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Apresentacao

A mandioca tem importancia destacada na agricultura brasileira, sendo
cultivada em todo o territério nacional. Além de ser fonte de renda e geragao
de empregos, possui grande importancia na seguranca alimentar de muitas
familias no Brasil e no mundo.

O virus do mosaico africano da mandioca (ACMV) nao esta presente no
Brasil, mas € a principal praga da cultura no mundo, provocando grandes
prejuizos nos locais onde ocorre. O virus ja € classificado no Brasil como
Praga Quarentenaria Ausente (A1). Verificou-se, no entanto, que a doenc¢a,
que esta sendo denominada de “Mosaico Africano da Mandioca”, é na
verdade causada por um complexo de espécies de virus do mesmo género
do ACMV, o que aumenta seu potencial destrutivo. O surgimento destas
novas espécies torna necessaria a atualizagao do status quarentenario desta
praga com a inclusao destas outras espécies na lista de pragas A1 do pais.

Esse documento apresenta subsidios para inclusdo destas novas espécies
de virus causadoras do mosaico na mandioca (CMD) na lista de pragas
quarentenarias A1 do Brasil. Ele descreve quais espécies devem ser
incluidas, quais sdo as plantas hospedeiras ja relatadas, os paises de
ocorréncia e método para a identificacdo destas espécies.

E, sem duvida, uma importante fonte de consulta para a elaboragdo de
politicas publicas voltadas a acdes de defesa fitossanitaria, visando garantir
a sustentabilidade da mandiocultura no Brasil.

Alberto Duarte Vilarinhos

Chefe-geral da Embrapa Mandioca e Fruticultura
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Introducao

O cultivo da mandioca tem importancia destacada na agricultura brasileira.
A produgdo brasileira, em 2016, ocupou uma area de 1,5 milhdes de
hectares, produzindo 23 milhées de toneladas, totalizando R$10,3 bilhdes
em receitas (IBGE, 2017). Um aspecto importante da cultura reside no fato
de que todas as microrregides do pais produzem e fornecem a mandioca
e seus derivados (farinha e fécula) para os mercados locais. Isso confere
nao apenas um carater econémico regional a essa cultura, mas também de
grande importancia na seguranca alimentar, pois, para muitas familias, é a
principal fonte de renda e de carboidratos (Souza et al., 2006).

O mosaico africano da mandioca (Cassava Mosaic Disease, CMD) foi
descrito pela primeira vez neste continente, no final do século XIX (Warburg,
1894), sendo posteriormente relatado em diversos paises locais (Fauquet;
Fargette, 1990). Estudos identificaram um virus como o agente causal
da doenga, que, apds ser caracterizado, foi denominado African cassava
mosaic virus (ACMV) (Bock Woods, 1983). Epidemias de ACMV vem sendo
reportadas desde a década de 40 em diferentes paises africanos, mas, a
partir da década de 80, passaram a apresentar-se com maior severidade
e abrangéncia, causando elevadas perdas e levando a situagdes de fome
e morte em paises do leste e da Africa central (Legg, 1999; Legg; Thresh,
2000; Legg et al., 2006; Patil; Fauquet, 2009).

Devido a importancia da cultura da mandioca para o Brasil e o risco que a
introducéo e a disseminagdo do ACMV podem causar a cadeia produtiva da
mandioca no pais, 0 ACMV esta incluido na lista de pragas quarentenarias
A1 do Ministério da Agricultura (MAPA).

Porém, nos ultimos 30 anos, o quadro do mosaico da mandioca no
continente africano tornou-se mais complexo e severo com a ocorréncia de
pandemias (epidemias em diversos paises simultaneamente) (Legg, 1999;
Legg; Thresh, 2000). Os estudos sobre essas pandemias identificaram
inicialmente uma nova espécie de begomovirus, denominada East African
cassava mosaic virus-Uganda (EACMV-Ug), ocorrendo simultaneamente
com o0 ACMV (Swanson and Harrison, 1994; Harrison et al., 1997; Pita et al.,
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2001). Nos anos seguintes, novas espécies de begomovirus foram descritas,
3 causando o mosaico da mandioca no continente africano. Além disso,
duas outras espécies de begomovirus foram identificados na india e no Sri
Lanka, causando sintomas similares ao ACMV. Atualmente estdo descritas
onze espécies de begomovirus como causadores do Mosaico Africano da
Mandioca (tabela 1). Diante deste novo quadro, este documento fornece
subsidios para a ampliagédo do status quarentenario do ACVM, passando a
ser incluido na lista das pragas quarentenarias A1 do MAPA o complexo de

“Begomovirus do mosaico da mandioca”.

