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RESUMO
LIMA, S.C.D.V. Caracterizagdo da variabilidade patogénica e interacdo diferencial de
isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em feijoeiro comum.
2013. 108f. Dissertacdo (Mestrado em: Genetica e Melhoramento de Plantas) — Escola de
Agronomia, Universidade Federal de Goiés, Goiania, 2013.2

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é cultivado durante todo o ano em Vérias
regides do Brasil, em trés épocas distintas de plantio resultando numa safra de 2012/2013
estimada em 3,4 milhdes de toneladas. Em consequéncia de ser cultivada em varios
ecossistemas esta cultura esta exposta a diversos fatores abidticos o que acentua perdas
tornando esta cultura mais suscetivel a patdgenos. Entre as doencas de grande importancia
econbmica estd a murcha bacteriana causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens que por meio da colonizacdo dos vasos xileméaticos impedem a passagem
de agua e nutrientes para a parte superior da planta causando mosaico, flacidez,
encarquilnamento de bordo, queima de bordo, nanismo, murcha e morte e
consequentemente perdas de até 90% da producdo. No Brasil, C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens foi encontrada pela primeira vez em 1995, na safra das aguas no Estado de
S&@o Paulo. Na atualidade, esta distribuida por varios Estados brasileiros Parana, Santa
Catarina, Goias, Distrito Federal e Mato Grosso do Sul. Para identificacdo de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens os métodos morfoldgicos, bioquimicos foram eficientes
como também os iniciadores CffFOR2-CffREV4 foram especificos em reagdo de PCR para
0s 24 isolados. Os métodos de preservacdo Castellani, papel filtro, tampédo fosfato e
glicerol foram eficientes para manter a viabilidade dos isolados de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens da Coleg@o de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijao
que foram inoculados nas cultivares Ouro Branco, BRS Esplendor e CNFP10132 em que
verificou-se a formagdo de quatro grupos de agressividade diferentes conforme o teste de
Scott e Knott (1974). Dentre estes foram escolhidos oito isolados, dois de cada grupo de
diferentes niveis de agressividade, para identificacdo de racas, estudos de interacao
diferencial e identificacdo de gendtipos resistentes. Ao inocular 30 genotipos de feijoeiro
comum foi possivel identificar existéncia de interacdo diferencial entre os isolados de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e os gendtipos de feijoeiro comum. Os genoétipos IPA 9,
Ouro Branco e Michelite foram os genotipos mais resistentes e 0s genotipos CNFRS 11997
e Frijolica 0-3-1 foram os mais suscetiveis. Os isolados CNPAFCff25 e CNPAFCff 04
foram os mais agressivos e os isolados CNPAFCff33 e CNPAFCff11 foram os isolados que
apresentaram menor agressividade. A metodologia de dialelos parcias de Melo & Santos
(1999) possibilitou a classificacdo de oito racas e quinze cultivares diferenciadoras.
Observou-se em analise de imagens obtidas por microscépio eletrébnico de varredura a
formacdo de estruturas rendilhadas de resisténcia nos gendtipos Ouro Branco e IPA 9, no
gendtipo Diacol Calima considerado moderado resistente e 0s genotipos CNFRS 11997 e
CNFC 10429, suscetiveis, ndo foi observada a formagdo de estruturas de resisténcia apos
inoculacdo com o isolado mais agressivo CNPAFCff 25 e o menos agressivo CNPAFCff
31. Apds inoculacdo com o isolado mais agressivo CNPAFCff 25 e o isolado menos
agressivo CNPAFCff 31, a analise de imagens de microscopia eletrdnica de varredura
revelou a formacéo de estruturas de resisténcia em genotipos de Ouro Branco e IPA9,

'Orientadora: Profa. Dra. Leila Garcés de Aratjo
2Coorientadoras: Dra. Adriane Wendland
Profa. Dra. Patricia Guimardes Santos Melo
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ao passo que nenhuma dessas estruturas foram observadas no moderadamente gendtipo
resistente Diacol Calima e os gendtipos suscetiveis CNFRS 11997 e CNFC 10429.
Empregando a metodologia de estabilidade de Wricke foi possivel apontar quais genotipos
mais contribuiram para os efeitos de interacdo, portanto os gendtipos indicados para
compor a serie diferenciadora. A metodologia de Lin e Binns possibilitou analisar o
comportamento dos genotipos demonstrando que estes seguiram 0s principios da teoria
gene a gene.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L., agressividade, resisténcia.



ABSTRACT

LIMA, S.C.D.V. Characterization of pathogenic variability and differential
interaction of isolates Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens in common
bean. 2013. 108f. Dissertation (Master: Genetics and Plant Breeding) - Escola de
Agronomia, Universidade Federal de Goiés, Goiania, 2013.3*

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is cultivated throughout the year in many
regions of Brazil, in three different growing seasons, resulting in a estimated harvest
(2012/2013) of 3,4 million tons. As a consequence of being cultivated in many ecosystems,
this crop is exposed to many abiotic factors, accentuating losses and making it more
susceptible to pathogens. Among the economically relevant diseases, the bacterial wilt,
caused by Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens can cause production losses
of up to 90%. The Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens colonizes the
xylematic vessels, blocking the transport of water and nutrients to the upper part of the
plant and causing mosaic, flaccidity, wizen leaf board, wizen leaf burn, wilt and death. In
Brazil, C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens was found for the first time in 1995, during
the “rainy season” in the State of Sdo Paulo. Currently, it is found in many other States,
Parana, Santa Catarina, Goias, Distrito Federal and Mato Grosso do Sul. For identifying C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, morphological and biochemical methods were efficient,
as well as the iniciators CffFOR2-CffREV4 were specific in PCR reaction for the 24
isolates. The preservation methods Castellani, filter paper and phosphate-glycerol buffer
were efficient to maintain the viability of Cff isolates (Multifunctional Microorganisms
Collection, Embrapa Arroz e Feijao) innoculated in Ouro Branco, BRS Esplendor and
CNFP10132. According to the Scott & Knott test (1974), four groups of different
aggressiveness were formed. Among these, eight isolates were chosen, two from each
aggressivity group, for “race” identification, diferential interaction studies and
identification of resistant genotypes. The innoculation of 30 genotypes of common bean
enabled the identification of a differential interaction between the C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens isolates and the genotypes of the common bean. The genotypes IPA 9, Ouro
Branco and Michelite were the most resistant ones, and the genotypes CNFRS 11997 and
Frijolica 0-3-1 were the most susceptible ones. The isolates CNPAFCff25 and CNPAFCff
04 were the most aggressive ones, and the isolates CNPAFCff33 and CNPAFCff11 were the
least aggressive ones. The methodology of partial diallel Melo & Santos (1999) allowed
the classification of eight races and fifteen differential cultivars. After innoculation with
the most aggressive isolate CNPAFCff 25 and the least aggressive isolate aggressive
CNPAFCIf 31, the analysis of scanning electron microscopy images revealed the formation
of tangled structures resistance structures in genotypes Ouro Branco and IPA 9,

*Adviser: Profa. Dra. Leila Garcés de Aradjo
*Co-adviser: Dra. Adriane Wendland
Profa. Dra. Patricia Guimaraes Santos Melo



16

whereas no such structures were observed in the moderately resistant genotype Diacol
Calima and the susceptible genotypes CNFRS 11997 and CNFC 10429. Employing the
methodology of stability Wricke was possible to identify genotypes which contributed
most to the interaction effects, so the genotypes indicated to compose the differential
series. The methodology of Lin and Binns possible to analyze the behavior of genotypes
demonstrating that they have followed the principles of gene-gene theory.

Key words: Phaseolus vulgaris L., aggressiveness, resistance.



1 INTRODUCAO

O feijdo foi cultivado na safra 2012/2013 em trés épocas, nos estados do Para,
Tocantins, Ceara, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Goiés, Distrito Federal, Minas Gerais, Sdo Paulo e Parana. A safra 2012/2013
estimada em 3,4 milhGes de toneladas, segundo o quarto levantamento de gréos realizado
pela Companhia Nacional de Abastecimento (Conab, 2013). O Brasil tem sido 0 maior
produtor de feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L.) dos Gltimos anos, com producdo de
2,4 milhdes de toneladas (Embrapa, 2012).

Segundo Sartorato (2006), esta cultura esta sujeita a perdas por ser cultivada
em varios ecossistemas, exposta a fatores bidticos e abioticos diversos, tornando-a mais
suscetivel a patdgenos. Dessa forma, faz-se necessario 0 uso de cultivares resistentes como
a forma de controle mais sustentavel para o0 meio ambiente e economicamente viavel ao
produtor. Dentre os diversos patdgenos, os de origem bacteriana como Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli, Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola, Pseudomonas
syringae pv. syringae, Pseudomonas syringae pv. tabaci e Curtobacterium flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens (Saettler, 1991), ocorrem em vérias localidades do mundo, causando
perdas consideraveis a cultura do feijdo-comum.

A murcha bacteriana causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens (Hedges) Collins & Jones (1983) (C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens),
inicialmente descrita nos Estados Unidos da América (EUA) em Dakota do Sul (Hedges,
1922), recebeu este nome por causar murcha e consequente morte da planta (Hedges,
1926) por meio da colonizacdo dos vasos xilematicos, em que as células bacterianas
impedem a passagem de agua e nutrientes para a parte superior da planta de feijao-comum
resultando em escurecimento dos vasos, murcha ou flacidez que se agrava nas horas mais
quentes do dia (Saettler, 1991).

No Brasil, essa doenca foi constatada em 1995, na safra das aguas, no Estado
de Sdo Paulo (Maringoni & Rosa, 1997) e atualmente, pode ser encontrada em VArios
Estados brasileiros: Parana, Santa Catarina (Leite Jr. et al., 2002); Goias, Distrito Federal
(Uesugi et al., 2003) e Mato Grosso do Sul (Theodoro et al., 2010).
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A disseminacdo e transmissdo desta doenca ocorrem por meio de sementes
contaminadas oriundas de plantas doentes obtidas nos campos de producdo, ferimentos e
aberturas naturais nas plantas. Fitobactérias podem permanecer vidveis no interior de
sementes por varios anos. (Schuster & Sayre, 1967; Saettler, 1991). Como o principal meio
de sobrevivéncia e disseminagdo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens ocorre pelas
sementes, a adocdo de sementes sadias, rotacdo de culturas e genotipos de feijdo-comum
resistentes sdo 0s métodos mais recomendaveis para o controle da murcha-de-
curtobacterium (Hall, 1991).

A murcha-de-curtobacterium apresenta-se cada vez mais relevante nos
programas de melhoramento do feijoeiro comum, visando garantir a producdo e evitar a
disseminacdo da doenca para locais que ainda ha a presenca de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens na cultura. O aumento gradativo da doenca nas areas de producdo com a
disseminacdo do patdgeno através de sementes contaminadas é agravado pela dificuldade
de identificacdo dos sintomas no campo, uma vez podem ser confundidos no campo com a
murcha-de-fusarium, e pouco se conhece sobre o risco de perdas na producéo por ela
ocasionadas (Maringoni & Rosa, 1997). A avaliacdo da resisténcia a partir de escalas
diagramaticas incorre em falhas decorrentes da falta de padronizacdo da concentracdo da
bactéria e do método de inoculacdo que resulta em variagdes na severidade e presenca de
sintomas (Coyne et al., 1963).

Portanto, esta doenca apresenta-se cada vez mais relevante para 0s programas
de melhoramento do feijoeiro e até o momento, inexistem relatos sobre a existéncia de
interacdo diferencial entre isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e gendtipos de
feijoeiro comum, embora a variabilidade patogénica ja tenha sido observada. Este trabalho
objetivou identificar a variabilidade patogénica e interacao diferencial dos isolados de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens avaliando-se o grau de agressividade ou viruléncia do
patdgeno e o grau de resisténcia horizontal e vertical do hospedeiro, permitindo assim a
identificacdo das diferentes racas de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. De posse dos
dados deste trabalho, esse conhecimento sera direcionado aos programas de melhoramento
de feijdo para selecdo de cultivares com resisténcia genética a esta doenca.

Uma cultivar considerada resistente em uma regido comportar-se suscetivel em
outra, caracteriza a existéncia de racas fisiologicas do patdgeno (Sartorato, 1989). O
mapeamento da populacdo do patdgeno permite detectar novos genes de viruléncia e a

efetividade dos genes de resisténcia utilizados nas cultivares melhoradas. O conceito de
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raca fisiologica, os métodos de identificacdo, distribuicdo geogréfica das racas e 0s
mecanismos de variagdo sdo informagdes importantes no melhoramento genético visando
resisténcia a doengas. O objetivo da identificacdo de racas é fornecer germoplasma com
genes efetivos contra as racas do patégeno. Obtendo estas informacdes ha possibilidade de
incorporacdo de genes de resisténcia nas cultivares comerciais e o desenvolvimento de
cultivares resistentes (Prabhu & Filippi, 2006). Barrus (1911) foi o primeiro a observar a
especializacdo fisiologica em Colletotrichum lindemuthianum causador da antracnose em
feijoeiro-comum. Apds Stakman & Pimeisal (1917) mostram que o patégeno Puccinia
graminis var. tritici causador da ferrugem no trigo possui diferentes racas e estas podem
ser identificadas utilizando reacdes diferenciais entre cultivares e o patdgeno. Orozco &
Araya (2005) baseando-se na reacdo do grupo de diferenciadoras quando inoculadas com
61 isolados de Phaeoisariopsis griseola, causador da mancha angular oriundos de
diferentes regibes da Costa Rica determinaram 21 patotipos, dos quais 19 provocaram
doenca nas diferenciadoras mesoamericanas € 17 o fizeram em ambos 0s grupos de
diferenciadoras. Sartorato (2004) ao inocular doze diferenciadoras com 96 isolados de P.
griseola identificou 13 patotipos, confirmando com estes resultados que este patdgeno
possui alta variabilidade patogénica. Ao inocular sete isolados provindos de Minas Gerais
de Uromyces appendiculatus causador da ferrugem no feijoeiro comum Souza et al. (2005)
verificaram que estes isolados foram classificados em sete patdtipos distintos. Igbal et al.
(2006) inocularam nove isolados de Ascochyta lentil, oriundos do Paquistdo, em dez
cultivares de lentilha, verificaram que os isolados foram divididos em seis patotipos.
Verificando a existéncia da variabilidade patogénica e diferentes niveis de agressividade e
viruléncia.

A eficiéncia no uso de resisténcia genética em cultivares de feijoeiro-comum
depende do conhecimento sobre a variabilidade patogénica do agente causal e sua
distribuicdo geografica. Logo, para o desenvolvimento de cultivares resistentes, faz se
necessario conhecer a estrutura genética das populacdes do patégeno em cada regido de
interesse (Orozco & Araya, 2005).

O controle por meio da resisténcia genética é a forma mais eficiente e
econbmica, porém exige um continuo trabalho de melhoramento para fazer frente a
variacdo genética do patdgeno, que por sua vez possui habilidade em desenvolver novas

racas a cada vez que € desafiado com um novo gene de resisténcia na cultura. Exigindo
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portanto, monitoramento continuo do quadro de racas e desenvolvimento de novas
cultivares resistentes (Yorinori & Kihl, 2001).

Portanto faz-se necessario que uma série de cultivares diferenciadoras seja
instituida para conhecimento da especializacdo patogénica dos isolados de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e sua distribuicdo geogréfica para recomendacdo de
cultivares em regibes produtoras.

Estudos de patogenicidade de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e analises de
interacdo diferencial entre isolados e gendtipos podem ser realizados por programas
estatisticos. A analise de dialelos parciais € uma metodologia capaz de prover informacoes
sobre a resisténcia horizontal e vertical do hospedeiro e a presenca de viruléncia e/ou
agressividade do patégeno causador da murcha-de-curtobacterium, baseado no modelo de
interacdo poligénica do patogeno-hospedeiro descrito por Parlvevliet & Zadoks (1977) e
conforme estudo proposto por Melo & Santos (1999).

Este método permite a escolha de genotipos a partir da capacidade geral do
hospedeiro inoculado com diferentes niveis de agressividade dos isolados, e na resisténcia
vertical com diferentes niveis de viruléncia do patdgeno, nunca antes utilizado no
patossistema em estudo.

O conhecimento dos patotipos de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens que
afetam genotipos de feijoeiro-comum no Brasil é importante para o programa de
melhoramento, pois a resisténcia genética das cultivares pode ser suplantada. Existem
métodos de estratificacdo ambiental, que ndo foram criadas para este fim, mas elas podem
ser adaptadas para estudar a interacdo patdgeno x hospedeiro como ecovaléncia de Wricke
(1965) e Lin & Binns (1988) modificado por Carneiro (1998). A estimativa da ecovaléncia
de Wricke (1965) foi utilizada para medir a contribuicdo de cada genotipo na interacdo de
genotipo x isolado, por meio da decomposicdo da soma de quadrados da interacdo em
fraches relacionadas a esses genotipos e, assim, identificar quais foram mais instaveis
Utilizou-se o método de Linn e Binns com o objetivo de particularizar a recomendacao de
genotipos em condicdes de ocorréncia de patdtipos de alta ou baixa agressividade. Neste
método procura-se identificar a estabilidade entre os genotipos resistentes. Tambéem
utilizado para decompor a reacdo dos genoétipos dentro do grupo dos isolados mais e menos
agressivos.

O objetivo foi estudar a interacdo diferencial entre diferentes genotipos de

feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) e isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
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representativos de seis regides brasileiras produtoras dessa cultura, utilizando a analise de
dialelos parciais Apos a identificacdo de racas dos isolados de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens pertencentes a Colecdo de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa
Arroz e Feijdo, foi possivel também realizar a indicacdo de cultivares diferenciadoras de
C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens dentre os 30 gendtipos inoculados, visando uma
melhor obtengdo de fontes de resisténcia a murcha-de-curtobacterium e avaliar a
colonizacdo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em vasos de xilema de feijoeiro-
comum que apresentaram reacgoes diferentes quanto a resisténcia quando inoculados com
isolados com diferentes niveis de agressividade por meio de microscopia eletrbnica de

varredura.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) desempenha um importante
papel na alimentacdo humana, constituindo a principal fonte de proteina vegetal. A
producdo brasileira de feijdo caracteriza-se pela sua diversidade de cultivo, podendo se
encontrar desde lavouras altamente tecnificadas até aquelas conduzidas em pequenas areas
rurais, com pouco ou nenhum emprego de insumo (Theodoro, 2004).

