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ABSTRACT

Curtobacterium flaccumfaciens  pv. flaccumfaciens (Cff), the
causal agent of the bacterial wilt of common  bean (Phaseolus
vulgaris), is a vascular pathogen of difficult control. The disease was
first detected in Brazil 1995, in São Paulo State. Due to the difficulty
in controlling this disease, genetic resistance has been the better
option. The aim of this study was to evaluate the reaction of common
bean genotypes to the bacterial wilt, in 333 accesses of the bean
plant germplasm database of the Instituto Agronômico de Campinas
(IAC). Highly resistant and susceptible bean genotypes were selected
for the observation of Cff colonization in the xylem vessel by scanning
electron microscopy. The results of the screening for genetic resistance
in 333 genotypes indicated variability in relation to a Cff Feij 2634
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isolate. The materials were classified into 4 resistance level groups:
29 highly resistant genotypes (8.7%), 13 resistant genotypes (3.9%),
18 moderately resistant  genotypes (5%) and 273 susceptible
genotypes (81%). From these results, about 18% of the genotypes –
ranging from highly to moderately resistant – may be useful for the
genetic breeding program as a source of resistance genes for Cff.
Using scanning electron microscopy, xylem vessels of highly resistant
genotypes presented a number of bacterial agglutinations involved
by filaments and tangled structures under punctuations of the xylem
vessel wall not observed in susceptible genotypes, suggests the
activation of structural and biochemical defense mechanisms in
resistant plants.

RESUMO

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff) agente
causal da murcha-de-curtobacterium  em feijoeiro (Phaseolus vulgaris),
é um patógeno vascular de difícil controle. A doença foi detectada pela
primeira vez no Brasil na safra das águas de 1995, no Estado de São
Paulo. Por se tratar de uma doença de difícil controle, a resistência
genética tem sido a melhor opção. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a reação de genótipos de feijoeiro à murcha-de-curtobacterium, frente a
333 acessos pertencentes ao banco de germoplasma de feijoeiro do
Instituto Agronômico de Campinas (IAC). Oportunamente, foram
selecionados genótipos de feijoeiro altamente resistentes e suscetíveis,
com a finalidade de comparar a colonização de Cff no vaso do xilema a
partir da visualização sob microscopia eletrônica de varredura. Os
resultados da triagem da resistência genética em genótipos de feijoeiro
indicaram a existência de variabilidade genética nas amostras dos 333
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genótipos avaliados, ao isolado de Cff Feij 2634. Os materiais foram
classificados em 4 grupos de resistência: 29 genótipos (8,7%)
comportaram-se como altamente resistentes, 13 genótipos (3,9%) como
resistentes, 18 genótipos (5%) como moderadamente resistentes e 273
genótipos (81%) suscetíveis. A partir dos resultados obtidos, cerca de
18% dos genótipos de feijoeiros, desde altamente resistentes à
moderadamente resistentes, poderão ser úteis para o programa de
melhoramento genético como fonte de genes para resistência a Cff.
Através da microscopia eletrônica de varredura, foram observadas em
genótipos altamente resistentes, várias aglutinações da bactéria envolvidas
por filamentos e estruturas rendilhadas sob pontuações da parede do vaso
do xilema, não verificados em genótipos suscetíveis, o que sugere a
ativação de mecanismos de defesa estruturais e bioquímicos nas plantas
resistentes.

Palavras-chave adicionais: Phaseolus  vulgaris, germoplasma, murcha-de-curtobacterium.
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A cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris) está sujeita à incidência
de vários patógenos que causam doenças e acarretam perdas
significativas na produção. Progresso nos índices de produtividade
tem sido alcançados com a utilização de medidas fitossanitárias, como
seleção de sementes, uso de cultivares resistentes às doenças e rotação
de culturas (7, 22). Dentre as doenças causadas em feijoeiro, pode ser
citada a murcha-de-curtobacterium ou murcha bacteriana, causada por
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff). A doença
foi inicialmente descrita por Hedges em Dakota do Sul, nos EUA
(3). A colonização de Cff em feijoeiro dá-se comumente em vasos
de xilema (3). A semente de feijoeiro é o meio mais eficiente na
disseminação de Cff, principalmente à longa distância (17). Os
sintomas típicos da doença incluem murcha e amarelecimento das
folhas e morte das plantas (2,4).

