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RESUMO

As podriddes radiculares séo doencas causadas por um complexo de fungos e oomicetos,
que na cultura da mandioca apresentam um efeito continuo e significativo na producéo
e consequentemente danos socioecondmicos aos paises produtores. Para o controle das
doencas o diagndstico correto do patdgeno é essencial. Assim, o objetivo desse trabalho
foi desenvolver uma ferramenta molecular para a diferenciacdo dos agentes causais das
podriddes radiculares de mandioca por ITS-RFLP dos principais agentes causais
conhecidos no Brasil (Neoscytalidium dimidiatum, Phytophthora melonis,
Phytopythium sp. e complexos Fusarium solani e Lasiodiplodia theobromae) digeridos
por enzimas selecionadas in silico (EcoRI, BmgBlI, Haelll, Smal e Xhol). Foi possivel
constatar a diferenciacéo dos fitopatdgenos em dois grupos (ascomicetos e oomicetos),
apenas pelo polimorfismo do tamanho do fragmento da regido ITS. Além disso, foi
possivel diferenciar a podridao seca da podriddo negra (Neoscytalidium dimidiatum e
complexos Fusarium solani e Lasiodiplodia theobromae) com as enzimas Haelll, Smal
e EcoRI, bem como dentro dos oomicetos diferenciar as espécies (P. melonis,
Phytopythium sp.) através das enzimas BmgBI e Xhol. Portanto, o ITS-RFLP pode ser
uma nova ferramenta molecular para o diagndstico rapido e eficiente dos agentes causais

das podriddes de raizes de mandioca nas principais regides produtoras.

Palavras-chave: Manihot esculenta. Diagndstico molecular. Etiologia. Diversidade.



ABSTRACT

Root rots are diseases caused by a complex of fungi and oomycetes, which in cassava
have a continuous and significant impact on production and consequently cause
socioeconomic damage to producing countries. For disease control, the correct diagnosis
of the pathogen is essential. Thus, the objective of this work was to develop a molecular
tool to differentiate the causal agents of cassava root rots through the ITS-RFLP of the
main causal agents known in Brazil (, Neoscytalidium dimidiatum, Phytophthora melonis,
Phytopythium sp., complexes Fusarium solani and Lasiodiplodia theobromae) digested
by selected enzymes in silico (EcoRI, BmgBI, Haelll, Smal and Xhol). It was possible to
verify the differentiation of the phytopathogens in two groups (ascomycetes and
oomycetes), only by the polymorphism of the fragment size of the ITS region.
Furthermore, it was possible to differentiate dry rot from black rot (Neoscytalidium
dimidiatum, complexes Fusarium solani, e Lasiodiplodia theobromae) using the enzymes
Haelll, Smal and EcoRl, as well as, within the oomycetes, to differentiate the species (P.
melonis, Phytopythium sp.) through the enzymes BmgBI and Xhol. Therefore, the ITS-
RFLP can be a new molecular tool for the rapid and efficient diagnosis of the causal

agents of cassava root rot in the main producing regions.

Keywords: Manihot esculenta. Molecular diagnosis. Etiology. Diversity.
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!Diferenciacéo de espécies associadas as podriddes de raizes de mandioca por ITS-RFLP
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RESUMO: As podriddes radiculares sdo doencas causadas por um complexo de fungos e oomicetos, que na cultura da
mandioca apresentam um efeito continuo e significativo na producéo e consequentemente danos socioecondmicos aos
paises produtores. Para o controle das doengas o diagndstico correto do patégeno é essencial. Assim, o objetivo desse
trabalho foi desenvolver uma ferramenta molecular para a diferenciagdo dos agentes causais das podriddes radiculares
de mandioca por ITS-RFLP dos principais agentes causais conhecidos no Brasil (Neoscytalidium dimidiatum,
Phytophthora melonis, Phytopythium sp. e complexos Fusarium solani e Lasiodiplodia theobromae) digeridos por
enzimas selecionadas in silico (EcoRI, BmgBI, Haelll, Smal e Xhol). Foi possivel constatar a diferenciagdo dos
fitopat6genos em dois grupos (ascomicetos e oomicetos), apenas pelo polimorfismo do tamanho do fragmento da regido
ITS. Além disso, foi possivel diferenciar a podriddo seca (complexo Fusarium solani) da podriddo negra
(Neoscytalidium dimidiatum e complexo Lasiodiplodia theobromae) com as enzimas Haelll, Smal e EcoRI, bem como
dentro dos oomicetos diferenciar as espécies (P. melonis, Phytopythium sp.) através das enzimas BmgBI e Xhol.
Portanto, o ITS-RFLP pode ser uma nova ferramenta molecular para o diagnéstico rapido e eficiente dos agentes causais
das podriddes de raizes de mandioca nas principais regides produtoras.