Doenca do Mosaico da Mandioca
(Cassava Mosaic Disease, CMD)

Identificacao das pragas causadoras da CMD

Tabela 1. Nome cientifico das espécies de begomovirus ja descritas como causadoras
da Doenga do Mosaico da Mandioca.

African cassava mosaic virus (ACMV) Bock & Woods, 1983
African cassava mosaic Burkina Faso virus (ACMBFV) Tiendrébéogo et al., 2012
Cassava mosaic Madagascar virus (CMMGV) Harimalala et al., 2012
East African cassava mosaic virus (EACMV) Swanson & Harrison, 1994

East African cassava mosaic Cameroon virus (EACMCV) Fondong et al., 1998

East African cassava mosaic Kenya virus (EACMKYV) Bull et al., 2006
East African cassava mosaic Malawi virus (EACMMV) Zhou et al., 1998
East African cassava mosaic Zanzibar virus (EACMZV) Maruthi et al., 2004
South African cassava mosaic virus (SACMV) Berrie et al., 1998
Indian cassava mosaic virus (ICMV) Hong et al., 1993

Sri Lankan cassava mosaic virus (SLCMV) Saunders et al., 2002
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Posicao taxonémica de todas as espécies:

Virus de DNA fita simples circular (ssDNA)
Ordem: ndo atribuida
Familia: Geminiviridae

Género: Begomovirus

Sinonimias

Como a doenca é causada por um grande numero de espécies de
geminivirus, ela € normalmente denominada de Doenca do mosaico da
mandioca (Cassava Mosaic Disease, CMD); Begomovirus do mosaico da
mandioca (Cassava Mosaic Begomoviruses (CMBs); Geminivirus do mosaico
da mandioca (Cassava Mosaic Geminiviruses, CMGs).

Hospedeiros

Segue abaixo a lista das espécies de plantas relatadas como hospedeiras
(em condigbes naturais ou experimentais) de uma ou mais espécies de
begomovirus causadores do mosaico da mandioca.

» Ageratum conyzoides (Asteraceae) (Saunders et al., 2002).

» Arabidopsis thaliana (Brassicaceae) - arabidopsis (Mittal et al., 2008).
» Centrosema pubescens (Fabaceae) (Monde et al., 2010).

» Chromolaena odorata (Asteraceae) - capim mombutu (Eni & Fasasi, 2013).
» Combretum confertum (Combretaceae) (Alabi et al., 2008a).

» Datura (ferox, stramonium) (Solanaceae) (Bock et al., 1983).

* Glycine max (Fabaceae) - Soja (Mgbechi-Ezeri et al., 2008).

* Hewittia sublobata (Convolvulaceae) (Bock et al., 1981).

« Jatropha curcas (Euphorbiaceae) - Pinhdo manso (Appiah et al., 2012).



12 DOCUMENTOS 240

« Jatropha multifida (Euphorbiaceae) (Fauquet & Fargette, 1990).

» Laportea aestuans (Urticaceae) - Urtiga (Rossel et al., 1987).

» Leucana leucocephala (Fabaceae) - Leucena (Alabi et al., 2008a).

» Malva parviflora (Malvaceae) - (Berrie et al., 2001).

* Manihot esculenta (familia Euphorbiaceae) (Fauquet & Fargette, 1990).
* Manihot glaziovii (Euphorbiaceae) - Mandioca (Alabi et al., 2008a).

» Nicandra physaloides (Solanaceae) (Bock et al., 1978).

* Nicotiana (benthamiana, clevelandii, debneyi, glutinosa, rustica,
tabacum). (Solanaceae) — Espécies de tabaco (Bock et al., 1983, Mittal
et al., 2008).

