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Apresentacao

O Brasil é o quarto produtor mundial de mandioca. No pais, a espécie é
cultivada principalmente por agricultores familiares. Sua alta capacidade
de producao de energia, 250 mil cal/ha/dia, bem superior as geradas
pelo arroz e pelo trigo, a transforma na base da alimentacao de milhares
de pessoas, especialmente das mais carentes. Estima-se que essa
atividade gera aproximadamente um milhdo de empregos diretos e um
valor da producao de mais de 10 bilhGes de reais no pais. Destaca-

se também pela capacidade de produzir em diferentes ambientes,

em solos pobres, com pouca disponibilidade de 4gua e ainda permite
ser armazenada no solo. O Brasil é considerado o principal centro

de diversidade da cultura. A imensa variabilidade genética existente
reflete-se em uma multiplicidade de aplicacdes, algumas com grande
potencial econdmico. Os diferentes tipos de amidos existentes na
espécie, por exemplo, permitem seu uso em diversos setores da
inddstria, como a de papel e celulose, cosméticos e farmacéutica,

e principalmente a alimenticia. Todas essas qualidades, associadas

ao amplo acesso a diversidade genética da cultura pela Embrapa e
outras instituicdes publicas, tornam a mandioca de grande importancia
estratégica para o Brasil.

A doenca das Estrias Marrons da Mandioca (CBSD sigla em inglés)
esta presente em alguns paises africanos sendo considerada um dos
maiores desafios para a seguranga alimentar no mundo. A Embrapa,



de maneira preventiva, vem envidando esforcos para desenvolver
tecnologias que permitam mitigar os efeitos dessa enfermidade caso
ela passe a ocorrer no Brasil. Porém, antes disso, sao estratégicos

os esforcos de evitar a entrada dessa doenca no pais. Para isso é
fundamental conhecer bem os aspectos como o agente causador,
hospedeiros, sintomas da doenca, distribuicao geografica e impacto
dos virus causadores da CBSD, vias de introducdo e disseminacao dos
virus, manejo de risco e medidas de prevencao, além de protocolos de
identificacao dos agentes causadores.

E sobre esse tema de grande importancia estratégica para a
mandiocultura brasileira que trata essa publicagao.

Dr. Alberto Duarte Vilarinhos
Chefe Geral
Embrapa Mandioca e Fruticultura
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Cassava brown streak
virus e Ugandan cassava
brown streak virus,
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das Estrias Marrons da
Mandioca (“Cassava brown
streak disease”, CBSD)

Paulo Ernesto Meissner Filho
Eduardo Chumbinho de Andrade
Francisco Ferraz Laranjeira

Introducéo

O cultivo da mandioca tem importancia destacada na agricultura
brasileira. O Brasil produziu 23 milhdes de toneladas de mandioca

em 2015, numa éarea de 1,5 milhGes de hectares, distribuidos em
todos os Estados brasileiros (IBGE, 2015). Todas as microrregides

do pais produzem e fornecem a mandioca e seus derivados (farinha e
fécula) para os mercados locais. Isso confere ndao apenas um carater
econdmico regional a essa cultura, mas também de grande importancia
em termos de seguranca alimentar, pois, para muitas familias, é a
principal fonte de renda e de carboidratos (SOUZA et al., 2006).

A Doenca das Estrias Marrons da Mandioca (“Cassava brown

streak disease,” CBSD) foi descrita pela primeira vez na Tanzéania

em 1935, permanecendo endémica na regido litoranea do leste da
Africa (Tanzania, Mocambique e Quénia) (LEGG; HILLOCKS, 2003).
Entretanto, a partir de 2004, observou-se uma rapida disseminacao

da CBSD para Malawi, Uganda, Burundi, Ruanda e a Republica
Democratica do Congo, sendo reportada também em Angola, Sudao do
Sul, Zambia e na llha Mayotte (ABARSHI et al., 2012; ALICAI et al.,
2007; KAWEESI et al., 2014; LEGG; HILLOCKS, 2003; PATIL et al.,
2015; ROUX-CUVELIER et al., 2014).
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Duas espécies de virus sado responsaveis pela CBSD: o Cassava
brown streak virus (CBSV), presente nos paises do leste africano, e o
Ugandan cassava brown streak virus (UCBSV) (MONGER et al., 2001;
MBANZIBWA et al., 2011).

