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RESUMO

LELIS, Tiago de Paula, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2014.
Variabilidade genética de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis nas regioes
Nordeste e Centro Sul do Brasil. Orientador: Luis Cldudio Vieira da Cunha.

A mandioca é uma cultura de extrema importancia em regides tropicais, sendo utilizada
na alimentacao de cerca de 500 milhdes de pessoas. Além do uso direto na alimentagao
humana, a participacdo da mandioca na indistria alimenticia tem tido considerdvel
aumento nos dltimos anos. A crescente incidéncia de pragas e doencas tem se tornado
uma importante causa da reducdo de produtividade da cultura no Brasil, e demais
regides produtoras. Dentre as doencas presentes na cultura, a bacteriose causada por
Xanthomonas axonopodis pv. manihots (Xam) se destaca como uma séria ameaca a
producdo em condi¢des favordveis. O uso de variedades resistentes tem se destacado
como o método mais vidvel de controle da doenca. Para a selecdo de gendtipos
resistentes a doencas e o desenvolvimento de programas de melhoramento, um dos pré-
requisitos € o conhecimento da variabilidade fenotipica e genotipica de isolados dentro
da populacdo do patdgeno, associada a diferentes regides geogrificas e sistemas de
cultivo. Apesar da importancia desta doenca para a sustentabilidade da cultura da
mandioca, pouco se sabe sobre a variabilidade fenotipica e genotipica de Xam presente
nas principais regides produtoras do Brasil. Para ganhar conhecimento sobre este
problema, testamos a hipdtese de que os isolados brasileiros apresentam uma alta
variabilidade genotipica, através do uso do marcador molecular AFLP. Alto nivel de
polimorfismo foi encontrado entre os isolados de Xam a partir da amplificacdo seletiva
com os primers EcoRI-A/Msel-G e Ecorl-T/Msel-A. Baseado nas andlises aplicadas
ndo foi encontrado diferenciacdo genética entre as populacdes da BA e MS-PR; no
entanto baseado na andlise de minimum spanning network observou a estruturacdo de
dois grupos de gendtipos multilocus distantes. Alta diversidade genética foi obtida
quando estes grupos foram comparados. A diversidade genética encontrada entre os

isolados de Xam ndo correlacionam com a origem geografica e patogenicidade.
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ABSTRACT

LELIS, Tiago de Paula, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February 2014.
Genetic variability of Xanthomonas axonopodis pv. manihotis in the Northeast and
Mid-South regions of Brazil. Advisor: Luis Cldudio Vieira da Cunha.

Cassava is an important crop in many tropical regions and it has been used to feed about
500 million people worldwide. However, the increasing incidence of pests and diseases
has become a major cause of reduced crop production in all cassava producing
countries. Among the main diseases, the bacterial blight caused by Xanthomonas
axonopodis pv. manihots (Xam) stands out as one of the most important and limiting
factors. The use of resistant varieties, which depends greatly on the knowledge of the
pathogen’s phenotypic and genetic diversity, is the most feasible method of controlling
this disease. Despite the importance of this disease to the sustainability of cassava, little
is known about the phenotypic and genetic diversity of Xam present in the main cassava
producing regions of Brazil. To gain knowledge into this issue, we tested the hypothesis
that the Brazilian isolates show a high genetic diversity. In order to do this, we carried
out AFLP marker analyses of 85 Xam isolates collected from different regions in Brazil
(BA, MS, PR). Based on AFLP results, 53 polymorphic bands were found among
isolates of Xam. Multilocus analyses showed a total of 26 MLGs (genotypes) among the
isolates. Further diversity analyses showed that Brazilian isolates present a high level of
diversity (Hexp = 0,567). Surprisingly, this diversity neither correlates with the
geographic origin nor with the pathogenicity/virulence characteristic of the isolates.
Based on the analysis of the minimum spanning network, two major MLGs groups were
observed, indicating the presence of two diverse populations. In conclusion,
Xanthomonas axonopodis pv. manihots Brazilian isolates are highly diverse and that

this diversity does not relate to their geographic origin.
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1. INTRODUCAO

1.1 O cultivo da Mandioca e sua Importancia

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma planta arbustiva, eudicotiledonea,
helidfila, perene (mas cultivada como anual), pertencente a familia Euphorbiaceae e género
Manihot (VIANA et al., 2002). Algumas espécies de plantas desta familia destacam-se por
sua empregabilidade agrondmica, como o Jatropha curcas (pinhdo manso), Ricinus
communis L. (mamoneria), Hevea brasiliensis (seringueira); no entanto, Manihot esculenta
¢ a unica espécie da familia cultivada com a finalidade alimentar. Gracas a suas raizes
comestiveis ela € extensamente cultivada em regides tropicais de todo mundo.

Desde sua domesticacdo de 5000-7000 anos atrds, a mandioca tem espalhado por
regides tropicais. Esta € a terceira mais importante fonte de calorias nos trépicos, logo apos
o arroz e milho (FAO, 2007). Além disso, € considerada pela FAO como a quarta cultura
mais importante na producdo de alimentos e tem um destaque especial por ser uma
importante fonte de alimento para familias de baixa renda, devido a baixa exigéncia de
tecnologias durante seu processo produtivo e colheita. A importincia da mandioca para as
populacdes nas regides subtropicais foi demonstrada no ano de 1990 em Uganda, através da
epidemia causada pela virose mosaico da mandioca, devastando plantios e levando a fome a
populacdo dependente da cultura.

Do ponto de vista técnico, a cultura da mandioca apresenta algumas vantagens,
como possibilidade de obtencdo de altas produtividades, tolerdncia a seca e a solos
degradados ou 4dcidos, grande flexibilidade no plantio e na colheita e féacil adaptacdo a
ambientes onde o plantio de outras culturas é impraticavel (EMBRAPA, 2007).

