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No principio criou Deus os céus e a terra...
(Génesis 1: 1)

Havendo o Senhor Deus formado da terra todos os animais do campo e todas as
aves do céu, trouxe-os ao homem, para ver como lhes chamaria; e a tudo o que o
homem chamou a todo ser vivente, isso foi o0 seu home.

(Génesis 2: 19)

Ao Deus eterno, imortal, invisivel mas real...

DEDICO
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RESUMO

Caracterizagdo de isolados de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis por

andlise de isoenzimas e agressividade

A bacteriose ou murcha bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. manihotis) é a
doenca de maior importancia econémica na cultura da mandioca e sua ocorréncia
esta generalizada em todos os locais onde esta é cultivada. A intensidade da doenca
esta relacionada, principalmente, com a resisténcia e idade da planta e com as
condicdes edafoclimaticas. Com o objetivo de obter informacBes sobre a
variabilidade genética desta bactéria em municipios produtores da regido Oeste do
Parana, foi realizado um levantamento, através de coletas de ramas com sintomas
semelhantes aos causados pela doenca, em Entre Rios do Oeste, Marechal Candido
Rondon, Mercedes, Missal, Nova Santa Rosa e Pato Bragado. Foram coletadas
ramas de variedades de mandioca destinadas para industria e para mesa. Os
isolados obtidos foram caracterizados quanto a atividade “in vitro” de amilase,
andlise eletroforética de isoenzimas de a e -esterase e quanto a agressividade. A
partir de 61 materiais vegetais coletados, foi possivel obter 19 isolados de X.
axonopodis pv. manihotis, sendo que, materiais provenientes de variedades de
mesa apresentaram maior incidéncia em relacdo aquelas para industria. Manivas
provenientes de Pato Bragado, Entre Rios do Oeste e Mercedes apresentaram
incidéncias de 10, 27 e 10%, respectivamente, valores inferiores aos de Marechal

Candido Rondon (50%) e de Nova Santa Rosa (58%). Os isolados puderam ser



agrupados em trés, seis e 12 grupos distintos com relacdo a capacidade amilolitica,
agressividade e isoenzimas de esterase, respectivamente. Ndo houve relacéo entre
a atividade de amilase e agressividade dos isolados. Baseado na procedéncia,
isolados de Marechal Candido Rondon foram mais agressivos que 0S provenientes
das outras regides amostradas. O agrupamento com base em esterase permitiu
verificar que isolados provenientes de Entre Rios do Oeste, Nova Santa Rosa e
Mercedes apresentam, entre si, alto grau de similaridade. Estes resultados indicam
haver diferenciagdo entre os isolados da bactéria presentes nos municipios

amostrados.



ABSTRACT

Caracterization of isolates of Xanthomonas axonopodis pv. manihotis by

isoenzimes analysis and aggressiveness

The bacterial blight of cassava (Xanthomonas axonopodis pv. manihotis) is the most
important disease in the culture of the cassava and its occurrence is generalized in
all the places where it is cultivated. The intensity of the disease is related, mainly,
with the resistance and age of the plant and with the soil and weather conditions.
With the objective of obtaining information about the genetic variability of these
bacteria in the West region of Parand, a research was accomplished, throughout
sampling of stems with similar symptoms to the caused by the disease, at Entre Rios
do Oeste, Marechal Candido Rondon, Mercedes, Missal, Nova Santa Rosa and Pato
Bragado. Stems of cassava varieties destined for industry and varieties for human
consume were sampled. The isolates obtained were characterized to "in vitro"
amylase activity, eletrophoretic analysis of isoenzymes a and [-esterase and
aggressiveness. From 61 collected materials, it was possible to obtain 19 isolated of
X. axonopodis pv. manihotis. Materials of human consume varieties showed larger
incidence than those for industry. Stems from Pato Bragado, Entre Rios do Oeste
and Mercedes showed incidences of 10, 27 and 10%, respectively, values smaller
than those of Marechal Candido Rondon (50%) and Nova Santa Rosa (58%). The

isolates could be contained in three, six and 12 different groups to amylolytic activity,



Xi

aggressiveness and esterase isoenzimes, respectively. There was not relationship
between the amylase activity and aggressiveness of the isolates. Based on the
origin, isolates of Marechal Candido Rondon were more aggressive than those of
other sampled areas. The clustering for esterase allowed to verify that isolates from
Entre Rios do Oeste, Nova Santa Rosa and Mercedes showed high similarity degree.
These results indicate there to be differentiation among the isolates of the bacteria

presents in the studied regions.



1 INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) detém uma importancia social e
econdbmica em todos os locais onde é cultivada. No Brasil a cultura, comporta-se em
alguns Estados como importante geradora de divisas, influenciando diretamente nos
hébitos da populacéo das regides onde é cultivada.

O Estado do Parana ocupa, atualmente, o primeiro lugar no ranking da
producdo nacional de mandioca, sendo a regido oeste do Estado a que apresenta o
maior niumero de indastrias relacionadas ao processamento da raiz.

A cultura da mandioca vem apresentando, com a tecnificagdo do sistema de
producdo, um acréscimo nos problemas relacionados a ocorréncia de pragas,
doencas e plantas daninhas. No caso de doencas, a bacteriose causada por
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis tem potencial para reduzir a producao e
inviabilizar novos cultivos, isto porque o patégeno pode ser disseminado a longas
distancias pelo proprio material propagativo.

A bacteriose tem um comportamento muito varidvel quando se trata de
diferentes variedades de mandioca, bem como, o proprio patégeno apresenta
variacbes quanto a agressividade de isolados, o que ja foi identificado com maior
namero de ocorréncia nos paises da Ameérica do Sul, centro de origem da cultura e
do patdgeno. A principal forma de disseminagdo de X. axonopodis pv. manihotis &
através de manivas infectadas, obtidas de plantas doentes mas, muitas vezes,

assintomaticas. Dessa forma, estudos que proporcionem obter informacbes a



despeito das diferentes populacbes desta bactéria, existentes em uma regido,
podem contribuir para amenizar tal disseminacdo ou mesmo, a introducdo de
populac6es mais agressivas em uma area de cultivo isenta do patégeno ou que
apresente isolados menos agressivos.

Com o objetivo de obter informacdes sobre a variabilidade de X. axonopodis
pv. manihotis, foi conduzido um trabalho avaliando-se a atividade in vitro de amilase,
a andlise de isoenzimas a e (-esterase e a agressividade de diferentes isolados da
bactéria coletados em municipios da regido Oeste do Parana.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DA MANDIOCA

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma planta do tipo arbusto
perene, resistente a seca, com raizes tuberosas (que acumulam amido) de formato
variado e em numero de cinco a 20. O caule (sem ramificacdo no periodo vegetativo)
€ ereto, de cor cinza ou prateada ou pardo-amarelada, com folhas simples de cinco
a sete I6bulos. As flores sé@o unissexuadas masculinas ou femininas e o fruto € uma
capsula com trés sementes e que se abre quando seco (Bahia, 2001). Embora a
mandioca apresente sementes viaveis, estas sado utilizadas apenas para a producéo
de novas cultivares no melhoramento genético, sendo a propagacdo comercial feita
por estaca (manivas). Por ser propagada vegetativamente, uma série de doencas
podem estar sendo levadas juntamente com o érgdo propagativo.

Registros histéricos indicam que a mandioca é cultivada ha mais de 5000
anos na América e que mesmo antes de 1600, quando do avanco do processo de
colonizacao, ja era encontrada na Africa e Asia. A cultura inicialmente estabeleceu-
se no Congo Africano, atingindo em pouco tempo a Africa oriental e estabelecendo-
se logo apos no continente Asiatico. Esta expansdo da cultura adveio,
principalmente, por influéncia portuguesa, atingindo aproximadamente 92 paises
tropicais e subtropicais até o final do século XIX (Miura & Monteiro, 1997).

Segundo Henain & Cenoz (1971), dentro do grupo das plantas alimenticias

ou de subsisténcia dos povos das regides tropicais e subtropicais do mundo, a



mandioca ocupa um lugar de suma importancia junto ao milho e arroz, tendo uma
destacada expresséo econdmica, social e historica.

A importéancia da cultura é evidenciada pelo alto teor de amido, encontrado
em suas raizes e sua utilizagdo na alimentacéo de aproximadamente 500 milhdes de
pessoas. Em termos mundiais, dos anos 1960 a 1990 a producao, em milhdes de
toneladas, aumentou de 70 para 152, respectivamente (Lavina & Miura,1995; Silva
et al., 2001).

Os quatro maiores produtores de mandioca sdo a Nigéria (31 milhdes de
toneladas), Brasil (25), Zaire (17) e Indonésia (15). Dos 16 milh6es de hectares
cultivados, 57% estdo na Africa, 25% na Asia e 18% na América Latina. Cerca de
85% da area cultivada se destinam ao consumo domeéstico (57% para alimentacéo
humana e 28% para consumo animal). Os 15% restantes (30 milhdes de toneladas)
se destinam a industrializacdo, na producdo de raspas, farinha, fécula e seus
derivados (Miura & Monteiro, 1997). O consumo mundial médio é de 18 kg por
pessoa ano (kg/p/a), porém, na Africa, o consumo médio é de 96 kg/p/a, sendo o
Zaire o0 maior consumidor, com cerca de 391 kg/p/a (Lavina & Miura,1995).