O feijao é um dos alimentos basicos do povo brasileiro e de grande parte da
América Latina, constituindo uma das principais fontes de proteina vegetal e de ferro. Os
principais Estados produtores de feijdo no Brasil sdo Parand, Minas Gerais, Bahia e S&o
Paulo, nesta ordem, sendo o feijoeiro cultivado em trés épocas: safra das aguas, da seca e
de inverno (Ito, 2004).

O consumo médio do feijdo é de 16,5 kg/hab/ano. Juntamente com o arroz é a
base da alimentagdo brasileira, contém proteina vegetal e carboidratos essenciais na dieta
dos brasileiros (Embrapa, 2012). Por ser uma fonte basica e barata de proteinas e calorias,
sua importancia tem grande destaque no ambito internacional e nacional.

O feijoeiro pode ser cultivado em varios locais do pais durante todo 0 ano em
trés épocas chamadas de safra da seca, safra de inverno e a safra das aguas. A safra da seca,
plantada em todos os estados produtores durante os meses de janeiro a abril. A safra de
inverno, predominante na regido Centro-Oeste é cultivada durante os meses de maio a
agosto. A regido Sul concentra a maior producdo da safra das aguas com plantio entre
agosto e dezembro. Essa capacidade de cultivo em varios locais e épocas diferentes é
possivel devido o feijoeiro comum apresentar uma adaptacédo edafoclimatica ampla (Borém
& Carneiro, 2006; Wander, 2007).

2.1 Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

Pertencente ao Filo Actinobacteria, classe Actinobacteria, ordem

Actinomycetales e familia Microbacteriaceae, C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens é uma
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bactéria aerdbica, gram positiva, possui um ou mais flagelos polares ou subpolares.
Apresenta-se em forma de bastonetes retos ou curvados levemente, podendo apresentar
forma individual ou arranjada em forma de V, Y ou em paralelo. As col6nias sdo brilhantes,
circulares, de bordos lisos, sem viscosidade, semifluida. Pode apresentar coloragdo
amarela, laranja ou rosa com tamanhos de 1 a 4 mm de didmetro, apds 48 horas de cultivo
em meio 4gar nutriente. Entre as temperaturas de 24 & 27°C o crescimento é Gtimo.
Apresenta reacdo negativa nos testes de solubilidade em hidroxido de potéssio a 3%,
oxidacao/fermentacdo da glicose, reducdo de nitrato, urease, producdo de indol, podriddo
em discos de batata, tirosinase e vermelho de metila. E tolerante ao cloreto de sodio a 7 e
9%, catalase positiva, produz gas sulfidrico a partir de cisteina e ha producédo de éacidos a
partir de adonitol, amido, inositol, glicerol, glicose, melizitose, maltose e sacarose
(Bradbbury, 1986).

Foi descrita pela primeira vez por Hedges (1922) no Estado de Dakota do Sul
(EUA) causando perdas de aproximadamente 90% da producdo. Apos esse periodo, foi
relatada também nos Estados de Michigan, Virginia, Maryland, Montana, no Distrito de
Columbia, Connecticut, lowa, Idaho, Montana, Nebraska, Ohio, Oregon e Wisconsin
(Hedges, 1926). No Brasil, a murcha-de-curtobacterium foi relatada a primeira vez em
1995 (Maringoni & Rosa, 1997) durante a safra das &guas, no Estado de S&o Paulo.
Atualmente esta presente em diferentes Estados brasileiros: Parana, Santa Catarina, Goias,
Distrito Federal e Mato Grosso do Sul (Leite Jr. et al., 2002; Uesugi et al., 2003; Theodoro
et al., 2010).

Para uma primeira identificacdo morfologica dessa espécie sdo utilizados o
teste de solubilidade em hidréxido de potassio 2% (KOH) e o teste de Gram baseado na
coloracdo diferencial devido a constituicdo da parede celular do patégeno. O teste de KOH
consiste na mistura de col6nias bacterianas crescidas em meio de cultura e KOH aquoso a
2% em uma lamina de vidro utilizando uma al¢a bacteriolégica. Coldnias bacterianas que
produzem uma reacdo KOH positivo, isto é, tornam-se uma suspensao viscosa apos 5 a 60
segundos, submetidas a solucdo de KOH 2%, sdo gram-negativas, isso porque as paredes
celulares destas bactérias sdo rompidas quando expostas a solucdes alcalinas ocorre a
liberagdo de segmentos de DNA ndo fragmentados com consequente formag¢do de um “fio
viscoso”. As paredes celulares das bactérias gram-positivas ndo séo afetadas pelo KOH 2%
e nao formam esse “fio viscoso”, sendo negativas para este teste (Powers, 1995). O teste de

Gram parte do principio que a parede celular de procariotos é formada por peptideoglicano,
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que confere rigidez a célula bacteriana. Essa parede possui espessura variavel e esta
caracteristica ¢ usada na identificacdo e classificacdo de bactérias, quando se aplica a
coloracdo diferencial de Gram. Quando este critério € usado, as bactérias se classificam em
gram-negativas e gram-positivas. As Gram-negativas apresentam parede mais fina e a
proporc¢do de peptideoglicano por peso é de 5 a 10%. As bactérias Gram-positivas possuem
parede mais espessa com até 50% de peptideoglicano por peso. Ao submeter as coldnias ao
método de coloracdo de Gram, as bactérias Gram-positivas tem a capacidade de reter o
corante cristal violeta durante a descoloracdo com alcool enquanto que as Gram-negativas
nao retém o corante no momento da descoloracdo, por consequéncia, 0 corante que € usado
na etapa final do procedimento, a safranina, é que gera a coloracdo na parede celular
bacteriana gram-negativa.. Ao observar as células bacterianas com auxilio de microscépio
Otico, as Gram-positivas apresentardo cor violeta e as Gram-negativas, cor résea (Romeiro,
1995).

A colonizagédo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no sistema vascular da
planta causa o escurecimento dos vasos xilematicos e a obstrucdo dos feixes vasculares da
planta doente responsavel pelo padrao de sintomas-reflexo observados em toda a extensao
das plantas como mosaico e flacidez das folhas, encarquilhnamento e queima dos bordos
foliares, nanismo, murcha e morte das plantas (Saettler, 1991; Wendland et al., 2008). A
murcha-de-curtobacterium ocasiona perdas de até 90% na producéo de feijoeiro comum
(Hedges, 1922). Além do feijoeiro comum outras plantas tém sido relacionadas como
hospedeiras de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens: 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).

Dunleavy (1983) relatou em 1975 (lowa, EUA), a presenca de manchas
necroticas em folhas de soja que produziam uma aparéncia esburacada. Em soja, por ndo
apresentarem sintomas de murcha como no feijoeiro comum, o autor denominou a doenca
de "tan spot”. Ao inocular plantas de feijao com isolado obtido de soja, a planta apresentou
sintomas de murcha. Na Colémbia, Torres et al. (1982) descreveram a presenca de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em Zornia spp. (leguminosa forrageira). Wood &
Easdown (1990) constataram na Australia a presenca de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens em Vignia radiata e caupi e que isolados bacterianos provindos dessas

plantas foram patogénicos ao feijoeiro e a soja. Em 2001, foi descrito na Espanha, a
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presenca da murcha-de-curtobacterium em feijoeiro na cultivar Donna, sendo até entdo
considerada uma doenca causada por um patégeno quarentenario (Gonzalez et al., 2005).

Coyne et al. (1963) realizaram estudos para verificar a reacdo de 1067
genotipos de feijoeiro quando inoculados com C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e
verificaram que os gendtipos Pl 165.078 e G.N. Nebraska #1 apresentaram niveis
satisfatorios de resisténcia a murcha-de-curtobacterium. H& indicacdo de niveis diferentes
de resisténcia a C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em alguns genétipos e linhagens de
feijoeiro. Hsieh et al. (2005), analisando 124 gen6tipos de feijoeiro comum, inoculados
com duas variantes de coloracdo amarelo (YSB-2) e laranja (OSB-3), por meio de imersao
das sementes com o hilo injuriado em suspens&o bacteriana de 1x10® UFC/mL, verificou
que os gendtipos LO2E317, Resolute, L02B662 e 9995-2A ndo apresentaram sintomas,
resultando numa alta resisténcia a estes isolados de coloragéo distinta.

Ao estudar 40 gendtipos de feijoeiro comum, Maringoni (2002) utilizou dois
isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens; Feij - 2625 (col6nias de cor salmé&o) e
Feij - 2634 (colbnias de cor amarela). Por meio de inoculagdo artificial, as cultivares IAC
Carioca Akytd, IAC Carioca Arud e IAC Carioca Pyatd foram resistentes. Utilizando o
isolado FJ36, Theodoro et al. (2007) verificaram que as cultivares Mouro Piratuba e Vagem
Amarela foram resistentes a murcha-de-curtobacterium, comparando-se a reacdo de 73
cultivares a C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. Para avaliacdo de 333 gendtipos do
banco de germoplasma de feijoeiro do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), Souza et
al. (2006) inoculou-os com o isolado C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens Feij 2634.
Utilizando uma escala de notas da severidade média da doenca (SMD) para cada genotipo,
8,7% foram classificados como altamente resistentes, 3,9% como resistentes, 5,4% como
moderadamente resistentes e 0s 82% genotipos restantes como suscetiveis.

Em sementes, C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens fica alojada nas células
palicadicas que formam a testa e entra no sistema vascular das sementes em
desenvolvimento, através do hilo, e forma uma massa de células bacterianas no tegumento.
Durante a germinacdo ocorre a infec¢do da plantula, por ferimentos da radicula gerados
pelo atrito com a casca (Schuster & Smith, 1983; Chavarro et al., 1985). Camara (2008) ao
analisar a transmissdo planta-semente de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens verificou
que as cultivares resistentes IAC Carioca Arud, IAC Carioca Akytd, IAC Carioca Pyatd e
IAC Carioca Tybatd obtiveram taxa de transmissdo nula. Ja as cultivares Pérola e IAC

Carioca obtiveram taxas de 36,78% e 10,40% de transmissdo planta-semente de C.
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flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, demonstrando a importancia do uso de cultivares
resistentes e sementes sadias no cultivo do feijoeiro comum. O uso de sementes sadias tem
sido adotado na maioria dos paises do mundo, por meio de certificagdo sanitéria.
Comprovando isto, a murcha-de-curtobacterium ndo havia sido constatada ha 20 anos em
areas de producdo de Dakota do Norte. Somente em 1994 em Minessota, EUA foi isolado
C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens de sementes utilizadas por um agricultor da regido
(Venette et al., 1995). O controle de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens esta baseado no
uso de sementes sadias, rotacdo de culturas e cultivares resistentes (Hall, 1991). Entre as
medidas de controle, o uso de gendtipos resistentes ou tolerantes a murcha-de-

curtobacterium tem se mostrado a mais eficiente e sustentavel (Rava & Costa, 2001).

2.1.1 Agressividade de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em

feijoeiro-comum

Conforme Agrios (2005) agressividade é a quantia de doenca causada pelo
patogeno no hospedeiro. Conforme Camargo & Bergamin Filho (1995) as variacfes que
ocorrem a nivel de doenca devem-se as diferentes agressividades do patdgeno. De acordo
com Camargo (2011) quando o patdégeno é inoculado em diferentes gendtipos pode haver
variantes do patégeno mais agressivas que outras.

Obter genotipos que possuem resisténcia genética a patdgenos é o método de
controle com menor impacto ambiental e pode ser usado em grandes lavouras com menor
gasto quando comparado ao controle quimico. Existem patégenos que podem ser
controlados somente por este método, como Puccinia graminis f. sp. tritici em trigo. Com
0 surgimento de uma nova raca mais agressiva denominada Ug99, se fez necessario o
desenvolvimento de uma nova cultivar de trigo com a insercao de genes de resisténcia nas
variedades cultivadas na area afetada (Camargo, 2011). A doenca do cacaueiro, vassoura-
de-bruxa, causada pelo fungo Crinipellis perniciosa Stahel (Singer) (Sin. Marasmius
perniciosus Stahel), conhecida desde 1898 na regido Amazonica, € a causa de perdas de até
85% da producdo brasileira. Para controle da doenca e diminuicdo das perdas o centro de
pesquisa do cacaueiro (CEPLAC/ERJOH, Itabuna, BA) busca no melhoramento a
resisténcia genética a vassoura-de-bruxa por meio de selecdo e propagacdo de clones

resistentes e por avaliacdo de progénies oriundas de polinizac6es controladas ou abertas,
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entre clones e matrizes selecionadas como resistentes, em plantacdes altamente infectadas

pelo patdgeno (Nass et al., 2001).

2.1.2 \Variabilidade patogénica de Curtobacterium flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens

O controle de algumas doencas € feito pelo emprego de variedades resistentes.
No entanto, a suplantacdo de resisténcia tem sido relatada em diversos paises, sendo
atribuida a variabilidade do patégeno e provocando considerdveis perdas para a cultura
(Rott & Davis, 1996).

O fato de uma cultivar considerada resistente em uma regido comportar-se com
suscetivel em outra, caracteriza a hipotese da existéncia de ragas fisiologicas do patdgeno
considerado. Este fato torna-se mais evidente quanto maior for a diferenca entre a
resisténcia e a suscetibilidade manifestada pelas cultivares (Sartorato, 1989).

A especializagdo fisiologica foi inicialmente observada em Colletotrichum
lindemuthianum, o agente causal da antracnose em feijoeiro comum por Barrus (1911). A
variabilidade genética e patogénica do Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. &
Sacc., dificulta a obtencdo de cultivares com resisténcia efetiva e estavel a antracnose
(Fernandes, 2003). A determinacdo de acessos diferenciadores foi um esforco para
padronizar a identificacdo da variabilidade patogénica do fungo (Chakraborty et al., 1990;
Kelemu et al., 1996).

2.2 RESISTENCIA GENETICA DO FEIJOEIRO-COMUM E
CARACTERIZACAO PATOGENICA DE Curtobacterium flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens

Novos mecanismos de ataque sdo criados pelo patdégeno para colonizacdo do
hospedeiro, este por sua vez cria novos mecanismos de defesa. Estes mecanismos estdo sob
controle genético, e entender como 0s genes de resisténcia do hospedeiro interagem com 0s
genes de viruléncia do patégeno é de suma importancia para tomadas de decisdo em um

programa de melhoramento (Camargo & Bergamin Filho, 1995).
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A resisténcia € uma caracteristica genética da planta hospedeira que pode
impedir ou reduzir a incidéncia da doenca. E obtida a partir de programas de
melhoramento visando a incorporacdo de genes de resisténcia ou pela aplicacdo de
indutores biolégicos ou quimicos que ativam sistemas de defesa na planta. A resisténcia de
plantas foi classificada por Vanderplank (1963) como vertical (RV) e horizontal (RH) em
funcdo da interacdo diferencial significativa entre racas do patdgeno e cultivares do
hospedeiro. Conceitualmente, a RV verifica-se quando ocorre interacdo diferencial
significativa entre ragas e cultivares, sendo a resisténcia efetiva contra algumas ragas e nao
a outras. Este tipo de resisténcia é conhecido como raca-especifica, do tipo monogeénica,
resisténcia completa ou qualitativa, chamada assim por haver diferencas de suscetibilidade
e resisténcia ser de facil visualizacdo. Geralmente tem expressdo caracterizada quando nao
ocorrem sintomas da doenca, inexistindo reacfes intermedidrias quando a variacdo é
somente genética. Em virtude de ocorrerem mudancgas genéticas para patogenicidade nas
populacdes do patdgeno, os genes que conferem RV podem ndo ser efetivos em todas as
regides e, portanto, cultivares completamente resistentes em determinado local podem ser
suscetiveis em outro. A RH caracteriza-se por ndo exibir interacdo diferencial entre racas e
cultivares, sendo eficaz contra todas as racas do patdgeno. A caracteristica marcante deste
tipo de resisténcia € a presenca de uma variacdo continua de graus de resisténcia, indo de
totalmente suscetivel até uma alta resisténcia. E denominada raga ndo-especifica, parcial,
poligénica, resisténcia de campo ou de planta adulta e qualitativa. A RH caracteriza-se pela
protecdo incompleta, onde a infec¢do ocorre, mas avanca lentamente, resultando em perdas
na producéo, podendo ser significativas ou ndo (Camargo & Bergamin Filho, 1995; Agrios,
2005; (Vanderplank, 1968).

Estudos de patogenicidade de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e analises
de interacdo diferencial entre isolados e genotipos podem ser realizados por programas
estatisticos, como Genes 2009.7.0 (Cruz, 2006). A andlise de dialelos parciais pode ser
empregada para obtencdo de informacdes sobre a resisténcia vertical e horizontal do
feijoeiro em relacdo a viruléncia do patdgeno causador da doenca, conforme estudo
proposto por Melo & Santos (1999). Ao utilizar o esquema de dialelos parciais, os dados
sdo analisados pelo modelo IV de Griffing (1956), em que o grupo | é formado pelo
hospedeiro e grupo Il é formado pelo patdgeno para obtencdo da estimativa da capacidade
geral de combinacdo do grupo | (C.G.C. 1), capacidade geral de combinacdo do grupo Il

(C.G.C. Il) e capacidade especifica de combinacéo (C.E.C.). A capacidade especifica de
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combinacgédo (C.E.C.) corresponde a capacidade especifica de interacdo indicando interacéo
entre 0os componentes dos dois grupos. Essa estimativa pode representar, portanto, a
viruléncia da raca do patdgeno e também a resisténcia vertical dos gendtipos do
hospedeiro.