No cenério atual, a CBSD é considerada um dos maiores desafios para
seguranca alimentar no mundo e um dos maiores problemas da cultura
da mandioca (LEGG et al., 2014; KAWEESI et al., 2014, PATIL et al.,
2015). Mais detalhes sobre os danos causados por essa virose e sua
distribuicdo serao abordados no item desse documento que trata sobre
a sua distribuicao geografica e seu impacto da CBSD.

Esse documento visa fornecer subsidios para a adocao de medidas
de vigilancia fitossanitaria e a realizacdo de campanhas de prevencao
e conscientizacao sobre essa praga. O documento é dividido em dois
capitulos. O Capitulo | contém informacdes relevantes sobre essa
praga, enquanto o Capitulo Il descreve alguns procedimentos que
podem ser utilizados para o seu diagndstico.

Capitulo | - Doenca das Estrias
Marrons da Mandioca (“Cassava
brown streak disease”, CBSD)

Dados sobre os virus causadores da

“Cassava brown streak disease” (CBSD)

Identidade das pragas

Nome: Cassava brown streak virus (CBSV) e Ugandan cassava brown
streak virus (UCBSV)

Posicao taxondémica:

¢ Virus de RNA fita simples sentido positivo (+ssRNA)

e Ordem: ndo atribuida
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* Familia: Potyviridae

e Género: Ipomovirus

Diversidade genética dos virus causadores da CBSD

Os agentes causais da CBSD, o Cassava brown streak virus (CBSV) e
o Ugandan cassava brown streak virus (UCBSV), pertencem a familia
Potyviridae e ao género /Ipomovirus (KING et al., 2012).

O sequenciamento completo dos genomas de isolados do CBSV e

do UCBSV mostrou que eles possuem o mesmo ndmero de regides
codificadoras de proteinas (genes), e elas estdo posicionadas

de maneira idéntica no genoma. A identidade da sequéncia de
nucleotideos entre o genoma dos isolados do CBSV e do UCBSV ¢

de 71%, enquanto que a identidade da sequéncia de aminoéacidos

de sua poliproteina é de 74% (Monger et al., 2010). Pelos critérios
atuais estabelecidos pelo Comité Internacional de Taxonomia de

Virus (ICTV) para a demarcacao de espécies de virus na familia
Potyviridae, sdao consideradas espécies distintas, virus cuja identidade
da sequéncia de nucleotideos seja inferior a 76 %, para os quais a
identidade de aminoacidos da sua poliproteina seja inferior a 80%, que
sua poliproteina possua diferentes pontos de clivagem, que ocorram
diferencas no circulo de hospedeiros ou nos hospedeiros principais do
virus, que apresente diferencas na morfologia das inclusdes produzidas
e nas suas propriedades antigénicas (KING et al., 2012). Dessa forma,
os valores de identidade nas sequéncias de nucleotideos e aminoacidos
observados entre os isolados de CBSV e UCBSV estudados foram
suficientes para caracteriza-los como espécies distintas.

Hospedeiros dos virus causadores da CBSD

A CBSD infecta em condigGes naturais a mandioca cultivada e a
Manihot glaziovii. Em condicOGes experimentais, usando a inoculacao
mecanica, o virus foi transmitido para Nicotiana benthamiana e outras
espécies das familias Solanaceae, Euphorbiaceae e Amaranthaceae
(PATIL et al., 2015).
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Sintomas da CBSD

A severidade da CBSD varia bastante com a cultivar avaliada e com

0 ambiente no qual seu hospedeiro é cultivado. Algumas cultivares
apresentam sintomas fortes nos brotos e nas raizes, enquanto em
outras os sintomas fortes estdo presentes apenas nas folhas, mas
outras variacdes na sintomatologia apresentada tém ocorrido. Quando
os sintomas visuais aparecem apenas no final do ciclo, torna-se dificil
identificar a ocorréncia da doenca. Em algumas cultivares, as plantas
infectadas ndo manifestam sintomas, a infeccao fica latente. O CBSV e
o UCBSV foram encontrados ao mesmo tempo em plantas com CBSD
(KAWEESI et al., 2014).