Atualmente, o cultivo de feijão na região Centro-Sul do Brasil tem
sido afetado pela murcha-de-curtobacterium, causando sérios danos e
prejuízos à produção. Cff foi constatada pela primeira vez no Estado
de São Paulo em 1995 (10). No Paraná, a partir de 2001, tem sido
observada a ocorrência desta doença em diferentes regiões produtoras
(5). Em Santa Catarina, sua presença foi confirmada no município de
Campos Novos em 2001 (6) e, neste mesmo ano, ela foi observada
pela primeira vez em feijoeiro da cultivar Pérola no município de
Cristalina-GO (20). A primeira notificação da ocorrência de Cff em
feijoeiro na região do Distrito Federal, deu-se em janeiro de 2002 (20).

O uso de genótipos resistentes ou tolerantes tem sido uma das
medidas mais eficientes e econômicas para o controle de muitas doenças
de plantas (18,21) e é também o método mais prático e econômico
para controle da murcha-de-curtobacterium na cultura do feijoeiro
(7,15). Neste sentido, o objetivo deste estudo foi determinar fontes de
resistência genética, em uma amostra de 333 materiais pertencentes ao
banco de germoplasma de feijoeiro do Instituto Agronômico (IAC) –
Campinas, SP, a Cff pela inoculação artificial em condições controladas.
Foram também realizados estudos de microscopia eletrônica de
varredura, visando comparar a colonização das células bacterianas em
vasos do xilema em genótipos altamente resistentes e suscetíveis.

MATERIAL E MÉTODOS

Os experimentos de avaliação da resistência genética foram
realizados em casa-de-vegetação, no Departamento de Produção Vegetal
- Setor de Defesa Fitossanitária, FCA/UNESP, em Botucatu, SP. Foram
avaliados 333 acessos de feijoeiros, pertencentes ao banco de
germoplasma do Instituto Agronômico (IAC) - Campinas, SP,
compostos por linhagens do ensaio de Valor de Cultivo e Uso - VCU,
plantas provenientes de cruzamentos artificiais realizados entre fontes
de genes de resistência a antracnose, mancha angular, crestamento
bacteriano comum, variedades locais adaptadas e também plantas de
grãos de outros tipos. Os genótipos foram avaliados por inoculação
artificial com um isolado bacteriano (Cff Feij 2634). Neste estudo
empregaram-se 5 repetições para cada genótipo e três plantas por
vaso de 2L contendo substrato autoclavado. Utilizou-se a cultivar
Pérola como padrão de suscetibilidade.

Plântulas de feijoeiro, nove dias após a emergência, foram
inoculadas na haste entre as folhas cotiledonares e primárias, por duas
punções efetuada com agulha entomológica previamente umedecida
em colônia bacteriana desenvolvida em meio NSA (8) por 96 horas a
28 oC. Plantas testemunhas foram inoculadas com água destilada.

 Os sintomas da doença foram avaliados aos 30 dias após a
inoculação, atribuindo-se notas que variaram de 0 a 9, conforme
Maringoni (8), onde: 0 = sem sintomas da doença;    1 = sintomas de

clorose nas folhas; 3 = poucas folhas murchas (1 a 3 folhas, menos de
10% das folhas da planta); 5 = aproximadamente 25% de folhas
apresentam murchas e amarelecimento; 7 = aproximadamente 50% de
folhas murchas, amarelecimento e necrose de folíolos, plantas com
nanismo; 9 = aproximadamente 75% ou mais de folhas com murcha e/
ou necrose, queda prematura de folhas, nanismo severo e/ou morte da
planta. A escala de notas da severidade média da doença para cada
genótipo foi denominada SMD.

A técnica da microscopia eletrônica de varredura foi utilizada para
comparar a colonização das células bacterianas de Cff, no xilema de
genótipos de feijoeiros anteriormente classificados como altamente
resistentes e suscetíveis nos ensaios de avaliação de resistência. O
delineamento experimental bem como a metodologia de inoculação
empregadas foram os mesmos utilizados nos experimentos de avaliação
de resistência. Trinta dias após as inoculações, procedeu-se um corte
longitudinal no caule de cada genótipo de feijoeiro, previamente
selecionado (Ac 297, Ac 405, Ac 592, Ac 546 e Ac 586) de
aproximadamente 4 cm da região inoculada. As amostras de materiais
vegetais foram fixadas em glutaraldeído 2,5% em tampão fosfato, 0,1
M, pH 7,3, seguidas de três lavagens em água destilada de dez minutos
cada. A pós-fixação foi realizada em tetróxido de ósmio 0,5% em água
destilada por 30 minutos, seguidas de desidratação em séries crescente
de etanol (7,5 a 100%). Para a secagem das peças em aparelho de
ponto crítico CPD-020 da Balzers, utilizou-se dióxido de carbono
líquido. Em seguida as amostras foram montadas em “stubs”, cobertas
com 10 nm de ouro em Metalizador MED-010 da Balzers, e analisadas
em microscópico eletrônico de varredura.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

