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RESUMO

MELO, R. C. C. Otimizacdo da deteccdo de Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis por PCR e estudo da movimentagéo sistémica

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) apresenta alto valor energético, tendo suas
raizes ricas em carboidratos e sua parte aérea rica em proteina, sendo utilizada na
alimentacdo humana e animal. Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) é o
agente causal da bacteriose da mandioca, a qual pode causar prejuizo na producao
de até 100%. Xam é capaz de infectar toda a parte aérea da planta, afetando a
planta em qualquer estadio do seu desenvolvimento. Para minimizar os danos ou
mesmo impedir a disseminacdo da doenca faz-se necessaria a busca por métodos
rapidos e eficientes de diagnose. Apesar de ja existirem iniciadores descritos para a
diagnose molecular de Xam por PCR, houve falha na tentativa de utilizacdo nas
populacdes amostradas, gerando a necessidade de modificagdo no iniciador reverso
a fim de permiter o seu uso em procedimentos de diagnostico de rotina. Assim, este
trabalho teve como principal objetivo aprimorar a diagnose de Xam por PCR,
utilizando um par de iniciadores modificado, em adi¢do, uso deste na indexacao de
plantas e em estudos envolvendo a movimentacdo sistémica da bactéria. A
otimizacdo da diagnose foi realizada utilizando um par de iniciadores (XV -
XK_MOD), uma modificacdo no iniciador reverso ja descrito em literatura, em que
houve a retirada dos dois nucleotideos iniciais. Para os testes de validacdo dos
iniciadores, foram utilizadas cinco isolados de Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis, um Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, quatro isolados de espécies
fitopatogénicas gram negativas, seis espécies de bactérias endofiticas isoladas de
material vegetal de mandioca associadas a sintomas de bacteriose e, uma amostra
de bactéria Gram positiva. O limite de deteccao foi avaliado utilizando seis diluicbes
do DNA de Xam. Houve amplificacdo do DNA de Xam e nas concentracdes de 100,
75, 50 e 25 ng. Os iniciadores também foram capazes de detectar o patégeno em
haste e folhas de mandioca com sintomas e em diferentes partes da haste infectada,
sintomatica e assintomatica, tornando o método de diagnose mais eficiente. Além
disso, foi verificada a possivel utilizacdo dos iniciadores no estudo da movimentagéo
sisttmica da bactéria e sua possivel relacdo com a resisténcia de diferentes
variedades de mandioca. Para isso, nove variedades foram inoculadas com Xam,

tendo o seu DNA total extraido de quatro diferentes pontos na haste para posterior



utilizagdo na PCR. Este procedimento permitiu verificar a movimentagéo sistémica
da bactéria nos diferentes genotipos, entretanto, ndo houve correlacdo entre a

movimentacao sistémica da bactéria e resisténcia da planta hospedeira.

Palavras-chave: Doengas da mandioca, Controle de doencas, Xam, Dinamica da

bacteriose.



ABSTRACT

MELO, R. C. C. Optimization of detection of Xanthomonas axonopodis pv.

manihotis by PCR and study of systemic movement.

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is highly energetic, with its roots rich in
carbohydrates and shoots rich in protein is used for food and feed. Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis (Xam) is the causal agent of cassava bacterial blight,
which can lead to losses in production up to 100%. Xam is capable of infecting all
aerial parts of the plant, affecting the plant at any stage of its development. To
minimize damage or even prevent the spread of the disease it is necessary to search
for fast and efficient methods of diagnosis. Although there are primers described for
the molecular diagnosis of Xam PCR, an attempt to use the sampled populations
failed, creating the need for change in the reverse primer to allow its use in routine
diagnostic procedures. This work aimed to enhance the diagnosis of Xam by PCR
using a modified pair of primers, and indexation of plants and studies involving
systemic movement of bacteria. The optimization of the diagnosis was carried out
using a pair of primers (XV - XK_MOD), a modification in the reverse primer
described in literature, in which there was the removal of the first two nucleotides. For
the test of the validation of the primers five isolates of Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis one Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae four strains of gram-
negative plant pathogens, six species of endophytic bacteria isolated from cassava
plant material associated with symptoms of fire blight, and one Gram positive sample,
were used. The detection limit was evaluated using six Xam DNA dilutions. There
was Xam amplification of DNA and the concentrations of 100, 75, 50 and 25 ng. The
primers were also capable of detecting the pathogen in the stem and cassava leaves
with symptoms and in different parts of the infected stem, symptomatic and
asymptomatic, making the diagnosis a more efficient method. Furthermore, the
possible use of the primers in the study of systemic movement of bacteria and their
possible relationship with the resistance of different cassava varieties was detected.
Furthermore, nine varieties were inoculated with Xam, and their total DNA isolated
from four different points in the stem for subsequent use in PCR. This procedure
demonstrated the systemic movement of bacteria in different genotypes, however,
there was no correlation between systemic movement of bacteria and host plant

resistance.



Keywords: Cassava Disease, Disease Control, Xam, Dynamics of bacterial
blight.
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INTRODUCAO GERAL E JUSTIFICATIVA

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), pertencente a familia Euphorbiacea,
apresenta alto valor energético, tendo suas raizes ricas em carboidratos de grande
importancia na alimentacdo humana e animal e, sua parte aérea, rica em proteina.
Essa cultura possui crescente importancia no mundo tropical, sendo utilizada na
alimentacdo de cerca de 500 milhdes de pessoas em todo o mundo, além de ser
estratégica na mitigacdo da pobreza e diminuicdo do éxodo rural, ja que é produzida
principalmente por agricultores familiares e em pequenas propriedades, geralmente
de baixa renda (NASSAR et al.,, 2001; CARVALHO, 2006; Food and Agriculture
Organization of the United Nations - FAO, 2014).

De facil adaptacdo, a mandioca é cultivada em todos os estados brasileiros,
situando-se entre os dez primeiros produtos agricolas do Pais, em termos de area
cultivada, e, em quantidade de producao, estando entre os cinco produtos agricolas
mais produzidos (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, 2013).

Apesar de ser uma cultura bastante tolerante as condi¢cdes edafocliméticas
marginais, a mandioca é afetada por muitas pragas e doencas, 0 que compromete
significativamente sua producéo e comercializacdo (LOPEZ; BERNAL, 2012). Dentre
as doencas que acometem esta cultura, a bacteriose da mandioca, causada por
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam), € uma das doencas mais destrutivas
(LOZANO, 1986; FOKUNANG et al., 2000; VERDIER et al., 2001).

Xam é uma bactéria Gram negativa com forma de bastonete pertencente a
Familia Xanthomonadaceae, a qual foi identificada pela primeira vez no Brasil em
1912 em Séao Paulo e atualmente é amplamente disseminada em areas de producao
de mandioca no mundo (BONDAR, 1912 apud VERDIER et al., 1992; MASSOLA,
BENDENDO, 1997; RYAN et al. 2011). A bactéria pode penetrar no tecido da planta
por estbmatos, hidatédios e por ferimentos, sendo capaz de infectar toda a parte
aérea, afetando a planta em qualquer estadio do seu desenvolvimento. Os prejuizos
causados por esta bactéria na producdo podem variar de 5 a 100%, dependendo
das condi¢cdes climaticas, variedades utilizadas, inoculo inicial e variacdo na
viruléncia/agressividade de isolados desta bactéria (MARAITE, 1993; MASSOLA,
BENDENDO, 1997; VERDIER, et al., 2001; LOPEZ; BERNAL, 2012).

As doencas de plantas sdo responsaveis por grandes perdas na produgdo

agricola mundial, sejam causadas por fungos, bactérias, virus ou outros micro-


http://en.wikipedia.org/wiki/Xanthomonadaceae
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organismos, juntamente com pragas que aumentam o desequilibrio de tal producéo
(SANKARAN, 2010). Neste contexto, métodos de diagnose sensiveis, especificos e
rapidos, sdo primordiais no estudo e trabalhos da Fitopatologia, uma vez que a
deteccdo do patégeno no tecido vegetal é extremamente importante para subsidiar
estudos de métodos de controle e erradicacdo da doenca (MENDONZA, 2012). No
Brasil, o estudo sobre diagnose de Xam ainda é escasso, no entanto, Verdier et al.
(2001) realizaram um trabalho de comparacdo de técnicas ja desenvolvidas
utilizadas para detecgdo de Xam - ELISA, PCR, Nested-PCR e Dot-blot, a fim de
verificar qual técnica possuia o melhor desempenho, onde verificou-se que o método
de PCR foi o mais rapido e especifico.

Embora Verdier et al. (1998) tenham desenvolvido um método eficiente de
deteccdo de Xam utilizando iniciadores especificos, testes realizados no
Laboratdrios de Virologia Molecular da Embrapa Mandioca e Fruticultura, utilizando
estes iniciadores especificos, ndo foi possivel verificar a amplificacdo do fragmento
esperado, mesmo apds sucessivas tentativas de amplificacdo e otimizacdo das
condicbes de PCR (dados nao publicados). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
investigar as condicbes que causaram a auséncia de amplificacdo com o0s
iniciadores especificos descritos em literatura, propor modificacdes em um dos
iniciadores a fim de permitir a amplificacdo da regido alvo e validar a utilizacdo deste
novo par de iniciadores na identificagcdo de isolados de Xam, bem como seu uso na
indexacdo de plantas e em estudos envolvendo a movimentacdo sistémica da

bactéria.
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OBJETIVO GERAL

Otimizar a detec¢ao de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam),
agente causal da bacteriose da mandioca, por PCR, e avaliar sua
aplicagdo na indexagdo e estudo da movimentacdo sistémica da

bactéria.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Modificar os iniciadores propostos por Verdier et al. (1998);

Validar o par de iniciadores modificado;

Realizar amplificacdo especifica com isolados de Xam;

Detectar, por meio da PCR, a presenca de Xam em tecido vegetal
infectado;

Realizar analise exploratoria do uso dos iniciadores como ferramenta
de estudos da movimentacdo da bactéria na planta;

Relacionar a movimentacdo sistémica da bactéria e a resisténcia da

planta.



