7.6 S
Feb. 29 7.7 S
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Continuacédo da Tabela 2

Genotipos

“Severidade da Doenca

Classe de Resisténcia

H96A35 (P6-2-1-1-1)
H96A55 (1-1-4-1-53)
H96A102 (1-2-54-1)
Meéxico-309
Mulatinho

H96A3 (P13-1-1)
México-435
73-VUL-3205
H96A12 (5-1-4-52-1)
H96A13 (P3-51-1)
IAC UNA

H96A83

Rosinha

Baio da Praia

GEN 96A31 (P2-1-1-1-1)
H96A5 (P5-1-1)
H96A28 (P4-4-1-1-1)
Sanilac

H96A3 (7-52-1)
H96A54 (P2-2-1-1-1)
H96A98 (15-2-51-1)
Rosinha

H96A98 (15-3-52-1)
Carioca 80
CF-840743

H96A34 (P13-1-1)

7.7
7.7
7.7
7.7
7.7
7.9
7.9
7.9
8.0
8.0
8.0
8.1
8.1
8.2
8.2
8.2
8.2
8.2
8.3
8.3
8.3
8.3
8.4
8.5
8.5
8.5

nw u u nu nu un unu nu nu n un nu 0 n n n o0 60 n n n0 o0 n n onom
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Continuacédo da Tabela 2

Genotipos

“Severidade da Doenca

Classe de Resisténcia

H96A3 (2-51-1)
Mulata Gorda

Pérola

Preto do Procone

Red Kidney

Rosinha

Rosinha

Rosa Guaraneésio Tipo C
A-443 (Res. Bac.)
Baetdo

Black Turtle Soup Bean
Cavalo Amarelo
Contender

Costa Rica

DOR-476

ECU-208

Frijol Negro

Gordo Branco

H96A13 (P3-3-2-1B-2)
H96A31 (P2-1-1-1-1)
H96A51 (P1-2-1-1-1)
H96A51 (P1-2-1-1-1)
H96A56 (9-3-2-52-1)
H96A57 (P2-6-1-1-1)
IPA-8

IAPAR-72

8.5
8.5
8.5
8.5
8.5
8.5
8.5
8.5
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6

nw unu u nu nuo unu unu nu nu n n nu 60 n n n u0u 60 n 00 n o0 n n onom
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Continuacédo da Tabela 2

Genotipos

“Severidade da Doenca

Classe de Resisténcia

Manteiguinha
México-12
Porrilo-1
PR-733612
RAI-76
Rosado-13
Rosinha-127
Samll White 59 Preto
Vermelhinho
A-21

A-55

A-439 (Res. Bac)
Actoplan

Aporé

ARC-4
B-Puebla-40
Branco Graudo
Canejo
Carioca-MG
Chileno Preto
Chubinho
DOR-391
EMB-81

Enxofre (Diacol Mina Pent)
Guatemala 2226
G-4000

8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.6
8.7
8.7
8.7
8.7
8.7
8.7
8.7
8.7
8.7
8.7
8.7
8.7
8.7
8.7
8.7
8.7
8.7

0w uOu u nu nuo uno unu nuo nu n un nu 60 n n n n0 60 n0 00 n o0 n n onom
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Continuacédo da Tabela 2

Genotipos “Severidade da Doenca  Classe de Resisténcia
G-11796 8.7 S
H96A55 (P1-1-8-1-1) 8.7 S
H96A104 (4-1-51-1) 8.7 S
IAC UNA 8.7 S
IAPAR-57 8.7 S
Jalo Itararé 8.7 S
México-488 8.7 S
México-114 8.7 S
Pan 72 8.7 S
Perry Marron 8.7 S
P1-207262 8.7 S
Preto Lages 8.7 S
Real Mexican 34 8.7 S
Retinho Santa Rosa 8.7 S
Rosinha G2 8.7 S
Sem nome-Rosinha 8.7 S
Tupi 8.7 S
Turrialba-1 8.7 S
Uberabinha 8.7 S
A-ICA-TUI 8.8 S
Aleméo 8.8 S
Baetéo 8.8 S
Bagajo 8.8 S
B.Porrilo-70 8.8 S
Branco-119 8.8 S
Canario-101 8.8 S
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Continuacédo da Tabela 2

Genotipos “Severidade da Doenca  Classe de Resisténcia
Coco Blanchi 8.8 S
Corrilo Sintético 8.8 S
ECU-311 8.8 S
Feijao Inga 8.8 S
Feijao Vermelho Graido 8.8 S
IAPAR-80 8.8 S
Jalo-110 8.8 S
Jamapa 8.8 S
Leg. Rosinha 8.8 S
MDRK 8.8 S
Mex-279 8.8 S
México-44 8.8 S
México-498 8.8 S
Monte Negro-1349 8.8 S
Oito e Nove 8.8 S
Preto-146 8.8 S
Preto-209 8.8 S
Preto Dom Feliciano 8.8 S
Preto Uberabinha 8.8 S
Pirata-1 8.8 S
Quarenteno 8.8 S
Rim de Porco 8.8 S
Rosinha 8.8 S
Rosinha-145-1-1 8.8 S
Sem. Grande cor de vinho 8.8 S
STO-ROSS 8.8 S
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Continuacédo da Tabela 2