» Phaseolus vulgaris (Fabaceae) - (Berrie et al., 2001).

* Pueraria javanica (Fabaceae) (Monde et al., 2010).

* Ricinus communis (Euphorbiaceae) - Mamona (Alabi et al., 2008a).
» Senna occidentalis (Fabaceae) - Fedegoso (Alabi et al., 2008a).

» Senna alata (Fabaceae) (Eni & Fasasi, 2013).

» Solanum nigrum (Solanaceae) (Bock et al., 1978).

Sintomas

Os sintomas tipicos da infecgdo por CMD s&o o mosaico e a deformagao foliar.
A severidade destes sintomas ira variar em fungdo das espécies de virus,
da ocorréncia de infeccbes mistas, da variedade afetada e das condicbes

ambientais (Figura 1).
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Figura 1. Sintomas induzidos em mandioca por diferentes espécies de begomovirus
causadoras de CMD. (A e B) EACMKY, (C e D) ACMV, (E e F) EACMMV, (G e H)
EACMV (fotos publicadas por Ndunguru et al., 2005).
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Distribuicao geografica e impacto dos
virus causadores de CMD

A maioria das espécies dos virus que causam o ACMD ocorrem nos seguintes
paises do continente africano: Africa do Sul, Angola, Benin, Burkina Faso,
Burundi, Camardes, Costa do Marfim, Etiopia, Gabao, Gambia, Gana, Guiné,
Guiné-Bissau, Guiné Equatorial, Quénia, Lesoto, Libéria, Madagascar,
Malawi, Mauritania, Mogambique, Nigéria, Republica Democratica do Congo,
Republica do Congo, Ruanda, Senegal, Serra Leoa, Somdlia, Sudao, Sudao
do Sul, Swazilandia, Tanzania, Togo, Uganda, Zadmbia e Zimbabwe. Ainda ha
a presencga do ICMV na india e do SLCMV no Sri-Lanka, Vietnam e Camboja
(Figura 2).

/

ACMV, ACMBFV, CMMGV,
. EACMCV, EACMKY, EACMMY, ] 1cvv i stcmv
EACMV, EACMZV, SACMV

Figura 2. Distribuigado global dos virus causadores do ACMD.

Certamente CMD é o principal fator responsavel pela reducao da producao
de mandioca na Africa (Fauquet; Fargette, 1990). As pandemias de CMD
que ocorreram ao leste e ao centro da Africa afetaram pelo menos nove
paises, cobrindo uma area de 2,6 milhdes de quildbmetros quadrados e
acarretando uma perda econémica estimada entre US$ 1,9 e 2,7 bilhdes,
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sendo considerada a doenga viral de maior dano no mundo, acarretando a
fome e a morte de milhares de pessoas (Patil; Fauquet, 2009). Em regides
com alta incidéncia de CMD, as perdas na produgdo podem chegar a 95%
(Fauque; Fargette, 1990).

Vias de introducao e disseminagao
dos virus causadores de CMD

A entrada dos virus do CMD no Brasil podera ocorrer por meio de material
propagativo infectado (manivas ou mudas de cultura de tecidos) ou de B. tabaci
viruliferas presentes em plantas importadas, especialmente ornamentais
(CABI, 2007). A entrada pode ocorrer pelas vias terrestre, maritima e aérea.
A principal via de ingresso é a aérea, principalmente devido ao volume de
passageiros que chegam ao Brasil, provenientes de paises de ocorréncia
de CMD e que possam estar trazendo material vegetal (manivas ou folhas).
Ja houve a interceptagdo de material vegetal de mandioca infectada com
ACMV no Brasil. Folhas de mandioca foram interceptadas na bagagem de
um passageiro que desembarcava no Aeroporto Internacional do Rio de
Janeiro. Analise da amostra identificou a presenga do ACMV (Ambrozevicius
et al., 2000).

