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RESUMO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma cultura de importancia alimentar e industrial.
Entretanto, a bacteriose causada por Xanthomonas phaseoli pv. manihotis (Xpm), pode
representar limitacdo para esta cultura, sendo responsavel por perdas de rendimento que
variam de 30 a 80%. Assim, a selecdo de cultivares resistentes € conhecida como a melhor
estratégia de controle contra esta doenca. Porém, a intensidade da doenca pode variar
conforme a agressividade da cepa e ndo ha informacdes disponiveis sobre a diversidade
genética de isolados de Xpm da regido norte do Brasil. Além disso, o estudo da variabilidade
do patdgeno é uma ferramenta importante para auxiliar programas de melhoramento genético
e estudos epidemioldgicos da doenca. Com isso, objetiva-se com este trabalho, avaliar a
variabilidade genética e patogénica de isolados de Xpm do Estado do Para por meio das
técnicas de MLSA, MLVA, rep-PCR e pela agressividade das cepas, e selecionar cultivares
de mandioca resistente a bacteriose em casa de vegetacdo utilizando materiais de mandioca
selecionados em programas de melhoramento genético. Os ensaios foram realizados no
Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Amazénia Oriental e na casa de vegetacdo da
mesma unidade. A técnica MLSA foi eficiente para identificar e demostrar que existe
variabilidade genética entre isolados de Xpm mediante a abertura de varios clados entre 0s
isolados da mesma espécie, enquanto a técnica REP-PCR separou eficientemente apenas as
diferentes espécies, mas com pouca inferéncia sobre informac6es de variabilidade entre os
isolados. A técnica MLVA foi considerado o melhor método para demonstrar a variabilidade
entre os isolados e a relacdo de proximidade com cepas de mesma origem. A similaridade de
cada dendograma VNTR variou entre 80 e 100%. Portanto, o presente trabalho torna evidente
que os isolados da espécie Xpm do Estado do Par& apresentam diversidade genética, mas o
polimorfismo dos patdgenos nao pode ser determinado pelos locais de origem, pois diferentes
haplétipos estdo presentes de forma dispersa em varios municipios produtores de mandioca.
Os isolados testados na cultivar BRS Poti induziram sintomatologia tipica da doenca e foi
demonstrada a existéncia de variabilidade na agressividade do patégeno. As reacdes das
cultivares de mandioca a Xpm exibiram sintomas com niveis de incidéncia variados. Portanto,
os isolados de Xpm apresentam uma grande diversidade genética, 0 que sugere a ocorréncia de
disseminacédo desses patdgenos para varias regides produtoras de mandioca do Estado do Para
e a troca de material genético entre eles decorrente de processos de mutacfes gerando
variedade de hapldtipos para a espécie em estudo. Diante disso, a técnica de MLVA foi
eficiente para demonstrar a distancia genética entre os isolados e quantificar os haplétipos
presentes. Porém, a severidade da doenca ndo apresentou correlacdo com a variabilidade
genética e nem com as origens geogréaficas, com exce¢do para os isolados Xam 17 e Xam 18
que obtiveram alta similaridade genética em todos os testes moleculares, na severidade da
doenca e também sdo originarios do mesmo municipio. Mesmo diante de isolados altamente
agressivos foram selecionadas 23 cultivares classificadas como resistentes para o Estado do
Para.

Palavras chaves: mlsa; rep-pcr; mlva; resisténcia; variabilidade.



ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is a crop of food and industrial importance. However,
one of the main diseases that may represent limitations for this crop is bacteriosis caused by
the bacteria Xanthomonas phaseoli pv. manihotis (Xpm), which is responsible for yield losses
ranging from 30 to 80%. Therefore, selecting resistant cultivars is considered the best control
strategy against this disease. However, the intensity of the disease can vary depending on the
aggressiveness of the strain and there is currently no information available on the genetic
diversity of Xpm isolates from the northern region of Brazil. Furthermore, the study of
pathogen variability is an important tool to assist genetic improvement programs and
epidemiological studies of the disease. Therefore, the objective of this work is to evaluate the
genetic and pathogenic variability of Xpm isolates from the State of Pard using MLSA,
MLVA, and rep-PCR techniques, as well as to assess the aggressiveness of the strains and
select cassava cultivars resistant to bacteriosis in a greenhouse setting, utilizing selected
cassava materials through genetic improvement programs. The tests were conducted in the
Phytopathology Laboratory and the greenhouse facilities at Embrapa Amazonia Oriental. The
results obtained from investigating Xanthomonas phaseoli pv. manihotis using the MLSA
technique demonstrated that it was efficient in identifying and demonstrating that there is
genetic variability through the opening of several clades among isolates of the same species.
Conversely, REP-PCR effectively separated different species but provided limited
information on the variability among Xpm isolates. The MLVA technique was considered the
most effective method for demonstrating variability among isolates and the proximity
relationships of strains from the same origin. The similarity of each VNTR dendrogram varied
between 80 and 100%. Therefore, the present work makes it clear that isolates of the species
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis from the State of Para present genetic diversity, but the
polymorphism of the pathogens cannot be determined based on their places of origin, as
different haplotypes are present in a dispersed form in several cassava-producing
municipalities. All isolates tested in the BRS Poti cultivar induced the typical symptoms of
the disease, demonstrating the existence of variability in the aggressiveness of the pathogen.
The cultivar reaction results to Xpm demonstrated that all cassava materials exhibited
symptoms with varying levels of incidence. Therefore, isolates of Xanthomonas phaseoli pv.
manihotis present a significant genetic diversity, which suggests the occurrence of
dissemination of these pathogens to several cassava-producing regions in the State of Para and
the exchange of genetic material between them resulting from mutation processes generating
a variety of haplotypes for the species under study. Therefore, the MLVA technique was
efficient in demonstrating the genetic distance between the isolates and quantifying the
haplotypes present. However, the severity of the disease was not demonstrated by genetic
variability or geographic origins, except for isolates Xam 17 and Xam 18, which obtained
high genetic similarity in all molecular tests, in terms of disease severity and also originate
from same municipality. Even in the face of highly aggressive isolates, 23 particularly
resistant cultivars were selected for the State of Paré.

Keywords: misa; rep-pcr; mlva; resistance; variability.



INDICADORES DE IMPACTO

A regido Norte se destaca na liderancga da producéo brasileira de mandioca, com destaque para
0 Estado do Para onde se concentra a maior producdo nacional. Nessa regido, o cultivo é
predominante de méo de obra familiar, bem como seus derivados, 0 que a torna uma cultura
importante, pois desempenha forte influéncia socioecondmica na regido. A mandioca é
considerada um produto de seguranca alimentar, pois, 0 aumento da sua producdo, pode
ajudar a resolver o problema da fome em regides tropicais pobres onde pode ser cultivada.
Porém, os cultivos de mandioca sofrem perdas significativas na sua produtividade e
consequentemente na lucratividade devido a problemas fitossanitarios, como por exemplo, a
bacteriose causada pela bactéria Xanthomonas phaseoli pv. manihotis (Xpm), sendo
responsavel por perdas de rendimento que variam de 30 a 80%. Assim, a selecdo de cultivares
resistentes € conhecida como a melhor estratégia de controle contra esta doenca. Porém, a
intensidade da doenca pode variar conforme a agressividade da cepa e ndo héa informacdes
disponiveis sobre a diversidade genética de isolados de Xpm da regido norte do Brasil. Nessa
perspectiva, o conhecimento de diferentes populacGes de Xpm existentes no Estado do Para
pode contribuir para o controle da doenca, ou até mesmo, amenizar a disseminacdo da mesma
ao evitar a introducédo de populagBes mais agressivas, em areas de cultivo isentas do patégeno
ou que apresentem isolados menos agressivos; bem como a selecdo de materiais visando a
resisténcia a Xpm. Tais estudos sdo importantes para subsidiar programas de melhoramento
genético da mandioca e de estratégias de controle da doenca. Portanto, os resultados obtidos
no presente trabalho comprovam a existéncia de uma grande diversidade genética de isolados
de Xpm, o que sugere a ocorréncia de disseminacao desses patdgenos para diversas regides
produtoras de mandioca do Estado do Pard, provavelmente em decorréncia da troca de
material de propagacao vegetativa entre produtores. No entanto, a severidade da doenca nao
apresentou correlacdo com a variabilidade genética ou as origens geogréaficas. Mesmo diante
de isolados altamente agressivos foram selecionadas 23 cultivares classificadas como
resistentes para o Estado do Para.



IMPACT INDICATORS

The North region is the leader in Brazilian cassava production, emphasizing the State of Para,
where the largest national production is concentrated. In this region, cultivation is
predominantly carried out by family labor, as well as its derivatives, which makes it an
important crop, as it has a strong socioeconomic influence in the region. Cassava is
considered a food security product, as increasing its production can help solve the problem of
hunger in poor tropical regions where it can be cultivated. However, cassava crops suffer
significant losses in productivity and consequently in profitability due to phytosanitary
problems, such as bacteriosis caused by the bacteria Xanthomonas phaseoli pv. manihotis
(Xpm), being responsible for yield losses ranging from 30 to 80%. Therefore, the selection of
resistant cultivars is known as the best control strategy against this disease. However, the
intensity of the disease can vary depending on the aggressiveness of the strain and there is no
information available on the genetic diversity of Xpm isolates from the northern region of
Brazil. From this perspective, knowledge of different populations of Xpm existing in the State
of Para can contribute to the control of the disease, or even mitigate its spread by avoiding the
introduction of more aggressive populations, in cultivation areas that are free of the pathogen
or that present less aggressive isolates; as well as the selection of materials aimed at resistance
to Xpm. Such studies are important to support cassava genetic improvement programs and
disease control strategies. Therefore, the results obtained in the present work prove the
existence of a great genetic diversity of Xpm isolates, which suggests the occurrence of
dissemination of these pathogens to several cassava producing regions in the State of Parg,
probably as a result of the exchange material of vegetative propagation between producers.
However, the severity of the disease did not reflect genetic variability or geographic origins.
Even in the face of highly aggressive isolates, 23 particularly resistant cultivars were selected
for the State of Para.
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1 INTRODUCAO GERAL

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma cultura de importancia alimentar e
industrial. O seu uso pode ser de diferentes formas, sendo que a farinha, seu principal produto,
pode ser utilizada no preparo de paes, biscoitos, confeitaria, massas, produtos similares e na
producéo de adesivos (CARDOSO et al., 2017). Segundo a FAO, a mandioca é considerada
um produto de seguranca alimentar, pois, 0 aumento da sua producéo, pode ajudar a resolver
o problema da fome em regides tropicais pobres onde pode ser cultivada.

Entretanto, as doencas podem representar limitacdes para esta cultura e, entre elas, a
bacteriose, vulgarmente conhecida como manchas, dgua quente, murchadeira, dormideira e
murcha bacteriana, € uma das principais, sendo responsavel por perdas de rendimento que
variam de 30 a 80% (LOZANO, 1986; FIALHO; PEREIRA, 1999). A doenca é causada por
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis (Xpm), uma bactéria vascular que penetra na planta
hospedeira pelos estdbmatos e / ou ferimentos, causando manchas angulares nos foliolos, de
cor de palha na face superior e azulada na face inferior, aparéncia aquosa, murcha das folhas e
peciolos, morte descendente e exsudacdo de goma nas hastes, além de necrose dos feixes
vasculares e morte da planta (MARAITE, 1993). A planta infectada murcha e morre, sendo a
doenga disseminada principalmente pelo plantio de manivas infectadas (ROMEIRO;
FERRAZ, 2012). A bacteriose tem ocorrido principalmente nas regides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste do Brasil (FUKUDA; GOMES, 2005; PORTZ et at., 2006).

O Estado do Para é atualmente o principal produtor de mandioca do pais, com 4,0
milhGes de toneladas ao ano, o que corresponde a 18% da producdo nacional de mandioca.
Entretanto, a produtividade da mandioca no Estado ainda é de subsisténcia, em torno de 15
t/ha, o que esta relacionado principalmente a baixa ado¢do de tecnologias pelos agricultores.
A Dbacteriose ja foi detectada nas mesorregides do Nordeste Paraense e na regido
metropolitana de Belém segundo dados de Ishida et al. (2016).

O estudo da variabilidade genética e patogénica de X. phaseoli pv. manihotis em
paises da Colémbia, Costa do Marfin e Brasil demonstram que a variabilidade do patdgeno
associada as diferentes variedades de mandioca resulta na variacdo na agressividade dos
isolados em decorrencia aos diferentes niveis de tolerancia ao patégeno (RESTREPO et al.,
2000; MARTIN et al., 2017; AQUILES et al., 2021). Nesse sentido, compreender 0s
mecanismos pelos quais as populagdes bacterianas evoluem para suplantar a resisténcia do
hospedeiro é fundamental para o desenvolvimento de estratégias visando melhorar a
durabilidade da resisténcia (RESTREPO et al., 2004).
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A resisténcia do hospedeiro é o0 método mais eficiente de controle da doenca. Algumas
variedades adaptadas as condi¢Ges ambientais, como a Formosa recomendada pela Embrapa
Mandioca e Fruticultura, possuem resisténcia consideravel a doenca e permanecem resistentes
durante muitos anos (ALMEIDA et al. 2009; VERDIER, 2002). Nessa perspectiva, 0
conhecimento de diferentes populagdes de X. phaseoli pv. manihotis existentes no Estado do
Para pode contribuir para o controle da doenca, ou até mesmo, amenizar a disseminacdo da
mesma ao evitar a introducdo de populacbes mais agressivas, em areas de cultivo isentas do
patdgeno ou que apresentem isolados menos agressivos; bem como a selecdo de materiais
visando a resisténcia a X. phaseoli pv. manihotis. Tais estudos sdo importantes para subsidiar
programas de melhoramento genético da mandioca e de estratégias de controle da doenga.

Os objetivos com o presente trabalho foram avaliar a variabilidade genética e
patogénica de isolados de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis por meio das técnicas de
MLSA (Analise de sequéncia multilocus), rep-PCR (PCR baseado em sequéncia de elementos
repetitivos),VNTR (Repeti¢cdo em tandem de nimero varidvel) e pela agressividade das cepas,

e selecionar cultivares de mandioca resistentes a bacteriose.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da mandioca
A mandioca (Manihot esculenta Crantz), um arbusto perene pertencente a familia

Euphorbiaceae e ao género Manihot, é amplamente cultivada em paises tropicais da América
Latina e da Africa onde representa o alimento basico como fonte de energia para grande parte
da populacdo (ALVES, 1990; ALMEIDA, 2005).

As raizes da mandioca, ricas em carboidratos, podem ser consumidas frescas apos o
cozimento, processadas em produtos alimenticios ou dadas como ragdo aos animais. O amido
da mandioca pode ser usado numa ampla gama de industrias, desde a fabricacdo de alimentos
e produtos farmacéuticos até a producdo de madeira compensada, papel e bioetanol. As folhas
da mandioca contém até 25% de proteinas e sdo mais consumidas na Africa e no Brasil.
Principalmente, na regido amazonica do Brasil no preparo da manicoba, prato tipico a base de
folha de mandioca (UFUAN-ACHIDI et al., 2005; FAO, 2013).

De acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(FAO) a mandioca ¢ cultivada por pequenos agricultores em mais de 100 paises tropicais e

subtropicais. No dltimo levantamento do IBGE o Brasil ocupou o 6° lugar na producéo
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mundial com aproximadamente 18 milhdes de toneladas na safra de 2022, ficando atras da
Nigéria, Republica Democrética do Congo, Tailandia, Gana, e Cambodia (FAO, 2024).

Segundo os dados do IBGE de 2024, a regido Norte se destaca na lideranca da
producdo brasileira de mandioca, com destaque para o Estado do Para onde se concentra a
maior producdo nacional. Nessa regido, o cultivo é predominante de médo de obra familiar,
bem como seus derivados, 0 que a torna uma cultura importante, pois desempenha forte
influéncia socioeconémica na regidao (DERAL, 2020).

Outro estado que tem grande contribuicdo na producdo de mandioca é o Parana que
garante a regido Sul ocupar a segunda colocacdo na producéo da raiz (IBGE, 2024). Dados do
Departamento de Economia Rural (Deral) apontam que em 2019 o Brasil produziu 509 mil
toneladas de fécula de mandioca, sendo 70% proveniente do Parana. Tal fator se deve ao
Estado do Parana deter o maior e mais moderno parque industrial de fécula e de farinha
de mandioca (AEN, 2020).

A Regido Nordeste ja foi a principal produtora Nacional de mandioca, porém,
atualmente é considerada a terceira regido de maior producao (IBGE, 2024). Esta mudanca
ocorreu em consequéncia do fenémeno das secas que se repetem com muita frequéncia nos
seus principais estados produtores. A regido Sudeste tem uma participacdo menor no volume
da producdo agricola, porém é de grande importancia na organizacdo da cadeia produtiva da
mandioca. Enquanto que a Regido Centro-Oeste € a menor produtora e a mais recente na
exploracdo da mandioca (DERAL, 2019).

2.2 A bacteriose da mandioca
O cultivo de mandioca é conduzido em diversas regides, em geral, sem uso de

insumos, sob manejo inadequado e empregando cultivares suscetiveis a doencas. Além disso,
por se tratar de um cultivo de ciclo longo, as plantas sdo expostas as flutuantes condicfes
climaticas e edéaficas e aos diversos ataques de pragas e doenc¢as que imperam em cada regido
(LOZANO et al., 1983; MATTOS; GOMES, 2000).

Entre as principais doencas responsaveis pela queda de producdo e de produtividade
da cultura da mandioca esta a bacteriose, causada por Xanthomonas phaseoli pv. manihotis
(CONSTANTIN et al., 2016). Este patdgeno estd presente em varias regides do pais. A
doenca foi relatada pela primeira vez em 1912 por Bondar, no Estado de Séo Paulo e,
atualmente, pode ser encontrada em quase todo o territério nacional (LOZANO, 1975; CABI,
2021).
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A bactéria reside no xilema, porém pode sobreviver na area de ocorréncia de restos
culturais/solo por cerca de seis meses (SILVA et al., 2008), e a doenca manifesta-se através
de duas formas de sintomas. Os sintomas primarios, resultantes do plantio de material
contaminado, consistem em acentuadas falhas de germinacdo, murcha das folhas novas,
seguida de morte descendente das plantas ainda na fase inicial de desenvolvimento. Os
sintomas secundarios caracterizam-se inicialmente pela presenca de manchas foliares
pequenas, de formas angulares e de aparéncia aquosa. A medida que a doenca se desenvolve,
estas manchas vao se unindo e aumentando em tamanho, ocupando toda a lamina foliar,
resultando em coloragdo parda. Em curto espago de tempo, as folhas atacadas secam, 0s
peciolos murcham e se soltam da planta (FUKUDA; GOMES, 2005). Segundo Ceballos e
Domingues, (1980) a producdo é mais afetada quando a infestacdo se manifesta entre o
primeiro e sexto més de idade da planta.

Os prejuizos causados pela bacteriose variam com as condi¢bes climaticas,
suscetibilidade ou tolerancia dos genotipos, praticas culturais empregadas, épocas de plantio e
nivel de contaminacdo do material de plantio. Segundo Umemura e Kawano (1983) as
condicdes climaticas, a variacdo brusca de temperatura entre o periodo diurno e noturno é o
fator mais importante para a manifestacdo severa da doenca. Considera-se a amplitude diéria
de temperatura superior a 10 °C, mantida por um periodo constante acima de 5 dias, condicéao
ideal para o pleno desenvolvimento da doenca.

Devido ao habito sisttmico do patdgeno sdo inexistentes medidas de controle curativo,
porém, alguns métodos integrados de controle devem ser utilizados como: controle cultural,
sanitizacdo da cultura, utilizacdo de cultivares tolerantes e medidas quarentenarias visando
prevenir a entrada de estipes de alta viruléncia em areas de baixa ou nenhuma infestacdo
(HILLOCKS; WYDRA, 2002).

Algumas das cultivares de mandioca com niveis de resisténcia a bacteriose indicadas
pela Embrapa séo: BRS Japonesa, BRS Moura, BRS Sacura (regides de Cerrado e mata de
transicdo); as BRS 417, 418 e 419 (regido do Cerrado do Brasil Central) e a BRS Formosa
(regido semiarida do Nordeste) (EMBRAPA, 2018). Para os Estados do Parand, Mato Grosso
do Sul e Distrito Federal a cultivar BRS 399 é a mais indicada por sua caracteristica nutritiva
e por apresentar moderada resisténcia a doenca (EMBRAPA, 2018). Para o Estado do Para
ainda ndo héa indicacéo de cultivar tolerante a bacteriose.