Genotipos “Severidade da Doenca  Classe de Resisténcia
Terra Velha 8.8 S
TU 8.8 S
Uberabinha 8.8 S
Venezuela-350 8.8 S
Venezuella-350 8.8 S
Venezuela-42-5-1 8.8 S
Vermelho de Minas 8.8 S
73-VUL-3210 8.8 S
A-285 8.9 S
A-300 8.9 S
AFR-188 8.9 S
Aleméo 8.9 S
Barbunya 8.9 S
Caete (preta) 8.9 S
Chileno / Branco 8.9 S
DOR-390 8.9 S
EMP-407 8.9 S
EMP-408 8.9 S
Feijdo Pintado 8.9 S
Flor de Mayo 8.9 S
Goiano Precoce 8.9 S
G916 8.9 S
G2333 8.9 S
HF 5465-63-1 8.9 S
H96A10 (P5-1-1) 8.9 S
H96A39 (P3-1-1) 8.9 S
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Continuacédo da Tabela 2

Genotipos

“Severidade da Doenca

Classe de Resisténcia

H96A39 (P3-1-1)
H96A42 (P5-3-1-1-1)
IAPAR-44
IAPAR-65

IPA-1

Jalo

Jalo

Jamapa

MD-806

Pinto-114
Pompadair
Pompador
PR-733639
Puebla-152

RG 342 CH60(MA)
Rico-23

Riz-30

Rosa Guaranesio Tipo B
Rosinha
Sangre-Toro
Taruma

Amendoim

Apetito Branco
ARC-1

ARC-2

ARC-3

8.9
8.9
8.9
8.9
8.9
8.9
8.9
8.9
8.9
8.9
8.9
8.9
8.9
8.9
8.9
8.9
8.9
8.9
8.9
8.9
8.9
9.0
9.0
9.0
9.0
9.0

nu u u nu nu un unu nu nu n un n 60 n n n o0 60 n n n o0 n n noom
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Continuacédo da Tabela 2

Genotipos “Severidade da Doenca  Classe de Resisténcia
Bataav 9.0 S
B. Turrialba 9.0 S
Cal-143 9.0 S
Guatemala-479 9.0 S
HIBC 9.0 S
Honduras-32 9.0 S
H96A9 (P6-1-1) 9.0 S
H96A13 (P3-1B-2) 9.0 S
H96A45 (3-51-52-1) 9.0 S
H96A96 (2-1-52-1) 9.0 S
IPA-2 9.0 S
Mar-2 9.0 S
Méx-54 9.0 S
México 115 9.0 S
P1-310724 9.0 S
Puebla-152 9.0 S
Preto-184 9.0 S
R. bac. 9.0 S
Rico 9.0 S
Rosado-14 Mulatinho 9.0 S
60 Dias 9.0 S
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* Escala de notas da severidade média da doenca (SMD) de 0 a 9.0 (Maringoni 2000)
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No conjunto dos 333 acessos de feijoeiros avaliados em reacdo ao
isolado de Cff Feij 2634 (Tabelas 2) foram observados diferentes niveis de resisténcia. Pode-se
inferir que no germoplasma de feijoeiro do IAC avaliado, cerca de 18% dos materiais, desde
altamente resistentes a moderadamente resistentes, podem ser Uteis para 0 melhoramento como
fonte de genes para resisténcia a Cff.

A identificagdo de fontes de resisténcia a diversas doengas do feijoeiro é
uma etapa basica em programas de melhoramento que visam o desenvolvimento de cultivares
resistentes as principais doencas. Além da resisténcia genética, devem ser reunidas varias
outras caracteristicas agrondmicas desejaveis a cultivar. Neste sentido, dentre os genotipos do
IAC selecionados para a avaliagdo de resisténcia a Cff, constam aqueles avaliados para outros
caracteres obtidos apds cruzamentos artificiais, realizados entre fontes de genes para resisténcia
a doencas causadas por antracnose, mancha angular e crestamento bacteriano comum do
feijoeiro, variedades locais adaptadas e plantas com graos de outros tipos (Tabela 2).

A avaliacdo da resisténcia genética para alguns gendtipos de feijoeiro a
Cff realizados em diferentes institui¢des corrobou na comparacao dos resultados obtidos neste
estudo. As cultivares IAC-Carioca Tybata, IAPAR-31 e IAPAR-14, consideradas resistentes a
murcha-de-curtobacterium por Leite & Behlau (2001), no presente trabalho foram altamente
resistentes apenas para as duas primeiras cultivares (Tabela 2), sendo que a cultivar IAPAR-14
apresentou reagdo de suscetibilidade, concordando com os resultados obtidos por Maringoni
(2002) e Rava & Behlau (2002). Os genotipos IAPAR-31, IAC-Carioca Pyatd e IAC-Arug,
considerados moderadamente resistente por Rava & Costa (2002), para as duas ultimas
cultivares foram as mais resistentes dentre as testadas por Maringoni (2002). Segundo Rava &
Costa (2001), o fato das duas cultivares comportarem como moderadamente resistentes numa
regido e resistentes em outra pode ser devido a diferenca de agressividade dos isolados de Cff.
Neste sentido, torna-se de grande importdncia o conhecimento da variabilidade da
agressividade de isolados de Cff.

Na Tabela 3 estdo algumas linhagens de feijoeiro que, embora da mesma

genealogia, apresentaram reacdes diferentes nos niveis de resisténcia a Cff.