Com relacdo ao centro de origem da planta, o Brasil possui 0 maior nimero
de variedades geneticamente adaptadas as diferentes condicbes ecoldgicas e
sistemas de cultivo e, conseqientemente, o maior numero de doencas associadas a
cultura. Sao conhecidos cerca de 20 patdgenos que causam doencas, incluindo
fungos, bactérias, virus, nematoéides e protozoarios. Entretanto, em condi¢cdes de
cultivo tradicional com finalidade de subsisténcia, que predominam no Brasil, poucas
sdo as doencas que tém poder de causar grandes prejuizos aos agricultores, sendo
geralmente de ocorréncia sazonal ou ainda confinadas a determinadas regides
geograficas (Miura & Monteiro, 1997; Poltronieri & Trindade, 1999).

2.1.1 A Cultura da Mandioca do Parana

A cultura da mandioca, no Estado do Parana, vem experimentando
sucessivos aumentos a partir de 1980 e alcancou a primeira posicdo nacional na
ltima safra, 00/01. Este crescimento, em determinados anos, variou de 10 a 15% da
area plantada e na ultima safra atingiu 211.000 ha plantados e uma producgéo de

4.400.000 toneladas de raiz. A produtividade no Estado vem variando entre 20.000 e



22.000 kg ha™, o que representa uma larga vantagem se comparada com a média
nacional de 14.003 kg ha™ (SEAB/DERAL, 2002). Segundo Groxko (2002), esta
diferencga € resultante de clima e solo favoraveis e, também, as regifes produtoras
de mandioca destinada as industrias utilizam um bom grau tecnoldgico. No Estado, a
producdo de Mandioca continua concentrada nas regides do Noroeste, Centro
Oeste e Oeste. Esta Ultima, apesar de mais recente, € a mais expressiva em termos
de produtividade, alcangcando acima de 25.000 kg ha™ de mandioca de um ciclo.

O Parana também conta com o maior e mais moderno parque industrial do
pais. Atualmente, existem 41 industrias de fécula no Estado, todas de médio e
grande porte e ainda cerca de 120 farinheiras (FUNDETEC, 2000).

2.2 BACTERIOSE DA MANDIOCA

A doenca de maior importancia econdmica na cultura da mandioca € a
bacteriose ou murcha bacteriana, e sua ocorréncia esta generalizada em todos 0s
locais onde a mandioca € cultivada (Lozano & Booth, 1982; Miura & Monteiro, 1997).
Os relatos da doenga constam de 1912, inicialmente no Estado de S&o Paulo e,
atualmente, pode ser encontrada em todo territério nacional. Além do Brasil, a
bacteriose tem sido relatada causando surtos epidémicos em outros paises da
Ameérica do Sul, América Central, Africa e Asia (Massola & Bedendo, 1997).

Os prejuizos causados a producdo variam principalmente em funcdo da
variedade utilizada, condi¢fes climaticas, inéculo inicial (representado por material
de plantio infectado) e variacbes na viruléncia e/ou agressividade de diferentes
isolados da bactéria. Em variedades suscetiveis, as perdas podem variar de 50 a
100% quando condi¢cOes de temperaturas estdo entre 20 e 24 °C e umidade relativa
elevada, enquanto que em variedades resistentes ndo ultrapassa 5 a 7% da
producdo. Estas perdas podem ser maiores quando patégenos secundarios, como
Coanephora cucurbitarum e Colletotrichum spp. invadem os tecidos infectados pela
bactéria. Este efeito sinergistico entre patdogenos tem sido verificado principalmente
gquando a bacteriose ocorre em culturas que apresentam antracnose (Massola &
Bedendo, 1997).



2.2.1 Etiologia

A Bacteriose da mandioca causada por Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis (Bondar, 1915) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings, 1995, € considerada a
doenca de maior importadncia para a cultura. Este patdgeno foi inicialmente
denominado de Bacillus manihotis Arthaud-Berthet (Miura e Monteiro, 1997; Massola
& Bedendo, 1997) e identificado no Brasil em 1912 (Bondar, 1912). Mais tarde, a
bactéria foi chamada de Phythomonas manihotis (Arthaud-Berthet) Viegas e,
posteriormente, incluido no género Xanthomonas como X. manihotis (Artaud-
Berthet) Star, o qual permaneceu por muito tempo. Em 1974, com a publicacéo da
oitava edicdo do Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, a bactéria passou a
ser considerada como um patovar de X. campestris, variando apenas pela
especificidade a hospedeiros de género Manihot, recebendo o nome de X.
campestris pv. manihotis (Berthet & Bondar) (Massola & Bedendo, 1997). Porém, em
1996, com a publicacdo da Review of Plant Pathology, foi proposta a divisdo da
espécie X. campestris em duas espécies, de tal forma que uma parte dos patovares
permaneceu como X. campestris e outra parte tornou-se X. axonopodis, sendo que
esta bactéria passou a chamar-se X. axonopodis pv. manihotis (Young et al.,1996).

A célula bacteriana da X. axonopodis pv. manihotis possui o formato de
bastonete fino com 0,5 x 0,2 micra, é gram-negativa, movimenta-se por um flagelo
polar (monétrica), possui células ndo encapsuladas e ndo formadoras de esporos, €
aerdbica, com rapido crescimento, sem formar pigmentos em meios com acucares.
Além disso, ndo induz reacao de hipersensibilidade em folhas de fumo e ndo causa
podriddo em tubérculos de batata ou raizes de mandioca (Miura & Monteiro, 1997;
Massola & Bedendo, 1997). Também nédo fermenta a glicose, ndo utiliza asparagina
como Unica fonte de carbono e nitrogénio, mostra reacdo negativa no teste da
oxidase de Kovacs (Massola & Bedendo, 1997) e positivo para o teste de hidrélise
de amido (Amaral, 1958; Lozano & Sequeira, 1974a).

Elango & Lozano (1981) e Alves & Takatsu (1984), estudando o
comportamento de isolados de X. axonopodis pv. manihotis, ndo detectaram
diferencas na patogenicidade, embora tenham verificado diferencas na sua

viruléncia. Verdier et al. (1993) detectaram a presenca de variabilidade genética



entre diferentes isolamentos da patovar manihotis, com maior variabilidade nos

isolados na América do Sul.

2.2.2 Sintomas

Sdo constatadas duas formas sintomatoldgicas distintas em plantas de
mandioca afetadas pela bacteriose. A forma sistémica ocorre quando a bactéria
atinge os tecidos vasculares (Figura 1), enquanto que a forma ndo sistémica ou

localizada ocorre quando ha somente infec¢des dos tecidos foliares (Figura 2).

Fonte: do autor

Figura 1. Exsudagdo bacteriana, sintoma tipico da forma sistémica, devido ao
ataque de X. axonopodis pv. manihotis.

A forma sistémica € a que causa maiores danos. A intensidade da doenca
esta relacionada, principalmente, com a resisténcia e idade da planta, as condi¢cbes
edafocliméticas e o grau de viruléncia e/ou agressividade do isolado bacteriano. Ao
atingir os tecidos vasculares, a bactéria se transloca por estes, obstruindo-os pelo
acumulo de células bacterianas ou pela formacdo de caloses. Verifica-se a
descoloracdo dos tecidos vasculares quando se fazem cortes longitudinais nas
raizes. Também se observa presenca de cancros no caule, nos peciolos, nas
nervuras e sobre a lamina foliar. Os cancros sdo visiveis a olho nu, e, por meio

destes, ocorre uma intensa exsudacao bacteriana (Miura & Monteiro, 1997).



Posteriormente, observam-se murcha, seca, queda de folhas e morte de
plantas. As plantas, nesta fase, caracterizam-se por apresentarem murcha parcial ou
total. De oito a 16 dias ap0s a infeccdo ocorre a morte descendente das plantas. Nas
raizes, inicialmente se verifica descoloracdo dos tecidos vasculares (Miura &
Monteiro, 1997).

Na forma ndo sistémica, os sintomas s&o verificados nas folhas e séo
caracterizados inicialmente por pequenas lesdes angulares (limitadas pelas
nervuras), necroticas, de aspecto aquoso ou oleoso. Posteriormente, pode haver a
coalecéncia das lesdes, tornando-se de coloracdo pardo-clara a marrom, com
tonalidade azulada na face inferior das folhas, onde se pode observar exsudacéo
bacteriana, como na forma sistémica. Quando a infeccdo ocorre através dos
hidatodios, os sintomas assemelham-se a uma queima causada por agua quente,
por isso chamada escaldadura, caracterizando-se por lesdes nas bordas das folhas
(Miura & Monteiro, 1997).

Fonte: do autor

Figura 2. Manchas foliares, sintoma tipico da forma néo sistémica, devido ao ataque
de X. axonopodis pv. manihotis.