No conjunto de todos materiais avaliados, foram observados
diferentes níveis de resistência. A partir da severidade média da doença
(SMD), vinte e nove genótipos (8,7%) foram classificados como
altamente resistentes (SMD = 0 a 0,9), 13 genótipos (3,9%) como
resistentes (SMD = 1,0 a 2,9), 18 genótipos (5,4%) como
moderadamente resistentes (SMD = 3,0 a 4,9) e os restantes 273
genótipos (82%) como suscetíveis (SMD acima de 5,0) (Tabela 1).

Portanto, cerca de 18% dos materiais avaliados, desde altamente
resistentes a moderadamente resistentes, podem ser úteis para o
melhoramento como fonte de genes para resistência a Cff (19).

Sintomas de nanismo, murcha e amarelecimento de folhas seguidos
de necrose foram desenvolvidos por genótipos suscetíveis enquanto
nos genótipos resistentes se observaram plantas sem sintomas de
murcha ou em média com um a dois pares de folhas murchas por
planta. Por outro lado, plantas da cultivar Pérola sob as mesmas
condições de ambiente evidenciaram sintomas de nanismo e
amarelecimento, mas os sintomas observados na cultivar Pérola, foram
menos severos que os apresentados pelos acessos Ac-546 e Ac-586,
indicando para estes dois últimos genótipos maior suscetibilidade ao
isolado bacteriano Cff Feij 2634 (Figura 1).

Estudos sobre avaliação da resistência genética para alguns
genótipos de feijoeiro a Cff realizados por diferentes autores mostraram
que um mesmo genótipo apresentou diferenças de comportamento a
Cff. Assim, a cultivar IAPAR 14, considerada resistente a murcha-de-
curtobacterium por Leite Jr & Behlau (5) apresentou reação de
suscetibilidade no trabalho desenvolvido por Maringoni (9). O genótipo
IAPAR 31, também considerado resistente por Leite Jr. & Behlau (5)
comportou-se como moderadamente resistente nos estudos realizados
por Rava & Costa (15), e suscetível aos dois isolados, testados por
Maringoni (9). As cultivares IAC Carioca Pyatã e IAC Aruã foram
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Tabela 1. Reação de genótipos de feijoeiro à  Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens - Cff (isolado Cff Feij 2634)
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consideradas moderadamente resistentes por Rava & Costa (16), mas
foram as mais resistentes dentre as testadas por Maringoni (8).

No presente trabalho, IAC Tybatã e IAPAR 31 se comportaram
como resistentes, em conformidade com os dados de Leite Jr. & Behlau
(5), enquanto IAPAR 14 apresentou reação de suscetibilidade,
confirmando o resultado obtido por Maringoni (9).

Vale a pena ressaltar que os dados apresentados foram obtidos de
experimentos desenvolvidos em diferentes localidades, portanto sob
diferentes condições climáticas, utilizando diferentes isolados
bacterianos.

Esta tendência dos genótipos apresentarem comportamento
diferente dependendo do isolado bacteriano utilizado pode ser devido
à variabilidade de agressividade em isolados de Cff e demonstra a
importância em se trabalhar com uma mistura de isolados da bactéria
em experimento de avaliação de resistência.

Utilizando-se da técnica de microscopia eletrônica de varredura,
foi possível visualizar em vasos de xilema de feijoeiro altamente
resistente, Ac-297, Ac-405 e Ac-592, (Figuras 2A, 2B e 2C), várias
células bacterianas de Cff aglutinadas. Anteriormente à formação desses

aglomerados bacterianos, verificou-se inicialmente a formação de uma
rede filamentosa sob a superfície das células bacterianas.  Esses
filamentos, inicialmente, formavam ligações entre  células próximas e
distantes na região do xilema, diminuindo as distâncias entre as bactérias
formando subseqüentemente as aglutinações, que provavelmente,
impossibilitavam o deslocamento de Cff para outras regiões do vaso
do xilema a partir do ponto de inoculação, em genótipos de feijoeiro
altamente resistentes. Concomitantemente a essas aglutinações, foi
também observado crescimento de estrutura rendilhada sob as
pontuações das paredes do xilema (Figura 2D) que, aparentemente,
impossibilitou o avanço e proliferação da bactéria para regiões
adjacentes, limitando o crescimento da população bacteriana. Tais
observações sugerem a atuação de mecanismo de resistência física e
bioquímica pós-formados em genótipos de feijoeiro altamente
resistentes. Nos genótipos de feijoeiros suscetíveis Ac-546 e Ac-586
(Figuras 2E e 2F), foi verificado grande número de células bacterianas
sob as pontuações da parede do vaso do xilema; no entanto, o acesso
Ac-546 apresentou pequenas formações de estrutura rendilhada. Esta
observação sugere a hipótese de que embora possa ter ocorrido uma