A CBSD provoca manchas cloréticas nas folhas entre as nervuras
(Figuras 1), estrias marrons nas hastes e constricoes nas raizes (Figura
2), sendo que infecgOes severas levam a necrose das hastes, ocorrendo
morte descendente dos brotos. Nas raizes causa necrose corticosa
amarelada e amarronzada (Figura 3) (MARUTHI et al., 2005). Os
sintomas da CBSD sao mais fortes em condicOes de temperaturas mais

baixas (RWEGASIRA, 2009).

Figura 1. Sintomas foliares da CBSD em mandioca

Fotd: James Peter Lng
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Foto: James Peter Legg

Figura 2. Sintoma de estrias marrons nas hastes da mandioca causada pela CBSD
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Figura 3. Sintomas da podriddo da

CBSD nas raizes da mandioca
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Distribuicdo geografica e impacto

dos virus causadores da CBSD

A CBSD, até o momento, esta restrita a Africa. Na figura 4, é mostrada
a sua distribuicao atual (CALVERT et al., 2012; HOWELER, 2012;
KITAJIMA, 2015; SBV, 2011).

Republica Sarauj

A ogo -
sene
Guiné Eguator :
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c
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Fonte: MISOSOAFRICAPT, 2012.
Figura 4. Distribuicdo da Doenca das estrias marrons da mandioca (“Cassava brown
streak disease”,CBSD) na Africa (@)
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As perdas causadas pela CBSD resultam tanto da reducédo da producao
das plantas infectadas quanto na queda da qualidade das raizes produ-
zidas. Estudos demostraram que a infeccao pela CBSD pode acarretar
perdas na producao superiores a 80% (CAMPO et al., 2011). Além
dos danos diretos, a CBSD induz o surgimento de areas necréticas nas
raizes que, quando maduras, podem tornar-se imprdéprias para 0 consu-
mo. Essa situacao obriga o produtor a antecipar a colheita para evitar
a deterioracdo das raizes, reduzindo ainda mais a producao (GONDWE
et al., 2002). Estimativas do dano econémico nos paises afetados pela
CBSD atingem pelo menos US$ 75 milhdes (MANYONG et al., 2012).

Vias de introducédo e disseminacao

dos virus causadores da CBSD

Na natureza, as moscas-brancas Bemisia tabaci e Aleurodicus dispersus
transmitem os dois virus causadores da CBSD de forma semi-persistente,
ap6s acesso de aquisicao e de inoculacao de cerca de 48 horas. Esses
virus nao persistem no inseto por mais de 24 horas. A disseminacao
desses virus pelo inseto nao é muito eficiente, sendo ele responsavel pela
sua dispersao a pequenas distancias. As manivas infectadas também
transmitem a CBSD no campo e é a forma pela qual ela é disseminada a
longas distancias (KAWEESI et al., 2014; PATIL et al., 2015; RAJABU,
2013). O transito de manivas permite a disseminacdo da praga a longas
distancias, sendo assim, cuidado especial deve ser adotado para evitar
sua introducdo em regides nas quais ela ndo ocorre. As ferramentas

de corte utilizadas em plantas infectadas podem transmitir o virus para
outras plantas localmente. Os virus causadores da CBSD aparentemente
nao sao transmitidos pela semente botanica da mandioca, assim como
também nao ocorre sua transmissao pelos restos culturais de plantas
infectadas (RAJABU, 2013; REWEGASIRA, 2009).

Manejo de riscos e medidas de prevencéao

Apesar dessa virose nao estar presente no Brasil e de causar prejuizos
econdmicos nos paises onde ela ocorre, ela ndo consta da lista
brasileira de Pragas Quarentenéarias Ausentes (PQA). Em funcéao disso,
a Embrapa Mandioca e Fruticultura enviou ao Ministério da Agricultura,
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Pecuaria e Abastecimento (MAPA) um parecer técnico pedindo sua
inclusdo na lista brasileira de PQA para que sejam adotadas medidas
quarentendrias visando evitar a introducao do virus no pais.