Originaria da América do Sul, alguns estudos indicam que a planta ancestral da
mandioca € natural de vegetacdo na zona de transicdo entre a floresta Amazonica e o
Cerrado, proxima as fronteiras entre Peru e Brasil (CARVALHO, 2005). As condicdes
mais propicias para seu cultivo sdo em climas tropicais e subtropicais, com amplitude
térmica de 20°C a 27°C e a temperatura média ideal em torno de 25°C. Regides alagadas e
congelamento dos solos sdo fatores limitantes ao cultivo da mandioca que se desenvolve de
maneira mais produtiva sob exposi¢do direta ao sol. O cultivo apresenta maior

adaptabilidade a solos arenosos a textura media, pois estes possibilitam melhor



desenvolvimento das raizes, por serem mais profundos e fridveis além de boa drenagem,
reduzindo problemas de apodrecimento do produto (EMBRAPA, 2007).

A producdo mundial de mandioca em 2010 foi da ordem de 229,5 milhdes de
toneladas e atualmente permanece em ritmo continuo (GROXKO, 2011). Os cinco
principais paises produtores sdo por ordem de importancia: Nigéria, Brasil, Indonésia,
Tailandia e Republica Democritica do Congo (EMBRAPA, 2011), sendo que a maior parte
da produ¢do mundial concentra-se no continente africano. Ocupando o segundo lugar em
producdo, o Brasil € responsavel por aproximadamente 10% do total produzido no mundo,
seguindo a tendéncia de diversos paises da América Latina e do sudeste asidtico na
industrializacdo da cadeia produtiva. Atualmente, a producdo brasileira gira em torno de
24,5 mil toneladas da raiz, o equivalente a 65% da producao da Nigéria.

A cultura da mandioca destaca-se entre as demais por ser produzida em todas as
regides do pais. Poucas culturas de importincia econdmica apresentam alta distribui¢do
geografica como a mandioca. Além disso, a cultura se destaca pela alta produtividade,
quando comparada com outras culturas de importancia econdmica. Estima-se que a
produtividade da mandioca no Brasil seja 13,61 t/ha (Figura 1), muito superior a culturas
como soja, arroz € milho (GAMEIRO, 2002).

Dentre os estados brasileiros, se destaca como o maior produtor de mandioca o
Par4, seguido por Bahia, Parand e Maranhdo (EMBRAPA, 2011) (Figura 2).

A cultura apresenta um alto potencial para a realizacdo de melhoramento genético
ou para incremento de produ¢do com praticas agricolas, ja que atualmente o rendimento

médio da mandioca é de apenas 20% do que pode ser obtido em condi¢des 6timas.
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1.2 A Murcha Bacteriana e seu agente causal

A bacteriose causada por Xam é a doenca de maior importincia econdmica no
cultivo da mandioca. Dependendo das condi¢des empregadas, o patégeno pode reduzir
substancialmente a producdo e até inviabilizar novos cultivos devido a disseminag¢do por
manivas infectadas (LOZANO e BOOTH, 1982; MASSOLA e BEDENDO, 2005).

Xam € uma bactéria Gram negativa, em forma de bastonete, ndo produtora de
pigmentos ao contrario da maioria das espécies do género das Xanthomonas (SCHAAD et
al., 2005). A bacteriose foi descrita no Brasil em 1943 e desde entdo, tem sido relatada nas
principais regides produtoras da cultura.

As lesoes visualizadas em folhas e ramos sdo resposta a infec¢do pelo patégeno, que
penetra pelos estdmatos ou por feridas presentes nas folhas (JORGE er al., 2000),
colonizando o tecido foliar e os feixes vasculares. Os sintomas da bacteriose caracterizam-
se por manchas angulares, de aparéncia aquosa nos foliolos, murcha das folhas e peciolos,
morte descendente (die back) e exsudagcdo de goma nas hastes, além de necrose dos feixes
vasculares, devido 4 infeccao sist€tmica (MARAITE, 1993). A disseminacdo do patégeno
ocorre principalmente pela dispersdo de células bacterianas produzidas nas plantas
infectadas através da chuva (JORGE et al., 2000), também pelo uso de material propagativo
infectado e através do manuseio com ferramentas infestadas durante a colheita (LOZANO,
1986).

Os prejuizos causados pela bacteriose variam com as condi¢Oes climaticas,
suscetibilidade ou tolerancia das variedades, praticas culturais empregadas, épocas de
plantio e nivel de contamina¢do do material de plantio, bem como agressividade dos
isolados presentes na drea, o que ja foi identificado com maior nimero de ocorréncia nos
paises da América do Sul, centro de origem da cultura e do patégeno (ELANGO e
LOZANO, 1981; VERDIER et al., 1993). A variacdo brusca de temperatura entre o dia e a
noite € o fator mais importante para a manifestacdo severa da doenca, sendo que a
amplitude didria de temperatura superior a 10°C durante um periodo maior que cinco dias
sdo as condicdes ideais para o pleno desenvolvimento da doenga (EMBRAPA, 2007).

A incidéncia desta bacteriose vem aumentando ao longo dos anos principalmente

em paises da América do sul e Africa (VERDIER et al., 2004). No Brasil esta doenga vem



ocasionando grandes perdas em lavouras, principalmente no eixo Centro-Sul (englobando
os estados de Mato Grosso, Sdo Paulo e Parand), Distrito Federal, e Regido Nordeste.

As perdas de produgdo estdo em torno de 30% em cultivos usando variedades
suscetiveis e, em locais com condicdes favordveis para a doenca, os prejuizos podem ser
totais (EMBRAPA, 2007). Por outro lado, usando variedades tolerantes, mesmo com a
ocorréncia de condicdes favordveis as perdas de produgcdo chegam ao méaximo a 30%. A
utiliza¢do de manivas sadias, adequagao das épocas de plantio e principalmente a utiliza¢ao
de variedades resistentes (FUKUDA, 2006) sdo as principais formas de se manejar a
doenca.

A resisténcia genética mediada pelas proteinas R € a estratégia de resisténcia mais
efetiva e com menor impacto ao meio ambiente, no entanto a suplantacdo desta resisténcia
tem ocorrido devido a alta variabilidade dos patégenos no campo e ou pouco conhecimento
sobre o patossistema. O recente sequenciamento do genoma de Xam possibilita um rapido
ganho de informacdes sobre o patossistema Xam-mandioca, permitindo -elucidar
componentes de viruléncia da populagdo responsavel pela bacteriose e tornando os estudos
de gendmica populacional mais pratico (STASKAWICZ, 2012).

