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1. RESUMO

A murcha-de-curtobacterium ¢ uma doenga que acarreta sérios prejuizos na producdo do
feijoeiro no Pais e seu agente causal, a bactéria Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens (CtY), ¢ transmitido por sementes. Sdo indicados o uso de sementes livres do
patogeno, rotagcdo de culturas e cultivares resistentes para o manejo da doenga em campo. Foi
realizada a avalia¢do da transmissdo de Cff via sementes de feijdo, em trés ensaios, em seis
cultivares de feijoeiro (IAC Carioca, IAC Carioca Arud, IAC Carioca Akyta, IAC Carioca
Pyatd, IAC Carioca Tybata e Pérola). Essas cultivares foram inoculadas com um isolado de
Cff via pun¢do no caule e os sintomas da doenga foram avaliados com uma escala de notas. A
analise da transmissdo da bactéria pelas sementes foi realizada nos trés ensaios, em 500
sementes das cultivares IAC Carioca, IAC Carioca Arua, IAC Carioca Akyta, IAC Carioca
Pyatd, IAC Carioca Tybatd e para a cultivar Pérola, foram analisadas 46, 155 e 87 sementes
respectivamente no primeiro, segundo e terceiro ensaios. As sementes foram maceradas
individualmente em agua destilada e esterilizada, incubadas por 24 horas ¢ a suspensdo obtida
foi semeada em placas de Petri contendo meio de cultura semi-seletivo para Cff e incubadas a
temperarura de 28 a 30 °C, durante 96 a 120 horas. As coldnias com caracteristicas tipicas de
Cff, comparadas com um isolado puro padrdo, foram purificadas em meio NSA + NaCl 7%,

realizados testes de coloragdo diferencial de Gram, KOH e patogenicidade. Os isolados do



primeiro e segundo ensaios foram caracterizados por Microlog2™ e os do terceiro, via PCR.
Os resultados mostraram que as cultivares de feijoeiro IAC Carioca Arud, IAC Carioca Akyta,
IAC Carioca Pyatd e IAC Carioca Tybatd apresentaram baixos indices de severidade da
doenca, indicando resisténcia @ murcha-de-curtobacterium, ja as cultivares Pérola e IAC
Carioca foram suscetiveis, em todos os ensaios, com altos niveis de severidade. Com relagdo a
transmissdo de Cff das plantas para as sementes, as cultivares IAC Carioca Akyta, IAC
Carioca Pyatd e IAC Carioca Tybatd ndo apresentaram transmissao da bactéria, enquanto que
a cultivar IAC Carioca Arua, apresentou a transmissdo na ordem de 5,5 a 14,8% e as cultivares
IAC Carioca e Pérola apresentaram uma alta porcentagem de transmissdo; a cultivar IAC

Carioca, entre 10,4 a 70% e a Pérola, entre 32,61 a 74,2 %.

Palavras-chave adicionais: murcha-de-curtobacterium, resisténcia, Phaseolus vulgaris



PLANT - SEED TRANSMISSION OF Curtobacterium flaccumfaciens PV.
Flaccumfaciens ON BEAN CULTIVARS. Botucatu, 2008. 41p. Dissertacdo (Mestrado
em Agronomia/Protecio de Plantas) — Faculdade de Ciéncias Agrondomicas,

Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho".

Author: Renata de Cassia Camara

Adviser: Dr. Antonio Carlos Maringoni

2. SUMMARY

Bean bacterial wilt is a disease that cause serious losses to the Brazilian dry beans production
and its causal agent, Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff), is seed-
transmitted. The use of pathogen-free seeds, culture rotation and resistant cultivars are
recommended for disease handling on the field. The evaluation of Cff transmission by seeds
was carried out by conducting three assays in six common beans cultivars (IAC Carioca, IAC
Carioca Arud, IAC Carioca Akytd, IAC Carioca Pyatd, IAC Carioca Tybatd and Pérola).
These cultivars were inoculated with a Cff isolate via a puncture on the stem and the desease
symptoms were evaluated with severity index. The analysis of bacterial seed transmission was
carried out in all of the three assays in 500 seeds of cultivars IAC Carioca, IAC Carioca Arua,
IAC Carioca Akyta, IAC Carioca Pyata and IAC Carioca Tybata. For cultivar Pérola, 46; 155
and 87 seeds were analyzed respectively on the first, second and third assays. Seeds were
individually macerated in distilled and sterilized water for 24 hours and the suspension thus
obtained was sown on Petri dishes with a Cff semi-selective medium and incubated at 28 - 30
°C from 96 to 120 h. Colonies with typical Cff characteristics as compared with a standard
pure isolate were purified in a NSA + NaCl 7% medium, Gram, KOH and pathogenicity tests
being carried out. The isolates from the first and second assays were characterized by
Microlog2™ and those of the third one by PCR. Results showed that common beans cultivars

IAC Carioca Arud, IAC Carioca Akyta, IAC Carioca Pyatd and IAC Carioca Tybata presented



low levels of disease severity indicating resistance to wilting while in all assays and cultivars
Pérola and IAC Carioca were shown susceptible and with high severity levels. Regarding Cff
plant-to-seed transmission, cultivars [AC Carioca Akyta, IAC Carioca Pyatd and IAC Carioca
Tybatd did not show any bacterial transmission while cultivar IAC Carioca Arua presented
transmission levels ranging from 5.5 to 14.8% while cultivars IAC Carioca and Pérola showed
high transmission percentages: IAC Carioca from 10.4 to 70%, and Pérola from 32.61 to 74.2
%.

Additional key words: wilt, resistance, Phaseolus vulgaris



3.INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

3.1 Murcha-de-curtobacterium do feijoeiro

O feijoeiro ¢ cultivado em todo territorio nacional e é considerado uma
das principais fontes protéicas empregadas na alimentagao da populagdo brasileira. O Brasil é
o segundo maior produtor e consumidor mundial de feijdo, cuja producdo ¢ de 3,5 milhdes de
toneladas, numa area cultivada de 4,22 milhdes de hectares, com um consumo médio de 16,3
Kg/ habitante/ ano (AGRIANUAL, 2007).

