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COMPARAÇÃO ENTRE MARCADORES ERIC, BOX E VNTRs VISANDO 
ESTUDOS POPULACIONAIS DE Xathomonas phaseoli PV. manihotis, AGENTE 

CAUSAL DA BACTERIOSE DA MANDIOCA 
 
 

RESUMO: A espécie Manihot esculenta Crantz, pertence à família 
Euphorbiaceae, que engloba plantas com porte arbóreo, arbustivo ou 
herbáceo. A mandioca é uma das culturas que mais se destaca na economia 
mundial. No entretanto, apesar da sua importância, a mandioca é afetada por 
vários fatores bióticos e abióticos. Dentre os principais fatores bióticos, 
destaca-se a bacteriose, causada pela bactéria Xanthomonas phaseoli pv. 
manihotis (Xpm).  Essa doença é capaz de infectar toda a parte aérea da 
planta, incluindo folhas e hastes, afetando a planta em qualquer estádio do 
seu desenvolvimento e limitando a produção, onde a principal forma de 
controle é o uso de cultivar resistente. O crescente aumento da ocorrência 
desta doença em países da América Latina e África, vem ocasionando 
grandes perdas em lavouras. Sabe-se que a durabilidade da resistência 
depende de fatores como, a diversidade do hospedeiro, bem como a 
diversidade e a dinâmica das populações do patógeno. Portanto, uma melhor 
compreensão dos mecanismos de patogenicidade de Xpm, em nível 
molecular, bem como um estudo populacional mais abrangente são 
necessários.  Sendo assim, o principal objetivo do trabalho foi avaliar a 
estrutura populacional de Xpm proveniente de principais áreas produtoras, 
com base em Rep-PCR: marcadores ERIC e BOX, e a técnica VNTR, de 
forma a auxiliar o melhor manejo da doença e sustentabilidade do sistema 
produtivo da mandioca.     
 
Palavras-Chaves: Manioht esculenta; Estudo populacional; CBB; 
Marcadores moleculares; Patógeno.



 
 

COMPARISON BETWEEN ERIC, BOX AND VNTRs IN POPULATION STUDIES 
OF Xathomonas phaseoli PV. manihotis, THE CAUSAL AGENT OF 

BACTERIOSIS IN  CASSAVA 
 
 

ABSTRACT: Manihot esculenta Crantz species belongs to the Euphorbiabeae Family, 
which encompass plants with arboreal statue, shrubs or are herbaceous. Cassavas 
play an important role in the worldwide economy.  However, like many other crops, it 
is affected by various biotic and abiotic factors.  Among the biotic factors, cassava 
bacterial blight (CBB), caused by Xanthomonas phaseoli pv. manihotis (Xpm), is the 
main disease.  Xpm infects all the aerial part of the plant, including leaves and stems 
at any stage of the development of the plant limiting production, where main control is 
by resistant cultivars. Increasing bacteriosis in Africa and Latin America has lead to 
great losses in cassava harvest. It is well known that resistance durability depends on 
factors such as host diversity as well as diversity and dynamics of populations of the 
pathogen. Hence, better comprehension of the mechanisms of Xpm pathogenicity at a 
molecular level as well as broader population studies are necessary. Therefore, the 
main objective of the present work was to evaluate the population structure of Xmp in 
main production areas using Rep-PCR – ERIC, BOX and VNTR markers for better 
disease management and sustainability of the cassava production sector. 
 
Key-words:  Manihot esculenta; Population study; CBB; Molecular markers; 
Pathogen.
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INTRODUÇÃO 
 

Aspectos gerais 

A mandioca pertence à classe Magnoliopsida, ordem Malpighiales, família 

Euphorbiaceae e ao gênero Manihot Mill (CORDEIRO et al, 2013; ZHOU et al, 2016). 

A maioria dos membros desta família são ervas e alguns arbustos ou árvores, que 

crescem continuamente com dois períodos alternados, um para crescimento e outro 

para armazenamento de carboidratos em suas raízes tuberosas; sendo que estes 

períodos são seguidos por um intervalo de dormência (ALVES, 2002; ZHOU et al, 

2016). 

A mandioca é uma das raízes mais prestigiadas no mundo. De acordo com a 

FAO (2018), no ano de 2016, a produção mundial de mandioca ganhou destaque, 

exibindo sucessivo crescimento, com registro de pouco mais de 277 milhões de 

toneladas de raiz, destacando-se a Nigéria (57 milhões de toneladas) como maior 

produtora de mandioca de todos os países africanos, seguido por Tailândia e 

Indonésia (CONAB; CEPEA 2018).  

O gênero Manihot inclui aproximadamente 98 espécies distribuídas em todo o 

mundo (ROGERS e APPAN, 1973) onde Manihot esculenta Crantz, é a única espécie 

do gênero que é cultivada e possui relevância econômica (OLSEN et al, 2004). No 

Brasil são encontradas 78 espécies, de acordo com Cordeiro et al. (2013), das quais 

67 são endêmicas. 

Estudos taxonômicos sobre esse gênero são escassos (DA SILVA et al., 2017) 

e a denominação do centro de origem foi tida como controversa durante vários anos.  

Entretanto, há alguns anos, esse centro foi atribuído à América Latina, onde a 

mandioca tem sido cultivada pela população indígena há pelo menos 4 mil anos 

(OLSEN e SCHAAL, 1999, 2001; ROA et al., 2000; OLSEN et al, 2004; NASSAR e 

ORTIZ, 2009; AKINPELU, 2011).  

Estudos moleculares apontaram que a mandioca se originou nas terras 

tropicais, ao longo da margem sul da bacia amazônica, a fronteira da floresta tropical 

e a savana, onde a luz solar, o calor e a chuva, são abundantes, e intervalos de seca 

são reduzidos (LÉOTARD et al, 2009; ZHOU et al, 2016). A domesticação resultou em 

cultivares de mandioca com boas características, incluindo um alto acúmulo de 

biomassa, alto rendimento de amido e tolerância à seca (ZHOU et al, 2016). 

A mandioca é uma espécie diploide (2n = 36), altamente heterozigótica, 
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alógama e de propagação vegetativa por meio de estacas, podendo ocorrer 

autofecundação (HALSEY et al., 2008). A propagação assexuada pode manter a 

heterose, além de permitir a geração de populações experimentais e descoberta de 

genes com características importantes para o cultivo (FREGENE e POUNTI-

KAERLAS, 2002). 

O ciclo de vida geralmente é de 8 a 10 meses entre plantio e colheita, sendo 

considerado muito mais curto que o da maioria outras espécies de plantas tropicais, 

especialmente as plantas lenhosas das florestas tropicais (HALSEY et al., 2008; 

DOUST, 2009). A mandioca é muito importante para a segurança alimentar de países 

em desenvolvimento, e é considerada a terceira maior fonte de carboidratos do mundo 

(PLUCKNETT et al., 1998; PINWEHA et al., 2015).  

A espécie é cultivada em muitos países devido ao seu crescimento eficiente, 

disponibilidade durante todo o ano, maior tolerância a estresses abióticos, quando 

comparada com outras culturas comerciais, e sua adequação a ser incorporada aos 

tradicionais sistemas agrícolas de insumos (KUIPER et al., 2007).   

Existem diferentes formas de uso da mandioca, sendo a farinha, seu principal 

produto, onde pode ser utilizada no preparo de pão, biscoitos, confeitaria, massas, 

cuscuz, produtos similares e na produção de adesivos (CARDOSO et al., 2017). Além 

do seu uso na culinária nacional, é utilizada também na composição de diferentes 

produtos industriais, constituindo matéria-prima da indústria alimentícia, têxtil, 

farmacêutica, química, produção de biocombustível e ração animal, devido à sua raiz 

enriquecida com amido (FU et al, 2016). 

No Brasil, o cultivo da mandioca ocupa uma área de aproximadamente 2,2 

bilhões de hectares com produção de aproximadamente 20 bilhões de toneladas 

(IBGE, 2018). A mandioca é produzida em todas as regiões, destacando-se a Região 

Nordeste como a principal produtora com mais de 37% da área cultivada (519 mil ha) 

(IBGE, 2018). Com uma produção de 21 milhões de toneladas, o Brasil ocupa o 4º 

lugar, dentre os maiores produtores mundiais de raiz de mandioca (CONAB, 2018). 