Tabela 3 Variacdo nos niveis de resisténcia a murcha-de-curtobacterium em linhagens de

feijoeiros de mesma genealogia

Genealogia Linhagem C.R.
(Vax1.Arud).(Akytd.IAPAR14) x A686 H96A28 AR
(Vax1l.Arud).(Akytd.IAPAR14) x A686 HI96A28
(Vax1l.Arud).(Akytd.IAPAR14) x A686 HI96A28 S
(Vax1.Arud) x (Arua.Marl).(Maravilha.Cal143) HI96A31 AR
(Vax1.Arud) x (Arua.Marl).(Maravilha.Cal143) HI96A31
(Vax1.Arud) x (Arua.Marl).(Maravilha.Cal143) H96A31 S
(Pyatd.Marl).(Akytd.IAPAR14) x (Marav..Mar1).(Una.A300) H96A45 AR
(Pyatd.Marl).(Akyta.|IAPAR14) x (Marav..Marl).(Una.A300) H96A45 R
(Una.A300).(Marav.G2338) x (Pyatd.G916).(Marav..Marl) H96A46 AR
(Una.A300).(Marav.G2338) x (Pyatd.G916).(Marav..Marl) H96A46 S
(Marav.Cal143).(Pyatd.Mar2) x (Xan251.Akytd).(Pyata.Marl) HI96A55 AR
(Marav.Cal143).(Pyatad.Mar2) x (Xan251.Akytd).(Pyata.Marl) HI96A55 S
(Pyata.A686).(Marav.G2338).(Maravilha.And277) x L317-1 HI96A98 AR
(Pyatd.A686).(Marav.G2338).(Maravilha.And277) x L317-1 H96A98 S
(Arud.G5686).(Xan251.Akytd).(Pyatd.Marl) x Arud H96A101 AR
(Arud.G5686).(Xan251.Akytd).(Pyatd.Marl) x Arud H96A101 R
(Marav.Mar2).(Una.A300) x (Pyatd.G916).(Marav.Mar1) H96A56
(Marav.Mar2).(Una.A300) x (Pyatd.G916).(Marav.Mar1) H96A56 S
(Arud.G5686) x (Xan251.Akytd).(Pyata.Marl) HI96A37 MR
(Arud.G5686) x (Xan251.Akytd).(Pyatd.Marl) H96A37
(Arud.Marl) x (Akytad.IAPAR14) H96A12
(Una).(Arcl) x (Pyatd).(Cal143) H96A83 S
(Akytd.Xan251) x (Pyatd.Marl) H96A14 AR

“Classe de Resisténcia: AR = Altamente Resistente; R = Resistente; MR = Moderadamente

Resistente; S = Suscetivel
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A andlise da genealogia de alguns cruzamentos mostram reagdes
diferentes dentro do mesmo gen6tipo ao isolado de Cff (Tabela 3). A Tabela 2, representada
pelos cruzamentos H96A98 (5-1-1-55) e H96A46 (7-1-1-1-51), pertencentes ao ensaio de
avaliacdo de Cff em plantas de feijoeiros com resisténcia & antracnose, comportaram-se como
altamente resistentes e suscetiveis a Cff. Neste caso como 0s cruzamentos e selegdes precoces
nas geracdes iniciais foram realizados para resisténcia a antracnose e ndo para Cff, o gene de
resisténcia pode ter se perdido durante o processo de sele¢do para resisténcia a antracnose.
Assim houve casos em que a resisténcia a Cff coincidiu com a resisténcia a antracnose e em
outros casos ndo. Pode-se inferir que os genes de resisténcia a antracnose e Cff ndo estdo
ligados ou proximos, pois permitiram a segregacdo independente dos genes (comunicacao
pessoal — Dr. Sérgio Augusto Morais Carbonell - 1AC). Outros exemplos de progenitores da
mesma genealogia, utilizados em cruzamentos artificiais, e que geraram linhagens altamente
resistentes e suscetiveis a Cff, estdo listados na Tabela 3.

A auséncia de informagdes sobre a reacdo de genétipos a doencas
utilizadas num bloco de cruzamento, em adicdo a auséncia de outras caracteristicas
agronémicas desejaveis, podem limitar em pouco tempo o uso de uma nova cultivar lancada no
mercado. Alguns genes de interesse pertencentes a determinados progenitores, por ocasido dos
cruzamentos e selecdo, podem ser perdidos ou mesmo ndo existirem e, por fim ndo serem
agregados a nova linhagem. Entre os cruzamentos listados na Tabela 3, H96A12: (Arud.Marl)
X (Akytd.IAPAR14) e H96A83: (Una).(Arcl) x (Pyatd).(Call43), originaram linhagens
suscetiveis a Cff mesmo compostas por cultivares resistentes IAC-Carioca Akyta e
IAC-Carioca Pyatd (Maringoni. 2002). Ao contrario, o0 cruzamento entre H96A14:
(Akytd.Xan251) x (Pyatd.Mar1), resultou linhagem altamente resistentes a Cff (Tabelas 2 e 3) .
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A Figura 1 ilustra os sintomas da murcha-de-curtobacterium em
gendtipos de feijoeiro altamente resistentes (Ovo de Codorna Tyunaga e Cal-153) e suscetiveis
(Gordo Branco e ARC-4). Figura 2 os sintomas desta doenca em plantas de feijoeiro da cultivar

Perola inoculada (A) e ndo inoculada (B) com o isolado Feij 2634, 30 dias apos a inoculacao.