Verifica-se em algumas regides, como as semi-aridas do Nordeste, a
chamada "bacteriose das pontas". Esta se caracteriza pela perda de turgescéncia e
secamento das extremidades das hastes, que raramente excedem 0 comprimento

de 30 cm e apresentam manchas escuras (Conceicéo, 1973).



2.2.3 Epidemiologia

A murcha bacteriana é disseminada a longas distancias por meio de material
de plantio (manivas) infectado (Lozano & Sequeira, 1974b). Nao ha davidas de que,
por meio deste, esta bacteriose foi disseminada por todo o Brasil e inclusive outros
paises. Como ndo h& um rigoroso controle do transito de materiais vegetais dentro
do territorio nacional, as manivas infectadas, quase sempre, sdo responsaveis pela
introducé@o da doenca em areas isentas. As ferramentas também constituem veiculo
de disseminacgéao, principalmente aquelas utilizadas em podas ou para cortar novas
manivas para plantio (Massola & Bedendo, 1997).

Dentro de um mesmo campo de cultivo, a chuva desempenha papel
importante na disseminacdo da doenca. Os respingos, ao atingirem plantas
infectadas, promovem a liberacdo dos talos bacterianos presentes nas exudacdes,
que, em contato com folhas sadias, penetram através de ferimentos ou aberturas
naturais e, em presenca de alta umidade, iniciam novas infec¢des. Isto explica a alta
severidade da doenca em estacdo chuvosa. Segundo Lozano & Sequeira (1974b),
da penetracdo ao inicio dos sintomas sdo necessarios em média 11 a 13 dias.

Temperaturas entre 20 e 24 °C e alta precipitagéo pluvial sdo consideradas
otimas para o desenvolvimento da doenca, podendo a murcha bacteriana constituir
problema sério. Tais condicfes sdo encontradas na regidao Sul, nos planaltos das
regides Sudeste e Centro-Oeste e em algumas regides de alta precipitacdo pluvial
no Nordeste. Temperaturas muito baixas (proximas a 10 °C) ou muito quentes
(acima de 30 °C) limitam a atividade do patdégeno e o desenvolvimento de sintomas.
A umidade do ar proxima a 100% favorece a penetracdo do patégeno (que ocorre
em aproximadamente 6 h) e a manifestacdo dos sintomas da doenca (Miura &
Monteiro, 1997).

Sementes verdadeiras também podem carregar o patdgeno. A contaminacao
pode ocorrer pelos respingos de chuva ou por translocacdo da bactéria através do
xilema até o embrido, onde permanece quiescente. Sementes infectadas nao
exibem nenhum sintoma e germinam normalmente (Massola & Bedendo, 1997).

O patégeno possui baixa capacidade de sobrevivéncia no solo. Em geral,
solos com pH entre 6,0 e 6,5 e com baixo teor de matéria organica sao mais

favoraveis, mas mesmo nesses solos, a sobrevivéncia dificilmente ultrapassa 60
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dias. Em restos de cultura este periodo pode se estender até seis meses (Fresco,
1986). Periodos de um ano na auséncia da mandioca sdo considerados eficientes
para erradicar totalmente a bactéria do solo (Miura & Monteiro, 1997).

Ikotun (1981) ndo detectou nenhuma espécie vegetal que pudesse ser
hospedeira alternativa da bactéria dentre varias espécies daninhas em éareas de
cultivo de mandioca. Portanto, sua gama de hospedeiros parece estar limitada a
plantas do género Manihot. Com exce¢do de M. esculenta, as demais espécies
deste género sao pouco cultivadas ou raramente encontradas em condigdes naturais
a ponto de atuarem como fontes de in6culo capazes de causar epidemias (Martinez
& Prates, 1983).

2.2.4 Controle

O controle mais eficiente tem sido o uso de variedades tolerantes, sendo
gue estas variedades, mesmo em condi¢cdes propicias para a bactéria, ndo sofrem
muitos danos (Massola & Bedendo, 1997). A maioria das variedades tolerantes séo
de uso industrial e ndo se prestam para 0 consumo in natura, devido ao sabor
amargo divido a presenca de alto teor de HCN. Por outro lado, a grande maioria das
variedades de mesa é suscetivel a esta doenca. A eliminacdo dos restos culturais
para reducao da fonte de indculo € uma pratica eficiente (Miura & Monteiro, 1997),
OU Mesmo O pousio ou rotacdo de culturas para a eliminacdo natural do patdégeno,
uma vez que o mesmo possui baixa longevidade no solo.

A cultura da mandioca no que diz respeito as formas de cultivo ndo dispbe
de investimentos em tratos culturais quando comparados a outras culturas,
apresentando um comportamento muito variado quanto ao grau de tolerancia,
principalmente quando se trata da bacteriose.

Quando sdo usadas variedades suscetiveis, com boas caracteristicas
agrondmicas, sao recomendadas medidas auxiliares de controle como: plantio de
manivas sadias; rotacdo de culturas ou simples remocéo de restos culturais, seguido
de aracéo e pousio por seis meses; uso de ferramentas desinfestadas e restricdo ao
movimento de pessoas das éareas afetadas para as areas sadias; inspecao
fitossanitaria com erradicacédo de plantas doentes e, se possivel, utilizar o sistema de

consorcio com outras culturas (Massola & Bedendo, 1997).
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Trabalhos realizados em Uganda verificaram que altos niveis de fertilidade
(particularmente através da aplicacdo de P e K) ndo preveniram a infeccdo das
plantacbes pela bactéria, no entanto, retardaram o desenvolvimento da doenca
(Fresco, 1986).

O controle quimico de fitobactérias € bem mais dificil em compara¢do com o
controle de fungos causadores de doencas em plantas. Os antibiticos constituem
um grupo de agroquimicos de emprego relativamente recente no controle de
doencas de plantas (Kimati, 1997). Para fungos, novas moléculas estdo sendo
desenvolvidas a cada ano. No entanto, 0 mesmo nao ocorre para 0 controle de
bactérias, sendo os bactericidas de hoje os mesmos usados na década de 1950,
guando houve sua descoberta como potencial para uso em plantas doentes. Os
fungicidas a base de cobre, juntamente com o0s antibiéticos estreptomicina,
tetraciclina e kasugamicina, sdo os Unicos produtos quimicos disponiveis no Brasil
para o controle de bacterioses (Lopes, 1998). Outro fator agravante € a limitacdo do
uso apenas, em culturas de alto valor econdmico com alto risco de prejuizos (Kimati,
1997).

2.3 DIVERSIDADE GENETICA

Para que seja viavel a utilizacdo de cultivares resistentes, bem como, para
que seja possivel o uso de métodos rapidos de diagnose desta bactéria, como os
métodos seroldgicos, é necessario que se conheca qual a diversidade genética
existente em populagdes de X. axonopodis pv. manihotis, diversidade esta que pode
refletir na viruléncia e/ou agressividade dos isolados bacterianos presentes em uma
determinada regido. Neste caso, a diversidade genética em uma populacdo de
organismos pode ser verificada por diferentes métodos. A seguir sera comentada a
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida e uso da mesma no estudo de

fitobactérias.

2.3.1 Eletroforese
Por ser a eletroforese uma técnica simples, cujos resultados refletem a
atividade génica, ela é de grande valia para estudos genéticos, populacionais,

taxondmicos e evolucionarios de seres vivos (Paccola-Meirelles et al., 1988).
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O termo eletroforese deriva do grego élektron + phorese e significa
"conduzido pela eletricidade". Esta técnica teve seus primérdios em 1930, com 0s
trabalhos de Arne Tisselius, quando foi utilizado um meio liquido na migracdo de
proteinas. Mais tarde, com algumas modificacdes, desenvolveu-se a eletroforese de
zona, na qual o meio de migracao constitui-se de um suporte ndo condutor. Suportes
como papel de filtro, acetato de celulose, géis de &gar, agarose, amido,
poliacrilamida, camadas porosas de vidro em po6, areia, amido, pectina, gelatina,
PVC, celulose, silica gel e resinas de troca idnica, sdo também utilizados em
técnicas eletroforéticas (Mandarino & Vidaurre, 1995).

Em microrganismos, principalmente, a utilizacdo de eletroforese em géis de
poliacrilamida e agarose vem se tornando indispensavel, servindo para distincdo
entre espécies, linhagens e mutantes por meio do perfil eletroforético em
zimogramas. Tudo isso € de grande valia como recurso técnico para auxiliar a
genética béasica e biotecnologia. Embora ndo sejam de dificil execucdo, nem
necessitem de equipamento sofisticado e dispendioso, as técnicas eletroforéticas
tém etapas definidas que precisam ser rigorosamente seguidas para que se obtenha
0 sucesso almejado. De fato, em vérios laboratorios que trabalham com
microrganismos no Brasil, essas técnicas ja constituem rotina (Paccola-Meirelles et
al., 1988).

A identificagdo de um organismo é fundamentada em um ou mais
caracteres, ou em um padrdo de caracteres tipicos de determinado grupo (Krieg,
1984).