 

Bacteriose da mandioca 

Vários fatores bióticos como doenças, insetos e ácaros, e abióticos, como a 

deterioração fisiológica pós-colheita e o déficit hídrico, dentre outros, influenciam o 

crescimento, desenvolvimento, reprodução e produtividade de diversas culturas 



12 
 

(BANITO et al. 2010; CARABALÍ et al., 2010; AKINBO et al., 2012; MATOS et al., 

2018). Apesar de a mandiocultura ser geralmente cultivada em regiões propensas à 

seca e em solos de baixa fertilidade, como em solos alcalinos ou ácidos, um período 

de seca prolongada pode afetar diretamente a produção (CEBALLOS, 2012).  

Muitas doenças vêm causando prejuízos econômicos na cultura da mandioca 

em vários locais do mundo, como no continente Africano, na Índia e em algumas 

regiões da América Latina e do Caribe, fazendo com que as raízes se tornem 

comercialmente inutilizáveis (LOZANO e BOOTH, 1974; CEBALLOS, 2012; RUBIO et 

al., 2017). No Brasil, destacam-se, a podridão radicular (Phytophthora, Sclerotium, 

Lasiodiplodia, Neoscytalidium e Fusarium), a antracnose (Colletotrichum 

gloeosporioides), o superalongamento (Sphaceloma manihoticola), o 

superbrotamento (Cassava frogskin disease), as viroses (Cassava vein mosaic vírus) 

e a bacteriose (Xanthomonas phaseoli) (SANTIAGO et al.; MEDINA, 2018). 

A bacteriose da mandioca foi descrita pela primeira vez no Brasil por Bondar 

(1912), no Estado de São Paulo. É causada por Xanthomonas phaseoli pv. manihotis 

(Xpm) (Sin= X. axonopodis pv. manihotis), um bastonete Gram-negativo e 

intimamente relacionado com bactérias que causam doenças em outras culturas, 

como citros, tomate e pimenta (VAUTERIN et al.,1995; BANITO et al. 2010; LÓPEZ e 

BERNAL, 2012). 

A ocorrência desta doença vem aumentando de forma considerável ao longo 

dos anos e seu caráter destrutivo é um fator limitante da produção em diversos países 

da América Latina e da África (VERDIER et al., 2004; MELO et al., 2018; 

MBARINGONG et al., 2017), onde as perdas causadas por Xpm podem atingir 100% 

a depender da variedade e condições edafoclimáticas (MOSES et al., 2008). No Brasil, 

esta doença vem ocasionando grandes perdas em lavouras, principalmente no eixo 

Centro-Sul, englobando os estados de Mato Grosso, São Paulo e Paraná, no Distrito 

Federal, e Região Norte e Nordeste (ISHIDA et al., 2016). 

 É uma doença extremamente destrutiva, principalmente em países da América 

do Sul e na África, que reduz a produtividade tanto de forma direta, pela destruição da 

parte aérea da planta (folhas, pecíolos e hastes), como indireta, pela redução na 

produção de manivas utilizadas na propagação vegetativa da mandioca (VAUTERIN 

et al., 1995; SANCHEZ et al., 1999; FANOU et al., 2018).  

A bactéria, uma vez presente na planta, faz com que as manivas sirvam como 

fonte de inóculo primário para os ciclos de cultivo seguintes, já que Xpm, também 
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infecta a haste e o sistema vascular (VAUTERIN et al., 1995; MIURA e MONTEIRO, 

1997; VERDIER et al., 1998; KEMP et al., 2004; MASSOLA e BEDENDO, 2005). 

 Os sintomas mais característicos da doença causada pela Xpm, são a 

requeima das folhas, incluindo a mancha-angular, anasarca, murcha (Figura 1), 

requeima das folhas afetadas exsudação de goma, necrose das hastes e tombamento 

(DEDAL et al., 1980; TRUJILLO et. al, 2014; MUTKA et al., 2016; MARTIN et al., 2017; 

MEDINA et al., 2018) (Fig. 1). A dispersão do patógeno pode ocorrer dentro do campo 

por meio do impacto das gotas de chuva e/ou por meio do contato entre folhas de 

plantas vizinhas (CEBALLOS, 2012), sendo que a disseminação da doença a longa 

distância, ocorre via manivas, oriundas de plantas doentes (KEMP et al., 2004).  

               

 

Figura 1 (A e B): A) Sintomas de Xpm nas folhas após 10 dias de inoculação 

da bactéria e B) após 16 dias de inoculação. 

 

Na primeira fase da colonização das plantas, as bactérias são epífitas, sendo 

encontradas em superfícies foliares. Em seguida, penetram o mesofilo das folhas e 

invadem o sistema vascular. A resistência da planta hospedeira é principalmente 

expressa durante esta segunda fase (JORGE et al., 2001). 

A estratégia de controle mais eficiente da bacteriose é a utilização de cultivares 

resistentes. A diferença entre variedades resistentes e suscetíveis é expressa como 

uma variação na taxa de colonização de Xpm dos tecidos vasculares. Por esta razão, 

a resistência é geralmente considerada de caráter quantitativa (KPÉMOUA et al., 

1996; VERDIER et al., 2004; FUKUDA, 2006; LÓPEZ e BERNAL, 2012). 

Entretanto, existem poucas cultivares de mandioca disponíveis com algum grau 

de resistência à Xpm, havendo a necessidade da busca por fontes de resistência que 

possam ser utilizadas nos programas de melhoramento da mandioca. O conhecimento 
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dos fatores determinantes que desencadeiam a doença é fundamental para que as 

estratégias de controle tenham sucesso, além de servirem de base para o manejo 

integrado da doença e sustentabilidade do sistema de produção da mandioca (MIURA 

e MONTEIRO, 1997; SANCHEZ et al., 1999; FUKUDA, 2006; LÓPEZ e BERNAL, 

2012; PERUCH et al., 2013; TATIS, 2018).  

 

Análises moleculares relacionadas a fitopatógenos 

A cultura da mandioca possui alta variabilidade genética, favorecendo o 

melhoramento genético (NASSAR e GRATTAPAGLIA, 1986; DA CUNHA, 2011). Uma 

das ferramentas mais utilizadas para se compreender os genomas, são os 

marcadores moleculares, visto que identificam pontualmente os polimorfismos de 

DNA, não são influenciados pelo ambiente e não dependem do tecido ou das fases 

de desenvolvimento da planta que se deseja estudar (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 

2008; DA CUNHA, 2011).   

A tecnologia de marcadores moleculares é uma ferramenta eficiente para a 

caracterização, gerenciamento de recursos genéticos, programas de melhoramento 

de culturas e avaliação da diversidade genética dentro e entre espécies 

(MATSUMURA et al, 2015). A estimativa da diversidade genética como critério para 

seleção de genitores em programas de melhoramento é descrita por vários autores 

(DIAS e KAGEYAMA, 1997; VIDIGAL et al., 1997; RIBEIRO et al., 1999; FERRÃO et 

al., 2002). 

A PCR baseada em elementos repetitivos (Rep-PCR) tem sido amplamente 

utilizada para estudar os padrões específicos de tensão obtidos a partir da 

amplificação por PCR de elementos de DNA repetitivos presentes nos genomas 

bacterianos (STATE et al, 2008; SAVARI et al, 2016). As vantagens da Rep-PCR em 

relação a outros métodos de análise molecular incluem a capacidade de diferenciar 

espécies de bactérias estreitamente relacionadas, além de ser um método de 

genotipagem de alta reprodutividade, ser simples, rápido, barato e confiável 

(DOMBEK et al, 2000; STEPHENSON et al, 2009). 

Dois dos elementos repetitivos utilizados para a análise molecular são os 

elementos BOX e as sequências do Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus 

(ERIC). Os elementos BOX são elementos repetitivos em mosaico, compostos por 

diferentes combinações de três sequências de subunidades. Estas três sequências de 
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subunidades são boxA, boxB e boxC com 59, 45 e 50 nucleotídeos de comprimento, 

respectivamente (OLIVE et al., 1999; MISHRA, 2015). As sequências do ERIC 

possuem 126 pb de comprimento com uma repetição invertida central altamente 

conservada. Está situado em regiões transcritas não codantes do cromossomo 

(WATURANGI et al, 2012). 

