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Padrao de Sintomas de Isola-
dos de Curtobacterium
flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens em Dois
Genotipos de Feijoeiro Comum

Adriane Wendland*, Nara Edreira Alencar?, Leonardo
Cunha Melo®, Joaquim Geraldo C4prio da Costa®, Maria
José Del Peloso®, Helton Santos Pereira®, Luis Claudio
de Faria’, Marcio Vinicius de Carvalho Barros Cortes?,
Rosana Pereira Vianello Brondani®

Resumo

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff), agente causal da murcha
de curtobacterium em feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), € um patdégeno
vascular de dificil controle, detectado pela primeira vez no Estado de S&o Paulo,
Brasil em 1995. Devido a dificuldade de controlar essa doenga, a resisténcia
genética tem sido a melhor opcéo. O objetivo deste estudo foi avaliar a interacao
diferencial entre isolados, o padrao de sintomas e o crescimento das plantas em
dois genétipos de feijoeiro comum considerados como resistente (Ouro Branco) e
suscetivel (LMRs 11997) a murcha de curtobacterium. Os sintomas como
Murcha (M), Flacidez (F), Amarelecimento (A), Queima (BQ) e Encarquilhamento
(BE) foram avaliados aos 7, 11, 14 e 18 dias ap0s a inoculagéo de sete isolados
de Cff em plantas aos dez dias apés a semeadura. A altura das plantas foi
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medida aos 14 dias apdés a inoculagdo. Ouro Branco apresentou menor intensida-
de da doenca e os sintomas de murcha e flacidez foram mais frequentes. As
plantas inoculadas com o isolado CffCNPAF 03 ndo apresentaram sintomas de
amarelecimento e encarquilhamento do bordo durante todo o periodo da avalia-
¢do. Houve variacao na altura das plantas de acordo com os isolados utilizados.
Os isolados UnB 1252, CffCNPAF 01, CffCNPAF 02, CffCNPAF 03 e
CffCNPAF 04 foram mais agressivos, causando maior redug&o na altura, diferin-
do da testemunha (plantas ndo inoculadas). Ja os isolados IAPAR 12771 e
IAPAR 14305 foram estatisticamente iguais a testemunha. Em contraste, a
linhagem LMRs 11997 apresentou maior intensidade da doenca, pois as plantas
apresentaram todos os sintomas avaliados (M, F, A, BQ e BE). A quantidade de
plantas que apresentaram amarelecimento, queima e encarquilhamento do bordo
foi maior para todos os isolados e houve reducéo na altura das plantas de forma
semelhante, onde os isolados diferiram apenas da testemunha. Portanto, foi
possivel observar que o padrédo de sintomas e o crescimento das plantas (altura)
variou de acordo com o gendtipo e/ou isolado utilizado.

Termos para indexagao: murcha de curtobacteriumm, interagéo diferencial,
crescimento da planta



Standard symptoms of
Curtobacterium
flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens isolates in
two genotypes of common
beans

Abstract

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff), the causal agent of the
bacterial wilt of common bean (Phaseolus vulgaris), is a vascular pathogen of
difficult control, first detected in S&o Paulo State, Brazil in 1995. Due to the
difficulty in controlling this disease, genetic resistance has been the best option
for disease management. The aim of this study was to evaluate the differential
interaction between isolates, the disease progress and difference in plant growth
of two common bean genotypes considered resistant (Ouro Branco) and
susceptible (LMRs 11997) to the bacterial wilt. The disease symptoms as wilt
(M), flaccidity (F), yellowing (A), leaf burn (BQ) and wizen leaf board (BE) were
assessed at 7, 11, 14 e 18 days after inoculation with inoculation of seven Cff
isolates in plants at ten days after sowing. The plant height was measured at 14
days after inoculation. Ouro Branco showed lower intensity of the disease and
the symptoms of wilt and flaccidity were more frequent. Plants inoculated with
the isolate CFfCNPAF 03 showed no symptoms of yellowing and wizened the
board throughout the period of evaluation. There was variation in plant height
according to the isolates used. Isolates UnB 1252, CffCNPAF 01, CffCNPAF
02, CffCNPAF 03 and CffCNPAF 04 were more aggressive, causing further
reduction in height, differing from the control (non-inoculated plants) and
isolates IAPAR 12771 and IAPAR 14305 were statistically equal to the control.
In contrast, the LMRs 11997 showed higher intensity of disease and the plants
showed all symptoms evaluated (M, F, A, BE and BQ). The amount of plants
that showed yellowing, burning, and wisen leaf board was higher for all isolates



and there was a similar reduction in plant height, where the isolates differed only
from control. Therefore, it was possible to observe that the pattern of symptoms
and plant growth (height) varied with the genotype and/or used alone.

