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Resumo:

Na mandioca, dois virus sdo predominantes em areas de cultivo do Brasil, o virus do
mosaico comum (Cassava common mosaic virus, CsCMV), e o virus do mosaico das
nervuras (Cassava vein mosaic virus, CsVMV). Para o virus do mosaico comum, um
antissoro ja foi produzido (Silva et al., 2011). Para o virus do mosaico das nervuras
nao existe antissoro disponivel, e a deteccao viral tem sido feita exclusivamente por
testes PCR (Calvert, 1995). Neste trabalho foram analisados 4 grupos de amostras,
totalizando 65 plantas matrizes e micropropagadas de mandioca, fornecidas para a
andlise, pela empresa Tecnoplanta de Piraquara-PR. A presenca do CsCMV foi
confirmada em 16 plantas, representando 25% das amostras.

Introducao

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é o alimento basico de grande contingente
de populacbes das regides tropicais. Cultivada em todas as regifes brasileiras, €
utilizada na producdo de farinha, extracdo de amido e, uma pequena parte, para
consumo in natura. A mandioca € vegetativamente propagada, plantando-se
pequenos segmentos do caule. Esse tipo de propagacdo causa inconvenientes,
como a disseminacao de doencgas sistémicas através das geragfes sucessivas, tal
como ocorre com as causadas por virus, que podem acarretar a degenerescéncia
das manivas. Muitos sédo os virus detectados na cultura da mandioca, sendo que o
mais disseminado em todo mundo € o Cassava commom mosaic virus (CsCMV),
género Potexvirus, Alphaflexiviridae, e o Cassava vein mosaic virus (CsVMV),
género Cavemovirus, Caulimoviridae (Costa e Kitajima, 1972).

No Brasil, presume-se que o CsCMV esteja disseminado em todas as regides
produtoras do Sul e do Sudeste, infectando todas as variedades -cultivadas
atualmente. Observacgfes de campo indicam que a manifestacao severa da doenca
em variedades suscetiveis pode causar perdas de producdo que variam de 10 a
20%, prejudicando a qualidade do produto pela reducao de 10 a 50% nos teores de
amido (Fukuda, 1993).

Na limpeza viral de material propagativo, a técnica mais utilizada tem sido a

bY

cultura in vitro de meristemas associada a termoterapia. Todavia, tem sido
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observado que para o CsCMV mesmo apOs 0 microcultivo, ainda pode ser
constatada a presenca de virus através de testes ELISA, mesmo em plantas
assintomaticas. A indexacao sorolégica do CsCMV tem permitido a identificacdo de
material infectado, possibilitando a sua eliminacéo, o que tem agilizado o processo
de producéo de plantas matrizes livres de virus.

O Parand é o maior produtor de raizes de mandioca do Brasil. Todavia, 0
material de propagacéo utilizado nos plantios ndo passa atualmente por nenhum
controle fitossanitario. Neste projeto, plantas de mandioca, utilizadas como matrizes
e mudas micropropagadas, foram testadas pelo método Elisa-indireto. A empresa
Tecnoplanta Ltda, sediada em Piraquara, no Parand, é especializada na producéo
de batata e alho sementes, e recentemente iniciou a producao clonal de mudas de
mandioca.

Portanto, este trabalho deu suporte a producdo clonal de mudas de alta
qualidade fitossanitaria, disponibilizando aos produtores, material sadio, livre de
patégenos, e indexado para a presenca do virus do mosaico comum. Nas analises
realizadas, foi utilizado o método Elisa-indireto com um antissoro para o0 CsCMV
produzido na UEM (Silva et al., 2011).

Materiais e métodos

As amostras de mandioca foram encaminhadas a UEM em quatro grupos, sendo
gue o primeiro grupo continha 13 amostras, o segundo 16 amostras, 0 terceiro grupo
8 amostras, e 0 quarto grupo, 27 amostras para serem testadas. Nas andlises
sorologicas sempre foi incluida uma amostra com o CsCMV, utilizada como controle
positivo. Para os testes de Elisa-indireto, 1g de cada amostra foi macerada com
auxilio de cadinho e pistilo em 10 mL de tampéo de cobertura. Apds, aplicou-se 100
uL do macerado em cada orificio da placa de ELISA, sendo utilizadas trés repeticdes
para cada amostra.