Palavra-chave: Manihot esculenta; Diagnostico molecular; Etiologia; Diversidade.
INTRODUCAO

No mundo, o agronegécio é responsavel pela maior parte do suprimento de alimentos, enquanto as pequenas
propriedades protegem a biodiversidade, com bons rendimentos e menor agressdo ao meio ambiente (Ricciardi et al.,
2021). A mandiocultura fornece seguranca alimentar por oferecer alimentos e renda para 800 milhdes de pessoas pelo
mundo (Maxmen, 2019), entretanto, sofre oscila¢cdes de producdo devido problemas ambientais (secas e alagamentos),
sociais (éxodo rural, mdo de obra e preco) e fitossanitarios (pragas e doencas), principalmente na agricultura familiar.
Entre as doencgas podemos destacar os mosaicos, a bacteriose (Abdulai et al., 2018) e as podriddes radiculares. A exata
etiologia das doengas é de grande importancia para um adequado direcionamento do manejo e do melhoramento das
culturas (Boas et al., 2017).

O centro de origem de muitas espécies do género Manihot ocorreu em diferentes biomas do Brasil, esperando-
se uma coevolugao patdgeno-hospedeiro, que pode ter reflexo sobre a mandiocultura atual (Duputié et al., 2011; Olsen
& Schaal, 2001). Entre as doengas que podem acometer a essa cultura e diminuir a producdo, as podriddes radiculares
(podriddo seca, podriddo mole e podridao negra) podem chegar a aproximadamente 80% em perdas (Boas et al., 2017;
Machado et al., 2014). Estudos sobre as podriddes radiculares em mandioca (Manihot esculenta) foram realizados em
diferentes regies no Brasil e diversos fungos fitopatégenos foram considerados causadores da doenca, alguns até em
complexos de espécies (Machado et al., 2018).

Os agentes causais das podriddes radiculares sdo variados, algumas das mais recorrentes espécies apontadas

encontrados no grupo dos oomicetos (Phytophthora e Phytopythium) e ascomicetos (Neoscytalidium, Lasiodiplodia e

1o artigo apresentado foi redigido conforme as diretrizes de submissdo da revista European Journal of Plant Pathology. As normas
indicadas para a redagdo de artigos pela revista estdo disponiveis no link: https://www.springer.com/journal/10658/submission-
guidelines.
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Fusarium) (Aigbe & Remison, 2010; Bandyopadhyay et al., 2006; Boari et al., 2018; Boas, 2016; Notaro et al., 2013).
Mais de 20 fitopatdgenos ja foram descritos na literatura, dentre eles estdo os géneros Fusarium, Phytophthora, Pythium,
Phytopythium, Neoscytalidium, Lasiodiplodia, Rosellinia, Corallomycetella, Diaporthe e Sclerotium (Boas et al., 2017;
Bua & Okello, 2011; Machado, Pinho, de Oliveira, et al., 2014; Zinsou et al., 2017).

As podriddes radiculares de forma geral apresentam visualmente na parte aérea sintomas semelhantes, como
murcha, amarelecimento, queda das folhas, morte de ponteiros e morte das plantas. A diferenciacdo ocorre no aspecto
nas raizes, no caso da podriddo mole as raizes e os tecidos afetados tornam-se moles, com exsudagédo de um liquido com
mal odor caracteristico, a podriddo seca apresenta lesdes marrom-escuros nas raizes, sem cheiro caracteristico e tecidos
relativamente firmes, ja a podriddo negra é caracterizada por apresentar lesdes secas, negras, sem exalar o mau cheiro
(Boas et al., 2017; Lima et al., 2018).