Index terms: bacterial wilt, differential interaction, plant growth
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Introducao

O cultivo do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) esta sujeito a incidéncia de
varios fitopatégenos: bactérias, fungos, virus e nematoides, que acarretam
em perdas significativas na producao da cultura. Entretanto, a obtengé&o de
alta produtividade nesta cultura pode ser alcangada com o controle destas
doencas através do uso de sementes certificadas, adocao de préaticas culturais
gue incluem rotacao de culturas e eliminacdo dos restos culturais e o uso de
cultivares resistentes, entre outras.

A murcha de Curtobacterium é uma doencga de crescente importancia no
cultivo de feijdo, causada pela bacteria Curtobacterium flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens (Cff). Foi primeiramente relatada por Hedges (1922),
no Estado de Dakota do Sul (EUA). No Brasil, sua ocorréncia foi relatada
pela primeira vez em 1995, no Estado de Sdo Paulo, (MARINGONI;
ROSA, 1997) e atualmente esta disseminada em varias regides produto-
ras de feijdo. O aparecimento da doenca em Goias foi observado em
2001, no Municipio de Cristalina-GO e na regido do Distrito Federal, em
janeiro de 2002 (UESUGI et al., 2003). A bactéria é uma espécie
fitopatogénica gram-positiva e caracteriza-se por colonizar os vasos
xilematicos, obstruindo a passagem de seiva, causando murcha, flacidez,
amarelecimento das folhas, queima ou encarquilhamento do bordo foliar,
escurecimento vascular, nanismo, enfezamento nas plantas e,
consequentemente, morte da parte aérea do feijoeiro e/ou reducéo do seu
potencial produtivo.

O uso de gendtipos resistentes ou tolerantes € uma das medidas mais
eficientes e econdémicas para o controle de muitas doencas de plantas e
também o método mais pratico e econémico para controle da murcha de
Curtobacterium na cultura do feijoeiro (VIEIRA, 1988; MARINGONI, 2000;
RAVA; COSTA, 2001). Os sintomas observados ainda apresentam grande
variacdo em fungédo do gendtipo e do isolado utilizado nas inoculagcdes em
casa de vegetacdo (WENDLAND et al., 2008). O objetivo deste estudo foi
avaliar a interacdo diferencial entre isolados, o padrdo de sintomas e o
crescimento das plantas em dois genoétipos de feijoeiro comum considerados
como resistente (Ouro Branco) e suscetivel (LMRs 11997) a murcha de
Curtobacterium.
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Material e Métodos

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacado, nos meses de maio a
junho de 2008, na Embrapa Arroz e Feijdo, localizada em Santo Antdnio de
Goias—GO. O primeiro experimento foi a inoculacdo de sete isolados de Cff
(Tabela 1) na cultivar Ouro Branco, considerada como resistente (RAVA et al.,
2003) e o segundo experimento foi a inoculacao destes isolados na linhagem
LMRs 11997, considerada como suscetivel (WENDLAND et al., 2008).

Tabela 1. Relagdo de sete isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens utilizados na inoculacéo das plantas.

Isolado Procedéncia

unB 1252 UnB?, Brasilia, DF

CffCNPAF 01 CNFC 10758, Embrapa SNT, Ponta Grossa-PR
CffCNPAF 02 CNFC 10758, Embrapa SNT, Ponta Grossa-PR
CffCNPAF 03 CNFC 10758, Embrapa SNT, Ponta Grossa-PR
CffCNPAF 04 CNFC 11970, Embrapa SNT, Ponta Grossa-PR
IAPAR 12771 IAPAR?, Londrina, PR

IAPAR 14305 IAPAR?, Londrina, PR

1|solado cedido por Carlos Hidemi Uesugi (Departamento de Fitopatologia, Universidade de Brasilia)
2|solado cedido por Rui Pereira Leite Junior (Instituto Agrondmico do Parand)

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 3
repeticfes. Os dados de altura de planta coletados aos 14 dias apés a
inoculacdo foram submetidos a analise de variancia e comparados pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade usando o software SISVAR (FERREIRA,
2003).

Aos dez dias apods o plantio em vasos com solo adubado, a inoculacgédo foi
realizada artificialmente, por meio de duas perfura¢gdes no caule das plantas,
entre as folhas cotiledonares e as primarias, efetuadas com agulha entomolédgica
de ponta achatada previamente umedecida em colbnia bacteriana. A testemunha
consistiu de plantas de ambos os genétipos, perfuradas por duas pungdes na
haste, entre as folhas cotiledonares e as primérias, porém, sem o crescimento
bacteriano.