De acordo com Oliveira & Scortichini (1998), bactérias possuem dimensdes
extremamente reduzidas, ndo sendo possivel, portanto, sua identificacdo com base
apenas em caracteres anatomorfoldgicos, bioquimicos e/ou fisiolégicos. Sendo
assim, a identificacdo, por meio de métodos tradicionais nem sempre é possivel,
notadamente no nivel de patovares e isolados. Em tais casos, para obtencdo de
identificacdo acurada, faz-se necessaria a utilizacdo de técnicas modernas, como
eletroforese de proteinas totais e, ou, de isoenzimas, serologia ou hibridizacdo de
acidos nucléicos. Estes e outros métodos podem ser utilizados para diferenciacdo de

bactérias (Tabela 1).
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Tabela 1. Niveis taxonébmicos nos quais diferentes técnicas podem ser utilizadas
para diferenciacdo de bactérias

Técnica Familia Género Espécie Isolado

RFLP

Métodos sorolégidos

Tipagem com Fagos e bacteriocinas

Padrdes eletroforéticos de proteinas

Zimogramas

Pirdlise GLC

Andlises fenotipicas
Hibridizacdo DNA:DNA

Acidos graxos celulares

Outros marcadores quimio-taxonémicos
Sondas de DNA
Hibridizagdo DNA:rNA

Sequenciamento de rNA

Segundo Kersters (1990), as proteinas constituem uma fonte de informacao
de grande potencial para classificacdo, caracterizacédo e identificacdo de bactérias.
Eletroforese de proteinas € uma técnica muito sensivel que, normalmente, fornece
dados Uteis sobre a similaridade ou a dissimilaridade de isolados dentro de espécies,
subspécies ou bidtipos (Kersters & De Ley, 1980; Jackman, 1985; Kersters, 1985).

Segundo Oliveira & Scortichini (1998), organismos relacionados possuem
proteinas celulares idénticas ou similares. A eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) produz, em condi¢cdes padronizadas, um padrdao de bandas bastante
complexo, o qual pode ser considerado uma “impressao digital” ou “uma assinatura”
do isolado bacteriano investigado (Kersters, 1990).

Estudos eletroforéticos podem ser utilizados para estimar a diversidade e
estrutura genética de populagdes bacterianas (Oliveira & Scortichini, 1998). Selander

et al. (1986) descreveram o0s procedimentos utilizados para estudar variagao
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genética em Escherichia coli e em outras bactérias. Segundo esses autores, 0s
procedimentos descritos podem ser aplicados a qualquer espécie de bactéria.

Sao vérias as aplicagcbes da eletroforese em fitobacteriologia, permitindo a
classificagao e identificagao rapida de bactérias e “screening” de grande numero de
isolados, para identificar grupos de organismos similares, antes de proceder estudos
de homologia DNA:DNA. Além disso, permite a verificacdo rapida de autenticidade
de isolados; diferenciacdo de colbnias contaminantes e col6nias variantes; estudos
ecolégicos e epidemioldgicos; construcao de perfis eletroforéticos caracteristicos de
isolados importantes, como isolados tipo e isolados patenteados (Kersters, 1990).

Bandas protéicas podem ser, também, isoladas para utilizacdo em estudos
serologicos. Pode-se realizar a identificacdo de fitobactérias, em nivel intra-
especifico, com anti-soros produzidos pelo emprego de bandas especificas (Oliveira
& Scortichini, 1998).

O género Xanthomonas possui poucas propriedades morfoldgicas e
bioquimicas que permitem sua distincdo (Stolp et al., 1965). A identificacdo precisa
de espécies e patovares de Xanthomonas € muito dificil sem a realizacdo de testes
de patogenicidade. Entretanto, diversos estudos tém demonstrado que tanto
espécies quanto patovares podem ser diferenciados por meio de padréao
eletroforético de proteinas sollveis totais e isoenzimas (El-Sharkawy & Huisingh,
1968 e 1971; Kimura & Dianese, 1983; Thaveechai & Schaad, 1986). El-Sharkawy &
Huisingh (1971), estudando diversas espécies de Xanthomonas, e, com relacdo a
sete enzimas e outras proteinas sollveis, encontraram similaridade entre isolados da
mesma espécie e diferencas entre espécies diferentes. Kimura & Dianese (1983)
verificaram que os perfis das isoenzimas esterase, fosfatase alcalina, fosfatase acida
e desidrogenase da glicose-6-fosfato permitiram a distincdo entre isolados de X.
axonopodis pv. manihotis, bem como entre estes e outras espécies de
Xanthomonas. Os estudos, entretanto, estdo, em sua maioria, relacionados ao
aperfeicoamento da taxonomia do género Xanthomonas (Oliveira & Scortichini,
1998) e ndo com a caracterizacdo de diferentes populacdes de uma determinada

espécie.
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2.3.2 Analises Multidimensionais

Ao focalizar mdltiplos locos em populacbes nédo estruturadas
hierarquicamente, diversos indices e coeficientes tém sido propostos para expressar
0 grau de similaridade e distancia genética entre amostras de populacdes. Alguns
desses coeficientes se baseiam nas frequéncias alélicas estimadas do modo
convencional, enquanto outros operam com frequéncias alélicas arbitrarias do tipo 1
e 0, referindo-se a presenca e a auséncia, respectivamente, de dado alelo. Muitos
coeficientes sdo calculados com base em locos individuais, sendo a distancia final
obtida a partir da média das distancias dos locos. Outros séo calculados usando-se
a combinacdo de todos os locos, sem individualizar qualquer deles. Além disso,
muitas distancias genéticas sdo essencialmente medidas de distancias geométricas,
sem qualquer contetdo genético, e por isso mesmo sdo denominadas coeficientes
de dissimilaridade ou divergéncia (Dias, 1998). As analises multidimensionais podem
ser feitas através da analise de componentes principais, de escala multidimensional

e de agrupamento, que sera comentada a seguir.

2.3.2.1 Andlise de Agrupamento

A analise de agrupamento, ou analise de “cluster” como também é
conhecida, ou ainda cluster analysis, € uma técnica multivariada que visa classificar
n itens diversos (populacdes, clones, variedades, individuos, etc.), avaliados por um
conjunto de p caracteres ou variaveis, a partir de uma medida de distancia entre os
itens. Na escolha das variaveis, a maior relevancia e o maior poder discriminatorio
das mesmas devem ser 0s critérios a serem seguidos para a classificacdo. Com
respeito ao niumero de variaveis a ser mensurado, a solucdo também é subjetiva.
Esse numero de variaveis deve ser tal que permita a descricdo dos itens de acordo
com o objetivo do estudo (Dias, 1998).

A analise de agrupamento é uma técnica meramente exploratéria que visa a
geragcdo de hipoteses, a partir da analise de dados multivariados. Basicamente, a
técnica compbe-se de duas etapas. Num primeiro momento, uma matriz de
distancias € gerada a partir da amostra dos n itens, totalizando n (n — 1)/2 pares de
distancias. A seguir, um algoritmo de agrupamento é aplicado sobre essa matriz, de

modo a identificar e conectar grupos homogéneos. Tais grupos sao representados
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graficamente em um diagrama de arvore denominado dendrograma. Percebe-se a
utiidade dessa técnica ao emprega-la sobre um grande conjunto de itens (n
elevado), de modo a transforma-lo em pequenos subconjuntos de manipulacéo,
andlise e interpretacéo facilitadas (Dias, 1998).

Esta técnica ndo contempla, a priori, 0 nimero e a composicdo dos
diferentes grupos ou “clusters” a serem formados. No entanto, com esta técnica é
possivel alocar itens em grupos semelhantes. Naturalmente que muitos sdo 0s
coeficientes de distadncia e os algoritmos de agrupamento passiveis de serem
aplicados. Estudos com diferentes objetivos requerem distintos coeficientes e
algoritmos. Entre os coeficientes de similaridade pode-se citar o de Nei e Li (Sn), 0
de concordancia simples (S¢s) e de Jaccard (S;). A versatilidade e o poder
discriminatério da andlise de agrupamento tem permitido a sua aplicagdo nas mais

diversas areas da ciéncia (Dias, 1998).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 AQUISIQAO E MANUTENC}AO DOS ISOLADOS DE X. AXONOPODIS PV.
MANIHOTIS

Os isolados da bactéria foram obtidos mediante coletas de material vegetal
(ramas) com sintomas na forma sistémica da doenca, provenientes da regido Oeste
do Parana.

As coletas foram direcionas em municipios em que a mandioca apresenta
importancia econdmica significativa na regido, destacando-se Entre Rios do Oeste,
Marechal Candido Rondon, Mercedes, Missal, Nova Santa Rosa e Pato Bragado, os
quais foram amostrados no periodo de agosto de 2001 a julho de 2002.

A aquisicdo das ramas infectadas foi realizada de forma a aumentar o
namero de variedades amostradas, incluindo variedades industriais e/ou de mesa.