CAPITULO |
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Revisao de literatura
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1 A cultura da mandioca (Manihot esculenta Crantz) e sua
importancia

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), conhecida em outros paises como
“‘yuca” (Espanhol), “manioc” (Francés), “manihot”, “cassava” (Inglés), “cassave”
(Holandés), “tapioca” (paises da Asia) e “maniok” (Alemao) (FAO, 2000), teve sua
origem na América do Sul e hoje seu cultivo encontra-se distribuido em mais de 100
paises, principalmente da América do Sul, Africa e Asia (NASSAR et al., 2008). Esta
cultura pertence ao género Manihot, o qual € constituido por cerca de 100 espécies,
das quais a mandioca detém grande valor e € amplamente cultivada (FAO, 2013).

O cultivo dessa cultura garante diretamente o sustento de mais de 500
milhdes de agricultores em todo o mundo (FAO, 2014). Uma prética que gera
emprego e renda principalmente para familias de baixa renda, por ser uma cultura
bastante versétil, sendo aproveitadas todas as suas partes, podendo ser consumida
in natura ou na forma de doces, beijus e farinha (AKINBO et al., 2012; Companhia
Nacional de Abastecimento - CONAB, 2013).

Em 2012, a producdo mundial desta cultura alcancou aproximadamente 270
milhdes de toneladas, ocupando a nona posi¢cao em relacdo aos produtos agricolas
mais produzidos mundialmente, tendo como maiores produtores a Nigéria, Tailandia,
Indonésia e, em quarto lugar, o Brasil com cerca de 23 milhdes de toneladas (FAO,
2014). Em 2013, o Brasil alcancou uma producdo em torno de 21,2 milhdes, com
uma estimativa de 23,5 milhdes de toneladas para 2014. Neste cenario brasileiro, a
regido Nordeste se destaca com grande producéo, aumentando 12,8% em relacao
ao ano anterior, tendo a Bahia como o terceiro estado com maior producéo,
chegando a janeiro de 2014 com aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas (Fig. 1)
(IBGE, 2014; CONAB, 2014).
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2008 [ 2009 [ 2010 T 2011 [ 2012 2013 T 2014
OPara 4.799,09 5.026,54 4.506,11 4.644,49 4.808,74 4.681,10 4.681,10
DParana 3.325,04 3.654,71 4.012,94 4719,24 3.869,08 3.865,60 4.239,90
BBahia 2.359,35 2.335,03 3.211,27 2.977,19 2.202,16 1.854,49 2.472,01
OMaranhao 1.758,03 1.080,77 1.540,74 1.780,27 1.529,58 1.325,33 1.622,29
DRio G.do Sul| __ 1.339.73 1.281,82 1.314,00 1.305,00 1.191,20 1.165,96 1.201,59
@Sao Paulo 1.038,00 1.136,67 1.080,94 1.212,40 1.443,51 1.053,90 1.053,90

Figura 1. Producéo de raiz de mandioca em milhdes de toneladas nos principais estados brasileiros
ao longo dos anos 2008 a janeiro de 2014. Fonte: IBGE elaborado pela CONAB.

Esta expressiva produgédo mundial de mandioca tem aumentado ao longo dos
anos. Em 2012, um estudo da FAO estimou um aumento da producdo mundial de
60% em relagéo ao ano 2000 (FAO, 2013).

Ha uma grande variedade fenotipica dentro da espécie M. esculenta Crantz.
Suas raizes podem ser conicas, cilindricas ou irregulares, pouco fibrosas e espessas
lateralmente, com coloragdo creme, amarela e marrom claro a escuro, com
superficie lisa; suas folhas podem apresentar-se com 3 a 11 foliolos, sendo lisos ou
enrolados, arranjados em forma de espiral em torno do peciolo, caracteristicas estas
gue as diferem da maioria das espécies selvagens, as quais apresentam suas raizes
mais fibrosas e esguias além de possuirem superficie aspera e, com algumas
espécies alcancando mais de 20 metros de altura (NASSAR, 2001; FAO, 2013).

Além dessas caracteristicas fenotipicas que ajudam na adaptacdo a
diferentes ambientes, a mandioca é bastante tolerante as condicdes edafoclimaticas
marginais, sendo eficiente na obtencdo da agua e dos nutrientes do solo. Portanto,
tem o potencial de produzir rendimentos consideraveis usando poucos aditivos
agricolas ou mesmo nenhum, o que permite que esta seja cultivada em diferentes
ecossistemas, dispondo de pouco investimento para implantagdo e manejo do
mandiocal (THOMSON, 2008; DUPUTIE" et al., 2011; FAO, 2013).

Ao longo dos anos, a observacdo das vantagens quando se utiliza a

mandioca em diferentes areas, bem como as deficiéncias nutricionais e de
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suscetibilidade das principais variedades utilizadas economicamente as pragas e
doencas, despertou o interesse de implementacdo de estudos envolvendo a
mandioca principalmente no que tange ao melhoramento genético.

Dentre as vantagens em utilizar a mandioca pode-se citar: o estimulo ao
desenvolvimento rural; substituicdo de importagbes, uma vez que a farinha de
mandioca pode ser utilizada na substituicdo da farinha de trigo; cultura adaptada as
mudancas climaticas, um fator que ja € uma realidade mundial (FAO, 2013); cultura
geralmente disponivel durante todo o ano, dependendo das condicbes ambientais e
de plantio; utilizagcdo em novos produtos industriais; fonte renovavel de energia, com
a producdo de etanol (THOMSON, 2008; NASSAR et al., 2008; FAO, 2013). Por
outro lado, a raiz tuberosa da mandioca, parte mais utilizada para a alimentacdo de
milhdes de familias de baixa renda, apresenta uma deficiéncia nutricional de
vitamina A, ferro e zinco, importantes micronutrientes indispensaveis para a nutricdo
e saude humana (BLAGBROUGH et al. 2010).

Tais variacoes fenotipicas e genéticas estdo relacionadas a diversidade da
espécie. O Brasil € o maior centro de diversidade de espécies do género Manihot
(NASSAR et al.,, 2008) e muitos Bancos de Germoplasma foram criados para a
preservacao da diversidade deste género, uma vez que eles abrangem variedades
muito antigas, variedades novas — melhoradas geneticamente - e as silvestres
(VIEIRA et al., 2008). Estas variedades sao muito utilizadas para diversos fins em
prol da melhoria da cultura, tanto nutricional, como para resisténcia a doencas,
doencas estas que representam prejuizos significativos para a producao de
mandioca mundial.

Na Embapa Mandioca e fruticultura encontra-se o maior Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) de Manihot esculenta e Manihot ssp. do Brasil e 0 segundo
maior da América Latina, compreendendo cerca de 1271 acessos de diferentes
eccossistemas, contribuindo para diversos programas de melhorameno da mandioca
no Brasil e outros paises da América Latina e da Africa (EMBRAPA, 2014).

No entanto, alguns fatores limitam a producdo vegetal de qualidade e dentre
elas, as doencas causadas por bactérias sdo responsaveis por perdas significativas
na producdo de culturas de grande valor econémico, sejam agindo individualmente
Ou em associagdo com outros patdégenos, pragas ou condicbes climaticas
desfavoraveis ao hospedeiro (BERIAM, 2007; SANKARAN et al., 2010; MANSFIELD

et al., 2012). Tamanha importancia das bactérias como causadoras de doencas em
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plantas ndo se deve somente ao fato que estas sdo extremamente severas as
culturas de grande importancia econémica, mas também ao fato que séo facilmente
disseminadas entre regides produtoras e também pela dificuldade que existe em
encontrar métodos de controle eficientes. Como mostrado no trabalho realizado por
Night et al. (2011) em Ruanda (Continente Africano), por exemplo, onde a mandioca
€ a terceira cultura alimentar mais importante, as pragas e doencas causam
prejuizos significativos na producéo, a exemplo da mosca branca, cochonilha, acaro
verde, virus causador do mosaico da mandioca, podriddes radiculares causadas por
fungos e, a bacteriose da mandioca, que € uma das doencas mais importantes da

cultura.

2 Bacteriose da mandioca (Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis)

O género Xanthomonas (do grego “xantho” amarelo e “monas” entidade), é
formado por bactérias Gram negativas, aerébicas com forma bacilar e monotriquia
(um unico flagelo polar), pertencente & Familia Xanthomonadaceae, bactérias estas
gue apresentam como caracteristica em comum a producdo de xantomonadina
(pigmento que confere coloracdo amarelada a coldnia), com excecdo apenas de
Xam, a qual ndo produz tal pigmento, apresentando entédo, coloracdo esbranquicada
(SCHAAD et al., 2001; MAYER, 2006; FACINCANI, 2007; RYAN et al., 2011).

O género das Xanthomonas apresenta grande diversidadde patogénica,
compreendendo cerca de 27 espécies de bactérias identificadas que causam
doencas em aproximadamente 400 hospedeiros vegetais. Muitas destas espécies
apresentam inimeros patovares, cerca de 80 ja conhecidos, 0os quais possuem alto
grau de especificidade com diferentes hospedeiros e, dentre estes hospedeiros,
muitos de importancia econdmica, gerando perdas expressivas na producao
(SCHAAD et al., 2001; RYAN et al., 2011).

Em estudo comparativo do genoma de varias espécies do género Xanthomonas,
Ryan et al. (2011), perceberam um grande ndamero de transicbes e transversoes, e
um grande conjunto de sequéncias de inser¢cdo presentes no genoma das bactérias,
0s quais podem estar diretamente relacionado a diversidade genémica do grupo e
com a ampla gama de plantas hospedeiras e tecidos do hospedeiro que estas
bactérias sdo capazes de colonizar, aléem de suas adaptacdes diante de tamanha

diversidade. Embora ainda ndo se compreenda totalmente esta relacdo genotipica
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com a patogenicidade das espécies, alguns casos especificos tornam possivel a
elaboracdo de algumas hipoteses, como o caso de Xanthomonas albilineans, uma
espécie que tem apresentado em suas linhagens um genoma reduzido, em
comparacao as outras espécies deste género, podendo-se pensar que pode estar
associado ao fato que esta seja encontrada quase que exclusivamente dentro do
xilema da cana de acucar, sua planta hospedeira (RYAN et al., 2011).