Os isolados UnB 1252, IAPAR 12771 e IAPAR 14305 foram recuperados
do tampao fosfato pH 6,8, em meio Agar Nutriente, por 72 horas, a 24°C.
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Os isolados CffCNPAF 01, CffCNPAF 02, CffCNPAF 03 e CffCNPAF 04
foram obtidos através de isolamento de material vegetal com sintomas da
doenca. Todos os isolados foram submetidos a testes de KOH, coloracéo de
Gram e PCR de deteccao especifica com os iniciadores CF4 e CF5
(GUIMARAES et al., 2001) e REV4/FOR2 (TEGLI et al., 2002), para confir-
mar sua identificacao.

Os sintomas da doenca (Fig. 1) foram avaliados aos 7, 11, 14 e 18 dias apds
a inoculagdo. Além disso, a altura das plantas foi avaliada aos 14 dias apoés a
inoculagdo, com régua, medindo-se a partir do nivel do solo do vaso até a
extremidade final de sua guia. Posteriormente, obteve-se as médias da altura,
considerando a média da testemunha como 100%, para comparar a altura das
plantas de acordo com a resposta a cada isolado.

Fig. 1. Caracteristicas dos sintomas avaliados: Amarelecimento das folhas(A),
Flacidez (F), Encarquilhamento do bordo foliar (BE) e Queima do bordo foliar (BQ).
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Resultados e Discussao

O padrédo de sintomas e o progresso da doenca nos gendtipos analisados, Ouro
Branco e LMRs 11997, foram Murcha (M), Flacidez (F) e Amarelecimento das
folhas (A), Queima (BQ) ou Encarquilhamento do bordo foliar (BE) (Fig. 1,
Tabelas 2 e 3).

Tabela 2. Quantidade de plantas da cultivar Ouro Branco que manifestaram sintomas
causados por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

Caracteristicas Total de

Avaliagédo # pl antas
Sintomas

0
4
5
4
0
2
4
5
0
3
4
4
0
0 8
0
0
0
2
4
4
0
1
4
5
2
4
5
5

UnB 1252 |

CffCNPAF 01 |

CffCNPAF 02 |

CffCNPAF 03 |

CffCNPAF 04 |

IAPAR 12771 |

IAPAR 14305 |

goou oo oo bbb DMDhWo GUNO NNEO
gooo oo oo ahrbdhd DMDhOWOO GUNO NMNWEO
NOOO U1OO0OO NFPOO OO0OO0OO0O AFPEFPO NNNO NMNWEFO
ARARWO OTWOO WWNO NNOO AhWOO UOAPFLPO ower

TOTAL 370
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Tabela 3. Quantidade de plantas da linhagem LMRs 11997 que manifestaram
sintomas causados por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

Caracteristicas Total de
Avaliacao E N plantas
Sintomas
unB 1252 | 4 4 5 2 0 15
I 5 5 5 5 5 25
11 5 5 5 5 5 25
\Y} 5 5 5 5 5 25
CffCNPAF 01 | 4 4 3 1 1 13
I 4 4 3 3 3 17
11 5 5 5 5 5 25
\Y} 5 5 5 5 5 25
CffCNPAF 02 | 5 5 2 1 1 14
I 5 5 5 5 5 25
11 5 5 5 5 5 25
\Y} 5 5 5 5 5 25
CffCNPAF 03 | 3 3 3 0 0 9
I 4 4 4 3 3 18
11 4 4 4 3 4 19
\Y} 4 4 4 4 4 20
CffCNPAF 04 | 4 4 4 0 0 12
1 4 4 4 3 4 19
11 4 4 4 4 4 20
\Y} 4 4 5 4 4 21
IAPAR 12771 | 4 4 4 0 0 12
1 5 5 5 4 4 23
11 5 5 5 5 5 25
\Y} 5 5 5 5 5 25
IAPAR 14305 | 3 3 2 2 2 12
1 4 5 3 4 3 19
11 5 5 5 5 5 25
\Y} 5 5 5 5 5 25
TOTAL 563

A cultivar Ouro Branco apresentou menor intensidade da doenga (Fig. 2). Os
sintomas de murcha e flacidez foram os mais frequentes, com excec¢éo das
plantas inoculadas com UnB 1252, que apresentaram queima dos bordos da
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folha e das plantas inoculadas com IAPAR 14305, que por sua vez, apresen-
taram encarquilhamento dos bordos da folha (Fig. 3A, Tabela 2). As plantas
inoculadas com o isolado CffCNPAF 03 ndo apresentaram sintomas de
amarelecimento e encarquilhamento do bordo durante todo o periodo da
avaliacdo (Tabela 2). Houve variacéo na altura das plantas de 38 a 68 cm, de
acordo com os isolados utilizados (Fig. 4). Os isolados UnB 1252,
CffCNPAF 01, CffCNPAF 02, CffCNPAF 03 e CffCNPAF 04 foram mais
agressivos, causando maior reducédo na altura das plantas da cultivar Ouro
Branco, diferindo da testemunha (plantas nédo inoculadas). Ja os isolados
IAPAR 12771 e IAPAR 14305 foram estatisticamente iguais a testemunha
(Fig. 4), demonstrando que ha interagdo entre isolados do patégeno e a
cultivar Ouro Branco.