De maneira geral, a identificacdo classica de fungos é realizada através de suas caracteristicas morfolégicas,
porém existem espécies que ndo podem ser identificadas apenas pela morfologia. As podrid@es radiculares por exemplo,
sdo causadas por espécies que podem formar complexos, a exemplo de F. solani e L. theobromae (Boas et al., 2017;
Coutinho et al., 2017). Além disso, os fungos da familia Botryosphaeriaceae causadoras de podridao negra, apresentam
alta diversidade de espécies e muita semelhanca entre os caracteres morfolégicos dificultando assim a identificacdo
(Abdollahzadeh et al., 2010; Brito et al., 2020; Machado, Pinho, de Oliveira, et al., 2014), sendo que dentro do grupo da
podriddo negra a espécie Scytalidium lignicola era considerada o agente causal e atualmente foram reclassificados por
estudos moleculares como pertencendo a Neoscytalidium dimidiatum (=N. hialinum), de classes diferente, de
Leotiomycetes para Dothideomycetes (Machado, Pinho, de Oliveira, et al., 2014).

Uma dificuldade a mais, é a ocorréncia de mais de um patégeno numa area produtiva ou na mesma raiz, como
foi detectada no Brasil (Notaro et al., 2013) e no continente africano (Aigbe & Remison, 2010; Zinsou et al., 2017). Por
isso, a identificacdo e caracterizacdo das espécies dos fungos e oomicetos fitopatdgenos das podridGes radiculares é de
extrema importancia no manejo e melhoramento, aperfeicoando a qualidade e produtividade da mandioca, com reflexo
na agricultura familiar, devido ser uma cultura de subsisténcia e evitar o éxodo rural (Boas, 2016; Brito et al., 2020;
Maxmen A, 2019).

Dentre as técnicas moleculares utilizadas para identificagdo de espécies damos destaque neste estudo ao ITS-
RFLP que utiliza enzimas de restricdo para clivagem sitio especificos através da regido espagadora transcrita interna
(ITS) dos genes do RNA ribossémico associada a técnica Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP). O RFLP
apresenta vérias vantagens para uso em diagnostico pois é uma metodologia facil, rapida e especifica para identificacdo
e diferenciagdo dos diferentes espécies de eucariotos incluindo as flngicas (Judova et al., 2012). Assim sendo, o objetivo
deste trabalho € realizar um mapa de restri¢do para algumas das principais espécies associadas a podriddo de raizes de
mandioca empregando a regido ITS dos genes do RNA ribossémico, bem como validar quais enzimas diferenciam
espécies causais das podriddes radiculares na regido do Oeste do Para.

MATERIAIS E METODOS
Material biol6gico
Foram utilizados fungos da colecdo do Laboratdrio Genética da Interagdo - LGI, da Universidade Federal do Oeste do

Para (UFOPA), originario de raizes mandioca com diferentes tipos de podriddes (tabela 1 e figura 1), os quais foram

mantidos em meio batata dextrose agar (BDA) para 0s ascomicetos e cenoura agar (CA) para 0s oomicetos.

Tabela 1 Informagdes dos isolados flngicos quanto a espécie, local de origem no Estado do Para-Brasil, tipo de podriddo associada
as raizes de mandioca, codigos na colecdo e das sequencias no GenBank

Espécie Local Coorde,n_adas Tipo Cadigo GenBank
geogréficas
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2.330279S

Complexo Fusarium solani Santarém 54 436578W Podriddo seca LGI011 ON899848
Phytophthora melonis Belterra 5%2%2%% Podriddo mole LGI012 ON872369
Phytopythium sp. Castanhal 52000 Podriddomole  LGIOI3  ONB99849
t%zg“kf’r'ggzga“"dip"’dia Juruti o ocoo0uS  Podriddonegra  LGIOT7  ONB99BS0
Neoscytalidium dimidiatum Juruti 5%%%?)22?\8/\/ Podriddo negra LGI1080 ON899851