Ovo de
Codorna
{ Tyunaga |

Figura 1 — Sintomas de murcha-de-curtobacterium em genotipos de feijoeiro altamente
resistentes (Ovo de Codorna Tyunaga e Cal-153) e suscetiveis (Gordo Branco e
ARC-4), aos 30 dias apds a inoculacdo.



Figura 2. Sintomas de murcha-de-curtobacterium em feijoeiro da cultivar Pérola inoculada
(A) e ndo inoculada (B) com o isolado Feij 2634, aos 30 dias ap0s a inoculagao.

46
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A suscetibilidade dos acessos Gordo Branco e ARC-4 a Cff, trinta dias
apos a inoculacdo (Figura 1), evidenciaram sintomas de nanismo, murcha, amarelecimento e
necrose. Nesta mesma figura constam dois genotipos altamente resistentes Ovo de Codorna
Tyunaga e Cal-153, nos quais observam-se plantas sem sintomas de murcha e em média, de um
a dois pares de folhas por planta com murcha, o que conferiu alto nivel de resisténcia. Sob as
mesmas condi¢des de ambiente, plantas da cultivar Pérola foram inoculadas com isolados de
Cff e agua (testemunha). A Figura 2(B) mostra o desempenho vegetativo normal das plantas
testemunhas em comparacdo as plantas inoculadas [Figura 2(A)], nas quais observam-se
sintomas de nanismo e amarelecimento. Por outro lado, os sintomas observados na cultivar
Pérola (Figura 2A) foram menos severos, em relacdo aos acessos Ac-546 e Ac-586 (Figura 1),

indicando para estes genotipos maior suscetibilidade ao isolado Cff Feij 2634.

6.2 Agressividade de isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

em genatipos de feijoeiro.

Os resultados referentes a avaliagdo da severidade da murcha-de-
curtobacterium, em seis gendtipos de feijoeiro, inoculados separadamente com quatro isolados
de Cff, provenientes dos Estados de S&o Paulo, Parana e Santa Catarina e do Distrito Federal,
encontram-se na Tabela 4. Constatou-se que todos 0s geno6tipos considerados resistentes (IAC
Carioca Pyatd, Ac-297, Ac-405 e Ac-587) apresentaram baixo indice de severidade a doenga,
quando comparados com as cultivares suscetiveis (Pérola e Rosinha). Houve diferenca na
severidade da doenca, principalmente para os genotipos IAC Carioca Pyatd e Acesso 405. Para
0s genotipos IAC Carioca Pyatd os isolados de Cff procedentes do Estado de Santa Catarina e
do Distrito Federal foram mais agressivos, enquanto que para 0s acessos Ac-297 e Ac-587 a
severidade da doenca manteve-se constante. As cultivares suscetiveis, Pérola e Rosinha
apresentaram maior severidade da doenca, com sintomas de murcha e necrose de folhas

superior a 50% para todos os isolados de Cff utilizados.
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A Tabela 5 mostra os resultados da massa da matéria seca da parte aérea
de plantas inoculadas ou ndo inoculadas, com os diferentes isolados de Cff e na Tabela 6
encontram-se as porcentagens de reducdo da massa da matéria seca das plantas inoculadas.

Em plantas de todos os genétipos de feijoeiro, houve menor
desenvolvimento da massa aérea na presenca da inoculacdo com os diferentes isolados de Cff
(Tabela 5). Os genotipos que mais reduziram a massa da matéria seca da parte aérea foram a
cultivar IAC Carioca Pyata, para o isolado procedente do Distrito Federal, o acesso Ac-297,
para o isolado de Santa Catarina, 0 acesso Ac-405, para os isolados do Parana e Santa Catarina,
e 0 acesso Ac-587, para os isolados de Sao Paulo e do Distrito Federal. Os isolados de Santa
Catarina e do Parana foram os que mais reduziram a massa da matéria seca respectivamente

para as cultivares suscetiveis Pérola e Rosinha (Tabela 6).

Tabela 4 - Severidade da murcha-de-curtobacterium em seis genotipos de feijoeiros inoculados
com quatro isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,

procedentes de varias regides do Brasil.

Isolados IAC-Carioca Ac-297 Ac-405 Ac-587 Pérola Rosinha
Pyata

Feij 2634 (SP) 15 2.0 25 2.0 4.0 4.0

Feij 2910 (PR) 1.0 2.0 1.0 2.0 4.0 4.0

Feij 2928 (SC) 1.8 2.0 1.1 2.0 4.0 4.0

Feij 2936 (DF) 2.0 2.0 1.9 2.0 3.9 4.0

N&o inoculado 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

“Escala de notas 1 a 5
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Tabela 5 - Massa da mateéria seca (g) de plantas de seis genotipos de feijoeiro inoculados com

quatro isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

Isolados IAC-Carioca Ac-297 Ac-405  Ac-587 Pérola Rosinha
Pyata

Feij 2634 (SP) 9.2b 79bc 11.2b 42bc 5.7bc 4.2 bc
Feij 2910 (PR) 112 a 7.6 bc 50c 50bc 6.4bc 18¢c
Feij 2928 (SC) 51c 56¢ 4.2¢c 6.2b 45c 3.9bc
Feij 2936 (DF) 3.8d 8.6 ab 8.7b 24c 78D 56b
Né&o Inoculado 115a 10.8a 15.4a 12.0a 133a 143a
CV% 7.7 13.2 18.4 225 143 20.9

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 6 - Redugdo (%) da massa da matéria seca da parte aérea em seis genotipos de
feijoeiros inoculados com quatro isolados de Curtobacterium flaccumfaciens

pv. flaccumfaciens, em relagdo as testemunhas ndo inoculadas.