No género Xanthomonas, existem alguns genes relacionados a patogenicidade
que estdo presentes em todas as espécies deste grupo (RYAN et al., 2011), estes
envolvidos na producdo de um arsenal de proteinas que permitem a colonizagéo e a
sobrevivéncia da bactéria no tecido hospedeiro e o gene Hrp (reacdo de
hipersensibilidade e patogenicidade) que codifica para o Sistema de secrecao tipo Il
(T3SS), sdo bastante conservados nesse grupo e essencial para a patogenicidade
das bactérias (TRINDADE, et al., 2007; RYAN et al., 2011).

As doencas de plantas sdo responsaveis pelas maiores perdas na producdo
agricola mundial, sejam causadas por fungos, bactérias, virus ou outros micro-
organismos juntamente com pragas que aumentam o desequilibrio de tal producéo
(SANKARAN et al., 2010). A bacteriose da mandioca é uma das doencas mais
importantes da mandioca, a qual é causada por Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis (Xam) (MASSOLA; BEDENDO, 1997; LOPEZ; BERNAL, 2012).

Em laboratério, o cultivo desta bactéria pode ser feito em meios de cultura
artificiais (Fig. 2). Xam se apresenta apigmentada, ndo produzindo xantomonadina
(pigmento amarelo) como as demais Xanthomonas, as colbnias sdo cbncavas,
brilhantes e de bordas lisas, com aspecto mucéide e crescem em temperatura ideal
de 28 °C (SCHAAD et al., 2001; DESTEFANO; ROGRIGUES NETO, 2012).
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Figura 2. Aspecto das colbnias de Xam em meios de cultura. A: 48 horas de crescimento em 28 °C
em meio YDC (SCHAAD, 2001); B: 48 horas de crescimento a 28 °C em meio YPG (VERDIER et al.,
1998). Fotos: Rita Melo.

Em Xam foi constatado um alto nivel de diversidade patogénica em estudo em
distintas zonas edafoclimaticas e com isolados de diferentes paises, apresentando
diferencas tanto na velocidade do desenvolvimento dos sintomas, quanto na
agressividade dos diferentes isolados (VERDIER et al., 1993; BOHER ; VERDIER,
1994; RESTREPO et al., 2000, 2000a). Xam € capaz de desenvolver diferentes
sintomas, colonizar o mesofilo e o sistema vascular, sendo considerada uma das
Gnicas bactérias fitopatogénicas a causar tal variedade de sintomas no hospedeiro, 0
que reflete na dificuldade em desenvolver métodos de controles eficientes
(VERDIER et al., 2001; OGUNJOBI, et al., 2008; RYAN et al., 2011; MASFIELD et
al., 2012).

Em 2012 Xam foi considerada umas das 10 mais importantes bactérias
causadoras de doencas em plantas de importancia econdmica, ocupando a 62
posicdo (MANSFIELD et al., 2012). Detectada pela primeira vez em S&o Paulo em
1912, atualmente encontra-se distribuida em todas as regides produtoras de
mandioca do mundo, sendo considerada uma doenga de importancia internacional,
causando perdas significativas na producdo (LOZANO, 1986; BONDAR, 1912 apud
VERDIER et al., 1992; VERDIER et al., 2004).

Inicialmente Xam cresce epifiticamente, multiplicando-se principalmente em

locais de maior umidade (como proximo das regides de exsudagdo dos hidatédios),
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0 que contribui para uma penetracdo mais eficiente, uma vez que o inéculo inicial
aumenta (LOZANO, 1986; BOHER; VERDIER, 1994; VERDIER et al., 2004). A
penetracdo ocorre principalmente por meio de aberturas estomaticas e por
hidatédios, regulada por ciclos de mudancas de umidade, e por ferimentos do tecido
vegetal, a partir dai, os sintomas séo de lesdes angulares nas folhas, exsudacédo na
haste de coloragdo esbranquicada, necrose da haste, morte de ponteiras e murcha
da planta (Fig. 3). A infeccdo pode ocorrer em qualquer estagio de desenvolvimento
da planta, sendo mais comum em tecidos mais jovens, com aparecimento dos
sintomas com 11 a 13 dias apdés a penetragcdo da bactéria (LOZANO, 1986;
VERDIER et al., 2004; RYAN et al., 2011; DESTEFANO; ROGRIGUES NETO,
2012).

Figura 3. Diferentes sintomas causados por Xam em plantas suscetiveis de mandioca. A — Inicio do
aparecimento dos sintomas com pequenos pontos amarelos nas folhas. B — Lesdes angulares na
folha com aspecto encharcado. C — Necrose da folha. D — Murcha das folhas. E — Exsudacdo na
haste. F — Morte da ponteira e perda das folhas. Fotos: Miguel A. Dita.

Com o avanco da doenca, os sintomas se intensificam, ocasionando a morte
precoce da planta, principalmente quando a planta hospedeira e as condi¢des
ambientais sao altamente propicias para o desenvolvimento do patégeno. Para o
bom desenvolvimento da doenca e sobrevivéncia do patdégeno, as condigbes

ambientais ideais devem ser temperatura em torno de 28 °C, com vento e chuva ou,
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alta umidade (LOPEZ; BERNAL, 2012). Essa doenca pode-se apresentar em
variadas intensidades, dada a diversidade tanto das variedades de mandioca como
também do patdgeno (PORTZ et al., 2006).

A doenca é disseminada principalmente por manivas, que séo utilizadas para a
propagacgéo vegetativa da mandioca, entre locais que muitas vezes estéo livres de
doenca e apresentam cuidados fitossanitarios precarios (LOZANO; SEQUEIRA,
1973).

Dentro de um mandiocal, a disseminacdo ocorre por meio de ferramentas
infectadas, respingos de chuva que espalham o indculo bacteriano e contato entre
plantas sadias e infectadas. Além disso, 0 movimento do homem e de animais
dentro do mandiocal, principalmente em épocas chuvosas, pode aumentar o
processo de disseminagcdao (LOZANO, 1986; RESTREPO et al., 2000). Material de
plantio livre de infeccdo e de alta qualidade genética para producdo é uma das
formas mais indicadas para evitar a disseminagdo da doenca e ter uma renda
significativa da producao (FAO, 2013).

As formas de controle mais indicadas da bacteriose sao: (i) uso de variedades
resistentes (método mais eficiente), (ii) praticas culturais — rotacdo de cultura,
melhoria nas condi¢des nutricionais da cultura, material propagativo (maniva) livre de
doenca, plantio no final da estacdo chuvosa, podas, retirada do material infectado do
campo (pouco eficiente, mas utilizado quando as condi¢cdes para o desenvolvimento
do patdégeno na planta ndo séo favoraveis) - e (ii) adocdo de medidas fitossanitarias,
barreiras que evitam a disseminacdo do patégeno entre regides, que podem ser
através de regulamentos, processos e métodos de producdo, testes diagnosticos,
inspecédo, tratamentos de quarentena (LOZANO, 1986; BOHER; VERDIER, 1994;
LOPEZ; BERNAL, 2012).

Apesar de existrem medidas de controle para bacteriose da mandioca, é
necessaria a aplicacéo de técnicas rapidas e precisas de diagnose para previnir o
transporte de material de plantio infectado entre regides, o que representa um dos

primeiros passos para a disseminacao da doenca.
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3 Diagnose utilizando iniciadores (primers) moleculares

Pode-se definir diagnose ou diagndstico como método por meio do qual se
identifica uma doenca (EIRAS; GALLETI, 2012). Este método é um fator muito
significativo no estudo e trabalhos da fitopatologia, uma vez que a deteccédo precisa
do patdégeno no tecido vegetal € extremamente importante para se determinar,
recomendar métodos de controle e erradicar a doenc¢a no local. Uma diagnose eficaz
se da inicialmente com uma investigacao precisa e detalhada do comportamento do
patdogeno em relacdo ao hospedeiro, sua etiologia, do entendimento da influéncia
dos fatores ambientais no desenvolvimento deste e sua identificacdo utilizando
caracteristicas morfolégicas, bioldgicas, culturais e/ou moleculares (MENDONZA,
2012; EIRAS; GALLETI, 2012). Este procedimento evita que a doenga se instale em
locais ainda livres, como também permite, uma vez o patdgeno ja instalado no local,
medidas de controles rapidas e eficientes.

Como demonstrado no trabalho de Horie (2007), muitas doengas podem ser
evitadas em regides ainda isentas, utilizando-se um método diagndstico eficiente,
principalmente quando produtores introduzem culturas oriundas de outras regiées ou
paises, dessa forma, evitando a introducdo de patdégenos exdégenos. Além do mais,
pode-se proporcionar medidas de controles que vao agir diretamente sobre o
patégeno. Este fato € importante, pois muitos paises possuem a agricultura como
base da economia, havendo sempre exportacdo e importacdo de produtos e, sendo
muito dos patdégenos limitantes do processo produtivo, € de extrema importancia o
desenvolvimento e aplicacdo de métodos diagndsticos precisos para garantir a
sanidade e qualidade dos produtos agricolas (EIRAS; GALLETI, 2012)

O diagnéstico de fitobactérias pode ser feito de forma presuntiva (por meio dos
sintomas e observacdo em campo) ou por diagnostico em laboratério, o qual envolve
varias técnicas, que vao desde a coleta de material e anotacbes das condicdes do
desenvolvimento da doenca — local, hospedeiro, praticas culturais realizadas,
evolucdo dos sintomas, condi¢cdes ambientais — até técnicas mais desenvolvidas de
deteccdo, como: identificacdo dos sintomas e sinais (com testes de exsudacéo,
obtencéo de cultura pura, teste de reacédo de hipersensibilidade, caracteristicas das
colonias), testes bioquimicos, sorolégicos e moleculares (ROMEIRO, 2001;
DESTEFANO; RODRIGUES NETO, 2012).
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A diagnose ndo é um processo tdo simples. Alguns métodos, aqueles mais
convencionais, como o morfolégico, que se baseia na comparagdo dos sintomas
com os ja descritos em literatura, deteccao indireta utilizando imunoensaios (ELISA),
avaliacdo macroscopica dos tecidos danificados, observacéo direta do patdgeno no
tecido lesionado, apresentam limitacbes, embora sejam de grande valor,
principalmente no que se refere a deteccao precoce do patdégeno.

