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Resumo

A bacteriose da mandioca causada por Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis é uma importante doenca da cultura, e sua ocorréncia é
comum em locais onde a mandioca é cultivada. O objetivo do trabalho
foi assinalar as areas de incidéncia da bacteriose, bem como coletar e
preservar os isolados encontrados em diferentes regides do Estado do
Para. O levantamento da doenca foi realizado no periodo de fevereiro
de 2012 a setembro de 2015 em 74 areas produtoras de mandioca.
Amostras de folhas com sintomas caracteristicos foram coletadas,
identificadas e levadas ao Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Amazoénia Oriental, onde foram realizados os testes de exsudacéo,
isolamento do patdégeno, teste de patogenicidade e PCR com os primers
XV-XK, especificos para o patégeno. A bacteriose foi detectada em
39,19% das éareas visitadas, nos municipios de Acara, Ananindeua,
Capanema, Capitao Poco, Castanhal, Igarapé-Acu, Moju, Santa Isabel

'Engenheira-agronoma, doutora em Fitopatologia, pesquisadora da Embrapa Amazénia Oriental, Belém, PA.
2Graduanda de Agronomia na Universidade Federal Rural da Amazonia, estagiaria da Embrapa Amazonia
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do Para, Sao Francisco do Para e Tracuateua. Na técnica de PCR, os
29 isolados obtidos amplificaram fragmentos de DNA de
aproximadamente 898 pb. A bacteriose da mandioca se encontra
presente nas mesorregioes Metropolitana e Nordeste Paraense.

Os isolados de X. axonopodis pv. manihotis obtidos induziram
sintomatologia tipica da doenca e se encontram preservados no
Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Amazonia Oriental.

Termos paraindexacao: Manihot esculenta, levantamento, sintomatologia.



Incidence of Cassava
bacterial blight
(Xanthomonas axonopodis
pv. manihotis) in the state
of Para, Brazil

Abstract

Cassava bacterial blight caused by Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis is an important disease for this culture, and its occurrence is
common on locations in which cassava is cultivated. The objective of
this work was to evaluate the incidence of bacterial blight, as well as
to collect and preserve isolates found in different regions of the state
of Parda, Brazil. The survey of the disease was conducted from February
2012 to September 2015, in 74 cassava-producing areas. Samples of
leaves presenting characteristic symptoms were collected, identified
and taken to the Plant Pathology Laboratory at Embrapa Amazénia
Oriental, where the exudation, pathogen isolation and pathogenicity
tests were conducted, in addition to the PCR test, conducted with
specific primers (XV/XK) for the pathogen. Bacterial blight was
detected at 39.19% of the visited areas, in the municipalities of Acarj,
Ananindeua, Capanema, Capitdo Poco, Castanhal, lgarapé-Acu, Moju,
Santa Isabel do Para, Sao Francisco do Pard and Tracuateua. In the
PCR technique, the 29 obtained isolates amplified DNA fragments

of approximately 898 bp. Cassava bacterial blight is present in the



Metropolitan and Northeastern Paréa regions. The obtained

X. axonopodis pv. manihotis isolates induced symptoms typical

of the disease and are preserved at the Plant Pathology Laboratory
of Embrapa Amazénia Oriental.

Index terms: Manihot esculenta, survey, symptomatology.
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Introducao

A bacteriose da mandioca, causada por Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis (Bondar) Vauterin et al. (1995), é uma das doencas mais
importantes da cultura. O primeiro relato da doenca foi feito no Brasil
por Bondar, em 1912, no Estado de Sao Paulo (LOZANO, 1975). No
Estado do Para, a bacteriose foi diagnosticada por Deslandes em 1944
(DESLANDES, 1944). E de ocorréncia comum em todas as regides onde
se cultiva mandioca, sendo mais severa no periodo chuvoso (PEREIRA;
ZAGATTO, 1967; LOZANO; SEQUEIRA, 1974; LOZANO, 1986;
MIURA; MONTEIRO, 1997).

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis é uma bactéria em forma de
bastonete, gram-negativa, aerdbia estrita, mével por apenas um flagelo
polar e que, diferente das espécies de Xanthomonas, nao produz
xanthomonadina. Assim, em meio de cultura, as col6nias sao lisas e
nao pigmentadas (BRADBURY, 1984; CHUN, 2002; ARRIETA-ORTIZ
et al., 2013).