Sobre a produ¢do internacional de feijdo, sdo cultivados anualmente,
em média, 27 milhdes de hectares e colhidos, aproximadamente, 20 milhdes de toneladas, em
mais de 100 paises. Desse total, 60% da produgdo mundial se concentram em seis paises:
Brasil, India, China, Myanmar, México e Estados Unidos (FAOSTAT, 2006).

No Brasil, o cultivo de feijoeiro ¢ feito em trés safras distintas, a
primeira (safra das “aguas’), com semeadura nos meses de agosto a novembro e colheita de
novembro a fevereiro, a segunda (safra da seca ou safrinha), com semeadura de dezembro a
margo e colheita de marg¢o a junho, a terceira (safra de inverno ou irrigada), com semeadura de

abril a julho e colheita de julho a outubro (WANDER , 2007).



A cultura do feijoeiro estd sujeita a incidéncia de varios tipos de
patogenos que causam doengas e acarretam perdas significativas na produgdo. Essas doengas
podem ser de origem virodtica, fingica, bacteriana, assim como as incitadas por nematoides
(SARTORATO, 2006).

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. phaseolicola, Pseudomonas syringae
pv. syringae, Pseudomonas syringae pv. tabaci e Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens.

A doenca bacteriana denominada murcha-de-curtobacterium ou
murcha bacteriana, inicialmente descrita por Hedges (1922), em Dakota do Sul, nos E.U.A ¢
causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Hedges) Collins & Jones
(1983) (Cff). A bactéria coloniza vascularmente as plantas, sobrevive, ¢ disseminada e
transmitida por sementes oriundas de plantas doentes (SAETTLER, 1991).

No Brasil, essa doenga foi constatada em 1995, na safra das dguas, no
Estado de Sao Paulo (Maringoni & Rosa, 1997) e atualmente, pode ser encontrada no Parana,
Santa Catarina, Goias e Distrito Federal (LEITE Jr. et al., 2002; UESUGI et al., 2003;
THEODORO & MARINGONI, 2006).

Na Australia, Wood & Easdown (1990) constataram a presen¢a de Cff
em Vignia radiata e caupi e verificaram que isolados bacterianos procedentes dessas plantas
foram patogénicos ao feijoeiro e a soja.

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

Conforme Harverson et al. (2005), nos anos de 2003 ¢ 2004 foram
constatadas infecgdes de Cff em alguns campos destinados a produgdo de sementes em
Nebraska, E.U.A., onde epidemias da murcha-de-curtobacterium nao tinham sido observadas
ha mais de 30 - 40 anos. No Canadd, havia a descri¢do da ocorréncia de Cff em feijoeiro
desde 1947, entretanto, essa bactéria ndo tinha sido constatada na regido sudoeste de Ontario e

esta so foi observada em 2002 (HSIEH et al., 2002). No ano de 2001, Gonzélez et al. (2005)



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

Os sintomas tipicos da doenca em feijoeiro sdo principalmente murcha,
escurecimento vascular e morte da parte aérea (HEDGES, 1926). Sob condi¢des de campo,
em ¢€pocas de temperaturas amenas, plantas de feijoeiro desenvolveram e ndo expressaram
sintomas de doengas bacterianas. Esse fato foi observado por Thomas & Graham (1952), que
isolaram X. axonopodis pv. phaseoli e Cff de caules de plantas de feijoeiro sem sintomas
externos. Os sintomas de murcha na parte aérea, é devido a falha no transporte de seiva
provocada pela degradacdo das paredes dos vasos de xilema (DINENSEN, 1978).

Outras plantas, além do feijoeiro, t€ém sido relacionadas como
hospedeira da Cff: ervilha, soja, Phaseolus lunatus, Lupinus polyphyllus, Vignia cylindrica, V.
sesquipedalis, Dolichos labllab, Phaseolus radiatus, P. lathyroides, P. calcaratus e P.
acutifolius (HEDGES, 1926; SCHUSTER & SAYRE, 1967).

Em 1975, em Iowa, E.U.A., Dunleavy (1983) relatou, em folhas de
soja, a presenca de manchas necrdticas que se destacavam e que davam a aparéncia
esburacada. Plantas de soja doentes ndo exibiam sintomas de murcha. Essa doenca foi
denominada por este autor de "tan spot". Inoculagdes em feijoeiro e soja com isolados de Cff
provenientes dessas plantas manifestaram sintomas de mancha e de murcha em feijoeiro,
independente da origem dos isolados, e sintomas de mancha foliar em plantas de soja,
inoculadas com isolados bacterianos congeniais.

Isolados de Cff apresentam variabilidade quanto a coloracdo das
coldnias como: amarelas, laranjas e roseas e também podem produzir pigmentos extracelulares
de cor azul a purpura em meio de cultura (COLLINS & JONES, 1983; BRADBURY, 1986).
A coloracdo das colonias estd relacionada com fatores nutricionais, principalmente a
concentrac¢do de tiamina no meio de cultura e a temperatura de incubagdo (SCHUSTER et al.,
1959).

Durante os anos de 1952 a 1955, Schuster & Christiansen (1957), ao
analisarem inumeros lotes de sementes empregadas para a instalagdo de campos comerciais no
Oeste de Nebraska, E.U.A., constataram a presenca de sementes com mancha alaranjada e que,

submetidas a isolamento, deram origem a isolados patogénicos de Cff que apresentavam



colonias de coloragdo alaranjada. A esses isolados denominaram Corynebacterium
flaccumfaciens var. aurantiacum.

Schuster & Sayre (1967) verificaram a presenca de mancha puarpura
em sementes de feijoeiro cultivar U.L. 59. Dessas sementes, obtiveram isolados bacterianos
patogénicos que produziram colonias amarelas e induziram hipertrofia em folhas e murcha em
feijoeiros inoculados. A esses isolados denominaram Corynebacterium flaccumfaciens var.
violaceum (SCHUSTER & SAYRE, 1967). Schuster et al. (1968) constataram que os isolados
da variedade violaceum produziam pigmento extracelular de coloragdo azul a parpura em
meio de cultura, com excelente produ¢do em pH neutro e coldnias incubadas a 20°C.