Estes métodos ndo séo tdo sensiveis e especificos quanto as técnicas modernas
baseadas em biologia molecular, uma vez que, cada grupo de patégeno possuli
caracteristicas especificas, necessitando de procedimentos que garantam a
especificidade e sensibilidade em cada caso, tanto para o diagnéstico, quanto para o
controle (AMORIM; SALGADO, 1995; GUIMARAES; SA, 2002; EIRAS; GALLETI,
2012).

Com a diminuicdo do custo das técnicas moleculares e biotecnoldgicas e com as
novas descobertas na é&rea da genética, houve um grande avango no
desenvolvimento de técnicas de deteccdo de micro-organismos, principalmente
aguelas envolvendo tecnologia de DNA, o que faciltou o conhecimento e
entendimento de sequéncias, estrutura e funcionamento do material genético,
permitindo o desenvolvimento de métodos moleculares baseados em sequéncias
especificas do patdgeno, tornando a deteccdo muito mais especifica e sensivel
(GUIMARAES; SA, 2002; KUMAR et al., 2011; FAO, 2013).

A técnica mais importante baseada na analise do DNA, que é extensivamente
utilizada em vérias areas da ciéncia, € a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), a
qual foi desenvolvida por Kary Mullis em 1987 e desde entdo vem possibilitando a
criacdo de métodos variados aplicaveis em diferentes ramos da pesquisa
(GUIMARAES; SA, 2002; DESTEFANO; RODRIGUES NETO, 2012).

O sequenciamento da regido 16S, a andlise e comparacao de fragmentos
especificos do genoma estdo entre as técnicas, muitas vezes, baseadas em PCR
utilizadas para identificacdo de bactérias, contudo, a utlizacdo de iniciadores
especificos nas reacdes de PCR a fim de identificar fitopatdbgenos é a mais utilizada,
dada a sua especificidade, rapidez e eficiéncia de execu¢do (ENGELBREKTSON, et
al., 2010; DESTEFANO; ROGRIGUES NETO, 2012; KLINDWORTH, et al., 2013).

Estes iniciadores sdo pequenos fragmentos sintéticos de DNA de fita simples
gue normalmente possuem entre 15 a 30 nucleotideos e que sdo complementares a

sequéncias que flanqueiam a regido alvo a qual se quer amplificar, propiciando a
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reproducdo da regido especifica ou, muitas vezes, exclusiva do genoma do
patdgeno (GUIMARAES; SA, 2002; DESTEFANO; ROGRIGUES NETO, 2012).
Estes podem ser utilizados para variados fins de pesquisa, amplificacdo de regides
conservadas para estudos filogenéticos e identificacdo de espécies, deteccdo de
regibes que codificam enzimas especificas e, muito importante para fitopatologia,
deteccdo de fitopatdégenos, e devem apresentar caracteristicas ideais para um bom
funcionamento (GUIMARAES; SA, 2002; ADIKINI et al., 2011).

Muitas dessas caracteristicas estdo relacionadas ao conteudo CG, as quais
apresentam tripla ligagcdo de hidrogénio, caracterizando uma ligacdo do iniciador
com a fita molde mais forte; a regido do DNA alvo da qual o iniciador sera
desenhada, a qual necessariamente deve ser especifica do patégeno. O tamanho do
iniciador pode influenciar na especificidade do mesmo e na formacéo de estruturas
secundarias.

A temperatura de melting (Tm), que €& a temperatura em gque metade dos
iniciadores estdo anelados a fita molde, é determinada levando em consideragao
principalmente a composicéo do iniciador; a repeticdo sequencial de uma fracdo do
iniciador ou mesmo de uma unica base. Essas caracteristicas podem influenciar na
formacao de estruturas secundarias e de dimeros, comprometendo a amplificacéo
da regido desejada, uma vez que a quantidade de iniciadores disponiveis €
comprometida por tais formacdes e o anelamento com a regido alvo € dificultada.
Tais fatores sdo cruciais para uma eficiente reacdo de PCR (WENSING, et al., 2011;
PREMIERBIOSOFT, 2014).

Em trabalhos como o de Wensing et al. (2011), os mesmos mostram que, além
da eficiéncia na deteccdo do agente etioldgico da doenca, quando o iniciador é
desenhando com base em uma regido especifica do DNA alvo, esta € mais rapida e
especifica, uma vez que ha inimeras bactérias endofifitas associadas a doenca e,
gue muitas vezes, confundem os resultados, quando se utiliza outros métodos de
diagnose menos especificos, dificultando a diagnose.

Iniciadores especificos ja vém sendo utilizados ha bastante tempo. Audy et al.
(1994 e 1996) visando a diagnose rapida e especifica de Xanthomonas campestris
pv. phaseoli e X. c. pv. phaseoli var. fuscans causadoras do crestamento bacteriano
do feijoeiro, baseada na reacdo de PCR, desenvolveram iniciadores especificos
utilizando varias amostras bacterianas de diferentes paises, no intuito de tornar a

deteccdo rapida e eficiente, evitando falsos positivos, 0s quais eram comumente
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gerados por métodos menos especificos ainda utilizados. Em 2001, Halfeld-Vieira et
al. verificaram a eficiéncia destes iniciadores em varios isolados Xanthomonas
campestris pv. phaseoli e X. c. pv. phaseoli var. fuscans de diferentes regidoes
produtoras do Brasil, dada a sua grande importancia econémica e necessidade de
um método de diagndstico preciso.

Silva (2011) desenvolveu iniciadores especificos para deteccdo de Erwinia psidii,
bactéria causadora da bacteriose ou seca dos ponteiros da goiabeira encontrada
apenas no Brasil até 2011, a qual causa danos significativos em plantios de
goiabeira. Slva (2011) utilizou sequéncias parciais especificas do gene recA, para E.
psidii, o qual codifica a recombinase A.

Trindade et al. (2007) e Adikini et al. (2011) desenvolveram iniciadores
especificos para dois patovares da espécie Xanthomonas campestris utilizando
regides especificas dos genes Hrp (reacdo de hipersensibilidade e patogenicidade),
regides estas que sado altamente conservadas no género Xanthomonas, as quais
podem ser utilizadas para diferenciacéo de estirpes de Xanthomonas, tanto em nivel
de espécie quanto de patovar (TRINDADE et al., 2007). Em 2012, Freitas testou os
iniciadores desenhados por Trindade (2007) para deteccdo de Xanthomonas
campestris pv. viticola, causadora do cancro bacteriano da videira, com o objetivo de
otimizar um diagnéstico rapido e eficiente para este patbgeno com base na reacéo
de PCR.

Ao longo da evolucdo, as bactérias fitopatogénicas desenvolveram diversas
estratégias para penetrar, colonizar e causar doenca na planta hospedeira, estando
essa capacidade associada a um arsenal de proteinas efetoras que sdo secretadas
para as células hospedeiras. Em Xam, ao comparar isolados patogénicos e nao
patogénicos, foi encontrado apenas nos isolados ndo patogénicos a auséncia de
uma regido, uma delecdo de 8 kb no plasmideo. O estudo desta regido mostrou um
novo fragmento de 3,6 kb que codifica a proteina PthB nas bactérias patogénicas,
embora sua importancia na patogenicidade de Xam seja clara, sua funcao fisioldgica
e molecular ainda ndo € bem conhecida. Essa proteina pertence a familia das
proteinas efetoras TAL (Transcriptional Activator-Like proteins), antes denominadas
avrBs3/PthA (Avirulence and pathogenicity), classe de efetores tipo Ill, a qual esta
realacionada com sinais de localizagdo nuclear, producdo e exportacdo de proteinas
durante a interagdo destas com seus hospedeiros, estando envolvida com a

especificidade e viruléncia das fitobactérias com seus hospedeiros (VERDIER,
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comunicacao pessoal apud GONZALEZ et al., 2002; RYAN et al., 2011; GIL et al,
2011; LOPEZ; BERNAL, 2012; CASTIBLANCO et al., 2013).

Com base na regido que codifica a proteina PthB em Xam, Verdier et al. (1998)
desenharam o par de iniciadores XV (5 -TTC-GGC-AAC-GGC-AGT-GAC-CAC-C-
3’) e XK (5 -TCA-ATC-GGA-GAT-TAC-CTG-AGC-G- 3’) utilizados para a diagnose

molecular por PCR, o qual serviu como base para a realizagao deste estudo.
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RESUMO

ModificacBes foram realizadas nas condi¢cdes de PCR a fim de detectar o problema
da ndo amplificacdo do fragmento de Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis (Xam)
utilizando o par de iniciadores ja descrito, no entanto, ndo houve amplificacdo do
fragmento esperado. Assim, o objetivo deste trabalho foi propor modificagbes nos
iniciadores ja descritos e validar a utilizacdo destes na identificacdo de Xam, seu uso
na indexagdo de plantas e em estudos envolvendo a movimentagao sistémica da
bactéria. A otimizacdo da diagnose foi realizada utilizando o par de iniciadores XV —
XK_MOD, uma modificagdo do iniciador reverso descrito em literatura. Para a
validagéo dos iniciadores foram utilizadas cinco amostras de Xam, um patovar de
Xanthomonas axonopodis, quatro espécies Gram negativas fitopatogénicas, seis
espécies de endofiticas isoladas de material vegetal da mandioca associadas a
bacteriose e uma amostra Gram positiva. O limite de deteccdo de Xam foi de 25 ng.
Houve deteccdo do patdogeno em haste e folha de mandioca com sintomas e em
diferentes partes da haste infectada, sintomatica e assintoméatica de nove genétipos
de mandioca, tornando o método de diagnose mais eficiente. Por meio da PCR,
verificou-se a movimentacao sistémica da bactéria nos diferentes genétipos e sua
possivel relacdo com a resisténcia das plantas. Entretanto, a correlacdo nao foi
significativa.

Palavras chave: Xam, bacteriose da mandioca, diagnose molecular, resisténcia.

