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RESUMO

CARNELOSSI, Patricia Rosin, MS, Universidade Estddde Maringa,
fevereiro de 2010Limpeza clonal de variedades de mandiocaManihot

esculentaCrantz) e producao de antissoro para o virus do mosaico mam

da mandioca.Professor Orientador: Eliezer Rodrigues de Souto.

A mandioca tem a maior parte de sua producdo @elstia alimentacdo humana
por meio do consumo de suas raizes. Por ser propaggetativamente, ela esta
sujeita a disseminacdo de doencas sistémicas sitdevéeracdes sucessivas,
como aquelas causadas por virus. O virus do mosaicwum da mandioca
(Cassava common mosaic viruSsCMV) é o mais disseminado nas areas
produtivas de todo o mundo. O presente trabalhe ¢evno objetivo testar um
protocolo de limpeza clonal de mandioca para olemde plantas livres do
CsCMV, realizar a indexacdo dos materiais propagativos vdeedades
cultivadas na regido Noroeste do Parana (Olho Jidtula Branca, Baianinha,
IAC 90, IAC 12, IAC 13 e IAC 14) e do material “Rmsni”(variedade nao
definida), e produzir um antissoro especifico pa@sCMV. Testes de ELISA-
indireto realizados revelaram a infeccdo natural @&CMV em todas as
variedades de mandioca analisadas. O protocol@add foi eficiente na
micropropagacéao das variedades Olho Junto, IAC“Pasquini”, resultando em
plantulas saudaveis prontas para aclimatacéo, ddgraodo assim, a necessidade
de adaptacdo do método para as demais variedadesta®u-se que, das 64
plantulas de mandioca desenvolvidasvitro e provenientes da termoterapia
associada a cultura de meristemas (independententientvariedade), 31 se
mostraram livres do CsCM#través da indexacao pelos testes ELISA realizados.
A adicdo do antiviral Ribavirina ao meio de cultMS nas concentracdes de 5 a
40 mg/L ndo se mostrou eficiente nas condicdesadast causando efeitos
fitotoxicos e a morte das plantulas das 3 varieslddstadas. A purificagcdo do

CsCMV foi conseguida, obtendo-se um antissoro altamesptecéfico e com alto
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titulo (1:10.000). As purificagdes das imunoglobas G (IgG) especificas para o
CsCMV foram, igualmente, bem sucedidas e se mastranais sensiveis a
deteccédo do virus do que o antissoro bruto, quatiivadas nos ensaios ELISA
realizados. A massa molecular da proteina capsidiaCsCMV purificado foi
determinada, ficando proximo de 20 KDa e dentr@siperado parBotexvirus
Reacdes de RT-PCR utilizando oligonucleotideos cipas paraPotexvirus
resultaram na amplificacdo de fragmentos de apradamente 760 pb, os quais,
possivelmente, representem a amplificacdo parotalgdne codificador da

replicase viral.

Palavras-chave:CsCMV, cultura de meristemas, termoterapia, soralagste
de ELISA-indireto.
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ABSTRACT

CARNELOSSI, Patricia Rosin, MS, State UniversityMdringa, February 2010.
Clonal cleaning of cassava Manihot esculenta Crantz) varieties and
antiserum production against Cassava common mosaic viruddviser: Dr.
Eliezer Rodrigues de Souto.

Part of the production of cassaWanihot esculent&rantz) is directed towards
human feeding through consumption of its roots. Dwoe its vegetative
propagation, it is subject to the disseminationsg$temic diseases as those
caused by viruses after successive generationdV€s€the most disseminated
in the cassava producing areas of the world. Is Work, a clonal cleaning
protocol was evaluated in order to obtain clearladtp free from CsCMV of the
varieties of cassava (Olho Junto, Fécula Brancg, 9Q, IAC 12, IAC 13, IAC
14 e Baianinha) and the material “Pasquini” (nofird& variety) cultivated in
the Northwest region of Parana State. A specifitsarum for CsSCMV was
produced and Indirect ELISA tests revealed the maiafection of CSCMV in
all the cassava varieties tested. The micropropag@irotocol was efficient for
Olho Junto and IAC-12 varieties and also for “Pasiuresulting in healthy
plantlets, which were ready for acclimatization.r Rbe other varieties it is
necessary to adapt this method. The results shaolad31 out of 64 cassava
plantlets developedn vitro proceeding from thermotherapy associated with
meristem tip culture (independently from the vafjewvere free from CsCMV
after indexation tests through ELISA. The additidrRibavirin to the MS culture
medium at the concentrations of 5 - 40 mg/L waseifitient for the conditions
tested, causing fitotoxic effects and death of3herieties tested. The CsCMV
purification was efficient and a highly specific taerum with a high titre
(1:10.000) was raised. When used in ELISA tests,pitepared purifications of
specific G immunoglobulins (IgG) for CsCMV were efly successful and

showed to be more sensitive to virus detection ttien pure antiserum. The
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molecular mass of the purified CsCMV coat protessvdetermined, which was
close to 20 KDa and within the expected valueHotexvirus RT-PCR reactions
using specificprimers for Potexvirusresulted in the amplification of fragments
(around 760 bp), which possibly represent the glaamplification of the viral

replicase coding gene.

Keywords: CsCMV, meristem culture, thermotherapy, serologgirect-ELISA

tests.
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1. INTRODUCAO

A mandioca anihot esculent&rantz), uma das espécies cultivadas do
géneroManihot é uma planta que tem a maior parte de sua prodiestinada a
alimentacdo humana, através do consumo de suas.rara um grande namero
de paises é o alimento predominante na dieta digorao fonte de carboidrato.
Além disso, também é empregada na nutricdo aniswdl, forma de farelos
obtidos da parte aérea, e na industria, na quat ped utilizada como matéria
prima na producao de amido (McMAHON; WHITE; SAYRIR95).

De acordo com Rodrigues et al. (2008), a mandioaam@ cultura
propagada vegetativamente através do plantio deepeg segmentos do caule,
conhecidos como manivas ou estacas. Estudos revglema utilizacdo de
manivas de boa qualidade exerce influéncia diretaumento da produtividade,
a qual pode atingir 30% na producao de raiz seet@nméncia de outras praticas
culturais ou aplicacédo de insumos.

Como ressalta Quak (1977 apud GRATTAPAGLIA; MACHADO
1990), em grande parte das espécies propagadasatemeente, como a
mandioca, ha uma grande probabilidade de infecQ@om ou mais virus, sendo
os latentes aqueles que apresentam a maior dddelém serem detectados
através dos seus sintomas visuais. Em plantiossivos e/ou clonagens, esses
patdgenos sdo transmitidos e acumulados nas plaethszindo o vigor e a
produtividade das culturas infectadas.

Ao considerar o fato de que as viroses causadogaslogncas em
mandioca podem inviabilizar economicamente asdatdes relacionadas com a
producdo de matéria-prima e também reduzir drasBote a qualidade do
produto, especialmente quanto aos teores de amagloafzes, cuja reducao pode
variar de 10 a 80%, faz-se necessario diagnogsic@dra que se evitem ataques
severos que podem provocar uma reducao em torii@%ena produtividade ou

até mesmo perdas totais em genotipo suscetivel BS;\EILVA, 2003).



Uma grande diversidade de virus pode ser deteatadaultura da
mandioca, porém, no Brasil, ha relatos da ocoreédei trés virus, o virus do
mosaico comum da mandiod@gssava common mosaic Vir@&sCMV), o virus
mosaico das nervurgd€assava vein mosaic viruSsVMV) e o virus do couro
de sapo da mandio¢@€assava frogskin disegs€FSD). Supde-se que o0 CsCMV
seja 0 virus mais frequente e importante em todagegides produtoras,
principalmente nas Regifes Sul e Sudeste. Estes eausam infeccdo que
prejudicam as variedades cultivadas e interferem @ fotossintese,
comprometendo o crescimento das raizes e influethcianegativamente na
produtividade da cultura (COSTA; KITAJIMA, 1972).

Para Morel e Martin (1952 apud GUERRA; NODARI, 2j0fiante da
dificuldade de erradicacdo do virus em plantastafias a técnica de cultura de
tecidos com meristemas ou apices caulinares (rasrés@pical com primordios
foliares) vem sendo amplamente utilizada para mimdicdo de virus, obtendo
material de multiplicacdo com alta qualidade figmstria, gerando assim, um
grande impacto na producdo agricola vegetal. Estida pode ser aplicada em
diversas espécies vegetais e para varias finakdadeno o estudo do efeito de
fitorreguladores na iniciacdo foliar e no floresemto, a propagacdo vegetativa
para obtencdo de plantas livres de patdgenos, tiphwalcdo clonal rapida e o
desenvolvimento de cultivares melhoradas (tolegaasidoencas, aos herbicidas,
a salinidade, a seca, entre outros)

Segundo Mabanza et al. (1995), a cultura de meresee primordial
para o aumento da produtividade em regifes que éstéctadas por virus e
bactérias, o que torna possivel a obtencdo de uamalg) quantidade de mudas
em um curto espaco de tempo. Dentre as técnicesliea de tecidos, a cultura
de meristemas se destaca, uma vez que € caparwmipra disseminagdo de
doencas propagadas vegetativamente de uma geragii@aQuando combinada
com a termoterapia, esta técnica tem demonstraa® fegultados na eliminacao
de patégenos virais de uma ampla gama de espéusgedeiras (KARTHA;
GAMBORG, 1975), proporcionando o aumento da posggtnh de plantas livres
de doencas (CONCI; NOME, 1991).



Apesar do método da cultura de tecido possibiitabtencédo de plantas
sadias, ele ndo € totalmente eficaz na eliminagioridis. Dessa forma, é
indispensavel o emprego de um teste complementaddgacéo para identificar

as plantas matrizes realmente sadias (PALAZZO.e26@06).

1.1 Justificativa

A cultura da mandioca apresenta, ha anos, o mesivel e
produtividade, uma vez que nédo se observa interdasparte da iniciativa
privada em investir no aumento da tecnologia. E&dta de incentivo
tecnoldgico e os problemas ocasionados por doepiEgs, manejo inadequado
dos solos, baixa fertilidade, cultivares pouco ptivs e com baixos teores de
amido nas raizes, entre outros, tém causado posja@ia setor e diminuicdo na
area plantada. Além disso, o0 recente aparecinmgmtaroses na mandioca, 0s
quais eram mais esporadicos, estdo se agravanaimdepropagacao vegetativa
desta espécie (SOARES et al., 2009).

Este trabalho visa adequar protocolos de limpeanatide mandioca
para as principais variedades cultivadas no Parangroduzir um antissoro
especifico para o virus mais disseminado na cultui@sCMV. Este antissoro
sera indispensavel nos trabalhos de indexacéo ddrahaterial de propagacao
obtido.

1.2 Objetivos

- Adequar o protocolo para limpeza clonal de mudkasnandioca das
variedades cultivadas na Regido Noroeste do P&ihé Junto, Fécula Branca,
IAC 90, IAC 13, IAC 14, IAC12 e Baianinha), e o maal “Pasquini”.

- Indexar o material propagativo para o CsCMV d@sawo teste
sorologico ELISA-indireto.

- Produzir um antissoro especifico para o CsCMV.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura da mandioca

Segundo a Organizacdo das NacbGes Unidas para Agricue
Alimentacdo (FAO, 2009), no ano de 2008, a produgamdial de raizes
tuberosas de mandioca foi em torno de 238 milhédasnkladas, correspondente
ao resultado de um crescimento de 3% ao ano nasaslttrés décadas.
Considerada como o quarto cultivo mais importaotéldndo, a mandioca € um
alimento béasico para quase 1 bilhdo de pessoa®®&malses.

Atualmente, o Brasil esta entre os maiores prodstonundiais, com
uma producédo estimada em cerca de 30 milhdes é&atas. As exportacbes de
fécula e amido de mandioda naturano ano de 2005 chegaram a representar
US$ 4,7 milhdes em receita para o pais, equivalendd,5 mil toneladas, e,
nesta mesma época, as exportacoes de dextrinares aunidos e féculas
modificados representaram receita de US$ 19,7 aslii@BAM, 2009).

E importante destacar que os Estados de S&o PRatana, Santa
Catarina e Mato Grosso do Sul formam um complexoiadustrial que produz
e processa cerca de 5 milhdes de toneladas des ailzerosas de mandioca
destinadas a producéo de farinha e amido (IBGE3)2@uase toda a producéo
de farinha paranaense é designada aos Estadosshioode S&o Paulo e Rio de
Janeiro. Quanto a fécula, cujo destino € semellamnta farinha, cerca de 30%
da producéo séo transformados em produtos modifscad5% sao exportados
(SEAB, 2009).

Dentre os estados que formam esse complexo ingystrmaior e mais
moderno do pais esta situado no Estado do Parangl @ossui uma posicao de
destaque no setor de producdo de raiz de mandismu® derivados. Nesse
estado, principalmente nas regides de Paranavaiceoca de 34% da producéo,
Cianorte, Campo Mourdo e Umuarama, cultivam-se agpiistes clones de
mandioca: Fibra, Olho Junto, Espeto, Fécula Brahtiep, IAC 13 e IAC 14



(TAKAHASHI; GONCALO, 2001). Alem disso, vale destacque essas regides
detém 69,5% da area ocupada com a cultura em tedtado. Conforme dados
da SEAB/PR (2009), a cadeia produtiva da mandiasdenestado ocupa o 3°
lugar na producéo nacional de raizes de mandioemmega mais de 38.000
pessoas, movimentando recursos da ordem de R$ 386em ao ano. No

Parana, 41 industrias de fécula de mandioca e #a#@heiras podem ser

encontradas, cuja maior concentracdo se da nardgiRaranavai.

2.1.1 Caracteristicas da cultura

A mandioca €, de acordo com Aguiar (2003), umaucaltropical de
origem brasileira, provavelmente proveniente dagdes Nordeste e Central,
cultivada ha mais de quinhentos anos pelos indégeamo fonte de alimento.
Quando os portugueses aportaram no Brasil, observasua rusticidade,
produtividade e versatilidade, e a levaram paraasutoldnias, expandindo-a
pelo mundo. Na Africa e Asia, a mandioca se toradiase de sustentacio das
populacdes carentes (em torno de 600 milhdes dsoasse a terceira maior
fonte de calorias entre os trépicos (FAO, 2005).

Como destaca Aguiar (2003), devido sua origemarpiente brasileira, a
mandioca é cultivada desde pequenas areas, comdoe fundos de quintal,
para consumo familiar, até grandes extensdes depara fins industriais, onde
as colheitas podem ser realizadas com um ou doigscilsso sO € possivel
porque, a mandioca apresenta uma boa adaptacamararapla diversidade de
ambientes, tolerancia a distintos fatores biotee@hioticos e com versatilidade
de uso (CEBALLOS, 2002).

A cultura se desenvolve vigorosamente em locaise amdb ocorrem
geadas e onde néo haja temperaturas inferiore¥a @@ue leva os agricultores
de regides frias a evitar tal plantio. Como apdfitaSharkawy et al. (1989), a
taxa fotossintética de plantas de mandioca se maesgtavel entre 20 e 25°C e
alcanca o maximo de atividade na faixa de 35°G¢énglie pode ser reduzido de

acordo com a variacao de temperatura.



Quanto a alimentacdo, a planta de mandioca podeigsatmente
consumida por homens e animais, ja que suas radigEgosas, ricas em
carboidratos, correspondem a porcdo de maior vatmmémico da planta
(CEBALLOS, 2002). Na nutricdo animal, pode ser émida sob a forma de
farelos e, na industria, como matéria-prima naaggitn de amido, na producédo de
farinha, além de ser utilizada, em pequena quaildidaara o consumnia natura
(McMAHON; WHITE; SAYRE, 1995).

Com relacao a classificacdo botanica, a mandiodamqe a classe das
dicotiledbneas, a familia Euphorbiaceae e ao géMamihot e é descrita como
um arbusto lenhoso perene com altura média de smnca metros. Dentre as
noventa e oito espécies que constituem este gésmrente aM. esculentadem
propriedades comerciais para a producdo de raizlkesrasas comestiveis
(CEBALLOQOS, 2002).