Silva et al. (2010) verificou a interacdo diferencial entre 50 gendtipos de
feijoeiro e quatro isolados de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Foi verificado que
houve variacdo na agressividade do patdgeno em relacdo aos diferentes gendtipos
inoculados. Constatou-se também que os genotipos CNFP 10120 e BRS Campeiro foram
0S mais resistentes ao crestamento bacteriano comum, apresentando resisténcia vertical e
horizontal ao patdgeno.

Ao analisar 16 geno6tipos de algodao inoculados com Xanthomonas campestris
pv. alvacearum e Ramularia aréola, Maranha et al. (2002) concluiram que as cultivares de
algoddo BRS Antares e BRS Facual apresentaram resisténcia horizontal a X. campestris pv.

alvacearum. A cultivar BRS Facual apresentou resisténcia horizontal para R. aréola.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DE ISOLADOS DE Curtobacterium flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens

Amostras de feijoeiro-comum foram coletadas em regifes produtoras de vérias
localidades brasileiras. Em cada regido, foram coletadas 2 a 3 plantas para realizacdo do
isolamento. O material foi levado para o Laboratdrio de Fitopatologia da Embrapa Arroz e
Feijdo para proceder o isolamento de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. Os fragmentos
foram retirados de vérias partes da planta e identificados, em seguida foram submetidos a
assepsia em alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sédio 2% por um minuto e agua
destilada esteéril para lavagem dos fragmentos (Romeiro, 2001).

Foram realizados cortes longitudinais e o material interno dos fragmentos foi
raspado com bisturi flambado, hidratado e macerado. O material macerado foi disposto em
placa de Petri contendo meio &gar nutriente (extrato de carne — 3g; peptona — 5g; agar —
15¢; glicose — 2,50; agua destilada — 1000 mL) com auxilio de alca de platina. O macerado
foi depositado proximo a borda da placa e foram tracadas trés estrias paralelas espacadas
entre si para espalhar a suspensao da bactéria e permitir a formacdo de colbnias isoladas.
Este procedimento foi repetido, tracando-se mais trés estrias em angulo de 90°, em relacéo
as primeiras. As placas foram incubadas em estufa de crescimento (Liciti) a 28+1°C até o
aparecimento de coldnias bacterianas. Apos o crescimento, foi realizada a purificacdo de
colénias com auxilio de alca de platina em que foi retirada uma coldnia individual da
bactéria e repicada em nova placa de Petri contendo o meio &gar nutriente. As colbnias
puras apos o crescimento foram preservadas para posteriores testes de identificacdo. Este
método de isolamento foi utilizado para obtencdo dos 24 isolados que compdem a Colegédo

de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijao.
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3.2 IDENTIFICACAO E PRESERVACAO DOS ISOLADOS DE Curtobacterium

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

3.2.1 Morfologia Celular

Foram realizados testes morfoldgicos, bioquimicos, moleculares e de
patogenicidade para identificacdo dos isolados. Os testes morfolégicos consistiram na
observacdo da colonia quanto ao padrdo de crescimento, coloracdo, fluidez, formato,
tamanho, viscosidade e temperatura ideal de crescimento das colonias (Bradbbury, 1986).

3.2.2 Teste de Patogenicidade

Para realizagdo do teste de patogenicidade conforme os postulados de Koch
(Camargo, 2011), foram instalados experimentos em casa de vegetacdo para inoculagédo
dos isolados nos genotipos suscetiveis: Rosinha e CNFRS 11997, alem da testemunha
resistente Ouro Branco. Para preparo do inoculo, as col6nias foram multiplicadas em placa
de Petri contendo meio agar nutriente e desenvolvidas a 28+1°C em estufa de crescimento
por 48 horas.

As plantas foram inoculadas dez dias apds semeadura, utilizando agulha
entomoldgica contendo de coldnias bacterianas, por meio de duas puncgdes feitas no caule
da planta, entre as folhas cotiledonares e as folhas primarias. As avaliacdes foram
realizadas aos 14 e 21 dias ap0ds inoculacdo, conforme a escala de severidade de sintomas
(Tabela 1). Havendo associacdo patdgeno-hospedeiro, em que as coldnias isoladas de areas
produtoras de feijoeiro-comum quando inoculados em gendtipos suscetiveis em casa de
vegetacdo, causaram 0s mesmos sintomas observados nas plantas doentes coletadas no
campo, seguiu-se 0 reisolamento do patdgeno para caracterizacdo morfologica e

confirmacdo de que o patogeno isolado foi o causador da doenga.
3.2.3 Teste de Solubilidade em Hidroxido de Potassio 2%
A realizacdo da solubilizacdo das colbnias consistiu na utilizacdo de hidréxido

de potéassio 2% (KOH2%) para analise das colonias isoladas de feijoeiro-comum. Duas

gotas de KOH2% foram depositadas em lamina comum de microscopia e com auxilio de
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alca de platina flambada, transferindo-se uma por¢do da colonia bacteriana e em
movimentos circulares observou a formagdo de um fio viscoso ao afastar a al¢a de platina
da lamina. A formacgdo do fio viscoso indica que houve solubilizagdo da colonia ao ser
submetida ao KOH2%, comprovando que esta é gram-negativa, indicando que houve o
rompimento das paredes celulares bacterianas e a liberagcdo de DNA, pois sdo facilmente
rompidas quando submetidas a solucéo alcalina. O ndo aparecimento do fio viscoso indica
que a colbnia € gram positiva (Powers, 1995).

3.2.4 Teste de Coloragéo Diferencial de Gram

A andlise da capacidade da célula bacteriana em reter ou ndao a coloracao foi
realizada pelo procedimento de teste de Gram. Colbnias bacterianas de C. flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens com 48 horas de idade foram transferidas com auxilio de alca de platina
para lamina comum de microscopia, para o preparo e fixacdo de esfregaco bacteriano. Em
seguida, o esfregaco na ldamina foi coberto com solucdo cristal violeta 10% por um minuto.
O esfregaco foi lavado com agua destilada estéril e posteriormente a ldamina foi secada com
papel toalha, e logo apds cobriu-se o esfregaco com lugol 1% por um minuto. Procedeu-se
a lavagem com agua destilada estéril e secou-se com papel toalha. Realizou-se a
descoloracdo com alcool absoluto por 30 segundos, e posteriormente lavou-se com agua
destilada estéril e secou-se o esfregaco. Por cinco minutos o esfregaco ficou coberto com
safranina 0,25% e foi lavado com &gua destilada estéril. O esfregaco foi seco em
temperatura ambiente para posterior observacdo em microscopio Optico (Nikon -
Labophot-2). As col6nias que apresentaram coloracdo vermelha foram consideradas gram
negativas e as col6nias que apresentaram coloracdo parpura, gram positivas (Davies et al.,
1983).

3.2.5 Confirmacéao da identidade dos isolados de Curtobacterium

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens com os iniciadores CffFOR2 e CffREV4

Para deteccdo e confirmacdo da identidade dos isolados foi realizada a
amplificacdo de fragmentos especificos do DNA de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
por reacdo da polimerase em cadeia (PCR) com os iniciadores CffFOR2 5’
GTTATGAACTTCACTCC 3’ ¢ CffREV4 5> GATGTTCCCGGTGTTCAG 3’ (Tegli et al.,
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2002). Os isolados foram crescidos em placa de Petri contendo meio &gar nutriente e
incubados em estufa de crescimento por 48 horas a 28+1°C. A suspensdo de cada um dos
isolados foi preparada pela transferéncia de duas porgdes de col6nia bacteriana para 2 mL
de agua destilada esterilizada em microtubos de 2,5 mL, com auxilio de alca de platina, em
seguida a suspensao foi homogeneizada em vortex.

A reacdo com volume total de 50 pL, foi composta por 5 pL de solugéo
bacteriana, 5 pL de tampéo (10X), 2 uL de MgCI2 (50 mM); 0,5 pL de dNTPs (10mM);
0,5 pL de cada primer (0,4 mM) e 0,3 puL de Taq polimerase (5 U/uL) (Fermentas),
completando-se o volume com 36,2l de agua ultra pura estéril. A amplificacdo por PCR
foi realizada em termociclador (ESCO — Swift Max Pro) e consistiu em um ciclo inicial de
desnaturacdo a 94 °C por 3 minutos; 25 ciclos sucessivos de desnaturagdo a 94 °C por 1
minuto, anelamento a 55 °C por 45 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto, com um
ciclo final de extensdo a 72 °C por 5 minutos. O peso molecular de 1 kb DNA Ladder
(Invitrogen) foi utilizado para comparacdo com 0s pesos moleculares das amostras
amplificadas. Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(1%) por 50 minutos a 100 VV/cm em tamp&o TBE 1,0X (10,8 g de tris base, 5,5 g de acido
borico, 0,87 g de EDTA, 1000 mL de agua destilada) utilizando cuba eletroforética
(Bioneer — Agaro — Power ™) e fonte PWSys — PW300. O gel foi corado com brometo de
etideo para andlise dos produtos amplificados. Apds 15 minutos, o gel foi fotodocumentado
sob luz UV utilizando equipamento transiluminador (Gel Doc — Bio Rad) e programa

computacional Quantity One (4.6.3).

3.2.6 Preservacao dos isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

Os isolados foram preservados em tubos de ensaio contendo agar nutriente, as
colénias foram repicadas em formato de estrias simples e incubados a 28+1°C em estufa de
crescimento. Para preservacdo nos métodos de Castellani (1963), tampéo fosfato e glicerol
15%, os isolados foram multiplicados em placa de Petri contendo meio agar nutriente,
incubadas em estufa de crescimento a 28+1°C e com 48 horas de idade.

Para a preservacdo em papel filtro, foi feita a adicdo de 1 mL de &gua destilada
estéril na placa de Petri contendo o isolado a ser preservado, para 0 preparo de uma
suspensdo bacteriana com auxilio de alca de Drigalski. O papel filtro foi depositado sobre a

suspensdo e este absorveu toda a solucdo. Posteriormente o papel foi acondicionado em
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placa de Petri contendo silica gel para sua total desidratagdo. Ap6s completa dessecagéo,
cortou-se o papel filtro em pedacos de aproximadamente 0,5 x 0,5 cm, posteriormente
condicionados em microtubos com silica gel e armazenados em freezer -20°C (Takatsu,
1980).

No método proposto por Castellani (1963), as coldnias bacterianas foram
transferidas por meio de duas algadas repletas de bactéria, para microtubos contendo agua
destilada estéril, homogeneizadas com auxilio de vortex e armazenadas em geladeira 4°C.
Para preservacdo em tampdo fosfato duas alcadas do isolado a ser preservado foram
transferidas para microtubo contendo tampéo fosfato pH 6,8 (49,7 mL de 174,18 g de
K2HPO, diluido em 1000 mL de &gua + 50,3 mL de 136, 09g de KH,PO, diluido em 1000
mL de &gua) e armazenados em geladeira 4°C. Na criopreservacdo em glicerol 15% (850
mL de agua destilada estéril; 2,5 gr de glicose; 3,0 gr extrato de carne; 5,0 gr de peptona;
150mL de glicerol) fez-se a transferéncia da col6nia bacteriana para microtubos contendo
glicerol 15%, a suspenséo foi homogeneizada com auxilio de vortex e preservada em ultra-
freezer - 80 °C. Todos os procedimentos de preservacdo foram realizados em ambiente

estéril, de camara de fluxo laminar Marconi (MA 1550) (Simione, 1998).

3.3 CARACTERIZACAO E VARIABILIDADE PATOGENICA DE 24
ISOLADOS DE Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens EM TRES
GENOTIPOS DE FEIJOEIRO-COMUM

Os experimentos foram realizados em junho de 2011, no laboratorio de
Fitopatologia e nos telados da Embrapa Arroz e Feijdo, localizada em Santo Antdnio de
Goias, Goias a 16°28°00” de latitude Sul e 49°17°00” de longitude oeste, com altitude de
823m (Stone et al., 2006). Os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado com quatro repetic6es, utilizando-se trés plantas por vaso. Cada vaso com
capacidade de 2 litros, conteve a proporc¢édo de 2:1 (terra:substrato).

As cultivares Ouro Branco, BRS Esplendor e CNFP10132, consideradas como
resistente, moderadamente resistente e suscetivel, respectivamente (Rava & Costa, 2001;
Wendland et al., 2012), foram inoculadas com os 24 isolados de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens, utilizando o mesmo método de inoculacdo do teste de patogenicidade. Os

isolados sdo oriundos de diferentes regides produtoras de feijoeiro do Brasil e foram
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preservados e disponibilizados pela Cole¢do de Microrganismos Multifuncionais da
Embrapa Arroz e Feijéo, relacionados na Tabela 3.

O preparo do in6culo consistiu na multiplicagdo dos isolados em placa de Petri
contendo meio agar nutriente, incubados em estufa de crescimento a 28+1°C por 48 horas.
Aos dez dias apds o plantio as plantas foram inoculadas da mesma forma citada no item
3.5.2.

As avaliacbes ocorreram aos 15 e 21 apds inoculacdo utilizando a escala de
notas de severidade da murcha-de-curtobacterium. Nesta, 0s sintomas recebem notas que
vao acrescendo conforme a severidade da doenca (Tabela 1). Os dados foram submetidos a
variancia e ao teste F, utilizando o software Sisvar 5.3 (Ferreira, 1999). Ao verificar que 0s
tratamentos diferiram entre si com teste F significativo, os dados foram submetidos ao teste
de Scott & Knott (1974) com o intuito de constituir grupos em funcdo da variabilidade

entre estes grupos de médias com relacao a agressividade.

Tabela 1. Escala descritiva de severidade de murcha-de-curtobacterium em feijoeiro-
comum*

Notas Descricéo

1 Auséncia de sintomas;
2 Presenca de mosaico nas folhas;
3 Flacidez nas folhas;
4 Flacidez e mosaico nas folhas;
Flacidez ou mosaico nas folhas associado a queima de bordos ou
° encarquilhamento de bordos das folhas;
6 Nanismo das plantas;
Nanismo da planta associados a outros sintomas, exceto murcha da planta ou
! apenas sintomas de murcha da planta;
8 Murcha da planta associados a outros sintomas;
9 Morte das plantas

* desenvolvida por Wendland (2009)
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34 COLONIZACAO DO XILEMA DE FEIOEIRO-COMUM POR

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

A colonizacao de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens no xilema de feijoeiro
foi analisada por microscopia eletronica de varredura (MEV). Os gen6tipos Ouro Branco,
IPA 9 (resistentes), Diacol Calima (moderadamente resistente), CNFC 10429 e CNFRS
11997 (suscetiveis) pertencentes ao programa de melhoramento do feijoeiro da Embrapa
Arroz e Feijdo foram plantados em vasos com capacidade de dois litros na proporcao de
2:1 (terra: substrato). Foram mantidas trés plantas por vaso e aos dez dias apds o plantio
foram inoculados com os isolados CNPAFCff 31 e CNPAFCI{f 25, isolados da Colecédo de
Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijdo, que apresentam menor e
maior agressividade respectivamente. O procedimento de inoculacdo deste experimento é
idéntico ao descrito para o estudo de interagédo diferencial.

As plantas foram coletadas vinte dias apds inoculacdo e levadas ao laboratorio
para cortes 2 cm acima e 2 ¢cm abaixo do local das injdrias causadas pela inoculagéo.
Cortes longitudinais e transversais originaram fragmentos de aproximadamente 0,1 cm de
espessura. Estas amostras foram fixadas por 24 horas em glutaraldeido 2,5% (diluido em
solugdo tampéo fosfato - 0,2M; pH 7,2). Apés a fixacao foi realizada lavagem no tampao
cacodilato (0,1M; pH 7,0) por trés vezes durante dez minutos cada lavagem. Seguida de
desidratacdo alcoolica seriada de 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e P.A. 100%
durante 15 minutos cada série. Utilizou-se alcool P.A. 100% para secagem que foi
procedida na condicdo de ponto critico do diéxido de carbono (CO;), realizada em
aparelho de ponto critico Autosamdri®, 815, Series A. As amostras foram arranjadas em
stubs para metalizacdo em Metalizador Denton Vacuum, Desk V., onde foram cobertas por
ouro para posterior analise em MEV modelo Jeol, JSM — 6610, equipado com EDS,

Thermo scientific NSS Spectral Imaging.

3.5 INTERACAO DIFERENCIAL DE Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens EM FEIJOEIRO-COMUM

3.5.1 Instalacdo de experimento em casa de vegetacao
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Os experimentos foram realizados no laboratorio de Fitopatologia e casa de

vegetacdo da Embrapa Arroz e Feijdo, localizados em Santo Anténio de Goias, Goias, a
16°28'00" de latitude Sul e 49°17'00" de longitude Oeste, com altitude de 823m (Stone et
al., 2006). Os ensaios foram conduzidos com delineamento em blocos casualizado com

esquema de parcela subdividida em que a parcela e a sub parcela foram compostas por

isolados e gendtipos respectivamente, com trés repeticdes, e um controle ndo inoculado.

Os 30 gendtipos avaliados sdo de diferentes origens com representantes da

Europa, América do Norte e Sul. Estes genotipos integram o programa de melhoramento

do feijoeiro desta instituicdo (Tabela 2). Foram realizados dois ensaios diferentes para

analise da reacdo dos gendtipos ao serem inoculados com os oito isolados (Tabela 3).