19

2.3 A bactéria Xanthomonas phaseoli pv. manihotis

Xanthomonas phaseoli pv. manihotis (Berthet and Bondar 1915) Constantin et al.
2016 (Xpm) (sin. Xanthomonas manihotis, Xanthomonas campestris pv. manihotis,
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis), recentemente reavaliada taxonomicamente por
Constantin (2016), sendo atualmente esta a nomenclatura aceita, ¢ uma Gammaproteobacteria
pertencente a familia Xanthomonadaceae, Gram-negativa, com flagelo polar, coldnias
brilhantes, viscosas, convexas e circulares com margens inteiras quando glicose ou sacarose
estdo presentes no meio, sem qualquer pigmentacdo (LOZANO; SEQUEIRA, 1974; VAN
DEN MOOTER et al., 1987). A cor branca caracteristica se deve a auséncia do pigmento
xantomonadina, uma caracteristica rara também observada em Xanthomonas citri pv.
mangiferaeindicae e Xanthomonas campestres pv. viticola (MIDHA; PATIL, 2014).

Ha duas décadas, aproximadamente, foram desenhados a partir de cepas patogénicas
conhecidas os primers XV/XK, para a detec¢do especifica de Xpm (VERDIER et al. 1998).
Os primers XK e XV foram desenhados para amplificar uma regido do plasmideo p44, que
contém uma copia extracromossdmica do gene TALE1x.m (VERDIER et al. 1998; BERNAL-
GALEANO et al., 2018). Dessa forma, algumas variantes de Xpm podem ndo serem
detectadas, embora ainda patogénicas em vérias cultivares de mandioca (BERNAL-
GALEANO et al., 2018), devido a auséncia do plasmideo inteiro ou por¢des dele em alguns
grupos da populagéo bacteriana presente no campo, pois foi determinada uma relacdo entre a
presenca de TALE1x.m € a patogenicidade de Xpm (CASTIBLANCO et al., 2013).

Ainda para a deteccdo da espécie, recentemente, trés métodos baseados em PCR foram
relatados. O primeiro teve por objetivo melhorar a sensibilidade de detec¢do através de duas
nested-PCR com os conjuntos de primers nested (CtermNest e RpoBNest), desenhados com
base nas sequéncias dos produtos de PCR previamente obtidos da PCR multiplex. Este
método inclui um fragmento amplamente conservado de genes efetores do tipo ativador de
transcricdo Xpm (TAL) e uma regido semiespecifica de rpoB, resultando em um potencial de
deteccdo mais amplo de cepas Xpm e capaz de detectar até mesmo a partir de plantas
assintomaticas infectadas (BERNAL-GALEANO et al., 2018). Outra abordagem € a
modificagdo no primer reverso descrito por Verdier et al. (1998) utilizando a mesma regido
pthB estudada por ele. Entretanto, segundo Melo et al. (2019), apesar da especificidade 0s
primers XV/XK nédo foram capazes de amplificar o fragmento especifico correspondente a
Xpm nos diferentes ensaios realizados no Laboratorio de Biologia Molecular da Embrapa

Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, Bahia, Brasil, necessitando de uma versdo
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otimizada do ensaio elaborado por Verdier et al. (1998) (MELO et al., 2019). A terceira
estratégia comprovadamente seletiva e sensivel consiste em um duplex PCR, com a utilizagéo
dos pares de primers Xpml F/R e Xc1 F/R que amplificam regifes cromossémicas altamente
conservadas em Xpm e possibilitam detectar e distinguir a bactéria de Xanthomonas cassavae,

agente da necrose bacteriana da mandioca (FLORES et al., 2019).

2.4 Variabilidade dos isolados
As bactérias apresentam eficientes mecanismos de geracdo de variabilidade. Arber

(2000) descreveu trés mecanismos de geracdo de variabilidade: a) pequenas mudancas
pontuais nas sequéncias de nucleotideos do genoma, b) rearranjamento intragendmico de
regides do genoma e c) aquisicéo de sequéncias de DNA de outro organismo.

A primeira estratégia traz mudancas locais na sequéncia do DNA em decorréncia de
mutacdes que alteram em um, ou no maximo, dois pares de base (ROMEIRO, 2005). A
segunda é um rearranjo segmento a segmento das sequéncias de DNA genémico por rearranjo
recombinatério que também é resultante de mutacGes que afetam muitos pares de base.
Podem ser dos tipos: delecbes, duplicacBes, inversdes, transposicdes e insercdes. A terceira
estratégia é baseada na transferéncia horizontal de genes e resulta na aquisicdo de sequéncias
estranhas de DNA que podem ser adquiridas por transformacgéo, transducdo ou por
conjugacdo (ARBER, 2000; ROMEIRO, 2005).

Os mecanismos citados ddo origem, aleatoriamente, a alteracbes no material genético,
as quais, por forca da selecdo natural, resultam em populacdes de organismos mais adaptadas
as flutuaveis condicbes do ambiente, sejam elas climaticas, estadios fenoldgicos do
hospedeiro e, ou, desenvolvendo resisténcia a defensivos usados em seu controle (ROMEIRO,
2005). No entanto, em decorréncia das bactérias fitopatogénicas e todas as outras serem
células haploides com reproducéo por fissdo binaria (uma célula que se divide gerando duas
outras células idénticas) o acumulo de alteracbes do material genético pode afetar genes
essenciais e levar ao comprometimento da viabilidade celular resultando na morte da célula
(MARQUES, 2012).

Nesse sentido, a importancia da bacteriose da mandioca esta relacionada as diferentes
intensidades da doenca nos campos de producdo, a variedade de mandioca utilizada, bem
como ao proprio patdgeno que apresenta variacdes quanto a agressividade de isolados, o que
ja foi identificado com maior nimero de ocorréncia nos paises da América do Sul, centro de
origem da cultura e do patdégeno (ELANGO; LOZANO, 1981; ALVES; TAKATSU, 1984;
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VERDIER et al., 1993; RESTREPO et al 2000; MAMBA-MBAY!I et al., 2014; AQUILES et
al., 2021; ZARATE-CHAVES et al., 2021).

Os estudos de diversidade genética realizados mundialmente com X. phaseoli pv.
manihotis destacam a importancia do monitoramento continuo da variabilidade populacional
deste patdgeno. Uma melhor compreensdo da dindmica espaco temporal das populacbes
bacterianas em pequenas escalas é necessaria para avaliar ou propor estratégias adaptadas
para o controle da doenca (OGUNJOBI et al. 2010; TRUJILLO et al. 2014). Além disso, o
estudo da diversidade genética de uma populacdo de patdgeno é necessario para agrupa-los
em linhagens genéticas, realizar estudos de distribuicdo geogréafica e dindmica populacional
na area, estudar a estrutura populacional, gerando assim, informacges importantes para o
manejo do patégeno (MUNHOZ, 2011).

Estudos baseados na anédlise da diversidade fenotipica e genotipica do patdgeno
causador da bacteriose da mandioca apresentaram diferengas na viruléncia entre os isolados,
com diferentes velocidades no surgimento de sintomas da bacteriose, devido & variacdo na
agressividade entre os isolados (RESTREPO et al., 1999). Alves e Takatsu (1984) detectaram
cinco niveis de viruléncia, ndo associados a distribuicdo geografica, distinguidos entre trinta e
dois isolados de diferentes areas do Brasil e da Colémbia através de inoculagbes em duas
cultivares de mandioca diferindo em resisténcia. Também observaram que a producdo de
amilase variou muito, mas ndo pbde ser correlacionada a viruléncia ou distribuicdo
geografica.

O primeiro relato sobre a diversidade entre isolados brasileiros de Xpm foi realizado por
um grupo colombiano (RESTREPO et al., (1999), utilizando técnicas moleculares (AFLP e
RFLP), e os resultados evidenciaram a existéncia de alta diversidade da populacdo. No Oeste
do Parana, PORTZ et al. (2006) verificaram variabilidade de Xpm pelos agrupamentos da
bactéria com relacéo a capacidade amilolitica, agressividade e isoenzimas da esterase.

No Par4, o levantamento das areas de incidéncia da bacteriose foi realizado por Ishida et
al. (2016), porém ainda ndo se tém informacdes sobre a diversidade desses isolados e nem ao

comparativo com isolados de outras regides.

2.4.1 Métodos utilizados para verificar a variabilidade dos isolados

Estudos de diversidade genética de X. phaseoli pv. manihotis tém sido realizados
usando diferentes métodos durante as ultimas décadas, incluindo polimorfismos de
comprimento de fragmento de restricdo (RFLPs) (BERTHIER et al., 1993 ; RESTREPO et
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al., 2004 ; RESTREPO e VERDIER, 1997 ; VERDIER et al., 1993, 1994), DNA polimérfico
amplificado aleatoriamente (RAPD) (OGUNJOBI et al., 2006 , 2007 ), polimorfismos de
comprimento de fragmento amplificado (AFLPs) (GONZALEZ et al., 2002 ; OGUNJOBI et
al., 2010; TRUJILLO et al., 2014). Além disso, hd marcadores rep-PCR, baseados na
amplificacdo seletiva de regibes gendmicas localizadas entre as sequéncias repetitivas
presentes no genoma bacteriano, como a sequéncia REP (sequéncia repetitiva extragénica
palindrébmica) de 35-40 pb, sequéncia ERIC (sequéncia consenso intergénica repetitiva
enterobacteriana) de 124-127 pb e o elemento BOX de 154 pb (VERSALOVIC et al., 1998).

Os primers complementares as sequéncias de DNA repetitivas altamente conservadas,
REP, ERIC e BOX, e presentes em multiplas copias no genoma bacteriano, geram fragmentos
de DNA com tamanhos diferentes estabelecendo fingerprints especificos para cepas
bacterianas individuais e sdo extremamente confidveis, rapidos e altamente discriminativos,
bem como reprodutiveis (VERSALOVIC et al.1998; CHEGE et al., 2017).

A rep-PCR ¢é uma ferramenta confidvel em estudos epidemioldgicos, para a detec¢do
de patdgenos e permite que sejam realizadas analises comparativas. Estudo realizado na
Colémbia baseado nos perfis de rep-PCR evidenciou que ambos os primers REP e ERIC
apresentaram alto nivel de polimorfismo entre linhagens de Xpm originarias de diferentes
zonas edafoclimaticas (RESTREPO et al., 2000). Esta alta variabilidade genética
provavelmente ocorre em decorréncia ao resultado da selecdo por hospedeiros com
caracteristicas genéticas diferentes (RESTREPO et al., 2000).

Asgarani et al. (2015) sugerem que o ERIC-PCR seja uma ferramenta util para a
correlacdo entre a regido geografica e a producdo de xantana, um polissacarideo natural
produzido por Xanthomonas campestris (GARCIA-OCHOA et al., 2000). A técnica de rep-
PCR também foi considerada eficaz no Brasil para a caracterizacdo de isolados de Xpm
(OLIVEIRA, 2018).

Outro método que esta sendo utilizado é a andlise de multiplos locos do namero
variavel de repeticdes em tandem (MLVA) que se baseia na identificacdo do polimorfismo
pelo tamanho dos fragmentos amplificados, como resultados dos eventos de insercdo e
delecdo dentro do ndmero variavel de repeticGes em tandem (VNTR) (VERGNAUD;
POURCEL, 2006). Os VNTRs sdo sequéncias de DNA repetidas que variam em namero de
copias e estdo amplamente dispersas em genomas bacterianos e séo utilizados como marcador
molecular para identificacdo das diferencas genéticas entre bactérias (VERGNAUD;
DENOEUD, 2000).
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Estudos dos VNTRs séo realizados pelo método MLVA baseado em PCR, para cada
locus VNTR, o nimero de repeti¢cGes pode ser determinado por amplificagcdo por PCR usando
primers complementares as sequéncias conservadas que flanqueiam as repeticbes em
tandem. O tamanho do fragmento varia em relagdo ao tamanho e numero de unidades
repetidas, e os padroes de bandas podem ser analisados usando software para revelar o
genotipo e inferir as relagdes filogenéticas (LI et al., 2009). Esta técnica é utilizada como uma
ferramenta para estudos epidemiologicos, especialmente por identificar polimorfismo no
genoma de espécies bacterianas que sdo geneticamente homogéneas quando analisadas por
outras técnicas moleculares (LINDSTEDT, 2005).

A técnica apresenta um poder discriminatorio ligeiramente superior comparado as
outras. Trujillo et al. (2014) apresentam as vantagens dos VNTRs sobre os AFLPs na
vigilancia de populac6es de patdgenos e sugerem a implementacdo de VNTRs em estudos que
envolvam grande ndmero de isolados de Xpm a fim de obter uma visdo mais detalhada do
patdégeno para melhorar as estratégias de controle da doenca (ARRIETA-ORTIZ et al. 2013;
TRUJILLO et al. 2014). Oliveira (2018) utilizou a técnica de VNTR a fim de caracterizar os
isolados de Xpm das principais areas produtoras de mandioca da Bahia. Rache et al. (2019)
desenvolveram esquema de MLVA com 15 repeticbes em tandem de nUmero variével
(VNTRs) amplificado por PCR multiplex para avaliar a diversidade de Xpm em escala local
na costa norte da Colémbia. O método apresentou vérias vantagens, pode ser amplificado a
partir de DNA gendmico ou de uma colbnia bacteriana fresca, sem a necessidade de extracéo
de DNA, pode ser facilmente formatado para configuragbes de alto rendimento, a
amplificacdo de até quatro loci é realizada em paralelo em um PCR Unico e as saidas mostram
alta reprodutibilidade e portabilidade (RACHE et al., 2019).

Os métodos genotipicos estdo desempenhando um papel fundamental na classificacao
e identificacdo filogenética em varios niveis taxondmicos, bem como quanto as analises de
diversidade de txons procaridticos (GLAESER; KAMPFER, 2015). Porém, para estudo de
diversidade, um gene ndo é suficiente (MAIDEN et al., 2006), o ideal é que sejam incluidos
no esquema de analise de sequéncias multilocus (MLSA) de seis a dez genes e, entre eles,
devem conter genes relacionados a patogenicidade ou viruléncia, pois esses genes estdo
frequentemente ligados a uma selecdo positiva de cepas e, portanto, na maioria das vezes
exibem uma maior diversidade genética.

A técnica MLSA consiste no sequenciamento e analise das sequéncias de genes

codificadores de proteinas funcionais (genes housekeeping). Esses genes sdo mais
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conservados e essenciais para a manutencdo de funcGes celulares basicas encontrados em
qualquer organismo, por consequéncia, sdo mais estaveis em relacdo a mutacdo genética
(MAIDEN et al., 2006; MARCELLETTI et al., 2010). Os genes rpoB (fator sigma da RNA
polimerase), dnaK (proteina de choque térmico, Hsp70), fyuA (receptor dependente de tonB)
e gyrB (subunidade B da girase do DNA), nas ultimas décadas t€ém sido os mais utilizados
para 0 sequenciamento e andlise pela técnica da MLSA visando a caracterizagdo e
classificacéo de especies do género Xanthomonas (PARKINSON et al., 2007; YOUNG et al.,
2008; PARKINSON et al., 2009; AH-YOU et al., 2009; CONSTANTIN et al., 2016). Além
disso, também sdo os mesmos genes mais utilizados para caracterizacdo da diversidade de
espécies de Xanthomonas (YOUNG et al., 2010; ROCKEY et al., 2015; NTAMBO et al.,
2019; FERREIRA et al., 2019).

O conhecimento da diversidade genotipica de uma espécie de patdégeno € um
importante pré-requisito para o desenvolvimento de métodos para sua identificacdo e
deteccdo. Assim, a utilizacdo dos métodos MLSA, rep-PCR e VNTR na caracterizacdo
genotipica e sua relacdo com a distribuicdo geografica proporcionara informacdes a respeito
das diferentes populacbes de Xpm, contribuindo para verificacdo do padrdo de disseminacao
das linhagens genéticas, ou mesmo, a introducao de uma linhagem genética mais agressiva em
uma area de cultivo isenta do patdgeno ou que apresente isolados de linhagem genética menos

agressiva.

2.5 Resisténcia de cultivares

A mandioca se destina principalmente ao sustento de agricultores de baixa renda,
portanto o uso de variedades tolerantes ou resistentes é considerado a principal solucéo para o
controle da mancha bacteriana ja que ndo existe tratamento curativo para a doenca
(TEIXEIRA et al., 2021).

A resisténcia da mandioca & Xpm € caracterizada principalmente por
hipersensibilidade na escala vascular, ndo sendo observada nas folhas, configurando uma
resposta mais defensiva do que uma verdadeira hipersensibilidade segundo Verdier et al.
(2002). Dessa forma, a resisténcia ao patdgeno € expressa como um desenvolvimento gradual
da doenca nas folhas e caules o qual o mecanismo de defesa limita a colonizacdo bacteriana
no xilema, o que inclui o reforco de barreiras constitutivas (lignificacdo, deposicao calose e
suberizacfo), acumulo de compostos fendlicos e oclusio de vasos (tilose) (KPEMOUA et al.,
1996).
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No geral, as mesmas rea¢des sdo apresentadas nos tecidos de variedades suscetiveis e
resistentes. A diferenca é que, nas variedades resistentes, as rea¢cdes ocorrem mais cedo e com
maior intensidade, de modo que a resposta defensiva diminui a extensdo da doenca
(KPEMOUA et al., 1996). Por isso, a resisténcia é considerada quantitativa (KPEMOUA et
al. 1996). Estudos realizados na Colémbia (LOZANO; LABERRY, 1982) e na Nigéria
(LAMPTEY et al., 1998) abordaram o desempenho de variedades de mandioca contra a
bacteriose. No Brasil, Nery-Silva et al. (2007) ao avaliar niveis de resisténcia de cultivares de
mandioca a Xanthomonas phaseoli pv. manihotis no Estado de Minas Gerais encontraram as
variedades Vassoura, Amarela, Vermelha e Castelinho e o clone CPAC88-11 que
apresentaram resisténcia.

As variedades de mandioca sdo divididas em mandioca-brava, que da origem a
produtos como farinha, tucupi, goma, entre outros, e mandioca-mansa ou macaxeira ou aipim,
que é usada para consumo in natura. Os agricultores tém conhecimento que essa divisdo é
feita em funcdo do sabor amargo da mandioca-brava, que contém maior quantidade do
chamado “veneno” da mandioca, capaz de levar at¢ a morte se consumido em altas doses.
Esse “veneno” na verdade corresponde aos compostos cianogénicos, que existem na
mandioca e sdo liberados durante a mastigacdo. Os povos antigos que atuaram na
domesticagdo da mandioca selecionavam materiais com maior teor desses compostos
cianogénicos por verificarem que a mandioca ficava mais protegida do ataque de animais,
insetos e doencas (CUNHA; FARIAS-NETO, 2016).

H& uma grande diversidade de variedades de mandioca. Essa diversidade é visivel na
cor, na forma e na textura da raiz, na forma e na cor da folha, na cor da rama e na arquitetura
da planta (FUKUDA; GUEVARA, 1998). Além da variacéo visivel, existe a variagdo que faz
com que a planta produza mais ou menos, seja mais resistente ou suscetivel as doencas,
adapte-se melhor a uma localidade ou a outra. As variagdes ambientais influenciam na
producdo de raizes e na adaptacdo a locais, mas ha também muita variacdo genética na
mandioca (CUNHA; FARIAS-NETO, 2016).

O uso de variedades de mandioca resistentes a patdgenos é desejavel, mas a resisténcia
vegetal pode ser suplantada devido ao aparecimento de novas variantes dentro da populagéo
de patogenos (LOZANO, 1986; TEIXEIRA et al.,, 2021). Essas variantes podem causar
mudangas nas populacdes de patdégenos que podem resultar, por exemplo, da perda de
reconhecimento por variedades resistentes, proporcionando assim uma vantagem adaptativa
(VERA-CRUZ et al., 2000).
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Em geral, as perdas de produgéo ocasionadas pela bacteriose podem ser estimadas em
30%, mas em cultivos implantados com variedades suscetiveis e em locais com condicBes
favoraveis para o desenvolvimento da doenca, 0s prejuizos podem ser totais. Por sua vez, em
gendtipos resistentes, mesmo com a ocorréncia de condi¢cdes favoraveis, as perdas de
producdo ndo costumam ultrapassar os 30% (UMEMURA; KAWANO, 1983).