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens ¢ uma bactéria
aerdbica, Gram-positiva, movel por um ou mais flagelos polares ou subpolares. Apresenta-se
na forma de bastonetes retos ou levemente curvados, em sua maioria individual, mas podendo
estar arranjados em forma de V, Y ou em paralelo, com coldnias brilhantes, circulares, de
bordo lisos, sem viscosidade, semi-fluida com coloragdo amarela, laranja ou rosa, medindo 1 a
4 mm de didmetro, em 3 a 4 dias de cultivo em meio nutriente-glicose-agar. Tém crescimento
otimo na temperatura entre 24 - 27°C. As espécies sdo negativas para os testes de solubilidade
em hidréxido de potassio a 3%, oxidacdo/fermentagdo da glicose, redu¢do de nitrato, urease,
producdo de indol, podriddo em discos de batata, tirosinase, vermelho de metila, sendo
tolerante ao cloreto de sédio a 7 e 9%, catalase positiva, produz gas sulfidrico a partir de
cisteina, acidos a partir de adonitol, amido, inositol, glicerol, glicose, melizitose, maltose e
sacarose (BRADBURY, 1986).

Em sementes, Cff fica alojada nas células palicadicas que formam a
testa (CHAVARRO et al. 1985). Schuster & Smith (1983) comentam que a Cff entra no
sistema vascular das sementes em desenvolvimento, através do hilo, e forma uma massa de
células bacterianas no tegumento. A infec¢do da plantula, durante a germinacdo, pode ocorrer
por ferimentos da radicula provocados pelo atrito com a casca. Embrides de sementes
infectadas possuem células bacterianas ao seu redor que podem promover a infeccdo do
epicotilo e hipocotilo.

A dissemina¢do da bactéria por agua de irrigacdo foi demonstrada sob
condi¢des experimentais de casa - de - vegetagdo em feijoeiro, porém, em campo, esse

resultado foi negativo. Em soja, cujo patégeno causa lesdes em folhas, foi comprovada



experimentalmente a disseminag¢do secundaria da bactéria em campo (DUNLEAVY, 1985).
Ferimentos radiculares provocados por nematdides (Meloidogyne incognita) tavoreceram a
penetragdo de Cff sob condigdes de campo (SCHUSTER, 1959), porém sob condi¢des
controladas, ndo foram constatadas interagdes entre a presenca de Meloidogyne incognita (raga
2) e a infecg@o das cultivares de feijoeiro lapar 16 e Pérola (SALGADO et al., 2007)

O controle da murcha-de-curtobacterium do feijoeiro esta
fundamentado no uso de sementes sadias, rotagdo de culturas e cultivares resistentes (HALL,
1991).

O emprego de sementes sadias, visto que este patdogeno sobrevive e é
transmitido por sementes (SAETTLER & PERRY, 1972), tem sido adotado na maioria dos
paises do mundo, através da sua certificacdo sanitaria. Esta medida foi tdo eficaz que durante
vinte anos a murcha-de-curtobacterium nao tinha sido constatada em areas de produgdo de
Dakota do Norte, em Minessota, E.U.A., que apenas em 1994 Cff foi isolado de sementes
utilizadas por um agricultor daquela regido (VENETTE et al., 1995).

Os programas de melhoramento genético no Brasil t€ém dado énfase na
obtencdo de linhagens mais resistentes as doengas causadas por virus, fungos e bactérias. Uma
das medidas mais eficientes e econdmicas para o controle da murcha-de-curtobacterium ¢ o
uso de gendtipos resistentes ou tolerantes (RAVA & COSTA, 2001). De acordo com Vieira et
al. (2005), sdo varios os genes envolvidos na resisténcia e os alelos de resisténcia sdo
dominantes.

Estudos pioneiros desenvolvidos por Coyne et al. (1963), para verificar
a reagdo de 1067 introdugdes de feijoeiro a murcha-de-curtobacterium, evidenciaram que o PI
165.078 de P. vulgaris e a variedade G.N. Nebraska # 1 apresentaram niveis satisfatorios de
resisténcia a essa doenga.

Na literatura internacional ha indicagdo da resisténcia em algumas
cultivares e linhagens de feijoeiro a murcha-de-curtobacterium. Entre elas destacam-se: G.N.
Emerson (COYNE & SCHUSTER, 1974), G-12/965, G-16/965 ¢ G-10/968 (PHANG et al.,
1974), G.N. 123, Pearlgreen, Snocorop, Maxidor, Romulus (NIKITINA et al., 1980) e Rositsa
(KARKMKOVA & BOYADZHIEV, 1984). Chavarro et al. (1985), na Colombia, inoculando
os genotipos de feijoeiro PI 136677, PI 204600 e Porrillo Sintetico com a mistura de trés

isolados de Cff provenientes de Z. glaba, sob condi¢des de campo, constataram que o Porrillo
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Sintetico apresentou maior nivel de resisténcia a murcha-de-curtobacterium quando
comparado com os gendtipos PI 136677 e PI 204600. Hsieh et al. (2005) analisaram a
resisténcia de 124 acessos de feijoeiro comum, através de inoculagdo no hilo e imersao das
sementes em solucdo bacteriana de isolados com coloragdes variantes amarelo e laranja por
uma hora. Como resultado observaram que a linhagem LO2E317, a cultivar Resolute ¢ as
linhagens Pinto L02B662 e 9995-2* foram alatamente resistentes a ambos os variantes do
patogeno, com indices de severidade da doenga 0 em uma escala de notas de 0 — 5.

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

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

A avaliacdo da reacdo de 333 gendtipos do banco de germoplasma de
feijoeiro do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), & murcha-de-curtobacterium realizada
por Souza et al. (2006), resultaram que cerca de 18% dos gendtipos de feijoeiros mostraram-se
altamente resistentes a moderadamente resistentes, que poderdo ser Uteis para o programa de

melhoramento genético como fonte de genes para resisténcia a Cff.

3.2 Bacterias em sementes

Sementes infectadas ou contaminadas podem levar patégenos de uma
regido a outra, ou ainda introduzir uma raga de patdégeno que venha a provocar danos

consideraveis a cultura (ITO et al., 2003).
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O principal meio de sobrevivéncia, disseminagdo e introdugdo de
bactérias fitopatogénicas, em novas areas de cultivo é através de sementes de plantas doentes.
Para Cff as sementes sdo consideradas como principal veiculo de transporte do patogeno, pois,
se tratando de um patogeno de colonizacdo vascular, ndo ¢ disseminado através de dguas de
chuvas ou irrigacdo (SCHUSTER & CHRISTIANSEN, 1957).

