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Resumo
O objetivo do presente estudo foi avaliar isolados de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis quanto sua patogenicidade em plantas de mandioca. A coleta dos isolados em plantas de mandioca foi realizada em seis locais na região oeste do Paraná, na coleta dos isolados foram utilizados doze repetições. Para o isolamento da bactéria foram coletadas folhas de plantas de mandioca com sintomas de murcha bacteriana, que foram retratadas por fotografias digitais, armazenadas em sacos de papel e levadas ao laboratório de Fitopatologia para o isolamento. Posteriormente, procederam-se os testes de patogenicidade em plantas de mandioca e o teste de hipersensibilidade em fumo. Na presente pesquisa foram coletados 72 isolados, sendo que destes, 22 isolados foram testados com os testes de patogenicidade e hipersensibilidade em fumo. Dos 22 isolados testados, apenas um não apresentou patogenicidade em mandioca e os 22 foram negativos nos testes de hipersensibilidade em fumo. A presença de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis em áreas de cultivo da cultura da mandioca e em plantas invasoras não-hospedeiras confirma a disseminação da murcha bacteriana na região estudada.
Introdução
A mandioca (Manihot esculenta, Crantz) é considerada uma cultura de destaque em vários países e tem grande importância social e econômica, devido à facilidade de adaptação às mais diversas condições edafoclimáticas e por suprir a necessidade alimentar da população mais carente (Groxko, 2012). Em países subdesenvolvidos onde a mandioca é a base alimentícia, variedades ricas em nutrientes teriam grande vantagem, tanto pelo baixo custo de produção da cultura, quanto pelo suprimento das necessidades nutricionais da população (Mezette et al., 2009). A mandioca, Manihot esculenta Crantz (Euphorbiaceae), é um arbusto perene, pertencente à família Euphorbiaceae (Blagbrough et al., 2010).

A doença de maior importância econômica na cultura da mandioca é a bacteriose ou murcha bacteriana, causada por Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis (Xam), e sua ocorrência está generalizada em todos os locais onde a mandioca é cultivada (Lozano e Booth, 1982).

Para Massola e Bedendo (2005), Xam tem potencial para reduzir a produção e inviabilizar novos cultivos, pois, o patógeno pode ser disseminado a longas distâncias pelo próprio material propagativo.

O crestamento bacteriano pode ocorrer com diferentes intensidades dependendo da cultivar de mandioca, bem como do próprio patógeno que apresenta variações quanto à agressividade de isolados (Portz et al., 2008). Em condições favoráveis ao desenvolvimento da doença, temperatura entre 20- 30 °C e precipitação acima de 1200 mm no período da estação chuvosa (Anjos et al., 2011).
O objetivo deste trabalho foi avaliar isolados de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis quanto sua patogenicidade em plantas de mandioca. 

Materiais e Métodos

O experimento foi realizado em seis áreas localizadas na região Oeste do Paraná, no município de Marechal Cândido Rondon e em seu distrito sendo que cada localidade foi investigada em duas áreas. Os locais foram escolhidos mediante visitas a campo juntamente com a instituição Associação Técnica das Indústrias de Mandioca do Oeste do Paraná-ATIMOP.

As coletas dos materiais, perfazendo 12 repetições em cada área, sempre com os primeiros sintomas da doença observados a campo iniciando com aparecimento de pequenas manchas encharcadas e poligonais nas folhas. Foram coletadas folhas das plantas de mandioca, retratadas por fotografias, armazenadas em sacos de papel e levadas ao laboratório para o isolamento das bactérias.

O isolamento foi realizado seguindo-se a metodologia descrita por Mariano e Assis (2000). O meio de cultura utilizado foi o 523: 10 g de sacarose, 8 g de caseína ácida hidrolizada, 4 g de extrato de levedura, 2 g de K2HPO4, 0,3 g de MgSO4 7H2O, 15 g de ágar e 1000 mL de água destilada. no isolamento foi retirado partes do tecido infectado de cada amostra após a realização de desinfecção superficial em álcool ou flambagem. E posteriormente, a transferência de alíquotas da solução para placas de petri com meio nutriente, por meio da técnica de esgotamento em estrias utilizando alça de platina previamente flambada. Em seguida, as placas foram incubadas à temperatura de 26 ºC até o crescimento de colônias que apresentem hidrólise de amido, caracterizado por halo translúcido ao redor da colônia.
O teste de patogenicidade em plantas de mandioca foi realizada injetando-se uma suspensão contendo 108 ufc/mL em folhas e caule de mandioca a fim de verificar o aparecimento de sintomas típicos da doença. Para o teste de hipersensibilidade em plantas de fumo foram realizadas infiltração abaixo da epiderme da folha, de suspensão contendo 108 ufc/mL unidades formadoras de colônias por mililitro, com o auxílio de seringas hipodérmicas e observação dos resultados após 24 h. A presença de necrose nas áreas infiltradas indicou resposta positiva para hipersensibilidade.