Programas de melhoramento visando resisténcia a esta bacteriose requerem
informacdes da diversidade do patégeno e sua distribui¢do geografica (RESTREPO, 2000).
Resisténcia ao patdgeno pode ser encontrada em uma ampla gama de acessos de mandioca,
e ndo ¢é limitada a alguns isolados do patégeno (SANCHEZ e al., 1999). No entanto, existe
grande deficiéncia em estudos de genes que governam resisténcia do hospedeiro ao
patégeno. Por esta razdo, as fontes de resisténcia até entdo conhecidas sdo usualmente
consideradas como quantitativas. A resisténcia quantitativa pode ser estudada empregando
os testes de inoculagcdo da bacteriose em diferentes cultivares de mandioca para estudo da
interacdo patégeno hospedeiro a evolugdo dos sintomas nestes. Até o momento, apenas uma
unica cultivar (BRS Formosa), indicada para as condi¢des da Bahia, tem sido utilizada
devido a tolerancia a bacteriose e as condi¢des semidridas. Portanto, para a sustentabilidade
do sistema de producdo da mandioca, faz-se necessario o conhecimento detalhado desta e
de outras fontes de resisténcia para que estratégias de manejo eficientes possam ser

adotadas em todas as regides produtoras.



1.3  Diversidade genética de X. axonopodis pv. manihotis

A importancia das fitobacterioses pode ser mensurada pela sua agressividade em
cultivares de interesse agrondmico, somada a dificuldade de manejo e sua capacidade de
disseminagdo. Isto se deve a grande capacidade de se adaptar a diferentes ambientes
permitindo sua sobrevivéncia e disseminacdo, além da capacidade de desenvolver
resisténcia a defensivos (ROMEIRO, 2005).

A bacteriose da mandioca pode ocorrer em diferentes intensidades nos campos de
producdo dependendo do grau de susceptibilidade das variedades utilizadas e também pela
variabilidade dos isolados presentes (VERDIER et al., 1993), principalmente no Brasil por
ser o centro de origem da mandioca e do patégeno. Baseado na diferenca de evolugdo de
sintomas de Xam na cultura da mandioca, acredita-se na diferenca de agressividade entre
isolados testados (VERDIER e BOHER 1994, RESTREPO e VERDIER, 2000). Além
disso, estudos realizados em diferentes sistemas ecoldgicos na Coldmbia demonstraram
diferenciacdo geografica dos isolados estudados (RESTREPO e VERDIER, 1997).
Segundo Restrepo e Verdier (1997), a caracterizacdo molecular de isolados de Xam em
grandes regides produtoras revelou maior variabilidade deste patégeno na América do sul
do que Africa e Asia.

A importancia dos estudos de diversidade genética em uma populacido se deve a
necessidade de classificar estes microrganismos podendo assim, organizd-los em grupos
taxondmicos, realizar estudos de distribui¢do geografica e a dinAmica populacional na area,
estudar a estrutura da populacdo, gerando assim, informagdes importantes para o manejo do
patégeno (MUNHOZ , 2011).

Para o estudo de diversidade genética dois fatores devem ser levados em
consideragdo, riqueza e equitabilidade. A riqueza corresponde ao numero de genotipos
contidos na populacdo, quanto maior a riqueza, maior serd a diversidade genética.
Equitabilidade corresponde a distribui¢io dos gendtipos na populacdo, considerando
poucos gendtipos predominantes numa populacido a equitabilidade serd baixa, levando a
uma baixa diversidade (GRUNWALD et al., 2003).

A caracterizagdo da variabilidade fenotipica de isolados de Xam, bem como de
outros patdgenos consiste na determinacdo do grau de viruléncia em hospedeiros chamados

de diferenciadores devido a presenca de fatores de resisténcia ou susceptibilidade. No



entanto, andlises fenotipicas nem sempre refletem completa estrutura genética de uma
populacdo devido a dependéncia dos gendtipos do hospedeiro utilizado (RESTREPO,
1997).

Recentemente, o uso de técnicas moleculares como os marcadores, tem assumido
papel importante e de destaque na caracterizacdo da variabilidade dos patégenos e tem
sidos utilizados para Xam em alguns paises (VERDIER e al., 1993; e VERDIER, 1997;
RESTREPO et al., 1999). Dentre as técnicas mais utilizadas, destacam-se: Restriction
Fragment Length Polymorphisms (RFLP; RESTREPO e VERDIER, 2000; RESTREPO et
al., 2004), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP; RESTREPO et al., 1999);
OGUNIJOBI et al., 2010), Random Lyamplified Polymorphic DNA (RAPD; OGUNJOBI et
al., 2006; 2010). Além disso, observam-se no genoma bacteriano regides que se repetem
naturalmente no DNA, servindo como sitios para primers na amplificacdo destas,
(VERSALOVIC et al., 1991). Existem diferentes familias desses elementos de repeti¢do no
genoma de bactérias: a sequéncia Palindromica Repetitiva Extragénica (REP) de 35 a 40
pares de bases; a sequéncia Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC), de
124 a 127 pares de bases; e o elemento BOX de 154 pares de bases (VERSALOVIC et al.,
1994). As bandas amplificadas no rep-PCR sdo separadas de acordo com seu tamanho em
gel de agarose e permitindo o fingerprinting de cada estirpe bacteriana (LUPSKI, 1993).

A técnica do AFLP desenvolvida por Vos et al. (1995) na Holanda, combina a
aplicabilidade em mapeamento genético de plantas e animais, estudos filogenéticos,
caracterizacdo da variabilidade em microrganismos, além do alto poder de descriminacio e
reprodutibilidade (JANSSEN, 1996), permitindo maior confiabilidade dos resultados. Além
disso, € uma técnica que apresenta boa cobertura do genoma, e ndo necessita de informacao
prévia das sequéncias a serem analisadas (VUYLSTEKE, 2007).