Isolados IAC Carioca Ac-297 Ac-405 Ac-587 Pérola Rosinha
Pyata
Feij 2634 (SP) 20.3b 276D 274D 65.4abh 57.3ab 704 Db
Feij 2910 (PR) 43c 305ab 674a 58.1b 52.0ab 87.2a
Feij 2928 (SC) 55.3a 51.3a 729a 486b 66.2a 72.7b
Feij 2936 (DF) 67.4a 203b 435D 80.2a 41.3b 61.2b
CV% 94 29.7 18.2 12.7 14.6 10.5

Médias seguidas por letra na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Dados transformados Arc sen (x/100)1/2.
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Para determinados gendtipos altamente resistentes ao isolado de Cff
ndo houve correlacdo entre maior severidade da doenca e menor producao da matéria seca da
parte aérea. O acesso Ac-405 apresentou maior severidade da doenca ao isolado Feij 2634,
embora tenha sido verificado menor interferéncia no peso da matéria seca em relacdo aos
demais isolados (Tabelas 4 e 5).

Na cultivar IAC-Carioca Pyatd foram observadas variacdes na
agressividade dos isolados. Utilizando o isolado Feij 2910 procedente do Estado do Parand,
ndo foram verificadas diferencas estatisticas em relacdo a testemunha nédo inoculada (Tabela 5).
Ao contrario, para a mesma cultivar, o isolado Feij 2936 do Distrito Federal apresentou maior
agressividade. Os isolados Feij 2634, Feij 2928 e Feij 2936 procedentes respectivamente do
Estado de S&o Paulo, do Estado de Santa Catarina e Distrito Federal apresentaram diferengas
estatisticas na producdo da massa da matéria seca da parte aérea em relacdo a testemunha ndo
inoculada, sendo que estes isolados proporcionaram maior agressividade a cultivar 1AC-
Carioca Pyatd (Tabela5).

No acesso Ac-297 o isolado Feij 2928, procedente do Estado de Santa
Catarina, foi mais agressivo, ndo sendo verificada diferenga na produgdo da massa seca da
parte aérea, quando utilizados os isolados Feij 2634 e Feij 2910, procedentes respectivamente
do Estado de Sdo Paulo e Parana (Tabela 5).

A maior reducdo da matéria seca da parte aérea (80.2%), dentre 0s
genotipos considerados altamente resistentes, em relacdo a testemunha ndo inoculada, foi
observada para o acesso Ac-587, indicando maior agressividade ao isolado Feij 2936
procedente do Distrito Federal. Para 0 gendtipo Ac-405 frente aos isolados Feij 2910 e Feij
2928 procedentes respectivamente do Estado do Parana e Santa Catarina, foi observado grande
reducdo da matéria seca da parte aérea, que ndo diferiu na analise estatistica (Tabela 6). Para o
acesso Ac-587 utilizando os isolados Feij 2910 (PR) e Feij 2928 (SC) houve reducdo da
matéria seca da parte aérea das plantas, sem diferencas estatisticas. Interpretacdo semelhante
foi obtido quando utilizada a cultivar Rosinha aos isolados Feij 2634 (SP), Feij 2928 (SC) e
Feij 2936 (DF) (Tabela 6).

Os resultados observados mostram que isolados de Cff de diferente

procedéncia e mesma localidade podem diferir na agressividade em gendtipos de feijoeiro. As
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diferencgas na agressividade em isolados de Cff aos genotipos de feijoeiro, obtidos neste estudo
confirmam os indicativos de variabilidade observados em outras instituicbes de pesquisa, que
ao utilizarem diferentes isolados de Cff e genotipos de feijoeiro obtiveram diferentes niveis de
resisténcia. Pode ser citada a cultivar IAPAR-31, que inoculada com isolados de Cff de outras
regides apresentou resposta de resisténcia a suscetibilidade (Leite et al., 2001; Maringoni
2002; Rava et al. 2003; Souza et al. 2004), e as cultivares IAC-Carioca Pyatd e IAC-Carioca
Arud, resistentes ao isolado Cff Feij 2634 no Estado de Sao Paulo (Maringoni, 2000) e
moderadamente resistentes ao isolado CffCNF 04, testado por Rava et al. (2003), em Santo
Antobnio de Goias (GO).

6.3 Colonizacéo de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no xilema
de feijoeiros altamente resistentes e suscetiveis, visualizados sob microscopia

eletrénica de varredura

Exames das fotografias em microscopia eletronica de varredura (MEV)
na regido do xilema, em gendtipos de feijoeiro resistentes (Ac-297, Ac-405 e Ac-592) a
murcha-de-curtobacterium, inoculados com o isolado de Cff Feij 2634, evidenciou vérias
aglutinacbes bacterianas envolvidas por filamentos e “granulos” (Figuras 3A, 3B e 4B) e 0
aparecimento de estruturas rendilhadas nas pontuacfes da parede do vaso do xilema (Figuras
4A e 4B) ndo observadas em genoOtipos suscetiveis, nos quais foram verificados grande
quantidade de células bacterianas presente nas pontuacfes da parede do vaso do xilema
(Figuras 5A, 5B e 6A, 6B). No genotipo de feijoeiro suscetivel Ac-546, (Figuras 6A e 6B),
houve aparente ativacdo tardia dos mecanismos de defesa (estrutura rendilhada) nas

pontuacdes dos vasos de xilema.