Sementes de feijoeiro, infectadas por Cff, apresentam alteragdo em sua
coloragdo ¢ a colonizagdo da bactéria, ocorre através do hilo, formando uma massa amarela ou
laranja por todo tegumento (SCHUSTER & SMITH, 1983).

A coloragdo da casca da semente infectada pela bactéria indica uma
maior ou menor concentracdo do patéogeno, conforme mostrou Hsieh et al. (2006), que ao
analisarem a germinagdo, a emergéncia de plantulas e a incidéncia de plantas com sintomas de
murcha-de-curtobacterium, observaram que as sementes com coloragdo mais acentuada no
tegumento, apresentavam maior concentracdo de bactéria, resultando em maior incidéncia de
plantas doentes e consequentemente, um menor crescimento de plantulas.

A sobrevivéncia de bactérias, fungos e nematdides em sementes por
diferentes periodos e sob diferentes condi¢des tem sido objeto de estudos, Cff sobreviveu por
25 anos em sementes infetadas e armazenadas a temperatura ambiente (BURKHOLDER,
1945).

Marques et al. (2005) analisaram sobrevivéncia de Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli em um lote de sementes de feijdo cv. Roxdo, submetido a trés
condig¢des de temperatura, durante 60 meses de armazenamento a —18 ¢ 5 °C ¢ a temperatura
ambiente (20 - 30 °C). Observaram que, a partir de 30 meses sementes mantidas a -18 e 5 °C,
apresentaram niveis de infeccdo de 58 e 72%, enquanto as que foram conservadas a
temperatura ambiente apresentaram 20% de infeccdo, e aos 60 meses taxas de 46 e 8%,
respectivamente. A temperatura mais propicia a sobrevivéncia da bactéria foi 5°C, onde
encontraram uma populagdo méaxima de 1,2 x 10* UFC/semente. Ao longo de todo periodo de
armazenamento das sementes, ficou constatado o poder infectivo da bactéria, concluindo que
as condi¢des Otimas para a conservagdo de sementes s3o as mesmas para a manutencdo da
longevidade de X. axonopodis pv. phaseoli.

Existem vdrias técnicas para deteccdo e quantificacdo de bactérias

fitopatogénicas em sementes, algumas sdo onerosas e exigem equipamentos sofisticados e/ou
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pessoal especificamente treinado, como € o caso de imunofluorescéncia ou sondas de DNA
(SCHAAD, 1987; KLEMENT et al., 1990).

Meios de cultura semi-seletivos permitem determinar a porcentagem
de sementes infectadas, quantificar populagdes bacterianas em sementes, bem como isolar
bactérias em solos e em restos culturais. Possuem vantagens de serem de facil execugdo e de
rapida obtencdo de resultados (KLEMENT et al., 1990). Tebaldi et al. (2007) utilizaram trés
meios de cultura semi-seletivos: SX agar, NSCAA e BSCAA para a detec¢do de Xanthomonas
campestris pv. campestris em sementes de brocolis e verificaram que os meios de cultura
semi-seletivos NSCAA (3,33%) e SX 4gar (3,33%) foram mais eficientes para a detec¢do de
Xcc em sementes de brocolis, quando comparado ao meio BSCAA (0,33%) e recomendou o
meio NSCAA, pois foi o que possibilitou melhor recuperagdo do patdégeno, maior facilidade
de visualizagdo e identificacdo das colOnias bacterianas formadas. Maringoni & Camara
(2006), utilizaram meio semi-seletivo (MSCFF) para detectarem Cff em trinta amostras de
sementes de feijoeiro naturalmente infectadas e verificaram a eficiéncia do método empregado
identificarem a presenca de Cff em cinqiienta por cento das amostras de sementes analisadas.

Atualmente técnicas moleculares como a de PCR vem sendo muito
utilizada na diagnose e identificagdo de bactérias em sementes. Tegli et al. (2002),
demonstraram a eficiéncia dos iniciadores CffFOR2-CffREV4 na detec¢do de Cff em
sementes de feijoeiro.

Entre os métodos de tratamento de sementes descritos na literatura, de
acordo com Azevedo et al. (1991), a termoterapia ¢ uma das mais citadas para erradicagdo de
fitobactérias localizadas interna ou externamente nas sementes. Mas muitas vezes pode causar
danos a qualidade fisioldgica das sementes como, retardamento ou redugdo da germinagdo e
do vigor (MENTEN, 1995). A eficiéncia desse tratamento depende, em grande parte, do tipo e
localizacdo do patdgeno alvo, do vigor da semente e da sensibilidade da semente a
temperaturas elevadas (MENTEN, 1995).

Azevedo et al. (1991) relatam controle de X. campestris pv. vesicatoria
em sementes de pimentdo (Capsicum annuum L.), por meio de calor seco, em estufa de
circulacdo forcada de ar. Constataram que a combinacdo temperatura X tempo de exposi¢cdo

mais eficiente para erradicagdo da bactéria nas sementes foi de 80°C, por 96 horas, que
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resultou, no entanto, em morte das sementes. Por outro lado, temperatura de 70°C, por 96
horas, ndo interferiu na germinagao e apresentou eficiéncia de 99,99%.

O método de termoterapia por meio de calor seco foi utilizado por
Silva et al. (2002) para verificar a eficiéncia na erradicacdo de Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria ¢ os efeitos na qualidade fisioldgica e estrutura das sementes de tomate, por meio
de microscopia eletronica de varredura. Foram realizados dois ensaios, com tratamento
térmico das sementes inoculadas em estufa, com circulagdo for¢cada com temperatura de 70 +
2°C, por 96horas, que revelaram eficiéncia de 100 e 99,96% na erradicacdo da bactéria no
primeiro e segundo ensaio, respectivamente. O tratamento térmico ndo causou nenhum efeito
na germinagdo, mas através da microscopia eletronica de varredura foram observadas
alteracdes na estrutura superficial das sementes, com remogdo, quebra e fusdo de tricomas,
além de danos a integridade das células bacterianas associadas a superficie do tegumento.