Por outro lado, qualquer espécie vegetal, para ser importada pelo Brasil,
deve estar na lista de produtos vegetais de importacao autorizada ou
entado passar por uma Analise de Risco e Pragas (ARP).

Caso sejam detectadas plantas com sintomas semelhantes ao CBSD

no Brasil, o Departamento de Sanidade Vegetal (DSV) do MAPA deve
ser acionado e adotarad as medidas cabiveis para contencao de sua
disseminacao. Cabe lembrar que esse virus é disseminado pela mosca-
branca, pelas manivas-semente e por ferramentas de corte usadas no
cultivo. Além dos cuidados com a introducdao de mudas de mandioca de
outros paises, no caso da presenca da CBSD na regido, é importante a
desinfestacao de ferramentas de corte (LEGG; HILLOCKS, 2003; LEGG
et al., 2011; PATIL et al., 2015; RWEGASIRA, 2009).

Em estudos epidemiolégicos com simulacdes realizados, Campo et al.
(2011) consideraram que o sul e a regidao central do Brasil possuem
condicdes ambientais muito favoraveis para o desenvolvimento e
dispersdo da CBSD, caso ela seja introduzida.

Capitulo 2 - Protocolo para o
diagnéstico dos virus causadores
da Doenca das Estrias Marrons da
Mandioca (“Cassava brown streak
disease”, CBSD) por RT-PCR

A CBSD, causada pelo virus das estrias marrons da mandioca (Cassava
brown streak virus, CBSV) e pelo Uganda virus das estrias marrons

da mandioca (Ugandan cassava brown streak virus, UCBSB) pode ser
detectada pelos sintomas produzidos em mandioca, pelos sintomas
produzidos em plantas indicadoras inoculadas mecanicamente com
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as amostras em andlise, por testes sorolégicos como o ELISA ou por
métodos moleculares como RT-PCR e RT-PCR em tempo real (KAWEESI
et al., 2014, MBEWE et al., 2015, MONGER et al, 2001, PATIL et

al, 2015). Os dois virus podem ser detectados em todos os tecidos

da planta de mandioca, exceto nas partes necrosadas, sendo mais
facilmente detectados nas raizes e em tecidos com sintomas mais
fortes (MUSA, 2012). Nesse documento serd detalhada a deteccao

do CBSD por Transcricado reversa — reacao em cadeia da polimerase
(RT-PCR). Dentre os métodos existentes, é o mais adequado para os
propdsitos de vigilancia fitossanitaria.

Amostras suspeitas de conterem o CBSD devem ser enviadas para
Laboratérios de Diagnéstico Fitossanitario (LDF). Na pagina de internet
do MAPA, ha uma listagem dos LDF com seus enderecos, telefones e
e-mails para contato e as analises que realizam.

A RT-PCR permitiu a detecg¢ao dos virus causadores da CBSD em
90% das amostras que apresentavam sintomas, indicando que a
sintomatologia é uma boa ferramenta para a identificacao de plantas
com suspeitas de infeccao (MBEWE et al., 2015).

O ELISA também tem sido usado na deteccao do CBSV, mas nao
permite a distincdo entre o CBSV e o UCBSV (PATIL et al., 2015).

RT-PCR para a deteccdo do CBSV e do UCBSV

Extracao do RNA

Na literatura, ja foram testados diferentes procedimentos para a
extracao de RNA de amostras suspeitas de conterem CBSD, utilizando
dodecil sulfato de sédio (SDS)/fenol, CTAB e isotiocianato de
guanidina (MONGER et al., 2001). Nesse documento, sera descrito

um procedimento no qual o RNA é extraido de folhas de mandioca
utilizando Brometo de Cetriménio (CTAB) com algumas modificacoes, o
que apresentou melhores resultados, segundo os autores consultados.
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Extracao do RNA, conforme Monger et al. (2001) e Legg et al. (2003):

1) Macerar 0,1 a 0,3 g de folhas de mandioca em nitrogénio liquido,
em um almofariz com pistilo, até a obtencao de um pé;

