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RESUMO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma planta nativa da Amazénia muito utilizada para
alimentacdo humana e animal e, com potencial de aplicacdo em diversos setores industriais. O
Brasil é um dos maiores produtores mundiais de mandioca e o estado Para é o maior produtor
nacional das raizes. Apesar da alta producéo, o estado perde em produtividade, o que pode estar
relacionado a fatores econdmicos, bidticos e abidticos. As infeccBes virais sdo fatores bibticos
que afetam as plantacGes de mandioca e podem trazer prejuizos aos produtores. Os principais
agentes virais na cultura de mandioca no Brasil sdo 0 Cassava common mosaic virus - CSCMV
e 0 Cassava vein mosaic virus — CsVMV, disseminados dentro e entre as lavouras por material
propagativo e ferramentas contaminados. O diagndstico desses virus é realizado através da
indexacgdo por metodos soroldgicos e moleculares. Nesse sentido, este trabalho teve por objetivo
avaliar a ocorréncia de CsSCMV e CsVMV em seis variedades de mandioca para a instalacdo de
um jardim clonal com plantas livres de virus na regido oeste do Pard. Cinco amostras foliares
de 10 plantas de um total de 60 plantas pertencentes a seis variedades de mandioca foram
coletadas de uma area dividida em 6 blocos medindo 10 x 8,8 m e indexadas para 0s virus
CsCMV e CsVMV através do método de transcri¢ao reversa (RT-PCR — Reverse Transcription
— Polymerase Chain Reaction). 83,3 % das plantas testaram positivo para o virus CSVMV (BRS
Kiriris, BRS Poti, Agua Morna, S&0 Paulo e Paran) e 50 % estavam positivas para o virus
CsCMV (BRS Kiriris, BRS Poti e Agua Morna) e somente a variedade regional Amarelona no
foi detectado nenhum dos dois virus Das 60 plantas amostradas, 32 testaram positivo para pelo
menos um dos virus, 26 testaram positivo para 0 CsVMV, 17 para CsSCMV e 11 apresentaram
coinfeccdo. A prevaléncia do CsVMV foi constatada na maioria das variedades testadas
sugerindo a limpeza viral nas plantas de interesse afim de manter as caracteristicas produtivas

desejadas pelos produtores da regido.

Palavras-chave: Manihot esculenta. Virus da mandioca. Indexacdo. Coinfec¢éo.



ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is a plant native to the Amazon, widely used for human
and animal food, with potential application in several industrial sectors. Brazil is one of the
largest producers of cassava in the world and the state of Pard is the largest national producer
of the roots. Despite the high production, the state loses in productivity, which may be related
to economic, biotic and abiotic factors. Viral infections are biotic factors that affect cassava
plantations and can bring losses to producers. The main viral agents in the cassava crop in Brazil
are Cassava common mosaic virus - CsCMV and Cassava vein mosaic virus - CsVMV,
disseminated within and between crops by propagating material and contaminated tools. The
diagnosis of these viruses is performed through indexing by serological and molecular methods.
In this sense, this work aimed to evaluate the occurrence of CSCMV and CsVMV in six cassava
varieties for the installation of a clonal garden with virus-free plants in the western region of
Para. Five leaf samples of 10 plants from a total of 60 plants belonging to six cassava varieties
were collected from an area divided into 6 blocks measuring 10 x 8.8 mand indexed for CsSCMV
and CsVMV viruses through the reverse transcription method (RT- PCR - Reverse
Transcription — Polymerase Chain Reaction).. The prevalence of CsVMV was found in most of
the varieties tested, suggesting viral cleaning in the plants of interest in order to maintain the

productive characteristics desired by producers in the region.

Keywords: Manihot esculenta. Cassava virus. Indexing. Coinfection.
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Ocorréncia do Cassava common mosaic virus (CsCMV) e Cassava vein mosaic virus (CsVMV) em variedades de mandioca
na selecdo de plantas matrizes em Santarém, oeste do Par4, Brasil.