Colocou-se a placa em um recipiente com tampa e papel toalha umedecido e
incubou-se a placa a 4 °C por 18 h (overnight). Esvaziaram-se os orificios e lavou-se
com tampéao PBS-Tween, deixando a solugdo por 3 min. Repetiu-se esse mesmo
processo por trés vezes.

A segunda incubacdo realizada foi do anticorpo especifico para 0 CsCMV.
Para isso, a imunoglobulina G (IgG) especifica para o virus foi diluida em tampéao
PBS 1X na concentracdo de 1:5.000, e aplicou-se 100 pL da mesma nos orificios da
placa onde foram inicialmente adicionadas as amostras e 0s controles. Incubou-se a
placa a 37 °C por 2 h, mantendo-se a placa no recipiente com tampa e papel toalha
umedecido. Apds esse periodo, repetiu-se a lavagem com tampao PBS-Tween.

A terceira incubacéo do teste corresponde ao anticorpo anti-IlgG conjugado a
enzima fosfatase alcalina. Preparou-se uma solucédo de anti-lgG com PBS 1X na
concentracdo de 1:10.000, e aplicou-se 100 pL da mesma em cada orificio da placa.
Incubou-se a 37 °C por 2 h, mantendo-se a placa dentro do recipiente com tampa e
papel toalha umedecido. Apdés o periodo de incubacdo foi nhovamente repetido o
procedimento de lavagem com tampéao PBS-Tween.

Por ultimo, diluiu-se um comprimido de enzima p-nitrofenilfosfato para cada 5
mL de solucdo tampdo substrato, e aplicou-se 100 pL dessa solucdo em cada
orificio. Colocou-se a placa no escuro e aguardou-se 20 min para revelacao do teste,
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onde amostras positivas apresentaram coloracdo amarelo fluorescente pela reacéo
da enzima com o substrato.

Efetuou-se a leitura em espectrofotbmetro a 405 nm e identificou-se as
amostras infectadas com o virus CsCMV. Em cada placa também foi incluida uma
amostra negativa. Foram consideradas positivas as amostras cujas medias de leitura
foram superiores a duas vezes a média do controle negativo.

Resultados e Discussao

ApoOs a realizacdo do Elisa-indireto nos quatro grupos de amostras, obteve-se 0s
seguintes resultados:

Grupo 1: das 13 amostras testadas, nenhuma continha o CsCMV.
Grupo 2: das 16 amostras, 8 continham o CsCMV.

Grupo 3: das 8 amostras testadas, 4 amostras continham o CsCMV.
Grupo 4: das 27 amostras, 4 continham o CsCMV.

Tabela 1. Resultado das leituras em espectrofotometro a 405 nm do grupo 2.

AMOSTRA Leitura Resultado

Controle - 0,2216 0,4432

Controle + 0,4689 Positivo
1 0,24905 Negativo
2 0,3001 Negativo
3 0,30375 Negativo
4 0,2142 Negativo
5 0,59585 Positivo
6 0,42835 Negativo
7 0,71505 Positivo
8 0,81315 Positivo
9 0,65185 Positivo
10 0,74085 Positivo
11 0,75305 Positivo
12 0,4867 Negativo
13 1,5881 Positivo
14 0,8983 Positivo
15 0,32335 Negativo
16 0,1217 Negativo
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Conclusodes

Através dos resultados obtidos, foi possivel concluir que 25% das amostras testadas
estavam infectadas com CsCMV. Portanto, caso as manivas provenientes dessas
plantas fossem para o campo, ocorreria uma forte disseminacéo do virus na cultura,
reduzindo drasticamente a produtividade nas areas de cultivo.
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