Fig 1 Aspectos cultural de diferentes isolados fingicos, agentes causais de podriddes de raiz de mandioca. (a) Complexo L. theobromae-BDA; (b) N. dimidiatum-BDA,; (c) Complexo
F. solani-BDA,; (d) P. melonis-CA; (e) Phytopythium sp.-CA

Extracdo de DNA e Amplificacdo PCR

A extracdo de DNA foi realizada por maceragdo com nitrogénio liquido e pelo kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega), seguindo o protocolo do fabricante. ApoOs essa etapa, a avaliagdo de pureza do DNA extraido foi feita
mediante eletroforese em gel de agarose a 1,0% a 120V por 90 minutos. A reacéo de amplificagdo foi realizada a partir
do DNA extraido dos isolados utilizando iniciadores especificos para as regifes de ITS1-5,8-1TS2 com o0s primers
universais ITS1 e ITS4 (White et al., 1990). As PCRs foram realizadas usando a Taq Pol (Cellco Biotec do Brasil Ltda)
nas seguintes concentragdes de reagentes: 3,0 ul MgCl; (25mM), tampéo 10x 5,0 pl, 3,0 pl mistura dNTP (20 mM cada),
3,0 pl primers diretos e reversos (10 mM cada), Taqg DNA polimerase 0,4 pl (5U/ul), 1ul de DNA molde e o volume
total da PCR ajustado para 50 pl com agua ultrapura estéril. As condigdes para a amplificacéo utilizadas foram 95°C por
4 minutos e 35 ciclos a 95°C por 1minuto, 52°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto e uma extenséo final de 72°C por
5 minutos em termociclador ProFlex™ 3x32-Well PCR System (Thermo Fisher Scientific). Os amplicons visualizados
em gel de agarose a 1,0% em tampdo TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 8.0) a 60V por 60 minutos,
evidenciados com corante Blue Green e visualizados em transluminador de luz azul LT BLUE (Loccus).

Sequenciamento

Os produtos do PCR para sequenciamento foram secos em estufa a 60°C com o objetivo de envio para sequenciamento
pelo método Sanger pela ACTgene (https://actgene.com.br/). As sequencias obtidas forward e reverse foram editadas

manualmente com o DNA Dragon (DNA Dragon: DNA Sequence Contig Assembly Software, 2012), em seguida
15
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submetidas no GenBank sob os codigos conforme a tabela 1. Para estimar o tamanho total da regido ITS foram usados
0s primers e as sequencias, obtidas neste trabalho e do GenBank (GU111616.1 (P. melonis) e MH243441 (Phytopythium
sp.), com o auxilio do programa MEGA X (Kumar et al., 2018).

ITS-RFLP in silico

As sequencias obtidas da regido ITS das espécies selecionadas foram utilizados para a predicdo de enzimas de restricdo
com o auxilio da ferramenta NEBcutter online (Vincze et al., 2003), foram comparados e realizada a escolha das enzimas

comerciais adequadas para a identificacdo dos patégenos testados.

ITS-RFLP para Validagéo

Para validar as enzimas de restricdo foram amplificadas a regido ITS como descrito anteriormente (95°C por 4 min e 35
ciclos a 95°C por 1 min, 52°C por 30s, 72°C por 1 min e uma extensao final de 72°C por 5 min). Os produtos s6 foram
possiveis de serem restritos quando apresentavam bandas bem fortes. As reagdes fracas foram realizadas vérias vezes, e
todas purificadas e concentradas pela precipitagdo com isopropanol gelado 1.000 pl seguido de duas lavagens em alcool
etilico 80% gelado a 10.000 rpm por 10 minutos a cada centrifugacéo, deixado secar e ressuspendidos em agua ultra
pura (adaptado Vildoso, 2009). Aliquotas dos produtos da PCR foram digeridos de acordo com as instrugdes dos
fabricantes de cada enzimas de restricdo previamente selecionadas (EcoRI, BmgBI, Haelll, Smal e Xhol), os fragmentos
obtidos foram analisados em gel de agarose a 3% em tamp&o TAE por 360 minutos a 40V, os tamanhos foram estimados

e comparando com bandas padrdo de DNA.