A mandioca é uma cultura propagada vegetativanaragés do plantio
de pequenos segmentos do caule, ditas manivas taoags Neste tipo de
propagacdao, as caracteristicas morfolégicas e agrioas originais da planta sao
mantidas, o que € uma grande vantagem, emboralgajas fatores que limitam
a sua multiplicacdo. O primeiro fator se refereaixd taxa de multiplicacao
gerada pelas manivas, uma vez que plantas vigosasiam produzir em
média 10 manivas de 20 cm, porém, a média de uamsaphdulta € de somente 5
manivas de 20 cm com boa qualidade (MATTOS eR@D0).J4 o segundo fator
limitante se refere a reducdo da qualidade dasvamrao longo de plantios
sucessivos devido ao acumulo de pragas e doenegasagutransmitidas a cada
geracdo, o que reflete no decréscimo de produteidias lavouras. I1sso significa
gue as manivas de mandioca sdo excelentes vedrildisseminacédo de pragas e
doencas causadas por virus, bactérias e podridiksulares dentre e entre
regides Em plantios sucessivos e/ou clonagens, esses paggéo transmitidos
e acumulados nas plantas, reduzindo o vigor e dupwidade das culturas
infectadas, 0 que torna praticamente impossivetseatrole quimico (TORRES;
TEIXEIRA; POZZER, 1998).



Clones de materiais propagados vegetativamentey eomandioca, que
estdo infectados por virus podem apresentar séoiaplicacdes. I1sso porque,
uma vez ocorrida a infeccdo, o virus sera, autcaratnte, transmitido ao
propagulo vegetativo (bulbos, tubérculo, manivagree outros) para a maior
parte ou, até mesmo, para toda sua descendéngterizxpor exemplo, muitas
variedades propagadas vegetativamente que sdwadali ha anos ou, até
mesmo, décadas, as quais podem estar infectadasnijomeros virus. No
passado, a susceptibilidade de clones completasapafeccdo por virus levava,
freqientemente, a sua extincdo comercial. Enti@tattialmente, faz-se uso de
variedades resistentes, controle de insetos vetlresrus limpeza clonal, entre
outros (WALKEY, 1985).

Ao plantar manivas com potencial de producéo relhyzp que ocorre
em funcdo do envelhecimento fisiologico ocasiongoela multiplicacéo
constante e de infeccbes causadas por varias dpepcacipalmente as
sistémicas, pode-se obter uma produtividade afe¢sdaniveis de até 100%.
Assim, embora 0 uso de manivas selecionadas ssgaaal para o aumento do
rendimento agricola, os produtores ndo dao a devidartancia para este fato.

Como qualquer outra cultura, a mandioca é afetaulapptégenos, os
guais, dependendo da regidao e da suscetibilidadeullizar, podem causar
perdas consideraveis. Dentre as doencas que afetarttura no Brasil estédo a
podridao radicular Rhytophthoraspp., Fusarium spp., Sclerotium rolfsii, e
outros), o superalongament8phaceloma manihoticglaas viroses (virus do
mosaico comum da mandioca (CsCMV); virus mosaicongavuragCsvVMV) e
o virus do couro de sapo da mandi¢C&SD)), osuperbrotamento (fitoplasma),
a antracnose Cplletotrichum gloesporioided. sp. manihotiy, a ferrugem
(Uromycesspp.), as manchas foliares, como a mancha p&sdedgsporidium
henningsi) e a mancha brancRljaeoramularia manihotjsa queima das folhas
(Cercopsora vicosgee a bacterioseX@gnthomonas axonopodp. Manihotis.
Vale ressaltar que esta ultima tem sido objetoidersbs estudos e avaliada em
programas de melhoramento (CEBALLOS et al., 2004).



2.1.2 Viroses na cultura da mandioca

Na cultura da mandioca, podem ser detectados dwergus, alguns
deles sdo de grande importancia econdmica, deva® danos causados,
enquanto outros apenas infectam a mandioca de ftateate. Aquelas que
apresentam importancia econémica significativa thrilduicdo regional sao:
African cassava mosaic virlgCMV) e Cassava brown streakirus (CBSaV)
na Africa; Cassava green mottle vird€GMV) nas ilhas do Pacificd€assava
virus X (CsVX) e Cassava colombian virusa Colémbia (CCV);Cassava
caribean mosaic virugCCMV) na América Central; éndian cassava mosaic
virus (ICMV) na india (COSTA; KITAJIMA, 1972). Ja no Briadha relatos da
ocorréncia de trés virus, o virus do mosaico cordanmandioca (CsCMV), o
virus mosaico das nervuras (CsVMV), e o virus dareale sapo da mandioca
(CFSD). Segundo Costa e Kitajima (1972), estessyirejudicam a fotossintese
das plantas, comprometendo o crescimento das minésrferindo, dessa forma,
na produtividade da cultura.

Segundo Thresh et al. (1994 apud CALVERT; THRESB02}, as
viroses que infectam a cultura da mandioca na @friksia, llhas do Pacifico e
Ameéricas do Sul e Central estdo abaixo citadas, seus respectivos nomes
cientificos, siglas, familias e géneros. Vale destgue 0s virus com nomes em
italico sdo espécies reconhecidas e aqueles qusugrasum asterisco (*)
apresentam distribuicdo localizada, embora sem rit@upcia econémica para
aquela regiéo.

a) Africa:

African cassava mosaic virhA\CMV (Geminiviridae Begomovirug

East African cassava mosaic vir(ieminiviridae Begomovirug

South African cassava mosaic vi@&:miniviridae Begomovirug

Cassava brown streak viru€BSaV Potyviridae Ipomovirus;

Cassava Ivorian Bacilliform virus* CsIBV;

Cassava Kumi viruses A and B*,

Cassava “Q” virus*;



Cassava common mosaic virus€EsCMV (Flexiviridae Potexvirus.

b) América do Sul e Central:

Cassava common mosaic ViueBsCMV (Flexiviridae Potexvirug;
Cassava virus XCsVX (Flexiviridag Potexvirus;

Cassava vein mosaic viru€£sVMV (Caulimoviridag Cavemovirug
Cassava Colombian symptomless Wiru€CSpV Elexiviridae Potexvirug,
Cassava American latent virusCsAIV (Comoviridae Nepoviru$;

Cassava frogskin “virus” - CsFV.

c) Asia e Pacifico:

Cassava common mosaic vitusCsCMV (Flexiviridae Potexvirug;
Indian cassava mosaic virudCMV (Geminiviridae Begomoviruj
Sri Lankan cassava mosaic Vii'SLCMV (Geminiviridae Begomovirukg

Cassava green mottle virus®CGMV (Comoviridae Nepoviru3.

Conforme Fukuda (1993), manifestacdes severas akscds causadas
por virus em variedades suscetiveis podem causdagra producao que variam
de 10 a 20%, o que prejudica a qualidade do proshteirtude da reducéo de 10
a 50% nos teores de amido. Entretanto, Costa @rKatg1972) afirmam que as
perdas na colheita induzidas por infec¢gdes viragem ser de 30% ou mais,
necessitando, assim, de uma selecédo de estacawveigupara propagacao e da

eliminacdo das plantas e manivas infectadas.

e Virus do mosaico comum da mandiocaGassava common mosaic
virus - CsCMV)

No Brasil, os primeiros relatos do virus do mosa@iocmum da mandioca
(Cassava common mosaic viru€sCMV) ocorreram na regiao Sul, embora ele
tenha sido descrito pela primeira vez no estad8adePaulo por Costa em 1940
(VELAME; FILHO, 2001).Ap0s esta primeira identific@o, o virus foi



verificado também em outros paises da América dp Siuica e Asia e,
atualmente, tem sido observado freqlientemente rmogliotais da Coléombia,
Peru, Indonésia e Africa (CALVERT; THRESH, 2002)owavelmente, esta € a
virose mais importante e frequente em todas a®esgirodutoras brasileiras,
principalmente no Sul e Sudeste, causando infecgies prejudicam
economicamente as variedades cultivadas (FUKUDA31L9

O CsCMV é conhecido por infectar sistemicamenteaadioca e pode
infectar, pelo menos, 6 espécies de dicotiledondAsnaranthaceae
ChenopodiacegeCompositag Euphorbiaceag Malvaceaee Solanaceag Em
condicBes experimentais de susceptibilidade pd&eagéo por virus, as seguintes
espécies também foram encontradas como hosped@eassia occidentalis
Chenopodium album Chenopodium amaranticolpr Chenopodium murale
Chenopodium quingaCnidoscolus acontifoliydDatura stramoniumEuphorbia
heterophylla Gomphrena globosaGossypium hirsutumManihot esculenta
Nicotiana benthamianaicinus communi&KITAJIMA et al., 1965).

* Propriedades do génerd’otexviruse doCsCMV

O Cassava common mosaic VirulCsCMV) pertence a familia
Flexiviridae e ao géner@otexvirus que tem pelo menos 30 membros possiveis e
definitivos, além de possuir o virus X da batatmaanembro tipo (KITAJIMA,
1965).

De acordo com Kitajima (1965), o CsCMV possui unpsideo nao
envelopado de particulas alongadas e semi-flexummsasdimensao de 15 x 495
nm e com uma Unica capa protéica de peso molemlé&ivo de 26 000 daltons
(Da), sendo que cada particula é constituida dematécula de RNA de senso
positivo e de fita simples (+ssRNA) de 2.1-2.3 ¥,18 qual, por sua vez,
corresponde a aproximadamente 6% do peso da par(NOLT; PINEDA,
VELASCO, 1992).

No génerdPotexvirusforam encontradas 5 fases abertas de leibpan

reading framea ORF, que é a porcdo do genoma de um organismoaniénc
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uma sequéncia de bases que pode codificar umanapteendo que a ORF 1
codifica uma proteina responsavel pela replicaggoRINA. As ORFs 2-4
sutilmente se justapem uma na outra e sédo corasectdno os “blocos triplo de
genes” {riple gene blockTGB), estando envolvidos no movimento viral cglul
célula juntamente com a proteina capsidial. Ja B ®R da regido terminal 3’ e
codifica a capa proteica (CP) (Figura 1). Acredigaque o RNA gendmico dos
potexvirus seja funcionalmente monocistrénico e gpraente a proteina de ORF
1 possa ser traduzida diretamente do gRNA (ABOUHXRD HUIMIN XU;
HEFFERON 1998).

166K Polymerase 25K 9K 25K CP
5 ORF 1 N G N 2 4 | (A)n3"
[ 3]
NN = =N

Figura 1 — Organizagcdo genomica do CsCMV baseadasequencia de
nucleotideo do RNA viral clonado. As ORFs 1, 24% 5 estdo
representadas por caixas. O tamanho das protestés descritos
tanto acima como abaixo das caixas (CALVERT etl&i96).

Encontram-se na mandioca e na hospedeira herbddcdsenthamianaas
inclusdes nucleares tipicas Botexvirus as quais podem ocorrer no citoplasma de
todos os tecidos das folhas de mandioca infectados) excecdo para 0S
“traqueideos” e tubos crivados. Tais inclusfes isteim em massas fibrosas que
contém particulas filamentosas de comprimento é@rdéhado (10-15 nm de
didmetro), sdo variaveis em tamanho (geralmentmgabdas de até 15-20 um de
comprimento e 3-5 um de largura), dispdem-se vealatente em paralelo, embora
sua distribuicdo ndo seja definida, e sdo maisiéetgs em areas de folhas amarelas.
As principais mudancas ocorridas nos componentataces ndo foram associadas a
infeccdo do virus, exceto a acumulacdo anormal ahida nos cloroplastos
(KITAJIMA; COSTA, 1966).
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» Sintomas causados pelo CsCMV

Os sintomas causados pelo CsCMV aparecem nas fbass ou de
meia idade na forma de areas verde-claro entrerseania areas verde-escuro
normais (mosaico) (Figura 2). A infeccéo pode caosaparecimento de plantas
nanicas com possiveis deformacdes nos bordos tlessfaespecialmente nas
folhas novas (MASSOLA; BEDENDO, 1998). Em algunsasa observa-se que,
quando as folhas vao se desenvolvendo, os sintdesaparecem por completo,
especialmente quando as condicbes ambientais santomdversas para 0
desenvolvimento da doenca (CALVERT; THRESH, 2000 significa que os
sintomas sdo mais severos durante periodos retaiv@ frios, nos quais as
plantas afetadas podem ficar atrofiadas, ter seendelvimento interrompido e
provocar perdas na producéo de até 60% (COSTA,; KIWA, 1972).

Figura 2 — Folhas de mandio@danihot esculentagpresentando os sintomas de
mosaico causado pelo CsCMV.

» Disseminagao do CsCMV
A disseminagcdo do CsCMV ocorre por meio de pratazdsirais como
procedimentos de poda, transmissdo mecanica porhatles e outros

implementos usados para preparar as estacas @pphmente, através do plantio
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de materiais de propagacao infectados. Emboranest® de transmissao seja
ineficiente, ele é o Unico conhecido para propaggganta-a-planta. Assim,
torna-se necessario a obtencdo de manivas a gartinaterial isento de virus
para ndo comprometer o cultivo e a producéo da meadCOLARICCIO et al.,
2009). Nao ha insetos vetores conhecidos parasardisacdo desse virus, bem
como nao ha relatos de transmissao por sementeéSTIEXITAJIMA, 1972).

e Controle do CsCMV

Ao considerar que a disseminagdo do mosaico comainmandioca
(CsCMV) so se da por meio de material de plantieciado e por instrumentos
contaminados, os métodos de controle recomendasdesam-se na utilizacdo de
material de plantio originario de culturas sadiasedesinfeccdo, em intervalos
regulares, de facOGes ou outras ferramentas usaodlapraparo de manivas
(LORENZI; DIAS, 1993).

A eliminacdo de plantas que apresentam o0s sintodeasCsCMV
proporciona um controle adequado e a melhor épaca gsse procedimento é
quando os sintomas aparecem nas primeiras follmgnbanto, caso as plantas
ndo sejam eliminadas nesta época, elas devem seadaa e suas estacas
gueimadas logo apoés a colheita das raizes tubem@sasuidados na selecao do
material de plantio também podem erradicar ou rie@udoenca a um nivel de
significancia econdmica secundaria (CALVERT; THRES02). E segundo
Soares et al. (2009), o cultivo de material restisteou tolerante ao virus do
mosaico comum da mandioca evita a manifestacaoelacd e por consequéncia
perdas acentuadas na producéo.

Assim, devido a dificuldade de erradicacédo dossyiaLtécnica de cultura
de tecidos com meristemas ou apices, combinada@eam a termoterapia e ou
com a utilizacdo de antivirais sao ferramentas gpagem ser empregadas para

realizar a limpeza clonal produzindo plantas lidesvirus.
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2.2 Métodos empregados na limpeza clonal

2.2.1 Cultura de tecidos

Dentre as diversas técnicas utilizadas na biotegiml a cultura de
tecidos de plantas esta desempenhando um impopapét para o setor agricola
produtivo, gerando protocolos que promovem o swuEgim de plantas mais
uniformes, produtivas e livres de toda a classpalégenos (BARRUETO CID
et al.,2007).

A cultura de tecidos € uma técnica na qual pequémgsnentos de
tecido vegetal vivo (folha, raiz, caule, meristemahamado explante, séo
isolados de um organismo vegetal, desinfestadodtieatios assepticamente por
periodos indefinidos em um meio de cultura apraojari@om o objetivo de obter
uma nova planta idéntica a original, ou seja, zaaluma clonagem vegetal,
mantendo o genotipo idéntico aquele do ancestraluoo (TORRES et al.,
2000). Ela se baseia na teoria da totipoténciagued os seres vivos tém a
capacidade de regenerar organismos inteiros, ad@&né matriz doadora, a partir
de células unicas (ALVES et al., 2008).

A técnica da cultura de tecidos teve seus primeaisdgdos por volta de
1902 no século XX, através dos estudos do bot&aicdaberlandt, o qual, em
seus experimentos, isolou células e, com alterag@esua nutricdo e condi¢des
ambientais, refez todas as etapas de crescimerggendblvimento e
diferenciacdo, assim como ocorre em uma plantztantaa natureza (FILHO;
KITAJIMA, 1995).

Esta técnica € uma das ferramentas utilizadasdesenvolver pesquisas
ligadas a fisiologia da planta, a bioquimica, aégen, entre outras, além de
desenvolver protocolos de micropropagacdo de Hamites, de grande
importancia econbmica para o agronegocio, visangooducdo de alimentos,
fibras e energia (ex.cana/alcool) (SINCLAIR; GARDRIE1998). De acordo
com Ferreira, Caldas e Pereira (1998) ela tambéae ger empregada para a

multiplicacdo de espécies de dificil propagacaon@@lgumas espécies nativas
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do Cerrado) e para a limpeza clonal de culturasi¢co abacaxi, 0 morango, o
citrus, a batata, a mandioca e outros), produzinddas livres de virus. Logo,
atualmente, a cultura de meristemas sendo utilipada a propagacao de plantas
in vitro, recuperacdo de plantas livres de virus, cons@&ovacintercambio de
germoplasma e transformacéo (TORRES; TEIXEIRA; PERZ1998).