Sistemas de amplificação baseados em ácido nucléico como a técnica de PCR 

(Polymerase Chain Reaction) são métodos promissores para a rápida identificação de 

bactérias patogênicas às plantas. A identificação microbiana rápida e precisa é uma 

parte essencial em qualquer programa de inspeção e pesquisa de patógenos 

(VANNESTE, 2000; SRINIVASA et al., 2012). 

Métodos clássicos para distinguir esses patógenos são baseados em 

características morfológicas e de crescimento, como o isolamento dessas bactérias 

patogênicas de plantas doentes ou sementes, seguido de análise morfológica e 

caracterização bioquímica/fisiológica. A resposta de hipersensibilidade e 

patogenicidade são os métodos de rotina para detecção e identificação, porém, 

onerosos (STAMPS et al., 1990; VANNESTE,2000; SRINIVASA, 2012). Portanto, 

abordagens moleculares têm sido buscadas como alternativas para uma identificação 

mais precisa e rápida de fitopatógenos (STAMPS et al., 1990; RESTREPO et al., 2004; 

SRINIVASA et al., 2012). 

Métodos mais recentes, estão sendo cada vez mais aplicados para o 

diagnóstico de patógenos de plantas e incluem métodos imunológicos, tecnologia de 

sonda de DNA / RNA e amplificação da PCR de sequências de ácidos nucléicos. 

Essas técnicas possuem várias vantagens potenciais sobre os métodos 

convencionais de diagnóstico, pois são mais rápidas e mais precisas (MCCARTNEY 

et al., 2003; MELO, 2018).  

Diversos métodos moleculares têm sido utilizados para avaliar a diversidade e 

detectar bactérias patogênicas de plantas no intuito de gerar mecanismos eficazes 

para o controle de doenças (LEUNG et al., 1993; VERDIER et al., 2004; TRINDADE 

et al., 2005). Tais ferramentas são de fundamental importância para a compreensão 

da diversidade e dinâmica populacional dos patógenos das plantas. Obter essas 

informações é um pré-requisito para selecionar fontes de resistência a doenças 

(MARIANO et al., 2005; MILANESI et al., 2009; TRUJILLO et al., 2014).  

Procedimentos foram desenvolvidos para detecção de bactérias 

fitopatogênicas do gênero Xanthomonas. Alterações nas condições de PCR de 
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primers específicos (XV/ XK) para patógenos do gênero, já descritos na literatura, 

foram feitas, para identificação precisa da Xpm. Para isso, Melo et al (2018) utilizaram 

o iniciador de sentido direto (XV), juntamente com o iniciador reverso modificado 

(XK_MOD) e validaram o uso desses primers.  

Vários marcadores moleculares já foram implementados em estudos de 

populações de Xanthomonas:  RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms), 

ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus), BOX e AFLP (Amplified 

Fragment Length Polymorphism) (VERDIER et al., 1993; RESTREPO E VERDIER, 

1997; RESTREPO et al., 1999, 2000; VERDIER et al., 2004; TRINDADE et al., 2005; 

MEZETTE, 2013; TRUJILLO et al., 2014).  

Outras técnicas de genotipagem foram desenvolvidas (AFLP; Multilocus 

Sequence Typing (MLST)), para reduzir o tempo de padronização, bem como reduzir 

o tempo e custo necessários para obtenção de resultados (CHIOU, 2010; FILLO et al., 

2011). Uma dessas técnicas baseia-se no sub-produto do sequenciamento de 

genomas, o Variable Number of Tandem Repeats (VNTR), que fornece dados em um 

formato simples e não ambíguo baseado no número de sequências repetitivas 

(GARCIA-YOLDI et al., 2007).  

Os VNTRs foram implementados para a genética de população e diversidade 

de patógenos de plantas, bem como para microrganismos patogênicos, como Xylella 

fastidiosa, Xanthomonas citri pv. citri, Ralstonia solanacearum e Xanthomonas oryzae 

pv. oryzicola. Os VNTRs permitem identificar a variabilidade que não foi detectada 

usando outros marcadores moleculares (ARRIETA-ORTIZ et al. 2013; TRUJILLO et 

al. 2014).  

 

Melhoramento genético da mandioca 

O princípio do melhoramento genético de plantas se baseia no aumento da 

variabilidade genética que já existe mediante cruzamentos controlados, seleção 

artificial e avaliação dos genótipos selecionados em diferentes ambientes (VIEIRA et 

al., 2005; LIMA et al., 2018). Sendo assim, os programas de melhoramento genético 

podem fazer uso de técnicas moleculares para acelerar a introdução de genes 

importantes que proporcionam características agronômicas de interesse, como alta 

produtividade, qualidade e tolerância/resistência aos principais fatores bióticos e 

abióticos das culturas (HAHN et al., 1989; NASSAR et al., 2009, DE OLIVEIRA, 2012; 
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CHAVARRIAGA et al., 2016; REY e VANDERSCHUREN, 2017). 

Nos programas de melhoramento, a mandioca é selecionada por sua 

adaptação a zonas edafoclimáticas (ecozonas) que são descritas de acordo com as 

restrições climáticas, bióticas e abióticas (HERSHEY, 1987). Para a cultura, o 

melhoramento genético tem progredido em várias linhas, como avaliação de 

variedades crioulas, coleta e intercâmbio de germoplasma regional e global, 

recombinação e seleção de clones e uso de espécies silvestres para ampliar a base 

genética (FARIAS e BELLOTTI, 2006; VILAS BOAS et al., 2015). 

A conservação de acessos de Manihot garante a preservação do “pool” gênico 

do grupo e contribui para seu uso pelos programas de melhoramento que visa o 

desenvolvimento de variedades com alta produtividade e resistentes/tolerantes aos 

principais fatores bióticos e abióticos que acometem a cultura (PINOTTI et al., 2010; 

GABRIEL et al., 2014; VILAS BOAS et al., 2015).   

Os acessos de Manihot são conservados em bancos de germoplasma 

distribuídos em várias instituições pelo mundo, como no Programa de Recursos 

Genéticos (PRG) do Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), situado na 

Colômbia, bem como a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária-EMBRAPA, no 

Brasil, que dispõe de sete Bancos Ativos de Germoplasma de mandioca (BAGs), 

totalizando mais de 3.300 acessos preservados (AZEVEDO e BUSTAMANTE, 2014). 
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FERRAMENTAS MOLECULARES BOX, ERIC-PCR E MARCADORES VNTRS 
PARA ESTUDO POPULACIONAL DE Xanthomonas phaseoli pv. manihot 

 

RESUMO: A bacteriose da mandioca (CBB), causada por Xanthomonas phaseoli pv. 
Manihotis (Xpm), é uma das principais doenças que limita a produção da mandioa no 
mundo. Para desenvolver uma maneira eficiente de controle da doença, é preciso 
conhecer a dinâmica populacional do patógeno, sendo necessários, estudos que 
proporcionem a obtenção de informações a respeito das diferentes populações desta 
bactéria existentes em regiões produtoras de mandioca, em que há ocorrência da 
doença.   Com o objetivo de caracterizar a estrutura populacional do patógeno, foram 
realizadas coletas em cinco regiões produtoras de mandioca do Brasil.  Folhas de 
mandioca com sintomas de bacteriose foram coletadas a bactéria isolada e 
posteriormente procedeu-se à confirmação por meio de primers específicos para Xpm. 
Essas bactérias foram submetidas a reações de PCR, utilizando os primers BOX, 
ERIC e VNTRs, a fim de caracterizar os isolados e as análises estatísticas obtidas 
pelo software R.  Um teste de patogenicidade foi realizado para avaliar a incidência 
desses isolados em três variedades. Os estudos populacionais geraram dados 
relevantes sobre as populações de patógenos em nível local, onde as informações 
podem contribuir para gerar e/ou aprimorar novas estratégias para o manejo da 
doença. A partir dos resultados obtidos, foi possível deduzir que, provavelmente, a 
dispersão do patógeno tenha ocorrido devido ao intercâmbio de materiais 
contaminados. 