A doenca manifesta-se por meio de duas formas de sintomas: a

forma sistémica, resultante do plantio de material contaminado, que
consiste em acentuadas falhas de germinacao, murcha das folhas
novas, seguida de morte descendente das plantas ainda na fase inicial
de desenvolvimento, e a forma nao sistémica, que se caracteriza
inicialmente pela presenca de manchas foliares pequenas, de formas
angulares e de aparéncia aquosa, as quais, a medida que a doenca se
desenvolve, vao se unindo e aumentando em tamanho, ocupando toda
a lamina foliar. Em curto espaco de tempo, as folhas atacadas secam,
os peciolos murcham e se soltam da planta (LOZANO 1986; MIURA;
MONTEIRO, 1997; FUKUDA; GOMES, 2005). Um exsudado espesso
amarelado pode se acumular em gotas na superficie da folha mais baixa
e ao longo das nervuras. Esta goma também é caracteristicamente
exsudada de rachaduras que se desenvolvem em hastes e peciolos
jovens infectados (LOZANO, 1986).
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A bactéria habita o xilema, podendo sobreviver na area de ocorréncia
em restos de cultura e no solo por cerca de 6 meses (SILVA et al.,
2008). Em razdao da movimentacao sistémica do patégeno, ndo existem
medidas de controle curativo, porém, devem ser utilizados métodos
integrados como controle cultural, utilizacdo de cultivares tolerantes e
medidas visando evitar a introducao de estirpes de alta viruléncia em
areas de baixa ou nenhuma infestacado (HILLOCKS; WYDRA, 2002).

Embora X. axonopodis pv. manihotis tenha sido relatada no Estado
do Pard em 1944, nao ha registros na literatura sobre sua incidéncia
nas diferentes regioes produtoras de mandioca. Tais informacdes
sdo essenciais para estudos epidemiolégicos da doenca no estado.
Além disso, a coleta de material e a preservacao de culturas puras
dos isolados fitopatogénicos sdao de suma importancia para estudos
etiolégicos, ecoldgicos e epidemioldgicos visando a obtencao de
subsidios para seu controle (ARAUJO et al. 2008), além do suporte
para os programas de melhoramento genético da mandioca.

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi assinalar as areas de incidéncia
da bacteriose, bem como coletar e preservar os isolados encontrados em
diferentes regides produtoras de mandioca do Estado do Para.

Material e Métodos

Avaliacao da incidéncia da bacteriose da mandioca em
areas produtoras

Para avaliar a incidéncia da bacteriose no estado, foram visitadas 74
propriedades com plantios de mandioca nos municipios de Acar4,
Altamira, Ananindeua, Braganca, Capanema, Capitdao Poco, Castanhal,
Igarapé-Acu, Moju, Salvaterra, Santa Isabel do Pard, Sao Francisco do
Pard, Terra Alta, Tomé-Acu e Tracuateua. As visitas foram realizadas
nos meses de fevereiro de 2012, marco, abril, maio e agosto de 2013,
setembro, outubro e novembro de 2014 e maio, junho e setembro de
2015. As propriedades foram georreferenciadas e, em cada area de
cultivo, a indicacao da incidéncia da doenca em campo, baseada na
sintomatologia da bacteriose, foi utilizada como critério para realizacao
da coleta de material.
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Coleta de amostras, isolamento, teste de
patogenicidade e preservacdo do patégeno

Amostras de folhas com sintomas tipicos da bacteriose foram coletadas
nos municipios de Acard, Ananindeua, Capanema, Capitao Poco,
Castanhal, Igarapé-Acu, Moju, Santa Isabel do Pard, Sao Francisco do
Para e Tracuateua. No local da coleta, as folhas foram identificadas,
acondicionadas em sacos plasticos e enviadas para o Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Amazoénia Oriental.

Para o isolamento, ap6s o método de exsudacao em gota (corrida
bacteriana) para a confirmacao da presenca da bactéria, foi realizado
o isolamento em meio 523 (KADO; HESKETT, 1970) pelo método
de estrias paralelas e posterior incubacao por 48 horas a 28 °C.

A patogenicidade dos isolados foi constatada pela inoculacao de
mudas da cultivar Paulo Velho com 2 meses de idade, por meio de
pulverizacao da face abaxial das folhas com suspensao bacteriana na
concentracdo 10 unidades formadoras de colonia (UFC).mL" (OD,,
= 0,3). Plantas da testemunha foram pulverizadas com agua de
torneira. As mudas foram mantidas por 24 horas depois da inoculacao
em cdmara Umida em casa-de-vegetacdo. Apds o aparecimento dos
sintomas, o patégeno foi reisolado das lesoes.

A preservacao dos isolados bacterianos foi feita em dgua destilada
esterilizada (PEREIRA et al., 1970). Os isolados foram cultivados em
meio 523 por 48 horas. Uma aliquota correspondente a uma “alcada” do
crescimento bacteriano foi transferida para tubos plasticos de criogenia
(2,0 mL), contendo 1,0 mL de dgua destilada esterilizada, sendo
armazenados em condicdes de laboratério (25 = 2°C). Para verificar

a viabilidade e patogenicidade dos isolados, periodicamente foram
realizadas repicagens em meio de cultura e testes de patogenicidade.