Portanto, a avaliacdo continua da diversidade genética de X. phaseoli pv. manitotis e a
utilizacdo de representantes de diferentes linhagens genéticas em testes de resisténcia
contribuira para a triagem de variedades resistentes de mandioca direcionadas para a doenca,
sob as condicOes ideais para a efetiva patogenicidade (RESTREPO et al., 2000; VERA-CRUZ
et al. 2000; ZINSOU et al., 2006).
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ARTIGO 1: VARIABILIDADE GENETICA E PATOGENICA DE Xanthomonas
phaseoli pv. manihotis NO ESTADO DO PARA.
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! Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Lavras 37200-900, Brasil
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RESUMO

A bacteriose, causada por Xanthomonas phaseoli pv. manihotis (Xpm), € a doenca de maior
importéncia econdmica na cultura da mandioca (Manihot esculenta Crantz) na maioria das
regides produtoras do Brasil, sendo especialmente problematica nas regides Centro-Oeste,
Sudeste e Sul do pais. O estudo da variabilidade do patégeno é uma ferramenta importante
para auxiliar programas de melhoramento genético e estudos epidemioldgicos da doenca,
principalmente onde ndo hé informagdes disponiveis sobre a diversidade da bactéria, como é
0 caso da regido norte. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a variabilidade genética
e patogénica dos isolados de Xpm do Estado do Para por meio das técnicas de MLSA (Analise
de sequéncia multilocus), rep-PCR (PCR baseado em sequéncia de elementos repetitivos),
pela anélise multilocus VNTR (MLVA) e através do teste de agressividade. Com base nos
resultados obtidos a técnica MLSA foi eficiente para identificar e demostrar que existe
variabilidade genética mediante a abertura de varios clados entre os isolados da mesma
espécie, enquanto que a REP-PCR somente separou eficientemente as diferentes espécies,
mas com pouca inferéncia sobre informagdes de variabilidade entre os isolados de Xpm. O
melhor método considerado para demonstrar a variabilidade entre os isolados e a relacdo de
proximidade com cepas de mesma origem foi através da técnica MLVA. Porém, o
polimorfismo dos patdgenos nao pode ser determinado pelos locais de origem, pois diferentes
haplétipos estdo presentes de forma dispersa em varios municipios produtores de mandioca.
A similaridade de cada dendograma VNTR variou entre 80 e 100%. No teste de
agressividade, todos isolados testados na cultivar BRS Poti induziram sintomatologia tipica da
doenca sendo demonstrada a existéncia de variabilidade, porém com poucos dados
relacionados a variabilidade genética. Portanto, o presente trabalho torna evidente que a
diversidade genética encontrada entre os isolados de Xpm originarios do Estado do Pard nédo
esta correlacionada a origem geografica e nem a patogenicidade.

Palavras-chave: severidade da doenca; diversidade genética; rep-pcr; misa; vntr.
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ABSTRACT

Bacteriosis, caused by Xanthomonas phaseoli pv. manihotis (Xpm), is the disease of greatest
economic importance in cassava (Manihot esculenta Crantz) cultivation in most producing
regions of Brazil, being especially problematic in the Central-West, Southeast and South
regions of the country. The study of pathogen variability is an crucial tool to assist genetic
improvement programs and epidemiological studies of the disease, especially where there is
no information available on the diversity of the bacteria, as is the case in the northern region.
The present work aimed to evaluate the genetic and pathogenic variability of Xpm from the
State of Para using the techniques of MLSA (Multilocus Sequence Analysis), rep-PCR (PCR
based on sequence of repetitive elements), VNTR multilocus analysis (MLVA) and the
aggressiveness test. The results obtained for the investigation of Xpm by the MLSA technique
demonstrated that the technique was efficient in identifying and demonstrating that there is
genetic variability through the opening of several clades among isolates of the same species,
while by REP-PCR it only efficiently separated the different species but provided limited
information on the variability among Xpm isolates. The best method considered to
demonstrate the variability between isolates and the proximity relationship with strains of the
same origin was through the MLVA technique. However, the polymorphism of the pathogens
cannot be determined by the places of origin, as different haplotypes are present in a dispersed
form in several cassava-producing municipalities. The similarity of each VNTR dendrogram
varied between 80 and 100%. In the aggressiveness test, all isolates tested in the BRS Poti
cultivar induced symptoms typical of the disease, demonstrating the existence of variability,
but with little data related to genetic variability. Therefore, the present work makes it clear
that the genetic diversity found among Xpm isolates originating in the State of Para is not
correlated with geographic origin or pathogenicity.

Keywords: severity of the disease. genetical diversity. Rep-PCR. MLSA. VNTR.
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1 INTRODUCAO

Originaria da América do Sul, a mandioca (Manihot esculenta Crantz) constitui um
dos principais alimentos energéticos para mais de 700 milhdes de pessoas no mundo,
principalmente nos paises em desenvolvimento (EMBRAPA, 2022). A cultura esta
amplamente difundida em paises tropicais dos continentes americano, africano e asiatico e
representa uma das maiores contribuicdes da América para a erradicacdo da fome em regides
pobres do mundo (SIVIERO et al., 2019).

A mandioca é a mais antiga planta cultivada no Brasil, hoje o quarto maior produtor
mundial de acordo com o Levantamento Sistematico da Producdo (LSPA) de fevereiro/2022,
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica-IBGE, com produgdo de aproximadamente
18 milhdes de toneladas, cerca de 10% da producdo mundial (DERAL, 2022; IBGE, 2024°).

A mandioca, por ser uma cultura de facil adaptacdo, € cultivada em todas as regides e
municipios brasileiros, porém a maior producéo se concentra nas regides Norte e Sul do Pais.
Na safra de janeiro de 2024, a Regido Norte representou 35,7%; o Sul, 21,7%; Nordeste,
19,7%; Sudeste, 13,5% e Centro-Oeste com 8% (IBGE, 2024).

Um dos fatores limitantes a cultura é a ocorréncia de doencas. Entre elas a murcha
bacteriana ou bacteriose da mandioca, causada por Xanthomonas phaseoli pv. manihotis
(Berthet and Bondar 1915) Constantin et al. 2016 (Xpm), é considerada a mais destrutiva e
economicamente importante na maioria das regides produtoras do Brasil, sendo especialmente
problematica nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul do pais (FIALHO et al., 2017).

Em variedades suscetiveis, cultivadas em climas favoraveis ao desenvolvimento da
bacteriose, 0s prejuizos causados a producdo das raizes podem variar de 30% a 100%,
podendo, portanto, inviabilizar o cultivo da cultura (FIALHO et al., 2017).

As folhas sdo infectadas através de estdbmatos ou ferimentos nos tecidos epidérmicos e
0s sintomas da bacteriose podem ser descritos como um complexo de lesdes que envolvem
manchas foliares, murcha, exsudacdo de latex, necrose do sistema vascular e morte
descendente dos ramos (LOZANO; SEQUEIRA, 1974; MASSOLA; BEDENDO, 2005). Os
sintomas iniciais nas folhas se manifestam na forma de pequenas lesbes encharcadas e
poligonais, que evoluem para manchas irregulares, podendo cobrir grandes extensdes da
folha, provocando seu secamento. A bactéria, ao colonizar sistemicamente a planta, agrava os
sintomas pela exsudagdo de latex nas hastes infectadas, murcha e morte descendente. Os
sintomas sistémicos também podem ser verificados por cortes transversais ou longitudinais

das hastes, que revelam necrose dos feixes vasculares. Em casos mais graves, as raizes sao



36

afetadas, exibindo descoloragfes dos feixes vasculares e apodrecimento (PERUCH et al.,
2013).

A disseminacédo da bactéria pode ocorrer a curtas distancias por meio dos respingos da
agua da chuva, e a longa distancia, pelo intercimbio de material de propagacdo doente,
principalmente pelos produtores (PERUCH et al., 2013). Segundo Portz et al., (2006) a
bacteriose pode ocorrer com diferentes intensidades dependendo da variedade de mandioca,
bem como do préprio patdgeno que apresenta variacdes quanto a agressividade de isolados, o
que ja foi identificado com maior nimero de ocorréncia nos paises da América do Sul, centro
de origem da cultura e do patdgeno (ELANGO; LOZANO, 1981; ALVES; TAKATSU, 1984;
VERDIER et al., 1993).

O estudo da diversidade genética de uma populacdo de patdgeno é necessario para
agrupa-los em linhagens genéticas, realizar estudos de distribuicdo geogréafica e dinamica
populacional na &rea, estudar a estrutura populacional, gerando assim, informacdes
importantes para 0 manejo do patégeno (MUNHOZ, 2011).

Para a bactéria Xanthomonas phaseoli pv. manihotis, a diversidade tem sido avaliada
com diferentes técnicas moleculares, como polimorfismo de comprimento de fragmento de
restricio (RFLP) (RESTREPO; VERDIER, 1997); amplificacdo aleatéria de DNA
polimorfico (RAPD) (OGUNJOBI et al., 2006, 2007); polimorfismo de comprimento de
fragmento amplificado (AFLP) (RESTREPO et al., 2000); e também pela Rep-PCR que é
uma técnica baseada na amplificacdo seletiva de regides gendmicas localizadas entre as
sequéncias repetitivas altamente conservadas presentes no genoma bacteriano e sdo
extremamente confiaveis, rapidos e altamente discriminativos, bem como reprodutiveis
(VERSALOVIC et al.1998; CHEGE et al., 2017).

A analise de sequéncias multilocus (MLSA) é uma abordagem baseada em sequéncias
de nucleotideos que utiliza marcadores conservados, estaveis e com taxas de evolucdo
relativamente baixas (RACHE et al, 2023). Permite a comparacdo de isolados e da
epidemiologia global, para estudos de diversidade genética de espécies de Xanthomonas sdo
utilizados em maior frequéncia os genes rpoB (fator sigma da RNA polimerase), dnaK
(proteina de choque térmico, Hsp70), fyuA (receptor dependente de tonB) e gyrB (subunidade
B da girase do DNA) (YOUNG et al., 2010; ROCKEY et al., 2015; NTAMBO et al., 2019;
FERREIRA et al., 2019). No entanto, algumas bactérias sdo consideradas geneticamente

monomorficas, pois ndo exibem variabilidade suficiente em seus genes de manutencdo
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essenciais para a manutencdo da funcdo celular bésica, tornando esta abordagem
insuficientemente resolutiva (ACHTMAN, 2008).

Mais recentemente a técnica de ndmero varidvel de marcadores de repeticdo em
tandem (VNTR) esta sendo utilizada para estudo de diversidade genética (RACHE et al.,
2019). Os loci de repeticdo em tandem (TR) sdo abundantes em genomas tanto em
procariéticos como em eucaridticos e podem ser polimorficos no nimero de repeti¢bes entre
cepas. Os loci polimorficos, referidos como loci TR de numero variavel (VNTR), podem ter
de duas a dezenas de alelos em uma populacdo. Assim, multiplos VNTRs combinados podem,
teoricamente, gerar um grande nimero de genotipos (CHIOU, 2010).

A taxa de mutagdo dos VNTRs também varia entre os organismos. A ampla gama de
taxas de mutacdo entre VNTRs produz uma ampla diversidade alélica, tornando estes
marcadores Uteis para avaliar a relacdo genética entre cepas evoluidas ao longo de varias
escalas de tempo (KEIM et al., 2004; RACHE et al., 2023). Consequentemente, a analise
multilocus VNTR (MLVA) é uma ferramenta molecular apropriada para a vigilancia
epidemioldgica global e analise filogenética de patdgenos bacterianos (RACHE et al., 2023).

Alguns trabalhos evidenciaram variabilidade e mudancas na populacdo bacteriana de
Xpm ao longo do tempo enquanto outros demonstraram um forte agrupamento por origem
geogréfica (RESTREPO; VERDIER, 1997; RESTREPO et al., 2000; BART et al., 2012;
RACHE et al., 2019). Isto indica a influéncia significativa das condi¢cdes ambientais na
estrutura da populacdo de patdgenos que resulta em diferentes cepas dominantes em
diferentes regides geograficas (AN et al., 2020).

Grandes variagcfes na agressividade tém sido relatadas entre isolados de varios paises e
de diferentes areas dentro de um determinado pais (GROUSSON et al., 1990; MARAITE,
1993; MAMBA-MBAY!| et al., 2014; ZARATE-CHAVES et al., 2021). A variabilidade
patogénica também ja foi detectada no Brasil em cepas originarias de diferentes regides
geogréficas, em escala regional, no Estado do Pard foi observada variabilidade de
agressividade do patdégeno para os isolados de originario de diferentes municipios.
(CARDOSO et al., 2015; AQUILES et al., 2021). No entanto, ndo ha definicdo clara sobre
todas as interacGes estabelecidas entre cultivares de mandioca e isolados que resultam na
variacdo dos sintomas, porém, estudos sobre efetores TAL sugerem moderada relacdo de
copias de gene tal com a severidade da doenca (BART et al., 2012).

Diante de estudos realizados no Brasil, os quais evidenciaram haver variabilidade

genética entre os isolados da bactéria presentes nos diferentes municipios amostrados



38

(PORTZ, 2003; OLIVEIRA et al., 2023). No entanto, ainda ndo se ttm informacdes sobre a
caracterizagdo genotipica de isolados Xpm pertencentes aos municipios produtores de
mandioca do Estado do Para.

Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar a variabilidade genética e patogénica de
isolados de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis do Estado do Par4 por meio das técnicas de
MLSA, MLVA, rep-PCR e pelo teste de agressividade.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Origem dos isolados preservados de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis

Foram utilizados isolados de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis pertencentes a
colecdo bacteriana do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Amazénia Oriental (Tabela
1), com a identificacdo confirmada por PCR utilizando os primers especificos XV/XK
(ISHIDA et al., 2016). Os isolados foram coletados entre os anos de 2011 e 2017, em
municipios de regiGes produtoras de mandioca do Estado do Pard, e preservados em tubos
plasticos de criogenia (2,0 mL), contendo 1,0 mL de &gua de torneira esterilizada, em

condicdes de laboratdrio (25 + 2°C).

2.2 Reativacdo e teste de patogenicidade dos isolados de Xanthomonas
phaseoli pv. manihotis

Para a reativacdo os isolados foram repicados para placas de Petri contendo o meio de
cultura 523 (KADO; HESKETT, 1970), pelo método de estrias paralelas e incubados a 28° C
por 48 horas. A seguir foram submetidos ao teste de patogenicidade por inoculagdo via
pulverizagdo da face inferior das folhas com suspensdo bacteriana na concentragdo de 10°
unidades formadoras de colénia (UFC)/mL (A600 = 0,3). O teste foi realizado com plantas da
variedade Chifre de boi, as quais foram mantidas por 24 horas depois da inoculacdo em
camara Umida em casa-de-vegetacao.

Ap0s o0 aparecimento dos sintomas, o patdgeno foi reisolado dos frangmentos foliares
retirados dos bordos das lesdes. Apds o corte, foi realizada a desinfestacdo com &lcool 70%,
solucdo de hipoclorito de sodio a 1% seguida de lavagem com &gua destilada (ADE).
Posteriormente, foi adicionada uma gota de ADE em placa de Petri juntamente com 0s
fragmentos do tecido infectado, em seguida, macerados com bastdo de vidro flambado
(MARIANO; SOUZA, 2016). E por fim, foi realizada a repicagem para placas de Petri
contendo 0 meio de cultura 523 (KADO; HESKETT, 1970) para uso nos ensaios.
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2.3 Extracao de DNA

Para a extracdo de DNA, aliquotas de 1,5 mL de cultura bacteriana crescida em meio
liquido foram centrifugadas e os sedimentados ressuspendidos com 567 uL. de TE (Tris-HCI
10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM), 30 uL de SDS (dodecil sulfato de sddio) 20% e 3 uL de
proteinase K 20 mg/mL. A mistura foi incubada por 1 hora a 37°C. Em seguida, foram
adicionados 100 uL de NaCl 5 M e 80 uL de CTAB (brometo de cetiltrimetilam6nio) 10% e a
mistura incubada a 65°C. Apés a extracdo com cloroférmio e isopropanol, o DNA foi
ressuspendido em 90 puL. de TE e 10 uL de RNase (AUSUBEL et al., 1992). A quantifica¢ao
do DNA foi realizada utilizando-se o padrdo de peso molecular Low DNA mass ladder

(Invitrogen) e o programa Lablmage 1D L340 (Loccus Biotecnologia).

2.4 Analise de sequéncia Multilocus

Utilizou-se quatro regides génicas para a andlise de sequéncia multilocus
(dnakK, gyrB, rpoD, fyuA) selecionadas com base em estudos anteriores (CUBERO e
GRAHAM, 2004; FARGIER et al., 2011; HAMZA et al., 2012). Foram utilizados os primers
do gene dnaK (XdnaKlF 5° GGTGGAAGACCTGGTCAAGA 3’ e XdnaKlR 5’
TCCTTGACYTCGGTGAACTC 3%), gyrB (XgyrB1F F1 5
ACGAGTACAACCCGGACAA 3’ e XgyrB1R 5° CCCATCARGGTGCTGAAGAT 3’),
rooD  (XrpoD1F 5> TGGAACAGGGCTATCTGACC 3’) e (XrpoD1IR 5
CATTCYAGGTTGGTCTGRTT 3’) e fyuA (XfyuAlF 5> AGCTACGAYGTGCGYTACGA
3”) e (XfyuA1R 5 GTTCACGCCRAACTGGTAG 3’), respectivamente.

A reacdo foi realizada em volume de 40 uL, contendo 5 pL 5X Taq buffer; 3mM de
MgCI2; 0,2 mM de dNTPs; 0,1 mM de cada primer; 0,025 U de enzima Tag DNA
polimerase, 1 L de modelo de DNA (25 ng L ) e completada com o volume de 20,2 uL de
agua livre de nuclease. A amplificagcdo foi realizada em termociclador Therm 1000 Axigen
Maxigene, utilizando-se os ciclos: desnaturacdo inicial a 94°C, por 3 min.; 30 ciclos
constituidos de desnaturagdo a 94°C, por 30, anelamento por 30” a 54 °C para todos os
primers e extensdo a 72°C por 1 min., com um ciclo final de extensdo a 72°C por 10 min.
(YOUNG et al., 2008). Os produtos amplificados (dnaK — 940pb, gyrB — 865pb, rpoD —
875pb e fyuA — 698bp), foram analisados em gel de agarose 1,0% em tampdo TBE 1X
corados com Gel Red Nucleic Acid Gel Stain (Biotium®). O marcador utilizado foi de 1 Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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Os produtos da PCR foram purificados utilizando-se o Kit Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega) de acordo com as indicacbes do fabricante. Os produtos
purificados foram sequenciados pela empresa ACTGene Analise Moleculares.

Alinhamentos maltiplos de sequéncias de nucleotideos foram construidos, utilizando a
ferramenta CLUSTAL W (THOMPSON et al 1994) e as analises filogenéticas foram
realizadas pelo método de méxima parcimonia (MP) utilizando o programa MEGA 10.2.6. A
confiabilidade dos ramos foi verificada pela analise bootstrap, utilizando 1000 repeticdes
(KUMAR et al., 2008). A estimativa da diversidade evolutiva média dos isolados e distancia
genética entre eles foram calculadas usando o modelo de substituicdo de distancia p com 1000
replicacdes de bootstrap no mesmo programa (TAMURA et al., 2013).



Tabela 1- Isolados bacterianos, planta hospedeira e localidade de origem, patogenicidade e primers utilizados.

Identificacéo

Espécies

Hospedeiro

Procedéncia

Teste de
patogenicidade®

Primer especifico
XV/IXK®

Xam? 1
Xam 2
Xam 3
Xam 4
Xam 5
Xam 6
Xam 8
Xam 10
Xam 11
Xam 12
Xam 13
Xam 14
Xam 15
Xam 16
Xam 17
Xam 18
Xam 19
Xam 20
Xam 21
Xam 22
Xam 23
Xam 24
Xam 25
Xam 26
Xam 27
Xam 28
Xam 29

Xanthomonas phaseoli pv.

Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.
Xanthomonas phaseoli pv.

manihotis®

manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis
manihotis

Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta

Acara - PA
Castanhal-PA
Castanhal-PA
Castanhal-PA
Castanhal-PA
Castanhal-PA
Castanhal-PA
Castanhal-PA

Moju — PA
Castanhal-PA

Acara - PA

Capitdo Pogo - PA

Acara - PA

Acara - PA

Acara - PA

Acara - PA

Acara - PA

Acara - PA

Ananindeua - PA
Santa lzabel - PA
Santa lzabel - PA
Capanema - PA
Tracuateua - PA
Tracuateua - PA
Igarapé Acu - PA
Igarapé Acu - PA
Igarapé Acu - PA

+ + + 4+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + o+

+ + + + + + + + + + + + + + + F + + + + + + + + + + o+
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Xam 30
Xam 31
Xam 32
Xam 35
Xam 36
Xam 37
Xam 38
UFU 13f
1163
Tomate®
Hort. 9°
PA-1°
Xcc®

PMH1°®
UFU 152°
UFU 122°
Prog. 125°
UFLA 2°
UFLA 4°

Xanthomonas phaseoli pv. manihotis
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis
Xanthomonas perforans
Xanthomonas perforans
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae
Xanthomonas campestris pv. campestris

Klebsiella variicola
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli
Xanthomonas fuscans subsp. fuscans
Xanthomonas fuscans subsp. fuscans
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli

Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta
Manihot esculenta

Solanurn lycopersicum
Solanurn lycopersicum

Passiflora sp.