Segundo Walkey (1985), a maior parte dos meiosudtara utilizados
para a realizacdo da técnica de cultura de tecidasomento € baseado no meio
Murashige e Skoog’'s (1962), o qual tem sido utilzale forma bem sucedida
para cultivar uma ampla gama de espécies de plaBtameio de cultura é
constituido por sais minerais (micro e macronuteg)) por nitrogénio reduzido,
por uma fonte de carbono, por vitaminas e porréguladores de crescimento,
necessarios para manter a divisdo celular e afgenajio dos explantes. A
combinacdo adequada entre esses componentes,adssasi demais condicbes
de cultivo, como a luz (intensidade, qualidadetederiodo) e a temperatura, sao
essenciais para obter o sucesso dessa técnica (ANER2002).

Os fitorreguladores de crescimento sao de extrenp@rtancia para o
cultivo de meristemas ou de apices caulinares.eEns citocininas, a 6-
benzilaminopurina (BAP) tem proporcionado os metkaresultados, induzindo
a formacéo de grandes numeros de brotos e altalearaultiplicacdo em muitos
sistemas de micropropagacédo. As auxinas e gibasesiéio utilizadas com menor
frequéncia e em menores concentracdes do que @sngibs. O acido 3-
indolacético (AlA) € a auxina mais recomendada pacaltivo de meristemas,
enquanto que o acido giberélico (GA3) (giberelifajorece o alongamento da
parte aérea e também é capaz de reduzir a pereentdg explantes necrosados
(ALBUQUERQUE et al., 2000).

De acordo com Sant’Ana, Freire, Dias (2001), plantgeneradas por
meio de cultura de tecidos podem surgir individgos se distinguem da planta
original em um ou mais caracteres e essas altexggbdem ser estaveis e
transmissiveis aos descendentes, fendmeno estemihadm de variacéo
somaclonal. Diversos fatores, de natureza basthstietas, podem induzir essa

variacdo, entre eles estdo, a composicdo quimicaneio de cultura e suas
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condicOes fisicas (solida ou liquida) que podentaafe comportamento dos
organismos desenvolvidos nestes meios, os fitaadgués de crescimento, que
podem provocando um crescimento desordenado dagues$s celulares, com
consequente surgimento de células com anomaliggréentagem de variacao
somaclonal aumenta com o nimero de subcultivosréango, deve ser limitado
0 numero de subcultivos para obtencdo de mudadtaeyaalidade genética
(SANTOS; RODRIGUES, 2004). Segundo Mabanza et1#19%), o vigor das
plantas de mandioca livres de doencas tem sidenwa$o por mais de quatro
ciclos da cultura, sem a ocorréncia de variacopmslonais indesejaveis para a
variedade, que podem levar a modificacbes no gemdestas.

A utilizacdo da cultura de tecidos para erradidansvde plantas teve
inicio em 1934 com White quando ele observou queubsultivos de segmentos
de raizes de plantas infectadas por virus levavana&liminacdo e que a gema
apical de crescimento também se encontrava livrevides (GUERRA;
NODARI, 2006). Na década de 40, Morel e Martin &o,cultivarem meristemas
apicais de plantas infectadas, obtiveram sucesserma@icacdo de virus em
plantas de Dalias e de Batata (WALKEY, 1985).

Murashige e seus colaboradores foram os primeiudizar a técnica da
cultura de tecidos em suspensao, a partir de pastiog, para estudar as viroses.
Este sistema proporciona a sincronizacdo da mulgdAo viral para estudar a
producéo de acidos nucléicos virais e proteinas. fisz com que esta técnica se
tornasse uma ferramenta muito utilizada nos estdddsologia de virus.

A limpeza de plantas infectadas por virus podeealizada através de
duas das diversas técnicas da cultura de tecidoantivo de meristemas apicais
de plantas e a posterior micropropagacéo. De acowdo Souza et al. (1995),
estas técnicas sdo essenciais para elevar a pidddg em regides infectadas
por viroses e bacterioses e prevenir a dissemindggwagas e doencas de uma
geracao para outra, disponibilizando uma grandetmlzale de mudas sadias em
um curto espaco de tempo e assegurando estabitigadéca.

Um fator muito importante para a obtencéo de tecidoes de virus esta

relacionado ao tamanho do explante meristematicade, podendo variar entre
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0,1 a 1mm, ou seja, quanto menor o explante retinaadior a chance de se obter
sucesso na limpeza clonal, porém, maior é a difaxleé de sua regeneracédo
(MURASHIGE; SKOOG, 1962). Em geral, explantes cingtos pelo
meristema apical, terminal ou axilar, com um owsgwimordios foliares e apices
caulinares (meristema apical com um ou dois pagefoltias e de tamanho que
pode variar de 0,3 a 20 mm), séo os recomendaddERRA; NODARI, 2006).

2.2.1.1 Mecanismos de erradicacao de virus poucaltle meristemas

Diversos estudos estdo sendo desenvolvidos pacaras respostas que
explicam como a técnica da cultura de meristemds pooduzir plantas livre de
virus. Segundo Guerra e Nodari (2006), a concdidragral nas plantas
infectadas n&o é uniforme, sendo maior nos teciiduros e menor nos tecidos
meristematicos. Na primavera, com 0 crescimentensd das plantas, o0s
meristemas ficam rapidamente alongados e a coag@otwiral é reduzida.

Grattapaglia e Machado (1990) acreditam que, nareutle meristemas,
a maior atividade de sintese protéica no tecidoisteenatico desfavorece a
multiplicacdo do patdgeno e a incipiente ligacascuéar do meristema com o
restante dos tecidos, proporcionando, assim, umaomeistribuicdo das
particulas do patdégeno. Albuquerque e{2000)enfatiza também que as células
meristematicas, por ainda serem indiferenciadagsaptam grande capacidade
de se regenerar em quaisquer tipos de células de planta, desde que
devidamente estimuladas.

Algumas hipoteses para explicar a baixa concerdragda auséncia de
virus nos tecidos meristematicos sdo descritasGugarra e Nodari (2006).
Fatores como a auséncia de tecido vascular (xilenflmema) na regidao do
meristema apical, a presenca nesta regido de pesjgemensdes das conexdes
plasmodesmaticas que dificultam a passagem do deustlula a célula, bem
como o ritmo ativo de divisbes celulares tambémepo@xplicar isto. Porém, a
hipétese mais aceita se refere ao efeito da desaeg#@io celular, no qual a

interrupcdo da organizacdo normal dos tecidos teem&icos pode ocasionar
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uma inibicdo da multiplicacdo do virus pela nagalsbilidade de enzimas-
chaves. Isto foi confirmado em trabalhos realizactos calos, nos quais foram
encontradas baixas concentracfes virais em cal@geis de tabaco quando
comparado com calos compactados e com maioressnei organizacéo
(GUERRA; NODARI, 2006).

Assim, a inexisténcia de virus nos meristemas appzde ser atribuida
aos seguintes aspectos: como o domo apical sazeaalcerta distancia das
terminacdes vasculares, as particulas virais @necgassar de célula a célula até
chegar nele. Neste local, quando as células mewdsieas estdo em divisdo
ativa, o RNA do virus ndo consegue penetrar no rgandestas celulas, pois
podem existir sistemas quimicos de inativacdo. Aléiisso, as altas
concentragcbes de auxina nos meristemas caulinambém poderiam ser
responsaveis pela auséncia de virus e, devido escigrento continuo das
células meristematicas com divisdo celular inteasagmpeticdo por metabolitos
aumenta, desfavorecendo a multiplicacéo do virldHRRA; NODARI, 2006).

2.2.1.2 Aplicacao da cultura de meristemas na elagéo de virus

Como apontam Duval, Caldas e Resende (1998), Wir@ases tém sido
eliminadas, com grande sucesso, de plantas propaga&getativamente atraves
da técnica da cultura de meristemas apicais. Esg@ch, além de produzir
plantas isentas de virus, também proporciona astgsla propagadas
assexualmente um crescimento mais vigoro do qyeaasas obtidas através da
selecdo visual no campo (GUO; LIU, 1994).

Na cultura da mandioca, diversos pesquisadoragantim a técnica da
cultura de meristemas com a finalidade de erradicases de materiais que sao
utilizados para a propagacao vegetativa. Dentrg, éldejare e Coutts (1981)
utilizaram tal técnica em clones de mandioca IrmBae Nigerianos para a
erradicacdo do virus do mosaico Africano da marrd{african cassava mosaic
virus, ACMV) e do virus mosaico Indiano da mandidtadian cassava mosaic

virus ICMV), obtendo respectivamente 80 e 60% de cldhass de virus.

18



Kartha e Gamborg (1975) também utilizaram esta raeségnica que foi,
igualmente, eficiente em eliminar o virus do mosala mandioca. Além dos ja
citados, Palazzo et al. (2006), obteve com a taché;6 a 50% de plantas livres
do virus do mosaico comum da mandio€agsava common mosaic Virus,
CsCMV) nas variedades Fibra, IAC 13, IAC 90 e Olmto, com excecao da
variedade Ouro Vale que ndo apresentou plantamsedasse virus.

Para diversas culturas, o cultiio vitro de meristemas apicais também
tem sido empregado de modo bem sucedido. Torresgifeee Moita (1996), ao
avaliarem a eficiéncia de recuperacdo de plantasatida-doce livres de virus,
utilizando explantes constituidos do meristemaapmom um primérdio foliar,
obtiveram uma porcentagem de explantes sobreviverdgavel entre 40% a
80% de plantas livres de virus para as variedaetadas (Brazlandia Roxa,
Princesa, Jewel, White Star e gendtipo 156). Astnam obtidos materiais de
alta qualidade sanitaria, resultando em uma maiomdytividade em relacdo as
plantas infectadas. Ja para a cultura do alho, &ual. (2004) também obteve
plantas livres de virus.

Apesar da técnica da cultura de meristemas pdtasibél obtencédo de
clones sadios, ndo € totalmente eficaz na elimmada virus, sendo
indispensavel o emprego de um teste complementaddgacdo para identificar
as plantas matrizes sadias, pois as plantas prd@sga vitro, mesmo sem

sintomas visiveis, podem estar infectadas por YRA$AZZO et al., 2006).

2.2.2 A termoterapia

A termoterapia € uma maneira efetiva e ecologicardalicar patdgenos
de material propagativo e consiste na exposicaplai#a ou parte dela a uma
temperatura elevada por um periodo determinadosteipormente, no cultivo de
apice caulinar ou meristema, aumentando, assimchasices de se obter
explantes livres de virus. Altas temperaturas podsiuzir a movimentacéo das

particulas virais, inativar ou inibir a multiplicag do virus (KASSANIS, 1957).
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O tratamento térmico se da a partir da utilizac@agldnta infectada, ou
de seu 6rgdo, a qual cresce sob ar quente em ubiaecau camara de
temperatura controlada a 30 ou 40°C por periodoseie a doze semanas,
variando de espécie para espécie. Alguns estudatrano que periodos de
tratamento pré-condicionados em temperaturas e2ifree 35°C antes do
tratamento térmico propriamente dito (30 ou 40°Q)dgm aumentar a
capacidade de sobrevivéncia da planta e que perideaalternancia diurna a
temperaturas altas e baixas, como uma alternativa @ continuo tratamento
com alta temperatura podem ser vantaj§9o&LKEY, 1985).

As variacbes de temperatura causam alteracbes rastagq
principalmente, nas interacfes virus-planta-hospedesendo impossivel
generalizar o efeito da temperatura nesses ditsesistemas (KASSANIS,
1957).

Esta técnica pode erradicar virus de um orgdorintde uma planta,
como em tubérculos de batata, manivas de manckata, outros. Porém, nao se
pode deixar de considerar que € impossivel ermadicas de uma planta sem
danifica-la severamente ou até mesmo leva-la aeméwssim, é necessario
conhecer quais as temperaturas que determinad@®0rggetais conseguem
suportar sem a ocorréncia de danos em seus teéldos.a inativacdo de virus
nos vegetais, folhas e brotacbes novas podem, yeEmmo, ser expostas a
temperaturas mais elevadas quando comparadas z&s mia base do talo
(WALKEY, 1985).

2.2.2.1 Mecanismos envolvidos na erradicacdo desypor alta temperatura

Dentro de uma planta infectada, a sintese e adigfia das particulas
virais ocorrem em conjunto e, em elevadas temp@astocorre a suspensao da
sintese viral, embora sua degradacao continue (WEAM,KL985).

Varias hipoteses buscam explicar o efeito do tratam térmico
(termoterapia) sobre a inativacdo de virus. Algumelms afirmam que este

tratamento inibe a multiplicacdo viral, enquantotrasl acreditam que a
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movimentacdo das particulas virais na planta iatictseja reduzida. Porém,
hoje em dia, ha um grande consenso de que a teap@teando inativa o virus,

mas impede que ele infeccione brotacbes novas w@s&las durante o

tratamento (BOARI, 2008).

Segundo Walkey (1985), quando uma planta infeceadabmetida ao
tratamento com temperaturas entre 30 a 40°C, maeg@b das particulas virais é
suspensa e as brotacfes novas que continuam atesiiesrdo livres do virus
que ainda esta presente nas partes mais velhdanda. f’ara erradicar o virus de
um orgao completo, tal como um tubérculo da batatagcessario um periodo
maior de tratamento com altas temperaturas, pesarsituacdo, a replicacéo do
virus ndo deve ser somente paralisada, como tardbeenser proporcionado um
tempo maior para que 0s virus existentes degrademmeétodo para esta
degradacdo é desconhecido, mas, presumivelmentérue € destruido e
utilizado pela célula durante seu processo metabalbrmal.

As altas temperaturas, além de suspender a sidtesérus, também
inativam um fator de resisténcia na planta hospad&e esta inativacdo for
incompleta apés o tratamento térmico e a plantasoiecidos forem transferidos
de uma temperatura restritiva para uma tempera@warestritiva na replicacéo
do virus, um ressurgimento rapido na concentragéal pode ser esperado
devido a remocédo da influéncia contida no fatorrelsténcia do hospedeiro
(WALKEY, 1985).

2.2.2.2 Aplicacdes da termoterapia na eliminacawides

Segundo Adejare e Coutts (1981), Chant foi o pronea utilizacdo de
estacas com brotos de plantas de mandioca Nigeriasaquais foram tratadas
com termoterapia para a producdo de brotos liveesl@bnca do mosaico da
mandioca (ACMV. Ele sugeriu que o tratamento com altas temperapods
ser usado para “curar” a mandioca do deste virus.

Experimentos com o virus do mosaico comum da maadi@sCMV)

mostraram que os tratamentos com 16 a 18 diasweetatura a 32°C ou 5 dias
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de tratamento a 40°C foram necessarios para adedlazconcentracao viral nos
tecidos infectados que nao foram detectados pdisarda seiva. A temperatura
de 32°C foi critica para a erradicacdo do CsCNddis as temperaturas de
incubacéo dos tecidos entre 25 a 28°C provocou neghacdo na concentracao
viral, porém sem erradicacdo do virus. Estudos wiliezaram tecidos deN.
rastica infectada com CsCMV mostraram que o tratamentondiue 40°C (8
horas) mais 28°C (16 horas), o de 40°C (16 horas$ 22°C (8 horas) ou o de
36° (20 horas) mais 22°C (4 horas) foram prefesiy®ira a sobrevivéncia do
hospedeiro (WALKEY, 1985).

2.2.3 Combinacao termoterapia versus cultura dédec

Desde 1950, quando Kassanis usou primeiramenteratamento com
alta temperatura para erradicar o virus do enraltonga folha da batat®otato
leafroll virus PLRV) dos tubérculos da batata, as técnicas weemdb
termoterapia, cultura de tecido ou uma combinac& ambos foram
desenvolvidas e usadas de forma bem sucedida padicar virus dos tecidos
de planta infectados (WALKEY, 1985).

Conforme Duval, Caldas e Resende (1998), as wrpsesentes em
plantas propagadas vegetativamente tém sido elilasa&om grande sucesso
através do cultivo de meristemas, técnica que s®tmais eficiente quando
associada a termoterapia. Boari (2008) também ieafajue a adocdo das
técnicas de cultura de tecidos e da termoterapide,p@m combinacéo,
possibilitar a obtencdo de plantas sadias a pagtiuma planta infectada por
virus.

Na cultura mandioca, Palazzo et al. (2006) utilizoucultivo de
meristemas associado a termoterapia para obterexla@l®e mandioca das
variedade Fécula Branca, Ouro do Vale, Espeto,120AC 14 e IAC 15 livres
do virus CsCMV. Os resultados obtidos mostraram @ummbinacdo destas
duas técnicas foi suficiente para a obtencéo deuysés de mandioca isentas de

CsCMV, com excecdo da variedade Ouro do Vale, da géo se obteve
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qualquer plantula sadia. Do total de 61 clones dadioca, 37 permaneceram
livres de CsCMV, ou seja, uma eficiéncia de apr@adamente 60% na
eliminacédo do virus.