Continuação da Tabela 1

*SMD - Escala de notas da severidade média da doença de 0 a 9,0 (Maringoni, 2000)
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Figura 1. Sintomas de murcha-de-curtobacterium em feijoeiros inoculados com o isolado Cff Feij 2634,
30 dias após a inoculação.
Acessos 546 e 586 – genótipos suscetíveis.
Acessos 588 e 592 – genótipos altamente resistentes.
Cultivar Pérola – fileira à direita: controle inoculado apenas com água destilada.

Figura 2. Micrografias eletrônicas de varredura de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em
vasos de xilema de feijoeiro.
A, B e C – genótipos altamente resistentes
D – estrutura rendilhada em genótipo altamente resistente
E e F – Células bacterianas nas pontuações da parede de xilema em genótipos suscetíveis

ativação do mecanismo de resistência no genótipo Ac-546, esta ativação
deve ter ocorrido tardiamente em menor intensidade que a dinâmica do
crescimento populacional de Cff.

A presença de pontuações guarnecidas é comum em vasos do
xilema de espécies de Caesalpinaceae e Fabaceae (13). Tais guarnições
são descritas como projeções da parede celular rendilhada encontrada
em muitas leguminosas, sendo especialmente características de plantas
de clima temperado, nas quais tais formações têm sido associadas a
mecanismos de resistência a baixas temperaturas que podem provocar

o congelamento da seiva do xilema. Assim, é de grande interesse
esclarecer se as estruturas rendilhadas observadas nos feijoeiros
resistentes a Cff estão relacionadas às guarnições das pontuações
comumente encontradas em leguminosas e, neste caso induzidas como
resposta de resistência estrutural à presença do patógeno nos vasos
do xilema. Dentre as barreiras morfológicas induzidas pelas plantas
em conseqüência da invasão sistêmica pelo patógeno, a mais freqüente
é a formação de tiloses nos vasos do xilema. Projeções protoplasmáticas
no interior dos vasos do xilema resultam na sua obstrução e restrição
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no avanço do patógeno (11). De maneira geral, plantas resistentes às
murchas vasculares exibem a capacidade de formar maiores quantidades
de tiloses do que plantas suscetíveis (11). Rahman et al. (14), em
estudos de microscopia eletrônica de transmissão, analisaram a
colonização vascular de cultivares resistentes e suscetíveis de pimentão
(Capsicum annuum) por Ralstonia solanacearum e observaram que
nas plantas resistentes, vasos do xilema adjacentes à região de infecção
foram recobertos pela expansão da parede celular, limitando a dispersão
e levando à conseqüente redução do inóculo.

Para Xanthomonas axonopodis pv. Phaseoli, Contreras et al. (1)
analisaram as mudanças ocorridas a nível celular, na epiderme, mesófilo
e tecido vascular de folhas de feijoeiro em genótipos resistentes,
moderadamente resistentes e suscetíveis. Em genótipos resistentes,
os autores verificaram encapsulamento das células bacterianas. Nos
moderadamente resistentes, observaram poucas bactérias nos espaços
intercelulares e a formação de vesículas entre o plasmalema e a parede
celular, enquanto que nos genótipos suscetíveis, notaram maior número
de bactérias nos espaços intercelulares, condensação do citoplasma,
desintegração de organelas, rompimento da lamela média e penetração no
tecido vascular (vasos do metaxilema) de massas de células bacterianas.

Além de fatores de ordem morfológica e funcional já descritos no
presente trabalho, a resistência de plantas a doenças está associada a
uma série de outras respostas desenvolvidas pelo hospedeiro após
contato com agentes patogênicos. A resistência é freqüentemente
manifestada como uma reação de hipersensibilidade, que resulta na
morte celular localizada no sítio de penetração do patógeno. Outras
respostas de resistência da planta a patógenos estão relacionadas à
produção de fitoalexinas, que são compostos antimicrobianos de baixo
peso molecular, sintetizados e acumulados nas plantas após o contato
com microrganismos (12).

Estudos futuros de investigação dos mecanismos de ação que
podem estar relacionados a fatores estruturais e bioquímicos pré ou
pós-formados devem ser realizados como forma de entendimento da
resistência e suscetibilidade de genótipos à C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens.
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