Rafael da Silva de Almeida'”", Eliandra de Freitas Sia®, Carlos Ivan Aguilar Vildoso?, Ellen Gabriele lleno de Souza!
tUniversidade Federal do Oeste do Par4, Instituto de Biodiversidade e Florestas, Rua Vera Paz, Bairro Salé, s/n, CEP 68040-
255, Santarém, PA, Brasil. *E-mail: rafael00sa97@gmail.com

Resumo

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma planta nativa da Amazonia muito utilizada para alimentagdo humana e animal
e, com potencial de aplicagdo em diversos setores industriais. O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de mandioca e o
estado Para é o maior produtor nacional das raizes. Apesar da alta producéo, o estado perde em produtividade, o que pode estar
relacionado a fatores econdmicos, bidticos e abidticos. As infeccBes virais sdo fatores bidticos que afetam as plantagdes de
mandioca e podem trazer prejuizos aos produtores. Os principais agentes virais na cultura de mandioca no Brasil sdo 0 Cassava
common mosaic virus - CsCMV e o Cassava vein mosaic virus — CsVMV, disseminados dentro e entre as lavouras por material
propagativo e ferramentas contaminados. O diagnéstico desses virus é realizado através da indexagdo por métodos sorol6gicos
e moleculares. Nesse sentido, este trabalho teve por objetivo avaliar a ocorréncia de CSCMV e CsVMV em seis variedades de
mandioca para a instalagdo de um jardim clonal com plantas livres de virus na regido oeste do Para. Cinco amostras foliares de
10 plantas de um total de 60 plantas pertencentes a seis variedades de mandioca foram coletadas de uma area dividida em 6
blocos medindo 10 x 8,8 m e indexadas para os virus CSCMV e CsVMV através do método de transcricéo reversa (RT-PCR —
Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction). 83,3 % das plantas testaram positivo para o virus CsVMV (BRS Kiriris,
BRS Poti, Agua Morna, S&o Paulo e Parana) e 50 % estavam positivas para o virus CSCMV (BRS Kiriris, BRS Poti e Agua
Morna) e somente a variedade regional Amarelona nédo foi detectado nenhum dos dois virus Das 60 plantas amostradas, 32
testaram positivo para pelo menos um dos virus, 26 testaram positivo para 0 CsVMV, 17 para CsSCMV e 11 apresentaram
coinfeccdo. A prevaléncia do CsVMV foi constatada na maioria das variedades testadas sugerindo a limpeza viral nas plantas
de interesse afim de manter as caracteristicas produtivas desejadas pelos produtores da regido.

Palavras-chave: Manihot esculenta, virus da mandioca, indexacao, coinfecgao.

Occurrence of cassava common mosaic virus (CsCMV) and cassava vein mosaic virus (CsVMV) in micropropagated cassava
cultivars in the selection of mother plants in Santarém, western Para, Brazil.

Abstract

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is a plant native to the Amazon, widely used for human and animal food, with potential
application in several industrial sectors. Brazil is one of the largest producers of cassava in the world and the state of Para is
the largest national producer of the roots. Despite the high production, the state loses in productivity, which may be related to
economic, biotic and abiotic factors. Viral infections are biotic factors that affect cassava plantations and can bring losses to
producers. The main viral agents in the cassava crop in Brazil are Cassava common mosaic virus - CsSCMYV and Cassava vein
mosaic virus - CsVMV, disseminated within and between crops by propagating material and contaminated tools. The diagnosis
of these viruses is performed through indexing by serological and molecular methods. In this sense, this work aimed to evaluate
the occurrence of CSCMV and CsVMYV in six cassava varieties for the installation of a clonal garden with virus-free plants in
the western region of Para. Five leaf samples of 10 plants from a total of 60 plants belonging to six cassava varieties were
collected from an area divided into 6 blocks measuring 10 x 8.8 m and indexed for CSCMV and CsVMV viruses through the
reverse transcription method (RT- PCR — Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction).. The prevalence of CsVMV
was found in most of the varieties tested, suggesting viral cleaning in the plants of interest in order to maintain the productive
characteristics desired by producers in the region.

Keywords: Manihot esculenta, cassava virus, indexing, coinfection.

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), familia Euphorbiaceae, € uma espécie nativa da regido sul da Amazénia, na
América do Sul (FUKUDA, 1999). Ela pode ser usada para a alimentagdo humana e animal, bem como matéria-prima nas
indUstrias alimenticia, farmacéutica, téxtil e outras (SOUZA & SILVA, 2020).

O Brasil ocupa o sexto lugar entre os paises que mais produzem mandioca no mundo, com uma producéo de mais de
18,2 milhdes de toneladas em 2020 (FAOSTAT, 2021). No territorio nacional, o estado do Paré é o maior produtor de mandioca
com uma producéo de mais de 4,06 milhdes de toneladas, no ano de 2021 (IBGE, 2022). Apesar dos nimeros expressivos em
producéo, o estado ndo apresenta uma alta produtividade.