No caso da via maritima, tripulantes de navios vindos de paises afetados
com a doenga podem trazer plantas de mandioca ou de outra planta que
esteja hospedando B. tabaci virulifera. Apesar de representar um volume de
passageiros menor comparado a via aérea, € possivel que uma fiscalizagéao
menos rigorosa possa aumentar os riscos de uma entrada acidental. No
caso da via terrestre, apesar do CMD néo estar presente em nenhum pais
fronteirico ao Brasil, passageiros portando material contaminado (manivas,
mudas ou plantas ornamentais) podem chegar a algum pais fronteirigco
por via aérea ou maritima e, em seguida, entrar no Brasil por via terrestre,
portando material contaminado.

Uma vez introduzida em uma area, a disseminagdo do virus (mandioca
infectada para sadia) sera realizada pela mosca branca Bemisia tabaci
Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae). Por possuir habito alimentar polifago,
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B. tabaci tem o potencial de transmitir o(s) CMD(s) introduzidos para plantas
esponténeas hospedeiras, impossibilitando uma possivel erradicagao do(s)
CMD(s) da area inicialmente afetada.

A relagédo de transmissdo dos CMDs por B. tabaci é do tipo persistente
circulativo (Dubern, 1994). O periodo minimo de alimentacdo necessario
para a aquisi¢ao do virus pelo inseto é de 3 horas. Apds a aquisigao, ha um
periodo de laténcia de 3-4 horas, quando o virus circula no corpo do inseto,
que entado se torna apto a transmiti-lo. Para a transmissao do virus, o inseto
virulifero requer um periodo de alimentacdo de, no minimo, 10-30 minutos
(Dubern, 1994). Em condi¢gdes experimentais, uma Unica mosca branca
foi capaz de transmitir o virus para plantas de mandioca. O ACMV, uma
vez adquirido pela mosca branca, ainda na sua fase de ninfa, permanece
no inseto até a fase adulta. Entretanto, ndo ha transmisséo transovariana
do virus (transmissdo da mae para a progénie) (Dubern, 1994). Na india,
foi relatado que a espécie de mosca branca B. afer também ¢é capaz de
transmitir CMGs (Palaniswami et al., 1996).

Espécies do CMDs nao sao transmitidas de mandioca para mandioca por
inoculagdo mecanica, e também nao sado transmitidas por sementes (Storey;
Nichols, 1938).

Protocolo para o diagnéstico dos virus
causadores da Doenca do mosaico da
Mandioca (“Cassava mosaic disease”, CMD)

Os begomovirus causadores do CMD podem ser detectados por
ELISA ou por métodos moleculares, como PCR e PCR em tempo real
(9QPCR). Os virus podem ser detectados em todos os tecidos da planta
de mandioca, sendo mais facilmente detectados nas folhas. O teste de
PCR e gPCR sdo os mais indicados para a deteccdo e identificagao
das espécies de begomovirus causadoras de CMD pela sensibilidade,
especificidade e também pela possibilidade de se sequenciar o fragmento
viral amplificado por PCR para confirmar a identidade do begomovirus
presente na amostra.
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Metodologia para extragao do DNA de folhas de mandioca

Existem diversos métodos de extragcdo de DNA descritos e kits comerciais
que podem ser utilizados. O procedimento apresentado a seguir € baseado
no protocolo CTAB, adaptado por Abarshi et al. (2010), e foi escolhido por
permitir a extracdo conjunta de DNA e RNA, e assim ser utilizado tanto para
a detecgado dos begomovirus causadores do CMD quanto para a deteccao
dos virus causadores da Doencga das estrias marrons da mandioca (Cassava
brown streak disease, CBSD), o Cassava Brown streak virus (CBSV) e o
Uganda cassava brown streak virus (UCBSV) (Abarshi et al. 2012), também
consideradas pragas quarentenarias A1 pelo MAPA. Procedimento:

1) Macerar 0,1 - 0,3 g de folhas de mandioca em nitrogénio liquido em um
almofariz com pistilo até a obtencdo de um pé. Transfira o p6 para um
microtubo de 2,0 mL.

2) Adicionar 1 mL de tampao CTAB (2% CTAB (p/v), 1,4 M NaCl, 0.2%
2-mercaptoethanol (v/v), 20 mM EDTA, 100 mM Tris—HCI, pH 8.0).