Kartha e Gamborg (1975), ao aplicar em plantas dedioca o
tratamento térmico com subsequente cultivo de teens apical, obtiveram
clones de mandioca completamente livres do virusmdgaico Africano da

mandioca African Cassava Mosaic ViruaCMV).

2.2.4 Quimioterapia — uso de um antiviral

Diversos pesquisadores tém buscado métodos efiparasa eliminacdo
de diferentes virus de plantas, principalmente lague propagadas
vegetativamente. Dessa forma, diferentes compodéme®minados antivirais
(como a acycloguanosine (Acicloguanosina; aciclovir), a dmthymidine
(Azidotimidin; zidovudina), o 2,4-dioxohexahydrod,2,5-triazina (DHT), a
ribavirina (Virazole) e a 2-Tiouracilaentre outros) estdo sendo utilizados na
busca por cultivares de plantas livres de virusirpde materiais infectados
(SANJEEV et al., 2007).

No presente trabalho, fez-se o0 uso da ribavirings § um composto
quimico, antiviral utilizado como uma forma sintétide alfa-interferon (proteina
produzida naturalmente pelo nosso organismo pam@rnrentar Nn0Sso sistema
imunologico e regular outras funcdes celularesjue pertence ao grupo das
drogas chamadas nucleo analogas, as quais podesficees na prevencao da
multiplicacao viral.

De acordo com Wikowski et al. (1975 apud Valde2@)1), a ribavirina
(1-B-D-ribofuranosil-l, 2,4-triazole-3-carboxamida) g wibonucledsido purinico
sintético utilizado atualmente como um excelenten&to para o tratamento de
varias infeccdes virais e possui largo espectrpedpiena toxicidade, raramente
causando resisténcia em virus de DNA e RNA. Peasdoiss descrevem

diversas inibicdes de doencas virGticas humanasripavirina, como aquelas
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causadas pelo virus da herpes, da hepatite C,bda fiemorragica e do West
Nile. Além disso, a ribavirina também € utilizadaaoquetel da AIDS.

Segundo Sidwell et a1972), este composto quimico € analogo da
guanosina, um composto antiviral de amplo espeat#racdo, que interfere na
rota biossintética da guanosina 5’-fosfato, inteqendo a sintese do RNA e de
DNA nas células infectadas e inibindo a replicagéal nos tecidos infectados.

Acredita-se que a eficiéncia dos quimicos antigirabmo agentes
inibidores da multiplicacdo do virus esteja ligaglasua concentracédo, planta
hospedeira, tipo de tecido que esta sendo tratatifmoede virus. Porém, sua
eficiéncia também depende do estagio de desenvamondo tecido em
consideracao (por exemplo, a ribavirina inibe dicapdo do TMV nas células
da folha do tabaco quando o tratamento foi comedgagim apds a inoculagao).
Os eventos bioquimicos que levam a erradicacadrds gor quimicos ainda néo
sao claramente compreendidos. A ribavirina pode agva na forma
triphosphate a qual inibe o cap 5’dos RNAs virais (SANJEE\Akt 2007).

A eficiéncia da ribavirina na eliminacéo de virgsplantas € muito bem
documentada na literatura. Tem sido utilizada camo viricida para tentar
erradicar diversos virus de plantas comG@ymbidium mosaic virys
Odontoglossum ringspot virus, Peanut mottle virldslnus necrotic ringspot
virus e Potato virus M, S, X Y (SANJEEV et al., 2007). Hansen e Lane (1985)
indicam que o tratamento com ribavirina de brotescdltura é um método
simples e confiavel para a eliminagdo do virus daaha clordtica da folha da
macieira Apple chlorotic leaf spot viru®\CLSV).

Tratamentos com as concentracdes de 10, 20 e 40Lpdg ribavirina
foram adicionadas a um meio de cultura MS liquidmagestar a erradicacdo do
virus X da batataRotato virus X PVX) e do virus S da batatBdtato S virus
PVS) utilizando brotos apicais. Desses tratameritsam obtidas 93 e 87% de
plantulas de batata livres de PVX e PVS, respetkrde, na concentracao de 10
ng/mL e todas as plantulas regeneradas do tratancemt 20 pug/mL estavam
livres de ambas as viroses (KLEIN; LIVINGSTON, 1983
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Barbosa et al. (2007), utilizando a cultura de stemas apicais em meio
MS suplementado com ribavirina nas concentracod®9da5, 20, 25 e 30 mg/L,
obteve de 97 a 100 % de eliminacdo do virus do itmsda cana-de-agucar
(Sugarcane mosaic virus,SCMV) nas concentracbes de 20-25 mg/L
respectivamente. J& nas concentracfes de 10-15 oggtla de 60% de plantulas
sadias foram obtidas, enquanto que em concentragesiores a 25 mg/L, as
plantas néo se regeneraram.

A combinacdo das trés técnicas (cultura de meradetermoterapia e
guimioterapia; ribavirina) produziu 80% de plantds amendoim da cultivar
Florunner e 100% da cultivar Pronto livres do vidosmosqueado do amendoim
(PeMoV) (CHEN;SHERWOOD 2008).

Para a cultura da banana, os tratamentos com niitea'e acido salicilico
na concentracdo de 10 mg/L aumentaram a diferéiwiap crescimento de
meristemas propagados. Mas, obteve-se uma poreemtegduzida de plantas
livres de virus. Por outro lado, 30 mg/L dos domiv@rais diminuiram o
desenvolvimento de plantulas micropropagadas & plrtbrotos e provocaram
um efeito deletério na regeneracdo e crescimengobdmos propagados e um
aumento de 93 a 99% de plantulas livre virus pamaatamentos com virazole e
acido salicilico respectivamente (HAZAA; EL-DOUGD@GL EL-MAATY,
2006).

2.3 A deteccao de virus de plantas

O diagnostico de uma doenca € o primeiro passo gatefinicdo de
medidas de controle. Para algumas doencas, a padsaser determinada pelos
sintomas, mas nem sempre iSso € possivel e, neases, faz-se necessario
recorrer a técnicas laboratoriais para atingiragaostico correto (RODRIGUES,
2008).

A deteccdo de doencas causadas por virus a cantiepeihdente do
avaliador e da sua familiarizacdo com os sintoraaacteristicos desta virose, 0s

quais podem ser confundidos com danos causado&cpoos, insetos (tripes e
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“mosca-branca”), toxidez e deficiéncia de nutrisnimmo zinco) (LOZANO et
al., 1983). Assim, a utilizacdo de testes diagnostievita erros associados a
diagnose feita apenas pelos sintomas na plantambéta permite indexar
matrizes, promovendo a disponibilizacdo de mudagdide virus. De acordo
com Gallo e Crocomo (1995), a identificacdo cordeia virus é importante para
0 estabelecimento de estratégias que visam 0 solen

A indexacao, ou seja, a avaliacdo da presencaroeegi em uma planta,
pode ser feita por meio de: observacéo visual thbsnsas em plantas suspeitas,
um procedimento que pode levar a erros de intexpdiet uma vez que 0S
sintomas causados por viroses podem ser confundidos os causados por
outros fatores; inoculacdo mecéanica ou enxertia plastas indicadoras e
observacdo dos sintomas apresentados; exame destao microscépio 6tico
em busca de inclusdes celulares; observacao dioetaicroscopio eletrénico de
amostras; analise de amostras por sorologia atdivésste de ELISAEhzyme-
linked immunosorbent asgaydeteccdo de RNA de fita dupla (dsRNA);
hibridizacdo; e reacdo de polimerase em cade@yerase chain reaction
PCR) (GALLO; CROCOMO, 1995).

Os meétodos sorologicos séo, atualmente, as formas uosadas na
identificacdo e caracterizacdo de virus de planpas, apresentarem maior
sensibilidade na deteccdo das particulas viraigrens eficientes e rapidos,
permitindo testar um grande numero de amostras/gorSHUKLA; WARD;
BRUNT, 1994). A técnica de ELISA tem por base a;@eaantigeno-anticorpo
associada as propriedades colorimétricas, a qui per detectada em pequenas
quantidades. As variacOes do ELISA diferem na béitside e na capacidade de
detectar as particulas virais sorologicamente imladas (KOENING; PAUL,
1982). O ELISA-indireto permite uma maior esped@iéce na identificacdo do
fitovirus, possibilitando que estirpes de um meswitus sejam detectadas
(ALMEIDA; LIMA, 2001).

Mas, para a realizacdo destes testes, S80 neossSaMtiSSOros
especificos para o0s virus em gquestdo. A maiordighid para o uso das técnicas

sorologicas na diagnose de viroses vegetais residificuldade de se dispor de
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antissoros especificos para a grande quantidadeirde que infectam os
vegetais. Para as grandes culturas comerciaisyatelg interesse econdémico,
como a cana-de-acgUcar, antissoros (mono e polisjopadem ser adquiridos
comercialmente, embora sejam caros e, por vezesesapam baixa
concentracdo de anticorpos. Ja para culturas goedispdem de grandes
incentivos econbmicos e sociais, ndo sao produz@musssoros para sua
indexacdo. Desta forma, € aconselhavel que osdtbms que trabalham no
campo da imunoquimica preparem seus proprios anisse, para que esse
empreendimento se torne viavel, é preciso queselexupem da preparacdo dos
antigénios adequados a sua producéo (CLAUSEN, 1988)

Para a producdo de antissoro, é preciso realizar pneparacéo viral
purificada do virus (anticorpo), que tem como abgeteliminar todos os
componentes vegetais e obter uma solugdo quimidarpemna do virus, ou seja,
uma solucdo na qual estdo presentes apenas pstioubis (ZERBINI,
CARVALHO; ZAMBOLIM, 2002). Esta preparacdo é entdmunizada em
coelhos e estes, por sua vez, produzem o antisemtba 0s anticorpos. Esta
purificagdo quimica é um processo complicado que&eexequipamentos
adequados, bem como pessoas capacitadas para awosjse envolve muitos
estagios, os quais vao desde a multiplicacdo d w¥m casa de vegetacao até
diferentes tipos de tratamentos quimicos e cegtifdes diferenciais.
Entretanto, deve-se considerar o fato de que as pwdem ser perdidos durante
0 processo de purificacdo ou purificados em comaedés insuficientes para
imunizacdo do coelho. Mas, se forem produzidosntissoros especificos, este
método pode ser amplamente adotado para indexagzadrases em plantas
(BERGAMIN FILHO; KIMATI; AMORIN, 1995).

27



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Origem dos materiais propagativos de mandioca

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério deéeBmmlogia Vegetal
e em casa de vegetacdo do Departamento de Agrondanibniversidade
Estadual de Maringa (UEM).

Para a realizacdo do trabalho, os materiais préipagade mandioca
(manivas) das principais variedades cultivadaseg#&#o de Paranavai-PR (Olho
Junto, Baianinha, Fécula Branca, IAC 90, IAC 13CIA4 e “Pasquini” —
variedade nao definida), as quais foram coletadeaareas de producéo da regido
de Paranavai-PR. Grande parte deste material 8ealea realizacdo da limpeza
clonal, com tratamento térmico inicial seguido dtiico dos meristemas apicais.
Uma pequena parte foi plantada em vasos com selia, @ substrato Plantriax
na propor¢cdo 1:1:1, com 5 manivas de mandioca pso \na vertical para

otimizar espaco (Figura 3).

Figura 3 — Manivas de mandiocMdnihot esculentaplantadas verticalmente
em vasos para obtencdo de folhas para uso noogrsablogicos
ELISA-indireto.
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Estes vasos foram devidamente identificados e dw@sitem casa de
vegetacdo. Das brotagdes emitidas, foram retirfdlags jovens, as quais foram,
por sua vez, submetidas ao teste sorologico ELitelato, sendo utilizado no
teste um anti-soro para o0 CsCMV cedido pela EMBRAW#ndioca e
Fruticultura Tropical. O material propagativo darigdade IAC 12 foi
proveniente do Banco de Germoplasma da UEM, mantido Fazenda

Experimental de Iguatemi.

3.2 Transmissao mecanica experimental e propagacéo virus

As manivas e folhas de mandioca (BG 21) infectamtam 0 CsSCMV
foram fornecidas pela EMBRAPA-Mandioca e Frutictdtdropical e utilizadas
como fonte de inoculo do virus. Estas foram plaagagin vasos com solo, areia
e substrato Plantim&xna proporcdo 1:1:1, e suas folhas foram utilisguaa a
realizacédo do teste de transmissdo mecanica exgeam

Em casa de vegetacao, plantasdéeterophylla, C. amaranticolpD.
stramoniume N. benthamianarelatadas como hospedeiras indicadoras de lesdo
local necrotica e sistémica de virus, foram inodatacom o CsCMV.

O in6culo foi preparado utilizando folhas de mandicom sintomas, as
guais foram maceradas em tampao fosfato de s@ROMONaHPO, + NaH,PO,

+ N&SG0;), pH 7,0 na diluicdo 1:10 (p:v), com auxilio de @imofariz com
pistilo para rompimento das células e liberacdomdaticulas virais. As folhas
das plantas indicadoras foram polvilhadas com caat&vado em pé (Synth
utilizado como abrasivo. ApoOs a inoculacéo, asaslforam lavadas com agua
para retirar o excesso de inéculo e abrasivo. Astas inoculadas permaneceram
em casa de vegetacdo até a manifestacdo dos sinmnepos esse periodo,
foram descartadas.

Para a propagacao do virus, plantadldbenthamianano estagio de 3 a
5 folhas, foram inoculadas utilizando a mesma nwtgia de inoculacéo

descrita anteriormente.
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3.3 Deteccédo do CsCMYV através do teste de soroldgiELISA-indireto

Como controles positivos para os teste de ELISAarforutilizadas
plantas deN. benthamiananoculadas mecanicamente com o CsCMV, e como
controles negativos, plantas Mebenthamianaadias.

Os testes foram realizados segundo a metodologogta por Clark e
Adams (1977), mas com pequenas modificacdes seqdinuEida e Lima (2001).
Folhas de mandioca foram maceradas em presenem@éd de cobertura (1,59 g
de NaCG;, 2,93 g de NaHC£ 0,2 g de NaB| pH 9,8) na diluigdo 1: 10 (g/mL).
Posteriormente, foi diluido em 1/20, 1/100, 1/502500 e, entdo, aplicou-se 100
uL de cada amostra nos orificios da placa, utilivasidepeticdes por amostra. A
placa foi incubada a 4°C por 18 h dentro de um géstico com papel toalha
umedecido e, apds esse periodo, foram realiza@mdairagens sucessivas de trés
min. com PBS 1X-Tween (tampé&o PBS 10X — 80 g delNaCg de KHPQ,, 11 g
de NaHPQ 2,0 g de KCL, pH 7,4 — diluido para 1X, acrescitt 0,5 mL de
Tween 20%). Em seguida, 100 do antissoro (IgG produzida em coelho),
especifico para o CsCMV, diluido a 1:1000 (antssta EMBRAPA-Mandioca e
Fruticultura Tropical) ou a 1:10.000 (antissoroduzido neste trabalho) PBS 1X,
foi aplicado em cada pocinho. A placa foi novamamtebada, agora, a 37°C por 2
horas em camara de germinacao/crescimento (BOMemmis, lavada 3 vezes
consecutivas. Entdo, 104 da Imunoglobulina G (anti-lgG, preparada em cabra
Sigm&), conjugada & enzima fosfatase alcalina diluidadd em tampdo PBS 1X,
foi aplicada a cada pocinho, promovendo, novamantegubacao e lavagem. Logo
apos, a placa foi incubada mais uma vez a 37°C2pbopras em camara de
germinacao/crescimento (BOD) igualmente com 3 leragucessivas. Decorrido
esse tempo, 1@ do substrato p-fosfato de nitrofenil (Ag8adiluida em tampao
substrato (97 mL de dietanolamina e 0,2 g de N@MN 9,8), foi aplicado nos
orificios (Figura 4). Por fim, a placa foi incubagim temperatura ambiente por 30
min. e realizou-se a leitura em leitor de ELISA ¢Mplate Reader — Model
3550UV/BIO-RAD®) com um comprimento de onda de 405 nm.
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Figura 4 — Placa do teste ELISA-indireto apos @aligo substrato p-fosfato de
nitrofenil, diluida em tampéo substrato (dietanoteme NaN),
mostrando os orificios com coloracdo amarela ecamtlo reacdo
antigeno x anticorpo (teste positivo) para o CsCM¥Y) material
coletado nas areas de producao de Paranavai-PR.