Os fatores que interferem na produtividade da mandioca no estado do Para, como em outras regides, podem ser
bidticos, abidticos e/ou econdmicos (LESSA et al., 2017). Dentre os fatores bidticos estdo as doengas virais que se disseminam
pelas planta¢des de mandioca através da propagacao vegetativa de manivas e ferramentas contaminadas (COLARICCIO et al.,
2020). Os principais agentes virais que afetam essa cultura no Brasil sdo o virus do mosaico comum (Cassava common mosaic

1 0 artigo apresentado foi redigido conforme as diretrizes de submisséo da revista O Bioldgico. As normas indicadas para a
redagdo de artigos pela revista estdo disponiveis no link: <http://www.biologico.agricultura.sp.gov.br/page/o-
biologico/normas-editoriais-o-biologico>.
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virus - CsCMV), género Potexvirus, familia Flexiviridae e, o virus do mosaico nas nervuras (Cassava vein mosaic virus -
CsVMV), género Cavemovirus e familia Caulimoviridae (LEGG & ALVAREZ, 2017).

Na sintomatologia observada para as viroses, ambas apresentam o mosaico nas folhas, sendo a descri¢do para o
CsCMV de clorose do limbo foliar e retorcimento das bordas foliares, geralmente em folhas jovens (KITAJIMA et al., 1965).
Ja em plantas infectadas por CsVMV a clorose aparece entre as nervuras primarias e secundarias e o retorcimento do limbo
foliar é observado somente em incidéncias severas (FUKUDA, 1986; MEISSNER FILHO & VELAME, 2006). Apesar de se
terem poucos estudos, esses sintomas podem prejudicar o processo de fotossintese das plantas, consequentemente, provocando
sérios danos no desenvolvimento das raizes (VENTURINNI et al., 2016). Entretanto, ambas podem ocorrer assintomaticamente
nas plantas, o que pode levar a escolha de manivas-semente de plantas contaminadas ocasionando maior incidéncia e disperséo
desses patdgenos (FAJARDO & NICKEL, 2019), causando efeitos maiores se ocorrer em plantas matrizes que sirvam para
fornecimento além do local de produgao.

Aliado ao melhoramento de plantas, a Biotecnologia na area da cultura de tecidos, permite por meio da técnica de
micropropagacao de plantas, produzir mudas com qualidade genética e fitossanitaria, além de uma producéo mais rapida e com
maior nimero de mudas que a propagacdo convencional. Entretanto, esse método ndo é 100 % eficaz na eliminacéo de virus,
sendo necessario uma testagem complementar das plantas para confirmar se elas estao livres para as viroses (CARNELOSSI,
2010). A limpeza clonal de plantas pode ser obtida através de técnicas como a termoterapia, quimioterapia, crioterapia e limpeza
de meristema (FAJARDO & NICKEL, 2019).

Por meio da indexagdo de virus, que pode ser feita através de métodos como enxertia de plantas indicadoras, métodos
soroldgicos e técnicas moleculares, pode-se assegurar a fitossanidade das plantas produzidas in vitro ou por propagacdo
convencional. Atualmente, as técnicas de diagnostico molecular estdo se tornando padrdo e, uma das mais sugeridas para a
indexacdo é a de transcricdo reversa associada a PCR (RT-PCR), a qual é a mais indicada por apresentar alta sensibilidade e
especificidade, assim como uma relativa rapidez de analises em material mesmo assintomatico. Esta técnica se baseia na sintese
do cDNA complementar ao RNA do virus, seguido de sua amplificacdo por PCR, utilizando oligonucleotideos (primers)
especificos (SILVA et al., 2011).

A indexacdo de plantas matrizes é uma importante ferramenta preventiva de controle de doencas viréticas, pois
permite a identificagdo de plantas infectadas que devem ser eliminadas para se evitar a disseminagéo de virus no campo. Por
essa razdo, as plantas matrizes tém que ser monitoradas periodicamente quanto a presenca de fatores que podem propiciar a
infeccdo das plantas, como vetores e uso de ferramentas contaminadas, sendo necessario a reindexagao das mudas (MEISSNER
FILHO, 2013). Nesse sentido, este trabalho teve por objetivo avaliar a ocorréncia de CSCMV e CsVMV em seis variedades de
mandioca para a instalagdo de um jardim clonal com plantas livres de virus na regido oeste do Para.

As plantas amostradas para o diagnéstico de CsCMV e CsVMYV foram de seis variedades, sendo elas: BRS Kiriris,
BRS Poti ¢ as variedades regionais Amarelona, S&o Paulo, Parana e Agua Morna. Estas variedades est&o presentes na colecéo
de mandioca do grupo de pesquisa de Melhoramento e Manejo de Mandioca da Regido Amazonica da Universidade Federal
do Oeste do Par, localizado na comunidade Ponta de Pedras, Santarém, Para (2°30'52.7"S e 54°52'38.2"W).