Tabela 2. Acessos do Banco Ativo de Germoplasma de feijoeiro-comum da Embrapa
Arroz e Feijao

ID Genotipos Instituicdo Cidade Pais

1 Coquinho Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria Santo Ant6nio de Goias  Brasil

2 BRS Cometa Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria Santo Ant6nio de Goias  Brasil

3 BRS Estilo Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria Santo Ant6nio de Goids  Brasil

4 Vermelho - - -

5 BRS Esplendor  Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria Santo Antdnio de Goids  Brasil

6 BRS Esteio Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria Santo Ant6nio de Goias  Brasil

7 BRS Notéavel Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria Santo Ant6nio de Goids  Brasil

8 IAC Carioca Pyatd Instituto Agrondmico de Campinas Campinas Brasil

9 IAC Carioca Akyta Instituto Agrondmico de Campinas Campinas Brasil
10 1AC Carioca Arud Instituto Agrondmico de Campinas Campinas Brasil
11 Pérola Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria Santo Ant6nio de Goids  Brasil
12 BRS Requinte  Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria Santo Anténio de Goias  Brasil
13 Uirapuru Instituto Agrondmico do Parana Londrina Brasil
14 BRS Campeiro  Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria Santo Anténio de Goias  Brasil
15 A211 International Center for Tropical Agriculture Cali Coldmbia
16 IPA 6 Instituto Agrondmico de Pernambuco Recife Brasil
17 Frijolica 0-3-1 International Center for Tropical Agriculture Cali Coldmbia
18 BAT 477 International Center for Tropical Agriculture Cali Coldmbia
19 IPA1 Instituto Agronémico de Pernambuco Recife Brasil
20 TU International Center for Tropical Agriculture Cali Coldmbia
21 TO International Center for Tropical Agriculture Cali Coldmbia
22 AND 277 International Center for Tropical Agriculture Cali Coldémbia
23 Widusa International Center for Tropical Agriculture Cali Coldmbia
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Tabela 2. (Continuagéo)

ID Genotipos Instituicdo Cidade Pais
24 Michelite International Center for Tropical Agriculture Cali Colémbia
25 IPA 7419 Instituto Agronémico de Pernambuco Recife Brasil
26 Cornell 49242 International Center for Tropical Agriculture Cali Coldmbia
27 Pl 207 262 International Center for Tropical Agriculture Cali Coldmbia
28 IPA9 Instituto Agrondémico de Pernambuco Recife Brasil
29 Ouro Branco Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria Santo Anténio de Goias  Brasil

30 CNFRS 11997  Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria Santo Anténio de Goias  Brasil

3.5.2 Preparo de indculo e inoculagéo

Os isolados utilizados nos experimentos foram escolhidos apds inoculagdo nos
genotipos Ouro Branco, BRS Esplendor e CNFP 10132 e apresentaram diferentes niveis
de agressividade, sendo agrupados em quatro grupos em fungdo da variabilidade com
relacdo a agressividade conforme o teste de Scott & Knott (1974). Foram escolhidos oito
isolados, dois isolados de cada grupo, provindos de seis regides brasileiras diferentes
(Tabela 3.).

Tabela 3. Isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens de regides
distintas com diferentes niveis de agressividade

MEDIAS DE
ID ISOLADOS SEVERIDADE ORIGEM
(NOTAS)
1 CNPAFCff 31 1,33 Angatuba — SP
2 CNPAFCff 11 1,66 Anépolis — GO
3 CNAPFCff 34 4,00 Campos Novos — SC
4 CNAPFCff 36 4,66 Pato Branco — PR
5 CNPAFCff 04 5,50 Luziania — GO
6 CNPAFCff 27 6,16 Angatuba — SP
7 CNAPFCff 33 8,66 Brasilia - DF
8 CNPAFC(f 25 9,00 Wenceslaw Braz - PR

YInstituto Agrondmico do Parana — donor: Rui Pereira Leite Jr.
“Departamento de Fitopatologia — Universidade de Brasilia — donor: Carlos H. Uesugi
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Para preparo do indculo os isolados foram multiplicados em placa de Petri com
meio &gar nutriente (extrato de carne — 3g; peptona — 5¢; &gar — 15g; glicose — 2,5¢; agua
destilada — 1000mL) e incubados em cdmara de crescimento (Liciti) a 28°C por 48 horas. A
suspensdo bacteriana de cada isolado foi obtida utilizando agua destilada estéril com
auxilio de alca de Drigalsky. A suspensdo obtida foi diluida até a concentracdo de 10°
ufc.mL™, utilizando espectrofotdmetro (FEMTO) calibrado com comprimento de ondas de
540 nm (nandmetros) com 1,0 ABS (absorbancia) (Silva Janior, 2011). O preparo do
indculo foi realizado minutos antes da inoculacdo em casa de vegetacdo. A inoculacdo foi
realizada por duas aplicacdes de volume de 10pl do inéculo 108 ufc.mL™ no caule com
perfuracdo, acima das folhas cotiledonares e abaixo das folhas primarias, com auxilio de
seringa de 1mL (BD - Ultra-Fine — Agulha-12,7x0,33). A testemunha foi inoculada com
duas perfuracdes e injetado 10pl de agua destilada estéril em cada orificio.

3.5.3 Avaliacéo e anélise de dados

As avaliacdes ocorreram aos 15 e 21 dias apds inoculacdo. A reacdo das plantas
a murcha-de-curtobacterium foi avaliada utilizando a escala de notas de severidade da
doenca variando de 1 a 9, desenvolvida por Wendland et al. (2009) baseando-se no tipo de
reacao da planta a colonizacédo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Tabela 1).

Os dados fenotipicos, considerando o tipo de reacdo a murcha-de-
curtobacterium, com as notas obtidas em avaliacdo aos 15 dias, foram submetidas a
analises de variancia individual e conjunta. As meédias foram submetidas a analise de
dialelos parciais para obtencdo de informacdes sobre a resisténcia vertical e horizontal do
feijoeiro em relacdo a viruléncia e agressividade do patdgeno causador da murcha-de-
curtobacterium, conforme estudo proposto por Melo & Santos (1999). A inoculacdo de 30
genotipos com 8 isolados originou um total de 1410 combinagdes. Um grupo foi formado
por genotipos do hospedeiro e o outro grupo por diferentes isolados do patégeno.
Considerando a interacdo patdgeno-hospedeiro, a CGC | correspondeu a capacidade geral
de reacdo (CGR) representando a resisténcia horizontal dos gendtipos, dependente da nota
média do hospedeiro de reacdo a inoculacdo com diferentes isolados (racas) do patdgeno.
Similarmente, a CGC Il corresponde a capacidade geral de agressividade (CGA) do
patdgeno, representando a patogenicidade média de cada raca quando utilizada para

inocular todos os gen6tipos do hospedeiro. A capacidade especifica de combinacéo (CEC)
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corresponde a capacidade especifica de interacdo indicando interacdo entre o0s
componentes dos dois grupos. Essa estimativa pode representar, portanto, a viruléncia da
raca do patdgeno e também a resisténcia vertical dos genotipos do hospedeiro. O modelo
matematico proposto para analisar a interacdo poligénica patdgeno-hospedeiro com
utilizacdo de dialelos parciais € a seguinte:

Yij = u+ri + aj + sij

Em que:

Yij = severidade da doenca apresentada pelo iesimo hospedeiro quando inoculado com o
Jesimo 1S0lado (raga);

ri = efeito da resisténcia horizontal do iesime hospedeiro;

aj = efeito da agressividade do jesimo iS0lado (raca);

sij = efeito da interacéo entre 0 iesimo NOSpPedeiro e 0 jesimo iSOlado (raca), relativo ao efeito

de viruléncia do jesimo isolado (raca) com a resisténcia vertical do iesimo hospedeiro.

3.6 INDICACAO DE CULTIVARES DIFERENCIADORAS PARA A
IDENTIFICACAO DE RAGCAS DE Curtobacterium flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens

As analises de estratificacdo da interacdo patogeno X hospedeiro foram
realizadas na andlise conjunta das duas épocas, utilizando-se o aplicativo Genes (Cruz,
2006) para estimar a ecovaléncia de Wricke (1965) e 0 método Lin & Binns (1988). Foram
estimadas também as correlacdes de Pearson das médias dos gendtipos para cada par de
isolados, e estes foram considerados discrepantes quando a correlacdo foi baixa, nédo
significativas ou negativas. Assim os pares de isolados com menores correlagbes foram
considerados os mais informativos e discrepantes e onde existe maior interacdo patégeno
x hospedeiro ou seja, interacdo gene-a-gene.

A ecovaléncia de Wricke (1965) foi utilizada no presente trabalho para medir a
contribuicdo de cada gendtipo para interacdo genotipo x isolado. Dessa forma o somatério
dos (W;?) correspondem ao valor da soma de quadrados da interacdo gendtipo x isolado.
Deste modo, foi possivel calcular a porcentagem da interacdo G x | devida a cada genétipo

(W? %), dada por: Wi % = (wi/ Ywi )x100 . O material genético mais estavel é
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considerado aquele com menor estimativa para a ecovaléncia, ou seja, com menor
contribuicdo para a interacdo gendtipos x isolados (Ramalho et al., 2012). Os gendtipos
candidatos as diferenciadoras foram os que apresentarem maior interagdo (Wi) com os oito
isolados inoculados, possibilitando a diferenciacdo de pat6tipos entre eles. Para isso,
decompbs-se a soma de quadrados da interacdo genotipo x isolado nas partes devidas a

cada genotipo , de acordo a expressao:
n
W7 = Z(Yij -Y-Y;+Y)
j=1

Em que:
Yij: média do genotipo i no isolado j;Yi.: média do genotipo i;
Y .j: média do isolado j;
Y..: média geral

O método de Lin & Binns (1988), modificado por Carneiro (1998) foi utilizado
para estimar a estabilidade dos genétipos com a classificacdo dos isolados em graus de
agressividade de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. Este método possibilita a
identificacdo de um ou mais gendtipos com desempenho mais distante em relagdo do
genotipo mais suscetivel nos isolados testados. Nesta metodologia a reacdo dos gendtipos
foi estimado pelo indice de estabilidade Pi, o qual é a estimativa do quadrado médio da
distancia entre a média do gendtipo i e a média do gendtipo mais suscetivel para cada
isolado. O gendtipo que apresentou o maior valor de Pi foi o mais estavel entre os

resistentes. . Para obtencdo desta estimativa utilizou-se a seguinte férmula:
n
b — Z Xy — M))?
P 2n
j=1

em que:

Pi. estimativa do parametro estabilidade do gendtipo i,
Yjj: reacdo do i-ésimo genotipo no j-esimo isolado;
M;: resposta observada maxima observada entre todos os genotipos no isolado j; e

n: nimero de isolados
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Pi (+): nimero de isolados com média acima da média geral;
Pi (-): nimero de isolados com média abaixo da média geral

Com a estimativa de Pi também foi possivel verificar o comportamento
individual dos genotipos quando inoculados com os isolados que causam doencga acima da
média de todos os isolados e com isolados que causam doenca abaixo da média de todos
os isolados. Os gendtipos resistentes e suscetiveis apresentaram as maiores e menores

estimativas (Pi), respectivamente.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO DE ISOLADOS DE Curtobacterium flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens

O método de isolamento de (Romeiro, 2001) mostrou-se eficiente para
obtencdo de 24 isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. Apos 48 horas do
procedimento de isolamento cresceram varias colonias a 28+1°C.

Apos a purificagdo as colonias apresentaram coloragdo amarelada, brilhantes,
com bordos lisos, circulares, sem viscosidade, semifluida, mediram 2 mm com 3 dias de
idade em cultivo do meio agar conforme descrito por Bradbury (1986). Foram obtidos 24
isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens provindos de 11 regides produtoras de
feijoeiro-comum apos isolamentos, caracterizacdo morfoldgica e testes de identificacdo.
Foram numerados conforme a entrada no caderno de registros de isolados. O isolado
CNPAFCff 04, foi recuperado de papel filtro, purificado e incluido na colecdo de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens da Embrapa Arroz e Feijdo. Os 24 isolados
apresentaram colonias com coloracdo amarela, semifluidas, circulares, sem viscosidade e

com crescimento entre 1 a 4 mm quando incubadas em BOD a 28+1°C.

4.2 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS DE Curtobacterium flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens

Ao submeter as coldnias aos testes bioquimicos foi confirmado tratar-se de
bactéria gram positiva pelo teste de solubilidade de KOH 2%, pois ndo houve dissolugédo
da parede celular demonstrando a eficiéncia deste teste na diferenciacdo de bactérias gram-
negativas e positivas obtendo 0 mesmo resultado de Powers (1995) que obteve sucesso no
teste de KOH 3% em 99,1% das bactérias analisadas.
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No teste de coloragéo diferencial de Gram as col6nias de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens apresentaram cor purpura, concluindo que sdo Gram positivas. Estes
resultados também foram obtidos por Uesugi et al. (2003), Maringoni & Rosa (1997) e
Bradbury (1986) ao caracterizar os isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
obtidos de feijoeiro-comum. O teste de patogenicidade realizado em casa de vegetagédo
com a inocula¢do dos gendtipos Rosinha-G2 e CNFRS 11997 demonstrou que as plantas
apresentaram 0s mesmos sintomas encontrados nos campos em que as amostras de
feijoeiro comum foram coletadas. Os sintomas de flacidez, encarquilhnamento de bordo,
queima de bordo, nanismo, murcha e morte (Figura 1) foram observados nas plantas
inoculadas. Estes resultados confirmaram a patogenicidade de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens esperada pelos Postulados de Koch no feijoeiro-comum (Rezende et al.,
2011). A suscetibilidade observada nos gendtipos utilizados no presente trabalho foi
compativel com os resultados obtidos por Souza (2004) e Wendland et al. (2012). A
cultivar Ouro Branco demonstrou-se resistente a murcha-de-curtobacterium, concordando

com os resultados obtidos por Rava & Costa (2001).



45

Wt Bl
¥ { =] -
Sl 10T “dra, ¥

l— 151..‘-‘,‘ .

Figura 1. Sintomas da murcha-de-curtobacterium: A — flacidez; B - mosaico; C -
encarquilhamento de bordo; D - queima de bordo; E — nanismo; F — murcha e
G — morte.

Na amplificacdo dos produtos de PCR, foi observado que os isolados
apresentaram um fragmento de 306pb (Figura 2), confirmando, portanto, os resultados
obtidos por Tegli et al. (2002), em que 0 mesmo tamanho de fragmento foi obtido em todos
0s testes que foram utilizados os iniciadores CffFOR2 e CffREV4. Tegli et al. (2002) ao

realizar testes para confiabilidade dos iniciadores utilizou amostras de outras espécies, nao
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obtendo amplificagdo do DNA, demonstrando alta especificidade destes iniciadores para

deteccdo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.
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Figura 2. Analise eletroforética de 8 isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
obtidos com os iniciadores CffFOR2 e CffREV4 (M: marcador molecular 1kb
Ladder; CN — controle negativo; 3-Cff04; 4-Cff11; 5-Cff25; 6-Cff27; 7-Cff31,
8-Cff33; 9- Cff 34; 10- Cff 36).

<« 306pb

Por meio das caracterizagcbes morfoldgicas, testes bioquimicos, patogénicos e
identificacdo molecular foi possivel confirmar a identidade dos isolados de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e preserva-los em tubos de agar nutriente inclinados a
28°C, papel filtro a -20°C, Castellani e tampédo fosfato a 10°C e criopreservacdo em
glicerol a -80°C. Os isolados estdo disponiveis para uso na Cole¢do de Microrganismos
Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijdo, pois estes métodos de preservacdo sdo

eficientes para manter a viabilidade do patdégeno (Tabela 4) (Bandeira et al., 2011).