Estudos recentes baseados na aplicacdo destas técnicas tém mostrado que Xam
apresenta um alto potencial de variabilidade genética provavelmente como resultado da
selecdo por hospedeiros com caracteristicas genéticas diferentes (RESTREPO et al., 1999;
2004; MAHUKU et al., 2006). Na Africa as popula¢des de Xam apresentam alta variacio
genética, mostrando a importancia do desenvolvimento de cultivares resistentes voltada a
populacdo presente em uma determinada regido (OGUNIJOBI et al., 2006). Estudos de

diversidade genética com isolados da Nigéria, baseado em testes de RAPD e AFLP,



mostraram haver uma alta diversidade genética do patégeno. O Brasil carece de estudos
baseados na andlise da diversidade fenotipica e genotipica do patégeno. O tnico relato da
diversidade presente entre os isolados brasileiros de Xam foi realizado no ano de 1999 por
um grupo da Colombia (RESTREPO et al., 1999). Estes estudos sugeriram a existéncia de
uma alta diversidade da populacdo brasileira de Xam. Portanto, nesta dissertacdo teve como
proposta estudar a diversidade genética de isolados de Xam origindrios dos estados

brasileiros da BA, MS e PR.



2. MATERIAL E METODOS

2.1  Obtencao e Preservacao dos Isolados

Oitenta e cinco isolados provenientes de isolamento em folhas e hastes sintométicas
(Figura 3), coletados nas principais regides produtoras da cultura no Nordeste e Centro-Sul
do Brasil, em colaboracdo com a EMBRAPA CNPMF em Cruz das Almas, BA (Figura 4),
Tabela S1 [MATERIAL SUPLEMENTAR]). O isolamento foi realizado pelo método de
isolamento a partir das bordas da lesdo, proposto por (ROMEIRO, 2001). Colonias tipicas
de Xam foram transferidas para placas com meio 523 (KADO e HESKETT, 1970).

Ap6s o isolamento, as culturas puras foram preservadas em meio 523 liquido Kado
e Heskett (1970) contendo glicerol a 30% e armazenado em ultra freezer a -80°C (Romero,

2001), além da preservacdo em dgua pelo método Castellani (FIGUEIREDO, 1967).

Figura 3: Sintomas induzidos pela murcha da mandioca: A: Seca da ponteira; B: Desfolha; C: Necrose e

Murcha do peciolo; D: Enxarcamento e Necrose; E: Goma.



2.2 Extracdo do DNA Genomico Bacteriano

O DNA gendmico foi extraido a partir de culturas puras dos isolados crescidos em
meio de cultura 523 a 28°C por um periodo de 24hs, utilizando o Kit Wizard Genomic
DNA (Promega), seguindo as recomendacdes do fabricante. A quantificacio do DNA foi
mensurada utilizando NanoDrop 2000 ThermoScientific, e a qualidade deste foi acessada
em gel de agarose a 1%, corado com gel red (BioAmérica). Para visualizacdo das bandas
utilizado-se o Transluminador Loccus Biotecnologia. Posteriormente, o DNA gendmico foi
diluido em dgua mili-Q autoclavada, para uma concentragado final de 50 ng/ul e armazenado

a -20 °C até seu uso.

2.3  Testes de Patogenicidade

Todos os 85 isolados de Xam foram inoculados na cultivar susceptivel de mandioca Laza
para verificar a agressividade destes. Os ramos foram inoculados como descrito por Verdier
e Jorge 2002 com algumas modificacdes. As plantas foram avaliadas 10 dias apds a
inoculagdo e a severidade foi avaliada com base nas seguintes notas: 0 = sem sintomas; 1 =
zonas translicidas ou necrose no ponto de inoculagdo; 2 = necrose além do ponto de
inoculacdo; 3 = necrose e presenca de exsudacdo de goma; 4 = murcha das folhas; 5 =
morte apical ou de toda a planta. Os isolados com nota 0 foram considerados como nao
agressivos, aqueles com média das notas entre 1 e 2 moderadamente agressivos € 0s com

média das notas maior que 2, foram classificados como altamente agressivos.

24  Marcadores de AFLP

A diversidade genética dos isolados foi acessada utilizando a técnica de amplified
fragmentlength polymorphism (AFLP). A técnica de AFLP foi empregada de acordo com
protocolo descrito por Brito et al. (2010) com algumas modifica¢des. A técnica consistiu
das seguintes etapas: digestao do DNA gendmico, ligacao dos adaptadores aos fragmentos
gerados, amplificacdo pré-seletiva e seletiva por PCR e separacdo dos fragmentos em gel de
poliacrilamida.

Quatrocentos nanogramas de DNA bacteriano foi digerido com uma combinagdo de

enzimas de restri¢io EcoRI e Tru9I por 6hs a 37°C e os fragmentos obtidos foram ligados
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aos seus respectivos adaptadores, utilizando a enzima T4 DNA ligase overnight a 4 °C. O
produto da liga¢do foi diluido 10 vezes em TE pH 8 e armazenado a -20 °C. 2,5 ul da
reacdo de ligacdo foi utilizado para a pré-amplificacdo seletiva, utilizando os
oligonucleotideos complementares aos adaptadores e aos sitios das enzimas de restri¢o,
sem a adi¢do de bases seletivas, por 23 ciclos a 94 °C por 30 s, 56 °C por 60s e 72 °C por
60s . O pré-amplificado foi diluido 40 vezes em TE pH 8, e uma aliquota de 5 pl utilizada
em uma segunda reacdo de PCR. Amplificacdes seletivas foram realizadas com duas
combinacdes de primers, EcoRI-A/Msel-G e EcoRI-T/Msel-A (Tabela 1), nas seguintes
condigdes, 13 ciclos a 94 °C por 30s, 65 °C por 30s e 72 °C por 60s, seguindo por 32 ciclos
a 94°C por 30s, 56°C por 30 e a 72°C por 60 segundos, e um ciclo de extensao final a 72°C
por 20 minutos.