RESULTADOS

Analises in silico

A diferenciacdo espécie-especifica dos agentes causais das podriddes radiculares de mandioca, inicialmente foram
obtidas in silico com a clivagem da regido ITS um total 53 enzimas de restricdo comerciais (Tabela 2), deste total 5
enzimas de restricdo foram escolhidas para a analise, por se adequarem aos critérios: possuir melhor disponibilidade,
ndo ser sensiveis a metilacdo e reconhecer sequencias especificas. Desse modo, resultando na sele¢do das seguintes
enzimas para cada espécie: N. dimidiatum (EcoRI; Xhol), complexo L. theobromae (EcoRI; Haelll), complexo F. solani
(EcoRlI; Smal), P. melonis (BmgBl) e Phytopythium sp. (Xhol) (Tabela 3).

Tabela 2 Enzimas de restricdo com clivagem Unica na regido ITS das espécies associadas as podriddes radiculares

Phytopythium sp. P. melonis ?T{gfﬁf L.Ct:r?gg:z)r(w?ae N. dimidiatum
AfllI Aflll Acll Aatll Acll
BspDI Alul Afll Aflll Aflll
BstUI BmgBlI BspDlI BspDlI Alul

BstZ171 Bmitl BsrBI BsrBI BspDl
Clal BspDl BstUI Bsrl BssHII
CviQl BspHI Clal BstUI Clal
EcoRV BssSlI CviAll Clal CviAll
Fspl Clal EcoRlI CviAll CviQl

16
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Mfel Dral Fatl CviQl Eagl

Mlul EcoRV Hpall Eagl EcoRI
Pmll Mfel HpyCH41V Eco53kl Fatl
Rsal Mscl HpyCH4V EcoRI HpyCH4lIV
Sall Nhel Mspl Fatl HpyCH4V
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Em relagdo ao tamanho da regido ITS estimada é possivel separar em dois grupos facilmente distinguiveis em
gel de agarose, 0s ascomicetos (podridao seca e negra) variando de 542 a 579 pb e os oomicetos (podriddo mole) de 904
a 914 (Tabela 3).

Tabela 3 Relagdo espécies associadas as podriddes radiculares com as clivagens esperadas da regido ITS pelas enzimas de
restricdo

Espécies associadas as podriddes PCR Fragmentos de restri¢do (pb)
radiculares pr((::)c:)l;to EcoRlI BmgBI Haelll Smal Xhol
Neoscytalidium dimidiatum 579 291 579 579 579 447
288 132
Complexo Lasiodiplodia theobromae 542 296 542 441 542 542
246 101

Complexo Fusarium solani 569 308 569 569 355 569

261 214
Phytopythium sp. 904 904 904 904 904 759
145
Phytophthora melonis 914 914 474 914 914 914

440

Validacgéo em gel

Os padrdes de restrigao obtidos no gel foram comparados com a restrigdo prevista para as sequéncias ITS das espécies

selecionadas gerando os seguintes padrdes visualizados na figura 2. A validagdo da analise in silico e predicao foram
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testados e confirmado, uma vez que os isolados sequenciados tinham padrdes de clivagens semelhantes aos preditos.

900 —

500 —

400 —

Fig 2 Gel dos amplicons esperados da regido ITS e com clivagem pelas enzimas de restricdo dos agentes causais das podriddes de raizes de mandioca. Representacéo: (a)

restricdo BmgBI (Ajil); (b) restricdo EcoRlI (c) restricdo Smal. PM= pb peso molecular

DISCUSSAO

Na cultura da mandioca as podriddes radiculares causam grande impacto continuo na producéo e consequentemente
causa danos socioecondmicos aos paises produtores (Notaro et al., 2013). O diagnéstico correto de forma eficiente do
patégeno é essencial para desenvolver estratégias de manejo e controle destas doencas, entretanto, mesmo apds
isolamento dos micro-organismos associados, a produgdo de estruturas pode demorar, necessidade de meios de cultura,
condigdes especificas para indugdo, necessidade de especialistas e dificil diferenciagdo morfoldgica em alguns taxons,
como é o caso dos principais causadores das podriddes de raizes de mandioca (Leslie & Summerell, 2006).