Identificacao dos isolados bacterianos por PCR

Para a extracao de DNA, aliquotas de 1,5 mL de cultura bacteriana
foram centrifugadas e os precipitados foram ressuspendidos com
567 uL de TE pH 8,0, 30 uL de SDS 20% e 3 uL de proteinase k
20 mg/mL. A mistura foi incubada por 1 hora a 37 °C. Em seguida,

11
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foram adicionados 100 yL de NaCl 5 M e 80 yL de CTAB 10%, a
mistura foi entdo incubada a 65 °C. Apds a extracao com cloroférmio
e isopropanol, o DNA foi ressuspendido em 90 uyL de TE e 10 uL de
RNase (AUSUBEL et al., 2003). A quantificacdo do DNA foi realizada
utilizando-se o padrao de peso molecular Low DNA mass ladder
(Invitrogen) e o programa Lablmage 1D L340 (Loccus Biotecnologia).

Para as reacGes de PCR foram utilizados os primers

XV (6'TTCGGCAACGGCAGTGACCACCST') e XK
(5'TCAATCGGAGATTACCTGAGCGS3’) especificos para X. axonopodis
pv. manihotis (VERDIER et al., 1998). As reacdes foram elaboradas em
um volume total de 25 uL contendo O,1 yM de cada primer, 200 uM
de dNTP, 3 mM de MgCl,, 0,025 U/ul de Tag DNA polimerase (Gibco,
BRL) e 100 ng de DNA. As condi¢cdes de amplificagcdo foram: 5 minutos
a 95 °C, 30 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 61 °C

e 1,5 minutos a 72 °C e 5 minutos a 72 °C (VERDIER et al., 1998).
Os produtos amplificados foram separados em gel de agarose 0,8%,
corados com GelRed (Biotium) e fotodocumentados sob luz ultravioleta
em fotodocumentador Loccus Biotecnologia Modelo L-Pix Chemi.

Resultados e Discussao

Avaliacao da incidéncia da bacteriose da mandioca em
areas produtoras

A bacteriose foi observada em 39,19% dos 74 plantios avaliados. A
doenca esteve presente nas mesorregioes Nordeste Paraense e regiao
metropolitana de Belém.

Foram encontrados apenas sintomas foliares (Figura 1), entretanto

foi observada em campo alta severidade da doenca em um plantio no
Municipio de Acaréa (Figura 1C; D) e outro em Sao Francisco do Para
(Figura 1E; F). Deslandes (1944) relata a ocorréncia da bacteriose em
todos os mandiocais visitados nos estados do Pard e Amazonas, onde
foram observados sintomas em folhas e ramos novos. O autor relata
ainda que a maior incidéncia observada foi no Campo Agricola no
Municipio de Igarapé-Acu.
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Figura 1. Sintomas foliares da bacteriose da mandioca. Plantio no Municipio de
Castanhal (A, B); plantio no Municipio de Acara (C, D); plantio no Municipio de
Séo Francisco do Para (E, F).
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O maior namero de propriedades com a presenca da bacteriose foi
encontrado nos municipios de Acara e Castanhal (Figura 2). Em
Castanhal, as oito propriedades visitadas apresentaram a bacteriose,
enquanto em Acard, de 18 propriedades visitadas, oito apresentaram
a doenca (Figura 2). Nos plantios avaliados em Altamira, Braganca,
Salvaterra, Terra Alta e Tomé-Acu, a doenca nao foi observada.

204
184

Plantios de m

Municipios

B sem presenca da bacteriose B com presenca da bacteriose

Figura 2. Plantios de mandioca avaliados quanto a presenca de bacteriose em 15

municipios no Estado do Para.

Coleta de amostras, isolamento e preservacao do
patégeno

Das coletas realizadas, foram obtidos 29 isolados de X. axonopodis pv.
manihotis, sendo 8 isolados provenientes do Municipio de Acard, 8 de
Castanhal, 3 de Igarapé-Acu, 2 de Moju, 2 de Santa Isabel do Para, 2
de Tracuateua, 1 de Ananindeua, 1 de Capanema, 1 de Capitao Poco e
1 de Sao Francisco do Paré (Figura 3).
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Todos os isolados obtidos apresentaram col6nias tipicas de X.
axonopodis pv. manihotis em meio 523 (Figura 4A), com crescimento
em 48 horas a 28 °C, e foram preservados em agua destilada
esterilizada em temperatura ambiente no Laboratério de Fitopatologia
da Embrapa Amazé6nia Oriental.