Brassica oleracea
Cichorium intybus
subsp. intybus

Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris

Sao Francisco do
Para - PA

Braganca - PA
Castanhal-PA
Igarapé Acu - PA
Tailandia - PA
Belém - PA
Castanhal-PA
Centralina - MG
Brasilia
PA
Altamira- PA
PA
PA

Altamira- PA
Lagamar - MG
Lagamar - MG

MG

MG

MG

+ + 4+ + + + + o+ o+

z2zzz
> > > >

+

+ + +

+ + + + + + + o+ o+

a Isolados da Colecéo Bacteriologica da Embrapa Amazonia Oriental.
b Identificagdo baseada na PCR especifica para Xanthomonas phaseoli pv. manihotis.

¢ PCR especifica para Xanthomonas phaseoli pv. manihotis

d Teste de patogenicidade em plantas hospedeiras.
e Isolados usados como controle negativo.

f Controles positivos.

NA: Teste ndo aplicado.
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2.5 Rep-PCR

Para a técnica rep-PCR foram utilizados os pares de primers correspondentes as regides:
REP - REPIR-1 (5' IICGICGICATCIGGC 3') e REP-21 (5" ICGICTTATGIGGCCTAC 39,
(LOUWS et al, 1994, OPGENORTH et al, 1996); ERIC - ERICIR (5
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 3" e ERIC2 (5" AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG
3) (LOUWS et al., 1994; OPGENORTH et al., 1996); e BOX - BOXAIR (5' CTAC
GGCAAGGCGACGCTGACG 3') (LOUWS et al., 1994; OPGENORTH et al., 1996). Os
primers foram sintetizados pela Invitrogen Brasil LTDA. As reacdes foram realizadas em
volume de 25 pL, contendo 2,5 pnL10X Taq buffer; 2,0uL de MgCl; (25 mM); 1 uL de INTP
(10 mM); 2 uL de cada primer (10 uM); 0,5 uL. de enzima Taq DNA polimerase (5U/ pL)
(Invitrogen), 10uL. de DNA (10 ng/uL) e 7,5,0pL de 4gua livre de nucleasse.

As amplificacGes foram realizadas em termociclador Veriti™ 96-Well Fast Thermal
Cycler, utilizando-se os ciclos: desnaturacdo inicial a 95°C por 6 min; 30 ciclos constituidos
de desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento por 1 min a 44°C e extenséo a 65°C por 1 min,
com um ciclo final de extensdo a 65°C por 16 min para REP; desnaturacéo inicial a 95°C por
7 min; 30 ciclos constituidos de desnaturacdo a 94°C por 1min, anelamento por 1 min a 52°C
e extensdo a 65°C por 8 min, com um ciclo final de extensdo a 65°C por 16 min para ERIC; e
desnaturagdo inicial a 95°C por 2 min; 30 ciclos constituidos de desnaturacéo a 95°C por 30
seg, anelamento por 1 min a 52°C e extensdo a 72°C por 5 min, com um ciclo final de
extensdo a 72°C, por 5 min para BOX.

Os produtos amplificados da rep-PCR foram analisados em gel de agarose 1,5% em
tampéo TBE 0,5X corados com Gel Red Nucleic Acid Gel Stain (Biotium®). Os marcadores
utilizados foram de 1 Kb e 100 pb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

2.6 VNTR

Os marcadores VNTR's foram selecionados com base nos maiores escores do indice
discriminatorio (HGDI) avaliados por ARRIETA-ORTIZ et al. (2013). Cada reagdo de PCR
foi realizada em um volume final de 25 pl e continha 10-50 ng de DNA genémico, 2,5 mM
de MgCl2, 40 nM do primer, 2 mM de dNTP e 1 unidade de Tag DNA polimerase (Promega).
Todas as reacgdes serdo realizadas por 35 ciclos, cada um consistindo em 20 segundos a 95°C,
30 segundos a 52-58°C (dependendo do par de iniciadores) (Tabela 2) e 30-60 segundos a

72°C, com uma etapa de desnaturacéo inicial de 3 minutos a 95°C e uma etapa de extensao



44

final de 10 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram separados em géis de agarose a 2%
(ARRIETA-ORTIZ et al., 2013).

Tabela 2 - Primers, condi¢6es de PCR e caracteristicas de VNTRs.

Condic6es do PRC* Tamanho de banda (bp) 2
VNTR locus Primers (5°-3°) Temp (°C) Tempo Xpm
XaG1l_02 GCTGGTGCGCATGCTGAC 55 60 362
TTCGCGGAAGGTCATGGG
XaG1l 29 CTACGAGGCACCTGCGCA 52 60 251
CATGGCATCGCGCTGAAG
XaGl 67 GTCGGCGCGATCGTCATG 53 30 446
GTTGCGGCACGCCAACCT

' PCR condigdes (Temp = temperatura de anelamento; Tempo = tempo de anelamento).
2 Tamanho de banda (em bp) para Xanthomonas phaseoli pv manihotis.
Adatptado de Arrieta-Ortiz et al. (2013).

2.7 Anélise dos dados

Os perfis eletroforéticos obtidos por rep-PCR e VNTR foram analisados por sistema
binario (bandas presentes 1 ou ausentes 0, para cada isolado). A matriz de similaridade foi
construida utilizando-se o coeficiente de Jaccard. Os dendrogramas foram obtidos utilizando-
se 0 algoritmo de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic
Mean) através do software PAST vers. 2.17 (HAMMER et al., 2001). Para dados do VNTR as
matrizes de dados binarios concatenadas dos trés VNTR foram convertidas em uma matriz de
distdncia pela analise multivariada usando o PAST vers. 2.17 (HAMMER et al., 2001). No
mesmo software uma arvore geradora minima (Minimum Spanning Tree - MST) foi
gerada. Esta ferramenta cria uma arvore que conecta todas as deformacdes de forma que a
distdncia somada de todos os ramos seja minimizada. Os isolados mais proximos e mais
distantes foram identificados pelas medidas de dissimilaridade de Jaccard no programa R
V.4.3.2. (AZEVEDO, 2021).
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2.8 Correlacao de matrizes de dissimilaridade

Todas as matrizes de distancia foram submetidas ao teste de Mantel (1967) para serem
obtidas as correlacdes (R) entre os marcadores VNTR’s, BOX-PCR, ERIC-PCR e matriz de
distdncia gerada a partir na analise multilocus (MLSA). Estes testes foram realizados no
programa PAST vers. 2.17 (HAMMER et al., 2001) utilizando-se 9999 permutacdes.

2.9 Avaliacao da agressividade dos isolados de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis

2.9.1 Material Vegetal

A avaliacdo da agressividade pelo teste de patogenicidade em manivas de mandioca da
cultivar BRS Mari foi a partir de plantas com aproximadamente um ano de idade, as estacas
foram cortadas de 10 a 15 centimentros contendo 3 gemas em cada e foram plantadas 2 em

cada vaso (3 kg) contendo solo.

2.9.2 Inoculagao

A inoculacdo dos vinte e cinco isolados bacterianos pertencentes a colecdo de
fitobactérias da Embrapa Amazonia Oriental, apresentados na tabela 3, foi realizada quando
as plantas apresentaram dois a trés pares de folhas verdadeiras, através de pulverizacdo da
face inferior das folhas com suspensdo bacteriana na concentracdo de 10° unidades
formadoras de colénia (UFC)/mL (Asoo = 0,3). As plantas foram mantidas em cdmara Umida
em casa-de-vegetacao por 24 h apos a inoculagéo.

O ensaio foi conduzido no periodo mais chuvoso no més de abril de 2023. As médias
das temperaturas minimas e maximas do més ficaram em 23,3°C e 32,7°C, respectivamente,
consultado (Inmet, 2024).

Tabela 3 - Municipios do Estado do Para de origem dos isolados de Xanthomonas phaseoli
pv. manihotis utilizados nos estudos de agressividade.

Isolados Municipios
Xam 1.1 Acara
Xam 1.2 Acara
Xam 3 Castanhal
Xam 4 Castanhal
Xam 5 Castanhal
Xam 8 Castanhal
Xam 12 Castanhal

Xam 13 Acard



Xam 15
Xam 17
Xam 18
Xam 19
Xam 20
Xam 22
Xam 23
Xam 25
Xam 26 CA
Xam 26 CB
Xam 27
Xam 29
Xam 30
Xam 32
Xam 35
Xam 36
Xam 37

2.9.3 Avaliacéo

Acara
Acara
Acara
Acara
Acara
St2. lzabel
St2. lzabel
Tracuateua
Tracuateua
Tracuateua
Igarapé-Acu
Igarapé-Acu
Séo Francisco do Para
Castanhal
Igarapé-Acu
Tailandia
Belém
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As avaliacOes foram realizadas a cada dois dias ap6s 0 aparecimento dos sintomas,

utilizando-se a escala de notas de Kublik et al. (2020), a qual é baseada em niveis de

severidade crescentes (1%, 2%, 4%, 8%, 16% e 32 %) conforme apresentado na figura 1.
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Figura 1 - Escala diagramatica para quantificacdo da severidade de Xanthomonas  phaseoli
pv. manihotis em folhas de mandioca.
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Fonte: Kublik et al. (2020).

2.9.4 Delineamento experimental e analises

O experimento foi montado em delineamento em blocos casualizados com vinte e seis
tratamentos e trés repeticbes. Com os valores de avaliacdo obtidos foi calculada a &rea abaixo
da curva de progresso da doenca (AACPD), proposta por Shaner e Finney (1977). Os dados
foram submetidos a teste estatistico utilizando o software Sisvar, onde as médias foram

comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS

3.1 Origem e teste de patogenicidade dos isolados bacterianos

Todos os isolados bacterianos reativados causaram os sintomas tipicos da doenca, em
aproximadamente, uma semana ap0s a inoculacdo. Os sintomas apresentados foram lesdes
angulares encharcadas em todo o limbo foliar (Figura 2A) e necrose das les6es (Figura 2B),
com posterior seca e queda foliar.

Figura 2 - Sintomas em folhas de mandioca aos 7 dias (1A) e 10 dias (1B) apds a inoculacédo
de Xpm.

A patogenicidade dos isolados de Xanthomonas fuscans subsp. fuscans e
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Tabela 1), utilizados como controle negativo na
caracterizagdo genotipica, também foi testada e apresentaram sintomas caracteristicos do
crestamento bacteriano do feijoeiro como lesbes necréticas com halo clorético. Estes isolados
séo provenientes da Colegdo do Laboratorio de Fitobacteriologia da Universidade Federal de
Lavras (UFLA 2, UFLA 4 e Prog. 125) e da Universidade Federal de Uberlandia (UFU 122 e
UFU 152).
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3.2 Analises filogenéticas

As sequéncias obtidas por meio da PCR apresentaram bandas de aproximadamente
940 pb para a regido dnak, 698 pb para fyuA, 865 pb para gyrB e 875 pb para rpoD. Dos trinta
e quatro isolados de Xpm deste estudo, somente doze amplificaram para as quatro regides
génicas, como pode ser observado na Tabela 4 com marcagéo em cinza. Para a realizacdo da
MLSA do maior nimero de isolados foram considerados somente os que amplificaram para
os genes fyuA, gyrB e rpoD. Dessa forma, possibilitou-se avaliar também os controles
negativos, Tomate e PA-1. Os isolados da espécie fuscans subsp. fuscans e da patovar
phaseoli também ndo amplificaram para todas as regides analisadas.

A éarvore filogenética de Méaxima parciménia (Figura 3) mostrou que os isolados
agruparam com a espécie Xanthomonas phaseoli pv. manihotis, confirmando assim a
identificacdo com suporte dos ramos de 75% de boostrap. As sequéncias dos isolados Tomate
e PA-1 agruparam com as espécies Xanthomonas perforans (100% de boostrap) e
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (87 % de boostrap), respectivamente.

As espécies ndo pertencentes ao complexo Xanthomonas axonopodis se distanciaram
filogeneticamente da espécie com suporte de boostrap abaixo de 70%, com excecdo do
isolado Tomate e dos isolados obtidos do GenBank, Xanthomonas fuscans subsp. fuscans,
Xanthomonas perforans e Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelonis. Sendo um indicativo de
necessidade de mais estudos para compreender esta relagéo taxonémica.

O alinhamento das 63 sequéncias combinadas de fyuA, gyrB e rpoD (Tabela S1)
apresentou um total de 2309 caracteres. Para o indice de consisténcia (CI) que mede os
eventos homoplasticos foi obtido o valor de 0,58, tal indice se identifica como o conjunto de
caracteristicas morfolégicas ou funcionais semelhantes em espécies que nao sao
geneticamente proximas, como resultado de uma evolucdo por adaptacdo ao ambiente.
Enquanto para o indice de retencdo (RI) foi obtido 0,72, que mede o total de sinapomorfias

presentes na arvore, que sdo indicios de ancestralidade comum exclusiva.

Tabela 4 - Resultado da amplificacdo da PCR para os genes dnaK, fyuA, gyrB e rpoD.

e MLSA
Identificacdo
dnaK fyuA gyrB rpoD
Xam?® 1 b +° + +
Xam 2 - - - +
Xam 3 + + + +
Xam 4 - +



Xam 5 +
Xam 6 -
Xam 8 -
Xam 10 +
Xam 11 -
Xam 12 +
Xam 13 +
Xam 14 +
Xam 15 -
Xam 16 +
Xam 17 -
Xam 18 -
Xam 19 +
Xam 20 -
Xam 21
Xam 22
Xam 23
Xam 24
Xam 25
Xam 26
Xam 27
Xam 28
Xam 29
Xam 30
Xam 31
Xam 32
Xam 35
Xam 36 -
Xam 37 -
Xam 38 -
UFU 13° -
1163° -
UFU 122°¢ -
UFLA2°¢ -
UFLA 4° - + + -
Prog 125° - - - -
Tomate® -
PA-1° - + + +

o+ o+ o+
+ + + + +

+ + + 4+ + +

+ 4+ 4+ 4+ 4+ o+ 4+ + + o+
+ 4+ 4+ 4+ + + o+ o+ o+

+

+ + 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

+ + + + + + + + + + + + + o+

+ + [+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

+ + |+ + + o+
,

+
[

a Isolados da Colecdo Bacteriolégica da Embrapa Amazénia Oriental.
b Auséncia de amplificagdo da PCR.

¢ Amplificagéo da PCR.

d Controles positivos.

e Controles negativos.
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Figura 3 - Arvore de maxima parcimonia baseada nas sequencias das regides fyuA, gyrB e
rpoD apresentando as relagdes filogenéticas dos membros da familia

Xanthomonadaceae.
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Legenda: A arvore foi enraizada com sequéncias de Stenotrophomonas maltophilia, espécie também
pertencente a familia Xanthomonadaceae. O comprimento dos ramos é indicado por escala na base da
arvore e os valores de bootstrap (1.000 replicagdes) > 70 % sao indicados nos internddios. Codigos
dos isolados avaliados estdo sinalizados em negrito e os controles negativos em vermelho. CI = indice
de consisténcia; RI = indice de retenc&o.

Baseado na distancia genética calculada para a populacédo de isolados de Xanthomonas
phaseoli pv. manihotis foi obtido 2% de variabilidade genética, enquanto para a distancia
genética entre os isolados do mesmo grupo variou entre 0,00 e 0,10 conforme dados
apresentados na tabela S2. Baseado nos valores de p-distance foi inferido a histéria evolutiva
dos isolados usando 0 método UPGMA (SNEATH; SOKAL, 1973). As distancias evolutivas
foram usadas para inferir as variagdes genéticas. O isolado Xam 18 apresentou maiores
valores de diferenca genética entre os isolados de Xpm, variando de 0,04 a 0,10, seguido dos
isolados Xam 8 e Xam 17 (Fig. 4). Os altos valores podem ser indicativos de ocorréncia de
mutacdes em maior frequéncia no genoma dessas estirpes. Enquanto que os outros 24
isolados, incluindo o acesso do GenBank, apresentaram menores valores dessa diferenca mas

com algumas insercOes e delecbes obervadas em cada sequéncia.

Figura 4 - A érvore é desenhada em escala, com comprimentos de ramos nas mesmas
unidades das distancias evolutivas usadas para inferir a arvore filogenética.
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Xam 37 Belem PA
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Legenda: As distancias evolutivas foram calculadas usando o método p-distance e estdo nas unidades
do numero de diferencas de base por local. Esta andlise envolveu 27 sequéncias de nucleotideos.
Todas as posi¢es ambiguas foram removidas para cada par de sequéncias (op¢do de exclusdo aos
pares). Houve um total de 2.309 posi¢cdes no conjunto de dados final. Andlises evolutivas foram
realizadas no MEGA X.

3.3 Caracterizacgdo genotipica por Rep-PCR

Das trés técnicas de padrdes de fingerprinting (REP, ERIC e BOX-PCR) utilizadas,
somente houve amplificacdes de bandas para 0 ERIC e 0 BOX-PCR. Os padrBes de banda
para o Eric-PCR de todas as cepas de Xpm consistiam de 5 a 7 fragmentos variando em
tamanho de 450 pb a 5,0 kb, enquanto que para o0 Box-PCR, foi composto de 1 a 3 fragmentos
que variou de 350 pb a 1,0 kb. As duas técnicas demonstraram que a maioria das estirpes de
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis, independente das datas de coleta e dos locais de
origem, apresentaram perfis genético semelhantes, ndo sendo possivel agrupar as doze
populagdes conforme 0s seus respectivos locais de coleta, portanto, conforme pode ser
observado nos dendogramas, ha baixa variabilidade entre os isolados de Xpm considerando as
técnicas aplicadas (Figuras 5 a 8; Tabela 5). Na REP os isolados ndo apresentaram
amplificacdo, ndo sendo possivel a sua analise (Tabela 5).

A partir dos isolados de Xpm do Estado do Para analisados, observou-se que no BOX-
PCR trinta e dois isolados formaram quatro agrupamentos com similaridade de 100%
independente do municipio e estado de origem, enquanto aos que ndo agruparam, tal como
Xam 4 por ndo ter obtido amplificacdo de banda, Xam 26 a qual apresentou padrdo de banda
diferente dos outros isolados e Xam 25 que agrupou com o isolado PA-1 (Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae) com similaridade abaixo de 50% (FIGURAS 5 e 6). No ERIC-
PCR a maioria dos isolados de Xpm (32) formaram dois agrupamentos com 100% de
similaridade, um dos grupos concentrou a maioria dos isolados demostrando um baixo
polimorfismo intraespecifico, mas foram eficientemente distinguidas de outras espécies
usadas em estudo, incluindo os isolados de Xpm que ndo formaram grupos. Dessa forma, a
técnica demostrou possibilidade para ser usada apenas em nivel de espécie o isolado Xam 19
ndo agrupou com os isolados de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis por ndo ter amplificado
na PCR.

As técnicas ERIC e BOX-PCR foram analisadas pelos métodos de Dice (dados néo
apresentados) e Jaccar, porém, houve melhor representatividade pelo método Jaccar em
ambas as técnicas. Para os isolados de referéncia utilizados nas analises, observou-se que 0s

isolados UFU 152 e UFU 122 pertencentes a espécie Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
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originarias de Lagamar - MG apresentaram similaridade de 100% no BOX-PCR, mas ndo
agruparam com o isolado UFLA4 de Minas Gerais, com municipio ndo informado, de mesma
espécie. A localizacdo pode ser um fator determinante para o agrupamento desta espécie. Os
isolados Prog. 125 e UFLAZ2 pertencentes a espécie Xanthomonas fuscans subsp. fuscans, e
os isolados Hort. 9 e Tomate pertencentes a espécie Xanthomonas perforans apresentaram
similaridade acima de 100% com formacdo de agrupamento para as suas respectivas espécies.
(Figura 5 e 8). No ERIC-PCR estes mesmos isolados apresentaram menor polimorfismo em
relacdo ao BOX.

Portanto, 0 BOX-PCR foi mais polimdrfico que o ERIC para isolados de Xpm, porém,
os dois ndo forneceram informacdes sobre a variabilidade genética para que os isolados
pudessem ser separados por populacdes. Os resultados obtidos corroboram para o uso da

técnica de ERIC-PCR para diferenciacdo entre espécies.

Tabela 5 - Resultado de amplificacdo da Rep-PCR.

REP-PCR

BOX ERIC REP
Xam? 1 + +° -
Xam 2 b
Xam 3 +
Xam 4 -
Xam 5
Xam 6
Xam 8
Xam 10
Xam 11
Xam 12
Xam 13
Xam 14
Xam 15
Xam 16
Xam 17
Xam 18
Xam 19
Xam 20
Xam 21
Xam 22
Xam 23
Xam 24
Xam 25
Xam 26
Xam 27

Identificacéo

+ + + 4+ + + + + + + + + + o+ 4+
1

+ + + + + + + + + + + 4+ + + + + + + o+ o+ o+

+ 4+ + + + + + +



55

Xam 28
Xam 29
Xam 30
Xam 31
Xam 32
Xam 35
Xam 36
Xam 37
Xam 38
PA-1°
Tomate ®
UFU 13'
UFU 152°
UFU 122°
Prog. 125°
UFLA 2°
UFLA 4°
Hort. 9°
XCcC*
PMH1°®

+ + + + + + A+ + A+ A+ [+ o+ + + + + o+
+ + + + + + + A+ A+ A+ [+ o+ o+ + o+ +
1

a Isolados da Cole¢do Bacterioldgica da Embrapa Amazénia Oriental.
b Auséncia de amplificagdo da PCR.