 

 

Palavras chaves: Detecção de Xpm; Patogenicidade; Padrão genético.  
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MOLECULAR TOOLS BOX, ERIC-PCR AND VNTRS MARKERS FOR 
POPULATION STUDY OF Xanthomonas Phaseoli pv. manioht 

ABSTRACT 

RESUMO:  Cassava bacterial blight (CBB), caused by Xanthomonas phaseoli pv. 
Manihotis (Xpm), is one of the main diseases limiting cassava production worldwide.  
In order to develop an efficient way to control the disease the population dynamics as 
well as information regarding studies that reveal the different populations of this 
bacteria in cassava producing regions presenting the disease, are necessary.  The 
objective of the present work was to characterize the population structure of the 
pathogen collected in five cassava producing regions in Brazil. Cassava leaves with 
CBB symptoms were collected, the bacteria isolated and afterwards the presence of 
the bacteria confirmed by specific Xpm primers. These bacteria were submitted to PCR 
reactions using BOX, ERIC and VNTRs for characterization of the isolates and 
statistical analysis carried out using the R software.  A pathogenicity test to check for 
incidence of this pathogen in three varieties, was also carried out.  Population studies 
revealed important data about the populations of the pathogen at local level where this 
information can contribute to generate and/or improve strategies in disease 
management.  Results show that the dispersion of the pathogen may be due to 
exchange of contaminated material. 

 

 

 

Keywords: Detection of Xpm; Pathogenicity; Genetic pattern.  
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CAPÍTULO 1 

Introdução 

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), originária da floresta tropical 

amazônica na América do Sul, é hoje uma das três principais culturas tuberosas do 

mundo (OTSUBO, 2009). Pertence à classe Magnoliopsida, ordem Euphorbiales, 

família Euphorbiaceae, inserida no gênero Manihot, que inclui 98 espécies 

(WURDACK et.al 2005; HOPPE, 2017; CARVALHO, 2018). 

A cultura se destaca, tendo como principal atrativo altos teores de carboidratos, 

o que leva a ser cultivada em muitos países devido à sua robustez, e   disponibilidade 

durante todo o ano, além da flexibilidade e adequação quanto aos tradicionais 

sistemas agrícolas de insumos (KUIPER et al., 2007).  

A produção mundial de raiz de mandioca corresponde cerca de 277 milhões de 

toneladas (CONAB, 2018). O Brasil é o quarto maior produtor mundial com uma 

produção de aproximadamente 21 milhões de toneladas em 2018 (CONAB, 2018) 

cultivadas em 1,4 milhões de hectares. Entretanto, quando se compara com os anos 

anteriores, observa-se uma diminuição de 2,46%, tanto de área plantada quanto de 

produção (IBGE, 2018).  

Um dos fatores que interfere na produção da cultura, além do déficit hídrico, é 

o aparecimento de pragas e doenças, que podem ocasionar   uma redução 

significativa na produtividade e comercialização, o que leva a grandes prejuízos 

econômicos, como a bacteriose da mandioca.  Essa doença é uma das principais, 

sendo encontrada em várias partes do mundo onde a mandioca é plantada 

(NILMANEE, 1986; HAHN et al., 1989; FU et al., 2016; SANTIAGO et al., 2018).  

A bacteriose da mandioca ou Cassava Bacterial Blight (CBB), causada por 

Xanthomonas phaseoli pv. manihotis, é de significante preocupação sempre que a 

mandioca é cultivada. O movimento de hastes infectadas e assintomáticas é um dos 

principais meios de dispersão de patógenos (DESLANDES; 1944; MEDINA, 2018). 

Embora o manejo integrado pelo uso de bactericidas e boas práticas culturais 

sejam recomendados para o seu controle, essas técnicas são laboriosas e custosas 

para os produtores, fazendo com que o uso de variedades resistentes seja a melhor 

forma de controle da doença. No entanto, as variedades resistentes à Xpm, ainda não 

estão bem caracterizadas. Portanto, torna-se necessária uma boa caracterização 

morfológica e molecular de Xpm, para contribuir para a obtenção de variedades de 
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mandioca resistentes. 

Os marcadores moleculares são ferramentas indispensáveis para estudos de 

diversidade de bactérias patogênicas de plantas. Os mais utilizados nesse tipo de 

estudo são os microssatélites, ou Simple Sequence Repeats (SSRs) e rep - PCR 

(BOX-PCR, ERIC-PCR) (BERED et al., 1997; SALLA et al., 2002; COSTA et al., 2003; 

GANGA et al., 2004; VIEIRA et al., 2009; BEOVIDES, 2015).  Para o estudo da 

diversidade genética em Xpm, além dos marcadores supracitados, os do tipo AFLP 

(Amplified Fragment Length Polymorphism) e VNTRs (Variable Number of Tandem 

Repeats) também são muito utilizados (RESTREPO et al. 1999, RADEMAKER et al. 

2000, TRUJILLO et al. 2014).  

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi, analisar a diversidade genética da 

bactéria causadora da bacteriose da mandioca (Xanthomonas phaseoli pv. manihotis) 

coletada nas principais regiões produtoras de mandioca no País, por meio da 

comparação das ferramentas moleculares BOX,  ERIC-PCR e marcadores VNTRs. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Obtenção dos isolados 

Foram coletadas folhas de mandioca que apresentaram sintomas de bacteriose 

em propriedades localizadas nas principais regiões produtoras do país, como no 

estado do Paraná, São Paulo, Bahia, Ceará e Mato Grosso do Sul. Após a coleta, o 

material vegetal foi levado para o Laboratório de Fitopatologia da Embrapa Mandioca 

e Fruticultura, localizado em Cruz das Almas-BA. 

 As folhas foram submetidas a um processo de desinfestação, lavadas em água 

corrente, cortadas em fragmentos de aproximadamente 1 cm2, imersas em álcool 70% 

por 30 segundos e hipoclorito de sódio 50% por 1 min e novamente 30 segundos em 

álcool 70%, seguido por três lavagens em água destilada esterilizada (ADE) por 30 

segundos. 

Os fragmentos de tecido foram macerados com auxílio de pistilo em 1 mL de 

ADE. Realizou-se uma diluição seriada (10-1, 10-2, 10-3), para cada isolado, na 

suspensão obtida (extrato da maceração + ADE), em microtubos de 1,5 µL contendo 

450 µL de ADE. A partir dessa diluição, foram semeados em 3 placas de Petri (uma 

para cada diluição) contento o meio YPG (5 g de extrato de levedura, 5 g de proteose 

[peptona], 5 g de glucose, 15 g de ágar, 1 L de ADE) (RESTREPO et al., 2000), e 
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espalhados com auxílio de esferas de vidro e incubados em B.O.D. por 24 horas a 28 

°C. A repicagem das bactérias foi conduzida pelo método de esgotamento e 

novamente colocadas para crescimento em B.O.D. na mesma temperatura. As 

bactérias foram conservadas mantidas em meio nutriente líquido (3 g de Extrato de 

carne; 5 g de peptona; água destilada [q.s.p] 1L) com glicerol 30%.  

Para o método de conservação em meio líquido com glicerol a 30 %, os isolados 

foram repicados em tubos de 2 mL contendo meio caldo nutriente e incubados por 24 

h, a 25 ºC em B.O.D. Concluída a incubação, os tubos foram centrifugados a 800 x g 

por 5 minutos para precipitar as bactérias. O sobrenadante foi descartado e substituído 

por 1 mL de solução salina de MgCl2 a 10 mM para resuspender e lavar o precipitado. 

Feito isso, realizou-se uma nova centrifugação a 800 x g por 5 minutos com posterior 

descarte do sobrenadante e adição de 1 mL de caldo Nutriente com 30 % de glicerol. 

Os tubos foram então armazenados a -80 °C em ultrafreezer. 

 

Caracterização dos isolados  

Com o auxílio de palito de madeira esterilizado, duas colônias foram raspadas 

de cada placa e colocadas em microtubos de PCR contendo 100µL de ADE e levados 

ao termociclador por 10 minutos a 95 °C; processo utilizado para extração de DNA. 

Em seguida, as amostras foram mantidas conservadas a 4 °C para utilização nas 

reações de PCR. A caracterização molecular dos isolados bacterianos foi realizada 

via amplificação com primers específicos para isolados patogênicos de Xpm 

(VERDIER,1998; MELO et al., 2018).  