A identificacdo molecular dos patogenos é atualmente de grande importancia por complementar as
identificacbes morfolégicas e conseguir diferenciar espécies de complexos, entretanto, muitas vezes com o auxilio do
sequenciamento, mas ndo facilmente disponivel para todos (Cai et al., 2011; Hongsanan et al., 2018; Machado, Pinho,
& Pereira, 2014). Dentro do grupo dos fungos para identificagdo é largamente utilizada a regido ITS (Schoch et al.,
2012). Apesar de ser muito eficiente, a identificacdo por sequéncias ITS nem sempre é precisa ao nivel especifico, pois
ndo ha variacdo de sequéncia entre espécies inter-relacionadas ou espécies cripticas. De acordo com Hongsanan et al.
(2018) sequéncias ITS podem apresentar similaridade de 99% entre certas espécies dependendo do grupo taxondmico,
assim a identificag8o por ITS pode ser insuficiente em alguns casos. Neste trabalho foi possivel separar em dois grupos
0s ascomicetos (podriddo seca e podriddo negra) e os oomicetos (podriddo mole), apenas pelo o tamanho da regido ITS
de cada espécie. Entretanto, ndo € possivel a diferenciacdo a nivel das espécies dentro destes grupos, sendo necessario
utilizar outras ferramentas moleculares como as enzimas de restricao.

O PCR-RFLP é um marcador informativo que realiza cortes no DNA alvo gerando fragmentos de diferentes
tamanhos por meio de enzimas de restricdo. A regido ITS é comumente utilizada como a sequéncia alvo a ser
amplificada por PCR e clivada (ITS-RFLP) com grande sucesso, como na diferenciacdo de Colletotrichum (Maharaj &
Rampersad, 2012; Silva et al., 2018), Fusarium graminearum (Hafez et al., 2020), N. dimidiatum (Leeyaphan et al.,
2018), Fomes fomentarius (Judova et al., 2012).

No presente trabalho os padroes de banda in silico esperados para os cinco isolados e a analise em gel com base
na amplificacdo da regido ITS, seguido de digestdo com as enzimas foram semelhantes ao resultado observado nos géis,
atestando a sensibilidade e reprodutibilidade desta abordagem, da mesma forma que em Silva et al. (2018) realizou,
porém com a antracnose da mandioca. Foi possivel através da analise com as enzimas identificar dentro do grupo dos
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oomicetos, responsaveis pela podriddo mole, P. melonis (BmgBI) e Phytopythium sp. (Xhol). No grupo dos ascomicetos
de podriddo seca e podriddo negra as enzimas Haelll (complexo L. theobromae), Smal (complexo F. solani) e EcoRl
(N. dimidiatum e complexos F. solani e L. theobromae) puderam diferenciar as principais espécies.

Esta diferenciacdo de patdgenos vem a ter utilidade nas estratégias de manejo e melhoramento, visando a
resisténcia do cultivar sendo essencial para que se realize o plantio de maneira eficiente (Hohenfeld et al., 2018), como
também na selecéo prévia ao sequenciamento para estudos de genética de populagdes, epidemiologia ou mesmo filogenia
(Silva et al., 2018). Por isso, a combinagdo de técnicas, usando caracteristicas morfolégicas e genes como marcadores
tém sido empregues em estudos taxondmicos de fitopatégenos em casos de dificil identificacdo como o trabalho de Brito
etal. (2020) que faz um estudo sobre a diversidade e patogenicidade de espécies da familia Botryosphaeriaceae associada
a podriddo negra da raiz e podridao seca em mandioca.

Nesta pesquisa foi confirmado a viabilidade do uso do PCR-RFLP para algumas das principais espécies
associadas as podriddes de raizes de mandioca, por meio das enzimas EcoRI, BmgBIl, Haelll, Smal e Xhol
diferenciando, P. melonis, Phytopythium sp., N. dimidiatum e complexos L. theobromae e F. solani. Dessa forma, este
estudo pode contribuir tanto nos programas de melhoramento nas regides produtoras, para levantamento da ocorréncia
das espécies associadas a podriddo radicular, bem como o manejo/controle especifico pra cada espécie que ocorra nas
diferentes regides na Amazdnia, como em outras regiGes produtoras de mandioca.
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