3) Misturar vigorosamente em agitador tipo vortex.
4) Incubar a 65 °C por 10 minutos.

5) Centrifugar a 12.000g por 10 minutos. Transferir o sobrenadante para
um novo microtubo de 2,0 mL.

6) Adicionar 1 volume de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1), e
misturar os tubos por inversao.

7) Centrifugar a 12.000g por 10 minutos. Transferir o sobrenadante (fase
aquosa) para um novo microtubo de 1,5 mL.

8) Adicionar 0,6 volumes de isopropanol gelado e incubar a -20 °C por
1 hora.

9) Centrifugara 12.000g por 10 minutos a 4 °C. Descartar o sobrenadante.
10) Adicionar 0,5 mL de etanol 75%, misturar por inversao.
11) Centrifugar a 12.000g por 2 minutos a 4 °C. Descartar o sobrenadante.

12) Secar o pellet a temperatura ambiente.
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13) Ressuspender o pellet em 50 a 100 pL de agua livre de nucleases.

14) Quantificar a concentragado do DNA.

Deteccao por Reagao em cadeia da

polimerase (PCR e qPCR)

A deteccdo dos CMDs pela técnica de PCR possibilita tanto a detecgéo
universal (sem identificagdo da espécie) quanto a especifica, dependendo
do conjunto de iniciadores utilizados. O quadro 1 contém alguns conjuntos
de iniciadores universais ou espécie-especifico utilizados na detecgédo das

espécies de CMD por PCR.

A composi¢ao da reacdo de PCR ira depender do kit comercial a ser utilizado,
entretanto recomenda-se utilizar pelo menos 20 ng de DNA total na reacéo de
PCR. Além disso, é possivel realizar multiplex-PCR para detecgéo simultadnea
de diferentes espécies de ACMV e EACMV (Aloyce et al., 2013).

Deng A TAATATTACCKGWKGVCCSC TG-

Deng B GACYTTRCAWGGBCCTTCACA
JSP001 ATGTCGAAGCGACCAGGAGAT
JSP002 TGTTTATTAATTGCCAATACT
EABS555/F TACATCGGCCTTTGAGTCGCATGG
EAB555/R CTTATTAACGCCTATATAAACACC
EACMCV1 AAGTCTGAGGATGTAAACGAG
EACMCV2 ACCTAGACGAGGACAAGAATTCC
EACMMV1 GTGCCCTGTTCTTCACGGT
EACMMV2 ACACACGTCCCAGACGAAA
EACMV1 GTTCGGCTATCACCTTCTAGAACA
EACMV2 AAGGCTTACATTGAAAAGGGA
EACMZV1 CCAGGTCGAAGAATCGCTTA
EACMZV2 AGGTGTCTCCAATTGCTCTC
EACMKV1 AAGGAGTCAGAGGCTCTTG CCACGT-
EACMKV2 TTGAATTTCAAATTC
F461-CMMGV-A CAGGCACAAGCAAGTTCA
R1588-CMMGV-A AGACGTATCGACCTAAGC
F441-SACMV-A CAAGGCACAAACAAGCGT
R1153-SACMV-A ACACTCCAGGTTACGGAGC
ICMV-AV1F ATGTCGAAGCGACCAGCAGATATCAT
ICMV-AV1R TTAATTGCTGACCGAATCGTAGAAG
SLCMV-A-F TGTAATTCTCAAAAGTTACAGTC
SLCMV-A-R ATATGGACCACATCGTGTC

Universal

ACMV
Universal

EACMV
universal

EACMCV

EACMMV

EACMV

EACMZV

EACMKV

CMMGV

SACMV

ICMV

SLCMV

520

554

744

435

503

375

260

669

1127

712

770

600

Deng et al.
(1994)

Fondong et al.
(2000)

Ndunguru et al.
(2000)

Aloyce et al.
(2013)

Aloyce et al.
(2013)

Aloyce et al.
(2013)

Aloyce et al.
(2013)

Aloyce et al.
(2013)

Harimalala et
al. (2015)

Harimalala et
al. (2015)

Dutt et al.
(2005)

Makeshkumar
et al. (2005)
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