¢ Amplificagdo da PCR.

e Isolados usados como controle negativo.

f Controle positivo.

Figura 5 - Anélise dos produtos da PCR em géis de agarose, utilizando o primer BOX1AR,
comparando perfis genéticos de isolados bacterianos de Xanthomonas phaseoli pv.
manihotis com os controles negativos e positivos em estudo.

M1 B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 M2




56

Legenda: M1 (Marcador de peso molecular 100 pb), 1 (Xam 1), 2 (Xam 3), 3 (Xam 4), 4 (Xam 5), 5
(Xam 6), 6 (Xam 8), 7 (Xam 10), 8 (Xam 11.1), 9 (Xam 11.2), 10 (Xam 12), 11 (Xam 13), 12 (Xam
14), 13 (Xam 15), 14 (Xam 16), 15 (Xam 17), 16 (Xam 18), 17 (Xam 19), 18 (Xam 20), 19 (Xam 21),
20 (Xam 22), 21 (Xam 23), 22 (Xam 24), 23 (Xam 25), 24 (Xam 26), 25 (Xam 27), 26 (Xam 28), 27
(Xam 29), 28 (Xam 30), 29 (Xam 31), 30 (Xam 32), 31 (Xam 35), 32 (Xam 36), 33 (Xam 37), 34
(Xam 38), 35 (UFU 13), 36 (UFU 152), 37 (UFU 122), 38 (Prog. 125), 39 (UFLA 2), 40 (UFLA 4), 41
(Hort. 9), 42 (Tomate), 43 (Xcc), 44 (PA-1), 45 (PMHL1), M2 (Marcador de peso molecular 1Kb).

Figura 6 - Dendograma de similaridade gerado de acordo com perfis de amplificacdo a partir
do primer BOX1AR.
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Legenda: Baseado no método UPGMA utilizando o coeficiente de similaridade Jaccard, por meio do
Programa Past dos 44 isolados bacterianos sendo, 33 Xam do Estado do Para, UFU 13 como controle
positivo e os isolados UFU 152, UFU 122, Prog. 125, UFLA 2, UFLA 4, Hort. 9, Tomate, Xcc, PA-1
e PMH1 como controle negativo. Cophenetic correlation coefficient = 0,99. Linha tracejada demarca o
valor de 70% de similaridade.

Figura 7 - Andlise dos produtos da PCR em géis de agarose, utilizando o par de primers
ERICIR e ERIC2, comparando perfis genéticos de isolados bacterianos de
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis com o0s controles negativos e positivos em
estudo.

M1 B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 1415 16 17 18 19 20 21 22° 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 M2

Legenda: M1 (Marcador de peso molecular 100 pb), 1 (Xam 1), 2 (Xam 3), 3 (Xam 4), 4 (Xam 5), 5
(Xam 6), 6 (Xam 8), 7 (Xam 10), 8 (Xam 11.1), 9 (Xam 11.2), 10 (Xam 12), 11 (Xam 13), 12 (Xam
14), 13 (Xam 15), 14 (Xam 16), 15 (Xam 17), 16 (Xam 18), 17 (Xam 19), 18 (Xam 20), 19 (Xam 21),
20 (Xam 22), 21 (Xam 23), 22 (Xam 24), 23 (Xam 25), 24 (Xam 26), 25 (Xam 27), 26 (Xam 28), 27
(Xam 29), 28 (Xam 30), 29 (Xam 31), 30 (Xam 32), 31 (Xam 35), 32 (Xam 36), 33 (Xam 37), 34
(Xam 38), 35 (UFU 13), 36 (UFU 152), 37 (UFU 122), 38 (Prog. 125), 39 (UFLA 2), 40 (UFLA 4), 41
(Hort. 9), 42 (Tomate), 43 (Xcc), 44 (PA-1), 45 (PMHL1), M2 (Marcador de peso molecular 1Kb).

Figura 8 - Dendograma de similaridade gerado de acordo com perfis de amplificacdo
utilizando o par de primers ERIC1R e ERIC2.
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Similarity
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@ Sio Francisco - PA
@®  Tracuateua - PA
®  Centralina - MG —{
Outras espécies
UFU 13
Xam 2472015
Xam 12/2014
Xam 11.2/20°
Xam 11.1/20°
Xam 1042013
dam B/2013
Xam 6/20713
Xam 5/20713
Xam 4/2012
Xam 372012
Xam 21/204
Xam 25/2015
Xam 26/2015
Xam 30/2015
Xam 36/2015
Yam 37,2016
Xam 38/2016
Xam 31,2016
Xam 32/2016

Legenda: Baseado no método UPGMA utilizando o coeficiente de similaridade Jaccard, por meio do
Programa Past dos 44 isolados bacterianos sendo, 34 Xam do Estado do Para, UFU 13 como controle
positivo e os isolados UFU 152, UFU 122, Prog. 125, UFLA 2, UFLA 4, Hort. 9, Tomate, Xcc, PA-1
e PMH1 como controle negativo. Cophenetic correlation coefficient = 0,99. Linha tracejada demarca o
valor de 70% de similaridade.



59

3.4 Caracterizacao genotipica por VNTR

Todas as trinta e seis cepas amplificaram para os trés loci VNTR analisados e geraram
oito, nove e sete haplétipos correspondentes aos marcadores XaG1l 02, XaG1l 29 e XaGl 67,
respectivamente. N&o foi observado variacdo no tamanho dos fragmentos ao longo do
experimento. Assim, todos os trés marcadores apresentaram reprodutibilidade (amplicons de
mesmo tamanho produzidos em diferentes ensaios de PCR).

O produto da PCR realizada com o marcador XaG1 02 ndo gerou padréo de banda de
262 pb indicado pela literatura (ARRIETA-ORTIZ et al., 2013). Conforme pode observado na
figura 9, foram geradas bandas simples e duplas que variaram entre 250 pb e 500 pb.

Figura 9 - Andlise dos produtos da PCR em géis de agarose, utilizando o par de primers
XaG1l _02F e XaG1l_02R, comparando perfis genéticos de isolados bacterianos de
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis de diferentes municipios de origem.

4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 M

Legenda: M (Marcador de peso molecular 100 pb), 1 (Xam 1.2), 2 (Xam 1.3), 3 (Xam 3), 4 (Xam 4),
5 (Xam 5), 6 (Xam 6), 7 (Xam 8), 8 (Xam 10), 9 (Xam 11.1), 10 (Xam 11.2), 11 (Xam 12), 12 (Xam
13), 13 (Xam 15), 14 (Xam 16), 15 (Xam 17), 16 (Xam 18), 17 (Xam 19), 18 (Xam 20), 19 (Xam 21),
20 (Xam 22), 21 (Xam 23), 22 (Xam 24), 23 (Xam 25), 24 (Xam 26), 25 (Xam 27), 26 (Xam 28), 27
(Xam 29), 28 (Xam 30), 29 (Xam 31), 30 (Xam 32), 31 (Xam 35), 32 (Xam 36), 33 (Xam 37), 34
(Xam 38), 35 (UFU 13), 36 (1163). Os dados marcados em vermelho indicam os oito hapldtipos
determinados para a regidao em estudo.

O dendograma da figura 10 informa o polimorfismo presente entre os isolados de
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis para a regido XaG1_02. Foram gerados agrupamentos
com subdivisdes em alguns agrupamentos e foi observado grupos de populacdes de mesmo
local de origem e ano de coleta similar ou aproximado. Os isolados Xam 1.3 (Acard — PA) e
Xam 25 (Tracuateua — PA) sdo haplétipos com alelos Gnicos. Enquanto as cepas da populagéo
do municipio de Moju, mesmo coletadas em diferentes anos, apresentam o mesmo perfil
genético e foram agrupadas com isolados de outras populacgdes. Isto pode ser explicado pela
disseminacdo do patdgeno para outras regides ao longo dos anos. Ja entre a populacdo do
municipio de Castanhal estdo presentes trés haplétipos, porém, a regido com maior

variabilidade genética foi a do municipio de Acara.



60

Figura 10 - Dendograma de similaridade gerado de acordo com perfis de amplificagdo VNTR
utilizando o par de primers XaG1_02F e XaGl 02R.

Acara - PA
Ananindeua- PA
Belém - PA
Braganga - PA
Capanema - PA
Castanhal - PA
Igarapé-Aci - PA
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HKam 372016
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Xam 102013

Xam 382016

Xam 42012

Ham 572013

Ham 62013

Mam 1272014

Mam 32012

Xam 2472015

Ham 262015

Xam 322016

UFU 13

Legenda: Baseado no método UPGMA utilizando o coeficiente de similaridade Jaccard, por meio do
Programa Past dos 36 isolados bacterianos sendo, 34 Xam do Estado do Para, UFU 13 com
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procedéncia do estado de Minas Gerais e o isolado 1163 do Distrito Federal. Cophenetic correlation
coefficient = 0,94. Linha tracejada demarca o valor de 70% de similaridade.

A regido VNTR XaGl 29 apresentou oito isolados com padrdo de banda
correspondente ao da literatura de 251 pb, incluiu cepas do Acard, Castanhal, Moju e a de
Minas Gerais (Figura 11). Com relacdo ao gradograma da figura 12, foram formados
agrupamentos bactérias de diferentes municipios ndo sendo possivel a separacdo por regido.
No entanto, o polimorfismo da regido com oito haplotipos demonstra a variabilidade genética

entre os isolados (Figura 11).

Figura 11 - Anéalise dos produtos da PCR em géis de agarose, utilizando o par de primers
XaGl 29F e XaG1l 29R, comparando perfis genéticos de isolados bacterianos
de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis de diferentes municipios de origem.

8 9 10 11 232 11314 [R5 5160 D7 G SN 20| P21 822893 824 25026 2728 29030 318 32 3334 35 360 M

R a e e
—- £ ~~

-"“..Q....-.....~ ....

251 pb—>

M (Marcador de peso molecular 100 pb), 1 (Xam 1.2), 2 (Xam 1.3), 3 (Xam_3), 4 (Xam 4), 5 (Xam
5), 6 (Xam 6), 7 (Xam 8), 8 (Xam 10), 9 (Xam 11.1), 10 (Xam 11.2), 11 (Xam 12), 12 (Xam 13), 13
(Xam 15), 14 (Xam 16), 15 (Xam 17), 16 (Xam 18), 17 (Xam 19), 18 (Xam 20), 19 (Xam 21), 20
(Xam 22), 21 (Xam 23), 22 (Xam 24), 23 (Xam 25), 24 (Xam 26), 25 (Xam 27), 26 (Xam 28), 27
(Xam 29), 28 (Xam 30), 29 (Xam 31), 30 (Xam 32), 31 (Xam 35), 32 (Xam 36), 33 (Xam 37), 34
(Xam 38), 35 (UFU 13), 36 (1163). Os dados na figura marcados em vermelho indicam os nove
haplotipos determinados para a regido em estudo. As identificagfes grifadas em vermelho indicam os
isolados com altura de banda de 251 pb.
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Figura 12 - Dendograma de similaridade gerado de acordo com perfis de amplificacdo VNTR
utilizando o par de primers XaG1_29F e XaGl 29R.

o o o o o o o = o o =
= = [ [ = i = ba o )
L 1 1 i I 1 1 1 1
Acard - PA
L ] Ananindeua- PA UFU 13
® Belém - PA
™Y Braganca - PA
o Capanema - PA
[ ] Castanhal - PA Xam 62013
Igarapé-Agn - PA
@ Moju - PA
Santa Izabel - PA
[ ] Sao Francisco - PA am 32012
[ J Tracuateua - PA
Brasilia - DF Kam 11.272013
[ ] Centralina - MG
Xam 122014
Xam 31/2018
Xam 37/2018
Xam 10:2013
am 11.1/2013
Ham 322018
Xam 42012
Xam 82013
Ham 252015
Ham 262015
Xam 52013
Ham 242015
Xam 3002015
Xam 382016
Xam 21/2014
| Xam 362015

Legenda: Baseado no método UPGMA utilizando o coeficiente de similaridade Jaccard, por meio do
Programa Past dos 36 isolados bacterianos sendo, 34 Xam do Estado do Par4, UFU 13 com
procedéncia do estado de Minas Gerais e o isolado 1163 do Distrito Federal. Cophenetic correlation
coefficient = 1. Linha tracejada demarca o valor de 70% de similaridade.
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Para a regido VNTR XaG1 67, dezesseis estirpes apresentaram banda especifica de
466 pb, no entanto, dentre elas quatorze possuem banda dupla com outra adicional de 500 pb
(Figura 13). Conforme apresentado no dendograma da Figura 14, formaram quatro
agrupamentos com 100% de similaridade onde a populacdo do municipio de Moju e de Santa
Izabel se agrupou em clados correspondentes. Porém, observou-se que ha grande
variabilidade dentro das populacgdes diante da disperséo dos isolados de diferentes localidades
agrupados em direntes grupos, mas o polimorfirmo da regido ndo foi suficiente para agrupar
as populacdes.

Os dados binérios das trés regides VNTR foram concatenados e avaliados em pelo
método de Jaccard por analise multivariada e gerou dendograma com coeficiente de

correlacdo cofenética de 0,80 (Figura 15).

Figura 13 - Analise dos produtos da PCR em géis de agarose, utilizando o par de primers
XaG1l 67F e XaG1l 67R, comparando perfis genéticos de isolados bacterianos
de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis de diferentes municipios de origem.

M|1 2 3 4|5 6 7 8 9 10 11 12|13|14 15 16 §Z 18 1920 21 22 1238 24 25 26 §27 28 2930 31 32 33 34|35 36 | M

466 pb—> CLEL Rl L L LT DL UL bl bbbk Rl

M (Marcador de peso molecular 100 pb), 1 (Xam 1.2), 2 (Xam 1.3), 3 (Xam_3), 4 (Xam 4), 5 (Xam
5), 6 (Xam 6), 7 (Xam 8), 8 (Xam 10), 9 (Xam 11.1), 10 (Xam 11.2), 11 (Xam 12), 12 (Xam 13), 13
(Xam 15), 14 (Xam 16), 15 (Xam 17), 16 (Xam 18), 17 (Xam 19), 18 (Xam 20), 19 (Xam 21), 20
(Xam 22), 21 (Xam 23), 22 (Xam 24), 23 (Xam 25), 24 (Xam 26), 25 (Xam 27), 26 (Xam 28), 27
(Xam 29), 28 (Xam 30), 29 (Xam 31), 30 (Xam 32), 31 (Xam 35), 32 (Xam 36), 33 (Xam 37), 34
(Xam 38), 35 (UFU 13), 36 (1163). Os dados na figura marcados em vermelho indicam o0s sete
haplotipos determinados para a regido em estudo. As identificagfes grifadas em vermelho indicam os
isolados com altura de banda de 466 pb.
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Figura 14 - Dendograma de similaridade gerado de acordo com perfis de amplificacdo VNTR

utilizando o par de primers XaG1l_67F e XaGl 67R.
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Acara - PA
Ananindeua- PA
Belém - PA
Braganga - PA
Capanema - PA
Castanhal - PA
Igarapé-Aci - PA
Moju - PA
Santa Izabel - PA
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Tracuateua - PA
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Xam 21/2014

Ham 252015
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Ham 10v2013

Ham 122014

Xam 312016

Xam 382016
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Legenda: Baseado no método UPGMA utilizando o coeficiente de similaridade Jaccard, por meio do
Programa Past dos 36 isolados bacterianos sendo, 34 Xam do Estado do Para, UFU 13 com
procedéncia do estado de Minas Gerais e o isolado 1163 do Distrito Federal. Cophenetic correlation

coefficient = 0,91. Linha tracejada demarca o valor de 70% de similaridade.
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Figura 15 - Dendograma de similaridade gerado a partir dos dados binarios de acordo com
perfis de amplificacdo das regides VNTR’s XaGl 02, XaGl 29 e XaGl 67

concatenadas.
Similariry
g & & & & 3 &
1 1 Il L | Il
Acara - PA
® Ananindeua- PA Xam 3112016
@ Belém - PA
® Braganga - PA
e Capanema - PA Xam 82013
L ] Castanhal - PA
Igarapé-Agu - PA HKam 10:2013
= Moju - PA
Santa Izabel - PA
[ ] Sao Francisco - PA Stam 382016
[ ] Tracuateua - PA
Brasilia - DF Ham 11.1/2013
@ Centralina - MG
Xam 11.2/2013
Xam 21/2014
_ —

Ii Ham 562015

Xam 152015
_{ Ham 42012

Xam 372016

{ am 302015

Xam 32012

.-
—

UFU 13

Xam 52013

Kam 242015

Xam 262015

Ham 32720148

Legenda: Baseado no método UPGMA utilizando o coeficiente de similaridade Jaccard, por meio do
Programa Past dos 36 isolados bacterianos sendo, 34 Xam do Estado do Para, UFU 13 com
procedéncia do estado de Minas Gerais e 0 isolado 1163 do Distrito Federal. Cophenetic correlation
coefficient = 0,81. Linha tracejada demarca o valor de 70% de similaridade.
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Para estimar a distancia minima entre os isolados, os dados binarios de VNTR foram
concatenados e transformados em matriz de similaridade e dissimilaridade calculada pela
distancia de Jaccard por analise multivariada pelo método Euclidiano. Através desssa analise,
foi gerado o dendograma de distancia entre os isolados que apresentou estimativa de
correlacao cofenética de 0,81 conforme mostra a figura 16.

Um MST baseado em matriz de distancia mostra as relacfes entre trinta e seis cepas
em relacdo aos locais de coleta e ao ano de isolamento (Grafico 1). Um esquema com trés
marcadores VNTR (MLVA — 3) separou trinta haplotipos de cepas do estado do Paré e duas
de outros estados usados para comparativo, por esta analise foi possivel demonstrar que houve
proximidade entre os isolados da populacdo do municipio de Castanhal, Moju e Igarapé-Acu.
E também, pode-se observar que ha grande dispersdo entre os isolados da populacdo do
municipio de Acara.

Os dois isolados mais distantes foram Xam 1.3 coletado no municipio do Acara no ano
de 2011 e o isolado Xam 11.1 de Moju coletado em 2013. Pois, enquanto o isolado Xam 1.3
possui alelos unicos para dois dos trés marcadores testados, o Xam 11.1 foi o qual obteve
mais alelos comuns aos dos outros isolados, possivelmente em consequéncia a processos de
recombinacdo genica realizado pela bactéria Xam 11.1. Com relacdo a menor distancia
apresentada, os isolados Xam 17 e Xam 18, ambos coletados em 2014 no municipio do Acarg,
e o isolado Xam 5 de Castanhal coletado em 2013 foram os que apresentaram 0 mesmo
namero de repeticdo que tandem para todos os marcadores VNTR testados. Porém, somente o
Xam 17 e Xam 18 foram os isolados que também se agruparam na filogenia em mesmo clado
com valor de bootstrap acima de 70% e obtiveram altos valores de variabilidade genética.
Tais resultados levam a compreensé@o que esses dois isolados sdo geneticamente idénticos e

mais distantes geneticamente dos outros isolados.
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Figura 16 - Dendograma a partir da transformacdo dos dados binarios transformados em

matriz de similaridade e dissimilaridade dos VNTR’s XaG1 02, XaGl 29 e
XaG1_67 concatenadas.

Distance
1 B2 2 - = =
(=] L =} L =] L
L 1 1 1 1 1
Acara - PA
[ J Ananindeua- PA
® Belém - PA
[ Braganga - PA Xam 31/2016
@ Capanema - PA
[ J Castanhal - PA
Igarapé-Aci - PA
° Moju - PA
Santa Izabel - PA
@ Séo Francisco - PA
[ ] Tracuateua - PA 1
Brasilia - DF L Xam372018
[ Centralina - MG
I: HKam 302015
Kam 42012
Nam 82013
‘|_{ Nam 102013
Xam 382016
Ham 11.1/72013
Ham 11.22013
E Kam 2172004
Xam 362013
Xam 2572015
\ Xam 572013
Kam 24/2015
| Xam 362013
Xam 322016

Nam 32012

UFL 13

Xam 122014

Legenda: Baseado no método UPGMA utilizando o coeficiente de similaridade Jaccard, por meio do
Programa Past dos 36 isolados bacterianos sendo, 34 Xam do Estado do Para, UFU 13 com

procedéncia do estado de Minas Gerais e o isolado 1163 do Distrito Federal. Cophenetic correlation
coefficient = 0,79.
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Gréafico 1 - Minimal spanning tree (MST) de 36 isolados de Xanthomonas phaseoli pv.
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3.5 Teste de mantel

Os negativos e baixos valores de correlagdo obtidos pelo teste de Mantel (Tabela 6)

sugeriu a maioria das matrizes de distancia testadas ndo apresentaram significancia, logo nao

apresentaram dados correlacionados. Porém, os dados derivados do VNTR e Eric-PCR

atestaram correlacdo de 0,27 (P<0,05) e foram considerados satisfatoriamente congruentes.