Figura 3. (A) Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em vasos de xilema de
feijoeiros resistentes Ac-297 e em (B) Ac-405, trinta dias apds a inoculacéo,

visto em microscopia eletrénica de varredura.
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Figura4 . (A) e (B) Estrutura rendilhada sob pontuagdes da parede do vaso do xilema de
feijoeiro resistente Ac-592, trinta dias ap6s a inoculacdo de Curtobacterium

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, visto em microscopia eletronica de varredura.



Figura5. (A) e (B) Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, sob pontuacdes
da parede no vaso de xilema de feijoeiro suscetivel Ac-586, trinta dias

apos a inoculacdo, em microscopia eletrénica de varredura.
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Figuras 6. (A) e (B) Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, trinta dias
apos inoculacdo, em vaso de xilema de feijoeiro suscetivel Ac-546,

visualizado sob microscopia eletrénica de varredura.
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Anterior & formagdo dos aglomerados bacterianos, verificou-se
inicialmente a formacdo de filamento sob a superficie da bactéria. Esses filamentos formam
ligagBes entre células proximas e distantes na regido do xilema. As distancias entre as bactérias
tornam-se menores formando subsequientes aglutinacdes bacterianas, que provavelmente,
dificultam a proliferacdo de Cff para outras regides do vaso do xilema, a partir do ponto de
inoculagdo, em genoGtipos de feijoeiro altamente resistentes. Concomitantemente as
aglutinacOes das células bacterianas, foi observado crescimento de estrutura rendilhada sob as
pontuacdes da parede do xilema de feijoeiro Ac-592, representadas pelas Figuras (4A e 4B)
que, aparentemente, impossibilita 0 avanco e proliferacdo da bactéria para regibes adjacentes
no vaso do xilema, limitando o crescimento da populacdo bacteriana. Tais observactes
sugerem a atuagdo de mecanismo de resisténcia fisica e bioquimica, pds-formados em
genotipos de feijoeiro altamente resistentes. Nos genotipos suscetiveis de feijoeiro, Ac-586 e
Ac-546, representados respectivamente pelas Figuras (5A e 5B) e (6A e 6B) foi verificado
grande quantidades de células bacterianas sob pontuacGes da parede do vaso do xilema, no
entanto, 0 gendtipo Ac-546 apresentou pequenas formacgdes de estruturas rendilhadas. Esta
observagdo sugere a hipdtese de que a ativacdo tardia do mecanismo de resisténcia fisica, no
vaso do xilema, ao gendtipo Ac-546 ocorreu em menor intensidade que a dindmica do
crescimento populacional de Cff.

PontuacgBes guarnecidas sdo comuns em vasos do Xxilema de espécies de
Casalpinaceae e Fabaceae (Quick & Miller, 1985). Tais guarni¢cbes sdo descritas como
projecbes da parede celular rendilhada encontrada em muitas leguminosas, sendo
especialmente caracteristicas de plantas de clima temperado, nas quais tais formacGes tém sido
associadas a mecanismos de resisténcia a baixas temperaturas, que podem levar ao
congelamento da seiva no xilema. Assim, é de grande interesse esclarecer se as estruturas
rendilhadas, observadas nos feijoeiros resistentes a Cff, sdo relacionadas as guarnicGes das
pontuacdes comumente encontradas em leguminosas e, neste caso induzida como resposta de
resisténcia estrutural a presenca do patdégeno nos vasos do xilema. Rahman et al. (1999), em
estudos de microscopia eletronica de transmissdo, analisaram a colonizagdo vascular em
cultivares resistentes e suscetiveis de pimentdo (Capsicum annuum) a Ralstonia solanacearum
e observaram que vasos do xilema adjacentes a infeccdo foram recobertos pela expansdo da

parede celular, limitando a disperséo e reducéo do inéculo em plantas resistentes. Trujillo et al.
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(2001), em estudo da interacdo entre Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em genotipos
resistentes foi verificado encapsulamento das células bacterianas. Nos moderadamente
resistentes observaram-se poucas bactérias nos espacos intercelulares e a formagao de vesiculas
entre o plasmalema e a parede celular. Nos genoétipos suscetiveis, houve maior nimero de
bactérias nos espacos intercelulares,

Neste sentido, estudo detalhado de microscopia eletrdnica de transmissao
em vasos do xilema de feijoeiro altamente resistentes a C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
podera auxiliar a nivel celular, como verificado em Capsicum-Ralstonia, no entendimento da
formacéo de barreira fisica ou estrutura de defesa histologica.