O isolamento foi realizado conforme a metodologia proposta por Mariano et
al. (2000). Para tanto, foram retiradas partes do tecido infectado de cada amostra em
separado. Neste processo foram realizadas desinfestacfes superficiais sucessivas
através de flambagem, apos imersdo dos ramos em alcool, para eliminacdo de
possiveis contaminantes. Em seguida, partes do tecido foram repassadas para tubos
de ensaio contendo solucdo salina (agua destilada e esterilizada + 0,85% de NaCl)
evitando assim, o rompimento das células bacterianas, que poderia ocorrer devido a
diferenca de potencial osmético. O tecido vegetal permaneceu na solucdo por

aproximadamente 20 min e, em seguida, foram transferidas aliquotas da solucéo
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para placas de Petri contendo meio nutriente amido (3 g de extrato de levedura, 5 g
de sacarose, 5 g de peptona bacteriolégica, 8 g de amido de milho, 0,064 g de
clorotalonil, 15 g de agar e 1000 mL de agua). Foram realizadas diluicdes em série,
através do método de riscagem, e as placas permaneceram em temperatura
ambiente (+ 26 °C) até o crescimento de colbnias individualizadas.

As coldnias que apresentaram consumo de amido (Figura 3), indicado pela
formacdo de halo translucido, foram selecionadas e repassadas para tubos de
ensaio contendo solugédo salina. Em seguida, foi realizada repicagem para novas
placas no qual o crescimento das bactérias foi mantido por 48 h. Com a finalidade de
ajustar a expressao do genoma bacteriano para o novo ambiente, os isolados em
estudo foram cultivados sobre determinado meio por pelo menos trés vezes, a
intervalos de uma semana (Alfenas et al, 1998). Segundo Oliveira & Scortichini
(1998), sob condicdes de crescimento idénticas, um isolado bacteriano sempre
produzira o mesmo grupo de proteinas e, consegientemente, 0 mesmo padrao
eletroforético, sendo adequados para a diferenciacdo de espécies e isolados de
bactérias. O meio de cultura utilizado foi 0 523 proposto por Kado & Heskett (1970):
10 g de sacarose, 8 g de caseina acida hidrolizada, 4 g de extrato de levedura, 2 g
de K;HPO,, 0,3 g de MgS0O,4 7H,0 e 1000 mL de a4gua destilada.

Para o armazenamento dos isolados, foram colocados 0,6 mL de solucéo de
glicerol a 20% e 0,4 mL de meio 523 liquido em tubos ependorfe de 2,0 mL. Apd4s
autoclavagem, foram repassadas aliquotas de massa bacteriana para 0s mesmos e,
posteriormente, os tubos foram agitados e armazenados em freezer a —20 °C. Para
recuperar o isolado, foi realizada repicagem em placa com meio nutriente amido.

Na identificacdo dos isolados também foi realizada a coloracdo de Gram,
observacdo da motilidade e teste de hipersensibilidade em plantas de fumo. Este
consiste, na aplicacéo abaixo da epiderme da folha, de solugéo contendo 102 células
bacterianas . mL™?, com o auxilio de seringas hipodérmicas e observacdo dos
resultados apds 24 h. A presenca de necrose nas areas infiltradas indica resposta
positiva para hipersensibilidade.

A Ultima etapa foi confirmar a capacidade de causar doenca, por parte dos

isolados, no hospedeiro. Para realizar este teste foi injetada uma solu¢cdo contendo
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10® células bacterianas . mL™* em folhas e caule de mandioca para verificar o

aparecimento de sintomas tipicos da doenca.

Fonte: do autor

Figura 3. Col6nias de X. axonopodis pv. manihotis com formacdo de halo
translucido, indicando hidrélise de amido.

3.2 CARACTERIZACAO DE ISOLADOS ATRAVES DA HIDROLISE DE AMIDO
Com a finalidade de verificar as diferencas entre os isolados com relagéo a
hidrélise de amido, um ensaio foi conduzido em placas de Petri contendo meio
nutritivo amido. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, onde 0s
tratamentos consistiram dos isolados da bactéria, sendo cada tratamento composto
por quatro repeticdes. O plaqueamento dos isolados foi realizado a partir de uma
aliquota (alca de platina) por placa, de uma suspensdo contendo 10%® células
bacterianas . mL™ de solucéo salina, cultivadas em meio nutritivo amido durante 48
h. Os resultados foram obtidos através da mensuracao direta do didmetro da area de
amido hidrolisado e diametro da colénia ap6s 148 h. As médias foram calculadas por
dc + dh\dc sendo que dc = didametro da colbénia e dh = diametro da area hidrolisada,

e apos, comparadas através de analise de variancia.



20

3.3 CARACTERIZACAO DE ISOLADOS ATRAVES DA AGRESSIVIDADE

Para avaliar o comportamento dos isolados em relacdo a agressividade, foi
realizado um ensaio utilizando-se a variedade Verdinha, altamente susceptivel ao
patdgeno. O ensaio foi conduzido na area de cultivo protegido do Nucleo de
Estacdes Experimentais (NEE) da UNIOESTE - Campus de Marechal Candido
Rondon, em tunel baixo coberto com sombrite (malha 50%). As plantas de mandioca
foram cultivadas em vasos plasticos (com aproximadamente 6 L de solo previamente

esterilizado) até atingirem aproximadamente 25 cm de altura (Figura 4).

Fonte: do autor

Figura 4. Aspecto de plantas de mandioca utilizadas no ensaio para verificar a
agressividade de isolados de X. axonopodis pv. manihotis.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, onde os tratamentos
consistiram dos isolados da bactéria, sendo cada tratamento composto de quatro
repeticoes.

Ap6s obtencdo de suspensdo de 10 8 células bacterianas . mL™ de solucédo
salina dos isolados, foram realizadas inoculacbes com seringa hipodérmica em
apenas um foliolo da quarta folha (contada a partir do apice). Em seguida, foi

inoculada uma aliquota da mesma suspensao bacteriana na terceira axila a partir do
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apice. As avaliacGes foram realizadas apés 18 dias, periodo suficiente para o
desenvolvimento de sintomas, préximo ao verificado por Lozano & Sequeira (1974b)
de 11 a 13 dias.

Os sintomas presentes no foliolo foram determinados mediante escala de
notas variando de 0 a 3, sendo: 0, foliolo sem sintomas; 1, foliolo com manchas de
até 5 mm de diametro; 2, foliolo com manchas necréticas maiores que 5 mm de

diametro; 3, foliolo totalmente necrosado (Figura 5).

Fonte: do autor

Figura 5. Escala de notas de 0 a 3 sendo: 0, foliolo sem sintomas; 1, foliolo com
manchas de até 5 mm de diametro; 2, foliolo com manchas necroticas
maiores que 5 mm de diametro; 3, foliolo totalmente necrosado.

Para os sintomas presentes nas plantas decorrentes da inoculagcédo no caule
a avaliacao foi de acordo com escala proposta por Miura et al. (1990), considerando
uma escala de notas de 0 a 5, sendo: 0, planta sem sintoma; 1, presenca de
pequenas manchas angulares nos foliolos; 2, aparecimento de lesbes do tipo
requeima nos foliolos, e murcha de folhas; 3, exsudacdo de goma nos peciolos,
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murcha e queda de folhas; 4, lesdes necrdticas nas hastes, com ou sem exsudacao
de goma, murcha de folha, desfolhamento parcial e morte dos brotos apicais e 5,
presenca de grandes lesGes necréticas nas hastes, intenso desfolhamento, morte
acentuada de hastes, ou, ainda morte total da planta.

3.4 ELETROFORESE PARA A ISOENZIMA ESTERASE

3.4.1 Obtencao do Extrato Protéico

O processo de obtenc¢do do extrato protéico partiu de isolados cultivados em
meio nutriente amido, a 28 °C por 72 horas.

A massa bacteriana, cerca de 5 g, foi coletada por meio de uma espatula
estéril e colocada em tubos para centrifuga contendo 100 mL de tampao Tris-HCI
0,5M (pH 6,9) (constituido de 74,75 g de Tris base e g.s.p. 1000 mL).

As bactérias foram centrifugadas com o tampao a 5.000 x g por 20 minutos,
a 4 °C. Logo apos, o sobrenadante foi descartado e realizada nova lavagem com 50
mL do mesmo tampéao e nova centrifugacdo a 5.000 x g por 20 min.

Para cada isolado, foram coletadas 300 mg das células obtidas na
centrifugacédo, as quais foram colocadas em tubos ependorfe e mantidas em freezer
por 10 min até o completo congelamento. Em seguida, esses tubos, foram
repassados para placas de gesso, previamente mantidas no freezer, as quais
apresentavam cavidades para acoplamento dos ependorfes, com a finalidade de
manter condi¢ces de temperaturas proximas a 4 °C (Figura 6A).

As células bacterianas foram rompidas utilizando-se areia fina, obtida
através de peneiramento em malha de 48 mesh. A proporcdo de areia/massa de
células foi de v:v. Realizou-se a maceracao por 10 min com o auxilio de bastdes de
aco com extremidades abauladas (Figura 6B). Ap6s 5 min de maceracdo, foram
adicionados 0,5 mL da solugéo extratora da amostra (Apéndice 1) e, apds completar
0s 10 min de maceracéo, foi adicionado mais 1,0 mL de solugéo extratora.