Também foi vericada a correlacdo da matriz de cada marcador VNTR com a matriz

dos VNTR’s concatenados (MLVA) e os marcadores XaG1l 29 e XaG1l 67, foram 0s quais

evidenciaram alta correlacdo de 0,143 e 0,966, respectivamente. Além disso, ambos 0s

marcadores foram considerados altamente correlacionados (0,165).
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Tabela 6. Mostra as correlagdes entre matrizes de dissimilaridade calculadas pelo teste de
Mantel.

MLSA MLVA  Eric-PCR Box-PCR XaGl 02 XaGl 29 XaGl_67

MLSA
MLVA 0,006t
Eric-PCR  -0,039 0,27*

Box-PCR  -0,071 -0,089 0,113

XaGl 02 -0,054 0,080 -0,097 -0,010

XaG1l_29 0,043 0,143* 0,114 -0,102 0,004

XaGl 67 0,013 0,966*** 0,446 -0,066 -0,031  0,165**

* - p<0.05, ** - p<0.01, *** - p<0.001
1Valor de correlacdo - R

3.6 Selecdo de isolados de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis por teste de agressividade
da doenca

Os sintomas comecaram a ser observados a partir do segundo dia em algumas plantas
inoculas com os isolados Xam 4, Xam 17 e Xam 36 (Figura 17). Todos isolados induziram
sintomatologia tipica de bacteriose conforme apresentado na figura 18, folhas com manchas
angulares com aspecto encharcado, limitadas por nervuras e distribuidas irregularmente na
lamina foliar (Figura 18 - A). Com o tempo, as manchas se estenderam e se aglutinaram ao
longo das nervuras da folha (Figura 18 - B); em algumas plantas ndo houve muita expanséo
dos sintomas, porém as porcfes centrais das manchas tornaram-se marrom e as partes

encharcadas geralmente ficaram rodeadas por um halo clor6tico (Figura 18 - C).

Figura 17 - Pequenas manchas encharcadas apos dois dias de inoculacdo em folhas de
mandioca.
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Em estagios finais dos sintomas, partes circundantes das laminas tornaram-se
castanha clara (Figura 5 - D) e dentro de 2-3 dias extensas areas dos foliolos ficaramm
murchas ndo apenas na ponta ou borda do foliolo, mas também na base (Figura 18 -
E). Apenas O isolado Xam 4 causou o sintoma de “vela”, o qual o caule murcha e morre

ficando com aparéncia de um pavio na extremidade (Figura 18 - F).

Figura 18 - Progressao dos sintomas causados pela bactéria Xanthomonas phaseoli pv.
manihotis ao longo dos 14 dias de avaliacdo apds a inoculacéo.

Legenda: Sintomas primarios observados com 5 dias apds a inoculacdo (A) aos 7 (B) e 9 (C).
Sintomas secundéarios em folhas da cultivar BRS Mari com a doenca em plena progressao resultando
em coloragdo parda das folhas apds 12 (D) e 14 (E) dias apds a inoculacdo. Sintoma de “vela” do
caule.

Os resultados obtidos da analise dos dados da area abaixo da curva do progresso
mostraram que os isolados Xam 3, Xam 4 e Xam 35 foram 0s que apresentaram maior
severidade da doenca conforme exposto na tabela 7. Além disso, dez isolados nao
apresentaram diferenca significativa com a testemunha (Tabela 7).

Diante desses resultados, observou-se que alguns isolados de mesmo local de coleta
apresentaram médias sem diferenca significativa entre si, isto significa uma possivel relacéo
da variabilidade genética com a patogenicidade dos isolados de Xpm do Estado do Para. A
maioria dos isolados com menores médias para severidade, no total cinco cepas, foram do

municipio de Acara. Apenas o0s isolados Xam 17 e Xam 18 também provenientes do Acara
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apresentaram altos valores para a sereveridade da doenca. E das trés bactérias com maior

severidade, duas sdo do municipio de Castanhal.

Tabela 7 - Médias do teste de severidade para diferentes isolados causadores da bacteriose da

mandioca no Para.

Tratamentos Procedéncia Médias
Testemunha 0,00* @
Xam 15 Acara - PA 0,57 a
Xam 27 Igarapé Acgu - PA 0,17 a
Xam 20 Acara - PA 1,22 a
Xam 36 Tailandia - PA 1,70 a
Xam 26 CA Tracuateua - PA 253a
Xam 25 Tracuateua - PA 2,75a
Xam 19 Acara - PA 3,28 a
Xam 22 Santa lzabel - PA 4,08 a
Xam 1.1 Acara - PA 4,55 a
Xam 1.2 Acara - PA 13,42 a
Xam 37 Belém - PA 28,61b
Xam 29 Igarapé Acu - PA 28,92 b
Xam 13 Castanhal - PA 46,89 b
Xam 23 Santa lzabel - PA 71,83 b
Xam 8 Castanhal - PA 86,39 ¢
Xam 26 CB Tracuateua - PA 9291c
Xam 5 Castanhal - PA 96,87 ¢
Xam 17 Acara - PA 117,92d
Xam 18 Acara - PA 127,08 d
Xam 12 Castanhal - PA 128,33 d
Xam 30 Séo Francisco do Para- PA 139,30 d
Xam 32 Castanhal-PA 140,97 d
Xam 35 Igarapé Acu - PA 161,72 ¢
Xam 3 Castanhal - PA 191,25 e
Xam 4 Castanhal - PA 213,25 ¢

'Médias do teste de severidade de isolados de Xpm.“Médias
seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si dentro da
mesma coluna pelo teste de Scott Knott a nivel de 5% de

pr

obabilidade.
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4 DISCUSSAO

O presente trabalho torna evidente que os isolados da espécie Xanthomonas phaseoli
pv. manihotis do Estado do Para apresentam grande diversidade genética. A andlise
filogenética das regides gyrB, rpoD, fyuA (Figura 3) corrobora com a identificacdo dos
isolados feita com o par de primers especificos XV/XK. Esta identificacdo dos isolados em
estudo foi publicada por Ishida et al. (2016). No entanto, recentemente houve a necessidade
de modificar um dos primers utilizados para identificacdo de Xpm com o objetivo de
aumentar o grau de especificidade para detectar o patdgeno e aumentar a confiabilidade
quando comparado com XV/XK. Nos trabalhos mais recentes, os primers XV e XKmod s&o
0s mais usuais na identificacdo da espécie (MELO et al. 2019).

A identificacdo como Xanthomonas phaseoli pv. manihotis esta de acordo com a nova
reclassificacdo proposta por Constantin et al. (2016), que alterou a espécie X. axonopodis pv.
manihotis através de analises MLSA, hibridacdo de DNA-DNA e sequenciamento genémico.
Entretanto, como destacado na arvore filogenética, pode se observar a distancia filogenética
entre isolados do complexo Xanthomonas axonopodis dos que ndo sdo pertencentes a este
grupo, com excecdo dos isolados de Xanthomonas perforans, Xanthomonas alfalfae subsp.
citrumelus e Xanthomonas fuscans subsp. fuscans depositados no GenBank e o isolado
Tomate, 0s quais se agruparam entre espécies de Xanthomonas axonopodis. A analise de
sequéncia multilocus é uma ferramenta que pode ser utilizada tanto para identificar como
também para determinar a diversidade dentro de espécies de bactérias (BULL et al., 2015;
NTAMBO et al., 2019; SHI, et al., 2023).

Em estudos mais recentes realizados por Shi et al. (2023), foi demostrado a
eficiéncia do uso MLSA com cinco genes housekeeping (atpD-dnaK-gyrB-efp-rpoD) para
estudar a diversidade genética de espécies de Xpm, porém, o estudo aplicado foi mais
abrangente, ou seja, com isolados de diferentes continentes e como resultado, conseguiram
separar em grupo de cepas do continente asiatico (China e Camboja), da Africa (Uganda) e da
regido do Pacifico Central (Micronésia).

Nesse sentido, no presente trabalho, através da analise MLSA além da identificacdo
também foi possivel observar a variabilidade dentre os isolados oriundos de vérias regides
produtoras de mandioca do Estado do Pard, os quais formaram cinco clados distintos na
arvore filogenética. O percentual de 2% de variabilidade genética para os isolados de Xpm
determinado neste trabalho esta de acordo com os parametros mencionados por Costantin et

al. (2016), que considerou o valor 95% de similaridade o limite para o delineamento de
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espécies ao comparar genomas completos de varias espécies de Xanthomonas axonopodis por
matriz de similaridade gerada pela identidade media de nucleotideos. Além disso, no mesmo
trabalno mencionado anteriormente, foi obtido 99% similaridade entre cepas de Xpm
originarias de paises da Ameérica do Sul, resultado coerente com os resultados encontrado
neste estudo onde a maioria dos isolados obtiveram distancias entre 0,00 a 0,02, com excesséo
de poucos isolados que apresentantaram valores superiores. Porém, para a maioria dos
isolados do Estado do Pard, a diversidade observada na filogenia ndo obteve correlagdo com
os dendogramas analisados da rep-PCR e nem com os dados analisados dos marcadores
VNTR, também comprovado pelo teste de Mantel na tabela 6.

O ERIC-PCR apresentou menor polimorfismo em relagdo ao BOX para Xpm,
diferentemente dos estudos de Restrepo et al. (2000) que mostraram um alto nivel de
polimorfismo entre linhagens desta espécie originarias de diferentes zonas edafoclimaticas na
Colbmbia. Trabalho realizado com isolados de diferentes regies produtoras de mandioca do
Brasil demonstrou que ERIC-PCR é o marcador que melhor separou 0s grupos por populacdo
e apresentou maior similaridade entre os isolados de mesma populacdo (OLIVEIRA et al.,
2023).

Nessa perspectiva, a falta de correlacdo entre agrupamentos rep-PCR e origem
geogréfica das cepas é um indicativo que a bactéria esta disseminada entre diferentes regies
produtoras do Estado do Para. Neste estudo, 0 ERIC-PCR foi capaz de distinguir espécies de
Xpm de outras espécies de mesmo género, isto indica que o padrdo de fingerprinting (ERIC-
PCR) pode ser considerado uma importante ferramenta para identificar e monitorar a presenca
deste patdgeno em areas de ocorréncia da bacteriose da mandioca, mas ndo para separar
populagdes de acordo com o local de origem, principalmente em regides de intenso fluxo
génico. Diferentemento do que foi relatado no presente trabalho, Oliveira et al. (2023)
consideraram o ERIC-PCR como melhor marcador para separar 0s grupos por populacédo e
apresentou maior similaridade entre os isolados de uma mesma populagéo.

Importantes pesquisas tém comprovado a alta discriminacdo das cepas de Xpm com
marcadores VNTR polimorficos em um esquema de analise VNTR multi-locus para
vigilancia epidemiolédgica da bacteriose da mandioca (ARRIETA-ORTIZ et al.,, 2013;
RACHE et al., 2019; RACHE, et al. 2023; OLIVEIRA et al., 2023). Um aspecto bastante
importante para compreender foi 0 uso de varios esquemas VNTRs, com oito, doze e quatorze

marcadores e os resultados mostraram que nem sempre esquema VNTRs com alto
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quantitativo de marcadores serdo os melhores, pois apresentaram resolucdo discrinatoria
diferenciada para isolados de diferentes localidades (RACHE, et al. 2023).

Ainda sobre a recente pesquisa de Rache et al. (2023), envolvendo cepas de paises da
América do Sul, da Africa, Asia e Nova Zelandia comprovaram que os isolados do Brasil s&o
bastante polimdrficos e ficaram dispersos em agrupamentos com cepas de outros paises da
America do Sul, demonstrando uma relacdo de ancestralidade. Essa distribuicdo dispersa dos
isolados pode ser ocasionada por transferéncia horizontal de genes a qual gera alto grau de
similaridade entre as cepas doadoras e receptoras para o carater em questdo. Além disso,
como cada evento de transferéncia envolve a introducdo de DNA numa Unica linhagem, a
caracteristica adquirida serd limitada aos descendentes da estirpe receptora e ausente de
taxons estreitamente relacionados (OCHMAN et al, 2000).

Além disso, tanto em escala global, nacional ou local, a principal causa da disperséo e
consequente o alto fluxo génico do patégeno é em decorréncia da propagacdo da bactéria por
matériais vegetativos contaminados. Assim como sugerido por Rache et al. (2019) que
ressaltam sobre a migracdo de patdgenos através de material propagativo contaminado. A
outra forma de dispersdo também pode ser por sementes de plantio contaminado, pois podem
estar infectadas sem apresentar sintomas com o patdgeno adormecido no embrido,
consequentemente, a germinagdo ocorre normalmente, mas os sintomas serdo manifestados no
caule e nas folhas (ELANGO et al., 1980; LOZANO, 1986).

Oliveira et al. (2023) recentemente publicaram dados sobre estudo de diversidade
genética de isolados coletados em diferentes regides geograficas do Brasil, esses resultados
foram de grande relevancia para serem usados de forma comparativa, no entanto, este é o
primeiro relato de estudo sobre diversidade genética com isolados de Xpm do Estado do Para.

Com relacdo a variabilidade na patogenicidade, todos os isolados apresentaram
sintomas tipicos da doenca conforme descritos por Lozano (1986), porém com niveis de
agressividade variados. No entanto, é recorrente que 0s sintomas podem variar na
predominancia e gravidade de acordo com a localizagdo, estacdo do ano, agressividade das
cepas bacterianas ocorrentes e das cultivares de mandioca (MARAITE, 1993).

Martin et al. (2017) também observaram em seus ensaios que 0 ambiente é capaz de
gerar variacdo da agressividade entre isolados de Xpm ao estudarem a distribuicédo de isolados
de Xpm na Costa do Marfin e a sensibilidade de reacdo de oito cultivares de mandioca ao
patdgeno. Além disso, este trabalho demostrou que a severidade da doenca foi muito baixa na

estacdo seca, em contrapartida, o periodo chuvoso contribuiu para a expansdo da doenca.
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Essas diferencas podem ser atribuidas a diferencas na composicdo genética dos isolados
bacteriano (CHEGE et al., 2017). Nessa perspectiva, outros trabalhos também apresentaram
velocidades diferentes no aparecimento dos sintomas de bacteriose (NERY -SILVA et al.,
2007; BANITO et al., 2010; OGUNJOBI et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2021; AQUILES et
al., 2021).

Com base nos diferentes valores de severidade observados no presente trabalho,
constatou-se que os diferentes niveis de agressividade apresentados mostraram ndo haver
correlagdo com a origem geografica dos patogenos. Restrepo e Verdier (1997) ao estudarem a
diversidade em diferentes zonas edafoclimaticas da Colémbia utilizando a técnica RFLP,
também ndo encontraram relacéo entre a patogenicidade com a origem geografica e nem com
0S grupos genéticos encontrados. Segundo os autores, had limitacdo nos testes de
patogenicidade, pois estes foram conduzidos somente em uma variedade de mandioca, assim
como neste estudo. Porém, Trujillo et al., (2014) testaram dez isolados representativos da
diversidade encontrada na regido do Caribe em nove acessos de mandioca e também néo
obtiveram correlagdes nos resultados.

Portanto, a técnica MLSA foi eficiente para identificar e dar indicios de diversidade
para os isolados de Xpm investigados, enquanto a rep-PCR foi importante para obtencdo de
informagdes da diversidade da bactéria. Os marcadores VNTRs em esquema multilocus
apresentaram os melhores resultados para explicar as relac6es de variabilidade dos isolados de
Xpm no Estado do Para. Esses métodos aplicados também sdo considerados Uteis no estudo da
etiologia e epidemiologia de bactérias fitopatogénicas (BULL et al., 2015). Dessa forma, a
variabilidade na agressividade do patégeno também pode haver correlagdo com a
variabilidade genética para alguns isolados, como Xam 17 e Xam 18, 0s quais apresentaram
neste estudo alta similaridade genética em todos os testes moleculares e também nas médias

de severidade da doenca que ndo diferiram estatisticamente.

5 CONCLUSOES

e Os isolados de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis provenientes de varias regides
produtoras de mandioca do Estado do Para apresentam uma grande diversidade
genética, 0 que sugere a ocorréncia de disseminacdo desse patdgeno por propagacao
vegetativa nos municipios amostrados;

e A técnica MLVA foi eficiente para demonstrar a distancia genética entre os isolados e

quantificar os haplotipos presentes;


https://link.springer.com/article/10.1007/s00248-014-0411-8#auth-C_sar_A_-Trujillo-Aff1
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Os isolados Xam 17 e Xam 18 apresentaram maiores valores de variabilidade
genética, alta identidade no MLSA e similaridade de 100% em todos os ensaios de
marcadores VNTRs, além das médias de severidade da doenga ndo diferirem
significativamente;

Todos os isolados de Xpm inoculados incitaram sintomas tipicos da bacteriose, porém
foi observada variacdo patogénica entre os isolados;

Os isolados Xam 3 e Xam 4 originrios do municipio de Castanhal e o Xam 35 do
municipio de lgarapée-Acu foram os que apresentaram maiores médias de severidade
da doenca sendo considerados 0s mais agressivos;

A diversidade genética encontrada entre os isolados de Xpm originarios do Estado do

Paré ndo esta correlacionada com a origem geogréafica e nem com a patogenicidade.
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MATERIAL SUPLEM

ENTAR:

Tabela S1- Sequéncias de referéncia de espécies de Xanthomonas depositadas no GenBank utilizadas na andlise filogenética.