A literatura traz poucas informacGes sobre bactérias como agentes
eliciadores de fitoalexinas, mesmo assim, quase que exclusivamente, envolvendo plantas da
familia das leguminosas (Gnanamanickam & Patil, 1977; Lyon & Wood, 1975; Sanz, 1981,
Wyman & Vanetten, 2002). As formacdes de aglutinacdes de Cff em gendtipos de feijoeiros
altamente resistentes podem estar associadas a fatores bioguimicos pés-formados. A produgéo
de fitoalexina no género Phaseolus como atividade antimicrobiana em resposta a
C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, até o momento ndo foram estudadas. Wyman &
Vanetten (2002) compararam o acimulo de fitoalexinas com a multiplicagdo de Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli em folhas de feijoeiros resistentes e constataram a producdo de
fitoalexina do tipo faseolina e coumestetrol associada a reacdo de hipersensibilidade a
X. axonopodis pv. phaseoli, que atingiu a fase estacionéria, indicando que a resisténcia havia
sido induzida.

Neste sentido, andlises ultraestruturais e bioquimicas da interacdo de
genotipos de feijoeiros altamente resistentes associadas as aglutinacbes de Cff e formagéo de
estrutura rendilhadas, observados em vasos de xilema, poderdo ser correlacionadas com a

resisténcia da planta ao ataque da bactéria.
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6.4. Identificacdo de isolados de Curtobacterium flaccumfaciens via PCR
utilizando dois pares de iniciadores CffFOR2-CffREV4 e CF4-CF5

e variabilidade genética por rep-PCR

A Figura 7 ilustra a amplificacdo de fragmentos especificos de DNA gendmico
de isolados de Cff, provenientes de feijoeiros, e de C. flaccumfaciens endofiticos de citros (25 e
26). Os iniciadores CffFOR2-CffREV4 originaram a amplificacdo de um fragmento de DNA
de 300 pb, para todos os isolados, ja os iniciadores CF4 e CF5, ndo amplificaram o DNA dos
isolados (20 - Feij 2928) e (23 - Feij 2936) de Cff e os dois isolados endofiticos de citros (25 -
C2932 e 26 - C2933). Os iniciadores CF4 e CF5 deram origem a sintese de um fragmento de
DNA gendmico de 200 pb para 22 isolados de Cff.

MCN1 2 34 56 7 8 9101112 13 1415 1617 1819 2021 22 23 24 25 26
- - T . - - . —

300 pb
— WD D W S S S s D S S - -
(A)
MCN1 234 5 6 7 8 9101112131415 16171819 20 212223 24 2526
= W " -
200 pb
«—

Figura 7. Identificacdo de isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e Curtobacterium
flaccumfaciens endofiticos de citros, com os iniciadores CffFOR2-CffREV4 (A) e CF4-CF5 (B).
M: Marcador de peso molecular. CN: Controle Negativo

Numero de 1 a 26 correspondentes a isolados descritos na Tabela 1.
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Os iniciadores CF4-CF5 desenvolvidos por Guimardes et al. (2001),
demonstrou alta especificidade para a identificacdo de isolado de Cff utilizados pelos autores,
porém, neste estudo, dois isolados de Cff de feijoeiro (Feij 2928 e Feij 2936) previamente
caracterizado como Cff e dois isolados endofiticos de citros (2932) e (2933), ndo apresentaram
amplificacdo da banda de DNA correspondente (Figura 7). Tegli et al. (2002) demonstraram a
eficiéncia dos iniciadores CffFOR2-CffREV4 na deteccdo e na identificacdo de Cff de sementes
de feijoeiro. Os iniciadores CffFOR2-CffREV4, até entdo especificos para Cff, no presente
estudo foram capazes de amplificar banda de DNA de isolados endofiticos de citros
(C. flaccumfaciens), que aparentemente ndo pertencem a patovar flaccumfaciens (isolados
cedidos pelo CENA/SP). Portanto, observa-se que os iniciadores CffFOR2-CffREV4 sdo mais
indicados para identificacdo de isolados de Cff, porém ndo séo especificos somente para este
patovar, como pode ser verificado pela deteccdo dos isolados de C. flaccumfaciens endofiticos
de citros. Os iniciadores CF4-CF5 apresentam desvantagem de ndo amplificarem o DNA de
dois isolados de Cff provenientes de feijoeiro.

As comparacOes dos padrdes de amplificacdo dos fragmentos de DNA
gendmico, geradas pelos elementos repetitivos amplificados pelos iniciadores REP, ERIC e
BOX estdo representadas na Figura 8. O estudo da diversidade genética dos 26 isolados
bacterianos por meio desta técnica permitiu separa-los em quatro grupos distintos, adotando-se
o0 indice de similaridade de 75%. No grupo 1; foram alocados dez isolados do Estado de Séo
Paulo, dois isolados do Estado de Santa Catarina e um isolado da colegéo internacional de Cff e
um isolado endofitico de citros; no grupo 2, trés isolados do Estado de S&o Paulo, dois isolados
do Estado do Parana e trés isolados de colecéo internacional de Cff; no grupo 3, um isolado do
Estado de Santa Catarina de Cff e, no grupo 4, dois isolados do Distrito Federal de Cff e um

isolado endofitico de citros (Figura 9).
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REP
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MCN12 34 56 7 8 9101112131415 1617 18 19202122 23 24 25 26
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Figura 8. Perfil eletroforético de isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
(1 a24) e de Curtobacterium flaccumfaciens (25 e 26), obtido com os iniciadores

REP, ERIC e BOX. M: Marcador de peso molecular, CN: Controle Negativo.
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Figura 9. Dendograma gerado pelo agrupamento UPGMA, construido com base no coeficiente
de similaridade de Jaccard, a partir da analise de bandas polimdrficas geradas por
rep-PCR de 24 isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

