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RESUMO

O feijao comum, tido como uma importante fonte proteica e de carboidratos, é
suscetivel a uma grande variedade de doengas por ser cultivado em diversificados
sistemas de producdo e ecossistemas, em todas as regides brasileiras, durante o
ano. A murcha de curtobacterium, causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens (Cff), esta atualmente presente em varios estados do pais. Seu principal
meio de sobrevivéncia, disseminacao e introducdo em novas areas de cultivo é via
sementes infectadas. Pesquisas que relacionam o comportamento da transmissao de
Cff por sementes sdo escassas na literatura. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi
verificar a incidéncia de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens presente em
sementes de feijao, provenientes da safra de 2016-2017. Sementes de linhagens de
feijao Carioca foram coletadas e passaram por identificagcdo quanto ao seu aspecto,
posteriormente foi efetuado o isolamento da bactéria, utilizando o procedimento de
maceracao, do qual a suspensao resultante foi submetida a crescimento em meio AN,
em seguida fez-se a caracterizagdo molecular que foi realizada a partir da extracédo do
DNA, realizagdo de PCR e gel de eletroforese. Os resultados confirmaram a presencga de
Cff em seis das sete linhagens.
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INTRODUCAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.), pertencente a familia Fabaceae, € uma leguminosa
de grande importancia nos paises em desenvolvimento. No Brasil, o cultivo do feijao
€ realizado em todo territorio nacional. Os gréos apresentam relevancia econémica e
social, por serem a base da alimentacao dos brasileiros (BARBOSA; GONZAGA, 2012).

Entretanto, existem diversos fatores que comprometem sua producéo, sendo que
perdas significativas estdo associadas a ocorréncia de doencgas.

Tais doengas que ocorrem no cultivo de feijdo podem ser causadas por diferentes
microrganismos, entre eles patdgenos de origem fungica, bacteriana e virética. Em relagcéo
as doencas de origem bacteriana, a murcha de Curtobacterium, causada por Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff), tem adquirido grande importancia no Brasil.

A bactéria Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens € gram-positiva e
aerobica (HALL, 1991). Em plantas de feijao, causa sintomas de flacidez dos tecidos
foliares e murcha generalizada da planta, podendo levar a planta a morte, provocando,
consequentemente, significativas perdas de produgao (HEDGES, 1926).

Combase emconhecimentosjaexistentes, abactéria Curtobacteriumflaccumfaciens
pv. flaccumfaciens pode sobreviver em sementes, no solo, em restos culturais e em
plantas hospedeiras alternativas, por diferentes periodos de tempo.

A bactéria é disseminada por sementes infectadas e/ou infestadas, sendo estas a
principal fonte de inéculo inicial (VALENTINI et al., 2010). Além disso, o patégeno pode
infectar a planta via ferimentos ou mesmo por aberturas naturais (BEDENDO, 2011).

As vagens verdes provenientes de plantas doentes podem se apresentar
aparentemente normais ou encharcadas, indicando infeccdo pela bactéria que causa
a murcha de Curtobacterium (BIANCHINI et al., 2005). As sementes dessas vagens
adquirem cor amarelada na regidao dos cotilédones podendo estar infectadas mesmo
quando as vagens se mostram aparentemente sadias (BIANCHINI et al., 2005;
HARVESON et al., 2005).

Tendo em vista a ampla disseminagao do patdégeno em diversas regides produtoras
de feijdo e sobrevivéncia por varios anos em sementes contaminadas, indicam sua
adaptabilidade ambiental, sendo necessario um amplo estudo do patégeno para a
adocao de medidas apropriadas, visando a prevengao e o manejo da doenca.

Este trabalho visou determinar a incidéncia de Curtobacterium flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens presentes em sementes de feijdo, provenientes de plantas cultivadas a
campo na safra de 2016/2017.
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MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Patologia de Sementes do Instituto
Agronémico do Parana (IAPAR) - Londrina. Sementes de feijao da safra 2016/2017 foram
coletadas em campos experimentais, localizado na cidade de Londrina, com suspeita de
incidéncia de murcha bacteriana. As sementes utilizadas sdo provenientes das linhagens
IC 127 ST (lote 1 € 2), IC 139 ST (lote 1, 2 e 3), VB 128 ST e IC 128 ST.

Para identificacdo de Cff nas linhagens, as sementes foram desinfestadas com
hipoclorito a 1% por dois minutos, apos lavadas duas vezes em agua destilada para lavar
o residuo do hipoclorito, sendo realizado a seguir a maceragcéo das sementes.