Fig. 2. Diferenca de tamanho e intensidade dos sintomas entre os
gendtipos Ouro Branco e LMRs 11997.
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"TA
Ouro Branco - Avaliacéo |
5 4 — r—
4
3
2
1 -
0+ e - . -
M F A Bl BE
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5 O UnB 1252
@ CNPAF 01
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1 CNPAF 03
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0+~ T
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Fig. 3. Comparacédo de sintomas entre Ouro Branco-resistente (A) e LMRs 11997-
suscetivel (B), aos sete dias ap6s a inoculagao de Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens. Os sintomas avaliados foram Murcha (M), Flacidez (F), Amarelecimento
das folhas(A), Queima do bordo foliar (BQ) e Encarquilhamento do bordo foliar (BE).
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100,0 - LnB 1252
900 - 2. LHUNFAFUT
! 3. CFfCNPAF 02
80,0 4. CHCNPAF 03
70,0 ab 5. CFHONPAT 04
‘ " ab 6. IAPAR 12771
60,0 7. IAPAR 14305
50,0 TESTEMUNHA
a a 4
40,0
30,0
20,0
10,0
0,0 | : ! ! ) :
1 2 3 4 5 6 7 8

Fig. 4. Porcentagem média da altura das plantas da cultivar Ouro Branco de feijao, de
acordo com os sete isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,
aos quatorze dias ap6s a inoculagéo.

Colunas seguidas da mesma letrando diferem entre si pelo teste de Tukey (P<<0,05).

Em contraste, a linhagem LMRs 11997 apresentou maior intensidade da doenca
guando comparada com a cultivar Ouro Branco (Fig. 2). O amarelecimento das
folhas, queima e encarquilhamento do bordo foliar foram constantes nas plantas
inoculadas com os sete isolados de Cff. A partir da Ultima avaliagdo, mais de
80% das plantas apresentaram todos os sintomas da doenca (Fig. 3B, Tabela
3). A reducgao na altura das plantas foi maior quando comparada com Ouro
Branco, variando entre 25 e 37 cm, porém os isolados diferiram apenas da
testemunha, mostrando semelhanca na agressividade entre os sete isolados
inoculados nas plantas da linhagem LMRs 11997 (Fig. 5).

Os sintomas de murcha e flacidez foram observados em ambos os gendétipos no
inicio do desenvolvimento da doencga e os sintomas de queima e
encarquilhamento dos bordos da folha parecem estar relacionados com o
completo estabelecimento do patdégeno na planta, em consequéncia do entupi-
mento dos feixes vasculares. Os sintomas de amarelecimento das folhas tiveram
associagéo constante apenas com o gendétipo suscetivel.

Portanto, este trabalho permitiu observar que o progresso e a intensidade da
doenca, analisados por meio da altura das plantas, quantidade e padrao de
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sintomas é variavel de acordo com gendtipo e/ou isolado utilizado. A interagéo
entre maior nimero de isolados do patdgeno e de gendtipos do hospedeiro sera
averiguada posteriormente em novos experimentos.

Os resultados mostraram que € necessario desenvolver e validar uma escala
diagramatica para murcha de Curtobacterium, passivel de ser empregada para
diferentes gendtipos inoculados, baseada nos principais sintomas observados. A
escala utilizada para sele¢do de genétipos com resisténcia a doenga no programa de
melhoramento do feijoeiro na Embrapa Arroz e Feijdo, até o momento, foi adaptada
do patossistema feijdo-Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli por Rava et al. (2003).

b Isulados de Gff:
100,0 . UnB 1252

90,0 £, LHENFAF U
80,0
?D'O IAPAR 12771
60,0 . |APAR 1430k
50.0 ESTEMUNHA
40,0 a a a 5 a
30,0 a
20'0 - - . . - ’ s - — - - —
10,0

0,0 : bl

1 2 3 4 5 6 7 8

Fig. 5. Porcentagem média da altura das plantas da linhagem LMRs 11997 de feijao,
de acordo com os sete isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,
aos quatorze dias apés a inoculagéo.

Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<<0,05).

Conclusoes

Houve diferenca na agressividade entre os isolados;

O padrao de sintomas e o crescimento das plantas (altura) variou de acordo
com o gendtipo e/ou isolado utilizado;

A cultivar Ouro Branco apresentou menor intensidade de sintomas da doenca
guando comparada com o gendtipo LMRs 11997.

17
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