Teste de patogenicidade

No teste de patogenicidade, todos os isolados induziram sintomas
tipicos da bacteriose com o inicio do seu aparecimento aos 3 dias

apds a inoculacao. Aos 9 dias apds a inoculacao, as lesGes angulares
encharcadas foram evidentes em todo o limbo foliar (Figura 4B), e aos
13 dias apds a inoculacao observou-se a necrose das lesdes (Figura 4C),
com posterior seca e queda foliar. Apenas o isolado Xam 03, obtido no
Municipio de Castanhal, induziu a exsudacdo de pus bacteriano na haste
aos 13 dias ap6s a inoculacao (Figura 4D). Nas avaliacbes em campo,
esse sintoma nao foi observado. No entanto, Deslandes, em viagem ao
Estado do Pard em 1944, observou, além dos sintomas foliares, lesbes
em ramos novos com exsudacao de pus bacteriano (DESLANDES, 1944).
Durante as avaliacGes das inoculacoes, observou-se uma variacao de
intensidade da doenca incitada pelos diferentes isolados, indicando uma
possivel variabilidade entre esses isolados. No entanto, vale ressaltar que
as inoculagoes foram realizadas a medida que os isolados eram obtidos,
desse modo nao foi possivel realizar comparacdes entre eles. Para
avaliar a variabilidade entre os isolados pelo teste de patogenicidade, é
necesséria a instalacdo de um ensaio conjunto.

Identificacdo dos isolados bacterianos por PCR
Quando submetidos a PCR, todos os 29 isolados em estudo
amplificaram fragmentos de DNA de aproximadamente 898 pb,
confirmando a identidade do patégeno (Figura b5).
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Figura 4. Crescimento de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis em meio 523 (A).

Sintomas em folhas de mandioca aos 9 dias apds a inoculacao (B). Sintomas em folhas
de mandioca aos 13 dias apds a inoculacéo (C). Exsudacdo de pus bacteriano em haste
de muda de mandioca e anasarca ao redor da zona de abscisao aos 13 dias apds a
inoculacado (D).

Fotos: Alessandra Keiko Nakasone Ishida
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos do PCR realizado a

partir de folhas de mandioca com presenca de sintomas da bacteriose, utilizando o

par de iniciadores XV/XK. Foram empregados no estudo de identidade 29 isolados,
representados com suas respectivas procedéncias. M- marcador de peso molecular1Kb
DNA ladder; 1-Xam 14 (Acard); 2-Xam 15 (Capitao Poco); 3-Xam 16 (Acard); 4-Xam 17
(Acard); 5-Xam 18 (Acard); 6-Xam 19 (Acard); 7-Xam 20 (Acard); 8-Xam 21 (Acard);
9-Xam 22 (Ananindeua); 10-Xam 23 (Santa Isabel do Pard); 11-Xam 24 (Santa Isabel
do Pard); 12-Xam 25 (Capanema); 13-Xam 26 (Tracuateua); 14-Xam 27 (Tracuateua);
15-Xam 28 (lgarapé-Acu); 16-Xam 29 (Igarapé-Acu); 17-Xam 30 (lgarapé-Acu); 18-Xam
31 (Sdo Francisco do Pard); 19-Xam 01 (Acard); 20-Xam 02 (Castanhal); 21-Xam 03
(Castanhal); 22-Xam 04 (Castanhal); 23-Xam 05 (Castanhal); 24-Xam 06 (Castanhal);
25-Xam 08 (Castanhal); 26-Xam 10 (Castanhal); 27-Xam 11 (Moju); 28-Xam 12 (Moju);
29-Xam 13 (Castanhal).

Dos 29 isolados de X. axonopodis pv. manihotis obtidos em

10 municipios paraenses, 8 foram provenientes do Municipio de
Acara, o maior produtor de mandioca do estado, segundo o
Levantamento Sistematico da Producao Agricola (2015) (LSPA),
feito pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). A
diagnose em campo associada as técnicas de deteccao sensiveis
para confirmacao da identidade do patégeno é primeiro passo para

o desenvolvimento de estratégias de manejo da doenca. Além disso,
os isolados obtidos neste trabalho serao utilizados no estudo de
variabilidade de X. axonopodis pv. manihotis no Estado do Para, que
daréd suporte ao Programa de Melhoramento Genético da mandioca na
regido, visando selecionar gendtipos resistentes/tolerantes a doenca.
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Conclusoes

A bacteriose da mandioca esta presente nas mesorregidoes do Nordeste
Paraense e na regidao metropolitana de Belém, com incidéncia em
39,19% dos plantios visitados, apresentando apenas sintomas foliares.
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