As reações de PCR foram realizadas utilizando as concentrações finais: 3 μl de 

DNA desnaturado a 95 °C, 1X de tampão da Taq, 2,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 

0,4 μM dos iniciadores F 10 mM (XV: 5’ -TTC-GGC-AAC-GGC-AGT-GAC-CAC-C- 3’), 

iniciador R 10 mM (XK_MOD: 3’ -AAT-CGG-AGA-TTA-CCT-GAG-CG- 5’) específicos 

(com modificação) para X. phaseoli pv. manihotis (VERDIER et al., 1998; MELO et al., 

2018), e o volume final ajustado para 15 μl.  

A PCR foi realizada sob as seguintes condições: desnaturação inicial a 95 oC 

por 5 min, seguidos de 36 ciclos de desnaturação por 30 segundos a 95 °C; 

anelamento do iniciador a 60 oC, por 30 segundos; e extensão a 72oC, por 1 min., 

finalizando com um ciclo de 7 min a 72 °C.  

O produto amplificado foi visualizado em gel de agarose 1% corado com 
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brometo de etídeo, em tampão TBE 0,5%, por 4 horas a 80 V.O marcador utilizado foi 

1 Kb DNA Ladder (Invitrogen, Brasil). 

 

Teste de patogenicidade 

Foram utilizados para a avaliação da patogenicidade apenas os isolados 

considerados como Xpm, com base na presença de banda característica para o 

patovar, por meio da PCR. Para tanto, dos 80 isolados de Xpm identificados, apenas 

54 foram utilizados no teste, visto que os demais não cresceram após as 48 h da 

repicagem em placas de Petri com meio YPG a 28 °C. Os inóculos foram preparados, 

ressuspendendo-se os isolados selecionados em 30 ml de solução de MgCl2 10 mM, 

e ajustando a concentração de unidades formadoras de colônia para uma absorbância 

de 0,02 (OD600) em espectrofotômetro, conforme o protocolo descrito por Cohn et al, 

(2015). 

Para a inoculação, foram feitos 3 ferimentos no lado abaxial da folha da planta 

de mandioca e com uma seringa, sem agulha, a suspensão bacteriana foi depositada 

por infiltração. Utilizando um dedo da mão livre, a folha foi levemente pressionada 

contra a seringa durante a infiltração, aplicando-se uma pressão suficiente para 

estimular o inóculo a penetrar nos espaços intercelulares do limbo foliar. Cinco 

isolados diferentes foram inoculados em cada planta. Foram feitas 5 repetições por 

isolado e por variedade de mandioca (Figura 2).  

 

 

Figura 2. Representação da disposição de um dos três blocos para o teste de 
patogenicidade contendo 55 plantas e em vermelho, o local onde cada isolado foi 
inoculado.  
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Após a inoculação, as plantas foram ensacadas por 24hr, com o objetivo de 

aclimatá-las, facilitando a dispersão do patógeno dentro da planta. O teste foi realizado 

com as variedades Formosa, Cigana e Kiriris, já descritas na literatura como 

moderadamente resistente, moderadamente resistente e suscetível, respectivamente 

(NEVES et al, 2015). Foram 3 blocos, compostos por 55 plantas (cada bloco) de cada 

variedade, totalizando 165 plantas. As mesmas estavam com 12 semanas de idade e 

cerca de 40 centímetros de altura no início do experimento. As avaliações foram 

realizadas após 5 dias. Após 8 dias houve aparecimento de sintomas em algumas 

plantas, dentro das repetições. Posteriormente, a cada 3 dias, novas avaliações foram 

feitas, como ausência de presença de sintoma, até a morte destas e os resultados do 

experimento, organizados em uma planilha. 

 

Estudo da diversidade genética 

 Marcadores BOX-PCR  

Para as reações de BOX-PCR utilizou-se iniciador BOX 1AR (5' CTA CGG CAA 

GGC GAC GCT GAC G 3') (Tabela 1). A reação foi composta dos seguintes reagentes: 

Tampão 10 X; 50 mM de MgCl2; 0,2 mM de dNTPs; 0,2 do iniciador; 1U de Taq DNA 

polimerase; 3 μl de DNA; e água milliQ para um volume final de 18 µL. As amostras 

foram amplificadas em termociclador. O programa utilizado para amplificação foi 95 

°C por 2 minutos, seguido de 39 ciclos de: 94 °C por 1 minuto para a desnaturação, 

51 °C por 1 minuto para anelamento e 72 °C por 1 minuto para a extensão. A extensão 

final foi realizada a 72 °C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram analisados em 

gel de agarose 1% em tampão TBE 0,5X, por eletroforese conduzida a 70-80 V 

durante aproximadamente 4 horas.  

 

 Marcadores ERIC- PCR  

Para a análise de Eric-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-

PCR) utilizou-se iniciador ERIC1R (5’ ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC3’) e ERIC2F 

(5’ AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3’) (Tabela 1) e mesma composição 

supracitada de reagentes da reação BOX-PCR, assim como o programa de 

amplificação, com alteração na temperatura de anelamento para 48 °C.  
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 Marcadores VNTRs 

Para as reações de PCR dos VNTRs (Tabela 1), as seguintes concentrações 

finais dos reagentes foram realizadas:   3 µl de DNA (5ng/µl), 1X de tampão da Taq, 

2 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,005 mM de iniciadores para cinco locos VNTR 

adicionais que pareciam ser específicos para Xpm (XaG1_02, XaG1_29, XaG1_67, 

XaG1_52, XaG1_ 73). O programa utilizado para amplificação foi 95 °C por 4 minutos, 

seguido de 39 ciclos de: 94 °C por 50 segundos para a desnaturação, Δ°C (de acordo 

com cada par de primer, que variou entre 52 °C a 55 °C) por 50 segundos para 

anelamento e 72 °C por 1 minuto para a extensão. A extensão final foi realizada a 72 

°C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1% em 

tampão TBE 0,5X, por eletroforese conduzida a 70-80 V durante aproximadamente 4 

horas.  

 

Tabela 1.  Tabela complementar dos marcadores utilizados para análises. 

Técnica Primer Sequência Referência 

REP- PCR BOX 
1AR 

5'CTACGGCAAGGCGACGCTGACG3' KOEUTH et al. (1995) 

 ERIC1R  5’ ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC3’  
VERSALOVICS et al. 
(1991) 

 ERIC 
2F 

5’ AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3’ 
 

VNTR    

G1_02 TCCCCAT NAKAMURA et al. (1987) 

G1_29 ATCCCGA NAKAMURA et al. (1987) 

G1_52 CCGCCACAACGCA NAKAMURA et al. (1987) 

G1_67 CGACAC NAKAMURA et al. (1987) 

G1_73 GGTCAT NAKAMURA et al. (1987) 

 

Análise dos dados 

Os perfis de banda gerados a partir dos marcadores BOX, ERIC-PCR e 

VNTR’s foram utilizados para a construção de matrizes binárias (‘0' = ausência de 

bandas e '1' = presença de bandas) e as mesmas convertidas em matrizes 

dedissimilaridade. Dendrogramas para cada método (BOX e ERIC-PCR) foram 

construídos com base no coeficiente de Jaccard, utilizando o método de agrupamento 

UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages) e os pacotes 

"vegan" e “poppr” no software R (R Development Core Team, 2016).  As correlações 

entre as matrizes de distância geradas pelos marcadores BOX + ERIC, BOX + VNTR 
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e ERIC+VNTR foram realizadas usando o teste de Mantel no pacote “ade4” do 

software R (R Development Core Team, v.3.3.3, 2016).  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Identificação dos isolados 

Um total de 468 isolados foram obtidos associados à bacteriose da mandioca 

coletados em diferentes regiões produtoras nos estados (Figura 3): Bahia (Guanambi 

e Laje), Ceará (Russas), São Paulo (Ocauçu), Paraná (Paranavaí e Londrina) e Mato 

Grosso do Sul (Naviraí). 

 
Figura 3. Mapa do Brasil indicando locais de coleta de folhas de mandioca 
apresentando sintomas de CBB e número de isolados obtidos por cidade.  
 

A bacteriose da mandioca, causada por Xanthomonas phaseoli pv. Manihotis, 

é uma das doenças mais importantes da cultura (BONDAR, 1912; VAUTERIN et al. 