Tabela 4. Procedéncia e data de coleta de isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens de plantas de feijoeiro-comum

Numero )
Datada L . ) ) Variedade do
na Municipio da Coleta Latitude Longitude Altitude )
. Coleta Hospedeiro
Colecéo
Cff1 24/01/08 Ponta Grossa - PR 25°05'42"S  50°09'43"W 969m CNFC 10758
Cff2 24/01/08 Ponta Grossa - PR 25°05'42"S  50°09'43"W 969m CNFC 10758
Cff3 24/01/08 Ponta Grossa - PR 25°05'42"S  50°09'43"W 969m CNFC 10758
Cff4 - Luziania 16°15'09"S  47°57'01"W 930m -
Cff5 25/01/08 Ponta Grossa - PR 25°05'42"S  50°09'43"W 969m CNFC 11970
Cff 6 10/10/08 Anapolis - GO 16°19'36"S  48°57'10"W 1017m Light Red Kidney
Cff 7 10/10/08 Anapolis - GO 16°19'36"S  48°57'10"W 1017m Dark Red Kidney
Cff 11 - Anapolis - GO 16°19'36"S  48°57'10"W 1017m Pérola
Cff 14 21/04/09 Ponta Grossa - PR 25°05'42"S  50°09'43"W 969m Grdo Carioca
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NUmero Data Municipio Variedade
na da da Latitude Longitude Altitude Do
Colegdo Coleta Coleta Hospedeiro
Cff 25 13/10/09 Wenceslau Braz - PR 23°52'26"S  49°48'10"W 841m Rubi
Cff 26 13/10/09  Wenceslau Braz- PR~ 23°52'26"S  49°48'10"W 841m Bola Cheia
Cff 27 14/10/09 Angatuba - SP 23029'23"S  48°24'46" W 624m Pérola
Cff 28 14/10/09 Taguarituba - SP 23°31'59" S 49°14'40" W 618m -
Cff 29 14/10/09 Paranapanema - SP 23°23'19"S  48°43'22"W 610m lapar
Cff 30 14/10/09  Santanado ltaré - PR 23°45'18"S  49°37'45"W 545m Cometa
Cff 31 14/10/09 Angatuba - SP 23029'23"S  48°24'46" W 624m Pérola
Cff 32 15/11/10 - - - - Rubi
Cff 33 - Brasilia - DF - - - -
Cff34 2000 Campos Novos - SC 27°24'06"S  51°13'30"W 934m -
Cff 35 2000 Wenceslau Braz - PR 23°52'26"S  49°48'10"W 841m -
Cff 36 2000 Pato Branco - PR 26°13'43"S  52°40'14" W 761m -
Cff 37 2002 Wenceslau Braz - PR 23°52'26"S  49°48'10"W 841m -
Cff 38 2002 Wenceslau Braz - PR 23°52'26"S  49°48'10"W 841m -
Cff 39 2002 Wenceslau Braz - PR~ 23°52'26"S  49°48'10" W 841m -

43 CARACTERIZACAO E VARIABILIDADE PATOGENICA DE 24
ISOLADOS DE Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens EM TRES
GENOTIPOS DE FEIJOEIRO-COMUM

As notas foram atribuidas de acordo com as reacGes que cada genotipo

apresentou ao ser submetido a inoculacdo de cada um dos 24 isolados. A partir das notas

foram calculadas as médias da primeira e segunda avaliacdo para analise das reacOes das

cultivares aos 15 e 21 dias ap0s inoculacdo. Os resultados obtidos nas avaliagdes foram

submetidos a analise de variancia (Tabela 5). De acordo com o teste t, foram observadas

diferencas estatisticas significativas ao nivel de 5% de probabilidade entre genotipos,

isolados, épocas.
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Tabela 5. Resumo da andalise de variancia de trés cultivares inoculadas com 24 isolados de
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

FV GL QM Fc Pr>Fc
Bloco 2 3,877315 0,375 0,6891™
Gendtipos 2 248,016204 24,009 0,0000*
Isolado 23 39,921095 3,864 0,0000*
Erro 1 46 10,330213

Epoca 1 96,333333 39,205 0,0000*
Cultivar*lsolado 46 10,330213 4,204 0,0000*
Cultivar*Epoca 2 2,270833 0,924 0,3983™
Epoca*Isolado 23 2,859903 1,164 0,2792"™
Cultivar*Epoca*Isolado 46 2,884360 1,174 0,2216"™
Erro 2 240 2,457176

CV 1 (%) 63,81

CV 2 (%) 31,12

Média Geral 5,0370370

* significativo a 5% de probabilidade

O teste de Scott & Knott (1974) classificou os isolados em quatro grupos de
acordo com a agressividade apresentada pela inoculagdo de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens nas cultivares Ouro Branco, BRS Esplendor e CNFP 10132 (Tabela 6).
Houve diferenca de viruléncia entre os isolados, mostrando diferenca de intensidade dos
sintomas quando inoculados na mesma cultivar. Por exemplo, o isolado CNPAFCff 14 ndo
causou sintomas na cultivar Ouro Branco. Ja o isolado CNPAFCff 25 causou morte nesta
cultivar considerada resistente a C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens conforme Rava &
Costa (2001), sendo este isolado o mais agressivo da colecdo de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens. O isolado CNPAFCff 14 apresentou sintomas apenas na cultivar BRS
Esplendor com nota média de 5,7. O isolado CNPAFCff 31 foi menos virulento ao
genotipo CNFP 10132, considerado suscetivel (Wendland et al., 2012), quando comparado
ao genotipo BRS Esplendor, moderado resistente. Dos 24 isolados, oito classificaram os
genodtipos Ouro Branco como resistente, BRS Esplendor como ou moderadamente
resistente e CNFP 10132 como suscetivel. Os demais isolados se comportaram
diferentemente, sendo mais agressivo ao gendtipo resistente € menos agressivo ao

suscetivel, ou apresentando o mesmo grau de agressividade aos trés gendtipos inoculados.
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Tabela 6. Média da severidade dos isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
inoculados nos genotipos Ouro Branco, BRS Esplendor e CNFP 10132

MEDIAS DE SEVERIDADE

ISOLADOS (NOTAS) SCOTT E KNOTT*
CNPAFCff 14 2,6 a
CNPAFCHf 31 2,5 a
CNPAFCHf 11 2,8 a
CNAPFCHf 35 5,2 b
CNAPFCff 34 5,0 b
CNAPFCHf 38 43 b
CNAPFCHf 36 6,4 b
CNPAFCff 04 5,8 c
CNPAFCf 30 5,0 c
CNPAFCHf 07 5,7 c
CNPAFCHf 27 6,6 c
CNPAFCTf 26 8,0 c
CNAPFCff 37 7.0 c
CNPAFCHf 01 6,1 c
CNPAFCHf 05 7,3 c
CNPAFCff 03 6,1 c
CNPAFCHf 29 6,9 c
CNPAFCHf 32 6,5 c
CNAPFCff 39 7,4 d
CNPAFCHf 02 6,0 d
CNPAFCHf 06 6,3 d
CNAPFCff 33 7,2 d
CNPAFCHf 28 7,0 d
CNPAFCHf 25 9,0 d

*Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Scott e Knott

Os isolados menos agressivos foram CNPAFCff 11, CNPAFCff 14 e CNPAFCff
31 procedentes de Goias, Parana e Sdo Paulo, respectivamente, pois ndo causaram
sintomas ou apenas o inicio de mosaico. O isolado IAPAR 13215, procedente de Santa
Catarina, e os isolados CNAPFCff 35 e CNAPFCff 36 procedentes do Parana, foram mais
agressivos, comparados aos do grupo citado anteriormente. Estes isolados causaram

flacidez, mosaico ou 0s dois sintomas simultaneamente. Os isolados CNPAFCff 01,



50

CNPAFCff 03, CNPAFCff 04, CNPAFCff 26, CNPAFCff 29, CNPAFCff 32 e CNAPFCff
37 isolados de amostras provindas do Parana, CNPAFCff 05 e CNPAFCff 07 isolados de
feijoeiro de Goias, CNPAFCff 27 e CNPAFCff 30 provenientes de S&o Paulo, formaram o
terceiro grupo de agressividade. Neste as plantas apresentaram sintomas de flacidez,
mosaico, queima e encarquilnamento de bordo simultaneamente e também nanismo,
associado ou ndo aos demais sintomas citados, com nota média de severidade variando de
55 a 7,0. O quarto grupo foi formado pelos isolados CNPAFCff 02, CNPAFCff 25 e
CNAPFCff 39 oriundos do Parana, CNPAFCff 06 de Goias, CNPAFCff 28 procedente de
S&o Paulo e CNPAFCTf 33 isolado de feijoeiro cultivado no Distrito Federal. Estes isolados
causaram murcha e morte das plantas, foram considerados os mais agressivos. Ndo houve
correlacdo entre o grau de agressividade e a regido de origem dos isolados (Tabela 6).

Os isolados incitaram comportamentos diferentes quando inoculados em
cultivares diferentes e também se diferiram quando inoculados na mesma cultivar.
Confirmando os resultados do presente trabalho em que isolados de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens originados de diferentes locais, apresentaram variabilidade na
agressividade. Wendland et al. (2012) inoculou 11 genotipos com 8 isolados de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e estes apresentaram diferentes comportamentos, onde
as notas variaram de 1,2 para o genétipo IPA 9 a 7,0 para o genotipo CNFRS 11997. Houve
também diferenca de comportamento de 48 genotipos quando inoculados com os isolados
CNPAFCIff 25 e CNAPFCff 33 em que a cultivar Pérola obteve nota 9 para o isolado Cff25
e nota 5 para o isolado UnB 1252. Confirmando a suscetibilidade da cultivar Pérola,
Maringoni (2002) ao analisar o comportamento de 26 cultivares de feijoeiro-comum
inoculadas com os isolados Feij-2625 e Feij-2634 obteve a nota 9,0 para o primeiro isolado
e 8,67 para o segundo. As cultivares que apresentaram resisténcia foram IAC Carioca
Pyatd, IAC Carioca Akytd e IAC Carioca Arud, as demais cultivares foram suscetiveis. Os
dados apresentados na literatura corroboram com os do presente trabalho em que houve
diferencas na agressividade em isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens quando
inoculados em feijoeiro-comum ndo havendo correlacdo de onde estes se originaram € 0
grau de agressividade de cada isolado. Com o conhecimento dos diferentes niveis de
agressividade obtidos neste trabalho o programa de melhoramento de feijoeiro-comum
podera obter cultivares resistentes a murcha-de-curtobacterium, fazendo com que estas

cultivares mantenham a estabilidade e durabilidade da resisténcia genética.
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44 COLONIZACAO DO XILEMA DE FEIOEIRO-COMUM POR

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

As testemunhas inoculadas com agua destilada estéril apresentaram os vasos do
xilema livres de qualquer bactéria (Figuras 3A e 4A). As linhagens CNFC 10429 e CNFRS
11997 aos 20 dias ap06s inoculacdo ndo apresentaram estrutura de resisténcia a C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens como as cultivares resistentes tais como IPA 9 e Ouro
Branco que apds inoculacdo apresentaram estruturas rendilhadas envolvendo as células
bacterianas. Souza (2004) também observou estruturas rendilhadas nas cultivares Ac-297,
Ac-405 e Ac-592 que foram consideradas resistentes e estas estruturas ndo foram
encontradas nas cultivares suscetiveis Ac-586 e Ac-546. A cultivar Diacol Calima
apresentou estruturas de resisténcia, mas com menor expressdo quando comparados aos
genotipos Ouro Branco e Ipa 9. Em citrus infectado por Xyllela fastidiosa observou-se as
estruturas de resisténcia ocorrendo oclusdo dos vasos e também uma agregacdo de células

bacterianas por meio de fios produzidos pela planta (Alves et al., 2009).
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Figura 3. Microscopia eletronica de varredura na linhagem de feijoeiro-comum CNFC
10429 infectada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. A -
Corte longitudinal do epicétilo apos 20 dias da inoculagdo com agua destilada
estéril (testemunha). B — Vaso do xilema colonizado por Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens; C — Vasos xilematicos colonizados por
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. PPS = placa de perfuracéo
simples, P = pontoagdes; ET = elementos traqueais do xilema primario.
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Nos genotipos suscetiveis CNFC 10429, CNFRS 11997 e moderadamente
resistentes Diacol Calima inoculados com o isolado CNPAFCff 25 foram verificados
grande quantidade de células bacterianas presente nas pontoacdes dos vasos do xilema e
préximo aos elementos traqueais do xilema primario (Figuras 3C, 4B, 5A). No genétipo
CNFRS 11997, ha colonizacdo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens sem barreiras
fisicas de resisténcia (Figura 4B) e nos genotipos resistentes IPA 9 e Ouro Branco (Figuras
6B e 8B) responderam a colonizagdo com formacéo de filamentos. Ao observar a figura 5B
conclui-se que a colonizacdo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens é diferencial nos
diferentes vasos do xilema do genétipo Diacol Calima que apresentou estruturas de
resisténcia (Figura 5A), sugerindo que as células bacterianas ndo multiplicaram para outros
locais da planta.
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Figura 4. Microscopia eletrénica de varredura na linhagem de feijoeiro-comum CNFRS
11997 infectada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. A -
Corte longitudinal do epicoétilo ao 20 dias apds inoculagcdo com agua destilada
estéril (testemunha). B — Vaso do xilema colonizado por C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens (Isolado CNPAFCff 25). P = pontoacBes; ET = elementos
traqueais do xilema primario.
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Figura 5. Microscopia eletronica de varredura na cultivar de feijoeiro Diacol Calima
colonizada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. A - Corte
longitudinal do epicotilo aos 20 dias apds inoculacdo o isolado Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens 25. B - Corte longitudinal do epicotilo de
feijoeiro-comum inoculado com o isolado Cff 25. ET = elementos traqueais do
xilema primério; ER = estrutura rendilhada; X = xilema.
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Observou-se formagdo de estruturas rendilhadas sobre as pontuacdes das
paredes dos vasos do xilema do genotipo resistente IPA 9 inoculado com o isolado
CNPAFCff 25 e CNPAFCff 31 e o0 mesmo ocorreu para Ouro Branco inoculado com
CNPAFCIf 25 (Figuras 6A, 7B e 8A). Estas estruturas séo respostas de defesa estruturais
pos-formados que ocorreram somente em gendtipos de feijoeiro resistentes pelo fato de
que 0s genodtipos suscetiveis ndo apresentaram tais estruturas. Esse mecanismo de defesa
ocorre na tentativa de impedir a proliferacdo da bactéria para demais regides da planta,
diminuindo portanto a populacdo bacteriana. Tais estruturas indicam que este € um
mecanismo de resisténcia de defesa fisica pds-formado em gendtipos de feijoeiro resistente
pelo fato que as testemunhas inoculadas com agua destilada estéril ndo possuem estruturas
rendilhadas nas pontoacfes do xilema. Ao comparar a colonizacdo do gendtipo IPA 9
inoculado com isolado CNPAFCff 31 menos agressivo (Figura 7B), com o isolado
CNPAFCIf 25, mais agressivo (Figura 6B), observa-se que o isolado mais agressivo possui
mais células bacterianas no vaso que esta sendo colonizado. Contudo os dois isolados
incitaram a formacao de estruturas de rendilhamento nas pontoacgdes do xilema (Figuras 6 A
e 7B).



Figura 6.
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Microscopia eletrénica de varredura na cultivar de feijoeiro IPA 9 colonizada
por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. A - Corte longitudinal
do epicotilo aos 20 dias apos inoculacdo com isolado CNPAFCff 25. B - Corte
longitudinal do epicotilo de feijoeiro-comum inoculado com o isolado
CNPAFCIf 25. P = pontoagdes; ET = elementos traqueais do xilema primario;
ER = estrutura rendilhada; X = xilema.
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Figura 7. Microscopia eletrénica de varredura na cultivar de feijoeiro IPA 9 colonizada
por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. A - Corte longitudinal
do epicétilo aos 20 dias apoOs inoculacdo com isolado Cff 31. B - Corte
longitudinal do epic6tilo de feijoeiro-comum inoculado com o isolado
CNPAFCIf 31. P = pontoagdes; ER = estrutura rendilhada.
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Figura 8. Microscopia eletrdnica de varredura na cultivar de feijoeiro Ouro Branco
colonizada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. A - Corte
longitudinal do epicétilo aos 20 dias apos inoculacdo com isolado CNPAFCff
25. B - Corte longitudinal do epicétilo de feijoeiro-comum inoculado com o
isolado CNPAFCff 25. ER = estrutura rendilhada.
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Verificou-se a formacdo de filamentos sobre a superficie da bactéria com
ligaches entre as celulas proximas. Estes filamentos provavelmente dificultam a
proliferacdo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens para outras regides do vaso do
xilema, a partir do ponto de inoculacdo, em gendtipos de feijoeiro resistentes como o Ouro
Branco (Figura 9A). A figura 9B sugere que as células foram aderidas a parede do xilema
que, aparentemente, impossibilitou o avanco e a proliferacdo da bactéria para regides
adjacentes e para vasos vizinhos, limitando assim também a populagdo bacteriana. Na
figura 10 pode-se observar as células bacterianas envoltas por estruturas rendilhadas e
filamentos unindo as células bacterianas em um Unico ponto, limitando a dispersao e
reducdo do indculo neste gendtipo. Portanto as observacdes de MEV corroboraram os de
interacbes compativeis e incompativeis obtidos nos experimentos de interacdo diferencial
entre genotipos e isolados. Souza (2004) ao analisar o genotipo Ac-297 inoculado com o
isolado de Cff Feij 2634 observou a formacdo de aglomerados de células bacterianas neste
genotipo resistente, concluindo que as observacOes realizadas sugerem a atuacdo de
mecanismos de resisténcia fisica pos-formado em genotipos de feijoeiro resistentes. No
patossistema entre Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli - feijoeiro em genotipos
resistentes verificou-se 0 encapsulamento das células bacterianas. Em genotipos
moderadamente resistentes observaram 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 colonizando os espacos intercelulares (Contreras et al.,
2001). Souza (2004), realizando analise em microscopia eletronica de varredura (MEV)
em genotipos resistente e suscetivel verificou também comportamentos diferentes em
genotipos com niveis de resisténcia diferentes. A formacdo de filamentos, granulos e
estruturas rendilhadas nas paredes dos vasos do xilema em genoétipos altamente resistentes
a C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens foram observados. Ja 0s genotipos suscetiveis nao
apresentaram defesa ou apresentaram tardiamente reacdes quanto a colonizacdo de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. Portanto, estudos detalhados de MEV em gendtipos
resistentes de feijoeiro poderdo fornecer informacdes sobre formacdo de estruturas de

resisténcia pds-formadas em genotipos resistentes a C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.
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Figura 9. Microscopia eletrdnica de varredura na cultivar de feijoeiro Ouro Branco
colonizada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. A - Corte
longitudinal do epicdtilo aos 20 dias apos inoculagdo com isolado CNPAFCff
25. B - Corte longitudinal do epicétilo de feijoeiro-comum inoculado com o
isolado CNPAFCff 25. ER = estrutura rendilhada; P = pontoagbes; F =
filamento.
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Figura 10. Microscopia eletrdnica de varredura na cultivar de feijoeiro Ouro Branco
colonizada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. 1
Aglomerado de CNPAFCff 25. ER = estrutura rendilhada.

4.5 INTERACAO DIFERENCIAL DE Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens EM FEIJOEIRO-COMUM

Os resultados da avaliagdo da reacdo de genotipos inoculados com C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em casa de vegetacdo revelaram a existéncia de
variacGes nas notas de severidade da doenca, possibilitando a distin¢cdo entre gendtipos
resistentes e suscetiveis. Os dados obtidos do primeiro ensaio e segundo ensaio foram
submetidos a analise de variancia individual e conjunta (Tabelas 7, 8 e 9; respectivamente).
Posteriormente, com a severidade média foi realizada a analise de dialelos parciais
(Tabelas 10, 11 e 12; respectivamente), obtencdo da estimativa da capacidade geral de
reacdo (CGR) dos genotipos (Tabela 13) e capacidade geral de agressividade (CGA) dos
isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Tabelas 14) conforme modelo proposto
por Melo & Santos (1999).
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Nas andlises individuais das duas épocas foi observada interagéo significativa

entre isolados e gendtipos, como também na analise de variancia conjunta. Nesta analise

foram detectadas diferencas significativas entre isolados, indicando que estes possuem

diferentes niveis de agressividade. Os genétipos apresentaram diferencas significativas,

comportando-se diferentemente quando submetidos a inoculacdo dos oito isolados de C.