INTRODUCAO

No cenério brasileiro, a mandioca é o terceiro produto agricola mais
produzido, atrds apenas da cana-de-acucar e milho e, além disso, dado ao seu
grande valor energético, ela é bastante utilizada tanto na alimentacdo diaria da
populacdo humana quanto na animal e também em setores industriais (SENA, 2006;
AKINBO et al., 2012; IBGE, 2014).

Apesar de ser uma cultura bastante tolerante as condi¢bes edafoclimaticas

marginais, muitas pragas e doencas afetam significativamente sua producdo e
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comercializacdo. E dentre as doengas que acometem essa cultura, a bacteriose da
mandioca, causada por Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam), € uma das
doencgas mais importantes (LOZANO, 1986; FOKUNANG et al., 2000; VERDIER et
al., 2001).

Os sintomas mais caracteristicos sdo de requeima das folhas, incluindo
mancha angular, murcha, exsudagéo, necrose da haste, tombamento e, com o
avanco da doenca, morte precoce da planta (LOZANO, 1986; MARAITE, 1993;
VERDIER et al., 2001; LOPEZ; BERNAL, 2012). Quando oriundas de plantas
infectadas, as manivas servem como fonte de indculo primario para os préximos
ciclos da cultura, uma vez que Xam infecta a haste e o sistema vascular e, na
maioria das vezes, apresentam-se assintomaticas sendo levadas para regides livres
da doenca (LOZANO, 1986; FOKUNANG, et al., 2000; LOPEZ et al., 2012). Como
forma de controle, indica-se o uso de variedades resistentes, tratamento térmico das
manivas por imersdo em &gua quente, desinfestacdo de ferramentas e
intercalamento de culturas para reduzir a disseminacéo entre plantas (FAO, 2013).

A deteccdo rapida e precisa do agente causal é um fator muito importante
para fins de quarentena e para evitar a disseminacgéo por meio de material infectado.
Métodos classicos e rotineiros de diagnose de fitobactérias como caracterizacdo
bioguimica, soroldgica e fisiol6gica, demandam mais tempo e SAo menos precisos
guando comparados aos métodos moleculares empregados atualmente (SHAAD,
2001; GUIMARAES; SA, 2002; KUMAR et al., 2011; MENDOZA, 2012).

Outro fator importante para a diagnose é a diversidade genética do patdgeno.
Dentro de grupos taxondmicos, ha grande variabilidade genética, 0 que esta
diretamente relacionado com a interacdo patégeno/hospedeiro/ambiente, refletindo
na dindmica da doenca, o que pode dificultar o processo de deteccdo. A
variabilidade em populacbes de Xam, por exemplo, pode ser notada tanto na
dindmica da doenca e no comportamento do patdégeno diante dos aspetos
epidemiologicos (maior ou menor periodo de incubacao, periodo de laténcia), como
também na variabilidade genética e bioquimica/fisiolégica dos isolados de uma
mesma regido ou de regibes distintas. Estes fatores podem interferir em uma
diagnose precisa do patdgeno e consequentemente, na elaboracdo de medidas de
controle eficaz da doenca (VERDIER et al., 1993; RESTREPO et al., 1997, 1999,
2004; PORTZ et al., 2006).
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Diante da grande importancia do cultivo da mandioca e das perdas geradas
pela incidéncia da bacteriose causada por Xam, iniciadores especificos foram
desenvolvidos por Verdier et al (1998) a fim de obter uma diagnose rapida do
patbgeno, com base na regido PthB especifica para isolados de Xam
fitopatogénicos. Embora especificos, estes iniciadores em diferentes testes
realizados no laboratério de Virologia Molecular da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, ndo foram capazes de promover a amplificacdo do fragmento
correspondente a Xam.

Diante do acima referido, este trabalho teve como objetivo testar uma
modificacdo do iniciador reverso para permitir a deteccdo de Xam por PCR
convencional em tecido da planta infectado e a partir de colonias puras utilizando,
avaliar sua sensibilidade e especificidade e possibilidade de utilizacdo dos
iniciadores como ferramenta de indexacao e de estudo da movimentagéo sistémica
da bactéria, bem como, relacionar a movimentac¢éao sistémica da bactéria com o nivel

de resisténcia de variedades de mandioca.

MATERIAL E METODOS

1 Desenho dos iniciadores

Para o desenho do par de iniciadores, foi utilizada a mesma sequéncia
nucleotidica (GenBank n°® AF012325) utilizada por Verdier et al. (1998).

Para tanto, seguiu-se as seguintes etapas: pesquisa e sele¢cdo das sequéncias
de interesse — a sequéncia da regiao PthB utilizada por Verdier et al. (1998) e essa
mesma regido de diferentes isolados de Xam disponiveis no GenBank, além do
genoma completo de alguns isolados de Xam. As sequéncias foram alinhadas e
gerada uma sequéncia consenso (GeneFisher2); a partir dessa sequencia, realizou-
se a busca das melhores combinacgbes para a obteng&o dos iniciadores utilizando o
programa Primer 3 (BIOINFO, 2014).

2 Obtencéo, cultivo e preservacéao dos isolados bacterianos

Os diferentes isolados bacterianos utilizados para os testes foram obtidos da
Colecéo de Bactérias Fitopatogénicas do Instituto Biologico (IBSBF) e da Colecéo de
Bactérias do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura

(CBEMF) (Tabela 1). Os isolados foram recuperados em meio de cultura YPG (5 g
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de extrato de levedura, 5 g de proteose [peptona], 5g de glucose, 15 g de agar para
um litro) e incubados a 28 °C por 48 horas para extracdo do DNA (VERDIER et al.,
1998; ROMEIRO, 2001).

Os isolados foram conservados em agua destilada esterilizada (ADE), mantidos
na geladeira e em glicerol a 20% em freezer a - 20 °C (ROMEIRO, 2001).



Tabela 1. Espécies utilizadas para os testes de especificidade

ESPECIES ISOLADOS ORIGEM CULTURA
Enterobacter aerogenes CBEMF* 09 Guanambi — BA Mandioca
Enterobacter cloacae CBEMF 11 Guanambi — BA Mandioca
Enterobacter absuriae CBEMF 23 Guanambi — BA Mandioca
Klebisiela oxycota CBEMF 105 Dourados— MS Mandioca
Kosakonia cowanii CBEMF 112 Laje — BA Mandioca
Klebisiella variicola CBEMF 128 Marechal C. Rondon - PR Mandioca
Pseudomonas viridiflava CBEMF 1 N&o informado Couve Chinesa
P. syringae pv. maculicola CBEMF 2 N&o informado Couve Flor
Pseudomonas marginalis CBEMF 3 N&o informado Alface
Ralstonia solanacearum CBEMF 4 N&o informado Pepino
Xanthomonas campestris CBEMF 5 N&o informado Pimentéo
Bacillus sp. CBEMF 6 Cruz das Almas — BA Solo
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum CBEMF 7 Pernambuco (UFRPE) Alho

X. axonopodis pv. passiflora (Xam) CBEMF 8 Pernambuco (UFRPE) Maracuja
X. axonopodis pv. manihotis CBEMF 9 Brasilia — DF Mandioca
X. axonopodis pv. manihotis** IBSBF 291 N&o informado Mandioca
X. axonopodis pv. manihotis** IBSBF 1994 N&o informado Mandioca
X. axonopodis pv. manihotis** IBSBF 436 N&o informado Mandioca
X. axonopodis pv. manihotis (Xam) IBSBF 278 N&o informado Mandioca

*CBEMF: Colecdo de bactérias do Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura; IBSBF: Cole¢do de Culturas de Fitobactérias

do Instituto Biolégico.

**Apenas o DNA bacteriano doado pelo Instituto Bioldgico, SP.

Siglas: BA: Bahia;

MS: Mato Grosso do Sul;

PR: Parang;

SP: Sao Paulo;

UFRPE: Universidade Federal

Rural

de Pernambuco.
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3 Teste de especificidade de deteccéao

3.1 Extracdo do DNA bacteriano

O par de iniciadores XV e XK_MOD foi testado quanto a especificidade de
deteccdo em ensaios de PCR utilizando DNA de 19 isolados bacterianos (Tabela 1).

Apo6s 48 horas de crescimento a 28 °C em tubos de ensaio com meio YPG
sélido inclinado, 1 mL de agua destilada esterilizada foi adicionado a cada tubo, feita
raspagem da colonia com alca de repicagem e a suspensao transferida para
microtubos de 2 mL. A suspensdao foi incubada por 10 minutos a 65 °C em banho
maria, posteriormente centrifugada sob refrigeracdo a 13.000 rpm por 7 minutos. O
sobrenadante foi coletado e quantificado. A quantificacéo foi feita por eletroforese
(90V/50min) em gel de agarose 1% em tampédo TAE 0,5X (Tris acetato 20 mM, 1
mM EDTA, pH 8,0). O marcador lambda (A) foi utilizado nas concentragcbes de 50 e
100 ng para analise comparativa da concentracdo do DNA e, ap6s estimativa da
concentracdo, as amostras foram diluidas para 5 ng/ul. O DNA total concentrado e
diluido das amostras foi mantido conservado a 4 °C.

3.2 Reacéo de PCR

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando 30 ng de DNA, 1X tampéo da
Taq (20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM KCI) 2,5 mM de MgCl;, 0,2 mM de dNTPs, 0,2
mM do iniciador F (XV: 5 -TTC-GGC-AAC-GGC-AGT-GAC-CAC-C- 3’), 0,2 mM do
iniciador R (XK_MOD: 3’-AAT-CGG-AGA-TTA-CCT-GAG-CG- 5’), 0,3 U da Taq DNA
Polimerase, com volume final da reacdo de 12,5 ul. A PCR foi realizada sob as
seguintes condi¢cBes: desnaturacéo inicial a 95 °C, por 5 min, seguido de 30 ciclos
de desnaturacao por 30 s, a 95 °C; anelamento do iniciador a 61 °C, por 30 s; e
extensdo a 72 °C, por 1,5 min. Finalizando com um ciclo de 7 min a 72 °C. O produto
da reagcdo de aproximadamente 900 pb foi analisado por eletroforese em gel de
agarose a 1% (80Vv/90min) em tampao TAE 0,5X (VERDIER et al., 1998, adaptado).