1995; MELO et al., 2018). As primeiras informações sobre a doença foram descritas 

por Bondar, em 1912 (ISHIDA et al, 2016), no estado de São Paulo, havendo os 

primeiros indícios de ocorrência. Posteriormente, notou-se que todas as regiões de 

cultivo de mandioca, também havia incidência da doença (PEREIRA e ZAGATTO, 

1967; LOZANO e SEQUEIRA, 1974; LOZANO, 1986; MIURA; MONTEIRO, 1997; 

ISHIDA et al, 2016). 
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Dos 468 isolados submetidos às amplificações com os primers XV e XKmod, a 

sequência alvo esperada (900 pb) foi detectada em DNA de 17% (80) dos isolados, 

confirmando assim a identidade do patógeno (Tabela 2). A maioria desses isolados, 

foi coletada no Estado da Bahia. 

 

Teste de patogenicidade 

Após a inoculação dos 54 isolados (Tabela 2), os sintomas da bacteriose 

iniciaram após o 5º dia após montagem do experimento e foram realizadas avaliações 

até a morte das plantas. Foi observado que todos os isolados avaliados mostraram-

se patogênicos.   

 
Tabela 2. Isolados identificados associados à bacteriose da mandioca com seus 
respectivos locais de coleta e utilizados no teste de patogenicidade e nas análises de 
diversidade genética. 

Id. Isolados Localidade Xkmod Box Eric Vntr Teste Patogenicidade 

13 Caipira bloco4 nota -3 1.1.1 Londrina-PR + - - - Não NR 

14 Caipira B4/N3 1.1.2 Londrina-PR + - - + Não NR 

18 Caipira - b4-n3 4.1.2 Londrina-PR + + - + Não NR 

21 Caipira - b4-n3 5.2.1 Londrina-PR + - - + Não NR 

25 Naviraí 1 1.1.1 Naviraí-MS + + - + Não NR 

26 Naviraí 1 1.1.2 Naviraí-MS + + - + Não NR 

55 Corrente 1.1 Londrina-PR + + - + Sim + 

56 Corrente 1.2 Londrina-PR + + - + Sim + 

83 Bernardo 1.1.1 Laje- BA + + - + Sim + 

93 Cigana 820/16 1.1 Laje- BA + + - + Sim + 

101 Cigana 821/16 3.1 Laje- BA + - - + Sim + 

133 BGM 1502 4.1 Londrina-PR + - - + Não NR 

134 BGM 1502 4.2 Londrina-PR + - - + Não NR 

167 Novo Rumo 106 -175 B 2.2 Laje- BA + + - + Sim + 

168 Novo Rumo 106 -175 B 3.1 Laje- BA + - - + Sim + 

169 Novo Rumo 106-175 B 3.2 Laje- BA + + - + Sim + 

171 NS 86-B 1.2 Laje- BA + + - - Sim + 

172 IAC 90 nota2 1.1.1 Ocauçu- SP + + - + Sim + 

173 IAC 90 nota21.1.2 Ocauçu- SP + + - + Não NR 

174 IAC 90 nota2 1.2.1 Ocauçu- SP + + - + Sim + 

175 IAC 90 nota2 1.2.2 Ocauçu- SP + - + + Sim + 

176 IAC 90 nota2 2.1.1 Ocauçu- SP + - + + Sim + 

177 IAC 90 nota2 2.1.2 Ocauçu- SP + + + + Não NR 

178 IAC 90 nota2 2.2.1 Ocauçu- SP + + + + Sim + 

179 IAC 90 (nota 2) 2.2.2 Ocauçu- SP + - + + Não NR 

180 Novo Rumo 106 - 175 A 2.1 Laje- BA + + + + Sim + 
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184 Corrente 1.1 Laje- BA + + + + Sim + 

186 Caipira 1.1.1 -1 Laje- BA + - - + Sim + 

187 Caipira 1.1.1 -2 Laje- BA + + + + Sim + 

188 Caipira 1.1.2 -1 Laje- BA + - - + Sim + 

192 Caipira 2.2.1 Laje- BA + + + + Sim + 

196 Caipira 4.1.1 -1 Laje- BA + - + - Sim + 

209 Caipira 6.1.1 -1 Laje- BA + + + + Sim + 

245 Tapioqueira- b5 (antrac.) 3.1.2 -2 Londrina-PR + + + + Sim + 

249 Tapioqueira- b5 (antrac.) 4.2.1 -2 Londrina-PR + + + + Não NR 

251 Tapioqueira b5 (antrac.) 4.2.2 2 Londrina-PR + + + + Sim + 

260 Caipira 4.1.1 2 Londrina-PR + + + - Sim + 

261 261 PRA 1.1 ParanávaiPR + + + + Sim + 

296 GuanambiSaulo 1.1.1 1 Guanambi-BA + + + + Não NR 

297 GuanambiSaulo 1.1.1 2 Guanambi-BA + + + + Não NR 

311 Guanambi Saulo 4.1.1 2 Guanambi-BA + + + - Não NR 

312 Guanambi Saulo 4.1.2 1 Guanambi-BA + + + + Não NR 

313 Guanambi Saulo 4.1.2 2 Guanambi-BA + + + - Não NR 

315 Guanambi Saulo 5.1.1 2 Guanambi-BA + + + - Não NR 

316 Guanambi Saulo 5.1.2 1 Guanambi-BA + + + + Não NR 

317 Guanambi Saulo 5.1.2 2 Guanambi-BA + + - + Sim + 

318 Guanambi Saulo 5.2.1 Guanambi-BA + + + + Sim + 

322 Guanambi Saulo 6.1.2 1 Guanambi-BA + - + - Não NR 

323 Guanambi Saulo 6.1.2 2 Guanambi-BA + - + - Não NR 

332 Ocauçu SA (am. Chico) 1.1.1 1 Ocauçu- SP + - + + Sim + 

333 Ocauçu SA (am.Chico) 1.1.1 2 Ocauçu- SP + - + + Sim + 

357 Corrente (Bloco2) 4.1 Dourados-MS + + + - Sim + 

361 Corrente 10 Dourados-MS + - + + Sim + 

370 Russas 1 2.1 Russas-CE + + - - Não NR 

389 Russas 7 1.1 Russas-CE + + - + Não NR 

390 Russas 7 1.2 Russas-CE + + - + Sim + 

391 Russas 7 3.1 Russas-CE + + + + Não NR 

392 Russas 7 3.2 Russas-CE + + + + Sim + 

409 Russas 09B 2.2 Russas-CE + + + + Sim + 

413 BRS 399 2 Dourados-MS + - + + Sim + 

414 BRS 399 3 Dourados-MS + - + + Não NR 

429 Cigana 823/16 2 Guanambi-BA + - + + Sim + 

434 BGM 0934 2 Guanambi-BA + + + + Sim + 

440 Ocauçu (5120) 2 Ocauçu- SP + - - + Sim + 

441 Ocauçu (5120) 3 Ocauçu- SP + + + + Sim + 

443 Naviraí 03 2 Naviraí-MS + + + + Sim + 

450 NS 81B Dourados-MS + + + + Sim + 

451 NS 80B Dourados-MS + + + + Sim + 

452 NS 83ª Dourados-MS + + + + Sim + 

453 Russas CE02 1 Russas-CE + - + + Sim + 

456 Russas CE02 4 Russas-CE + - + + Sim + 
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458 Russas CE02 6 Russas-CE + - + + Sim + 

459 Russas CE06 1 Russas-CE + + + + Sim + 

460 Russas CE06 2 Russas-CE + - + + Sim + 

461 Russas CE06 3 Russas-CE + - + - Sim + 

462 Russas CE-06 4 Russas-CE + + - - Sim + 

463 Russas CE-06 5 Russas-CE + + + + Sim + 

465 IF-GBI-03 2 Guanambi-BA + - + + Sim + 

466 IF-GBI-03 3 Guanambi-BA + - + - Não NR 

467 IF-GBI-03 4 Guanambi-BA + - + - Não NR 

‘Id’ = identificador, ‘+’ = presença de amplificação para o primer/marcador; ‘-’ = ausência de 
amplificação para o primer/marcador; ‘NR’ = Não Realizado 

 

Entre as variedades estudadas, a Kiriris apresentou-se como mais suscetível 

ao patógeno. Do total de folhas inoculadas, cerca de 4% caíram antes do término das 

avaliações, e aproximadamente 58% apresentaram sintomas, enquanto que a 

variedade Cigana apresentou-se como pouco suscetível, com cerca de 34% das 

folhas inoculadas com presença de sintomas. A distribuição da presença e ausência 

de sintomas, bem como quedas das folhas foram significativamente diferentes entre 

as variedades pelo teste de χ2 a 5% de probabilidade (Figura 4). 