O macerado obtido permaneceu no tubo por 15 min para que ocorresse
completa decantacdo da areia, sendo entdo o0 extrato repassado para outro
ependorfe e adicionado mais 0,5 mL da solucdo extratora. Em seguida, foi realizada

nova centrifugacdo durante 20 min a 5000 x g e o sobrenadante foi filtrado em
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membrana milipore (0,45 pum de diametro de poro), com o objetivo de remover
células e restos de parede celular da bactéria provenientes do processo de
maceracgao do extrato.

O aparato no qual foi realizada a filtragem consistiu de uma seringa de 20
mL adaptada em uma rolha de silicone acoplada a um kitasatto, e este conectado a
uma bomba de vacuo. Na seringa foi retirado o émbolo e no local colocado a
membrana com auxilio de um tubo de ensaio. Este tubo possuia um orificio por onde
a amostra era injetada. O extrato foi coletado novamente em ependorfe (Figuras 6C
e 6D), mantido a 4 °C e usado no processo de eletroforese apds a determinacéo da

guantidade de proteinas totais.

Fonte: do autor

Figuras 6. Etapas do processo de obten¢éo do extrato protéico: A) ependorfe com
300 mg de células bacterianas; B) processo de maceracdo; C) e D)
detalhes da filtragem da amostra.

3.4.2 Dosagem de Proteinas Totais
A quantificacdo de proteinas totais, no extrato obtido para cada isolado, foi
realizada utilizando-se o método de Bradford (1976). Para cada 2,4 mL de amostra
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(2,2 mL de solucéo extratora e 0,2 mL do extrato) adicionou-se, sob agitacédo, 0,6 mL
de reagente concentrado de Bradford. Apos 5 min de incubacdo a temperatura
ambiente, foi realizada a leitura de absorbancia a 595 nm. Como referéncia foram
utilizados 2,4 de solucao extratora da amostra e 0,6 mL de reagente concentrado de
Bradford.

A concentracdo de proteinas de cada amostra, expressa em termos de
equivalentes pg de albumina de soro bovino (ASB) por mL de amostra (ug proteina .
mL™) foi determinada utilizando-se curva padrdo de concentracdes de ASB variando
de 0a20 ug . mL™* (Apéndice 2).

3.4.3 Preparo do Gel e Eletroforese

Para a andlise eletroforética, foi utilizado gel nativo de poliacrilamida 4% (gel
concentrador) e 10% (gel separador) (Apéndice 1), segundo metodologia proposta
por Alfenas & Brune (1998).

O gel separador foi aplicado na moldura do gel entre as placas de vidro até a
altura de 1,5 cm abaixo da extremidade inferior do pente. Em seguida, foi adicionada
agua para uniformizacdo da parte superior do gel e protecao contra o oxigénio. Apés
a polimerizacdo, a agua foi removida com papel-filtro e, em seguida, houve a
aplicacao, sob o gel polimerizado, da solu¢cdo do gel empilhador. O pente foi posto
no gel para formacéao das cavidades. As cavidades foram enxaguadas com solucao
tampéo do tanque (Apéndice 1) e 0 excesso de tampéao foi removido das cavidades
com auxilio de papel-filtro.

Nas cavidades formadas no gel foram aplicadas, cuidadosamente, aliquotas
do extrato protéico dos isolados de forma individual por cavidade, que apresentavam
a mesma concentracado de proteina total por mL. Nas extremidades do gel foram
aplicados 20 pL do marcador de corrida azul-de-bromofenol e também o isolado 24
gue foi tomado como padréo para todos os géis.

A quantidade de amostra a ser aplicada foi em funcdo da concentragcéao de
proteina. Os volumes variaram de 20 a 38 pL do extrato. Foram utilizadas
concentracbes em torno de 35 pg de proteina por pL para os extratos de cada

isolado bacteriano.
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Os volumes das cavidades foram completados com solugdo tampé&o do
tanque diluida (1:10) e adicionada, respectivamente, nos tanques superior e inferior
100 e 300 mL dessa mesma solucdo. O aparelho foi calibrado para 100 V até que a
linha frontal de azul-de-bromofenol atingiu o gel separador, quando entdo, o
aparelho foi regulado para 200 V e mantido nesta voltagem até o fim da corrida,
realizada a 4 °C.

ApoOs a corrida, o gel foi cuidadosamente repassado para solugdo tampao
Tris-HCI 0,5 M, pH 6,9, em bandeja plastica sob agitacdo, onde foi realizada uma
primeira lavagem. O tampé&o foi removido e adicionado solugdo corante para
esterase (Apéndice 1), descrita por Brune & Alfenas (1998), e o gel incubado por 30
min a 30 °C.

Com as bandas da esterase j& coradas, descartou-se a solucdo corante e
adicionou-se a solugcéo para descolorir o gel (Apéndice 1). O gel foi envolto por
papel celofane, previamente umedecido em solucdo secadora (Apéndice 1) e
colocado sobre placa de vidro plana, evitando-se a formacdo de bolhas. O gel foi

mantido a uma temperatura de 15 °C durante 24 h até completa secagem (Figura 7).

Fonte: do autor

Figura 7. Aparéncia do gel durante a secagem.

Apb6s a completa desidratacao o gel foi arquivado para posterior comparacéo
dos resultados.
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3.5 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA

A diversidade genética foi verificada pela avaliacdo qualitativa para a
presenca ou auséncia de bandas para esterase nos géis de poliacrilamida. A matriz
de similaridade foi construida utilizando-se o coeficiente de Jaccard (S;). O
dendrograma foi obtido utilizando-se o algoritmo UPGMA (Método de Pares de
Grupos ndo Balanceados com Média Aritmética) a partir do programa NTSYS — PC,

versao 1.7.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLADOS DE X. AXONOPODIS PV. MANIHOTIS

Foram obtidos, mediante coletas direcionadas em areas com o cultivo da
mandioca, 61 materiais com sintomas semelhantes aos causados pela bacteriose
(Tabela 2), e, para comparacao, foram incluidos os isolados 9A e 9B, ja identificados
como X. axonopodis pv. manihotis e fornecidos pelo Dr. Antdnio Carlos Maringoni,
da Faculdade de Ciéncias Agronémicas (UNESP — Botucatu/SP).

Do total de amostras coletadas, obtiveram-se 19 isolados bacterianos de
diferentes variedades da cultura, sendo que, o numero de isolados por municipio
refletiu indiretamente o comportamento da bacteriose, quanto ao grau de
contaminacdo de material vegetal propagativo, durante o periodo da coleta (Tabela
3).

Observou-se que a ocorréncia da bacteriose foi maior quando se tratou de
variedades de mesa (9 amostras), seguidas pelas variedades para industria Fécula
Vermelha (5), Fécula Branca (4) e Verdinha (1), representando, quando comparado
ao total coletado de cada variedade 47,4%, 33,3%, 28,6% e 25% de material com a
presenca da bactéria, respectivamente.

Estes resultados concordam com trabalhos que indicam que as variedades
de mesa sdo mais suscetiveis a bacteriose, enquanto que variedades industriais sao

mais resistentes (Takahashi & Gongalo, 2001).
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Tabela 2. Municipios amostrados, variedades de mandioca e resultados quanto a

presenca e/ou auséncia de X. axonopodis pv. manihotis em amostras
coletadas nos municipios de abrangéncia do trabalho

Registro Municipio Variedade Identificagéo
01 Nova Santa Rosa Verdinha Auséncia
02 Nova Santa Rosa Olho Junto Auséncia
03 Pato Bragado Verdinha Auséncia
04 Marechal Candido Rondon Fécula Branca Auséncia
05 Pato Bragado Fécula vermelha Auséncia
06 Pato Bragado Fécula vermelha Auséncia
07 Missal Fécula branca Auséncia
08 Marechal Candido Rondon Fécula branca Auséncia
09 Pato Bragado Espeto Auséncia
10 Missal Espeto Auséncia
11 Pato Bragado Fécula vermelha Auséncia
12 Missal De mesa Auséncia
13 Pato Bragado Fécula vermelha Auséncia
14 Pato Bragado Espeto Auséncia
15 Pato Bragado Verdinha Auséncia
16 Pato Bragado Fécula branca Auséncia
17 Entre Rios do Oeste De mesa Auséncia
18 Mercedes Cascuda Auséncia
19 Mercedes Cascuda Auséncia
20 Mercedes Cascuda Auséncia
21 Mercedes Fécula vermelha Auséncia
22 Mercedes Fécula vermelha Auséncia
23 Mercedes Fécula vermelha Auséncia
24 Mercedes Fécula branca Presenca da bactéria
25 Mercedes Fécula branca Auséncia
26 Mercedes Fécula branca Auséncia
27 Mercedes Soglo Auséncia
28 Mercedes Africana Auséncia
29 Entre Rios do Oeste De mesa Auséncia
30 Entre Rios do Oeste De mesa Auséncia
31 Entre Rios do Oeste De mesa Presenca da bactéria
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32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
9A
9B