4 Sensibilidade dos iniciadores (avaliacdo do limite de detecc¢éo)

O DNA total do isolado IBSBF 278 (Tabela 1) foi utilizado nas concentracfes de
100, 75, 50, 25, 1 e 0,25 ng para testar o limite de deteccdo do par de iniciadores

selecionados na reacdo de PCR. As mesmas condicbes de amplificacdo citadas
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acima foram utilizadas com os iniciadores desenvolvidos por Verdier et al. (1998) a

fim de comparar a capacidade de deteccdo de ambos os pares de iniciadores.

5 Deteccao de Xam em tecido vegetal infectado

5.1 Obtencao do material com sintomas

Para obtencdo de material vegetal com sintomas de bacteriose, mudas de
mandioca de quatro variedades com dois meses de plantio, foram inoculadas com
palito de madeira esterilizado, com o isolado padrédo IBSBF 278 e mantidas em
condi¢cBes controladas (28 °C com fotoperiodo de 12h) em camara de crescimento
para o desenvolvimento dos sintomas. Apés 15 dias de inoculacéo, regides da haste
e folhas com sintomas foram coletadas e maceradas com nitrogénio liquido em
almofariz previamente esterilizado e cerca de 300 mg do tecido vegetal macerado foi

utilizado para cada amostra.
5.2 Extracédo do DNA total e deteccédo por PCR

Para extracdo do DNA, foi utilizada a metodologia de Doyle & Doyle (1987) com
modificacdes, como segue.

A cada microtubo de 2 mL foi adicionado 1 mL da solugdo tampao de extracao
CTAB 2% e entéo incubado por 45 min a 65 °C, sendo homogeneizado a cada 15
min. Apos resfriamento por 5 min, foi adicionado 600 pl de cloroférmio: éalcool
Isoamilico (24:1), agitado em vortex rapidamente e centrifugado por 10 min a 10.000
rom. Posteriormente, 800 ul do sobrenadante foram coletados para um novo
microtubo ao qual foi adicionado 600 ul de isopropanol, a fim de precipitar o material
genético.

Uma nova centrifugacdo foi realizada e o sobrenadante descartado. Duas
lavagens com 600 ul de etanol 70% seguidas de centrifugagéo por 5 min a 10.000
rom foram feitas para retirar residuos de sal presente no DNA e entdo o pellet foi
levado a estufa por 20 min. a 37 °C para secagem. O pellet foi ressuspendido com
100 pl de TE (Tris-HCL 10 mM + EDTA 1 mM) + RNAse a 1% e incubado por 1 hora
a 37 °C. Apods a incubacéo, foi adicionado 10 ul de acetato de sédio (3 M) e, apds
homogeneizagéo, para precipitacdo do DNA, foi adicionado 200 pl de etanol

absoluto e incubado por 1 hora a - 20 °C.



47

Apbs a incubacao para a precipitagcdo do DNA, uma nova centrifugagdo por 10
min. a 10.000 rpm foi realizada e o sobrenadante descartado. Para reidratar a
molécula, foi adicionado 1 mL de etanol 70%, deixando descansar por 10 min na
bancada. Uma nova centrifugacdo por 5 min a 12.000 rpm foi realizada para a
fixacdo do pellet ao microtubo, seguida pelo descarte do sobrenadante e secagem
por 20 min a 37 °C. O DNA foi ressuspendido com 70 pl de TE autoclavado e
quantificado em gel de agarose 1%. Para a reacdo de PCR, utilizou-se o DNA em

uma concentracdo de 30 ng e as condic¢des citadas acima.

6 Uso dos iniciadores como ferramenta de estudos relacionados a
movimentacao sistémica da bactéria e a resisténcia da planta

6.1 Deteccao em diferentes porgbes da haste

Para avaliar a aplicagdo dos iniciadores como ferramenta de estudo da
movimentacdo bacteriana na planta hospedeira e o nivel de resisténcia das
variedades, um experimento em camara de crescimento foi montado utilizando o
delineamento inteiramente casualizado (DIC) (9 genétipos de mandioca X 1 isolado
de Xam X 7 repeticdes). Mudas das variedades Cigana, Kiriris, Verdinha, Salangor,
Tapioqueira, Caipira, Poti Branca e dois hibridos: 98150-06 e 962409 (do BAG -
mandioca da Embrapa) com dois meses de plantio foram mantidas em camara
Umida por 24 horas antes da inoculacéo. A inoculacao foi realizada com palito de
madeira esterilizado em um ponto proximo a base da haste, segundo metodologia
de Romeiro (2001). Para as plantas controle, utilizou-se palito embebido em agua
destilada esterilizada, em substituicdo a bactéria.

Das sete plantas inoculadas, duas de cada variedade foram utilizadas apods
quinze dias da inoculac&o para o teste de deteccéo em diferentes porcdes da haste.
Quatro pontos foram selecionados (Fig. 4):

e 1.cm na base da haste;
e 1 cm no ponto de inoculagéo;
e 8 cm acima do ponto de inoculagao e,

e 16 cm acima do ponto de inoculacao.
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Figura 4. Diferentes pontos na haste de mandioca infectada com Xam. A: 1 cm na base da haste; B:
1 cm no ponto de inoculacéo; C: 8 cm acima do ponto de inoculagdo e, D: 16 cm acima do ponto de
inoculacdo. Foto: Rita Melo.

Para a extracdo do DNA, utilizou-se cerca de 300 mg de tecido vegetal do
material macerado de cada ponto para cada gendétipo. A extracdo do DNA foi feita
seguindo o protocolo modificado de Dolye & Dolye (1997) e a reacdo de PCR
realizada como descrita acima utilizando o par de iniciadores XV e XK_MOD.

6.2 Relagdo entre a movimentacéo sistémica da bactéria e
a resisténcia da planta

As plantas foram avaliadas 72h apds a inoculagéo, e a cada trés dias durante
30 dias.

As avaliacdes foram realizadas seguindo a seguinte escala arbitraria de
notas: 0 — Auséncia de exsudacao; 1 - Pouca exsudagéo no local da inoculacéo; 2 -
Muita exsudacao no local da leséo; 3 - Exsudagéo além do ponto de inoculacéo; 4 -
Vérios pontos de exsudacao além do ponto de inoculacdo; 5 - Morte da planta. O
grau severidade, medidas a partir das notas atribuidas, foi utilizado para calcular a
area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) de cada gendtipo, seguindo

metodologia de Shaner & Finney (1977):
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AACPD = Zn [(Yier+ Y)/2] . [Xiv1— Xi]

Onde: -

Yi. severidade da doenca (com base na escala de notas) na i - ésima
observacéao;

Yi+1: severidade da doenca na época da avaliacao i+1;

Xi: tempo (dias) na i - ésima observacao;

Xi+1: época da avaliagao i+1;

n: namero total de observacoes.

As médias dos valores das AACPDs foram agrupadas pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio
do programa estatistico R (R Development Core Team, 2013).

Para andlise estatistica do resultado da amplificacdo, foi atribuido valores
entre 0 (auséncia de banda) e 1 (presenca), além de um valor de intensidade
relativo, onde, para a banda de maior intensidade atribuiu-se uma nota ‘1’, e a partir
dai as demais foram quantificadas, tendo como paréametro a intensidade das
bandas, a fim de comparar com os resultados da AACPD. A média dos valores para
cada variedade foi analisada pelo teste Scott-Knott como citado acima.

O resultado da analise da AACPD foi comparado com o resultado das
amplificagbes utilizando diferentes porcdes da haste, a fim de observar a relacéo

entre movimentagao bacteriana e resisténcia a bacteriose das variedades.

RESULTADOS

Iniciadores obtidos

O par de iniciadores para deteccdo molecular de Xam por PCR convencional
escolhido para a validacdo neste trabalho, apds testes in silico, foi 5
TTCGGCAACGGCAGTGACCACC - 3 (XV) (VERDIER et al., 1998) e 3 -
AATCGGAGATTACCTGAGCG - 5 (XK_MOD), com o XK_MOD diferindo do XK
(VERDIER et al.,, 1998) no tamanho, com 20 nucleotideos (exclusdo das duas
primeiras base nitrogenadas [TC]) e na Tm, 52 °C para o XK_MOD e 55 °C para o

XK, amplificando um fragmento com cerca de 900 pares de base.
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Das condicbes de reacdo nada foi alterado, apesar da Tm do XK_MOD ter
diminuido mateve-se as mesmas condi¢fes, por observar o melhor desempenho na

reacao com a temperatura de anelamento a 61 °C (Dados nao publicados).

Especificidade dos iniciadores

A especificidade do par de iniciadores foi testada por PCR convencional,
utilizando as diferentes espécies bacterianas e patovares listados na tabela 1. Como
esperado, houve apenas a amplificacdo de um fragmento de DNA de
aproximadamente 900 pb dos isolados de Xam utilizados nas reacdes, néo

amplificando para as demais amostras bacterianas (Fig. 5 A e B).

A B
R g
=1 2 3 ™48 52 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 1.2 30,45 6
1000 pb—> ™ 3

1000 pb—> = wb = ws = =

200 pb
200 pb—> o

Figura 5. Gel de agarose a 1%. Produto de PCR do teste de sensibilidade com isolados bacterianos
de diferentes espécies e géneros. (A):1: Xanthomonas axonopodis pv. manihotis; 2: X. axonopodis
pv. passiflora; 3: Xanthomonas campestris; 4. Ralstonia solanacearum; 5: Pseudomonas marginalis;
6: Psedomonas maculicula; 7: Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum; 8: Pseudomonas
viridiflava; 9: Enterobacter aerogenes; 10: Enterobacter cloacae; 11: Enterobacter mori; 12: Klebsiella
oxycota; 13: Pantoa agglomerans; 14: Klebsiella variicola; 15: Bacillus sp.; 16: amostra controle sem
DNA. (B): Isolados de Xam. 1: IBSBF 278; 2: IBSBF 1998; 3: IBSBF 291; 4: IBSBF 436, 5: CBEMF 9;
e 6: controle negativo Xanthomonas axonopodis pv. passiflora (CBEMF 8). M: marcador DNA Ladder
200pb.