Estefani et al. (2007) avaliaram o efeito da termoterapia e
quimioterapia, na erradicacdo de Cff em sementes de feijoeiro cv. Pérola. Os resultados
mostraram a redu¢do de 90% da quantidade de células bacterianas nas sementes inoculadas,
submetidas ao tratamento térmico de calor a seco, a 60°C, por 2horas. J4 no controle quimico,
embebicdo de sementes em solugdo aquosa contendo 0.3g de oxitetraciclina + 1.5g de sulfato
de cobre por litro, durante 2 horas, ndo foi efetivo na erradicacdo de Cff das sementes
inoculadas (10° UFC/mL), mas eliminou a bactéria de sementes naturalmente infectadas.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a severidade da murcha -
de-curtobacterium em seis cultivares de feijoeiro (IAC Carioca, IAC Carioca Arud, IAC
Carioca Akyta, IAC Carioca Pyata, IAC Carioca Tybata e Pérola), sob condi¢des de casa - de -
vegetagdo e verificar a transmissdo de Cff nas sementes produzidas por essas cultivares. A
dissertagdo redigida em um capitulo, intitulado “Transmiss@do de Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flacummfaciens em sementes de cultivares de feijoeiro”, conforme as

normas do peridodico Summa Phytopathologica.
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CAPITULO 1

TRANSMISSAO PLANTA - SEMENTE DE Curtobacterium flaccumfaciens
PV. flacummfaciens EM CULTIVARES DE FEIJOEIRO
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RESUMO

Camara, R.C.; Maringoni, A.C.; Vigo, S.C. Transmissdo planta — semente de Curtobacterium

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em sementes de cultivares de feijoeiro. Summa

Phytopathologica.

A murcha-de-curtobacterium € uma doencga que acarreta sérios prejuizos na produgao
do feijoeiro no Pais e seu agente causal, a bactéria Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens (Cff), ¢ transmitida por sementes. Sao indicados o uso de sementes livres do
patogeno, rotacdo de culturas e cultivares resistentes para o manejo da doenga em campo. Foi
realizada a avaliagdo da transmissdo de Cff via sementes em trés ensaios, em seis cultivares de
feijoeiro (IAC Carioca, IAC Carioca Arua, IAC Carioca Akytda, IAC Carioca Pyatd, IAC

Carioca Tybatd e Pérola). Essas cultivares foram inoculadas com um isolado de Cff via
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punc¢do no caule e os sintomas da doenga foram avaliados com uma escala de notas. A analise
da transmiss@o da bactéria pelas sementes foi realizada nos trés ensaios, em 500 sementes das
cultivares TAC Carioca, IAC Carioca Arud, IAC Carioca Akytd, IAC Carioca Pyata, IAC
Carioca Tybatd e para a cultivar Pérola, foram analisadas 46, 155 e 87 sementes
respectivamente no primeiro, segundo e terceiro ensaios. As sementes foram maceradas
individualmente em 4gua destilada e esterilizada e incubadas por 24h, a suspensdo obtida foi
semeada em placas de Petri contendo meio de cultura semi-seletivo para Cff e
incubadas a 28 — 30 °C, durante 96 a 120 h. As coldnias com caracteristicas tipicas de Cff,
comparadas com um isolado puro padrdo, foram purificadas em meio NSA + NaCl 7%,
realizados testes de coloragdo diferencial de Gram, KOH e patogénicidade. Os isolados do
primeiro e segundo ensaios foram caracterizados por Microlog2™ e os do terceiro, via PCR.
Os resultados mostraram que as cultivares de feijoeiro IAC Carioca Arud, IAC Carioca Akyta,
IAC Carioca Pyatd e IAC Carioca Tybatd apresentaram baixos indices de severidade da
doenga, indicando resisténcia a murcha-de-curtobacterium, ja as cultivares Pérola e IAC
Carioca foram suscetiveis, em todos os ensaios, com altos niveis de severidade. Com relagéo a
transmissdo de Cff das plantas para as sementes, as cultivares IAC Carioca Akyta, IAC
Carioca Pyatd e [AC Carioca Tybatd ndo apresentaram transmissdo da bactéria, enquanto a
cultivar IAC Carioca Arud, apresentou a transmissdo na ordem de 5,5 a 14,8% e as cultivares
IAC Carioca e Pérola apresentaram uma alta porcentagem de transmissdo; a cultivar IAC

Carioca, entre 10,4 a 70%, e a Pérola, entre 32,61 a 74,2 %.

Palavras-chave adicionais: murcha-de-curtobacterium, resisténcia, Phaseolus vulgaris

ABSTRACT

Camara, R.C., Maringoni, A.C., Vigo, S.C. Plant - seed transmission of Curtobacterium

Sflaccumfaciens pv. flaccumfaciens on bean cultivars. Summa Phytopathologica

Bean bacterial wilt is a disease that cause serious losses to the Brazilian dry beans production

and its causal agent, Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (CfY), is seed-
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transmitted. The use of pathogen-free seeds, culture rotation and resistant cultivars is
recommended for disease handling on the field. The evaluation of Cff transmission by seeds
was carried out by conducting three assays in six common beans cultivars (IAC Carioca, IAC
Carioca Arud, IAC Carioca Akytd, IAC Carioca Pyatd, IAC Carioca Tybatd and Pérola).
These cultivars were inoculated with a Cff isolate via a puncture on the stem and the desease
symptoms were evaluated with severity index. The analysis of bacterial seed transmission was
carried out in all of the three assays in 500 seeds of cultivars IAC Carioca, IAC Carioca Arua,
IAC Carioca Akyta, IAC Carioca Pyata and IAC Carioca Tybata. For cultivar Pérola, 46, 155
and 87 seeds were analyzed respectively on the first, second and third assays. Seeds were
individually macerated in distilled and sterilized water for 24 hours and the suspension thus
obtained was sown on Petri dishes with a Cff semi-selective medium and incubated at 28 - 30
°C from 96 to 120 h. Colonies with typical Cff characteristics as compared with a standard
pure isolate were purified in a NSA + NaCl 7% medium, Gram, KOH and pathogenicity tests
being carried out. The isolates from the first and second assays were characterized by
Microlog2™ and those of the third one by PCR. Results showed that common beans cultivars
IAC Carioca Arud, IAC Carioca Akyta, IAC Carioca Pyata and IAC Carioca Tybata presented
low levels of disease severity indicating resistance to wilting while in all assays and cultivars
Pérola and IAC Carioca were shown susceptible and with high severity levels. Regarding Cff
plant-to-seed transmission, cultivars TAC Carioca Akyta, IAC Carioca Pyata and TAC Carioca
Tybatd did not show any bacterial transmission while cultivar IAC Carioca Arud presented
transmission levels ranging from 5.5 to 14.8% while cultivars IAC Carioca and Pérola showed
high transmission percentages: IAC Carioca from 10.4 to 70%, and Pérola from 32.61 to 74.2
%.