Entre Rios do Oeste

Entre Rios do Oeste

Entre Rios do Oeste

Entre Rios do Oeste

Entre Rios do Oeste

Entre Rios do Oeste

Entre Rios do Oeste
Marechal Candido Rondon
Marechal Candido Rondon
Marechal Candido Rondon
Marechal Candido Rondon
Marechal Candido Rondon
Marechal Candido Rondon
Marechal Candido Rondon
Marechal Candido Rondon
Nova Santa Rosa

Nova Santa Rosa

Nova Santa Rosa

Nova Santa Rosa

Nova Santa Rosa

Nova Santa Rosa

Nova Santa Rosa

Nova Santa Rosa

Nova Santa Rosa

Nova Santa Rosa

Pato Bragado

Marechal Candido Rondon
Marechal Candido Rondon
Marechal Candido Rondon
Marechal Candido Rondon
Estado de S&o Paulo

Estado de Sao Paulo

De mesa
Fécula vermelha
Fécula vermelha
Fécula vermelha

Fécula branca
Fécula branca
Fécula branca
Fécula branca

De mesa

De mesa

De mesa

De mesa

De mesa

De mesa

De mesa

De mesa

De mesa

De mesa

De mesa

Fécula branca

Fécula branca

Fécula branca
Fécula vermelha
Fécula vermelha
Fécula vermelha

Verdinha
Fécula vermelha
Fécula vermelha

De mesa

De mesa

Presenca da bactéria
Auséncia
Auséncia
Auséncia

Presenca da bactéria
Auséncia
Auséncia

Presenca da bactéria
Auséncia

Presenca da bactéria
Auséncia
Auséncia

Presenca da bactéria
Auséncia
Auséncia

Presenca da bactéria

Presenca da bactéria

Presenca da bactéria
Auséncia

Presenca da bactéria
Auséncia
Auséncia

Presenca da bactéria

Presenca da bactéria

Presenca da bactéria

Presenca da bactéria

Presenca da bactéria

Presenca da bactéria

Presenca da bactéria

Presenca da bactéria

Presenca da bactéria

Presenca da bactéria
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Tabela 3. Incidéncia de X. axonopodis pv. manihotis, em amostras de mandioca
coletadas em municipios da regido oeste do Parana

Municipio aTn?gzlt?:s izzﬁzld%i Incidéncia (%)
Entre Rios do Oeste 11 3 27,3
Nova Santa Rosa 12 7 58,3
Pato Bragado 10 1 10
Mercedes 11 1 9,1
Mal. Candido Rondon 14 7 50
Missal 3 0 0
Total 61 19 31,2

A relacdo entre maior ou menor severidade a uma variedade pode estar
ligada a maiores ou menores concentracfes de acido cianidrico presentes na planta.
Isto poderia explicar, em parte, o porque de variedades de mesa apresentarem
maior suscetibilidade & doenca. Por outro lado, uma variagdo do patdégeno também
pode estar diretamente envolvida no processo doenga, tornando-se importante o
mapeamento ou ao menos, a verificacdo da relacdo entre diferentes variedades da

cultura e variacdes do agente causal da doenca.

4.2 CARACTERIZAC}AO DE ISOLADOS ATRAVES DA HIDROLISE DE AMIDO

Os resultados, quanto a atividade amilolitica, permitiram a separagéo dos 21
isolados em seis grupos (Tabela 4). O isolado 39 apresentou a menor média da
relacdo consumo de amido e crescimento da coldnia, enquanto o isolado 51
apresentou a maior média.

Resultados semelhantes foram descritos por Alves & Takatsu (1984),
avaliando a capacidade de hidrolise de amido de 32 isolados de X. axonopodis pv.
manihotis provenientes de diferentes regiées do Brasil, incluindo isolados do Centro
Internacional de Agricultura Tropical — CIAT, Colédmbia. Estes autores verificaram,
entre os isolados, uma grande variabilidade na atividade amilolitica, encontrando
isolados com alta atividade e outros com atividade quase indetectavel apos 48 h de

incubacéo.
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Tabela 4. Capacidade de hidrdlise de amido, em meio nutriente-amido, de isolados
de X. axonopodis pv. manihotis obtidos de ramas de mandioca coletadas

em municipios da regido Oeste do Parana

Isolados Procedéncia® Médias * (cm)
51 NSR 2,40 a®
31 ERO 2,07 ab
47 NSR 2,00 bc
41 MCR 1,99 bc
44 MCR 1,96 bc
60 MCR 1,89 bcd
32 ERO 1,86 bcde
56 NSR 1,86 bcde
54 NSR 1,76 bcde
48 NSR 1,73 bcde
57 PTB 1,71 bcde
61 MCR 1,68 cde
9B SP 1,67 cde
24 MER 1,66 cde
49 NSR 1,66 cde
55 NSR 1,66 cde
58 MCR 1,57 de
36 ERO 1,55 de
9A SP 151 de
59 MCR 1,50 e
39 MCR 1,10 f

C.V. (%) 8,00
Média geral 1,68

* Municipios de Entre Rios do Oeste (ERO), Marechal Candido Rondon (MCR), Mercedes (MER),

Nova Santa Rosa (NSR), Pato Bragado (PBR) e Estado de Sao Paulo (SP).

% Médias calculadas por dc + dh\dc sendo que dc = diametro da coldnia e dh = diametro da area

hidrolisada.

® Médias seguidas pela mesma letra néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 1%.

4.3 CARACTERIZACAO DE ISOLADOS ATRAVES DA AGRESSIVIDADE

Os 21 isolados apresentaram diferencas na agressividade. Para avaliagdes

realizadas nas folhas, os resultados permitiram a separagédo em trés grupos (Tabela
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5). Quanto a comparacdo de médias, os valores em termos de agressividade
indicam que os isolados 44, 60, 61, 55, 57 e 58 diferiram significativamente dos

isolados 31, 32, 39, 48 e 51, os quais foram menos agressivos.

Tabela 5. Agressividade de isolados de X. axonopodis pv. manihotis, obtidos de
ramas de mandioca coletadas em municipios da regido Oeste do Parana

Isolados Procedéncia ' Agressividade * Exsudacéo *
44 MCR 30a’ +
60 MCR 3,0a +
61 MCR 3,0a +
55 NSR 2,7a +
57 PTB 25a +
58 MCR 25a +
24 MER 2,2ab +
9A SP 2,0 abc +
9B SP 2,0 abc +
36 ERO 2,0 abc +
41 MCR 2,0 abc +
49 NSR 2,0 abc +
54 NSR 2,0 abc +
59 MCR 2,0 abc +
47 NSR 1,2 bc +
56 NSR 1,2 bc +
31 ERO 1,0 c -
32 ERO 1,0 c -
39 MCR 1,0 c +
48 NSR 1,0 c -
51 NSR 1,0 c -

C.V. (%) 21.00
Média geral 1.93

! Municipios de Entre Rios do Oeste (ERO), Marechal Candido Rondon (MCR), Mercedes (MER),
Nova Santa Rosa (NSR), Pato Bragado (PBR) e Estado de Sao Paulo (SP).

% Valores obtidos mediante escala de notas variando de O (foliolo sem sintomas) a 3(foliolo
totalmente necrosado) a partir de folhas inoculadas com os isolados bacterianos.

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 1%.

4 Exsudac¢do de pus bacteriano em ramos de mandioca (+: presenca; -: auséncia).
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Para a avaliagcdo nas plantas, o comportamento foi praticamente idéntico,
sendo que apenas os isolados 31, 32, 48 e 51 ndo apresentaram exsudacao
bacteriana nos ramos.

O uso do método de inoculacbes em folhas e uso da escala de notas
apresentou os melhores resultados por apresentar maior sensibilidade na distingao
dos sintomas da doenca, quando comparado as inocula¢gdes no caule.

Trabalho semelhante, conduzido por Alves & Takatsu (1984), no entanto,
ndo se demonstrou eficiente. Segundo os autores, o método de inoculagdo em
folhas de mandioca mostrou-se inadequado para distingdo de isolados quanto a
agressividade devido a variacdo nos sintomas apresentados.

A comparacdo dos resultados para o ensaio que avaliou a capacidade da
hidrélise de amido com aqueles da agressividade dos isolados, ndo demonstrou
correlacdo, o que pode ser observado quando sdo comparadas as médias de
atividade amilolitica dos isolados 39 e 51 e sua agressividade respectivamente,

concordando com resultados obtidos por Alves & Takatsu (1984).

4.4 CARACTERIZAC}AO DOS ISOLADOS ATRAVES DA ESTERASE

A variabilidade entre os isolados de X. axonopodis pv manihotis foi
evidenciada pelas diferencas no numero e mobilidade relativa das bandas de
esterase dos 21 isolados. Os perfis de esterase dos isolados apresentaram de trés a
oito bandas, enquanto que, os valores da mobilidade relativa (MR) variaram de 0,06
a 1,00 (Figura 8).