Para avaliar o comportamento dos isolados em relação à agressividade, foi realizado um ensaio utilizando-se a variedade Cascuda, relativamente suscetível ao patógeno. O ensaio foi conduzido em casa de vegetação. As plantas de mandioca foram cultivadas em vasos plásticos (com aproximadamente 6 L) até atingirem aproximadamente 25 cm de altura. Após obtenção de suspensão com 108 ufc/mL de solução salina dos isolados, foram realizadas inoculações com seringa hipodérmica em apenas um folíolo da quarta folha (contada a partir do ápice). Em seguida, foi inoculada uma alíquota da mesma suspensão bacteriana na terceira axila a partir do ápice. As avaliações foram realizadas após 18 dias. Os sintomas presentes no folíolo e nas axilas foram determinados mediante escala de notas variando de 0 a 5, sendo: 0: folíolo sem sintomas a 5 folíolo totalmente necrosado, conforme tabela 1. Para os sintomas decorrentes da inoculação a avaliação foi de acordo com escala proposta por Miura et al. (1990). 

Resultados e Discussão
Durante todo o período de coleta dos isolados, as áreas em estudo, mantiveram os sintomas de presença da doença. Dos 22 isolados de Xam obtidos no presente trabalho apenas o isolado de número 10 não apresentou o sintoma da doença inicialmente, possivelmente a bactéria encontrava-se epifiticamente, porém, no teste de patogenicidade foi positivo, conforme a tabela 1, o que confirma a fase da bactéria. 
Tabela 1. Número de Registro (NR), Incidência, Hipersensibilidade em fumo (Hr), Patogenicidade em plantas de mandioca (Ptgn), dos isolados presentes nas lavouras de mandioca com presença de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis Marechal Cândido Rondon, PR, 2015.
	 NR
	Local
	Variedade
	Incidência
	Hr
	Ptgn
	Agrs

	7
	Marechal C. Rondon
	Cascuda
	Presente
	-
	+
	1,25a

	8
	Marechal C. Rondon
	Fécula
	Presente
	-
	+
	3,50ab

	10
	Marechal C. Rondon
	Cascuda
	Ausente
	-
	+
	2,50ab

	11
	Marechal C. Rondon
	Baianinha
	Presente
	-
	+
	2,50ab

	13
	Bom jardim 
	Cascuda
	Presente
	-
	+
	2,00a

	14
	Porto Mendes
	Cascuda
	Presente
	-
	+
	5,00b

	18
	Bom Jardim
	Baianinha
	Presente
	-
	-
	1,50a

	19
	Bom Jardim
	Baianinha
	Presente
	-
	+
	3,00ab

	20
	Bom Jardim
	Baianinha
	Presente
	-
	+
	2,50ab

	22
	Bom Jardim
	Baianinha
	Presente
	-
	+
	2,00a

	24
	Marechal C. Rondon
	Baianinha
	Presente
	-
	+
	1,50a

	29
	Bom Jardim
	Baianinha
	Presente
	-
	+
	2,50ab

	35
	Marechal C. Rondon
	Baianinha
	Presente
	-
	+
	2,50ab

	40
	Marechal C. Rondon
	Cascuda
	Presente
	-
	+
	2,00a

	41
	Bom Jardim 
	Baianinha
	Presente
	-
	+
	3,00ab

	43
	Bom Jardim
	Baianinha
	Presente
	-
	+
	3,50ab

	45
	Bom Jardim 
	Baianinha
	Presente
	-
	+
	3,00ab

	46
	Bom Jardim
	Baianinha
	Presente
	-
	+
	2,00a

	47
	Marechal C. Rondon
	Cascuda
	Presente
	-
	+
	1,50a

	48
	Marechal C. Rondon
	Baianinha
	Presente
	-
	+
	1,50a

	49
	Marechal C. Rondon
	Fécula
	Presente
	-
	+
	2,00a


*Mesma letra minúscula indica que não diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
Todos os 22 isolados testados foram positivos para Xam no teste de hipersensibilidade em fumo, apresentando resultado negativo e bem como positivos para o teste de patogenicidade, apenas o isolado de número 18 foi negativo para este teste.
Os isolados mais agressivos foram 14, 8,10, 11, 19, 20, 29, 35, 41, 43 e 45 diferiram dos isolados 7, 13, 18, 22, 24, 40, 46, 47, 48 e 49 os menos agressivos.  Nenhuma das três variedades em estudo demonstrou tolerância à doença, pois foi verificada a presença de Xam em todas as variedades em diferentes épocas do cultivo.

Conclusões
Dos 22 isolados testados, apenas um não apresentou patogenicidade em mandioca e os 22 foram negativos nos testes de hipersensibilidade em fumo. Todos os isolados obtidos na presente pesquisa obtiveram diferenciação quanto a sua agressividade do patógeno.
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