Additional key words: wilt, resistance, Phaseolus vulgaris

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é cultivado em todo o Brasil, constituindo-
se no alimento protéico basico na dieta da populacdo brasileira, mas a cultura esta exposta a

muitas doengas que podem reduzir a producdo e a qualidade dos graos (10).
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Sdo diversos os patdgenos que atacam a cultura e dentro desses destaca-se a bactéria
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff), (2, 4). As medidas de controle para
essa bacteriose sdo fundamentadas através do uso de sementes sadias, rotacdo de culturas e o
uso cultivares resistentes (6, 7, 8).

Pesquisas que relacionam o comportamento varietal de feijoeiro com a transmissdo
dessa bactéria por sementes sdo escassas na literatura. O conhecimento dessa transmissao ¢
importante, pois, as sementes servem de fonte de indculo inicial para epidemias em campo.
Sob condic¢des de inoculacdo artificial constatou-se a transmissdo de Cff de plantas de feijao
para sementes na ordem de 51,4 a 52,5 %, além do efeito negativo sobre a germinagdo (1). A
transmissdo de sementes para plantulas foi observado por Schuster & Smith (11), entre 83,2 a
98,2 %, e também efeito drastico na emergéncia de plantulas (49 a 76 %).

Provavelmente, sendo Cff um patéogeno de colonizagdo vascular, diferengas na
capacidade de transmissdo dessa bactéria de plantas doentes para sementes possam existir
entre genotipos com diferentes niveis de resisténcia. Tal fato foi constatado em alguns
genotipos de feijoeiro com diferentes niveis de resisténcia ao agente causal do crestamento
bacteriano comum (9, 17).

Conforme Hsieh et al. (5), ao analisarem a reacdo de 124 gendtipos de feijoeiro a
murcha-de-curtobacterium, verificaram elevados niveis de resisténcia nas linhagens LO2E317,
L02B662 e 9995-2, para isolados de Cff de cor amarela e laranja. No Brasil algumas
pesquisas t€ém demonstrado bons niveis de resisténcia nas cultivares IAC Carioca Akyta, IAC
Carioca Arud e IAC Carioca Pyata (6, 13) e IAC Carioca Tybatd (13). Theodoro et al. (15)
analisaram a reacdo de 73 cultivares de feijoeiro, coletadas em Santa Catarina a murcha-de-
curtobacterium, evidenciaram maiores niveis de resisténcia nas cultivares Mouro Piratuba e
Vagem Amarela. Cultivares de feijoeiro que apresentavam maiores niveis de resisténcia a
murcha-de-curtobacterium possuem menores reducdes no desenvolvimento da parte aérea,
quando comparada com as cultivares mais suscetiveis (6).

Genotipos de feijoeiro com maiores niveis de resisténcia a murcha-de-curtobacterium,
quando inoculadas por picada no nd cotiledonar segundo Schuster et al. (10), ou por
pulverizagdo sob alta pressao nos foliolos conforme Halluka et al. (2), apresentaram menores
quantidades da bactéria nos tecidos quando comparados com genotipos suscetiveis.

Provavelmente, ha diferenca na transmissdo de Cff de planta para semente em gendtipos de
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feijoeiro com diferentes niveis de resisténcia a este patdgeno. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar a transmissdo de Cff de plantas para sementes em seis genotipos de feijoeiro com
diferentes niveis de resisténcia, em trés ensaios realizados em trés épocas, sob condi¢des de

casa - de - vegetacao.

MATERIAL E METODOS

Ensaios

Foram realizados trés ensaios, sob condi¢des de casa-de-vegetacdo, nos anos de 2004,
2005 e 2006. No primeiro ensaio (2004) foram empregadas as cultivares de feijoeiro TAC
Carioca, IAC Carioca Arua, IAC Carioca Akytd, IAC Carioca Pyatd e Pérola e nos segundo
(2005) e terceiro (2006) ensaios, além dessas cultivares foi inclusa a IAC Carioca Tybata.
Para tanto, sementes das cultivares de feijoeiro foram germinadas em papel "Germ test" até a
emissdo da radicula e transplantadas para vaso de aproximadamente 8L de capacidade,
contento substrato autoclavado e devidamente adubado para a cultura. Em cada vaso foram
conduzidas trés plantas que foram inoculadas com o isolado tipico e agressivo de Cff, Feij
2634, pelo método de pungdo no caule, com agulha umedecida em colonias bacterianas
desenvolvidas em meio NSA, durante 96 horas, a 28°C, aos nove dias apds a emergéncia (6).
Cada parcela experimental foi representada por um vaso, disposto no delineamento de blocos
a0 acaso, com cinco repeti¢des.

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

Apos 37 dias da inoculagdo, os sintomas da doenga foram avaliados com o emprego de
uma escala de notas, conforme Maringoni (6), 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 apresentam 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. As plantas foram
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mantidas até a produg¢do das sementes, que foram colhidas, secas e armazenadas sob

refrigeraco (5 - 8 °C), para a detecc¢o de Cff.