Sensibilidade dos iniciadores

A sensibilidade dos iniciadores foi avaliada utilizando seis concentracdes do
DNA de Xam (IBSBF 278), para detectar o limite inferior de detec¢édo e comparar
com o par de iniciadores desenvolvido por Verdier et al. (1998). Para o par de
iniciadores desenvolvidos neste trabalho, das seis concentrag6es utilizadas (100, 75,
50, 25, 1 e 0,25 ng), houve amplificacdo em quatro concentra¢des: 100, 75, 50 e 25
ng (Fig. 5A). Ja nas reacdes utilizando o par de iniciadores desenvolvidos por
Verdier et al. (1988), ndo houve amplificagdo em nenhuma das concentracdes
utilizadas (Fig. 6B).
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1000 pp —>

200pb

1000 pp —>

200pb

Figura 6. Gel de agarose 1% com reac¢éo de PCR utilizando o DNA do isolado IBSBF 278 Xam em
diferentes concentracdes, seguindo a ordem: 100, 75, 50, 25, 1, 0,25 ng com trés repeticbes cada (1,
2 e 3). A: Reacdo com os iniciadores XV e XK_MOD; B: Reacdo com os iniciadores XV e XK
(VERDIER et al, 1998). M: marcador DNA Ladder 200pb.

Eficiéncia da deteccao de Xam por PCR em tecido vegetal infectado

No teste de detecgdo utilizando DNA extraido de folha e haste de mandioca

com sintomas de bacteriose, houve amplificacdo do DNA bacteriano de todas as

amostras utilizando o par de iniciadores desenvolvidos neste trabalho (Fig. 7).

1000 pp —>

200pb

Figura 7. Gel de agarose a 1%. Produto de PCR do teste de detec¢do em plantas infectadas com
Xam. 1: Tapioqueira (haste); 2: Cigana (folha); 3: Cigana (haste); 4: Salangor (folha); 5: Poti Branca
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(folha); 6: Poti branca branca (haste); 7: controle negativo (material vegetal ndo infectado com Xam);
8: controle positivo (isolado Xam IBSBF 278). M: marcador DNA Ladder 200pb.

Relagdo entre a movimentagéo sistémica da bactéria e a resisténcia
da planta

Foi possivel detectar a presenca da bactéria nos diferentes pontos da haste
inoculada (Fig. 8), representando regides sintomaticas e assintomaticas, utilizando o
par de iniciadores XV e XK_MOD, podendo detectar a movimentag&do bacteriana ao

longo da haste.

! A B c D E F

-

B b2 AR Ay g e e 3 A 2 A Rk P o3
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1000 pb —> % . - - - = . -
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Figura 8. Gel de agarose a 1%. Produto de PCR do teste de deteccdo em diferentes fragmentos da
haste. A — Acesso 962409; B — Caipira; C — Cigana; D — Tapioqueira; E — Kiriris; F — Poti Branca; G —
acesso 98150-09; H — Solangor; | — Verdinha; T — Testemunha; X — Controles.

1 -1 cm na base da haste; 2 — 1 cm no ponto de inoculacdo; 3 — 8 cm acima do ponto de
inoculacdo; 4 — 16 cm acima do ponto de inoculagdo; 5 — Controle positivo (Xam, isolado IBSBF 278);
6 — Controle negativo (mix sem DNA). M: marcador DNA Ladder 200pb.

Das 9 variedades utilizadas, considerando os quatro pontos utilizados para a
extracdo de DNA e posterior amplificacdo, ndo houve amplificacdo apenas no ponto
16 cm acima do ponto de inoculagéo para a variedade Cigana (B4, Fig. 8), Solangor
na base da haste (H1, Fig. 8), Verdinha na base da haste (11, Fig. 8) e Verdinha 8
cm acima do ponto de inoculagéo (I3, Fig. 8). Pode-se observar também na figura 8
gue, no ponto em que foi realizada a inoculacdo (todos os pontos 2 na legenda da
figura 8), a maior intensidade da banda para grande parte das variedade,
comparando-a aos demais pontos de amplificagéo.
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Além disso, para algumas variedades é possivel observar o padrédo esperado
de amplificacdo (B, C e F, Fig. 8). Maior intensidade da banda no ponto de
inoculacdo e diminuicdo da intensidade nos pontos seguintes, 3 e 4, uma vez que
estdo mais distantes do ponto de inoculacdo, sendo o ponto 4 com a menor
intensidade. No entanto, a maioria das variedades apresentou um padréo diferente
do esperado, algumas com, aparentemente, mesma intensidade em todos os pontos
(A e E, Fig. 8 e outras com intensidade de banda maior nos pontos nao inoculados
(D, G e H, Fig. 8).

Observa-se também na Figura 8, amplificacdo para a testemunha, o que néo
era esperado, uma vez que foi verificado a ndo amplificagdo em tecido de mandioca
livre da doenca, como mostrado acima (Fig. 7). Assim, para melhor garantia dos
resultados, novos estudos sdo necessarios para melhor investigacdo de tal padrao
de movimentagéo sistémica da bactéria.

Na andlise da AACPD para a severidade da doenca ao longo do tempo,
observou-se diferenca significativa a 5% de probabilidade entre as variedades
Cigana, Verdinha e Salangor em comparacao as demais (Tabela 2), sugerindo que
estas sejam mais suscetiveis, em comparag¢do com as variedades 98150 06, Kiriris,
Tapioqueira, Poti Branca, 962409 e caipira, as quais estdo em um grupo com algum

nivel de resisténcia.

Tabela 2. Valores médios da analise da éarea abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) para severidade de cada variedade.

VARIEDADES VALORES MEDIOS
1 CIGANA 107,8A
2 VERDINHA 105,3A
3 SALANGOR 95,4A
4 98150_06 84,98
5 KIRIRIS 77,6B
6 TAPIOQUEIRA 72,2B
7 POTIBRANCA 69,9B
8 962409 68,68
9 CAIPIRA 54,9B

Médias seguidas pela mesma letra mailuscula na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Ao comparar o resultado da severidade da doenca de cada variedade com

base na analise da AACPD (Tabela 2), com o resultado das amplificagbes por PCR
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em diferentes pontos da haste, ndo correlacdo entre a area abaixo da curva de
progresso da doenca das variedades avaliadas e a presenca ou auséncia de
bandas. A correlacdo entre a intensidade média das bandas e a AACPD foi positiva

(r =0,27), porém ndao significativa (p = 0,4896).
DISCUSSAO

Véarias regibes do genoma bacteriano vém sendo utilizadas para o
desenvolvimento de iniciadores e, para as bactérias do género Xantomonas, regides
do gene hrp, a qual é bastante conservada dentro deste grupo, € muito utilizada
tanto visando a diagnose de diferentes espécies como também patovares
(TRINDADE et al., 2007). O conhecimento deste ajuda na escolha da regiéo ideal
para o desenho de iniciadores, uma vez que exclui a possivel amplificacdo de
regibes de espécies distintas, podendo selecionar com precisdo a regido especifica
para o patovar, como foi mostrado neste trabalho.

Das opc¢Oes de iniciadores gerados pelo primer 3, o XK_MOD foi selecionado
para a validacdo neste trabalho, por conter as melhores caracteristicas. Este
iniciador, € uma modificacdo do XK desenhado por Verdier et al. (1998), diferindo na
auséncia de duas bases iniciais na posi¢ao 5’, as bases nitrogenadas TC (Timina e
Citosina). Embora tenha reduzido o niumero de bases, o iniciador continuou com
tamanho ideal, pois o XK continha 22, assim, ficando o XK_MOD com 20 bases
nitrogenadas (WENSING et al., 2011; PREMIERBIOSOFT, 2014).

N&o houve diferenca na possibilidade de formacao de estruturas secundarias
(hairpin) e de formacdo de dimeros de iniciadores em analise in silico entre os dois
iniciadores. No entanto, a presenca de polimorfismo nas duas bases da regido 5’ no
iniciador XK, observado nas sequéncias analisadas, juntamente com formacdes de
estruturas secundarias, provavelmente sédo os fatores que impedem a ampificacdo
das sequéncias diferentes da utilizada por Verdier et al. (1998). Este fator
(polimorfismo na regidao das duas primeiras bases do iniciador XK) pode acarretar
em uma “repulsdo” entre o iniciador e a fita molde, uma vez que as bases nao sao
complementares, impedindo o anelamento perfeito dos iniciadores, acarretando em
um anelamento impreciso, gerando, consequentemente, problemas na amplificagéo.

A sensibilidade na deteccdo pode ser considerada como a eficiéncia de

identificar, de diagnosticar o patdégeno de interesse, sem a formacdo de falsos
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positivos e negativos, estes que podem ser ocasionados por reacdes cruzadas,
isolamentos mal realizados, ma desenvolvimento de protocolos de diagnose
(FIGUEIRO, 2008). A amplificacdo do fragmento apenas para isolados de Xam com
o par de iniciadores XV — XK_MOD mostrou o alto grau de especificidade destes
iniciadores e sua capacidade de detectar o patdgeno com alta confiabilidade.

Como o par de iniciadores desenhado e validado neste trabalho surgiu a partir
de uma modificacdo dos iniciadores desenhados por Verdier et al. (1998), a garantia
da especificidade deles, de certa forma, ja tinha sido comprovada, uma vez que eles
utilizaram 112 isolados de Xam (107 patogénicos e 5 ndo patogénicos) de 25 paises
da América do Sul, Asia e Africa e, além disso, 46 outras amostras de bactérias,
incluindo outras espécies de Xanthomonas, outros patovares de Xanthomonas
axonopodis e espécies de outros géneros, incluindo epifitas isoladas de folhas de
mandioca com sintomas.

A necessidade de testes de validacdo de iniciadores utilizando diferentes
espécies de bactérias, distantes ou proximas geneticamente, € indispensavel para
confirmar a especificidade deste para com seu ‘alvo’ e, consequentemente, ter
eficiéncia na atividade a ser realizada.