ApOs a segunda amplificagdo foi adicionado ao produto deste, 8 ul de formamida (
formamida 98%, EDTA 20 pH 8 10 mM, xylene cyanol Img/ml e bromophenol blue 1
mg/ml). O resultado da amplificacdo seletiva foi aplicado em gel desnaturante de
poliacrilamida a 6% e corado com prata. A eletroforese foi conduzida durante 3 hs a 45 °C
para as duas combinagdes de primers.

8 combinagdes de primers (EcoRI-A/Msel-T, EcoRI-A/Msel-G, EcoRI-A/Msel-C,
EcoRI-T/Msel-A, EcoRI-T/Msel-T, EcoRI-G/Msel-T, EcoRI-G/Msel-A, EcoRI-C/Msel-G)
foram previamente testadas e as combinacOes mais eficientes selecionadas para estudos

posteriores.
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Tabela 1 — Primers e sequéncia dos mesmos, utilizados no AFLP.

TECNICA/ADAPATADOES PRIMERS SEQUENCIA REFERENCIA
AFLP EcoRI+0  GACTGCGTACCAATTC + 0
AFLP EcoRI+T  GACTGCGTACCAATTC+T
AFLP EcoRI+ A GACTGCGTACCAATTC + A
AFLP EcoRI+C  GACTGCGTACCAATTC+C
AFLP EcoRI+ G  GACTGCGTACCAATTC+ G  Restrepo et al.,
1999
AFLP Msel + 0 GATGAGTCCTGAGTAA +0
AFLP Msel + T GATGAGTCCTGAGTAA + T
AFLP Msel+ A GATGAGTCCTGAGTAA + A
AFLP Msel + C  GATGAGTCCTGAGTAA +C
AFLP Msel + G GATGAGTCCTGAGTAA + G
AFLP LINKERS EcoRI TCGTAGACTGCGTACC
linker 1
AFLP LINKERS EcoRI AATTGGTACGCAAGTCTAC
linker 2
AFLP LINKERS Msel linker GACGATGAGTCCTGAG
1
AFLP LINKERS Msel linker TACTCAGGACTCAT
2

2.5 Analise dos Dados

As bandas polimérficas geradas em gel de poliacrilamida a partir de duas

combinagdes de primers foram codificadas em caracteres bindrios, € as notas 0 e 1

atribuidas a auséncia e presenga de bandas polimorficas respectivamente. Somente bandas

polimérficas de boa intensidade foram consideradas nas andlises. As medidas de riqueza e

equitabilidade foram calculadas para estimar a diversidade genética das populagdes. Os

indices de diversidade foram calculados baseado no tamanho das populacdes, e a curva de

rarefacdo
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(GRUNWALD et al., 2003) foi utilizada para estimar o nimero de genétipos
esperados, considerando o menor ndmero de gendtipos multilocus (MLGs) das populacdes
analisadas. O indice G (STODDARDT e TAYLOR, 1998) e N, de Hill (HILL, 1973),
foram calculados para medir a diversidade genotipica e o intervalo de confianga de 95% foi
construido a partir 1000 bootstrapping. Os pacotes vegan e vegetarian do programa R
versdo 2.14.0 (R Development Core Team 2011) foram utilizados para calcular os indices
de diversidade e rarefacdo. O G”sr indice padrdo de fixacdo entre os grupos e o Fst foram
estimados seguindo Meirmans e Hedrick (2011) usando o programa Genodive versao 2.0
(Meirmans e van Tienderen, 2004). Os indices de diversidade para MLGs, a matriz de
contagem de MLGs por populagdo e minimum spanning network (rede de MGLs) foram
calculados utilizando o pacote poppr 1.0.5 do programa R versdo 2.14.0 (R Development

Core Team 2011), funcdo mlg.table para as duas primeiras e greycurve para a rede de

MLGs.

1 lgapora (n=14)

2 Guanambi (n=44)

3 lvinhema (n=25)

4 Diamantina do Norte (n=2)

scale approx 1:39,000,000
T 1
0 500 1000 km

Figura 4: Mapa representativo dos locais de coleta das amostras. Os estados coletados estdo sombreados e as
regides coletadas estdo identificadas pelos pontos. n: nimero de isolados coletados em cada regido.
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3. RESULTADOS

Anterior a execugdo dos testes de variabilidade genética, os 85 isolados estudados
neste trabalho foram avaliados quanto a patogenicidade/viruléncia em plantas susceptiveis
de mandioca cultivar Laza. De acordo com a intensidade dos sintomas, os isolados foram
classificados em 3 categorias: ndao agressivos (S), moderadamente agressivos (M) e
altamente agressivos (A). Dentre os 85 isolados analisados, 49 isolados foram agruparam
na categoria (S,) 24 na categoria (M) e 12 na categoria (A).

O estudo da diversidade genética dos isolados foi realizado através da técnica de
AFLP. Para selecdo de combinagdes de primers seletiva, oito combinacdes (Tabela 1)
foram testadas na amplificagdo de seis isolados de Xam selecionados com base na
expressao diferencial de sintomas no teste de patogenicidade. Dentre estas, as combinagdes
EcoRI-A/Msel-G e EcoRI-T/Msel-A, geraram o maior nimero de bandas polimoérficas e
foram selecionadas para as andlises. As demais combinagdes geraram um alto nimero de
bandas monomorficas dificultando assim a resolu¢do dos géis ou apresentaram baixo
polimorfismo, portanto, foram desconsiderados para andlise. O nimero de fragmentos
polimérficos para as combinacdes de primers EcoRI-A/Msel-G e EcoRI-T/Msel-A
selecionadas foram de 35 e 18 fragmentos, respectivamente (Figura 5). A confiabilidade
dos resultados foi garantida pela reprodutibilidade das amplificagdes (mesmo padrdo de
bandas) em testes com duplicadas utilizando os dez primeiros isolados listados na Tabela
S1 (material suplementar). A identificacdo de MLGs nos 85 isolados estudados, baseado
nos 53 loci polimérficos identificados no teste de AFLP, identificou 26 MLGs, dentre os
quais o MLG2 foi representado por 39 e 17 isolados nas populagdes da BA e MS-PR,
respectivamente (Figura 6). Também, MLG?2 foi o unico gendtipo encontrado nas duas
populagdes. MLGs 14 e 15 foram encontrados somente na populacio da BA e
representados por 4 e 2 isolados, respectivamente (Tabela 2). Os demais MLGs (3-13 e 16-
26) ou foram encontrados na BA ou MS-PR representados por apenas um isolado.