Detecc¢io de Cff nas sementes

No primeiro ensaio, 500 sementes de cada uma das cultivares de feijoeiro
IAC Carioca, IAC Carioca Arud, IAC Carioca Akyta, IAC Carioca Pyata, foram colocadas em
macerac¢do individualmente em 5 mL de 4dgua destilada e esterilizada, a temperatura de 5°C,
durante 24 h. Para a cultivar Pérola, foram analisadas 46 sementes. Nos segundo e terceiro
ensaios, foram analisadas 500 sementes de cada uma das cultivares IAC Carioca, IAC Carioca
Arua, IAC Carioca Akyta, IAC Carioca Pyatd e IAC Carioca Tybatd. Para a cultivar Pérola
foram analisadas respectivamente 155 e 87 sementes no segundo e no terceiro ensaios. As
suspensoes resultantes da macera¢do das sementes foram plaqueadas com o auxilio de uma
alca em aro, na superficie do meio de cultura semi-seletivo para Cff (MSCFF) composto de
peptona — 5 g, extrato de carne — 3 g, sacarose — 5 g, agar — 15 g, leite em po6 desnatado™ - 5 g,
vermelho do Congo* - 0.05 g, clorotalonil* — 0.01 g, tiofanato metilico* — 0.01 g, acido
nalidixico®* — 0.01 g, nitrofurantoina®* — 0.01 g, oxacilina* 0.001 g, azida de sédio* - 0.001 ge
agua destilada qg.s.p. 1L, *adicionado apds a autoclavem do meio basal, conforme Maringoni
etal. (8). Apds o plaqueamanto no meio semi-seletivo as placas foram incubadas a 28 - 30 °C,
durante 96 a 120 horas, ¢ as colonias com caracteristicas semelhantes a Cff, comparadas com
um isolado puro padrio, foram purificadas em meio NSA + NaCl 7% (agar — 15g, sacarose —
5g, peptona — 5g, extrato de carne — 3g, cloreto de sodio — 70g) e posteriormente submetidas a
coloracdo diferencial de Gram, teste de KOH, teste de patogenicidade em feijoeiro cv. Pérola
(7, 8), visando determinar a porcentagem de transmissdo de Cff nas sementes dos diferentes

gendtipos de feijoeiro.
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Caracterizacao dos isolados bacterianos obtidos das sementes

1. MICROLOG2™

Foram submetidos a caracterizagdo 56 isolados do primeiro ensaio e 27 isolados do
segundo ensaio que apresentavam caracteristicas culturais tipicas de Cff. Os isolados foram
cultivados em meio NSA, por 48horas, e posteriormente cultivados por duas vezes
consecutivas em meio de cultura universal de crescimento BUG™ Agar (Biolog® Universal
Growth Agar) durante 24 horas, a 30 °C. Coldnias bacterianas desenvolvidas na superficie do
meio BUG foram transferidas, homogeneizadas em fluido inoculante e a suspensdo resultante
padronizada por colorimetria, a 28% de transmitancia, no comprimento de onda de 600 nm.
Cento e cinqiienta microlitros da suspensdo bacteriana foram depositados em cada um dos
pocos da microplaca (GP2 MicroPlate™), que continha 95 diferentes fontes de carbono.

O material foi incubado em cdmara umida, a 30°C, durante 24 horas. Seguido o
periodo de incubagdo, foi realizada a leitura de cada um dos pogos contendo as diferentes
fontes de carbono atribuindo-se os sinais + (reagdo positiva), - (reacdo negativa) e + (reacdo
variavel). As reagdes obtidas da utilizacdo das diferentes fontes de carbono foram plotadas e
analisadas no programa MicroLog2™ System, para identificacio de bactéria. Os resultados
obtidos foram expressos em indice de similaridade do isolado que estava sendo analisado com

um espécime bacteriano identificado existente no banco de dados do programa.

2. Reac¢io de PCR

Dos isolados bacterianos obtidos no terceiro ensaio, 49 foram selecionados, cultivados
em meio de cultura NSA e apds o crescimento na placa, foram repicados para 5 mL de meio
Nutriente Liquido (NL), constituido de extrato de carne — 5g, peptona — 3g, mantidos a 30°C,

durante 72 horas.
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Dois mililitros da suspensdo bacteriana foram centrifugados a 8.000 g, por 2 min.
Apo6s a centrifugagdo, o sedimentado obtido foi ressuspendido e lavado por duas
centrifugagdes (8.000 g/5 min) sucessivas, em 1 mL de dgua destilada e esterilizada. Apos a
segunda lavagem, ressuspendeu-se o precipitado em 50 pL de tampdo de extracdo TE (10mM
Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 8.0) e os tubos contendo as suspensdes foram autoclavados por 1
minuto, a 121°C. Ao término da autoclavagem a suspensdo resultante foi centrifugada (12.000
g/5 min) e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C, para posterior uso como DNA
molde nas reacdes de PCR. A metodologia empregada para a obtengdo do DNA foi baseada
em Simmon et al. (12).

Para a identificagdo dos 49 isolados bacterianos foram empregados os iniciadores
CffFOR2 5 GTTATGACTGAACTTCACTCC 3 e CffREV4 5
GATGTTCCCGGTGTTCAG 3, descritos por Tegli et al. (14), para Cff. Foi utilizado como
padrdo positivo o DNA do isolado de Feij 2634 de Cff, como padrdo negativo foi utilizado
agua destilada esterilizada ao invés de DNA e também DNA de Pseudomonas fluorescens. A
condic¢do de PCR foi realizada de acordo com o mesmo autor, onde em 25 uL de reagdo foram
adicionados 2,5 uL. de DNA, 0,5 uM de cada iniciador, 1 U de Taq DNA polimerase ¢ 25mM
dNTP. A reagdo de PCR consistiu de um ciclo inicial de 94°C por 3 min; 30 ciclos
constituidos de desnaturagio a 94°C por 1 min, anelamento a 60°C por 45 segundos € extensdo
a 72°C por 30 segundos, com um ciclo final de extensdo a 72°C por 5 minutos. O produto final
amplificado por PCR foi visualizado em gel de agarose 1% em tampao TBE 0,5%, tratado

com brometo de etideo e como marcador 1Kb DNA Ladder (Invitrogen Brasil).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos primeiro, segundo e terceiro ensaios encontram-se
respectivamente nas Tabelas 1, 2 e 3. Pode-se observar que as cultivares IAC Carioca Arua,
IAC Carioca Akytd , IAC Carioca Pyata (ensaios 1, 2 e 3) e IAC Carioca Tybata (ensaios 2 e
3) apresentaram consisténcia na reacdo de resisténcia a murcha-de-curtobacterium, com baixos

indices de severidade, enquanto que as cultivares Pérola e IAC Carioca foram suscetiveis, em
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todos os ensaios, com indices elevados de severidade. A Figura 1 ilustra os sintomas
apresentados pelas diferentes cultivares de feijoeiro, durante o terceiro ensaio. A reagdo de
resisténcia das cultivares IAC Carioca Arud, IAC Carioca Akyta, IAC Carioca Pyatd e IAC
Carioca Tybatd, bem como o de suscetibilidades das cultivares Pérola e IAC Carioca aqui
observados vao ao encontro daqueles descritos na literatura (6, 13, 16)