Para a comparacao dos isolados bacterianos através do padréo esterasico,
foi realizada andlise qualitativa, para presenca de bandas, indicada pelo valor 1, e
auséncia de bandas, indicada pelo valor 0, que inicialmente partiu de uma matriz
retangular (Apéndice 3), permitindo a obtencdo de uma matriz de similaridade

utilizando-se o coeficiente de Jaccard (S;) (Apéndice 4).
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MR 9A 9B 24 31 32 36 39 41 44 47 48 49 51 54 55 56 57 58 59 60 61

0,06——— —_—— e - -

Figura 8. Representacdo das bandas de a e B — esterase, obtidas pelo processo
eletroforético para os 21 isolados de X. axonopodis pv. manihotis, e
mobilidade relativa (MR) para cada banda (==) da enzima.

Apos a obtencdo da matriz de similaridade foi realizado o agrupamento dos
isolados utilizando-se o algoritmo UPGMA para a construgcdo do dendrograma.
Analisando a topologia do dendrograma para a esterase, os isolados foram
separados em 12 grupos (Figura 9).

Os isolados provenientes de Entre Rios do Oeste, Nova Santa Rosa e
Mercedes apresentam, entre si, alto grau de similaridade. Os isolados provenientes
de Marechal Candido Rondon estdo distribuidos em diferentes agrupamentos e
alguns, como os dos grupos L e M, possuem menores valores de similaridade com
os isolados coletados em outras regides. Os isolados obtidos em Botucatu/SP
apresentam em torno de 51% de similaridade com os isolados provenientes do

Parana.
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Estes resultados, associados aos de agressividade e capacidade amilolitica,
indicam haver diferenciacdo entre os isolados da bactéria presentes nos municipios

amostrados na regido Oeste do Parana.
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Figura 9. Dendrograma gerado pelo método UPGMA representando a distancia
genética, tomando como parametro a atividade esterasica entre o0s
isolados. Municipios de Entre Rios do Oeste (ERO), Marechal Candido
Rondon (MCR), Mercedes (MER), Nova Santa Rosa (NSR), Pato
Bragado (PBR) e Estado de Sao Paulo (SP).



5 CONCLUSOES

b)

d)

Os dados obtidos na regidao Oeste do Parana, durante a coleta de
ramas de mandioca, indicaram que materiais provenientes de
variedades de mesa apresentam maior incidéncia de X. axonopodis

pv. manihotis em relacdo as variedades industriais;

Os dados de atividade amilolitica e agressividade permitiram a
distincdo entre os isolados bacterianos. No entanto, ndo foi

verificada relagdo entre essas caracteristicas;

As maiores incidéncias da bacteriose ocorreram nos municipios de
Nova Santa Rosa e Marechal Candido Rondon, sendo que neste
altimo, estdo presentes os isolados de X. axonopodis pv. manihotis

de maior agressividade;

Os perfis eletroforéticos para a isoenzima esterase permitiram a
deteccdo de variacOes entre isolados de X. axonopodis pv.
manihotis, havendo alto grau de similaridade entre aqueles

provenientes de Entre Rios do Oeste, Nova Santa Rosa e Mercedes.
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Apéndice 1. Preparo das solucdes para a anlise eletroforética®.

Bis-Acrilamida (solucéo estoque 30%)

Yo ] £= 11 1[0 = 87,60 g
Bis-Acrilamida...........oooiiiiiii 2,40 g
Agua destilada (Q.S.P.) -« eeeeeerrrmriiiee e 300 mL

Tampéao do gel separador ou de corrida Tris-HCL pH 8,9

Tris 0= 1T =T 45,75 g
Agua destilada ([.S..)  eeeerrmrrriiiieeeee e e e e e 100 mL

*0 pH 8,9 foi ajustado com acido cloridrico concentrado.

Tampéao do gel empilhador Tris-HCL 0,5 M, pH 6,9

Tris 0= 1T = 74759
Agua destilada ([.S.P.)  eeeeereiiieeieeeeeeeie e 100 mL

*0 pH 6,9 foi ajustado com acido cloridrico concentrado.

Gel separador (10%)

e U T= e L1111 F=To - VT 3,350 mL
THS-HCI 0, 5 M (DH 8,9)..- oo 2,777 mL
BIS-ACHIAMIAA. ......uiiieiiii e 3,706 mL
TEMED. ... 3 uL

Persulfato de amonio (32 mg . ML™)....coovovivieecceeeeeee e, 0,167 mL

Gel separador (4%)

AQUA AESHIATA. ...t 3,500 mL
Tris-HCI 0, 5 M (PH 6,9). e 0,500 mL
BiS-ACHlamida........ccouviiiiiiiiiiiiiiieeeee e 0,750 mL
TEMED. ... e S uL

Persulfato de amonio (32 mg . ML™)...cooiiiiiee e, 0,285 mL

Tampéao do tanque (10 vezes)

TS DASE....cc et a e, 759
C}Iicina ............................................................................................. 36,09
Agua destilada (Q.S..) o eeeererriiiiieieeiie e 1000 mL

Solucdo extratora ou da amostra (para proteinas nativas)

(€] [To7 T (o 5,0 mL
Tris-HCI 0,5M,PHB,9. ... 2,5mL
Agua destilada (g.S.P.) e eeeeeeeerrrmieiaeeeeeeeie e 25,0 mL

2 Continua na préxima pagina
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Solucao corante da esterase

Tampao Tris HCI 0,5 M, PH 7,1, 5,0 mL
Fastblue RRsalt........coooiii 50,0 mg
Solucéo estoque a e B - naftil acetato (1g . 100 mL™)...........c....... 1,5mL
AQUA AESHIATA ...t 43,5 mL

Solucado descorante

Etanol absolUto...........ccooviiiiiiiii 300 mL
ACido acetico glacial............ooviiiiiiii 50 mL
Agua destilada ([.S.P.)  eeeuereeriieeeeeeeeeeie e 650 mL

Solucao secadora

(€1 1T01=] (10 T- VT T TR UP TR 30 mL
Metanol ......................................................................................... 400 mL
Agua destilada ([.S.P.) . eeeeeeermrerrieieieeeeeee e 600 mL
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Apéndice 2. Curva padréo para determinacéo da concentracao de proteinas totais.

1,2 ~

Abs (595 nm)
o
o

0,4

y = 0,0524x + 0,0382

0.2 R?=0,9947

0 5 10 15 20 25

g proteina. mL™



47

Apéndice 3. Matriz retangular com dados originais, onde (1) indica presenca de

banda e (0) auséncia de banda.

9A |9B |24 |31 (32|36 |39|41[44 4748|4951 |54|55|56|57 (58|59 60|61




Apéndice 4. Matriz de similaridade para os isolados, utilizando o coeficiente de Jaccard.

9A
1.000

1.000
0.625

0.500
0.500

0.500

0.091
0.429

0.429
0.444

0.444

0.571
0.500

0.625
0.500

0.375

0.400
0.500

0.333
0.625

0.625

9B

1.000
0.625

0.500
0.500

0.500

0.091
0.429

0.429
0.444

0.444

0.571
0.500

0.625
0.500

0.375

0.400
0.500

0.333
0.625

0.625

24

1.000

0.833
0.833

0.833

0.100
0.500

0.500
0.714

0.714

0.667
0.833

0.714
0.833

0.667

0.300
0.750

0.375
1.000

1.000

31

1.000
1.000

1.000

0.111
0.600

0.600
0.833

0.833

0.800
1.000

0.833
1.000

0.800

0.200
0.625

0.250
0.833

0.833

32

1.000
1.000

0.111
0.600

0.600
0.833

0.833

0.800
1.000

0.833
1.000

0.800

0.200
0.625

0.250
0.833

0.833

36

1.000

0.111
0.600

0.600
0.833

0.833

0.800
1.000

0.833
1.000

0.800

0.200
0.625

0.250
0.833

0.833

39

1.000
0.000

0.000
0.100

0.100

0.125
0.111

0.100
0.111

0.000

0.000
0.083

0.000
0.100

0.100

41

1.000

1.000
0.500

0.500

0.750
0.600

0.500
0.600

0.750

0.250
0.375

0.333
0.500

0.500

44

1.000
0.500

0.500

0.750
0.600

0.500
0.600

0.750

0.250
0.375

0.333
0.500

0.500

47

1.000
1.000

0.667
0.833

0.714
0.833

0.667

0.182
0.556

0.222
0.714

0.714

48

1.000

0.667
0.833

0.714
0.833

0.667

0.182
0.556

0.222
0.714

0.714

49

1.000
0.800

0.667
0.800

0.600

0.222
0.500

0.286
0.667

0.667

51

1.000

0.833
1.000

0.800

0.200
0.625

0.250
0.833

0.833

54

1.000
0.833

0.667

0.182
0.556

0.222
0.714

0.714

55

1.000
0.800

0.200
0.625

0.250
0.833

0.833

56

1.000

0.222
0.500

0.286
0.667

0.667

57

1.000
0.364

0.333
0.300

0.300

58 59 60 61

1.000

0.444 1.000
0.750 0.375 1.000

0.750 0.375 1.000 1.000