A heterozigose (Hexp) esperada corrigida para a menor populacdo (n = 27) foi de
0,547 para a populacdo da BA e de 0,613 para a populacdo do MS-PR. Estes valores,

considerados altos, indicam a presenca de alta diversidade dentro das duas populagdes.
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Para o estudo da diversidade considerando as regides de origem dos isolados,
considerou-se duas populagdes, uma corresponde aos isolados coletados no estado da Bahia
(populagao BA; Nordeste) e outra referente aos isolados coletados no estado do Mato
Grosso do sul e Parand (populagcdo MS-PR; Centro-Sul). A diversidade entre as duas
populacdes foi medida pelos indices G de Stoddart e Taylor e o indice N; de Hill (HILL,
1973). Ambos os indices G e N1 apresentaram valores similares para as duas populacdes
analisadas, ou seja, de 2,16; 2,43 e 4,38; 4,53 para as populacdes da BA e MS-PR,
respectivamente.

A distribuic¢do dos isolados dentro dos respectivos MLGs é mostrada na Figura 6A
matriz de contagem na populacdo permitiu verificar a abundancia dos MLGs em cada édrea
e dos isolados presentes nestes (Figura 6). A riqueza estimada pela curva de rarefacdo em
relacdo a amostra de menor tamanho eMLGs foi de 8,69 para os individuos da BA e 11
para os individuos do MS-PR, ndo apresentando diferenca significativa entre as duas
populacdes (Tabela 3 e Figura 7). Os valores da equitabilidade (E.5) foram baixos tanto
para BA (0,344) quanto para MS-PR (0,407), indicando que alguns MLGs predominam nas
areas analisadas. Com relagdo ao indice padrao de fixagdo, o baixo valor de G"sr -0,013 (p
= 0,749) entre os grupos, indica auséncia de diferenca genética quando comparados as
populacdes da BA e MS-PR.

A minimum spanning network (rede de MGLs) foi obtido a partir da matrix de
dissimilaridade entre os isolados (Figura 8). De acordo com a rede de MLGs, percebe-se a
formacgdo de dois grupos principais com 11 e 16 MLGs, constituidos por 12 e 74 isolados
de Xam, respectivamente. Em ambos os grupos, foram encontrados isolados representantes
das duas regides amostradas. O primeiro grupo, compreendendo a maior parte dos isolados,
sd0 mais proximos e emergem do MLG?2. No entanto, um segundo grupo mais distante
pode ser observado (Figura 8). Para avaliar a existéncia de diferenca genética entre esta
subdivisdo da rede, uma nova andlise de comparacdo entre os MLGs foi realizada. Para
isto, procedeu-se a correcao da populacdo clonal considerado um tnico isolado para cada
MLG (Populagdo A e B; Tabela 4). Os novos valores de G”st 0,35 (p = 0,002) e de matriz
de distancia genética Fst 0,27 (p = 0,001) sugere a existe de diferenca genética entre estes

grupos.
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Tabela 2: Populagdo, Genétipos e Isolados correspondentes aos Gendtipos encontrados.

Populacao Gendétipos Isolados

BA, MS- PR 2 2,4,5,7,10,12,13,14,15,16,18,20,24,25,
26,28,29,30,31,32,33,35,36,37,38,
39,40,44,45,47,48,49,50,51,52,53,54,
56,64,66,67,68,69,70,71,74,75,71,78,
81,82,86,88,91,93,98

BA 4 6

BA 6 9

BA 8 17

BA 10 21

BA 12 23

BA 14 41, 42,43, 46

BA 16 61

MS-PR 18 76

MS-PR 20 80

MS-PR 22 87

MS-PR 24 90

MS-PR 26 101
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Tabela 3 — Indices de Diversidade, Riqueza e Equitabilidade para MLGs.

Populacao N MLG eMLG H G N1 E.S Hexp

BA 58 16 8.696 1.478 2.165 4,38 0.344 0.547
(5,52-11,86)" (1,06 -1,88) (1,42-2,90) (2,73-5,96)

MS-PR 27 11 11 1.512 2.438 4,53 0.407 0.613
(1,00-2,01) (1,16-3,70) (2,55-6,51)

Total 85 26 9.633 1.709 2.273 - - 0,567

N: tamanho das amostras; MLG: nimero de genétipos multilocus; eMLG: nimero de gendtipos multilocus esperados corrido pela curva de rarefacdo para a
menor amostra; SE: Erro padrao; H: Indice de diversidade de MLG (Shannon-Wiener); G: Indice de diversidade de MLG (Stoddart e Taylor); Ny: Indice de Hill;
E.5: Indice de equitabilidade; Hexp: Heterozigose esperada corrigida para o menor valor de N (Nei’s); ; * valores entre parénteses correspodem ao intervalo de

confianca a 95%.
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Tabela 4: Populagdo, Gendtipos e Isolados correspondentes aos Gendtipos encontrados.

Populacao Haploétipos Isolados e Sintomas

Pop A 3 3

Pop A 7 1

Pop A 13 34

Pop A 16 61M

Pop A 21 85

Pop A 23 89

Pop A 25 92

[a—
[um—

Pop B

9]
o0

Pop B

O
=)

Pop B 1

I

Pop B 11 2

Pop B 17 65

20 80

Legenda: As letras sobrescritas aos isolados correspondem aos sintomas induzidos por este em plantas de
mandioca. S: sem sintomas; M: sintomas moderados; A: sintomas agressivos.
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Figura 5: Gel de poliacrilamida representativo do padrao de polimorfismo encontrado no AFLP. Para a
analise de AFLP a combinagdo de primer EcoRI-T/Msel-A foi utilizada. M: marcador de peso molecular
100bp; Os nimeros de 1 a 10 correspondem aos isolados de Xam (Tabela SI [MATERIAL
SUPLEMENTARY]) e suas respectivas repeti¢cdes; Bandas polimérficas sdo indicadas por setas.