* Interpretacéo dos resultados

Umas das dificuldades na realizacdo do teste Elih8keto esta no
momento de decidir se os valores de absorbancimosbtséo, realmente,
diferentes daqueles obtidos com a amostra sadiatr¢d® negativo). Para
diagnosticar se as amostras estdo infectadas @mssad valores de Absorbancia
(405nm) superiores duas vezes a média dos contretggivos (amostras sadias)

de cada placa foram considerados positivos (SUTELA., 1986).

3.4 Deteccédo do CsCMV atraves de RT-PCR

O método de sintesa vitro de um DNA complementar ao RNA viral
(cDNA), conhecido como transcricdo reversa (RTgusk da amplificacdo deste
cDNA por outra reacam vitro de polimerizacdo em cadeia da enzima polimerase
(PCR) deste cDNA, foi utilizado na sintese do cDbplementar ao RNA do
CsCMV, seguido de sua amplificacdo por PCR, uliliza oligonucleotideos
(primer9 especificos pamotexvirus Este método serviu para confirmar a presenca

do CsCMV em amostras de mandioca colhidas em RaxiaRR.
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3.4.1 Extracdo do RNA total

A extracdo do RNA total foi realizada combinandprotocolo do Kit
RNeasy (Qiage) com o reagente Trizol (Invitrog&hconforme os protocolos
descritos pelos fabricantes. Cerca de 100 mg ddotdoliar de plantas de
mandioca da variedade Baianinha colhidas no camapde N. benthamiana
inoculadas com o CsCMV foram macerados em nitragkguido e transferidos
para microtubos de 2 mL com adicdo de 1 mL de TtizBosteriormente, as
amostras foram homogeneizadas em vortex por 2eanientéo, realizou-se uma
centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 min. e transfeeiwa fase liquida superior
para um novo tubo com 200 pL de cloroformio. Umaanaentrifugacédo a
12.000 rpm por 10 min. foi realizada e a fase agsoperior foi transferida para
outro tubo com adicdo de 200 pL de etanol 100%. afxsostras foram
adicionadas na coluna cor-de-rosa do Kit RNeasytribggadas a 10.000 rpm
por 20 seg. e, apos, o liquido que efluiu da cofenalescartado. Em seguida,
700 pL do reagente “RW1” do Kit RNeasy foram adieidos, centrifugando as
amostras por mais 20 seg com posterior descatiguido que efluiu da coluna.
Em seguida, foram adicionados 500 puL do reagenRE"Rcom centrifugacédo a
10.000 rpm por 15 seg. Novamente, o liquido efldait descartado e mais 500
puL do reagente “RPE” foram adicionados com cergafi@o a 8.000 rpm por 2
min.. O RNA total foi recolhido da coluna cor-dessoem um novo tubo com

adicdo de 45 pL de agua DEPC, e centrifugando8sed® rpm por 2 min.

3.4.2 Reacao de transcrigdo-reversa (RT-PCR)

A primeira fita de DNA complementar (cCDNA) foi satizada a partir do
RNA total extraido das plantas de mandioca BaianiehdeN. benthamiana
inoculadas com o CsCMV. Quatro microlitros da snspe de RNA total foram
misturados a 4uL do oligonucleotideo iniciador Hexameros Randomico

(pd(N)6 — Invitrogefi. Foram também adicionados & mistura 2,0 pL de
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dNTPmix (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 10 mM e 3 puL de&®EPC. A mistura
foi entdo mantida em termociclador a 65°C por 5.nan posteriormente,
colocada em gelo. Apos isso, foram adicionados 4l@ltampé&o de reagdo 5X
RT Buffer (0,5 M Tris-HCL; 0,7 M KCL; 0,1 M MgGlpH 8,0), 4 pL de MgGl
(25 mM), 2 uL de ditiotreitol (DTT 0,1 M) e 1 uL degua DEPC. A mistura
permaneceu a 25°C por 2 min. e, entdo, adicionod-sgL da enzima
transcriptase reversa (M-MLV-Invitrog&n A solucéo obtida foi novamente
incubada em termociclador, agora, por 10 min. &€28°aquecida a 42°C por 50

min., segundo o protocolo descrito por GIBBS e(X998).

3.4.3 Reacao de PCRdlymerase chain reaction

O cDNA produzidoin vitro foi entdo utilizado na reacdo de PCR
utilizando um conjunto de oligononucleotideo pam@éaeroPotexvirus o potex
1 (5’- CAY CAR CAR GCX AAR GAY SA 3’ - nts 4086 -15) e o potex 2
(5- TCD GTR TTD GCR TCR AAD GT -3’ - nts 4812 - 38), que codificam a
proteina de replicacdo (ORF 1). Para a reacaanfaressturados 5 pL do produto
da reacado de transcricdo reversa (CDNA), 5 pL dp&o de reacdo 10 X PCR-
Buffer (0,5 M Tris-HCL; 0,7 M KCL; 0,2 M MgGlpH 8,0), 3 uL Mgd (25
mM), 2 uL dos oligonucleotideos potex 1 e pote& 2,uL de dNTPs (10 mM) e
1 pL da enzima Taq DNA Polimerase (Invitro§@ompletando a reacdo com 30
puL de agua DEPC. O programa utilizado no termodarigTechne; modelo TC-
512) para os ciclos de PCR foi de 94°C por 3 mom &5 ciclos de 94°C por 1
min., 51,5°C por 1,5 min., 72°C por 1 min. e 72°@r @20 min. segundo o
protocolo proposto por GIBBS et al., (1998). O mtodde PCR foi adicionado
em mini gel de agarose a 1,2%, preparado em tampdo 1X, corado em
solucdo de Brometo de Etideo e visualizado e fatago sob luz ultravioleta,
apos corrida de eletroforese horizontal durantemih a 85 volts, utilizando
como marcador molecular o DNA ladder 100 pb. (hoger?).
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3.5 Purificacdo do CsCMV

A purificacdo do CsCMV foi realizada devido a netgade de produzir
um antissoro especifico para este virus, pois né&nm ndo é comercializado,
para a utilizacdo dos mesmos no ELISA-indireto,exatdo dos clones de
mandioca produzidos por cultura de meristemas.

Os procedimentos de purificacdo foram baseados r&odalogia
descrita por Marys lIzaguirre-Mayoral (1995) confermodificacdes propostas
por Velame e Filho (2001). Folhas Nebenthamiananoculadas com o CsCMV
foram utilizadas, e 2 purificagcdes foram realizadgsgoximadamente 100 g de
folhas deN. benthamianacoletadas 30 dias ap0s a inoculacdo, foram nd&sra
em nitrogénio liquido, homogeneizadas em tamp&atimsle sédio a 0,1 M, pH
7,6 (1:2 p/v), com posterior adicdo de 0,1 % deadioglicélico (GH40,S) e
0,1 M de dietilditiocarbonato de sédio (DIECA). ©nhogeneizado foi filtrado
em gaze e clarificado com o0 mesmo volume de clomafis)com agitacéo de 15
min.. Em seguida, foi realizada uma centrifugacad®.@0 rpm/10 min. e
adicionado 4 % de PEG 6000 e 0,2 M de NaCl ao sadente, sendo a
preparacdo mantida sob agitacdo por 45 min. adfta nova centrifugacéo foi
realizada, agora a 10.000 rpm/10 min., sendo aptado ressuspendido em 1
mL de tampéo fosfato de sodio a 0,01M, pH 7,6 derama noite, sob agitacéo
constante em camara fria. No outro dia, foi redizaima centrifugacdo a
8.000rpm/por 5 min. e a preparacdo obtida foi, nafilicada em um gradiente
de sacarose (10-40 %) e centrifugada a 110.0009fpmin. (rotor SW 41Ti),
utilizando nas centrifugacées um ultracentrifugadBnarOptima LE 80K) do
laboratério de virologia da EMBRAPA-Soja. A bandanhada foi coletada e
concentrada por centrifugacdo a 134.000 rpm/90 n@n.o sedimento
(precipitado) ressuspendido em 1 mL de tampé&o timsfa sédio a 0,01 M, pH
7,5. A preparacéo purificada foi diluida a 1:10/)\¢m tampéo fosfato de sdodio
0,01M e a concentracdo viral determinada em esgetimetro de luz
ultravioleta (Genesys 10UV Scanning - Thermo Elet@orporatiofi) com um

comprimento de onda na faixa de 260 a 320 nm.
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3.5.1 Producéo do antissoro
3.5.1.1 Imunizacéo do coelho

Na obtencao dos anticorpos policlonais para o CsCigiMitilizado para
a imunizacdo, uma fémea de coelho da raca Nova ndiala com
aproximadamente 4 meses de idade. A preparacdoudbcado viral foi
emulsificado com o adjuvante de Freund (1:1) (S®reaa mistura resultante foi
injetada de forma intramuscular na fémea do coetim intervalos semanais em
4 imunizacOes (Tabela 1). Apos 26 dias da primejecdo, foram iniciadas as
sangrias, com coletas de sangue do coelho, cujsaldecao foi realizada 46 dias
apos a primeira, totalizando 4. Conforme procedimeatescrito por Meissner
Filho (1996).

Tabela 1 — Datas e dosagens das imunizagdes rfmcoel

Inoculacdes Datas Dosagem

12 30/07/2009 50 pL do purificado viral + 450 puLH DEPC + 500 pL e
adjuvante completo de Freund.

22 05/08/2009 70 pL do purificado viral + 430 pLHg DEPC + 500 pL
de adjuvante incompleto de Freund.

32 11/08/2009 70 pL do purificado viral + 430 L& DEPC + 500 pL
de adjuvante incompleto de Freund.

42 19/08/2009 50 pL do purificado viral + 450 pLg DEPC + 500 pL

de adjuvante incompleto de Freund.

O procedimento se iniciou com a imobilizagdo dovei(em jejum por
12 horas) com posterior raspagem de seu pélo naoreg veia marginal da
orelha, aplicando uma pequena quantidade de xiti#ixando agir por 30 seg.
Em seqguida, o xilol foi removido com lavagem, aepeli coberta com uma fina
camada de vaselina e a veia foi cortada transveesd para a coleta do sangue.

Segundo Almeida e Lima (2001), apés a injecao dookgrrem reacdes
no sistema imunologico do coelho, com a producé&® aticorpos (Ac). Na

primeira reacdo, ou seja, na resposta primarianalonente ocorre uma reacao
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fraca, deixando o animal “alerta” para as futurgegdes com Ag, e um periodo
latente, antes que o0s anticorpos aparecam no saagdmgnosticado. Ja na
segunda injecédo, a resposta imune € mais rapmaEaentracdo dos anticorpos é
maior e, subsequientemente, ocorre um declinio gestastituindo a segunda

resposta imune.

3.5.1.2 Coleta do sangue/sangrias

Apoés cada imunizacéo, coletas de sangue/sangrias ficealizadas e os
anticorpos separados do sangue do coelho, procettimealizado para todas as
coletas de sangue/sangrias realizadas. O volureardpie coletado do coelho foi
variavel, sendo maior nd 8angria e menor nd,4 o total obtido foi de 85 mL
(Tabela 2).

Tabela 2 — Data das coletas de sangue e volunaoadr mL

Data Coletas de sangue (Sangrias) Volume de sangue
25/08/2009 12 15 mL
01/09/2009 22 40 mL
09/09/2009 32 20 mL
15/09/2009 4a 10 mL

Total - 85 mL

3.5.1.3 Obtencéo do antissoro

Apos a coleta de sangue do coelho, os glébulos elhos foram
removidos, coletando-se apenas o liquido de cdloragnarela-palha, o soro,
contendo os anticorpos (antissoro) capazes de lecen o CsCMV como
antigeno.

Para a separacdo do antissoro, as amostras deesemigtados foram
deixadas a temperatura ambiente até coagularemc@gma de 1-2 horas.

Posteriormente o sangue foi colocado em um funiide e deixado coar para
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dentro de um tubo de centrifuga (para segurar gutoAcolocou-se uma vareta

de vidro entre este e o funil) sob refrigeracdo®°@ durante uma noite. Na

manha seguinte, o soro obtido foi centrifugado @0D0rpm durante 7 min. para

a remocao das células sanguineas. O sobrenadamjeafdado (antissoro) em

tubos de microcentrifuga em doses de 1 mL por tebarmazenados em

congelador (-20°C) (BALL et al., 1990). Algumas skessdoses foram destinadas
para o teste de ELISA-indireto e outras para postpuarificacao da IgG.

O antissoro bruto foi testado em ELISA-indiretogparavaliacdo de sua
reatividade e especificidade. Foram utilizadas IQighes (1/50, 1/300, 1/600,
1/800, 1/900, 1/1.600, 1/3.200, 1/5.000 e 1/10.@@0x os antissoros obtidos nas
4 imunizacdes com 4 repeticbes cada. Os extratnesag das plantas d¢.
benthamianaadia e inoculada com o CsCMV foram utilizadasdserealizadas
7 diluicbes dos extratos foliares (1/20, 1/100,00/21/400, 1/800, 1/1600 e
1/3200). As placas utilizadas neste teste foraasleim espectrofotometro a 405
nm e as amostras, cujas leituras fossem, pelo meénas vezes superior ao valor

obtido para o controle sadio, foram consideradagipas.

3.6 Determinacédo da massa molecular da proteina csidial do CsCMV

Para determinar se as proteinas obtidas na pg@ficairal possuem
massa molecular como esperado para virus pert@scant géner@otexvirus
foi entdo preparada uma eletroforese em gel dagdéimida a 12,5% contendo
SDS.

As proteinas virais dos dois purificados foram iditis em (extraidas
utilizando) 100 pL de tampédo TE 1 X (Tris 1,0 M, g4, EDTA 0,5 M, pH 8,0)
para 10 pL de cada preparacao purificada e as rspe formadas foram
misturadas com igual volume de tampé&o de dissazi@igés 0,5 M, pH 6,8, SDS
3,8%, B-mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0,1%, gicd9%). As
amostras foram incubadas em agua fervente por S5paia ocorrer a dissociacao

completa das proteinas e centrifugadas a 5.00@qorh min..
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Posteriormente, as amostras foram submetidas r@feletse em gel de
poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de s6d®DE-PAGE). O gel de
separacdo continha acrilamida 12,5%, agua destieaa 1,5 M, pH 8,8, SDS
0,1%, APS 0,05% e TEMED (3,5 pL). Quanto ao geledgilhamento, este
continha acrilamida 4%, agua destilada, Tris 1,0pM, 6,8, SDS 0,1%, APS
0,076% e TEMED (3,5 pL). Foi utilizado o tampaocderida 10X composto por
Tris 250 mM, glicina 2,5M, pH 8,3 e SDS 1%. Em cadaaleta do gel, foram
aplicados 10 pL de cada amostra de purificado eir@im duas canaletas, 10 pL
de proteinas marcadoras com peso molecular na a0 a 160 kDa
(BenchMarK" Protein Ladder, Invitrogéh foram adicionadas. A eletroforese foi
realizada por 20 min. a 95 volts até a linha frbdtaazul de bromofenol atingir
o gel separador. Em seguida, a voltagem foi aurdargara 125 volts e a corrida
foi interrompida quando as amostras chegaram redagel. Apds a corrida, o
gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue em acatético 0,1%, metanol e
agua deionizada na proporcédo 1:4:5 (v/vlv) duré@@iemin. em temperatura
ambiente com posterior descoloracdo em solucao citbo aacético glacial,
metanol e agua deionizada na proporcdo 1:4:5 (v/dvgel com as bandas

formadas foi visualizado e fotografado sob luzavlimleta.

3.7 Testes de dupla difusdo em Agar

Os testes de dupla difusdo em Agar foram realizaduetir de amostras
de tecidos foliares de mandioca infectadas com GM36 e de folhasN.
benthamianasadia enoculadas com o CsCMV. As folhas foram maceradas e
presenca de agua destilada na proporcéo 1:2 (pfMramlas em gaze dupla,
obtendo extratos aquosos, no qual foi adiciona@onil, de solucédo de SDS a
3%.

Para este teste, foi preparado o meio gel de agaBabding e Bing
(apud ALMEIDA; LIMA, 2001), que contéem: 0,8% de Ag&oble agar Difco);
0,5 % de SDS (dodecil sulfato de sédio — para tlies@ capa protéica de virus

alongados); e 1,0% de azida de sédio (NaN3 — gogiloi para elevar a forca
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ibnica do meio e inibe o desenvolvimento de miaiorgmos), adicionada ao
meio quando este estava a uma temperatura de mgaeamente 70 a 80°C.
ApoOs sua esterilizagdo em autoclave durante 15 @mirl21°, o meio foi
distribuido, sob condi¢cdes assépticas e em cansafluxb laminar para evitar
contaminac¢des microbianas, em placas de Petrigaicl3 mL por placa de
70 x 10 mm), previamente autoclavadas. Com o naidificado, 7 alvéolos (1
central e 6 periféricos, com distancias de aprodanzente 4-5 mm do central)
foram feitos em cada placa com auxilio de um furaéorolhas.