(feijoeiros) e dois isolados de Curtobacterium flaccumfaciens (citros).
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O estudo da diversidade genética dos 26 isolados (Tabela 1), por meio da
técnica rep-PCR, permitiu separar 0s mesmos em quatro grupos distintos, de acordo com 0s
padrbes de bandas gerados pelos iniciadores REP, ERIC e BOX, considerando um indice de
similaridade de 75%, pelo método UPGMA (Figura 9). Os isolados endofiticos de citros ndo
formaram um grupamento distinto dos de feijoeiro. Isolados procedentes do mesmo Estado, ou
mesma regido ndo se encontram no mesmo ramo do dendograma. Isolados de Cff oriundos do
Estado de S&o Paulo foram geneticamente heterogéneos, alguns se agruparam com isolados dos
E.U.A, Santa Catarina e um isolado endofitico de citros, enquanto que outros com isolados de
E.U.A, Franca e Parana. Dentre os trés isolados de Cff, procedentes do Estado de Santa
Catarina, Feij 2927 foi o mais divergente dos demais, formando Unico grupo. O isolados
endofitico de citros (2932) foi agrupado com isolados de feijoeiro, enquanto o outro isolado de
citros (2933) foi geneticamente mais proximo dos isolados Feij 2936 e Feij 2937, procedentes
do Distrito Federal. A formacgdo de quatro grupos distintos, dentro dos quais encontram-se
distribuidos os 26 isolados de C. flaccumfaciens, a partir do indice de similaridade de 75%,
indicou a existéncia de diversidade genética entre os isolados avaliados (Figura 9).

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que a andlise da
distribuicdo e composi¢do do nimero de familias repetitivas, especialmente BOX, a partir da
reacdo de PCR, permitiu grande nivel de diferenciacdo dos isolados de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens. A aplicacdo deste método em bactérias Gram-positivas, especialmente
Curtobacterium, € limitada pela baixa afinidade de algumas destas unidades repetitivas no
DNA de Curtobacterium. Isto pode ser observado pelo baixo numero de bandas amplificadas,
quando utilizados os iniciadores ERIC e REP. A amplificacdo desta regido gendmica do DNA
via PCR, utilizando-se as unidades repetitivas ERIC e REP, foi efetiva para poucos isolados de
C. flaccumfaciens. Versalovic et al. (1991), que utilizaram estas sequéncias repetitivas para
varias espécies de bactérias, justificam que a baixa afinidade destes iniciadores para
C. flaccumfaciens, deve-se a preferéncia de hibridizacdo dos iniciadores REP e ERIC para
bactérias Gram-negativas. Iniciadores ERIC foram utilizados juntamente com os iniciadores
REP, na identificacdo de patovares e isolados dos géneros Xanthomonas e Pseudomonas
(Lows et al., 1994) e diversidade genética entre isolados de Burkolderia solanacearum, raga 3
(Smith et al., 1995) e Rhizobium meliloti (De Brujin, 1992).
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Os resultados deste estudo concordaram com aqueles obtidos por
Guimaraes et al. (2003), os quais verificaram que sequéncias BOX encontravam-se presentes
no genoma de todos os isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. Segundo os autores,
a amplificagdo do DNA com os iniciadores (BOX) permitiu a diferenciacdo de todas as
espécies de Curtobacterium testadas, como também a separacdo de duas patovares dentro de
C. flaccumfaciens; C. flaccumfaciens pv. poinsaettiae e C. flaccumfaciens pv. oortii,
entretanto, ndo foi possivel a separacdo entre C. flaccumfaciens pv. flaccumfciens e
C. flaccumfaciens pv. betae.

Neste sentido, a utilizacdo conjunta dos iniciadores REP, ERIC e BOX,
em especial BOX, foi fundamental na avaliacdo da variabilidade genética dos 26 isolados de

C. flaccumfaciens aqui conduzidos.
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7. CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados auferidos com a realizagdo do presente

trabalho, pode-se concluir que:

1) Existe variabilidade genética nas amostras dos 333 gendtipos de feijoeiro

avaliados, frente ao isolado Feij 2634 de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

2) Os isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, procedentes de
diferentes regides brasileiras, apresentaram variabilidade quanto a agressividade em gendtipos

de feijoeiro.

3) A microscopia eletronica de varredura em vasos de xilema de feijoeiro
altamente resistente, inoculado com isolado de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, revelou

possivel atuacdo de mecanismos de resisténcia fisica e bioquimica.

4) Para a identificacdo dos isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
em feijoeiro, e isolados de Curtobacterium flaccumfaciens endofiticos de citros, os iniciadores
CffFOR2-CffREV4 foram altamente especificos em reacdo de PCR para os 26 isolados,

enquanto que os iniciadores CF4-CF5 ndo detectaram dois isolados de C. flaccumfaciens pv.
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flaccumfaciens, proporcionando resultados falso-negativos. Os isolados endofiticos de citros
ndo foram amplificados por CF4-CFb5.

5) A partir da Reacdo de Polimerase em Cadeia (rep-PCR), detectou-se
variabilidade genética entre os 24 isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e dois
isolados de C. flaccumfaciens endofiticos de citros. Os iniciadores ERIC e BOX permitiram
niveis satisfatorios de diferenciacdo dos isolados, no entanto, os iniciadores REP foram efetivos
para poucos isolados.
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