A érea da coleta foi dividida em seis blocos cada, medindo 10 x 8,8 m de comprimento/largura, correspondente as
seis variedades. Cada bloco continha 100 plantas com 1 x 0,88 m de distancia entre elas, foram selecionadas 10 plantas de cada
bloco para a realizacdo da indexacéo, totalizando um total de 60 plantas.

A sele¢do das plantas para a coleta das amostras ocorreu de maneira aleatoria, seguindo as instrugdes do Manual do
Maniveiro: orientacBes praticas para produgdo de manivas-semente em Unidades de Multiplicacdo Répida (UMR)
(TRINDADE et al., 2017). Todas as plantas apresentavam hastes vigorosas e boas caracteristicas agrondmicas, avaliadas
visualmente. As plantas escolhidas foram etiquetadas e identificadas com o nome da variedade e o nimero da amostra. Foram
coletadas cinco folhas de cada planta e em seguida colocadas em sacos plésticos devidamente identificados. Apds a coleta, o
material vegetal foi acondicionado em caixa de isopor e enviado ao laboratdrio para anélise.

Os testes moleculares foram conduzidos no Laboratério de Virologia da Universidade Federal de Lavras (Ufla)
utilizando a metodologia de Duarte et al. (2016). O RNA viral presente nas amostras foliares foi extraido usando o kit de
extracdo "RNeasy Plant Minikit" da Qiagen. Para a realizacdo da RT-PCR (Reverse Transcription - Polymerase Chain
Reaction) utilizou-se a MMVLT RT transcriptase reversa da Promega® seguindo as instrugdes do fabricante e os devidos
primers reversos. O cDNA obtido foi usado na reagdo de PCR que continha: 1 mL de cDNA, 5 mL do tampdo de PCR 5X, 1.5
mL de MgCI2 (25 mM), 0.5 mL de dNTPs (10 mM), 1.25 mL de cada primer (sense e antisense 10 pM), 0.125 mL da GoTaq
DNA polymerase (Promega®) e 14.375 mL de 4gua ultrapura (DEPC tratada). A reagdo de PCR ocorreu através de incubagao
a 95 °C por 2 min, seguidos de 35 ciclos de amplificagdo: 95 °C por 45 s, a temperatura média especifica por 45 s e 72 °C por
1 min, com extensdo final a 72 °C por 5 minutos. Os fragmentos obtidos na PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 0,7%, contrastados com GelRed (Biotin, Inc.) e comparados com o controle positivo do componente viral.

Nas amostras foram detectados tanto o virus CsCMV como o CsVMV. Constatou-se que, das seis variedades, 83,3
% estavam positivas para o virus CsVMV (BRS Kiriris, BRS Poti, Agua Morna, Sao Paulo e Parana) e 50 % estavam positivas
para o virus CSCMV (BRS Kiriris, BRS Poti e Agua Morna). Somente na variedade regional Amarelona néo foi detectado
nenhum dos dois virus pelo teste de RT-PCR. Das 60 plantas indexadas, 32 estavam positivas para pelo menos um dos virus,
correspondendo a 53,3 % de incidéncia de virus (Tab. 1).

Em relagdo a infecgdo simples (por apenas um dos virus), 26 amostras estavam infectadas por CsVMV (43,33%) e
17 estavam infectadas por CSCMV (28,33%) (Tab. 2). A ocorréncia de coinfecgdo (por mais de um virus) foi observada em 11
plantas distribuidas entre as variedades BRS Kiriris, BRS Poti e Agua Morna, representando 18,33% do total de plantas
indexadas (Tab. 2).
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Tabela 1: Avaliagdo da indexacdo em amostras de plantas de mandioca provenientes da cole¢do do grupo de pesquisa de
Melhoramento e Manejo de Mandioca da Regido Amazdnica da Universidade Federal do Oeste do Para, Santarém, Para.

Variedades N. Plantas positivas/testadas % de plantas positivas
Agua Morna 4/10 40
Amarelona 0/10 0]
BRS Kiriris 6/10 60
BRS Poti 8/10 80
Parana 10/10 100
Séo Paulo 4/10 40
Total 32/60 53,3

Tabela 2: Avaliagdo da infecgéo pelos virus CSCMV e CsVMYV em variedades de mandioca provenientes da cole¢do do grupo
de pesquisa de Melhoramento e Manejo de Mandioca da Regido Amazonica da Universidade Federal do Oeste do Para,
Santarém, Para.