A quantidade e a diversidade de espécies utilizadas para testes de
especificidade variam entre os trabalhos e, muitas vezes, o0 interessante € a
variedade destes e ndo especificamente a quantidade. Como pode ser observado
nos trabalhos de Wanderley (2011), a fim de testar a especificidade de dois
iniciadores para o diagnostico molecular de Leishmaniose viceral, utilizou 14
diferentes isolados, ja Adikini et al. (2011) utilizaram 88 isolados bacterianos. Em
outros trabalhos como o de Silva (2011), 59 isolados foram utilizados para deteccéo
de Erwinia psiidi, 111 isolados de diferentes paises foram utilizados no trabalho de
Coletta-Filho et al. (2005) na deteccdo de Xanthomonas axonopodis pv. citri.

O limite minimo de deteccdo de DNA corresponde ao menor valor de DNA
alvo (do patdgeno) em uma amostra/reacdo possivel de deteccdo (TELO et al.,
2007; FIGUEIRO, 2008) e é importante para a padronizacdo dos protocolos
utilizados nos diferentes laboratorios. O limite inferior de deteccéo observado neste
trabalho difere dos observados nos trabalhos de Simenc & Potocnik (2011), Leite
Janior et al. (1994) e Trindade et al. (2007) em que foi possivel amplificacdo com as
concentracbes de 0,0002, 0,00025, 0,01 e 0,001 ng de DNA purificado por reacéo.
Isso pode estar relacionado a pureza do DNA na reagdo, uma vez que o DNA
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purificado esté livre de inibidores o que nédo interfere no rendimento da amplificacéo,
diferente das amostras testadas, as quais nao foram purificadas o que pode ter
infuenciado no limite de deteccéo.

O resultado do teste de deteccdo em material vegetal infectado sintomatico
mostra que com a utilizacdo dos iniciadores também ¢é possivel e eficente a
deteccdo do patdgeno por PCR. A diagnose do patdégeno diretamente do tecido
vegetal infectado é uma estratégia mais rapida e evita, comparando a técnica de
isolamento do patdégeno, a selecéo de outros isolados bacterianos e, possivelmente,
a geracao de falsos positivos e negativos, comprometendo a veracidade dos
resultados, devido a presenga de bactérias endofitica e saprofitas, por exemplo
(SRINIVASA et al., 2012).

Como citado por Akinidi et al. (2011), a diagnose a partir do isolamento da
bactéria em meio artificial, semi seletivo ou mesmo seletivo necessita de mais
avaliagOes, da aplicagédo dos postulados de Koch, ferramentas mais trabalhosas e
demoradas, tornando este método ultrapassado em relacdo a utilizacdo do tempo
de resposta e de trabalho e, além disso, o risco de isolar bactérias que ndo séao as
causadoras da doenca. Assim, uma diagnose rapida e especifica, além de evitar a
dispersédo do patdgeno, permite a tomada de medidas de controle antes do avanco
da doenca no plantio.

Ao utilizar o par de iniciadores XV — XK_MOD em tecidos sintométicos e
assintomaticos, em diferentes por¢cdes da haste, foi possivel notar a amplificacdo de
quase todas as amostras (Fig. 8) apos 15 dias de inoculacao. Isso corrobora com 0s
resultados de Trindade et al. (2007), Freitas (2012) e Adikini et al. (2011), em que foi
possivel a deteccdo em tecido vegetal infectado utilizando a técnica de PCR,
amplificando o fragmento especifico do DNA do patdgeno. Esta capacidade de
deteccdo em tecidos assintomaticos permite a aplicacdo dos iniciadores na diagnose
tanto em materiais vegetais sintomaticos quanto infectados, porém assintomaticos,
uma vez que a bactéria pode estar presente no tecido e este ainda nao ter
desenvolvido os sintomas, ou seja, de forma latente. Como mostrado no trabalho de
Adikini et al. (2011), o aparecimento dos sintomas ocorre tempos depois da
colonizacédo do tecido vegetal pelo patdgeno, variando entre variedades e isolado
bacteriano, com isso, este é transportado de forma latente, para regides ainda livres

da doenca.
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Além da deteccdo em tecidos assintomaticos, foi possivel observar a
translocacdo bacteriana ao longo da haste utilizando estes iniciadores (Fig. 8) e
estimar uma quantificacdo relativa da colonizacédo do patdgeno por parte do tecido,
observando a intensidade das bandas amplificadas. Refere-se aqui a quantificacéo
relativa, pois, para a reagao, foi utilizada a técnica de PCR convencional, ndo sendo
possivel quantificar exatamente a quantidade do patégeno por area do tecido, o que
para isso seria necessario realizar uma reacdo de PCR quantitativa em tempo real, a
qual nos permite detectar o patdégeno e fazer sua quantificagcdo (KUMAR et al.,
2011).

O padréao de amplificacdo para as variedades Caipira, Cigana, Poti Branca e
Verdinha (maior intensidade na banda no ponto em que foi feita a inocula¢éo, ponto
2, Fig. 8), possivelmente esta relacionado com a alta concentracdo de células
bacterianas no ponto onde ocorreu a inoculagéo.

Em um processo de inoculagcdo, quando se toma todas as precaucdes para
gue ocorra a infeccdo, ha uma grande multiplicacdo bacteriana no ponto de
inoculacdo, uma vez que as células sdo viaveis, em uma concentracdo consideravel
e as plantas estdo jovens, sadias e em bom estado nutricional, proporcionando um
rapido desenvolvimento do patégeno, acarretando no rapido aumento do niumero de
células bacterianas no local da inoculagdo (ROMEIRO, 2001).

Acredita-se que esta diferenca na intensidade das bandas nos diferentes
pontos de deteccdo esteja associada a uma das principais caracteristicas de Xam,
que € a translocacao através do sistema vascular da planta em um curto periodo de
tempo (LOZANO, 1986) e uma diminuicdo da multiplicacéo bacteriana no ponto de
inoculacao, ja que o tecido vegetal ja se encontrava necrosado. No entanto, faz-se
necessario uma melhor investigacdo destes padrées para melhor entendimento do
comportamento bacteriano no tecido hospedeiro.

Esses resultados, deteccdo em diferentes pontos da haste e em tecido
sintomético e assintomético, servem como subsidio para a deteccdo eficiente de
Xam. Uma vez que a principal forma de plantio da mandioca € por manivas e Xam
tem como uma de suas principais caracteristicas a movimentacao no tecido vegetal
através do sistema vascular da planta. A utilizacdo de diferentes pontos da haste
para o processo de indexagdo mostra-se fundamentalmente aplichvel para a
garantia da sanidade vegetal antes do transporte para areas livres da doenca no

processo de implantacdo do mandiocal.
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Das variedades e acessos estudados, ndao houve sinais de resisténcia
completa (vertical), uma vez que todas as plantas foram infectadas, entretanto, estas
diferiram quanto a severidade da doenca. Houve correlacdo, porém néo significativa
entre a resisténcia das variedades e acessos e a translocacdo bacteriana na haste,
uma vez que houve amplificagdo nos diferentes pontos utilizados para as diferentes
variedades, como pode ser observado na Figura 8. A diferenca no padrdo de
resisténcia pode estar relacionada com as caracteristicas ou a diversidade genética
das variedades.

A resisténcia genética a patdégenos nas plantas pode ser do tipo mono ou
oligogénica, ou seja, pode ser controlada por genes isolados ou por varios genes em
associacdo, e, coevolutivamente, plantas e fitopatdgenos apresentam interacao
entre proteinas efetoras que podem conferir resisténcia total a planta (MATIELLO et
al., 1997; GIL et al., 2011; LIMA et al., 2012) ou, podendo gerar diferentes respostas
a manifestacdo da doenca, maior ou menor periodo de laténcia, de incubacéo e,
consequentemente, no desenvolvimento dos sintomas.

Na mandioca, a resisténcia a Xam € de carater oligogénico (JORGE et al.,
2000; BANITO et al., 2010) e isso reflete na resposta das variedades quando
infectadas por Xam, podendo apresentar padrdo sintomatico diferenciado. Essa
diferenca no padréo de resisténcia do hospedeiro foi observada também em trabalho
com mandioca quando inoculadas com Fusarium (OLIVEIRA et al., 2013), onde foi
observado diferentes niveis de resisténcia entre os diferentes acessos.

Em relacdo a translocacdo sistémica da bactéria em comparacdo a
resisténcia das variedades utilizadas, a correlagdo n&o significativa com a presenca
e auséncia de bandas do teste de deteccdo em diferentes por¢cdes da haste, condiz
com o relatado acima, uma vez que o nivel de resisténcia pode variar entre as
variedades, a resposta a invasdo do patégeno também comporta-se de modo
diferente.

Medidas eficientes de diagnose podem ser cruciais para previnir a
disseminagdo de doencas. Diante da grande importancia econémica e social que a
mandioca possui mundialmente e das perdas causadas pela ocorréncia da
bacteriose causada por Xam, a deteccdo rapida deste patdgeno pode reduzir
significativamente os danos causados. Assim, a utlizacdo destes iniciadores
especificos pode auxiliar na aplicagdo de medidas fitossanitarias, permitindo uma

rapida e confiavel diagnose do agente patogénico, refletindo em uma aceleracdo na
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implantagéo de controles, dessa forma evitando o estabelecimento da doenca em
locais ainda livres da doenca.

CONCLUSOES

e O par de iniciadores XV e XK_MOD foi eficaz na amplificacdo do fragmento
exclusivo de Xam, utilizando tanto DNA de coldnias isoladas de Xam quanto

o DNA total de material vegetal infectado, sintomatico e assintomético;

¢ Foi possivel estimar a movimentacao sistémica da bactéria utilizando o par de
iniciadores XV e XK_MOD, uma vez que houve amplificacdo em diferentes
pontos da haste;

e A diagnose de Xam utilizando PCR mostrou-se eficiente, podendo ser
utilizada por clinicas fitopatologicas, pelas agéncias de defesa sanitaria para
evitar o transporte do patdégeno, certificando a sanidade do material de

plantio.
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