2) Antes que ele descongele, adicionar 1 a 3 mL de tampao de
extracdo CTAB (p/v);

O tampao de extracdo CTAB é preparado pela mistura de 2% de CTAB,
2% de polivinilpirrolidona 40 (PVP 40), 100 mM de Tris-HCI pH 8,0,
20 mM de etilenodiaminatetraacetato (EDTA), 1,4 M de NaCl, sendo
autoclavado antes do seu uso;

3) Agitar no vortex;

4) Transferir 800 uL da suspensao formada para um microtubo
plastico de 1,5 mL e incubar a 65°C por 15 minutos;

B) Apds a incubacao, adicionar 600 uL de cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1) aos tubos contendo a suspensao (macerado +
tampao CTAB) e misturar invertendo os tubos;

6) Centrifugar a 18.516 xg por 10 min, a temperatura ambiente;

7) Remover a fase aquosa da parte superior do tubo (sobrenadante) e
repetir a adicdo de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1);

8) Transferir 300 uL da fase aquosa (sobrenadante) para um novo
microtubo de 1,5 mL e adicionar 0,5 volume de NaCl a 5 M e dois
volumes de etanol gelado;

9) Misturar bem e incubar por 30 min a -20°C;
10) Centrifugar a 4.629 xg por 10 min para sedimentar o RNA;

11) Remover o etanol e ressuspender o pelete em 0,5 a 1,0 mL de LiCL
a 2 M. Incubar a 4°C por uma noite;

12) Centrifugar a 18.516 xg por 30 min a 4°C;
13) Descartar o LiCl e lavar o pelete com 500 uL de etanol 70%;
14) Descartar o etanol e deixar o pelete secar e

15) Ressuspender o pelete em 50 a 100 uL de agua Ultrapura tratada
com Dietilpirocarbonato (DEPC).
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Transcricdo reversa — reacao em

cadeia da polimerase (RT-PCR)

A transcricao reversa (RT) consiste de duas etapas consecutivas, que
sdo realizadas conforme foi descrito por Mbanzibwa et al. (2011).

= > Primeira etapa — sintese do cDNA

1) Adicionar em um microtubo: 5 g de RNA total, 2 pmol de oligo(dT),,
e agua livre de nucleases completando o volume para 12 uL;

2) Incubar a amostra por 3 min a 95 °C e depois colocar o tubo
imediatamente no gelo;

3) Adicionar ao microtubo: 4 uyL do tampao 5x da reacdo, 2 uL de
ditiotreitol (DTT) 0,1 M, 1 yL da mistura de dNTPs a 10 mM, 1 uL
(200 U) da enzima transcriptase reversa (M-MLV);

4) A reacao final é incubada a 37 °C por 1 h e, em seguida, a 70 °C
por 15 min.

= > Segunda etapa — PCR

1) Adicionar sequencialmente, em um microtubo: 2,5 uL do cDNA, 5 uL
do tampéao 10x da PCR (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI), 3 uL
de MgCl2 25 mM, 1 uL de dNTPs (2,5 mM cada), 0,5 uL (1 U) da Taq
Platinum DNA polimerase (Invitrogen), 0,5 M de cada um dos oligo-
nucleotideos: CBSDDR (5'-GGA TAT GGA GAA AGR KCT CC-3') e
CBSDDF2 (5’-GCT MGA AAT GCY GGR TAY ACA A-3’), o volume da
reacao é completado para 50 yL adicionando-se agua livre de nuclease.

2) Para a amplificacdo é utilizada uma desnaturacao inicial a 94 °C por
3 minutos, seguida de 35 ciclos que envolvem as etapas sequénciais
de desnaturacao a 94 °C por 30 segundos, anelamento do oligonucle-
otideo a 51 °C por 30 segundos, e extensdo a 72 °C por 30 segun-
dos. Finalmente, a amostra é incubada a 72 °C por 10 minutos.

3) Os amplicons produzidos sao analisados por eletroforese em gel de
agarose a 2 %. Utilizando os primers CBSDDR e o CBSDDF2, sao
produzidos amplicons de 438-440 nucleotideos para o UCBSV e de
344 nucleotideos para o CBSV.
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