% Infecgdo simples

Variedades % Coinfecgdo
CsCMV CsVMV
Agua Morna 40 10 10
Amarelona 0 0 0
BRS Kiriris 60 40 40
BRS Poti 70 70 60
Parana 0 100 0
Séo Paulo 0 40 0
Total 28,33 43,33 18,33

A porcentagem de infeccéo pelo virus CSCMV e CsVMV nas plantas indexadas neste trabalho foi inferior ao estudo
de Abreu et al (2015) que apresentou 68,2% para 0 CsVMVe a incidéncia de 43,5% para 0 CsVMV, com 2.829 amostras de
plantas de mandioca oriundas de sete estados brasileiros. Carnelossi (2010) trabalhando com outras seis variedades diferentes
de mandioca no estado do Paran obteve que das 64 amostras indexadas, 33 estavam contaminadas com o virus CSCMV o que
corresponde a 59% de incidéncia do virus nas plantas.

A menor incidéncia do CsCMV que a do CsVMYV nas plantas amostradas da cole¢do de Santarém, pode ser explicada
pelo clima da regido ser quente e apresentar temperatura média anual que variam de 25 a 28 °C, que segundo sugerido por Silva
e Andrade (2011) é mais prevalente em temperaturas amenas, por isso é mais encontrado nas regides sul e sudeste do pais. J&
0 CsVMV ¢ mais abundante na regido Nordeste, principalmente na regido do semiarido, regido muito quente, o que ressalta a
prevaléncia deste virus em locais com temperaturas altas, em concordancia com os resultados obtidos (SANTOS; KITAJIMA,
1990; CIAT, 1992).

A ocorréncia de coinfecgdo pelos dois virus também foi observada nos estudos de Colariccio et al. (2020), porém nédo
existem estudos que demonstrem os efeitos da ocorréncia da coinfeccdo de CsCMV e CsVMV sobre as caracteristicas
fisioldgicas das plantas de mandioca, sendo necessarios estudos que permitam uma melhor elucidacéo desse fendmeno. Na
literatura, ha relatos de casos de diferentes interacdes entre os virus que ocorrem em coinfecgdo e que podem levar a grandes
perdas por efeitos sinergéticos entre eles, como do virus X (Alphaflexiviridae) e o Y (Potyviridae) no tomateiro (LIANG et al .,
2015).

Um dado relevante a destacar foi a auséncia de virus na variedade regional Amarelona, mesmo estando na mesma
area de plantio e entre os blocos das variedades contaminadas, o que pode sugerir uma possivel fonte de resisténcia aos
patégenos avaliados, ou algum mecanismo contra os vetores destes patdgenos.

Para a conclusdo deste trabalho, confirmou a ocorréncia do virus do mosaico comum (CsCMV) e do virus do mosaico
nas nervuras (CsVMV) em plantas de mandioca na regido de Santarém - PA. Houve uma maior incidéncia do CsVMV em
relagdo ao CsCMV, foi detectada a presenca de coinfecgdo e apenas a variedade regional Amarelona testou livre para os dois
virus. Apesar de ndo se ter relato de danos causados a cultura da mandioca pelo CsCMV e CsVMV no municipio de Santarém
e no estado do Par, a presenca destes virus no campo precisa ser eliminada para se evitar futuros problemas. Outra forma de
manter plantas livres de virus além da selecédo de plantas sadias no campo séo as boas praticas de manejo como, assepsia das
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ferramentas utilizadas para multiplicar os materiais propagativos e evitar troca de material vegetal sem confirmagdo da
procedéncia e sua fitossanidade.

Nesse sentido, para garantir que os materiais propagativos da cole¢do estejam livres de virus faz-se necessario a
eliminacdo das plantas com viroses ou a limpeza viral das variedades BRS Kiriris, BRS Poti, Agua Morna, S3o Paulo e Parana,
assim como o0 monitoramento da presenga dos virus nas plantas matrizes através da reindexagdo. Quanto a variedade Amarelona
gue mostrou sem virose e uma possivel atividade de resisténcia, mais estudos precisam ser feitos para comprovar esse possivel
potencial. Tais praticas devem ser adotadas nas plantas de interesse afim de obter culturas com melhores indices de produgéao
e produtividade.
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e penal quanto ao conteldo, citagdes, referéncias e outros elementos que fazem parte da obra. Estou ciente de
que todos os que de alguma forma colaboram com a elaboracao das partes ou da obra como um todo tiveram
seus nomes devidamente citados e/ou referenciados, e que ndo h& nenhum impedimento, restricdo ou
limitacdo para a plena validade, vigéncia e eficicia da autorizacdo concedida.

Santarém,13/02/2023. x%&i&&m
\ A

ssinatura do autor

5. Tramitagdo no curso
Secretaria / Coordenacgéao de curso

Recebido em / / . Responsavel:

Siape/Carimbo
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