Acesso GenBank

Espécie
dnaK fyuA gyrB rpoD
Stenotrophomonas maltophilia (ICMP 17033) EU498848.1 EU499066.1 EU499186.1
Xanthomonas albilineans (ICMP 10041) EU498833.1 EU499048.1 EU499168.1
Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelonis (ICMP 10010) EU498827.1 EU498927.1 EU499043.1 EU499163.1
Xanthomonas arboricola (ICMP 16473) EU498842.1 EU499057.1 EU499177.1
Xanthomonas arboricola pv. celebensis (ICMP 1488) EU498776.1 EU498984.1 EU499103.1
Xanthomonas arboricola pv. corylina (ICMP 5726) EU498793.1 EU499002.1 EU499121.1
Xanthomonas arboricola pv. juglandis (ICMP 35) EU498750.1 EU498852.1 EU498951.1 EU499070.1
Xanthomonas arboricola pv. populi (ICMP 8923) EU498819.1 EU499035.1 EU499155.1
Xanthomonas arboricola pv. pruni (ICMP 51) EU498953.1 EU499072.1
Xanthomonas axonopodis (ICMP 698) EU498981.1 EU499100.1
Xanthomonas axonopodis pv. alfalfae (ICMP 4765) EU498788.1 EU498890.1 EU498997.1 EU499116.1
Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolii (ICMP 8432) EU498811.1 EU498913.1 EU499027.1 EU499146.1
Xanthomonas axonopodis pv. axonopodis (ICMP 50) EU498751.1 EU498853.1 EU498952.1 EU499071.1
Xanthomonas axonopodis pv. begoniae (ICMP 194) EU498757.1 EU498859.1 EU498962.1 EU499081.1
Xanthomonas axonopodis pv. cajani (ICMP 444) EU498767.1 EU498869.1 EU498973.1 EU499092.1
Xanthomonas axonopodis pv. citri (ICMP 24) EU498747.1 EU498851.1 EU498950.1 EU499069.1
Xanthomonas axonopodis pv. glycines (ICMP 5732) EU498794.1 EU498896.1 EU499003.1 EU499122.1
Xanthomonas axonopodis pv. mabeae (LPF 609) KY205650.1 KY205659.1 KY273421.1 KY273430.1
Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (ICMP 217) EU498760.1 EU498862.1 EU498966.1 EU499085.1
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (ICMP 5741) EU498796.1 EU498898.1 EU499006.1 EU499125.1
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (IBSBF960) KX537704.1 KX537726.1
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Xanthomonas fuscans subsp. fuscans (ICMP 239) EU498761.1 EU498863.1 EU498967.1 EU499086.1
Xanthomonas axonopadis pv. ricini (ICMP 3031) EU498782.1 EU498884.1 EU498991.1 EU499110.1
Xanthomonas axonopodis pv. shini (LPF 603) KY205644.1 KY?205653.1 KY273415.1 KY273424.1
Xanthomonas axonopadis pv. vasculorum (ICMP 5757) EU498798.1 EU498900.1 EU499011.1 EU499130.1
Xanthomonas axonopodis pv. vignicola (ICMP 333) EU498764.1 EU498866.1 EU498970.1 EU499089.1
Xanthomonas bromi (ICMP 12545) EU498837.1 EU498937.1 EU499052.1 EU499172.1
Xanthomonas campestris pv. campestris (ICMP 13) EU498747.1 EU498849.1 EU498948.1 EU499067.1
Xanthomonas campestris pv. incanae (ICMP 574) EU498771.1 EU498977.1 EU499096.1
Xanthomonas campestris pv. raphani (ICMP 1404) EU498775.1 EU498982.1 EU499101.1
Xanthomonas cassavae (ICMP 204) EU498759.1 EU498861.1 EU498965.1 EU499084.1
Xanthomonas codiaei (ICMP 9513) EU498822.1 EU498922.1 EU499038.1 EU499158.1
Xanthomonas cucurbitae (ICMP 2299) EU498780.1 EU498882.1 EU498989.1 EU499108.1
Xanthomonas cynarae (ICMP 16775) EU498846.1 EU498946.1 EU499061.1 EU499181.1
Xanthomonas dyei pv. dysoxyli (ICMP 2415) EU498781.1 EU498883.1 EU498990.1 EU499109.1
Xanthomonas fragariae (ICMP 5715) EU498791.1 EU498893.1 EU499000.1 EU499119.1
Xanthomonas gardneri (ICMP 16689) EU498843.1 EU498943.1 EU499058.1 EU499178.1
Xanthomonas hortorum (ICMP 453) EU498769.1 EU498871.1 EU498975.1 EU499094.1
Xanthomonas hortorum pv. hederae (ICMP 1661) EU498778.1 EU498987.1 EU499106.1
Xanthomonas hortorum pv. pelargonii (ICMP 4321) EU498787.1 EU498996.1 EU499115.1
Xanthomonas hortorum pv. taraxaci (ICMP 579) EU498772.1 EU498978.1 EU499097.1
Xanthomonas hyacinthi (ICMP 189) EU498960.1 EU499079.1
Xanthomonas melonis (ICMP 8683) EU498816.1 EU498916.1 EU499032.1 EU499152.1
Xanthomonas oryzae (ICMP 3125) EU498784.1 EU498886.1 EU498993.1 EU499112.1
Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (ICMP 5743) EU498797.1 EU499007.1 EU499126.1
Xanthomonas perforans (ICMP 16690) EU498844.1 EU498944.1 EU499059.1 EU499179.1
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis (CHNO1) CP083575.1 CP083575.1 CP083575.1
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis (GX08) NZ_ JADKPW010000017.1 NZ_JADKPW010000019.1 | NZ_JADKPW010000024.1
Xanthomonas pisi (ICMP 570) EU498770.1 EU498872.1 EU498976.1 EU499095.1
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Xanthomonas populi (ICMP 5816) EU498801.1 EU498903.1 EU499014.1 EU499133.1
Xanthomonas sacchari (ICMP 16916) EU499063.1 EU499183.1
Xanthomonas theicola (ICMP 7291) EU499021.1 EU499140.1
Xanthomonas translucens (ICMP 5752) EU499009.1 EU499128.1
Xanthomonas translucens pv. cerealis (ICMP 1409) EU498983.1 EU499102.1
Xanthomonas translucens pv. graminis (ICMP 5733) EU499004.1 EU499123.1
Xanthomonas translucens pv. secalis (ICMP 5749) EU499008.1 EU499127.1
Xanthomonas translucens pv. undulosa (ICMP 5755) EU499010.1 EU499129.1
Xanthomonas vasicola (ICMP 3103) EU498783.1 EU498885.1 EU498992.1 EU499111.1
Xanthomonas vesicatoria (ICMP 63) EU498753.1 EU498855.1 EU498954.1 EU499073.1
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MATERIAL SUPLEMENTAR:

Tabela S2- Estimativas de divergéncia evolutiva entre sequéncias de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis.

Ano de Isolados Local de coleta Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam Xam

coleta 1 3 4 6 8 10 14 15 16 17 18 19 20 21 23 25 26 27 28 20 30 31 35 3% 37 38

2011 Xam1 Acara PA

2011 Xam3 CastanhalPA 0,01

2012 Xam4 Castanhal PA 0,02 0,01

2013 Xam6 Castanhal PA 0,01 001 0,02

2013 Xam8 CastanhalPA 0,05 005 005 0,05

2013 Xam 10 CastanhalPA 001 00L 002 000 005

2014 Xam14  Capitao PocoPA 002 001 002 00l 006 001

2014 Xam 15 Acara PA 00l 00l 002 000 005 000 001

2014 Xam 16 Acara PA 001 00l 002 000 005 00L 00L 000

2014 Xam 17 Acara PA 005 004 004 004 008 005 005 004 005

2014 Xam 18 Acara PA 008 007 008 008 010 008 008 008 008 009

2014 Xam 19 Acara PA 00l 00l 002 000 005 00L 00L 000 00l 005 008

2014 Xam 20 Acara PA 00l 00l 002 000 005 000 0OL 000 000 005 008 0,00

2014 Xam 21 Ananideua 001 00l 002 000 005 000 0OL 000 000 004 008 000 0,00

2014 Xam 23 santalzabelPA 001 001 002 000 005 00L 00l 000 001 005 008 00L 000 0,00

2015 Xam 25 TracuateuaPA 001 001 002 00l 005 001 001 00l 00l 004 008 00L 00L 000 001

2015 Xam 26 TracuateuaPA 001 001 002 000 005 000 00l 000 00l 005 008 00L 00L 000 001 001

2015 Xam 27 lgarape AcuPA 001 00L 002 000 005 00L 00L 000 00l 005 008 00L 000 000 001 00l O00L

2016 Xam 28 lgarape AcuPA 001 001 002 00l 005 001 002 00l 00l 005 008 00L 00l 00l 00l 001 001 001

2015 Xam 29 lgarape AcuPA 001 00L 002 000 005 00L 00L 000 00l 004 008 00L 000 000 00l 000 001 001 00L

2015 xam30 % ';frr;‘:;sﬁo 4 501 002 003 001 006 001 002 001 001 005 008 001 001 001 001 002 001 001 002 001

2016 Xam 31 BragancaPA 002 002 003 00l 006 00l 002 00L 002 006 009 00l 00l 00l 002 002 001 001 002 002 002

2016 Xam 35 lgarape AcuPA 001 001 002 001 005 001 001 00l 00l 005 008 00l 00l 000 001 001 00l 001 00L 00l 002 0,02

2015 Xam 36 TailandiaPA 002 001 002 00l 006 00l 002 00l 00l 005 008 00l 00L 00L 001 00L 00l 00l 002 00L 002 002 00L

2016 Xam 37 Belem PA 00l 00l 00l 00L 002 00L 00L 00l 00l 003 004 00L 00L 00L 001 00L 00l 00l 00l 00l 002 00l 00l 002

2016 Xam 38 Castanhal PA 002 002 003 00l 006 002 002 00l 002 006 009 002 00L 00l 002 002 002 002 002 002 002 00l 002 002 001
CMP 5741 001 00l 00l 000 005 000 00L 000 000 004 008 000 000 000 000 00L 000 000 00l 000 00l 00l 000 00l 00l 001
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ARTIGO 2: SELECAO DE MATERIAIS DE MANDIOCA (Manihot esculenta
CRANTZ) COM RESISTENCIA A BACTERIOSE.

Sandra Valéria Dias Cardoso?; Alessandra Keiko Nakasone?; Ricardos Magela de Souza!
! Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Lavras 37200-900, Brasil
2 Embrapa Amazonia Oriental, Tv. Dr. Enéas Pinheiro s/n, Belém 66095-903, Brasil

RESUMO

A Dbacteriose ou murcha bacteriana causada pela bactéria Xanthomonas phaseolis pv.
manihotis é uma das doencas de maior importancia econdmica na cultura da mandioca. Sua
intensidade esta relacionada, principalmente, com a resisténcia e idade da planta e com as
condigdes edafocliméticas. Dessa forma, a selecdo de cultivares resistentes é conhecida como
a melhor estratégia de controle contra esta doenca. O objetivo com o presente trabalho foi
selecionar cultivares de mandioca resistente a bacteriose em casa de vegetacdo utilizando
materiais de mandioca selecionados em programas de melhoramento genético. Foram
avaliadas vinte e nove cultivares e dois clones de mandioca provenientes dos bancos de
germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticutura, da Embrapa Cerrado e da Embrapa
Amazonia Oriental. Foi usado como padrdo de resisténcia a cultivar BRS Taquari e como
padrdo de suscetibilidade a BRS Vassourinha. A selecdo de material quanto a resisténcia a X.
phaseoli pv. manihotis foi realizada em casa-de-vegetagdo contra os dois isolados mais
agressivos selecionados previamente por teste de agressividade. Os resultados de reacdo das
cultivares a Xpm demonstraram que todos os materiais de mandioca exibiram sintomas com
niveis de incidéncia variados. As cultivares BRS Boitata, BRS Pretinha, BRS Tapioqueira,
BRS Verdinha, BRS 14-10-11, BRS 420, BRS Caipira, BRS 17-012-19, BRS Ocauagu, BRS
17 - 020 -10, BRS Novo horizonte, BRS Dourada, BRS 429, BRS Rendeira, BRS 418, BRS
419, BRS 2012 34 — 15, BRS Prata, BRS Progresso, BRS Poti branca, BRS Mari, BRS
Vassourinha e BRS Formosa foram classificadas como resistentes.

Palavras-chave: severidade da doencga; murchadeira; Manihot esculenta
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ABSTRACT

A bacteriose ou murcha bacteriana causada pela bactéria Xanthomonas phaseolis pv.
manihotis € uma das doencas de maior importancia econémica na cultura da mandioca. Sua
intensidade esta relacionada, principalmente, com a resisténcia e idade da planta e com as
condicdes edafoclimaticas. Dessa forma, a selecdo de cultivares resistentes € conhecida como
a melhor estratégia de controle contra esta doenga. O objetivo com o presente trabalho foi
selecionar cultivares de mandioca resistente a bacteriose em casa de vegetacdo utilizando
materiais de mandioca selecionados em programas de melhoramento genético. Foram
avaliadas vinte e nove cultivares e dois clones de mandioca provenientes dos bancos de
germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticutura, da Embrapa Cerrado e da Embrapa
Amazonia Oriental. Foi usado como padrdo de resisténcia a cultivar BRS Taquari e como
padrdo de suscetibilidade a BRS Vassourinha. A selecdo de material quanto a resisténcia a X.
phaseoli pv. manihotis foi realizada em casa-de-vegetacdo contra os dois isolados mais
agressivos selecionados previamente por teste de agressividade. Os resultados de reacdo das
cultivares a Xpm demonstraram que todos os materiais de mandioca exibiram sintomas com
niveis de incidéncia variados. As cultivares BRS Boitatd, BRS Pretinha, BRS Tapioqueira,
BRS Verdinha, BRS 14-10-11, BRS 420, BRS Caipira, BRS 17-012-19, BRS Ocauagu, BRS
17 - 020 -10, BRS Novo horizonte, BRS Dourada, BRS 429, BRS Rendeira, BRS 418, BRS
419, BRS 2012 34 — 15, BRS Prata, BRS Progresso, BRS Poti branca, BRS Mari, BRS
Vassourinha e BRS Formosa foram classificadas como resistentes.

Keywords: disease severity; wither; Manihot esculenta.
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1 INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) com seu longo ciclo de vida é acometida por
varias doencgas das quais a bacteriose causa sérios danos a producdo em regides cultivadas nos
paises da América Latina, onde as flutuacGes diarias de temperatura e chuva favorecem o
desenvolvimento de doencgas (TAKATZU et al, 1978; ELANGO; LOZANO, 1981).

Considerando que a mandioca se destina a sustentar principalmente agricultores de
baixa renda, a implantacdo de variedades tolerantes ou resistentes & considerada a principal
solucdo para o controle da bacteriose (ZARATE-CHAVES et al., 2021). Mas em funcéo da
grande variacdo edafocliméatica onde a mandioca se desenvolve no Brasil, os trabalhos de
selecdo e melhoramento com a cultura para diferentes formas de utilizagdo sdo dirigidos para
ecossistemas especificos (FUKUDA et al. 2002).

A selecdo clonal e o melhoramento para resisténcia a doenca da mandioca comecaram
na década de 1940, porém, a implantacdo de variedades de mandioca resistentes a
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis em cultivares comerciais € relativamente recente. Para o
Estado do Pard, atualmente hd duas cultivares de mandioca recomendadas pela Embrapa
Amazonia Oriental para plantio, que sdo a BRS Poti e BRS Mari, resistentes a podriddo-mole-
da-raiz, doenca que causa perda total nos plantios (ALBUQUERQUE, 2008a, 2008b). No
entanto, para a bacteriose ainda nédo se tém estudos dessas cultivares no referido Estado. Elas
foram geradas a partir do cruzamento entre uma variedade com reconhecida resisténcia a
doenca, mas adaptada ao Estado do Amazonas, e variedades produtivas adaptadas ao Para
(JUNIOR et al., 2016).

A Embrapa Mandioca e Fruticultura recomenda a cultivar BRS Formosa para as
microrregiGes de Valenga, Santo Anténio de Jesus, Jequié e sudoeste da Bahia. Enquanto a
variedade BRS Purus indicada pela Embrapa Amazonia Ocidental para o Estado do
Amazonas, porém ndo € tolerante a bacteriose e a Embrapa Roraima recomenda as cultivares
BRS Japonesa e BRS Moura, as quais conferem resisténcia a bacteriose, para regiées do
cerrado e mata de transicdo (EMBRAPA, 2018).

A introducdo dessas cultivares resistentes de mandioca correlacionou-se com uma
mudanca na diversidade patogénica das populacfes de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis,
ou seja, novas linhagens do patégeno emergem e suplantam a resisténcia implantada (DIXON
et al., 2002; OGUNJOBI, 2006; ZARATE-CHAVES et al., 2021). Pois, sabe-se que a
durabilidade da resisténcia a doencas € afetada pelo potencial evolutivo da popula¢do dos
patdgenos (MCDONALD; LINDE, 2002).
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Xanthomonas phaseoli pv. manihotis tem recebido consideravel atencéo devido ao seu
potencial devastador nos tropicos e importancia cientifica em todo o mundo (MANSFIELD et
al., 2012). Embora as populacfes desse patdégeno dentro de uma regido geralmente fossem
semelhantes, em alguns casos cepas geneticamente semelhantes foram detectadas em
diferentes regides, sugerindo a migracido de cepas entre paises (ASSIGBETSE et al., 1996;
WYDRA et al., 1998).

Nessa perspectiva, estudos histologicos e citoquimicos dos mecanismos de resisténcia
em mandioca durante a infeccdo pela bactéria mostraram deposicdo de calose que atua como
uma barreira nas células do parénquima cortical e floema para bloquear a multiplicagdo e
dispersido bacteriana (KPEMOUA et al., 1996; SANDINO et al., 2015). Outros mecanismos
de resposta de defesa, incluindo fortificacdo da parede celular, lignificacdo, suberizacdo
associada a deposicdo de calose e producdo de flavonoides e polissacarideos também foram
observados e sdo mais rapidos e fortes em cultivares resistentes em comparagdo com as
suscetiveis (KPEMOUA et al., 1996). Por isso, a resisténcia da cultura da mandioca a
bacteriose é considerada quantitativa (KPEMOUA et al. 1996).

Esses aspectos estimulam muita curiosidade sobre a contribuicdo do gendtipo do
hospedeiro e outros fatores para a diversidade genética do patégeno. Diante desses
questionamentos somados a relevancia nacional da producéo de mandioca do estado do Para,
objetiva-se com este trabalho selecionar cultivares de mandioca resistente a bacteriose em
casa de vegetacdo utilizando materiais de mandioca selecionados em programas de

melhoramento genético.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Teste de cultivar

2.1.1 Material vegetal

Foram avaliadas vinte e nove cultivares e dois clones de mandioca provenientes dos
bancos de germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticutura, da Embrapa Cerrado e da
Embrapa Amazonia Oriental (Tabela 1). A cultivar BRS Taquari (Figura 1) foi usada como
padrdo de resisténcia e a BRS Vassourinha (Figura 2) como padrdo de suscetibilidade. As
ramas de aproximadamente sete meses foram cortadas de 10 a 15 centimentros contendo trés

gemas em cada estaca e adicionadas duas em cada vaso (3 kg) contendo solo para a
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propagacao. As plantas ficaram em casa de vegetacdo por um periodo de aproximadamente

quarenta e cinco dias para atingirem as condi¢0es ideais para ser montado o ensaio.

Tabela 1 - Variedades e clones de mandioca testados para resisténcia a Xanthomonas phaseoli
pv. manihotis e 0 Banco de Germoplasma procedente.

Material vegetal

Procedéncia

BRS Verdinha
BRS14-10-11
BRS Rendeira 2011 34 — 41
BRS Poti branca
BRS Boitata
BRS Novo horizonte
BRS Progresso 2011 34 -64
BRS Ocaugu
BRS Caipira
BRS Tapioqueira
BRS Dourada
BRS Kiriris
BRS Gema de ovo
BRS Pretinha
BRS Formosa
BRS 17 - 020 - 10
BRS 2012 34 - 15
BRS 399
BRS Mulatinha
BRS 17 - 012- 19
BRS Prata
Clone 54/10
Clone 1097/13
BRS 417
BRS 418
BRS 419
BRS 420
BRS 429

BRS Taquari*
BRS Vassourinha?
BRS Mari

Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA
Embrapa Cerrados - DF
Embrapa Cerrados - DF
Embrapa Cerrados - DF
Embrapa Cerrados - DF
Embrapa Cerrados - DF
Embrapa Cerrados - DF
Embrapa Cerrados - DF

Embrapa Cerrados - DF
Embrapa Cerrados - DF
Embrapa Amazonia Oriental - PA

! Cultivar considerada padréo de resisténcia para o Distrito Federal
“Cultivar considerada padréo de suscetibilidade para o Distrito Federal



Figura 1 - Planta da cultivar considerada padrdo de resisténcia na regido Centro-Oeste do
Brasil.
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2.1.2 Inoculagao

A selecéo de material quanto a resisténcia a X. phaseoli pv. manihotis foi realizada em
casa-de-vegetacdo contra dois isolados mais agressivos selecionados no teste de
agressividade. Para o uso experimental, os isolados foram transferidos para 0 meio 523
(KADO; HESKETT, 1970) pelo método de estrias paralelas e incubados por 48 h a 28 °C. A
inoculacéo dos isolados bacterianos foi realizada quando as plantas apresentarem 5 a 6 pares
de folhas verdadeiras, através de pulverizacdo da face inferior das folhas com suspensdo
bacteriana na concentracio de 10 UFC/mL. As plantas foram mantidas em camara imida em
casa-de-vegetagdo por 24 h apos a inoculagéo.

O ensaio foi montado no més de julho, na estacdo menos chuvosa, com média das
temperaturas minimas do més ficou em 23,3°C, enquanto a média das maximas chegou a
34,2°C e umidade relativa do ar de 83.5 % (Inmet, 2024).

2.1.3 AvaliacOes

As avaliacbes foram realizadas a cada dois dias apds o aparecimento dos sintomas,
utilizando-se a escala de notas de Kublik et al. (2020), a qual é baseada em niveis de
severidade crescentes (1%, 2%, 4%, 8%, 16% e 32 %) (Figura 3).

As avaliagOes da severidade da doenga foram realizadas aos 6, 8, 10, 13, 15 e 17 dias
apos a inoculagdo do patdégeno.
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Figura 3 - Escala diagramatica para quantificacdo da severidade de Xanthomonas phaseoli pv.
manihotis em folhas de mandioca.
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Fonte: Kublik et al. (2020).

2.1.3 Delineamento experimental e analises

O ensaio foi montado em esquema fatorial, composto de dois fatores (isolado x
cultivar/clone) e o delineamento foi em blocos casualizados com quatro repetigdes. Com o0s
valores obtidos a partir da escala diagramatica, foi calculada a area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD), proposta por Shaner e Finney (1977) e os dados foram
submetidos a teste estatistico utilizando o software Sisvar, onde as médias foram comparadas
pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Com base na porcentagem de AACPD de cada cepa, a média dos maiores valores de
AACPD foi considerado como 100% e a partir desse dado foram realizados calculos baseados
nos percentuais para a formacdo de cada grupo: resistentes (0 - 33,2%), moderadamente
resistentes (33,3 - 49,9%) e suscetiveis (50 - 100%). Para a AACPD total, a qual é composta
pela soma das médias das reacdes para as duas cepas de cada cultivar, também foi
considerada como 100% para a formacdo dos grupos de resistentes, moderadamente
resistentes e suscetiveis com 0s mesmos parametros de percentuais utilizados por Banito et al.
(2010).
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3 RESULTADOS

3.1 Reacao de cultivares de mandioca a Xanthomonas phaseoli pv. manihotis

Todos os materiais vegetais testados para as bactérias Xam 4 e Xam 35 foram
suscetiveis e apresentaram sintomas tipicos da bacteriose em diferentes graus de severidade
(Figura 4). Na analise de variancia, foi verificada diferenca significativa entre isolados, entre
variedades e também na interacao cultivar x isolado (Tabelas 2, 3 e 4).