Foram distribuidos, nos orificios periféricos do de agar, aliquotas de
100 uL dos extratos vegetais, além de 100 pL dac8olpurificada de CsCMV.
No orificio central, 100 pL do antissoro foram aali@ados. As aliquotas foram
colocadas nos orificios lentamente para evitaagasamento.

A placa foi observada 24 horas ap0s a adicdo dgsoths e as faixas de
precipitacao formadas foram fotografadas utilizandwa caixa com luz difusa,

em sala escura.

3.8 Purificacdo da imunoglobulina G (IgG)

A purificagdo da IgG proporciona uma maior sensiade ao teste de
Elisa, aléem de aumentar o rendimento do antissmyduzido. Para isso, foram
utilizados os antissoros produzidos nas 4 imungsc@om o protocolo de
precipitacdo de IgG por sulfato de amonio, deseati@xo.

O antissoro produzido foi diluido em 10 mL de agiestilada na
proporcao 1:10, seguido da adicéo, lenta e conagpt do mesmo volume de
uma solucdo saturada de sulfato de amoénio. Deigauanostra em repouso em
temperatura ambiente por 1 hora com posterior ibeg@cao a 10.000 rpm por
15 minutos. O precipitado (pellet) formado foi riedo, diluido em PBS %2 no
mesmo volume da amostra inicial e dializado dur@dtéoras em geladeira por
3 vezes em 500 mL de ¥2 x PBS a 4°C (o tubo desdi&lin agua com 0,01M
EDTA foi fervido, antecipadamente, e lavado com aglestilada). A IgG

purificada foi, por fim, armazenada a -20°C em sudppendorf.
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3.9 Limpeza clonal de variedades de mandioca culéidas no noroeste do Parana

A limpeza clonal, utilizando a técnica da cultueanderistemas apicais, para
producdo de mudas de mandioca livres do CsCMV dsedda na metodologia
proposta por Roca et al. (1991 apud SOUZA et @h8pna Circular Técnica n°® 88,
intitulada “Micropropagacéo da Mandioca mediantécdp Caulinares e Segmentos
Nodais”, da EMBRAPA-Mandioca e Fruticultura Tropjcacom pequenas
modificacbes. A metodologia para o0 tratamento wmidesignado como
termoterapia, foi baseada em diversos autores cBalazzo et al. (2006), Chen e
Sherwood (2008), Conci e Nome (1991), Mervat, Fssteoub (2009), dentre outros.

3.9.1 Termoterapia

As manivas de mandioca das variedades Olho Jumaian®ha, Fécula
Branca, IAC 90, IAC 13, IAC 14, algumas da IAC X,"Pasquini“foram
cortadas em aproximadamente 20 cm de comprimemoacxilio de uma serra
manual (Figura 5A) e tiveram suas extremidades deesl@om parafina liquida

para evitar desidratac&o e entrada de microrgasi¢Rigura 5B).

Figura 5 — Corte das manivas de mandiddanihot esculenfacom auxilio de
uma serra manual (A); extremidade da maniva de meadendo
emergida em parafina liquida (B).
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Em seguida, essas manivas foram incubadas em cardara
germinacéo/crescimento (BOD) por 30 dias com faiope de 16 h de luz a

38°C e 8 h de escuro a 26°C. (Figuras 6A). Dasvaarirotadas, brotos foram

retirados para a realizacdo da cultura de merist¢Rigura 6B).

esculenfa em camara de
crescimento/germinacédo (BOD) com fotoperiodo cdatdm (A);
manivas com brotos prontos para extracdo de seustemeas apicais

(B).

Para testar se a técnica da termoterapia pode Zrquantas livres de
virus, os brotos das variedades Olho Junto, IA@ IPasquini"mais vistosos,
saudaveis e bem desenvolvidos, foram adicionadosieim de cultura MS, que

sera descrito na subsecéo 3.9.2.

3.9.2 Cultura de meristemas

Os brotos retirados das manivas foram levados ai@&nmeara de fluxo
laminar, previamente limpa e sob condi¢cbes ass&ptipara a realizacdo do
processo de desinfestacao. Estes foram colocadosnanibolsa” feita de gaze e
submergidos em solucdes de detergente Teen 30 seg., alcool etilico 50%

por 2 min., Tebuconazole a 25% por 5 min. e hipitdale Calcio 0,25% por 10
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min., seguido por trés lavagens com agua destiésti@ril (aproximadamente
durante 5 seg. cada). As brotagdes devidamentefeleglas foram mantidas em
béquers com uma pequena lamina de agua para evithsidratacdo. Em

seguida, os meristemas apicais (tamanho 0,5 a 1fonamp extraidos em camara
de fluxo laminar, com auxilio de lupa Optica, pineabisturi previamente

autoclavados, e colocados em meio de cultivo.

Os meristemas foram cultivados em meio MS (Murasheg Skoog,
1962), contendo macronutrientes, micronutrientestaminas, com adicdo de
20g de sacarose e 7 g/L de Agar, cujo pH foi ajlest@ara 5,7-5,8 (Tabela 3).
Posteriormente, o0 meio foi autoclavado a uma teatpex de 121°C com pressao
de 1,05 kg/crhdurante 20 min..

Tabela 3 - Meio de cultura MS (Murashige e Skootij)zado nas fases de
estabelecimento e multiplicacdo/enraizamento paraultivo de
meristemas apicaim vitro de variedades de mandioca, seguindo a
metodologia empregada pelo Circular Técnico n° BBIBRAPA-
Mandioca e Fruticultura Tropical) com modificacdes

Meios de cultura (mg/L)

Componentes MS1 MS2
Estabelecimento Multiplicagéo/Enraizamento
Nitrato de aménio (NENO5) 1650 1650
Nitrato de Potassio (KN£ 1900 1900
Sulfato de Magnésio Anidro (Mg 370 370
Cloreto de Célcio Anidro (Cag)l 440 440
Fosfato Monobésico de Potassio(#td,) 170 170
Sulfato Ferroso (FeSQH,0) 27,8 27,8
EDTA (Na EDTA) 37,3 37,3
lodeto de Potassio (KI) 0,83 0,83
Acido Bérico (HBO3) 6,2 6,2
Sulfato de Manganés (Mn3®,0) 22,3 22,3
Sulfato de Zinco (ZnS£7H,0) 8,6 8,6
Molibidato Acido de Sodio (N¥00;)2H,0) 0,25 0,25
Sulfato de Cobre (CuSGH,0) 0,025 0,025
Cloreto de Cobalto (Cogb6H,0) 0,025 0,025
Tiamina-HCL 1 1
Inositol 100 100
ANA 0,02 0,01
BAP 0,04 0,01
GA3 0,05 0,01
Sacarose (g) 20 20
Agar (9) 8 8
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O primeiro meio de cultivo a ser utilizado foi o elgtabelecimento MS1
(Tabela 3), suplementado com 1 mg/L de tiamina,h§Q. de inositol, 0,02 mg
L/L de ANA (acido naftaleno acético), 0,04 mg L/e BAP (benzilaminopurina)
e 0,05 mg/L de GA(acido giberélico), sendo que o ultimo foi esizaidio por
filtracdo em membrana Millipore 0,22 UM de diametidillex ™) e adicionado
ao meio apos a autoclavagem do mesmo.

Os meristemas apicais foram cultivados em tubosndaio de diametro
de 14 mm e altura de 100 mm, com cerca de 15 min&le, armazenados em
sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°Q@doras de luz com uma
intensidade luminosa de 1.600 lux e em seguida stibos a 8 horas de escuro.
Cobriu-se os tubos de ensaio com 3 camadas dedgazete os primeiros 10
dias para estabelecimento do material e para acdedua luminosidade,
permitindo, assim, um melhor desenvolvimento dqdaekes. Apos 30 dias ou
apos atingirem cerca de 1 cm de comprimento, oketgs foram cultivados no
meio de multiplicacdo e enraizamento (MS2) com z&lu concentracdo dos
hormonios ANA, BAP e GA3, nas mesmas condicOes wuleura descritas
anteriormente (Tabela 3).

Foram contabilizados o numero de meristemas apiegigidos, o
namero de explantes mortos e contaminados por fuadmactérias, e o nimero
de plantulas desenvolvidas vitro das variedades de mandioca e do material
"Pasquini”.

Como a variedade Olho Junto foi a que apresentodhome
adaptabilidade, com crescimento satisfatorio e wimad desenvolvimentan
vitro, avaliacdes foram realizadas do 1° ao 70° dia apésirada dos meristemas
apicais, com intervalos de 10 dias, totalizando/@iactes. Os seguintes itens
foram avaliados: namero total de meristemas apgiseviventes; porcentagem
de plantulas desenvolvidas; porcentagem de exglaot@aminacdes por fungos
e bactérias; numero de plantulas que apresentaslrasf raizes, calos, bem
como o numero de materiais mortos; comprimento aféeaérea das plantulas

em centimetros. Estes sdo fatores importantes teatar a qualidade de um
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sistema de producdo de mudas através da técnicaultizra de tecidos,

observando os fatores que podem limitar a regefemdgs plantulas.

» Aclimatagédo das mudas

Quando as plantulas de mandioca regeneradas dastam&s apicais
alcancaram um tamanho de 8 a 10 cm, elas foranada$i do tubo de ensaio,
com muito cuidado para ndo danificar o sistemactdal, e lavadas com agua
destilada para retirar restos do meio de culturgu(s 7A e B). Em seguida,
essas mesmas plantulas foram introduzidas em aigmsartaveis de plastico
transparente - para visualizacdo do sistema radicutle 250 mL de volume,
contendo substrato comercial Plantifiaxe irrigadas com bastante agua
destilada, a fim de deixar o substrato umedecidsuftciente para superar o
periodo de aclimatizacdo sem a necessidade detrairégua. As plantas foram
cobertas com outro copo descartavel de plasticocbrde 200 mL de volume
com uma boa vedacédo para manter a umidade elevpdsteriormente levadas
para casa de vegetacao (Figura 8). Apds 20 dias,acsistema radicular bem
desenvolvido, aberturas foram gradativamente fedagarte superior do copo de
cobertura, e a primeira adubacéo foi realizada t@ttopo da mistura composta
por uréia (0,14 g), superfosfato triplo (0,74 gyudfato de potassio (0,12 Q).
Depois da adubacao, ainda foi mantido o copo derboata e as aberturas foram
sendo aumentadas a cada dois dias. Em torno dmaléta, com as plantulas
apresentando um sistema radicular ramificado eddmia (Figura 9A), o copo
foi definitivamente retirado (Figura 9B), e as pémntransplantadas para vasos
com uma mistura de solo, substrato Plantithaxareia na proporcéo 1:1:1
(Figura 10).

Folhas das plantulas regeneradas através da cd#urgeristemas foram
indexadas através do teste sorologico ELISA-indjrgiara verificar se 0s

materiais estavam livres do CsCMV (ver metodoloiggan 3.3).
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Figura 7 — Plantulas de mandioddahihot esculentaem meio de cultura MS
(Murashige e Skoog) (A); plantula retirada do nagocultura pronta
para ser aclimatada (B).

Figura 8 — Plantulas de mandid@danihot esculentagm inicio de aclimatacao
em copos descartaveis contendo substrato com@teiatimax, com
copo de cobertura, em casa de vegetagéo.

Figura 9 — Plantulas de mandio@danihot esculenta)em copos descartaveis
contendo substrato comercial Plantifiax sistema radicular
ramificado e abundante, em casa de vegetacdo (AptuR de
mandioca pronta para ser transplantada em vaso (B).
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Figura 10 — Plantulas de mandigddanihot esculentajransplantada para vaso
com solo + substrato comercial Plantifiam casa de vegetacéo.

3.9.3 Quimioterapia — uso de um antiviral

Para testar a eficiéncia do composto quimico aativibavirina, foi
necessario dilui-lo em agua destilada e estelitizdor filtracdo em membrana
Millipore 0,22 UM de diametro (MilleX"). As concentracdes de 5, 8, 10, 15, 20,
30 e 40 mg/L de Ribaviriffaforam adicionadas ao meio de cultura MS,
previamente autoclavado, e os meristemas apicaiva@adedades de mandioca
Baianinha, Olho Junto, IAC 90 e "Pasquifdram, por sua vez, extraidos e
colocados nesse meio.

Para facilitar a regeneracdo de um maior numerexgantes foram
extraidos meristemas apicais medindo em torno denf assegurando-se a

eliminacéo viral com a adicdo de ribavirina ao na@aultura.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Transmissdo mecanica experimental do CsCMV

A partir do 7° dia de inoculacéo, as plantad\déenthamianaxibiram,
em suas folhas, pequenas areas com coloracdo vknge entremeada com
coloracdo verde escura, um sintoma tipico de ato(fggura 11), e uma leve
deformacéo foliar, enquanto que as folhasGleamaranticolorapresentaram
sintomas de lesdes locais cloréticas (LLC) pronashas (Figura 12A e B). Ja as
plantas deE. heterophyllae D. stramoniumndo apresentaram sintomas tipicos
causados por este virus, como amarelecimento eoselocom posterior
aparecimento de mosaico foliar, descritas na tileaacomo indicativos da
presenca do CsCMV. Como se trata de um teste ologs resultados obtidos
nas inoculacdes mecanicas podem variar, estaneibosu alteracdes intrinsecas
dos virus, do hospedeiro e do ambiente (ZERBINIRWALHO; ZAMBOLIM,
2002). Com isso, plantas infectadas podem ou naressar sintomas causados

por virus.

Figura 11 — Planta deNicotina benthamianainoculada com CsCMV,
apresentando os sintomas de uma leve clorose ®lp@quenas
deformacdes foliares.
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Figura 12 — Planta d€henopodium amaranticolomoculada com CsCMV,
apresentando sintomas de lesfes locais clorétidaS) (na folha
(A); folha e com sintoma de LLC (B).

4.2 Teste Sorologico (ELISA-indireto)

4.2.1 Resultados dos testes de ELISA-indireto cartissoro cedido pela
EMBRAPA-Mandioca e Fruticultura Tropical

Os resultados obtidos através do teste ELISA-itmioem o antissoro
para 0 CsCMV e produzido pela EMBRAPA-Mandioca etiEultura Tropical,
na diluicdo 1/1000, mostraram que as amostras dasdades Olho Junto,
Baianinha, Fécula Branca, IAC 90, IAC 13 e IAC Biagam infectadas com o
CsCMV, por apresentaram leituras com valores deorbBacia a 405 nm,
superiores a duas vezes o valor encontrado paoatooke negativo, nas quatro
diluicdes das amostras testadas (1/20, 1/100, ¥50@500). Porém, apenas as
amostras do material “Pasquini” apresentaram valale absorbancia abaixo
daqueles encontrados para o controle negativo,eoimlicaria a auséncia do

virus em questéao (Figura 13).
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Valores de absorbancia das leituras dos ensaios EBBA-indireto em
variedades de mandiocaNlanihot esculentd

0.4000

0,3500
— BIAC 14
EIACLS3
OIAC90

| L EOlho Junto
B"Pagquini”
OF¢culabranca
WNegativo

OBranco

0.3000

0.2500 +

0.2000 ~
0.1500

Absorbancia

0.1000 ~
0.0500 +

Al:l_|
M1/20 M1/100 M 1/500 M 1/2500

0,0000 +
Diluicoes das amostras

Figura 13 — Valores de absorbéncia para o test8A=Indireto das variedades
de mandioca Nlanihot esculent® IAC14, IAC13, IAC90, Olho
Junto, Fécula Branca e "Pasquini" (variedade ndmida), em
qguatro diluicbes, com antissoro para o CsCMV (cedmkla
EMBRAPA-Mandioca e Fruticultura Tropical).

Segundo Fukuda (1993), o CsCMV & o virus mais itapte e freqtiente
em todas as regifes produtoras brasileiras, palmgnte do Sul e do Sudeste,
causando infeccbes que prejudicam as variedadésadals, podendo causar
impactos econdmicos. Os resultdados obtidos restalho ratificaram este
fato, ao confirmar a presenca do CsCMV na granderraadas amostras
analisadas.

Dentre as 7 variedades de mandioca testadas, aifd@mafoi a que
obteve os maiores valores de absorbancia, os gaaégam de 0,3580 a 0,4614,
caracterizando esta variedade como a mais infecalaCsCMV para as quatro
diluicbes do antigeno utilizadas. A segunda vadedaom os maiores valores de
absorbancia (entre 0,3101 a 0,3779) foi a IAC #yuida, respectivamente,
pelas variedades Fécula Branca, IAC13, IAC 14 eQimto (Figura 13).