Com auxilio de cadinho e pistilo as sementes foram maceradas, e adicionando-
se aproximadamente 500 pyL de H,O destilada, até se obter uma solugdo aquosa.
Posteriormente, pipetou-se 100 yL da solugéo aquosa e espalhou em placa contendo
meio AN. Cada amostra foi composta por quatro repeticoes.

As placas foram incubadas a 25 £ 27 °C em camara climatizada, até obter-se o
crescimento do patdogeno. Em seguida, as bactérias do qual obteve crescimento, foram
submetidas a testes fisioldgicos, morfolégicos € molecular para caracterizacdo de
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

Os testes realizados foram os seguintes: teste de coloragdo Gram, solubilidade em
hidroxido de potassio (KOH) a 3 % (fisiologicos); a identificagcdo morfoldgica foi realizada
a partir de observacgdes utilizando-se como base as caracteristicas descritas na literatura
qguanto ao aspecto da coldnia de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

Em seguida foi utilizado o método da extragcdo de DNA Gendémico (LI e DE BOER,
1995) para a comprovagéo da espécie de Cff. Para a extracdo do DNA gendémico foi
utilizado um volume aproximado de 2,4 mL de meio liquido contendo células bacterianas
de cada amostra obtida, que foi centrifugado a 13.000 rpm por 5 min. Descarta-se o
sobrenadante de cada amostra e procede-se a lavagem do pellet com adigdo de 1
mL de agua destilada estéril, seguidos de centrifugacdo 13.000 rpm por 5 min. Este
procedimento foi repetido duas vezes. O pellet foi submetido a -20 °C por uma hora.
ApoOs o descongelamento em temperatura ambiente, foram adicionados 100 pL de
acetona (-20 °C), e as amostras homogeneizadas e mantidas a temperatura ambiente
por 10 minutos.

Em seguida ressuspendidas em 500 yL de tampao de extragdo TE (10 mM Tris-
HCL, 1 mM EDTA, pH 8.0) + 50 pL de 500 mM EDTA pH 8,0 + 50 pL de dodecyl sulfato
de sdodio SDS a 14% + 10 pL de proteinase K (0,1%), seguidos de homogenizagao e
incubacéao por 1 hora a 55 °C. Adiciona-se igual volume de acetato de aménio (7,5 M),
seguidos de homogenizagao e centrifugagcado 13.000 rpm por 20 min. Foram retirados
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900 pL do sobrenadante de cada amostra e transferidos para um novo microtubo,
adicionando 540 uL de isopropanol, para homogenizagao e precipitagdo a (20 °C) por
uma hora. As amostras foram centrifugadas 13.000 rpm por 30 min. a 4 °C. O pellet
lavado com etanol 70% (-20 °C), centrifugado por 13.000 rpm por 5 min. e deixado secar.
O DNA foi ressuspendido em 50 uL de agua destilada estéril.

ApOs esses procedimentos foram utilizadas técnicas moleculares
para a confirmacdo da espécie dos isolados, pelos iniciadores Cff FOR2
GTTATGAACTTCACTCC 3’ e Cff REV4 5 GATGTTCCCGGTGTTCAG 3’ descritos
por Tegli et al (2002). Visualizando por meio do gel de agarose aproximadamente 300
pares de base. Em seguida os isolados positivos para Curtobacterium flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens, foram preservados em tampao fosfato.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme caracterizagao realizada estes isolados se apresentaram Gram positivas,
crescimento em meio contendo 7% de NACL e fragmento esperado (300 pb), quando
utilizada a técnica de PCR com os iniciadores espécie especifica (Figura 1).

FIGURA 1. Perfil eletroforético de isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,
obtido com o iniciadores Cff FOR2 e Cff REV4. 1 Kb: Marcador de peso molecular, - Controle
negativo. + controle positivo.

Com a amplificacdo dos produtos de PCR, pode ser observado que os isolados
apresentaram o fragmento de 300 pb, como demostrado acima, confirmando assim
os resultados obtidos por Tegli et al. 2002, onde o mesmo tamanho de fragmento foi
alcancado em todos os testes que foram utilizados dos iniciadores Cff FOR2 e Cff REV4.
Ao realizar esses testes Tegli et al 2002, demonstrou que estes iniciadores apresentam
alta especificidade para a deteccao de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,
e também confiabilidade, uma vez que fragmentos de outras bactérias ndo apresentaram
amplificacido de DNA.
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