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. Também houve efeito significativo da interacdo

isolados com gendtipos

Tabela 7. Resumo da analise de variancia individual para severidade da murcha-de-
curtobacterium de 8 isolados em 30 gendtipos de feijoeiro-comum

FV GL QM Fc Pr>Fc
Repetigdo 2 0,904167 0,944 0,4126
Isolado 7 36,844444 38,454 0,0000
Erro 1 14 0,958135 - -
Genotipo 29 2,969540 20,216 0,0000
Isolado*Gendtipo 203 4,107581 6,403 0,0000
Erro 2 455 0,641535 - -
CV 1 (%) 32,58

CV 2 (%) 26,66

Média geral: 3,0042194

Tabela 8. Resumo da analise de variancia individual para severidade da murcha-de-
curtobacterium de 8 isolados em 30 gendtipos de feijoeiro-comum

FV GL QM Fc Pr>Fc
Repeticdo 2 4,022222 4,854 0,0250
Isolado 7 4,716667 5,693 0,0029
Erro 1 14 0,828571

Genotipo 29 5,496360 8,567 0,0000
Isolado*Geno6tipo 203 2,797947 4,361 0,0000
Erro 2 440 0,641591

CV 1 (%) 31,58

CV 2 (%) 27,79

Média geral: 2,8821839
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Tabela 9. Resumo da andlise de varidncia conjunta da severidade da murcha-de-
curtobacterium de 8 isolados em 30 gendtipos de feijoeiro-comum

FV GL QM Fc Pr>Fc
Ensaio 1 11,736111 20,838 0,0448
Isolado 7 27,759921 49,290 0,0200
Ensaio*Isolado 7 13,801190 24,505 0,0398
Repeticdo (Ensaio) 4 2,463194 4,374 0,1947
Erro 1 2 0,563194

Gendtipo 29 11,317433 16,934 0,0000
Geno6tipo*Ensaio 29 7,148467 10,696 0,0000
Gendtipo*Isolado 203 4,311029 6,451 0,0000
Gendtipo*Isolado*Ensaio 203 2,594499 3,882 0,0000
Erro 2 924 0,668324

CV 1 (%) 25,55

CV 2 (%) 27,83

Média geral: 2,9375887

Na andlise dialélica para diferentes genotipos e isolados, todas as fontes de
variacdo foram significativas (p<0.05), tanto nas analises individuais quanto na conjunta.
Observou-se diferengas significativas para resisténcia horizontal dos genotipos, o que
indica que alguns destes genotipos possuem maior grau de resisténcia média para 0s
isolados testados. Verificou-se que a maior parte da variagdo foi devida a patogenicidade
média, isto se deve a agressividade dos isolados do patdgeno. Houve diferenca
significativa entre viruléncia/ resisténcia vertical, indicando diferencas na resisténcia
vertical dos gendtipos (Tabela 12). Ao analisar as estimativas da resisténcia horizontal dos
genadtipos inoculados com oito isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, observou-
se que todas foram significativas (analise conjunta). Os 30 gendtipos avaliados formaram
trés grupos com estimativas variando de -1,552917 a 0,972083 (Tabela 13). O primeiro
grupo foi composto pelos gendtipos IPA 9 e Ouro Branco, que apresentaram as maiores
estimativas negativas (alta resisténcia horizontal) dentre as reacdes dos 30 genotipos para
murcha-de-curtobacterium. Por outro lado, os gendtipos Cornell 49242, Michelite, TO, TU,
Uirapuru, BRS Requinte e IAC Carioca Pyatd foram agrupados como genotipos

intermediarios para resisténcia horizontal a esta doenca. Os genétipos Coquinho, BRS
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Cometa, BRS Estilo, Vermelho, BRS Esplendor, BRS Esteio, BRS Notavel, IAC Carioca
Akytd, IAC Carioca Arud, Pérola, BRS Campeiro, A211, IPA 6, Frijolica 0-3-1, BAT 477,
IPA 1, AND 277, IPA 7419, P1 207 262, Widusa e CNFRS 11997 apresentaram as maiores
estimativas positivas (Tabela 13), indicando baixa resisténcia horizontal, ndo contribuindo
como material genético resistente & murcha-de-curtobacterium. As diferentes estimativas
de resisténcia horizontal indicam que os genotipos apresentam diferentes composicGes
alélicas para a resisténcia, sendo assim, 0s genotipos que apresentaram menor magnitude
de resisténcia horizontal possivelmente possuem menor nimero de alelos de resisténcia.

Observou-se também diferencas significativas entre os oito isolados,
demonstrando que ocorrem variagdes nos niveis de agressividade. Os isolados
CNPAFCff25 e CNPAFCff04 foram os mais agressivos e os isolados CNPAFCff 33 e
CNPAFCff 11 foram os menos agressivos (Tabela 14).

Tabela 10. Analise dialélica da severidade da murcha-de-curtobacterium em cultivares de
feijoeiro-comum — (Primeiro Ensaio)

FV GL QM
Tratamentos (Isolados x Gendtipos) 239 6,053705*
CGR (Resisténcia Horizontal) 29 12,056483*
CGA (Agressividade) 7 35,167071*
CEI (Viruléncia/Resisténcia vertical) 203 4,192256*
Residuo 234 0,65

Média (u) : 3,0275

DP(u) : 0,514862

*significativo a 5% pelo teste F.

Tabela 11. Resumo da andlise dialélica da severidade da murcha-de-curtobacterium em
cultivares de feijoeiro-comum — (Segundo Ensaio)

FV GL QM
Tratamentos (Isolados x Gendtipos) 239 3,490732*
CGR (Resisténcia Horizontal) 29 5,375039*
CGA (Agressividade) 7 13,490839*
CEI (Viruléncia/Resisténcia vertical) 203 2,876714*

Residuo 227 0,647
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Tabela 11. (Continuacgéo)

FV GL QM

Média (u) : 2,892083
DP(u) ; 0,526928

*significativo a 5% pelo teste F.

Tabela 12. Analise dialélica da severidade da murcha-de-curtobacterium em cultivares de
feijoeiro-comum — Anélise Conjunta dos dois ensaios

FV GL QM
Tratamentos (Isolados x Genotipos) 239 3,201126*
CGR (Resisténcia Horizontal) 29 5,885091*
CGA (Agressividade) 7 17,952839*
CEI (Viruléncia/Resisténcia vertical) 203 2,309022*
Residuo 463 0,914634
MEDIA (u) : 2,965417
DP(u) : 0,035642

*significativo a 5% pelo teste F.

Segundo Melo & Santos (1999), a resisténcia horizontal de um genotipo esta
altamente correlacionada com o valor de CGR. Quanto maior o valor de CGR menor é a
resisténcia horizontal. Isso ocorre por que a avaliacdo foi realizada com notas, em que
maiores notas significam menor resisténcia do feijoeiro a murcha-de-curtobacterium.

Foram verificadas diferencas significativas entre a capacidade geral de reacéo
dos gendtipos inoculados com oito isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. As
maiores estimativas negativas foram observadas para os genotipos IPA 9, Ouro Branco, (n.
29 e 28 — Figura 11) que apresentaram maior resisténcia horizontal e as cultivares mais
suscetiveis foram BRS Cometa, Coquinho, BRS Esteio, Frijolica 0-3-1 e CNFRS 11997 (n.
2,1, 6, 17 e 30 — Figura 11). Por definicdo pode-se inferir que a resisténcia horizontal é
inespecifica e atua reduzindo o desenvolvimento de varias racas do patdgeno onde os

isolados diferem quanto a agressividade.
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Figura 11. Resisténcia horizontal de gendtipos inoculados com diferentes isolados de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, indicando a resisténcia horizontal do
hospedeiro na analise conjunta. 1- Coquinho; 2- BRS Cometa; 3- BRS
Estilo; 4- Vermelho; 5- BRS Esplendor; 6- BRS Esteio; 7- CNFC 10408; 8-
IAC Carioca Pyatd; 9- IAC Carioca Akytd; 10 -IAC Carioca Arud; 11 —
Pérola; 12- BRS Requinte; 13 — Uirapuru; 14- BRS Campeiro; 15- A 211;
16- IPA 6; 17- Frijélica 0-3-1; 18- BAT 477; 19- IPA 1; 20- TU; 21- TO; 22-
AND 277; 23- Widusa; 24- Michelite; 25- IPA 7419; 26- Cornell 49242; 27-
P1 207 262; 28- IPA 9; 29- Ouro Branco; 30- CNFRS 11997.

Na maioria das vezes, € um tipo de resisténcia oligo/poligénica, pois é
condicionada por varios genes, que individualmente, tém efeito reduzido, porém, quando
em conjunto, sdo efetivos para varias racas. Também € conhecida como resisténcia
quantitativa, em que a reacdo do hospedeiro ao patdgeno pode variar de 0 a 100%. Alem
disso, € afetada por varios fatores ambientais, tais como temperatura, umidade radiacéo
solar, pH do solo (Camargo & Bergamin Filho, 1995).

Conforme Melo & Santos (1999), a capacidade geral de agressividade esta
relacionada com a patogenicidade potencial do agente causal da doenca, ao estimar a CGA,
constatou-se diferencas significativas entre os oito isolados demonstrando que ocorre
variacdes nos niveis de agressividade de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Analise
Conjunta). Os isolados CNPAFCff25 e CNPAFCff04 foram 0s mais agressivos e 0s
isolados CNPAFCff 33 e CNPAFCff 11 foram 0s menos agressivos, segundo os resultados
da anélise de dialelos parciais (Figura 12). Contudo, a classificacdo de agressividade deste
isolado no ensaio presente diferiu do anterior, se tornando o segundo menos agressivo
(Tabela 14). Esta mudanca é possivelmente devido ao maior nimero de genotipos

inoculados.
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Tabela 13. Estimativas da Capacidade Geral de Reacdo (CGR) oriunda da Resisténcia
Horizontal dos 30 gen6tipos de feijoeiro-comum obtida a partir das médias
das notas de severidade de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

Capacidade Geral de Combinagédo do Grupo 1 - Gen6tipos

12 Ensaio 2% Ensaio Anélise Conjunta

Gendtipo Efeito Gendtipo Efeito Gendtipo Efeito
IPA 9 -1,69 IPA9 -1,392083 IPA9 -1,552917*
BRS Requinte -0,9025 Ouro Branco -0,929583 Ouro Branco -0,865417*
Ouro Branco -0,79 IAC Carioca Arud  -0,729583 Michelite -0,415417*
TU -0,715 | 1AC Carioca Pyatd  -0,567083 BRS Requinte -0,402917*
Michelite -0,615 | IAC Carioca Akyta -0,267083 TU -0,352917*
Uirapuru -0,4775 BRS Notavel -0,242083 Cornell 49242 -0,215417*
TO -0,465 Michelite -0,229583 Uirapuru -0,202917*
WIDUSA -0,4525 BRS Estilo -0,192083 TO -0,202917*
IPA 7419 -0,4525 BAT 477 -0,154583 | IAC Carioca Pyatd  -0,190417*
P1 207 262 -0,44 IPA 6 -0,079583 P1 207 262 -0,165417*
Cornell 49242 -0,3775 Cornell 49242 -0,067083 IPA 7419 -0,152917*
Vermelho -0,2025 TU 0,007917 Widusa -0,127917*
Pérola -0,19 TO 0,020417 IPA 6 -0,077917*
BRS Esplendor -0,115 CNFRS 11997 0,032917 Pérola -0,040417*
IPA 6 -0,115 Pérola 0,070417 BRS Esplendor -0,002917*
AND 277 -0,04 IPA 7419 0,095417 BRS Notavel 0,009583*
BRS Campeiro 0,06 P1 207 262 0,095417 BAT 477 0,009583*
BAT 477 0,135 BRS Esplendor 0,107917 BRS Estilo 0,059583*
IAC Carioca Pyata 0,185 BRS Requinte 0,107917 BRS Campeiro 0,072083*
BRS Cometa 0,21 Uirapuru 0,107917 Vermelho 0,084583*
IPA 1 0,2225 BRS Campeiro 0,107917 IAC Carioca Arud  0,122083*
BRS Notéavel 0,2975 Widusa 0,182917 | IAC Carioca Akytd  0,184583*
BRS Estilo 0,31 IPA1 0,232917 AND 277 0,197083*
A2l1 0,385 Coquinho 0,357917 IPA1 0,222083*
Coquinho 0,635 Vermelho 0,357917 A211 0,359583*
IAC Carioca Akyta 0,6725 A211 0,370417 BRS Cometa 0,372083*
Frijolica 0-3-1 0,7975 AND 277 0,432917 Coquinho 0,497083*
IAC Carioca Arud 1,01 BRS Esteio 0,482917 BRS Esteio 0,847083*
BRS Esteio 1,2225 BRS Cometa 0,520417 Frijolica 0-3-1 0,959583*
CNFRS 11997 1,8975 Frijélica 0-3-1 1,157917 CNFRS 11997 0,972083*

DP (Gi): 0,16

DP(Gi-Gi'): 0,23

*valores significativos diferentes de zero pelo teste t.
DP: desvio padrdo da estimativa da CGR
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Tabela 14. Estimativa da (Capacidade Geral de Agressividade) (CGA) de isolados de
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens obtidas a partir das médias
de severidade da doenca em 30 genotipos de feijoeiro-comum

Capacidade Especifica de Combinacéo do Grupo 2 - Patdgeno

Primeiro Ensaio Segundo Ensaio Anéalise Conjunta

Isolado Efeito Isolado Efeito Isolado Efeito

CNPAFCff25  0,719167 | CNPAFCff25  0,91125 | CNPAFCff25 0,807917*
CNPAFCTf 27 0,4325 CNPAFCff 04  0,097917 | CNPAFCff 04 0,234583*
CNPAFCff 04  0,369167 | CNPAFCff36 -0,02208 | CNPAFCff27 0,12125*
CNPAFCIf 31 0,3325 CNPAFCff 31  -0,12542 | CNPAFCff31  0,10125*
CNPAFCff34 0,0925 CNPAFCff34  -0,15875 | CNPAFCff34 -0,02875*
CNPAFCff 33 -0,3075 CNPAFCff 27  -0,19542 | CNPAFCff36 -0,21542*
CNPAFCTf 36 -0,4075 CNPAFCff 11  -0,23208 | CNPAFCff 33  -0,29208*
CNPAFCff 11  -1,230833 | CNPAFCff33 -0,27542 | CNPAFCff11 -0,72875*
0,08

DP (Gj):

DP(G}-Gj) 012

*valores significativos diferentes de zero pelo teste t.
DP: desvio padréo da estimativa da CGA

1
0,807917 Isolados

0.8
0.6

0.4 0,234583

0.2 0,12125 0,10125

0 -
3

-0.2
-0,02875 5 515417
-0.4 -0,292083
-0.6
-0.8

-0,72875

-1

Figura 12. Agressividade de oito isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
inoculados em 30 gendtipos de feijoeiro-comum — Analise Conjunta. 1 —
CNPAFCff 31; 2 — CNPAFCff11; 3 — CNPAFCff34; 4 — CNPAFCff36; 5 —
CNPAFCff04; 6 — CNPAFCff27; 7 — CNPAFCff33; 8 — CNPAFCff25
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Foram geradas 240 combinacdes pela interacdo viruléncia/ resisténcia vertical entre
isolados e gendtipos , em que 50% foram significativas, isto indica que houve interacdo
entre patétipos do patdgeno e o hospedeiro (Tabela 15). Esta estimativa assume valores
negativos ou positivos indicando presencga ou auséncia de resisténcia vertical dos genotipos
aos isolados, respectivamente. Destas estimativas, 64 foram negativas, indicando a
presenca de resisténcia vertical dos genotipos. As combinacfes que apresentaram as
menores estimativas na viruléncia/ resisténcia vertical foram AND 277 x CNPAFCf{f27;
BRS Esteio x CNPAFCff11; TU x CNPAFC{f25; CNFC 10408 CNPAFC{f36 e Coquinho x
CNPAFCIff11, indicando que estes gendtipos apresentaram maior resisténcia vertical, a
esses isolados especificos. Por outro lado, foi observado 176 estimativas positivas, em que
0s genatipos ndo apresentaram resisténcia vertical a isolados virulentos.

. Nos gendtipos CNFRS 11997 e Frijolica 0-3-1, os mais suscetiveis, também
apresentaram resisténcia vertical (Figura 13). Portanto ha interagdo diferencial, indicando
que ha especializacdo do patdgeno a nivel intraespecifico do hospedeiro. A resisténcia
vertical é também conhecida como resisténcia qualitativa, em vista da reacdo do
hospedeiro a raga do patdgeno: ha ou ndo doenca. Nao ¢ afetada por fatores de ambientes,
como temperatura, umidade, radiacdo solar, pH do solo. Entretanto, este tipo de resisténcia
é passivel de ser vencida dentro da capacidade microevolutiva do patdgeno (Camargo &
Bergamin Filho, 1995).
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25 CNFRS 11997
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-0,0329
-0.5 -0,3596 -0,3463 -0,3329

-1 -0,89625

Figura 13. Resisténcia vertical dos genoétipos inoculados com diferentes isolados do
patogeno de acordo com o modelo IV de Griffing (1956) - Analise conjunta. 1
— CNPAFCff 31; 2 — CNPAFCff11; 3 — CNPAFCff34; 4 — CNPAFCff36; 5 —
CNPAFCff04; 6 — CNPAFCff27; 7 — CNPAFCff33; 8 — CNPAFCff25

Maranha et al. (2002) constataram, utilizando o método de Melo & Santos
(1999), concluiram que as cultivares de algoddo BRS Antares e BRS Facual foram as mais
resistentes a Xanthomonas campestris. Para a BRS Facual indicaram resisténcia horizontal.
Com relagdo & Ramularia areola, esta cultivar foi a mais resistente e essa resisténcia foi
predominantemente horizontal. Davide & Souza (2009) ao trabalhar com o
patossistema Colletotrichum  lindemuthianum —  feijoeiro, constataram diferenca

significativa na viruléncia dos isolados da raca 65, sendo os isolados CL 837 e CL 844 os
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mais virulentos. Estas autoras ndo detectaram resisténcia horizontal no patossistema. Para a
caracterizacdo da reacdo dos genotipos a esses patdgenos, empregaram-se 0S parametros
dos cruzamentos dialélicos parciais. Ao inocular 50 gendtipos com quatro isolados de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, Silva et al. (2010) identificaram que houve
interacdo diferencial entre os gendtipos e os isolados e que agressividade dos isolados
variaram de acordo com o genétipo avaliado por meio de andlise de dialelos parciais.
Constatou-se que a metodologia de Melo & Santos (1999) foi informativa em todos os
trabalhos revelando a existéncia de interacdo diferencial entre gendtipos e isolados e seu
emprego deve ser estimulado.