Considerando o alto indice de infeccdo do CsCMV mawostras
analisadas de plantas coletadas no campo, e corépata de realizacdo dos

ensaios nao possuiamos plantas micropropagadasan@iaoa livres de virus,
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optamos entdo pela utilizacdo de plantasNdebenthamianacomo controle

negativo na realizagdo dos ensaios ELISA, e comtrae positivo, plantas de

N. benthamianainoculadas com o virus. Também foram testadas aasost
contendo folhas jovens dbl. benthamiana colhidas aos 15 dias apés a
inoculacao, e folhas de plantas em periodo desibimeento, com mais de 30 dias
apos a inoculacédo. Este ensaio foi realizado ad@nconfirmar a presenca do
virus em plantas de diferentes idades, bem comopa@n os valores de
absorbancia obtidos nos experimentos de ELISA@talirutiizando amostras

das variedades de mandioca (Figura 14).

Valores de absorbancia das leituras dos ensaios BBA-indireto em
variedades de mandiocaNlanihot esculenta e em plantas deNicotiana
benthamiana

0.5000 A

BN benthantiana
(nove

BN benthamiana
(senescentes)

OBG-21

0.4000 -

ancia

« 0.3000 4

BBaianinha

Absorb

20,2000 4

ENegativo

0,1000 -
OBranco

0,0000 +
M 1/20 M 1/100 M 1/500 M 1/2500
Diluicoes das amostras

Figura 14 — Valores de absorbéancia para o test8A=Indireto das variedades
de mandioca Nlanihot esculent& Baianinha, BG-21 (material
infectado com CsCMVprovenientes de Cruz das Almas-BA) e
plantas Nicotiana benthamiangfolhas novas e senescentes) em
quatro dilui¢des.

Nas quatro diluicdes testadas foram encontradosreslelevados de
absorbancia nas amostras de plantal.denthaminatanto novas como velhas,
confirmando a presenca do CsCMV, mesmo nas plaetasscentes. Todavia, as
leituras de absorbancia nas amostras de folhassndeaN. bethamiana

apresentaram os valores mais elevados em comparagéas demais amostras,
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indicando maior concentracdo do virus em plantagsi¢Figura 14). Segundo
Zerbini, Carvalho e Zambolim (2002), para a comgdtwavirus/hospedeira, a
concentracao do virus nas folhas atinge seu magimadorno de 10 a 20 dias
apos a inoculacdo. Antes desse periodo, a concéatxéral € baixa, pois ainda
estdo se iniciando os processos de multiplicacaal, ve, apés 20 dias, a
concentracao viral decai devido ao envelhecimeisioldgico da planta. Deste
modo, poderiamos correlacionar estes fatos a rmaiaentracdo do CsCMV em
folhas novas de N. benthamiana colhidas com 15agiés a inoculacéo.

A maior diluicdo das amostras (1/2500), foi efiema deteccdo do
CsCMV nas 7 variedades de mandioca analisadas. @mimsmo nao resultando
nos maiores valores de leitura de absorbanciaipdaa as variedades, esta diluicao
podera ser utilizada na indexacao viral quandohwoer grande gquantidade de
material disponivel, por exemplo, na deteccdo dasvem plantulas de mandioca
provenientes da cultura de meristemas ainda nadigaré-aclimatacdo, quando

apresentam uma guantidade limitada de folhas digglgrara realizar o teste.

4.2.2 Resultados dos testes ELISA-Indireto comntissoro para o CsCMV,
produzido neste trabalho

O antissoro produzido para o CsCMVWi diluido na proporcédo de
1/10.000 em tampéo de cobertura, e utilizado netetede ELISA-Indireto em
amostras da variedade Baianinha e nos materiaisqtia” diluidos a 1/300.
Foram escolhidas amostras desses materiais, poEsegpparem, o de menor
concentracdo de virus, “Pasquini’, e o de maiorcentracdo, ‘Baianinha’, nos
ensaios de ELISA-indireto realizados anteriormentglizando o antissoro
cedido pela EMBRAPA-Mandioca e Fruticultura Tropica

Os resultados obtidos (Figura 15) nos testes conamagstras dos
materiais “Pasquini” revelaram valores de absordah@ vezes maiores do que
0S encontrados para o controle negativo, ou sagaamostras de. benthamiana
sadias, confirmando assim a presenca do CsCMV raerias “Pasquini”,
considerados anteriormente como sadios quando tibzado o antissoro
fornecido pela EMBRAPA-Mandioca e Fruticultura Ticgd na diluicdo de
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1/1.000. Deste modo, foi constatado que o antisposduzido neste trabalho,
por apresentar maior titulo (1/10.000), é maisisehsa deteccdo do CsCMV, e
portanto € o mais indicado para ser utilizado mabalhos subseqiientes de

indexacdao das plantas micropropagadas de mandioca.

Valores de absorbancia das leituras dos ensaios BBA-indireto em
variedades de mandiocaNlanihot esculentd

oN T3]

414

.08

0.06

Absorbancia

0.04

.02 .
o , | - N

PA BA Controle+ Controle - Branco

Amostras

Figura 15 — Resultados dos testes ELISA-indireton co antissoro para o
CsCMV produzido neste trabalho, na diluicdo de .DQ0, em
amostras de mandioca Ménihot esculentqa "Pasquini" e
‘Baianinha’-BA, diluidas a 1/300.

Para as amostras da variedade Baianinha, comoadspdéoram obtidos

valores elevados de leitura de absorbancia.
4.3 Deteccéao do CsCMV através de RT-PCR

Nos ensaios de RT-PCR foram obtidas amplificagc@&@srd fragmento
gendmico viral de aproximadamente 760 pb (Figuits 117) que conforme
Gibbs et al. (1998) correspondem a regido 5'- teainda ORF1 do gene
codificador da proteina replicase dos PotexviregsuRado semelhante foi obtido
utilizando-se este conjunto geimers na deteccdo do virus X da batata (PVX,

género Potexvirus), Gibbs et al. (1998).
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Os produtos de amplificacdo obtidos das amostral. deenthamiana
inoculadas com o CsCMV foram semelhantes em tamad®visualizados no
gel de agarose, aos fragmentos do amplificadostaigpdae amostras de folhas
de mandioca assintomaticas, evidenciando assimsempca do CsCMV, mesmo

em plantas aparentemente sadias.

760 pb.

Figura 16 — Eletroforese de gel de agarose a t@%do com brometo de etideo
e com os produtos da amplificacdo da reacao de GR - planta
Nicotina benthamianainoculada com o CsCMV, mostrando a
amplificacado de fragmento de 760 pb (A e B). (M)rtéalor DNA
Ladder de 100 pb.

760 pb.

Figura 17 — Eletroforese de gel de agarose a t#%eo com brometo de etideo,
com os produtos da amplificacdo da reacdo de RT-@Rrtir de
mandioca ‘Baianinha’ infectada com CsCMV. (A) arfipticdo do
fragmento de 760 pb. (M) Marcador DNA Ladder de b0
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4.4 Purificagdo do virus (CsCMV)

No total, 2 purificacbes foram realizadas e, em asnlioram obtidas
bandas bem visiveis, de 6timo aspecto, evidenciamtesenca de virus em bom

estado de pureza (Figura 18).

Bandas de
nucleoproteinas/ virus

Figura 18 — Bandas virais (seta) obtidas aposigmsel de sacarose de uma
preparacao d€assava common mosaic VifsCMV).

A presenca do virus na solucéo foi comprovada @spectro de absorcéo
na luz ultra-violeta no espectrofotometro (Genes§slV Scanning - Thermo
Eletron Corporatiof) e os resultados encontrados representam umababsia
caracteristica de nucleoproteinas, com o maximabderbancia no comprimento
de onda de 260 nm para as 2 purificagdes (Figus2®).

As solugdes foram diluidas a 1/10 e os valoredbderdancia encontrados
nos comprimentos de onda de 280 nm e 260 nm forespectivamente, de
0,834 e 1,233 para a primeira purificacdo, e d€104& 1,041 para a segunda
(Figuras 19 e 20). A razdo de absorbancia nos dormaptos de onda de 260 e
280 nm (AedArg0) para a primeira e segunda purificactes foi d& £41,35,
respectivamente, 0s quais se encaixam dentro dess feelatadas para outros
virus do génerd’otexvirus cujos valores estdo entre 1,2-1,4 (ZETTLER et al.
1984).
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Curva de absor¢éo de nucleoproteinas da primeira pificacdo deCsCMVna
diluicdo 1/10

260 nm 280 nm
(1,233 (0,834)

Absorbancia
‘l
I

-0 .04

220 ' ' : Wavelength ! ' ' 350

ID#: 2

Comprimento de onda (mm)

Figura 19 — Curva de absorcdo de nucleoproteirmagrineira preparacao
purificada de CsCMV, diluida a 1/10, com leitura em
espectrofotdbmetro.

Curva de absor¢do de nucleoproteinas da segunda fficacdo deCsCMV na

diluicdo 1/10
_ 260 nm 280 nm
1 \ (1,041 (0,771)
\
\
\
1
\
('_5 "\
O \
c \
«0 \
2 \
< b Ly o N
0.040 , el R
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ID#:

Comprimento de onda (mm)
Figura20 — Curva de absorcdo de nucleoproteimasedjunda preparacao

purificada de CsCMV, diluida a 1/10, com leitura em
espectrofotbmetro.
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Através da densidade oOptica (absorbancia) obtida@mm e 320 nm, a
concentracdo do virus nas solucdes foi calculadandigramas de virus por
mililitros da solugéo purificada através da seguidrmula descrita por Zerbini,
Carvalho e Zambolim (2002):

C = (Azso— As20) X d/E

onde:

C = concentracédo (mg/mL);

Asgo = valor de absorbancia a 260 nm;

Aso0 = valor de absorbancia a 320 nm;

d = fator de diluicéo;

E = coeficiente de extingdo da particula viral @adbtidos na literatura
para a maioria dos virus de plantas).

As concentracdes virais foram estimadas em 3,8dlengrus/mL e 3,15
mg de virus/mL para a primeira e segunda purifieag@espectivamente,
utilizando um coeficiente de extincdo do génercefotus de 2,94 (BERCKS,
1970). Estes valores sdo mais elevados do que amteados por Velame e
Filho (2001), 1,18 mg/mL e 2,99 mg/mL, na purifidagdesse mesmo virus.

Ao comparar os valores de absorbancia para asf&pgdes, constatou-
se que a primeira teve 0s maiores valores de corepto de onda e de
concentracao do virus em miligrama de virus poilitros da solucéo purificada
do que a segunda. A primeira purificacao, porithy eealizada com folhas dé
benthamianafrescas, teve os resultados mais elevados do sjuka segunda,
obtendo um maior valor para a relacdo/razao derladdscia nos comprimentos
de onda de 260 e 280 nm,g&A.50), € uma concentracao viral de 0,83 mg de
virus/mL de solucéo purificada a mais do que aedpursda, pois o pico obtido
em 260 nm foi mais elevado na primeira purificagé@ando comparado ao da
segunda (Figuras19 e 20).
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4.4.1 Producéo de antissoro

Para detectar se o antissoro produzido reagia oo plantas sadias
de N.benthamianaa partir da qual foi realizado o processo defgagao, foi
executado o teste de ELISA-indireto, com e sem rgdsodo antissoro em
extrato desta planta. Os resultados apontaram @neiasde reacdes entre o
antissoro e o extrato vegetal. Assim, pode-se dqm&s, no processo de
purificagdo do virus, proteinas vegetais podem t&dosido purificadas ou
purificadas em quantidades extremamente pequera@p reagiram com o0
antissoro, o que significa que o antissoro podeaesiderado especifico para o
CsCMV.

Para o antissoro testado, foi verificada uma a&tincao entre o extrato
de planta sadia e o extrato de planta infectadapdstrando a especificidade do
antissoro, o qual podera ser utilizado na indexalg@® plantulas de mandioca
provenientes da cultura de tecidos.

O antissoro bruto produzido foi, ainda, testadoEiSA-indireto para a
determinacédo de seu titulo (maxima diluicdo camadedectar o antigeno), e, das
9 dilui¢bes testadas (1/50, 1/300, 1/600, 1/8080a,/1/1.600, 1/3.200, 1/5.000 e
1/10.000) (dados nao mostrados), foi constatado guenaxima diluicdo
(1/10.000) pode ser utilizada para a indexacadatggs, pois fornece resultados
bem parecidos com os encontrados em diluicoes lmadias, além de se utilizar
uma quantidade bem menor de antissoro.

Os extratos aquosos das plantasNdébenthamianasadias, inoculadas
com o CsCMV, foram testadas em 7 diluicdes (1/2004, 1/200, 1/300, 1/400,
1/800, 1/1600 e 1/3200) e, entre estas diluicodgduagdo de 1/300 foi suficiente
e a mais indicada para se proceder a indexacamatasiais, pois, para diluicbes
menores, pode ser necessario uma quantidade resedal de folhas, que pode
nao estar disponivel no momento da realizagédo ekisst Por outro lado, uma
diluicdo muito alta pode conduzir a resultadoso|®u seja, uma falsa auséncia
do virus devido a elevada diluicdo do antigeno cas®esmo esteja presente na
amostra.
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4.5 Massa molecular da proteina capsidial

O gel de poliacrilamida revelou que a preparacadafipada continha
proteinas com massa molecular estimada em 20 kiddiprene determinacéo
comparativa com proteinas de massas molecularesecioias (Figura 21).
Segundo Murphy et al. (1995), a capa protéica duex®irus € composta por
subunidades com massa molecular de 18 a 27 kDgrowando, assim, que as
preparacdes purificadas realmente conhtinham pradeide Potexvirus. A
banda formada no purificado 1 foi mais intensajcaldo maior concentragéo
protéica.

Figura 21 — Peso molecular da proteina capsidiaCsiCMV em eletroforese de
gel de poliacrilamida-SDS 15%, corado com Coomakhkie; M,
marcador de peso molecular na faixa de 10 a 160(BBachMark
™ Protein Ladder, Invitrogé@t); 1P — purificado viral 1; 2P -
purificado viral 2.

4.6 Teste de difusdo dupla em agar

As aliquotas do antissoro utilizadas nos testegiraga nitidamente com

extratos de plantas infetadas com o CsCMV, e naginaan com extratos d¥.
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benthamianasadia (Figura 22). Ocorreu, entdo, a formacédo algras de
precipitacbes brancas e densas, na posicdo ceatratedor do orificio do
antissoro, mostrando a 6tima interacdo entre gsoTt e 0s extratos de folhas de
N. benthamiananfectados com o CsCMV, com folhas de mandiocautazlas
com 0 CsCMV e do CsCMV purificado.

Na Figura 22, pode-se observar que os antigengsrges nos orificios
do lado direito da placa, no qual P (virus CsCMVifimado), Ml (extrato das
folnas de mandioca inoculada com CsCMV) e Bl (éatrdas folhas deN.
benthamianainoculada com CsCMV) contém o mesmo virus, formmaias
faixas de precipitacdo pela reacdo antissoro (Asawidade central) que se
uniram, sendo as faixas mais fortes ou evidentssonidicios P e Bl, e mais
fracas em MI. J& no orificio contendo Bl, como seomtra ao redor de dois
orificios com extrato de planta d¢. benthamianasadia, ndo reagiram com

antissoro, sendo observada a formacao de um esffogima 22).

Faixas de
precipitacéo

Figura 22 — Teste da dupla difusdo em agar cormsand pardCassava common
mosaic virus apresentando as faixas/bandas de precipitacéo
formadas. AS — antissoro (As) contra CsCMV; B —ra®t das
folhas deN. benthamianaadia (Ag); Bl — extrato das folhas Ne
benthamiana/Ag) inoculada com CsCMV; Ml - extrato das folhas
de mandioca (Ag) inoculadas com CsCMV; P — viru€i@y
purificado (Ag).
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Este teste serviu para evidenciar que o antissoooupido contra
CsCMV reage com extratos das plantds benthamianae de mandioca
infectadas com CsCMV e nédo reage com extratosaiggbadia.