Com relagdo a transmissdo da Cff das plantas para as sementes, ha variagdo em fungéo
do nivel de resisténcia da planta. Nas cultivares IAC Carioca Akyta, IAC Carioca Pyata
(Tabelas 1 a 3) e IAC Carioca Tybata (Tabelas 2 e 3) ndo foi constatada a transmissdo da
bactéria das plantas para as sementes. Provavelmente, houve o desenvolvimento de algum
tipo de mecanismo de resisténcia pds-infeccional que bloqueou a colonizagdo da bactéria nos
vasos de xilema e esta ndo atingiu as sementes. Souza et al. (13), ao examinarem a
colonizagdo de Cff em vasos de xilema de cultivares de feijoeiro com altos niveis de
resisténcia, observaram a formagdo de aglutinados de células bacterianas envoltas com uma
estrutura rendilhada, que bloqueou a colonizagdo, e consequentemente o avango da doenga nas
plantas inoculadas.

A cultivar IAC Carioca Arud, embora com bom nivel de resisténcia a murcha-de-
curtobacterium, apresentou transmissdo de Cff da planta para semente na ordem de 5,5 a
14,8% (Tabelas 1 e 2) e as cultivares suscetiveis (IAC Carioca e Pérola) com porcentagens
mais elevadas de transmissdo; a cultivar IAC Carioca, entre 10,4 a 70%, e a Pérola, entre
32,61 a 74,2 %, de transmiss@o (Tabelas 1 a 3). A Figura 2 ilustra as sementes das cultivares
IAC Carioca e TAC Carioca Tybatd (terceiro ensaio). Os resultados aqui obtidos para a
transmissdo de Cff de planta para sementes nas cultivares de feijoeiro suscetiveis concordam
parcialmente com Chavarro et al. (1), pois esses autores encontraram a taxa de transmissao na
ordem de 52,5% . Conforme Chavarro et al. (1), a transmissdo de Cff em sementes de Zornia
glabra foi de 88,8%, superior a observada para feijoeiro.

Tanto a reag@o de resisténcia ou de suscetibiliade de feijoeiro a Cff podem ser variaveis
em fungdo de condigdes climaticas e da agressividade da bactéria, pois o PI 136677 de
feijoeiro considerado resistente a isolados de Cff dos E.U.A. foi susceivel a isolados de Cff
colombianos oriundos de Z. glabra (1). Tais observagdes poderiam explicar a variacdo
observada na transmissdo de Cff nos ensaios aqui desenvolvidos, com as cultivares IAC

Carioca Arud, IAC Carioca e Pérola (Tabelas 1 a 3), principalmente quanto as variagdes de
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ambiente, no interior da casa - de - vegetacdo, durante o transcorrer dos ensaios nos trés anos
de conducdo dos experimentos.

Variagdes relacionadas a transmissdo de Xanthomonas axonopoidis pv. phaseoli em
sementes de genotipos de feijoeiro com diferentes niveis de resisténcia a esta bactéria foram
descritos na literatura (9, 18). Tais observag¢des encontradas no patossistema feijoeiro -
Xanthomonas axonopoidis pv. phaseoli foram aqui observadas para Cff, pois maiores
porcentagens de transmissdo de Cff ocorreram nos gendtipos suscetiveis, quando comparados
com aqueles que apresentaram maiores niveis de resisténcia a Cff.

Os isolados bacterianos obtidos das sementes e submetidos a identificagdo foram
consistentemente identificados como sendo Cff seja pelo método Microbiolog?, primeiro e
segundo ensaios (Tabelas 1 e 2), com indice de similaridade variando entre 0,51 a 0,86 %, e
PCR, terceiro ensaio, Tabela 3, empregando-se iniciadores especificos (Figura 3) descritos por
Tegli et al. (14), com a amplificagio de uma banda de DNA de 300 pb. O método
Microbiolog2™ foi utilizado anteriormente com sucesso para a identificacio de Cff
provenientes de sementes de feijoeiro naturalmente infectadas (7, 8) e de culturas tipo de
colegdes internacionais (3). Dos isolados de Cff submetidos a identificagdo, apenas um nao
foi patogénico ao feijoeiro cultivar Pérola, conforme relacionado na Tabela 1. Tal fato também
foi observado por Maringoni et al. (7, 8) ao identificarem Cff em sementes de feijoeiro

naturalmente infectadas.
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Figura 1: Sintomas da murcha-de-curtobacterium nas cultivares de feijoeiro Pérola (A),
IAC Carioca (B), IAC Carioca Arui (C), IAC Carioca Akyta (D), IAC Carioca Tybatd
(E) e IAC Carioca Pyati (F), terceiro ensaio.

Figura 2. Sementes de feijao da cultivar IAC Carioca (A) e IAC Carioca Tybata ( B),
provenientes de plantas inoculadas com Curtobacterium flaccumfaciens pv.

Sflaccumfaciens.
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Figura 3. Produtos de PCR (300 pb) de Curtobacterium flaccumfaciens pv.
Sflaccumfaciens obtidos com os iniciadores CffFOR2-CffREV4. Numeros 1 a 49 isolados
obtidos de sementes; 50 (Pseudomonas fluorescens); CP - controle positivo; CN -

controle negativo; M — marcador molecular.
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4. CONCLUSOES

As cultivares de feijoeiro IAC Carioca Arud, IAC Carioca
Akyta, IAC Carioca Pyatd e IAC Carioca Tybatd apresentam altos niveis de resisténcia
a murcha-de-curtobacterium enquanto que as cultivares Pérola e IAC Carioca sio
suscetiveis.

A transmissdo de Cff das plantas para sementes ¢ nula ou baixa
nas cultivares IAC Carioca Arud, IAC Carioca Akyta, IAC Carioca Pyatd e IAC Carioca

Tybata e alta nas cultivares Pérola e IAC Carioca.
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