Os dados da média geral da AACPD da tabela 2 mostra a formacdo de quatro
agrupamentos de similaridade, as cultivares BRS Boitata, BRS Verdinha, BRS Pretinha, BRS
Tapiogueira, BRS Formosa, BRS 14-10-11, BRS Caipira, BRS Ocauacgu, BRS 17-012-19,
BRS 420 e BRS 429 foram consideradas as mais resistentes a Xpm enquanto a BRS 417 e a

BRS Taquari as mais sucetiveis.

Figura 4 - Sintomas da bacteriose apresentados no ensaio em diferentes graus de severidade.

Legenda: Progressdo das manchas ao longo da avaliagdo (A), (B), (C) e (D). Algumas cultivares
apresentaram queda de praticamente todas as folhas inoculadas indicadas. Os caules sem folhas s&o
indicados pelas setas em vermelho (E). Goticula de exsudato bacteriano circuladas em vermelho
manifestado pelas cultivares BRS Poti branca inoculada com Xam 35 e BRS 17 inoculada com Xam 4

(F).
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Tabela 2 - Severidade média para Xanthomonas phaseoli pv. manihotis inoculadas nas

diferentes cultivares de mandioca.

Cultivares AACPD!
BRS Boitata 0,07 a*
BRS Verdinha 3,60 a
BRS Pretinha 535a
BRS Tapioqueira 592a
BRS Formosa 10,34 a
BRS 14-10-11 11,45 a
BRS Caipira 15,16 a
BRS Ocauacu 1794 a
BRS 17-012-19 19,39 a
BRS 420 20,95 a
BRS 429 23,03 a
BRS 17 - 020 -10 26,16 b
BRS Poti branca 28,56 b
BRS 419 30,49 b
BRS Novo horizonte 30,86 b
BRS Rendeira 35,10 b
BRS Prata 35,72 b
BRS Vassourinha 36,30 b
BRS 399 37,96 b
BRS 2012 34 - 15 39,48 b
BRS Dourada 41,11 b
BRS 418 4352 b
BRS Mari 45,44 b
BRS Progresso 48,67 b
BRS Kiriris 50,33 b
BRS Mulatinha 70,66 b
Gema de ovo 78,17 b
Clone 1097/13 80,54 b
Clone 54/10 110,08 ¢
BRS 417 133,64 d
BRS Taquari 164,95 d
CV (%) 64,25

TAACPD = &rea abaixo da curva do progresso da doenga. 2Médias seguidas de mesma letra minuscula
ndo diferem entre si dentro da mesma coluna pelo teste de Scott Knott a nivel de 5% de probabilidade.

Houve diferenca significativa entre os isolados em estudo, sendo o isolado Xam 35

mais agressivo que Xam 4 (Tabela 3). As medias de AACPD para cada isolado também foram

analisadas para melhor interpretacdo dos dados.
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Tabela 3 - Médias da severidade dos isolados de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis.

Tratamentos Meédias

Xam 4 25,26 a

Xam 35 58,67 b
1 Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si dentro da mesma coluna pelo teste
de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Para a avaliacdo das médias de severidade avaliadas para cada isolado, as cultivares
BRS 418, BRS 419, BRS 17 - 020 -10, BRS Mari, BRS Dourada, BRS Poti branca, BRS
Prata e BRS Vassourinha passaram a fazer parte do grupamento de cultivares resistentes a
Xpm juntamente com as outras onze cultivares citadas anteriormente quando a média geral foi
analisada. Esses materiais também ndo apresentaram diferenca significativa quanto aos
isolados (Tabela 4).

Para o isolado Xam 4, formou-se dois grupamentos de similaridade e as cultivares
mais susceptiveis foram BRS 2012 34 - 15, BRS 417, BRS Taquari e os clone 54/10 e
1097/13 (Tabela 4). Para o isolado Xam 35, as cultivares foram separadas em trés grupos de
similaridade e as mais susceptiveis foram BRS 417 e BRS Taquari (Tabela 4). Porém,
somente a BRS 2012 34 -15 e o clone 1097/13 n&o diferiram significativante para ambos
isolados (Tabela 4).

Tabela 4 - Reagéo de cultivares de mandioca aos dois isolados de Xanthomonas phaseoli pv.
manihotis.

Isolados bacterianos

Cultivares

Xam 4 Xam 35
BRS 399 4,61 °A° 121,01 bB
BRS 417 83,43 bA 183,85 cB
BRS 418 33,35 aA 34,36 aA
BRS 419 34,56 aA 48,73 aA
BRS 420 0,40 aA 27,80 aA
BRS 429 9,81 aA 50,85 aA
BRS 14-10-11 0,80 aA 22,10 aA
BRS 17 - 020 -10 21,88 aA 22,75 aA
BRS 17-012-19 4,41 aA 26,41 aA
BRS 2012 34 - 15 56,20 bA 30,43 aA

BRS Boitata 0,13 aA 0,00 aA
BRS Caipira 13,53 aA 16,78 aA
Clone 1097/13 79,65 bA 144,96 bA
Clone 54/10 75,18 bA 129,33 bB
BRS Dourada 22,6 aA 36,25 aA
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BRS Formosa 0,80 aA 19,88 aA

BRS Gema de ovo 35,31 aA 89,35 bB
BRS Kiriris 11,30 aA 81,43 aB
BRS Mari 35,28 aA 59,70 aA
BRS Mulatinha 11,98 aA 87,06 bB
BRS Novo horizonte 2,01 aA 53,68 aB
BRS Ocauacu 21,21 aA 14,66 aA
BRS Poti branca 29,33 aA 58,70 aA
BRS Prata 22,70 aA 55,60 aA
BRS Pretinha 1,06 aA 2,43 aA
BRS Progresso 10,26 aA 71,30 aB
BRS Rendeira 11,50 aA 59,61 aB
BRS Tapioqueira 10,83 aA 1,00 aA
BRS Taquari 112,30 bA 217,60 cB
BRS Vassourinha 21,75 aA 41,50 aA
BRS Verdinha 4,76 aA 9,63 aA

tAACPD = érea abaixo da curva do progresso da doenca. 2Médias seguidas
de mesma letra minGscula ndo diferem entre si dentro da mesma coluna
pelo teste de Scott Knott a nivel de 5% de probabilidade. 3Médias seguidas
de mesma letra mailscula ndo diferem entre si ha mesma linha pelo teste
de Scott Knott a nivel de 5% de probabilidade.

Foram observados comportamentos padronizados de reacGes as duas cepas de
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis para a maioria das cultivares (Tabela 5). Porém, as
cultivares BRS Kiriris e BRS Mulatinha foram consideradas resistentes para Xam 4,
moderadamente resistentes para Xam 35 e para a AACPD total foram resistentes. J& a cultivar
BRS Gema de ovo foi resistente somente para Xam 4 mas moderadamente resistente tanto
para Xam 35 como para a AACPD total. A BRS 399 foi a Unica que apresentou reacdo
diferenciada em cada, resisténcia para Xam 4, suscetibilidade para Xam 35 e moderada
resisténcia para a AACPD total. Das 31 cultivares, 23 provaram resisténcia enquanto 4 foram
suscetiveis e as outras 4 apresentaram respostas variaveis. As cultivares suscetiveis foram
BRS 417 e BRS Taquari, juntamente com os Clones 1097/73 e 54/10.

As cultivares BRS Taquari e BRS Vassourinha ndo apresentaram os resultados
padrdes esperados. A cultivar padrdo de resisténcia (BRS Taquari) apresentou reacdo de
suscetibilidade enquanto a cultivar padrao de suscetibilidade (BRS Vasssourinha) apresentou
resposta de resisténcia. Na figura 5 é possivel observar a agressividade dos dois isolados
testados e como controle negativo, a planta testemunha ao meio das duas plantas inoculadas,
pois na ultima avaliagdo, mais especificamente ao décimo sétimo dia a maioria das folhas

avaliadas ja tinham caido das plantas e atingido a nota maxima de avaliag&o.
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Tabela 5 - Reacdo de trinta e uma cultivares de mandioca inoculadas com dois isolados
altamente virulentos de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis.

Cultivares Xam 4 Xam 35 AACPD total
BRS BRS Boitatd 0,13 R® 0,00 R 0,13 R
BRS BRS Pretinha 1,06 R 2,43 R 349R
BRS Tapioqueira 10,83 R 1,00 R 11,83R

BRS Verdinha 476 R 9,63 R 14,39 R
BRS Formosa 0,80R 19,88 R 20,68 R
BRS 14-10-11 0,80R 22,10R 22,90 R

BRS 420 0,40R 27,80R 28,20 R

BRS Caipira 13,53 R 16,78 R 30,31R
BRS 17-012-19 441R 26,41 R 30,82 R
BRS Ocauacu 21,21 R 14,66 R 3587R
BRS 17 - 020 -10 21,88 R 22,75R 4463 R
BRS Novo horizonte 2,01 R 53,68 R 55,69 R
BRS Dourada 2260 R 36,25 R 58,85 R

BRS 429 9,81R 50,85 R 60,66 R
BRS Vassourinha 21,75R 4150 R 63,25 R

BRS 418 33,35R 34,36 R 67,71 R

BRS Rendeira 11,50 R 59,61 R 71,11 R

BRS Prata 22, 70R 55,60 R 78,30 R

BRS Progresso 10,26 R 71,30R 81,56 R

BRS 419 34,56 R 48,73 R 83,29 R

BRS 2012 34 - 15 56,20 R 30,43 R 86,63 R
BRS Poti branca 29,33 R 58,70 R 88,03 R
BRS Mari 35,28 R 59,70 R 92,73 R
BRS Kiriris 11,30 R 81,47 MR? 94,98 R
BRS Mulatinha 11,98 R 87,06 MR 99,04 R
BRS Gema de ovo 3531R 89,35 MR 124,51 MR
BRS 399 4,61 R 121,01 S 125,62 MR
Clone 54/10 7518S' 129,33 S 204,51 S
Clone 1097/13 79,65 S 144,96 S 224,61S
BRS 417 83,43 S 183,85 S 267,28 S
BRS Taquari 112,30°S  217,60°S 329,90* S

'S = suscetivel (50-100%); ‘MR = moderadamente resistente (33,3-49,9%); °R = resistente (0-33,2%):
*Valor mais alto de AACPD usado como 100% para determinar o grupo de reacdo de acordo com o
total; °A média dos maiores valores de AACPD das 2 cepas foi utilizada como valor de 100% para
determinar o grupo de reacdo para cada uma das cepas.
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Figura 5 - Plantas da cultivar BRS Taquari inoculadas com os isoladas com as duas bactérias
(Xam 4 e Xam 35) e com &gua de torneira (testemunha) avaliadas no décimo sétimo
dia apo6s a inoculacao.

A cultivar BRS Vassourinha, estd entre as cultivares resistente a bacteriose da
mandioca perante o estudo com os dois isolados testados. Na Figura 6 observa-se a aparéncia
das plantas inoculadas comparadas com a planta testemunha, a qual estd coerente com o0s
dados de baixa severidade pela andlise estatistica, pois as plantas apresentaram poucos
sintomas ao longo das avaliagdes e ndo foram capazes de atingir todo o tecido foliar causando

a seca das folhas e consequentemente a morte e a queda das folhas.

Figura 6 - Plantas da cultivar BRS Vassourinha inoculadas com os isolados (Xam 4 e Xam
35) e com &gua de torneira (testemunha) avaliadas no décimo sétimo dia apés a
inoculacéo.

Q)
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4 DISCUSSAO

Condicgdes climaticas com grandes flutuagbes de temperatura durante dia/noite
tornam-se favoraveis para o aumento da severidade da bacteriose da mandioca (LOZANO,
1986). O Municipio de Belém, cidade onde foram realizados os experimentos em casa de
vegetacdo, apresentaram valores médios de temperaturas minima e méaxima do ar de 23,2 °C e
34,2 °C, respectivamente no periodo da execucdo do ensaio (INMET, 2024). Esta condigé&o,
somada a alta umidade relativa do ar de 83,6%, certamente pode ter influenciado nos
resultados obtidos.

Banito et al. (2008) observaram alta interagdo de genétipos de mandioca com o ambiente
e as reac0es de tolerancia de alguns gendtipos. Ao avaliaram vinte e sete gen6tipos de mandioca
em diferentes ambientes durante dois anos, os autores concluiram que poucos gendtipos
exibiram o mesmo padrdo de resisténcia nos diferentes ambientes, enquanto a maioria dos
genotipos avaliados reagiram a infeccdo de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis pela
mudanga de ambiente.

A influéncia do ambiente também é capaz de gerar variacdo da agressividade entre
isolados de Xpm. Martin et al. (2017) ao estudarem a distribuicdo de isolados de Xpm na
Costa do Marfin e a sensibilidade de reacdo de oito cultivares de mandioca ao patdgeno,
demostraram que a severidade da doenca foi muito baixa na estagdo seca, em contrapartida, o
periodo chuvoso contribuiu para a expansdo da doenca.

Com base nos diferentes valores de severidade observados no presente trabalho,
constatou-se a variabilidade patogénica dos isolados de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis
e que podem ser identificados em diferentes niveis de agressividade. Nessa perspectiva,
outros trabalhos também apresentaram velocidades diferentes no aparecimento dos sintomas
de bacteriose (NERY-SILVA et al., 2007; BANITO et al., 2010; OGUNJOBI et al., 2010;
TEIXEIRA et al., 2021; AQUILES et al., 2021).

Na selecédo dos isolados para o teste de variabilidade das cultivares, optou-se por dois
isolados de regides diferentes, um pertencente ao municipio de Castanhal (Xam 4) e outro de
Igarapé-Acu (Xam 35). Pois, assim como demostrado por Aquiles et al. (2021) que a cepa
UnB 1111 (Paranavai-PR) foi mais agressiva que a cepa UnB 1386 (Planaltina-DF) com base
no valor médio do grau de reacdo, mostrando a variagdo que existe entre os isolados
bacterianos de diferentes regiGes. Essa variabilidade existente pode ser compreendida pela
variabilidade TALEs (efetores semelhantes a ativadores de transcrigdo) em populagdes de

Xpm. As sequéncias TALEs permitem fazer algumas inferéncias evolutivas e funcionais sobre
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a biologia TALE para o patossistema Xpm —mandioca (ZARATE-CHAVES, et al., 2021).
Porém, ainda sdo poucos trabalhos com essa abordagem de estudo.

Com relacdo as reacOes das cultivares inoculadas com Xpm neste trabalho, utilizou-se
a escala de notas atualmente descrita por Kublik et al. (2020) e os dados obtidos com
significancia estatistica que corroboram com a eficiéncia da escala citada. A maioria dos
trabalhos publicados recentemente ainda utilizam diferentes escalas baseadas em notas de
sintomas visuais na parte aérea, porcentagens de desfolha e de infeccdo sistémica do caule,
pois a metodologia de inoculacdo utilizada é por inoculacdo do caule (NERY-SILVA, et al.,
2007; TEIXEIRA et al., 2021; AQUILES et al., 2021). Porém, para a selecdo de cultivares
resistentes, Banito et al. (2010) recomendam que a inoculacdo foliar é fundamental,
adicionalmente aos testes em campo e em diferentes ambientes, para a selecdo de materiais
resistentes.

As cultivares BRS Boitata, BRS Pretinha, BRS Tapioqueira, BRS Verdinha, BRS 14-
10-11, BRS 420, BRS Caipira, BRS 17-012-19, BRS Ocauagu, BRS 17 - 020 -10, BRS Novo
horizonte, BRS Dourada, BRS 429, BRS Rendeira, BRS 418, BRS 419, BRS 2012 34 — 15,
BRS Prata, BRS Progresso, BRS Poti branca, BRS Mari, BRS Vassourinha e BRS Formosa
foram classificadas como resistentes no presente trabalho.

No trabalho realizado no estado da Bahia por Teixeira et al. (2021), as cultivares BRS
Formosa e BRS Poti branca foram consideradas como moderadamente resisténtes, porém,
nessa classificacdo essas cultivares foram consideradas resisténtes. A cultivar BRS Formosa
também foi considerada resistente em campo a Xpm (VIEIRA et al. 2013 ). Segundo Teixeira
et al. (2021) o plantio desta cultivar minimizou os problemas causados pela doenca.

Além desses materiais, outros também apresentaram resultados de reacOes
diferenciadas quando testados na Bahia, cultivares classificadas como suscetiveis por Teixeira
et al. (2021) foram consideradas resistentes e moderadamente resistentes no presente trabalho,
como as cultivares BRS Mulatinha e BRS Kiriris enquanto a BRS Tapioqueira, BRS Novo
horizonte, BRS 398, BRS Caipira mostraram resisténcia neste trabalho. Os resultados
diferenciados podem ser dados pelas cepas selecionadas para a inoculagdo, procedentes de
regides diferentes, pois 0s patdgenos mais agressivos resultam em maiores médias e logo irdo
influenciar na classificacao da reacéo.

A cultivar BRS 399 apresentou moderada resisténcia aos dois isolados de Xpm do
Pard, como também para trés cepas testadas no Distrito Federal, apresentando potencial para

cultivo em regides onde as condi¢Bes climaticas sdo favoraveis ao desenvolvimento da
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bacteriose (AQUILES et al., 2021). Porém, os resultados para os padrdes BRS Taquari e BRS
Vassourinha foram opostos comparados aos testes realizados por Aquiles et al. (2021). Por
conta desses aspectos, Ramos e Takatsu (1987) recomendam que a introducao de cultivares de
outras regides seja feita com avaliagdo prévia de seu comportamento nas condicdes da regido
de introducdo das mesmas.

A cultivar local, BRS Mari, é registrada como moderadamente resistente a podrid&o-
mole das raizes da mandioca (ALBUQUERQUE, 2008). Apresentou resisténcia a bacteriose
nesse estudo, demostrando ser promissora em regides produtoras do Estado do Para onde a
doenca esta disseminada.

As diferencas na reacdo das cultivares a inoculacdo de Xam podem ser devidas as
variacdes genotipicas das cultivares em decorréncia de diferencas na secrecao de compostos
fenolicos, lignificacdo, deposicdo calosa, suberizacdo e oclusdo de vasos (tilose), compostos
antimicrobianos nas atividades vasculares e fisiologicas (LOZANO; LABCRRY, 1982;
BANITO et al., 2010). Zinsou et al., (2006) também sugeriram que a cera superficial da folha
de mandioca e o nimero de estobmatos foliares adaxiais pode desempenhar um papel na defesa
contra a bacteriose como barreira estrutural, mas nao € sdo considerados decisivos para a
resisténcia.

E mais recentemente, Ramirez et al. (2020) tentaram elucidar 0os mecanismos
moleculares ativados na mandioca em resposta a Xpm, onde estudaram perfis de expresséo de
MRNA em larga escala usando uma abordagem RNAseq para identificar respostas de uma
cultivar de mandioca resistente para um determinado isolado e suscetivel para outro. As
diferencas entre as duas interagdes podem ser explicadas quantitativamente, a resposta
resistente obteve menor quantidade de genes expressos comparando com a resposta suscetivel
(RAMIREZ, et al., 2020).

5 CONCLUSOES
e Todos os materiais avaliados apresentaram sintomas tipicos da bacteriose, porém com
variacdo de severidade da doenca entre as variedades testadas e com variacdo de
agressividade entre os isolados inoculados;

¢ Dos trinta e um materiais testados, vinte e trés foram classificados como resistentes.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese apresentou os resultados obtidos utilizando técnicas moleculares e
teste de patogenicidade para o conhecimento de diferentes populagcdes de Xpm existentes no
Estado do Paré e selecionar materiais de mandioca visando a resisténcia a bacteriose.

Os resultados alcangados neste estudo sdo importantes para a comunidade cientifica
que objetiva propor estratégias de controle a bacteriose da mandioca, haja vista a inexisténcia
de tratamento curativo para a doenca somado a poucos estudos relacionados tanto a
diversidade genética do patdgeno, quanto a selecdo de resisténcia a Xpm no Brasil e mais
especificamente no Estado do Para.

No presente trabalho, foi possivel comprovar a existéncia de uma grande diversidade
genética de isolados de Xpm, possivelmente a disseminacdo desses patdgenos as diversas
regibes produtoras de mandioca do Estado do Para é resultante da troca de material de
propagacao vegetativa entre produtores. Dessa forma, a relacdo de severidade da doenga néo
obteve correlacdo com a variabilidade genética ou as origens geograficas. No teste de sele¢éo,
23 cultivares foram selecionadas classificadas como resistentes para o Estado do Para,
incluindo a cultivar BRS Mari a qual ja € indicada para a regido como produtiva e resistente a
prodriddo da raiz. Portanto, os dados originados deste trabalho abrem precedentes para
pesquisas futuras quanto a diversos ambitos relacionados ao controle da doenca bacteriana da

mandioca.
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