19



40
15
MS-PR
BA Contagem Contagem
g S 30 E 104 16
o o 12
& 204 20 S
c c 8
o o
o 10 o 4
5
10
o .I------------- o/ NN I I I I O
Yl Y Yy by Y Yy Yl Y Y Y Y Y Y Y, Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y
Z0%0 2o X0 o %o ke koo X Xo ke o o ko o %0 %o %o %o %o o %o %o %o o %
A A A P P P %5 T 0 O 0 0 2 % %
MLG MLG
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dentro da populacdo da BA e MS-PR.
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Figura 7: Curva de rarefacdo mostrando o nimero de gendtipos multilocus (MLGs) esperados
considerando a populacdo de menor tamanho.
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Figura 8: Rede de gendtipos para os 26 MLGs encontrados. A cor azul representa a populacdo da BA e a
core amarela a populagdo do MS-PR. As distancias entre os isolados é medida pela cor e espessura dos
ramos (quanto mais escuro espesso, menor a distincia entre os diferentes MLGs. O tamanho e cor dos nds

representam nimero de individuos dentro de cada MLG e regido de origem respectivamente.
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4. DISCUSSAO

No presente trabalho, foi estudado a diversidade de 85 isolados brasileiros de
Xam, coletados nas principais regides produtoras, utilizando a técnica de AFLP. O
ultimo relato da diversidade de isolados de Xam, oriundos do Brasil, foi no ano de 1999
por um grupo de pesquisadores do CIAT na Colombia (RESTREPO et al., 1999a).
Pesquisadores de outros paises da América do Sul e Africa tem empenhado maiores
esforcos no estudo da variabilidade genética deste patdgeno (OGUNIJOBI et al., 2006;
RESTREPO et al., 1997), no entanto estes resultados ndo se aplicam as condi¢des
brasileiras. O conhecimento da diversidade genética de isolados presente nas principais
areas produtoras de mandioca do pais € fator crucial para o manejo e sustentabilidade da
cadeia produtiva da mandioca.

A técnica de AFLP (VOS et al., 1995), empregada como marcador de
diversidade para este estudo, combina a aplicabilidade em mapeamento genético de
plantas e animais, estudos filogenéticos, caracterizacdo da variabilidade em
microrganismo, além do alto poder de descriminagdo e reprodutibilidade (JANSSEN,
1996). Esta técnica mostrou-se eficiente para detec¢do da variabilidade genética de
isolados de Xam (Restrepo et al., 199b).

As andlises executadas neste trabalho, baseadas no resultados de AFLP, para
melhor conhecimento das caracteristicas da populacio ndo permitem comparacdes
especificas a nivel de indices, pois estes ndo foram aplicados no estudo deste
patossistema até entdo.

Os resultados apresentados aqui apontam a existéncia de uma alta variabilidade
genética entre os isolados brasileiros de Xam. A heterozigose (Hexp) esperada corrigida
para o menor valor de N para as duas populacdes € considerada elevada. Permitindo
inferir que, apesar de ser uma populacio clonal, esta apresenta uma baixa estruturagao
genética. Alta variabilidade genética em populagdes de Xam também foi observada em
estudos com isolados da Africa, Venezuela e Colédmbia baseada em testes de RAPD e
AFLP (OGUNIJOBI et al., 2006; RESTREPO, 2000; RESTREPO e VERDIER,1997).

A partir dos 85 isolados analisados, 26 MLGs foram encontrados, valor este
considerado alto quando comparado com outros marcadores. Restrepo e Verdier (1997)
acessando a diversidade de isolados colombianos de Xam com o marcador RFLP

encontraram 26 MLGs entre 189 isolados testados.
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Dentre os 26 MLGs encontrados, 16 genétipos foram provenientes da populacao
da BA e 11 do MS-PR. Entretanto, apesar de haver alta variabilidade genética na
populagdo, esta ndo correlaciona com a origem geografica dos isolados. Ambas a
regides brasileiras apresentaram alta variabilidade entre os isolados. Estudos recentes
com isolados africanos mostram também haver diferencas significativas nas populacdes
do patégeno dentro de uma mesma regido (OGUNJOBI et al., 2010).

O indice padrio de fixacdo entre grupos (G"st) baixo, com P-valor ndo
significativo quando comparado os isolados da BA com MS-PR, indica que estas
populacdes ndao diferem baseado na origem geogrifica. Também, isolados
geneticamente similares foram observados em regides diferentes, sugerindo a migracdo
de populacdes (WYDRA et al., 1998). O MLG2 caracterizado neste trabalho, foi o
unico encontrado nas duas populacdes (BA e MS-PR). Portanto, é razodvel assumir a
migracdo de isolados entre as duas regides. Estes resultados contrastam com aqueles
encontrados por Restrepo e Verdier, (1997) na Colombia, onde estudos realizados em
diferentes sistemas ecoldgicos demonstraram diferenciagdo geogréfica entre os isolados
estudados. Contudo, nao foi possivel incorporar isolados oriundos de outros paises neste
estudo.

O indice G de Stoddart e Taylor e N; de Hill, utilizados para estudar a
diversidade entre as populagdes da BA e MS-PR, foram semelhantes para as duas
populagdes. O mesmo resultado observado para riqueza e equitabilidade. Os valores
baixos de equitabilidade sdo explicados pela alta freqiiéncia de poucos MLGs nas
populacoes.

A partir da rede de MLGs, pode-se observar a separacdo dos isolados em dois
grupos. Na populagdo A encontra-se o gendtipo MLG2 que mais se repetiu na
populagdo. Dentre os 85 isolados analisados 66% destes foram agrupados no MLGs?2.
Aparentemente, os demais MLGs originaram-se a partir de mutacdes deste. O indice de
diferenciacdo génica calculado para estes grupos e seu respectivo P-valor significativo
denota a existéncia de diversidade genética entre estes isolados, independente da origem
geografica. Este resultado reafirma os estudos realizados por Restrepo et al. (1999), o
qual conclui que hd uma alta diversidade da populacdo brasileira de Xam, justificidvel
pelo pais ser o centro de origem do patégeno.