Esses resultados confirmam o relato pelos autores Verdier et al. (2004), de que 

a maioria das cultivares comerciais de mandioca é suscetível às linhagens prevalentes 

de Xpm, embora existam algumas cultivares de mandioca que apresentam níveis 

relativamente altos de resistência natural à CBB (RESTREPO et al. 2000ª, 2000b) 

 

 
Figura 4. Total de folhas inoculadas por variedade que apresentaram sintomas, que 
não apresentaram sintomas e que caíram durante o período de avaliações.  
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Após 8 dias da inoculação, lesões angulares tornaram-se evidentes e 13 dias 

após observou-se necrose das lesões, posteriormente seca e queda foliar. Nenhum 

isolado induziu a exsudação de pus bacteriano. Durante as avaliações, notou-se uma 

diferença de intensidade dos sintomas nas folhas, dos diferentes isolados, 

possivelmente indicando uma variabilidade entre eles, uma vez que todos estavam 

nas mesmas condições ambientais. Alguns induziram o aparecimento de mais folhas 

sintomáticas, dentre eles, os isolados: 133; 169; 188; 209; 318; 459; 463, provenientes 

de Londrina- PR, Laje- BA, e Russas-CE (Tabela 2). 

Em um estudo realizado por Nunes et al. (2008), afim de caracterizar isolados 

de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli a partir de um teste de patogenicidade na 

cultura do feijão, concluíram que a variação de virulência em patógenos de plantas é 

quase sempre determinada em termos de fenótipo de virulência ao invés   do genótipo, 

o que significa que as frequências de genes de virulência não podem ser estimadas a 

partir dos ensaios de patogenicidade, apesar de ser um método altamente sensível e 

específico que pode ser aplicado para detecção e identificação em Xanthomonas spp. 

relacionadas. 

  Para a seleção de resistência a doenças, é importante selecionar uma ou mais 

espécies (patógeno), já conhecidas, altamente patogênicas, endêmicas em regiões 

que a cultura seja cultivada. O conhecimento da variabilidade patogênica é um fator 

necessário para a eficácia e durabilidade da resistência do hospedeiro.  

 

Estudo da diversidade 

Estudos de diversidade são necessários para compreensão da variabilidade 

genética e de espécies de patógenos, onde as técnicas de análise molecular, são 

cruciais com finalidade epidemiológica, estudo da genética de populações, assim 

como, auxiliar o controle e manejo do patógeno (SILVA et al., 2018). 

Na Figura 5, onde foram analisados os isolados utilizando o marcador BOX-

PCR, dez subgrupos foram formados. No primeiro subgrupo estão os isolados 

provenientes de Ocauçu (SP), no segundo e terceiro grupos, isolados oriundos de 

Laje (BA); o quarto subgrupo, constituído por isolados de Ocauçu (SP) e Laje (BA); 

quinto, de Paranavaí (PR) e Dourados (MS); no sexto subgrupo, isolados de 

Guanambi (BA); sétimo e oitavo subgrupo, de Naviraí (MS), nono subgrupo, isolados 

de Londrina (PR) e décimo subgrupo, isolados oriundos de Russas, Ceará.  
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Nota-se que os isolados de Laje (BA) e Ocauçu (SP) apresentam uma certa 

proximidade genética de acordo com este marcador, o que pode ser advindo do 

compartilhamento alelos, onde estes isolados poderiam ter a mesma origem comum 

e com o tempo migraram-se pelos locais, através da propagação vegetativa, 

decorrente da troca de materiais, por parte de agricultores, provavelmente 

contaminados. 

                             
Figura 5. Dendograma construído utilizando os padrões de bandas obtidos pelo 
marcador BOX-PCR mostrando o agrupamento de 50 isolados de Xanthomonas 
phaseoli pv. manihot. Matriz de diversidade gerada pelo coeficiente de similaridade de 
Jaccard e o método de agrupamento pelo UPGMA (Unweighted Pair Group Method 
Using Arithmetic Averages). 
 

Os dados obtidos com o marcador ERIC-PCR (Figura 6), também mostrou a 

formação de 10 subgrupos. No entanto, isolados que estavam separados (da mesma 

população) no BOX-PCR, neste estão agrupados. No ERIC-PCR, são mostradas mais 

diferenças entre os subgrupos. Os grupos de isolados também foram divididos por 

região: no primeiro, isolados de Paranavaí (PR), no segundo e terceiro subgrupo, 

Isolados de Guanambi (BA); no quarto, isolados de Londrina (PR); quinto, de Laje 

(BA); no sexto subgrupo, isolados de Dourados (MS); sétimo, isolados de Ocauçu 

(SP); oitavo subgrupo, Russas (CE), nono décimo subgrupo isolados de Dourados 

(MS). No entanto, também nota-se que houve capacidade discriminatória intra-grupos, 

pois os isolados oriundos de Guanambi foram separados em dois subgrupos distintos, 
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apesar de estarem no mesmo nó.  

 

                                

Figura 6. Dendrograma construído utilizando os padrões de bandas obtidos pela 
técnica ERIC-PCR mostrando o agrupamento de 50 isolados de Xanthomonas 
phaseoli pv. manihot. Matriz de diversidade gerada pelo coeficiente de similaridade de 
Jaccard e o método de agrupamento pelo UPGMA (Unweighted Pair Group Method 
Using Arithmetic Averages). 
 

O uso de marcadores VNTRs (Figura 7) também mostrou padrão semelhante 

aos marcadores BOX e ERIC-PCR, apesar de serem marcadores que estão em 

regiões não tão conservadas do genoma. Os mesmos mostraram também a formação 

de 10 subgrupos. Nos dois primeiros subgrupos, isolados da cidade de Russas (CE), 

foram agrupados, no terceiro subgrupo, Isolados de Paranavaí (PR); no quarto, 

isolados de Guanambi (BA); quinto, de Londrina (PR); no sexto subgrupo, isolados de 

Laje (BA) e Ocauçu (SP); sétimo, isolados de Laje (BA); oitavo subgrupo, Ocauçu 

(SP); nono subgrupo, Naviraí (MS) e décimo subgrupo isolados de Dourados(MS). 

Percebe-se que mais uma vez, assim como no BOX-PCR, os isolados de Ocauçu (SP) 

e Laje (BA) apresentaram algum tipo de agrupamento, o que indica que, apesar da 

separação geográfica, os isolados possuem algumas semelhanças genéticas que 

permaneceram inalteradas ao longo do caminho evolutivo. 
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Figura 7. Dendograma construído utilizando os padrões de bandas obtidos pelos 
VNTR’s, mostrando o agrupamento de 66 isolados de Xanthomonas phaseoli pv. 
manihot.  Matriz de diversidade gerada pelo coeficiente de similaridade de Jaccard e 
o método de agrupamento pelo UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using 
Arithmetic Averages). 
 

Conforme os dendogramas gerados pelos iniciadores, verifica-se a 

variabilidade dos isolados. No geral, os agrupamentos foram parecidos considerando 

as três técnicas moleculares (BOX-PCR, ERIC-PCR e VNTRs). 

O iniciador ERIC-PCR, foi o que melhor separou os grupos por população e 

que apresentou maior similaridade entre os isolados das mesmas populações. Como 

exemplo, o grupo cinco, com todos isolados da população de Laje (BA), mostrando 

que os isolados 180 e 196 e os isolados 192 e 187 são muitos semelhantes. Também 

é possível observar essa maior similaridade dentro dos outros grupos e também nos 

grupos formados pelos VNTRs. 