O isolado CNFPAFCff 25 foi 0 mais agressivo (Figura 12) porém 18 genotipos
(Tabela 15) apresentaram-se resistente a este isolado. Contudo o isolado CNPAFCff 11,
menos agressivo conforme CGA, mostrou-se altamente patogénico aos genoétipos IPAG,
Frijolica 0-3-1, AND 277, Widusa, Michelite e Cornell 49242, indicando presenca de
resisténcia vertical, sendo que estes genotipos obtiveram boas estimativas da CGR em
relacdo ao isolado mais agressivo (tabela 15). Os genotipos IPA 9 e Ouro Branco foram os
que apresentaram maior resisténcia horizontal, e também a presenca de resisténcia vertical
(Figura 14).

Os genotipos Ouro Branco e IPA 9 sdo bons candidatos para cruzamento
visando resisténcia a murcha-de-curtobacterium uma vez que apresentaram resisténcia
horizontal aos oito isolados inoculados. Quanto a resisténcia vertical estes gendtipos
obtiveram respostas diferentes a estes isolados, portanto seriam bons candidatos para o

programa de melhoramento visando resisténcia a esta doenca.
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Figura 14. Resisténcia vertical dos gendtipos inoculados com diferentes isolados do
patdgeno de acordo com o modelo IV de Griffing (1956) - Analise conjunta. 1
— CNPAFCTf 31; 2 — CNPAFCff1l; 3 — CNPAFCff34; 4 — CNPAFCff36; 5 —
CNPAFCff04; 6 — CNPAFCff27; 7 — CNPAFCff33; 8 — CNPAFCff25



Tabela 15. Estimativa da Capacidade Especifica de Interacdo (CEI) oriunda da interacdo da resisténcia vertical dos genétipos de feijoeiro-

comum e da viruléncia dos isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

Gen6tipos\ Ensaios CNPAFCff31 CNPAFCffll CNPAFCff34 CNPAFCf36 CNPAFCff04 CNPAFCff27 CNPAFCff33 CNPAFCHf 25
Isolados
12 Ensaio 0,305 -1,431667 -0,755 -0,255 -1,7317 1,605 -0,355 2,618333
Coquinho 22 Ensaio 2 5754 -2,017917 -0,09125 -0,227917 -0,347917  -0,054583 -0,6746 0,83875
CAOT]‘].‘L'ﬁfa 1,43625* -1,73375* -0.43375™  -0,247083™ -0,9971* 0,7162* -0,4704% 1,729583*
12 Ensaio 073 -1,006667 0,67 -0,53 -0,606667 0,63 -0,63 0,7433
BRS Cometa 22 Ensaio -0,287083 -2,180417 -0,25375 0,9096 -0,510417  -0,217083  -0,137083 2,67625
CA“B.‘"Se 0,2612" -1,60875* 0,1912" 0,1779" -0,572083* 0,2412" -0,3454™ 1,6546*
onjunta
12 Ensaio 0,33 -1,106667 1,27 0,07 -0,706667 -0,77 -0,73 1,6433
BRS Estilo 22 Ensaio 0,425417 -1,467917 -0,2412 0,322083 -0,4979 0,495417 0,575417 0,38875
CA“E’." I5€ 0,3737™ -1,29625* 0,5037* 0,190417" -0,5596* -0,14625™ -0,0329™ 0,9671*
onjunta
12 Ensaio 0,1425 -0,594167 -0,6175 -0,7175 0,1058 0,4425 -0,2175 1,455833
Vermelho 22 Ensaio -0,124583 -2,017917 -0,09125 -0,227917 -0,347917  -0,054583 0,025417 283875
(:A“f’." I5€ 0,0487™ -1,32125* -0,3213™ -0,5346* -0,0846™ 0,1287" -0,0579™ 2.142083*
onjunta
12 Ensaio -0,245 -0,681667 1,995 -0,805 -0,281667 0,955 -0,605 -0,3317
BRS Esplendor 22 Ensaio 0,125417 -1,767917 0,15875 0,022083 -0,007917 0,195417 0275417 1,08875
Analise -0,06375™  -1,23375* 1,06625* -0,4471% -0,197083" 0,6162* -0,1704™ 0,4296™
Conjunta
12 Ensaio 0,4175 -2,019167 0,6575 -0,8425 0,380833 23175 -0,9425 0,030833
BRS Esteio 22 Ensaio -0,249583 -2,142917 -0,21625 -0,352917 -0,472917  -0,179583  -0,099583 3.71375
CAO’;]‘].‘L'rffa 0,08625"™ -2,08375* 0,21625™ -0,597083*  -0,047083"  1,06625*  -0,520417* 1,8796*

V.



Tabela 15. (Continuacéo)

Gen6tipos\ Ensaios CNPAFCff31 CNPAFCffll CNPAFCff34 CNPAFCff36 CNPAFCff04 CNPAFCff27 CNPAFCff33 CNPAFCff 25
Isolados
13 Ensaio 0,6425 -1,094167 -1,1175 -1,9175 1,9058 -2,0575 0,6825 2,955833
BRS Notavel 23 Ensaio -0,2246 -1,417917 -0,1912 -1,627917 -1,1479 0,545417 0,625417 3,43875
Anlise Conjunta  0,2237" -1,24625* -0,6463* -1,759583* 0,3904"™ -0,7963* 0,6171* 3,217083*
12 Ensaio -0,545 -0,981667 0,395 -0,505 2,418333 -0,645 0,795 -0,931667
IAC Carioca Pyata Tabela 23 Ensaio -0,4996 0,2071 0,1338 0,697083 -0,1229 -1,129583  0,950417 -0,23625
Analise Conjunta  -0,5763* -0,3463™ 0,25375™ 0,1404™ 1,1904* -0,89625* 0,8171* -0,582917*
12 Ensaio -1,0325 -1,469167 -0,0925 -2,2925 1,5308 2,8675 1,9075 -1,419167
IAC Carioca Akyta 23 Ensaio -0,7996 0,607083 0,53375 0,397083 -0,722917 0,570417 -0,0496 -0,53625
Anélise Conjunta  -0,9513* -0,42125" 0,1787™ -0,934583* 0,4154"™ 1,72875* 0,9421* -0,957917*
12 Ensaio -1,37 -1,806667 1,17 0,07 1,1933 2,53 -0,03 -1,756667
IAC Carioca Arua 23 Ensaio -1,037083  -0,930417 0,99625 0,859583 -0,6604 1,032917 1,112917 -1,3737
Anélise Conjunta  -1,18875*  -1,35875* 1,1412* 0,4279™ 0,2779™ 1,79125% 0,5046* -1,5954*
12 Ensaio -0,47 -0,606667 -1,93 -0,43 -0,206667 3,73 0,47 -0,556667
Pérola 22 Ensaio 0,162917 -0,4304 0,19625 1,3596 -0,060417 0,5329 -0,3871 -1,3737
Anélise Conjunta  -0,2263" -0,4963* -0,89625* 0,4904* -0,159583™  2,1537* 0,0671"™ -0,9329*
12 Ensaio -1,4575 0,105833 0,7825 0,2825 0,505833 0,4425 -0,8175 0,155833
BRS Requinte 22 Ensaio 0,125417 0,232083 0,15875 0,022083 -0,097917 0,195417 0,275417 -0,91125
Anélise Conjunta  -0,66375*  0,16625™ 0,46625* 0,1529™ 0,202917™  0,31625"  -0,270417™  -0,370417"™
12 Ensaio 0,1175 -0,319167 0,0575 0,8575 0,080833 0,0175 -1,2425 0,4308
Uirapuru 22 Ensaio 0,125417 0,232083 0,15875 0,022083 -0,097917 0,195417 0,275417 -0,91125
Anélise Conjunta  0,13625™  -0,03375" 0,0662"™ 0,452017*  0,002917"™  0,11625™  -0,470417*  -0,2704"™

7



Tabela 15. (Continuacéo)

Genotipos\ Ensaios CNPAFCff31  CNPAFCffll ~ CNPAFCff34  CNPAFCff36 CNPAFCff04 CNPAFCff27 CNPAFCff33 CNPAFCff 25
Isolados
12 Ensaio 1,58 -0,1567 -0,88 1,32 0,543333 -0,52 -0,78 -1,1067
BRS Campeiro 23 Ensaio 0,125417 1,5321 0,15875 0,022083 -0,097917 -1,1046 0,275417 -0,91125
Anilise Conjunta  0,86125* 0,69125* -0,3088"™ 0,6779* 0,2279" -0,8588* -0,2454"™ -1,0454*
12 Ensaio -0,745 0,818333 -0,505 -0,005 -0,781667 -0,845 -0,805 2,868333
A211 23 Ensaio -0,137083 0,6696 0,5963 -0,240417 -0,360417 -0,067083 0,012917 -0,4737
Anilise Conjunta  -0,42625"™ 0,7037* 0,0037"™ -0,109583"  -0,559583*  -0,44625* -0,3329™ 1,1671*
12 Ensaio -0,245 1,318333 -0,005 0,495 -0,9817 -0,345 0,395 -0,631667
IPA 6 23 Ensaio 0,312917 1,7196 -0,3537 0,209583 -0,6104 0,382917 -0,2371 -1,4237
Anélise Conjunta  0,01125™ 1,5412% -0,1588™ 0,327917™ -0,8221* -0,00875"™ 0,1046™ -0,9954*
12 Ensaio 0,8425 0,405833 -0,9175 0,8825 -1,194167 0,0425 0,1825 -0,2442
Frijolica 0-3-1 22 Ensaio -0,2246 1,8821 -0,89125 0,2721 0,5521 -0,854583  -0,774583 0,03875
Anlise Conjunta  0,2737" 1,1037* -0,89625* 0,5904* -0,3596™ -0,3463"™ -0,3329™ -0,0329™
12 Ensaio 0,805 1,068333 -0,255 0,245 -0,531667 -0,595 0,145 -0,881667
BAT 477 23 Ensaio 0,387917 0,494583 -0,2787 -0,4154 0,164583 -0,2421 0,537917 -0,64875
Analise Conjunta  0,6237* 0,75375* -0,2463"™ -0,0596™ -0,209583™  -0,3963™ 0,317083™  -0,782917*
12 Ensaio 0,7175 0,980833 -0,3425 0,1575 0,0808 -0,6825 0,0575 -0,969167
IPA1 23 Ensaio 0,000417 0,107083 0,03375 -0,102917 0,777083 0,070417 0,150417 -1,03625
Analise Conjunta  0,4112"™ 0,54125* -0,15875™ 0,027917™ 0,3779™ -0,30875™  0,104583"  -0,995417*
12 Ensaio 0,355 1,2183 0,595 0,395 0,9183 -0,445 -1,005 -2,031667
TU 23 Ensaio 0,225417 -1,0679 -1,1412 -0,5779 3,002083 0,9954 0,375417 -1,81125
Anélise Conjunta  0,28625™ 0,11625" -0,2838"™ -0,0971™ 1,9529* 0,26625™  -0,320417" -1,9204*

9.



Tabela 15. (Continuacéo)

Genétipos\ Ensaios CNPAFCff 31  CNPAFCffll ~ CNPAFCff34  CNPAFCff36 ~CNPAFCff04 CNPAFCff27 CNPAFCff33 CNPAFCTf25
Isolados
12 Ensaio 0,105 0,9683 -0,355 0,145 0,068333 -0,695 0,745 -0,9817
TO 22 Ensaio 0,212917 0,319583 0,24625 0,109583 -0,010417 0,282917 -1,637083 0,4763
Andlise Conjunta  0,13625"™ 0,6662* -0,0338" 0,1529™ 0,002917"™ -0,1838™  -0,470417* -0,2704"™
12 Ensaio 0,98 3,243333 -0,78 -1,58 -0,356667 -2,42 1,62 -0,706667
AND 277 22 Ensaio -0,8996 1,907083 -0,16625 -0,302917 -0,422917 -2,129583 1,2504 0,76375
Andlise Conjunta  0,0362"™ 2,56625* -0,4338" -0,947083*  -0,397083"  -2,28375* 1,4296* 0,029583™
12 Ensaio 0,0925 1,655833 0,3325 -1,1675 -0,6442 -0,7075 0,7325 -0,294167
Widusa 22 Ensaio 0,050417 1,4571 0,08375 -0,052917 -0,172917 -0,5796 0,200417 -0,98625
Anilise Conjunta  0,06125"™ 1,5912* 0,19125™ -0,622083* -0,3721"™ -0,6588* 0,454583*  -0,645417*
12 Ensaio 0,255 1,1183 -0,805 0,995 -0,4817 -1,845 0,895 -0,131667
Michelite 22 Ensaio -0,2371 1,2696 -0,2037 -0,3404 0,9396 0,532917 -0,6871 -1,2737
Anilise Conjunta  0,0487™ 1,17875* -0,52125* 0,3654"™ 0,215417"  -0,67125* 0,0421™ -0,6579*
12 Ensaio 0,0925 1,655833 -0,3675 0,8325 -0,6442 -2,0075 0,7325 -0,294167
IPA 7419 23 Ensaio -0,5621 0,244583 0,17125 -0,6654 1,914583 0,207917 0,287917 -1,5987
Anilise Conjunta ~ -0,2138"™ 0,91625* -0,0838"™ 0,1029™ 0,6529* -0,93375*  0,479583* -0,9204*
12 Ensaio 0,0175 0,8808 0,2575 0,7575 -0,7192 -0,7825 -0,0425 -0,369167
Cornell 49242 22 Ensaio 0,300417 1,7071 -0,3662 0,197083 -0,6229 0,370417 -1,549583 -0,0362
Andlise Conjunta  0,14875"™ 1,2787* -0,0213™ 0,465417* -0,6846* -0,1713™ -0,7579* -0,2579™
12 Ensaio 0,08 -0,356667 1,02 0,82 0,043333 -2,02 0,72 -0,306667
P1207 262 22 Ensaio 0,137917 1,5446 0,17125 0,034583 -0,085417 -0,4921 0,287917 -1,5987
Andlise Conjunta  0,09875"™ 0,6287* 0,5287* 0,415417"  -0,034583"™  -1,2213* 0,492083* -0,9079*

Ll



Tabela 15. (Continuacéo)

Genoétipos\ Ensaios CNPAFCff31  CNPAFCffll ~ CNPAFCff34  CNPAFCff36 CNPAFCff04 CNPAFCff27 CNPAFCff33 CNPAFCff 25
Isolados
12 Ensaio -0,67 0,893333 -0,43 0,07 -0,706667 -0,77 0,67 0,943333
IPA9 23 Ensaio -0,374583 -0,267917 -0,34125 -0,477917 1,402083 -0,304583 -0,224583 0,58875
Anilise Conjunta  -0,51375* 0,31625™ -0,38375™  -0,197083™  0,352917"  -0,53375* 0,1796™ 0,779583*
12 Ensaio 0,43 -0,006667 -1,03 0,17 0,393333 0,93 -0,93 0,043333
Ouro Branco 22 Ensaio 0,162917 -0,730417 -0,7037 1,059583 -0,4604 1,232917 -0,687083 0,12625
Anilise Conjunta  0,2987"™ -0,37125™ -0,8713* 0,6154* -0,0346" 1,0787* -0,807917*  0,092083"
12 Ensaio -2,2575 -2,694167 1,9825 2,4825 0,4058 1,6425 -1,6175 0,0558
CNFRS 11997 23 Ensaio 0,200417 0,307083 1,7338 -0,902917 -0,7229 -0,4296 -0,3496 0,16375
Anélise Conjunta  -1,03875* -1,20875* 1,8912% 0,7779* -0,172083™ 0,6412* -0,9454* 0,0546™

DP (Sij): 0,434012
DP(Sij-Sik): 0,656164
DP(Sij-Skj): 0,624278
DP(Sij-SKl): 0,612272

*valores significativos diferentes de zero pelo teste t

DP: desvio padréo da estimativa da CEI

8.
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4.6 INDICACAO DE CULTIVARES DIFERENCIADORAS PARA A
IDENTIFICACAO DE RACAS DE Curtobacterium flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens

Neste trabalho utilizou-se o método de dialelos parciais proposto por Melo &
Santos (1999) e foi possivel medir a interacdo entre C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens x
feijdo, demonstrando variabilidade neste patossistema. Este € o primeiro relato de uso
dessa metodologia para este patossistema. Utilizando-se os métodos de estratificacdo
ambiental de Wricke (1965) e Lin & Binns (1988) foi possivel propor genétipos capazes de
identificar pat6tipos neste patossistema sendo também o primeiro relato na literatura.

Quando surge um gendtipo mutante do patdgeno que quebra um gene R, este
genotipo pode ser estabelecer na populacdo, se tornando uma raga. Racgas sdo variantes
dentro de uma mesma espécie, definidas com base em seu espectro de acdo contra um
conjunto de gendtipos (Camargo, 2011).