Os resultados de testes de patogenicidade, realizados com os 26 MLGs
encontrados na populacdo, mostra ndo haver correlagdo dos biotipos encontrados (ndo

virulento, moderadamente virulento e virulento) com a origem geografica. Dentro de
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MLG2 € encontra-se representantes dos trés grupos de patogenicidade. No entanto
quando esta comparacao € realizada a partir das populagdes A e B, observa-se que os
MLGs da populacao B s@o constituidos, em sua maioria, por isolados ndo virulentos. A
distancia genética entre isolados das populacdes A e B e a predominéncia de isolados
ndo virulentos nesta dltima, levanta a hipétese da possivel presenca de ragas e mesmo
outras espécies nesta populacdo. Esta hipétese estd sendo testada. Estudo de diversidade
em diferentes zonas edafoclimaticas da Coldmbia, realizado por Restrepo e Verdier
(1997), utilizando a técnica RFLP, também ndo encontrou relacdo entre a
patogenicidade e os grupos genéticos encontrados. No entanto, os autores deste trabalho
acreditam na limitacdo dos testes de patogenicidade, pois estes foram conduzidos
somente em uma variedade de mandioca, assim como neste estudo.

Por fim, os resultados deste trabalho contribuem para se esclarecer a
diversidade genética de populacdes de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis presente
no Brasil, que certamente auxiliardo no desenvolvimento de estratégias de manejo

eficazes contra o patdgeno.
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5. CONCLUSAO

Alto nivel de polimorfismo foi encontrado entre os isolados de Xam a partir da
amplificacdo seletiva com os primers EcoRI-A/Msel-G e Ecorl-T/Msel-A.

A heterozigose esperada para as duas populacdes da BA e MS-PR ¢ considerada
elevada. Permitindo concluir que, apesar de ser uma populagado clonal, a diversidade dos
isolados brasileiros € alta.

Baseado na andlise de minimum spanning network observou a estruturacdo de
dois grupos de MLGs distantes e alta diversidade genética foi obtida quando estes
grupos foram comparados.

A partir dos testes de patogenicidade, os grupos de agressividade foram
encontrados tanto nos MLGs presentes na populacdo da BA, quanto na populacdo do
MS.

Os MLGs da populacdo B, formado pelos isolados mais distantes sdo constituidos, em
sua maioria, por isolados ndo virulentos.
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7. MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1: Isolados, local e ano da coleta, cultivar, sintomas induzidos em plantas de mandioca.

ISOLADOS LOCAL DE COLETA CULTIVAR Sintomas ANO
1 Guanambi - BA Castelona S.S 2011
2 Guanambi - BA Castelona S.S 2011
3 Guanambi - BA Castelona S.A 2011
4 Guanambi - BA Castelona S.S 2011
5 Guanambi - BA Castelona S.S 2011
6 Guanambi - BA Castelona S.S 2011
7 Guanambi - BA Castelona S.S 2011
8 Guanambi - BA Castelona S.S 2011
9 Guanambi - BA Castelona S.M 2011
10 Guanambi - BA Castelona S.S 2011
11 Guanambi - BA Castelona S.M 2011
12 Guanambi - BA Castelona SM 2011
13 Guanambi - BA Castelona S.S 2011
14 Guanambi - BA Castelona S.S 2011
15 Guanambi - BA Castelona S.S 2011
16 Guanambi - BA Castelona SM 2011
17 Guanambi - BA Castelona S.S 2011
18 Guanambi - BA Castelona S.S 2011
19 Guanambi - BA Castelinha S.S 2011
20 Guanambi - BA Castelinha SM 2011
21 Guanambi - BA Castelinha S.S 2011
22 Guanambi - BA Castelinha S.S 2011
23 Guanambi - BA Castelinha S.A 2011
24 Guanambi - BA Castelinha SM 2011
25 Guanambi - BA Castelinha S.S 2011
26 Guanambi - BA Castelinha SM 2011
28 Guanambi - BA Castelinha S.M 2011
29 Guanambi - BA Castelinha S.A 2011
30 Guanambi - BA Castelinha S.S 2011
31 Guanambi - BA Castelinha SM 2011
32 Guanambi - BA Castelinha S.M 2011
33 Guanambi - BA Castelinha SM 2011
34 Guanambi - BA Castelinha S.A 2011
35 Guanambi - BA Castelinha S.S 2011
36 Guanambi - BA Castelinha SM 2011
37 Guanambi - BA Joaquim Mud SM 2011
38 Guanambi - BA Joaquim Mud S.S 2011
39 Guanambi - BA Joaquim Mud S.S 2011
40 Guanambi - BA Joaquim Mud S.S 2011
41 Guanambi - BA Joaquim Mud SM 2011
42 Guanambi - BA Joaquim Mud S.M 2011
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43 Guanambi - BA Joaquim Mua S.S 2011

45 Guanambi - BA Joaquim Mua S.M 2011

47 Igapord - BA Fécula Branca S.A 2012

49 Igapora - BA TAC 90 S.A 2012

51 Igapord - BA Fécula Branca S.S 2012

53 Igapord - BA Fécula Branca S.A 2012

56 Igapord - BA IAC 90 S.A 2012

60 Igapord - BA Fécula Branca S.M 2012

64 Igapord - BA IAC 90 S.A 2012

66 Ivinhema - MS IAC 90 S.S 2012

68 Ivinhema - MS Fécula Branca S.S 2012

70 Ivinhema - MS IAC 90 SM 2012

74 Ivinhema - MS Fécula Branca S.S 2012

76 Ivinhema - MS Fécula Branca S.S 2012

78 Ivinhema - MS - S.S 2012

80 Ivinhema - MS - S.S 2012

82 Ivinhema - MS - S.S 2012

86 Ivinhema - MS - S.S 2012

88 Ivinhema - MS - S.S 2012

90 Ivinhema - MS - S.S 2012

92 Ivinhema - MS - S.S 2012

98 Diamantina do Norte - PR - S.S 2012
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