O iniciador BOX-PCR foi o que apresentou menor similaridade entre os 

subgrupos. Em dois subgrupos (4 e 5), houve junção de isolados de diferentes 

populações, assim como em um dos grupos (7) gerados pelos iniciadores VNTRs, 

entretanto, vê-se que a similaridade entre estas, é menor. 

A bacteriose é uma doença vascular e afeta a qualidade do material de plantio, 

levando a reduções no rendimento de sementes. A mandioca é propagada, 
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principalmente, por plantio de manivas, e o patógeno é assim disseminado 

principalmente através de material de plantio infectado, o que provavelmente explica 

as diferenças entre os subgrupos de isolados oriundos de diferentes locais, e as 

diferenças dentro dos grupos. As técnicas de detecção sensíveis, assim como manejo 

adequado, fiscalização agropecuária, são necessárias para amenizar a introdução do 

patógeno em regiões livres de bacteriose (LOZANO, 1986; BOHER e VERDIER, 1995; 

VERDIER, 1998). 

Cinquenta dos oitenta isolados amplificaram com a técnica de Rep-PCR 

utilizando os primers universais ERIC e BOX para identificar a diversidade genética. 

A utilização da técnica Rep-PCR, utilizando os primers BOX e ERIC foi eficaz para 

caracterização dos isolados de Xpm. Esta técnica também pode ser considerada uma 

ferramenta útil para fins de diagnóstico em patologia vegetal.  

A Figura 8 mostra a rede de minimum spannig para as populações de isolados 

estudadas de acordo com o marcador BOX-PCR. Observa-se que a maioria dos 

isolados foi agrupada dentro do seu próprio local de coleta, entretanto, nota-se que 

houve influência de algumas populações em outras, como isolados oriundos de 

Guanambi (BA), Naviraí (MS) e Dourados (MS) em um mesmo agrupamento, com 

uma distância genética menor. A análise mostrou também que isolados oriundos de 

Russas (CE), Paranavaí (MT) e Laje (BA), compartilham o mesmo perfil genético e 

também apresentam uma distância genética menor.  

É interessante observar que a rede de minimum spanning possui poder 

discriminatório um pouco diferente da análise de cluster, pois os isolados semelhantes 

nesta análise não apareceram na análise de cluster. Além disso, é possível observar 

também que os isolados foram basicamente distribuídos de acordo com suas 

respectivas populações. Nota-se que a distância genética mínima entre os isolados 

nas populações foi menor, sinalizando que para este marcador, a diversidade foi 

menor entre e dentro das populações, visto que os perfis genéticos são iguais ou 

semelhantes e poucos haplótipos únicos. 

A rede de minimum spanning obtida pelos VNTRs (Figura 10), foi a que mais 

apresentou ramificações, porém a distância entre os isolados não foi muito alta, se 

comparada à rede gerada pelo primer ERIC (Figura 9). É possível observar que, 

apesar dos isolados serem diferentes (haplótipos únicos), estes, dentro de suas 

respectivas populações, ficaram mais próximos. 
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Figura 8. Rede de minimum spanning, formada pelos marcadores BOX-PCR, 
mostrando a relação entre os genótipos individuais de múltiplos locos (MLGs) 
observados nas populações. Cada nó representa um MLG diferente. Os tamanhos e 
cores dos nós correspondem ao número de indivíduos e membros da população, 
respectivamente. A espessura da borda e a cor, são proporcionais à distância genética 
absoluta. Comprimentos de aresta são arbitrários. 
 

Em dois grupos, isolados da população do Ceará (389, 390 e 391, 392), 

mostraram-se geneticamente parecidos. Porém, os outros isolados ficaram bem 

dispersos, indicando maior diversidade genética dentro da mesma população. No 

Ceará, quase não há relatos sobre a doença, porém, pode-se observar que alguns 

isolados estão próximos às populações da Bahia e Mato Grosso do Sul, e o 

intercâmbio de manivas manivas contaminadas, pode explicar essa ocorrência 

(LOZANO, 1986; VERDIER, 1998)  

Para a técnica de ERIC-PCR (Figura 9), a rede de minimum spanning mostra 

uma distância genética bem maior entre os isolados estudados dentro das 

populações, exceto entre os isolados 180 e 184, oriundos de Guanambi (BA).  

O aumento da distância genética pode caracterizar-se como um maior poder 

discriminatório do marcador para os indivíduos observados. Através da técnica ERIC-

PCR, observou-se que os haplótipos mais frequentes, são os coletados da Bahia, São 

Paulo e Paraná e foram os maiores grupos formados (provavelmente haplótipos 
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acenstrais). A distância genética mínima entre os isolados, foi maior entre dois 

isolados da Bahia (180 e 184), que foram coletados no mesmo local. 

 

 
Figura 9. Rede de minimum spanning formada pela técnica ERIC-PCR, mostrando a 
relação entre os genótipos individuais de múltiplos locos (MLGs) observados nas 
populações. Cada nó representa um MLG diferente. Os tamanhos e cores dos nós 
correspondem ao número de indivíduos e membros da população, respectivamente. A 
espessura da borda e a cor são proporcionais à distância genética 
absoluta. Comprimentos de aresta são arbitrários. 
 

Através dessas redes geradas, notou-se que o marcador BOX (Figura 8) 

conseguiu agrupar melhor os isolados de acordo com seu local de coleta.  Porém, os 

VNTRs (Figura 10) foram os que melhor discriminou os isolados e mostraram a 

variabilidade entre esses e o ERIC que mais distanciou as populações (Figura 9).  
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Figura 10. Rede minimum spanning, formada pela técnica VNTR’s, mostrando a 
relação entre os genótipos individuais de múltiplos locos (MLGs) observados nas 
populações. Cada nó representa um MLG diferente. Os tamanhos e cores dos nós 
correspondem ao número de indivíduos e membros da população, respectivamente. 
A espessura da borda e a cor são proporcionais à distância genética absoluta. 
Comprimentos de aresta são arbitrários. 
 

Quando os dados obtidos pelas diferentes técnicas de análises foram 

combinados (Figura 11), as populações ficaram muito distantes, porém, muitos 

isolados não apareceram, visto que os dados utilizados para gerar a rede de minimum 

spanning, foram selecionados a partir dos que foram comuns entre os três 

marcadores. Apenas dois isolados das populações do Ceará (391 e 392) e dois 

isolados da Bahia (177 e 178) ficaram bastantes próximos. 

As três técnicas apresentaram perfis de bandas diferentes, provavelmente pelo 

fato de que estes marcadores fazem uso de sequências repetitivas dispersas no 

genoma.  
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Figura 11. Rede minimum spanning, formada pelos marcadores BOX, ERIC e 
VNTR’s, mostrando a relação entre os genótipos individuais de múltiplos locos (MLGs) 
observados nas populações. Cada nó representa um MLG diferente. Os tamanhos e 
cores dos nós correspondem ao número de indivíduos e membros da população, 
respectivamente. A espessura da borda e a cor são proporcionais à distância genética 
absoluta. Comprimentos de aresta são arbitrários. 

 
O teste de Mantel revelou correlação positiva baixa entre os marcadores 

moleculares BOX e VNTR (0,19) e positiva e relativamente alta, entre os marcadores 

ERIC e VNTR (0,52) e BOX e ERIC (0,68).  Uma maior correlação entre as matrizes 

de BOX x ERIC já era um tanto esperada, uma vez que esses marcadores estão mais 

associados a regiões mais conservadas do genoma em comparação com os 

marcadores VNTR. 

 

CONCLUSÃO 

O estudo da diversidade de Xpm é o primeiro passo para melhorar o 
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entendimento sobre a disseminação de agentes patogênicos e implicações para o 

controle de doenças. Diagnóstico molecular de Xpm é fundamental para fomentar 

estudos de estrutura de população para auxiliar o manejo da cultura e implicações que 

irão refletir em maior produtividade.  

O método descrito no protocolo Cohn et al (2015), mostrou-se bastante 

satisfatório, visto que todos isolados inoculados induziram sintomas nas plantas 

mostrando a patogenicidade dos isolados de Xpm e contribuindo na identificando 

variedades de mandioca mais resistentes à CBB. É preciso a realização de novos 

testes para se determinar a patogenicidade de outros isolados de outras regiões, de 

forma a auxiliar no desenvolvimento de variedades de mandioca resistentes à doença 

e reduzir a disseminação da doença.  
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