Conforme se verifica na Tabela 16, na correlagdo com 30 genotipos,
quatro pares de isolados, CNPAFCff31 e CNPAFCff25; CNPAFCff34 e CNPAFCff36;
CNPAFCff34 e CNPAFCff27; CNPAFCff36 e CNPAFCff27 apresentaram altas correlacGes
significativas positivas, indicando que estes classificaram os genotipos da mesma forma,
ou seja, ndo se diferenciaram. Os isolados CNPAFCff 04, CNPAFC{f11 e CNPAFCff33 nédo
estdo correlacionados, portanto possivelmente sdo aleatorios e apresentaram interacoes
fortes, indicando a existéncia de patdtipos especificos.O isolado CNPAFCff 11 apresentou
quatro correlacfes negativas, indicando que é o mais discrepante dos oito isolados. Ao
realizar a correlacdo de Pearson com 0s quatro gendtipos extremos, isto €, os que
obtiveram as menores (IPA 9 e Ouro Branco) e as maiores (Frijolica 0-3-1 e CNFRS
11997) medias de severidade, a correlacdo foi alta (0,7969), indicando que estes genotipos
possivelmente possuem genes de grande efeito e ndo € possivel detectar a interacdo gene-a-
gene. Ao utilizar os 26 gendtipos intermediarios, isto é, genotipos com média de severidade
mediana, a correlacdo foi baixa (0.003054) indicando que ha presenca de genes de
pequeno, médio e grande efeitos, o que possibilitou a classificacdo dos isolados em
patotipos, o que pode ser verificado na maior ocorréncia de correlagdes negativas

permitindo detectar mais pares de isolados discrepantes entre si.
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Tabela 16. Estimativas da correlagéo de Pearson da severidade de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens em 30 gendtipos de feijoeiro-comum

CORRELACAO
ISOLADOS ] ] ]
4 GENOTIPOS 26 GENOTIPOS 30 GENOTIPOS
Cff 31 x Cff 11 0,87 -0,08 0,1691
Cff 31 x Cff 34 0,50 0,002 0,25
Cff 31 x Cff 36 0,89 0,18 0,43
Cff 31 x Cff 04 0,81 -0,14 0,16
Cff 31 x Cff 27 0,77 0,03 0,21
Cff 31 x Cff 33 0,81 -0,009 0,30
Cff 31 x Cff 25 0,78 0,53** 0,51**
Cff 11 x Cff 34 0,37 -0,38 -0,06
Cff 11 x Cff 36 0,70 -0,02 0,19
Cff 11 x Cff 04 0,74 -0,26 -0,03
Cff 11 x Cff 27 0,44 -0,62** 0,41
Cff 11 x Cff 33 0,90 0,13 0,31
Cff 11 x Cff 25 0,77 -0,46* -0,32
Cff 34 x Cff 36 0,83 0,24 0,56**
Cff 34 x Cff 04 0,89 0,04 0,40
Cff 34 x Cff 27 0,80 0,40* 0,50**
Cff 34 x Cff 33 0,71 0,22 0,42
Cff 34 x Cff 25 0,87 0,24 0,30
Cff 36 x Cff 04 0,966* -0,18 0,23
Cff 36 x Cff 27 0,93 0,26 0,46**
Cff 36 x Cff 33 0,84 -0,33 0,07
Cff 36 x Cff 25 0,92 -0,22 0,01
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Tabela 16. (Continuacéo)

CORRELACAO CORRELACAO CORRELACAO

ISOLADOS ' ' ,

4 GENOTIPOS 4 GENOTIPOS 4 GENOTIPOS
Cff 04 x Cff 27 0,84 0,11 0,27
Cff 04 x Cff 33 0,92 0,22 0,43
Cff 04 x Cff 25 0,99%* -0,13 0,005
Cff 27 x Cff 33 0,60 -0,02 0,10
Cff 27 x Cff 25 0,76 0,18 0,24
Cff 33 x Cff 25 0,95 0,16 0,22
edia das 0,7969 0,003054 0,214

Correlagdes

Com a correlacdo de Pearson (Tabela 16) verificou-se que € necessario fazer
uma amostragem significativa, ndo s6 de genotipos de feijoeiro-comum como dos isolados
em estudo. Ao se realizar a correlacdo somente com 0s quatro gendtipos extremos, dois
mais resistentes e 0s dois mais suscetiveis, obteve-se resultados totalmente discrepantes,
com correlacdo média de 0, 7969. Isso comprova a importancia de uma boa amostragem
para que as conclusdes do patossistema sejam consistentes. Verifica-se a presenca de
interacdo diferencial quando predomina os genes de efeitos intermediarios de resisténcia
horizontal. Os genotipos que possuem genes de maior efeito ndo contribuem para detecgédo
da interacdo porque eles exibem resisténcia a maioria dos pat6tipos, assim como aqueles
que ndo apresentam genes de resisténcia horizontal nem de resisténcia vertical
(suscetiveis). Eles ndo interagem por nao possuir resisténcia a nenhum patétipo, entdo ndo
é capaz de discriminar os isolados em pat6tipos. Ao realizar a correlacdo com os 26
genotipos intermediarios a correlacdo foi baixa (0,003054), sugerindo que 0s genotipos
intermediarios contribuem mais para a interacdo,do que os genotipos extremos, sugerindo a

que os genes de resisténcia horizontal de efeito médio sdo mais importantes para interacdo
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genotipo x isolado. Assim para estudos de interacdo diferencial, indica-se a escolha de
gendtipos que apresentam reacOes intermediarias e ndo genotipos extremos, pois estes ndo
representam toda variacao patogénica existente.

Os gendtipos que apresentaram maiores estimativas da ecovaléncia de Wricke
(1965) foram CNFRS 11997 (9,651605) e IAC Carioca Akyté (9,222052), portanto foram
0s que mais contribuiram para os efeitos da interacdo, seguido dos genotipos BRS Notéavel,
Pérola, IAC Carioca Arud e Coquinho foram os mais instaveis com estimativas acima de
7% (Tabela 17). Os gendtipos IPA 1, Vermelho e BRS Requinte obtiveram menor

estimativa da ecovaléncia, portanto estes foram os que menos interagiram com os isolados.

Tabela 17. Estimativa de estabilidade de 30 genétipos do feijoeiro-comum, avaliados
quando inoculados com oito isolados de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens, com base no método da Ecovaléncia (Wi)

Genotipo Ecovalt-f:nua Wi (%)
(Wi)

CNFRS 11997 79,3311 9,651605

IAC Carioca Akyta 75,8004 9,222052

BRS Notavel 71,3403 8,679426

Pérola 60,1671 7,320069

IAC Carioca Arua 58,4475 7,110858

Coquinho 58,0575 7,06341

A211 36,1374 4,39656

BRS Esteio 33,758717 4,107164

AND 277 30,0759 3,659104

IAC Carioca Pyata 29,1729 3,549243

IPA7419 27,0705 3,29346

TU 25,2525 3,072278

P1207 262 23,0574 2,805217

Widusa 22,8528 2,780325

Michelite 22,8339 2,778025

BRS Estilo 22,4877 2,735906

IPA 6 17,6682 2,149554

BRS Campeiro 16,1445 1,964177

TO 13,8291 1,68248

IPA9 11,7525 1,429836

BRS Cometa 10,9023 1,326399
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Tabela 17 (Continuagéo)

Genotipo Ecovaléncia Wi (%)
(Wi)
Frijolica 0-3-1 10,4163 1,267271
BRS Esplendor 10,1118 1,230225
Ouro Branco 9,2445 1,124707
BAT 477 9,0744 1,104013
Cornell 49242 8,9331 1,086822
Uirapuru 8,3472 1,01554
IPA 1 8,1354 0,989772
Vermelho 6,2856 0,764721
BRS Requinte 5,258717 0,639788

Para classificagdo de isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em
patotipos € necessario compor uma série de gendtipos diferenciadores que sejam capazes
de classificar os isolados do patdgeno quanto a reacdo fenotipica dos genotipos ao serem
inoculados. Ao estimar a estabilidade, por meio da equivaléncia de Wricke (1965) (Tabela
17), foi possivel apontar quais gendtipos mais contribuiram para os efeitos de interacdo. O
genotipo que mais contribuiu foi 0 CNFRS 11997 pois obteve a maior estimativa para este
parametro (79,3311) e portanto, o que mais discriminou os diferentes genoétipos (9,65). Em
segundo lugar, o gendtipo IAC Carioca Akyta contribuiu com 9,22% para a interacao e, na
sequéncia os genotipos BRS Notavel (8,67%), Pérola (7,32%), IAC Carioca Arud (7,11%)
e Coquinho (7,06%). Portanto estes genétipos comportaram-se com elevada quando
inoculado com diferentes racas, pois foram 0s que mais interagiram com os isolados.
Assim sendo, conforme a ecovaléncia de Wricke (1965), estes genotipos serdo capazes de
classificar os isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em patotipos pois foram os
genotipos que mais interagiram com os isolados, diferente dos genotipos IPA 1, Vermelho e
BRS Requinte que obtiveram estimativas de ecovaléncia abaixo de zero. Portanto, 0s
genotipos IAC Carioca Akytd, BRS Notavel, Pérola, IAC Carioca Arud e Coquinho sdo
indicados para serem utilizados como diferenciadoras de patotipos de C. flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens. Observa-se que 0 genétipo BRS Requinte obteve a menor estimativa de
ecovaléncia de Wricke (1965) (Tabela 17) e uma das maiores estimativas negativas de

resisténcia horizontal (-0.402917). Foi observado que 0s genotipos que mais contribuiram
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para os efeitos de interagdo com os isolados obtiveram as menores estimativas de
resisténcia horizontal, e os que menos contribuiram para esta interacdo séo resistentes a
murcha-de-curtobacterium, conclui-se que 0s gendtipos suscetiveis possivelmente néao
possuem genes de maior efeito para resisténcia e interagem mais com os diferentes
isolados, sendo assim, capazes de discrimina-los em patdtipos.

Hsieh et al. (2005) utilizando 15 gen6tipos de feijoeiro-comum e dois isolados
de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens ndo detectaram diferencas entre os genétipos e
isolados, contudo no presente estudo, com as estimativas de estabilidade de Lin e Binns
(1988) (Tabela 18) pode-se observar a interacdo dos gendtipos com os isolados. Portanto, o
uso de poucos genotipos de feijoeiro-comum e isolados de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens ndo é o suficiente para abranger toda variabilidade tanto do hospedeiro
quanto do patogeno.

Na Tabela 18 encontram-se os valores das estimativas de estabilidade dos 30
genotipos, obtidas de acordo com a metodologia de Lin e Binns (1988) que no presente
estudo, os resultados obtidos mostram o comportamento dos gendtipos em relacdo aos
isolados. Os isolados, foram classificados em mais agressivos (Pi (+)) 0s que apresentaram
média acima da média geral (2,93) e menos agressivos (Pi(-)) com média abaixo da media
geral. Dessa forma, os isolados mais agressivos foram CNPAFCff 31, CNAPFCff 34,
CNPAFCff 04, CNPAFCff 27 e CNPAFCTf 25 e os menos agressivos foram CNPAFCff 11,
CNPAFCff 36 e CNPAFCff 33.

Tabela 18. Estimativa de estabilidade de 30 genotipos de feijoeiro-comum, avaliados com
oito isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, com base na
metodologia de Lin e Binns (1988)

Genotipos Meédia (Notas) Pi (+) ct Pi () C
IPA9Q 1,3375 12,90 1 8,82 2
TO 2,15 7,92 8 9,16 1
Ouro Branco 2,1875 7,46 11 7,91 5
BRS Requinte 2,25 6,60 13 7,91 4
Michelite 2,325 10,10 2 3,63 22
AND 277 2,3625 8,59 5 6,83 9
Widusa 2,45 8,07 7 6,88 7
PI 207 262 2,4625 8,28 6 4,21 20
TU 2,5375 8,62 4 4,64 16

IPA 7419 2,5375 9,30 3 3,54 27
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Tabela 18. (Continuacéo)

Genotipos Média (Notas) Pi (+) c! Pi (-) C
Uirapuru 2,55 5,83 16 6,41 11
BRS Esplendor 2,6125 4,76 21 8,01 3
Cornell 49242 2,65 7,17 12 4,24 17
Vermelho 2,725 5,08 19 6,84 8
Pérola 2,725 7,48 9 5,71 13

IPA 6 2,7875 7,46 10 3,54 24

BRS Campeiro 2,9625 6,15 14 3,59 23
BAT 477 3,0875 5,86 15 3,54 25
IAC Carioca Pyata 3,125 5,01 20 4,77 15
BRS Cometa 3,1625 3,22 27 5,84 12
IPA 1 3,175 5,49 17 3,54 26

BRS Notavel 3,2125 5,31 18 7,09 6
BRS Estilo 3,275 3,42 26 4,83 14
A211 3,4125 4,50 22 4,16 21
Coquinho 3,625 4,03 23 4,21 18
IAC Carioca Akyta 3,625 3,42 25 6,66 10
Frijélica 0-3-1 3,7375 4,00 24 1,64 29
IAC Carioca Arud 3,925 2,79 28 2,90 28
BRS Esteio 4,125 1 29 4,21 19
CNFRS 11997 4,925 0,57 30 1,54 30

! Classificacio dos gendtipos baseado na estabilidade pelo método Linn e Binns (1988)

Conforme a meédia geral obtida segundo o método de Linn e Binns (1988) os
isolados mais agressivos foram Cff 31, Cff 34, Cff 04, Cff 27 e Cff 25, entretanto, estes
isolados foram menos virulentos para os genétipos IPA 9, Michelite, AND 277, Pl 207 262,
TU, IPA 7419, Cornell 49242, Pérola, IPA 6, BRS Campeiro, BAT 477, IPA 1 e Frijolica O-
3-1. O contrério foi observado com os isolados menos agressivos Cff 11, Cff 36 e Cff 33
por se apresentarem virulentos aos gendétipos TO, Ouro Branco, BRS Requinte, Uirapuru,
BRS Esplendor, Vermelho, IAC Carioca Pyatd, BRS Cometa, BRS Notavel, BRS Estilo,
A211, Coquinho, IAC Carioca Akytd e BRS Esteio. Estes resultados seguem os principios
da teoria gene-a-gene de Flor (1971). Para estes genotipos, os isolados menos agressivos
possivelmente possuem genes de viruléncia que os genes de resisténcia do hospedeiro nao
conseguiram reconhecer.

Na espécie de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens existem variantes que

quebram genes R de diferentes gendtipos (Tabela 19). Para propor gendétipos de feijoeiro
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diferenciadores de ragas de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens foram utilizados dados
obtidos nas avaliagdes dos gendtipos quando inoculados com oito isolados de C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. A raca cinco é capaz de causar sintomas da doenga no
genotipo Ouro Branco. Ja a raga trés difere da cinco por quebrar a resisténcia do genotipo
BAT 477. A racga dois se difere da raca trés por quebrar a resisténcia do genétipo IAC
Carioca Arud. A raca 8 quebra a resisténcia de dez genotipos, exceto dos genotipos IAC
Carioca Arud, BRS Campeiro, Ouro Branco, BAT 477 e IPA 9, logo é considerada mais
agressiva que as demais. O contrario ocorre com a raga um, que quebra a resisténcia de
somente cinco genotipos dos quinze avaliados, portanto a raca menos agressiva.
Corroborando com estes dados, Camargo (2011) cita que o fungo Podosphaeara xanthii,
agente causal do oidio do meloeiro possui variantes que quebram varios genes de
resisténcia dos genotipos genes de resisténcia de gendtipos. Este autor menciona sete

genotipos capazes de diferenciar cinco racas do patogeno.

Tabela 19. Ragas de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em cultivares
suscetiveis e resistentes de feijoeiro-comum.

ISOLADOS

CNPAF CNPAF CNPAF CNPAF CNPAF CNPAF CNPAF CNPAF
GENOTIPOS Cff11 Cff33 Cff31 Cff36 Cff27 Cff34 Cff04 Cff25

CNFC 10429 S S S S S
Frijélica 0-3-1 S S S S S R S S
BRS Cometa R R S S S S R S
CNFRS 11997 R R R S S S S S
IAC Carioca Arua R S R S S S S R
BRS Esteio R R S R S S S S
BRS Notavel R S S R R R S S
AND 277 S S S R R R R S
BRS Esplendor R R R R S S R S
BRS Campeiro R R S S R R S R
A211 S R R R R S R S
Cornell 49242 S R R R R R R S
Ouro Branco R R R R S R R R
BAT 477 R R S R R R R R
IPA9 R R R R R R R R

RACAS 1 2 3 4 5 6 7 8
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A classificacdo de racas descrita acima pode mudar se for considerado um
conjunto diferente de genotipos. Pois novas racas do patdgeno podem ser descritas e a
durabilidade da resisténcia vertical destes genotipos pode ser quebrada dentro de uma

escala microevolutiva do patégeno (Camargo, 2011).



5. CONCLUSOES

- Existe variabilidade na viruléncia dos 24 isolados quando inoculados em trés genotipos
de feijoeiro;

- A interacdo diferencial entre gendtipos e isolados de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens foi identificada por meio de analise de dialelos parciais;

- Aviruléncia do patogeno variou de acordo com o gendtipo;

- Dentre os oito isolados inoculados, 0 CNPAFCff 25 apresentou maior agressividade;

- Os gendtipos mais resistentes a murcha-de-curtobacterium foram o IPA 9 e Ouro Branco;
- As cultivares mais suscetiveis foram Frijolica 0-3-1 e CNFRS 11997, contudo pode ser
observada existéncia de uma Resisténcia Vertical;

- Foi possivel propor quinze genoétipos diferenciadores de racas para murcha-de-
curtobacterium;

- Foram identificadas oito ragas de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens pela inoculacao
em 15 genotipos de feijdo comum;

- A andlise de gendtipos suscetiveis, moderadamente resistentes e resistentes a C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens sob MEV revelou formacdo de estruturas de resisténcia
pos-formados em cultivares resistentes o que nao foi observado em gendtipos suscetiveis;

- As anélises de MEV mostraram estruturas de defesa estruturais pés-formados somente

nas cultivares resistentes.
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