4.7 Purificacédo da IgG

Comparando a reatividade do antissoro “puro” ddudd1/10.000 e da
IgG purificada diluida a 1/1.000 através do telStdSA-indireto, pode-se
observar que os valores de absorbancia encontredoamostras contendo 1gG
purificada sdo maiores do que as absorbanciasasbtdm antissoro “puro”,
principalmente nas amostras 2 e 3 (Figura 23).mM\sebservou-se uma maior
sensibilidade da IgG purificada na deteccdo do C¢CM

Valores de absorbancia das leituras dos ensaios BA-indireto em plantulas de
mandioca (Manihot esculentd, utilizando antissoro contraCsCMV e IgG purificada

0.0600

0.0500

g 04,0400
= B Antissoro
*"5 0.0300 (1/1.000)
ﬁ 0.0200 HIgG purificada
(1/1.000)
0.,0100
0.0000 | N e R

1 2 3 4
Amostras

Figura 23 — Valores de absorbancia para o test8AIndireto em amostras de
mandioca fManihot esculent® utilizando antissoro contra CsCMV
e 1gG purificada da solucéo viral de CsCMV, diltd@o1.000.

4.8 Limpeza clonal

4.8.1 Termoterapia e cultura de meristemas

Durante os experimentos iniciais utilizando a teerapia combinada

com a cultura de meristemas foram necessarios pegugustes no protocolo de
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micropropagacao utilizado, visando melhores redaiana obtencéo de plantulas
das variedades utilizadas.

Para os trabalhos de micropropagacdo, sempre hanaor
disponibilidade de materiais de ‘Olho Junto’, ‘HacBranca’ e ‘Baianinha’, por
serem 0s mais cultivados na regido de Paranavas®mRlo que os materiais de
IAC 90, IAC 13 e IAC 14, e o material “Pasquini’réon obtidos em menor
quantidade.

A porcentagem de brotos emitidos pelas manivasntiira tratamento
térmico variou para cada variedade, sendo maior vagdades citadas
anteriormente como as mais cultivadas. Para asdades IAC 13 e IAC 14,
devido a baixa emissdo de brotos, um namero memonatistemas apicais foi
obtido. Portanto, pode-se observar que as varisdddemandioca utilizadas
apresentaram comportamentos variaveis entre sit@uan adaptabilidade,
desenvolvimento e estabelecimento de seus meristapi@ais em meio de
cultura. Como estas variedades sdo geneticamefeterdes, elas necessitam,
igualmente, de condi¢des diferentes para que possantultivadasn vitro.
Segundo Mantell et al. (1994 apud ANDRADE, 2002)riedades de uma
mesma espécie respondem de maneira diferente dg@es de cultivo, todavia,
toda espécie e toda cultivar sdo capazes de respasdondicdes de cultura
vitro desde que seja utilizada uma combinacéo corretadeiosis fatores que
afetam a regeneracdo. Estes resultados demonsiaeatrabalhos subseqientes
serdo necessarios, para determinacdo das meltwrdg@es de cultivo in vitro
para cada variedade.

De acordo com Oliveira, Gomes e Valarinhos (2086htro da espécie
Manihot esculentgCrantz) existe uma grande variabilidade quantespasta
morfogenética, em funcdo do gendétipo da plantaa Eesge dependéncia do
genotipo resulta em demandas nutricionais e coadigie cultivo distintas,
necessitando de estudos especificos para maxinszarocessos de regeneracao

in vitro. Assim, adequacbes na composicdo dos meios deraud na
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manipulacdo dos explantes podem ser realizadasigmimente nas variedades
em que houve maiores perdas.

O numero de meristemas apicais extraidos de cadadsde sao
mostrados no Tabela 4. As 7 variedades utilizadiamem juntas um namero de
extracOes de 1244 meristemas, dos quais apenag@é&eraram plantulas com
um crescimento razoavelmente satisfatorio, sobeeno apos as trocas de meio

de cultura.

Tabela4 — NuUmero de meristemas apicais extraidesexplantes mortos e
contaminados por fungos e bactérias e de plandelssnvolvida
vitro das variedades de mandioddafihot esculentaOlho Junto,
Fécula Branca, Baianinha, IAC 90, IAC 13, IAC 14l® material

"Pasquini”
Variedades de N'explantes N explantes N’explantes N plantulas
Mandioca extraidos mortos contaminados desenvolvidos
Fungo Bactéria in vitro
Olho Junto 280 91 5 6 178
Fécula Branca 219 77 11 15 116
Baianinha 346 120 3 24 199
IAC 90 152 82 3 6 61
“Pasquini™ 139 55 2 16 66
IAC 14 51 28 7 6 12
IAC 13 57 21 2 4 30
Total 1244 474 33 77 662

*variedade ndo definida.

As contaminacgfes por fungos e bactérias ocorrerasnpnimeiros 10
dias de estabelecimento dos meristemas apicais i0 de cultura e foram
distintas entre as variedades de 3,9% a 31,37%ir@i24). Foram encontrados
33 meristemas contaminados por fungos e 77 porhast o que pode ter
ocorrido devido a assepsia insuficiente dos equipans e do seu manuseio, a
ineficiente desinfeccdo dos brotos e, até mesmopamminacdes ocasionadas

pelo operador no momento da retirada dos meristemas
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Porcentagem de explantes desenvolvidosvitro de variedades de mandioca

(Manihot esculenta

70

60 -

mzobreviventes

Emortos

H contaminados

Porcentagem (%)

or FB BA IACH0 PA IAC13 TAC14

Variedades de Maniliot esculenta

Figura 24 — Porcentagem de explantes sobrevivemi@$os e contaminados das
variedades de mandiocaMdnihot esculentqa Olho Junto (OJ),
Fécula Branca (FB), Baianinha (BA), IAC 90, IAC43AC 14 e do
material "Pasquini" (PA), as quais foram desenwalsiin vitro
através da técnica da termoterapia associadawradié meristemas.

Trigano e Gray (2000 apud BARRUETO CID et al., 208#fatizam
que, quando o material provém diretamente do caagado a alta ocorréncia
de contaminacfes enddgenas, a sua desinfestac@estomais dificil, pois a
utilizacdo do hipoclorito de sodio pode ser poudmiente em funcédo da
superficialidade de sua acdo. Porém, mesmo assim,@nsagrado anti-séptico
em matéria de cultura de tecidos de plantas.

De acordo com Amaral (2006), os microrganismos aminantes
(fungos e bactérias) competem com o0s explantes peltrientes do meio de
cultura e colonizam os tecidos vegetais, podenddéan eliminar no meio
metabdlitos que sdo toxicos para as plantas, levasd morte. Contudo, o meio
de cultura (concentracdo e combinacdo de sais;os&ca pH) pode facilitar ou
nao o crescimento desses microrganismos, ao mesmootem que pode ser
mais adequado ou n&o a espécie vegetal utilizada.

Grattapaglia e Machado (1997) enfatizam que, apsaer realizada a
desinfeccdo superficial dos explantes, diversosrarganismos de natureza

endodgena ndo sdo expostos aos agentes desinfestatiéem ser controlados

63



posteriormente. Nesse sentido, a manutencdo deéaplamatrizes em casa de
vegetacdo, mediante a aplicacdo de fungicidasetedas e protegidas de
intempéries climaticas, pode ser uma medida queinaea contaminacdo dos
explantes.

A morte dos explantes ocorreu com o passar do tepmpwipalmente
durante a troca de meio de cultura. No total, 4Xpglamtes morreram por
diversos motivos, por exemplo: oxidacdo, que poele dcorrido devido a
fitotoxidez ocasionada pelas solucdes utilizadadesanfestacdo superficial dos
brotos; hiperhidricidade (os explantes apresentamamaspecto translicido e
amolecido); ressecamento da parte aérea com mosdenarelecimento; extracao
de meristemas com tamanho reduzido, 0s quais m&®goiram se regenerar em
explantes saudaveis e apresentaram uma descolom@ggiotecidos; néo
regeneracdo dos meristemas durante a troca dodeeistabelecimento para o
meio de multiplicacdo/enraizamento; a adaptacaomkrsstemas a condi¢cao de
cultivo de estabelecida.

Segundo Guerra e Nodari (2006), o cultinwitro, como qualquer outro
processo, € sensivel a alguns problemas de ordéderstal ou biolégica que
afetam diretamente o desenvolvimento das cultubesitre estes problemas,
pode-se citar: a oxidacdo, que € o escurecimergexiplantes ocasionado pela
liberacdo de fendis dos ferimentos no processoxttagdio dos meristemas; o
declinio do vigor, que ocasiona baixa taxa de dedeimento associado com a
producéo de substancias fendlicas; a hiperhiddedgue € o estado fisiologico
em que a planta apresenta elevado teor de agudearmi das células e tecidos,
com aspecto translicido; e a necrose, que se edaracpela perda parcial ou
total da planta.

Com relacéo a variedade Olho Junto, 178, dos 283temas extraidos,
se estabeleceraim vitro (Tabela 4), ou seja, uma taxa de 63,57% de exgdant
regenerados (Figura 24). Destes, 73 materias @owssidlhas verdes com um
sistema radicular ramificado e abundante e 65 aptagam folhas verdes sem
formacéo de sistema radicular. Esta variedade fpieaapresentou as menores

perdas de explantes — 32,5% morreram e 3,93% apaesen contaminacao por
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fungos e bactérias. Segundo Oliveira, Gomes e Malas (2000), na fase de
estabelecimento, até 15% de perdas por contamisagideobianas sdo normais.

Dos 139 meristemas extraidos do material “Paquinériedade nao
definida) (Tabela 4), 47% regeneraram explantesosad, destes 47%, 41
possuiam folhas verdes com raizes ramificadasmdabtes e 6 possuiam apenas
folnas. Foram descartados 12,95% de explantes mordos por
microrganismos e 39,57% mortos por oxidagao (Figdya

Os meristemas apicais das variedades, Fécula Brex€a90, IAC 13,
IAC 14 e Baianinha ndo se adaptaram as condigdegitro, regenerando
materiais raquiticos, muitas vezes, com coloracdar@lada, com poucas folhas

pequenas e frageis senescendo rapidamente (Figura 2

Var.lAC 90 Var.lAC 14 | Var.lAC 13 \ Var. Fécula Brancd

Figura 25 — Explantes das variedades Baianinh& 9@, IAC 14, IAC 13 e
Fécula Branca em meio de cultura MS (Murashigeao&k

Inicialmente, estas variedades conseguiram se asen
satisfatoriamente no meio de cultura, com emissifolthas. Com o passar do
tempo e com a troca do meio de cultura, o cresd¢ongos explantes comegou a
ser paralisado, ocasionando a morte de alguns iaiatéevido a oxidacdo dos
tecidos. Foram obtidos, nas variedades IAC 90 e ISC uma porcentagem

maior de explantes mortos — de 53,95% e 54,9% (&ig4d) — respectivamente,
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do que regenerados, ou seja, sobreviventes. Jaagavariedades IAC 13, a
porcentagem de explantes contaminados por micr@mas patogénicos
(fungos e bactérias) foi maior do que os enconsatis demais variedades —
31,37%.

As variedades Olho Junto, IAC 12 e do material §Bas" foram, de
todos os materiais testados, as que melhor sew#geram com a técnica da
cultura de meristemas, regenerando plantulas vea®sum grande nimero de
folhas, um sistema radicular bem formado, ramificad abundante, e com
formacéo de brotacdes laterais. Estes mteriaisnf@eimatadas em torno de 3 a
6 meses apos a retirada dos meristemas de acordoacwariedade e as
condicbes de desenvolvimento do explante (Figuda @Q6material "Pasquini”,
com 3 meses e meio, ja ocupava todo o volume, enprimento, do tubo de

ensaio, e estava pronta para ser aclimatada ed@aad a casa de vegetacéo.

VariAG 12 Var.0ho Junto

Figura 26 — Plantulas de mandioca das variedafl€s 12, Olho Junto e do
material "Pasquini'em meio de cultura MS (Murashige e Skoog)
prontas para serem aclimatadas.
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Estes materiais foram microprogadas através dactgde segmentos
nodais, no qual cada segmento do explante com agepicais foi repicado e
colocado em meio de cultura MS (Cf. metodologigguhdo Murashige (1974),
a técnica da cultura de tecidos com seguimentogisi@da mais utilizada para a
multiplicacdo de explantes e se baseia na capacigiael os meristemas axilares
possuem de funcionar como broto principal na aua&®gema apical.

Para todas as variedades testadas, variantes soiaiagh vitro, quanto

as caracteristicas morfologicamente visiveis, néanf identificadas.

4.8.1.1 Avaliacédo dos meristemas apicais da vadedalho Junto

De acordo com os resultados descritos nas Tabelas65 dos 41
meristemas apicais extraidos, 22 foram perdidos@otaminacdes microbianas,
sendo 24,39% por bactérias, 7,34% por fungos e5%d,por oxidacdo dos
tecidos, o0 que resultou no estabelecimento de ageéheeristemas (46,34%) em
um intervalo de 10 dias apds terem sido colocadosneio de cultivo MS. Do
10° ao 30° dia, a taxa de explantes sobrevivepiehstante, variando no 40° e
no 60° dia. Na ultima avaliacdo do 70° dia, apes@$8% dos explantes se
desenvolveram adequadamente, ou seja, dos 41 enesisstextraidos, apenas 15

sobreviveram apoés esse periodo de tempo.

Tabela5 - Avaliacdo do numero de meristemas snferges; do numero de
explantes mortos; do numero de meristemas com dplfzzes e
calos; do comprimento (cm) da parte aérea dos mtgdado 1° ao
70° dia ap6s a extracdo dos meristemas da varietiadeandioca
Olho Junto, com intervalos de 10 dias para cadiegéa

Dias apdés N° de meristemas N° de explantes c/ Comprimento
extracao sobreviventes Folhas Raizes Calos Mortas parte aérea

1 dia 41 0 0 0 0 Imm

10 dias 19 17 4 16 16 0,2a2,7cm
20 dias 19 17 12 17 1 0,5a5,0cm
30 dias 19 18 13 17 0 0,6 a5,0cm
40 dias 18 16 13 18 1 1,0a5,0cm
50 dias 18 16 14 18 0 1,0a5,0cm
60 dias 16 15 14 16 2 1,4a5,3cm
70 dias 15 15 12 15 1 1,7a6,3cm
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Tabela 6 — Porcentagem de explantes desenvolindaso e a porcentagem de
explantes contaminados por fungos e bactérias dad@0° dia apos
a extracao dos meristemas da variedade de mardiboalunto, com
intervalos de 10 dias para cada avaliacao

Dias apés % de explantes % de Contaminados
Extracdo desenvolvidosn vitro Fungos Bactérias
10 dias 46,34 7,32 24,39
20 dias 46,34 0 0
30 dias 46,34 0 0
40 dias 43,90 0 0
50 dias 43,90 0 0
60 dias 39,02 0 0
70 dias 36,58 0 0

No 10° dia de avaliacdo (Tabelas 5), dos 19 exptarkistentes até o
momento, 17 possuiam folhas verdes e pequenastégicemicial de formacao
e, com o passar dos dias, o numero de folhas aameonsideravelmente. No
altimo dia de avaliacéo, todos os 15 explantesesdgntesin vitro possuiam
folhas grandes, verdes e vistosas.

Ja a formacéo do sistema radicular foi mais lemtgue a das folhas, na qual
apenas 4 materiais possuiam pequenas raizes noprirh@iros dias de
estabelecimento. Apdés 70 dias da extracdo dostemads, 12 dos 15 explantes
existentes possuiam um sistema radicular ramifiealmundante. Segundo Oliveira e
Silva (1997), na micropropagacado, a presenca gdesraas plantas de mandioca em
quantidade equilibrada com o desenvolvimento dde paérea € benéfica a
multiplicacéo por promover maior absor¢cao de mike e, conseqientemente, maior
producéo de gemas, as quais servirdo de explargespsubcultivos subsequentes.

A formacdo de calos foi observada no 10° dia ddiag&o e, dos 19
explantes, 16 apresentavam pequenos calos amaredatdgua base. Na ultima
avaliacdo, no 70 ° dia, todos os materiais contmbalos amarelados. Segundo
Oliveira, Gomes e Valarinhos (2000), na fase ihicia estabelecimento dos
explantes, a formacao de calos é comum devido adaptacdo as condicdes de
culturain vitro, os quais, na maioria dos casos, sdo formados apartasse dos
explantes, de coloragdo amarelo esbranquicada, @@@anogénicos ou
embriogénicos. Ja Roca (1984) enfatiza que a fdmae calos na cultura de
tecidos é indesejavel, pois pode promover o apaetdb de variantes
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somaclonais que sdo apenas desejaveis para 0 aralao genético. Para este
autor, a formacgéo de calos se associa a niveiaddewde BAP (maiores que 0,1
mg L-1) no meio de cultura e o processo inibe sa@neento das plantulas.

Nos primeiros 10 dias de cultivo, 16 dos 41 memsie extraidos
morreram por diversos motivos, dentre eles, o mdetectado foi o
escurecimento dos explantes, caracterizado contag&o fendlica. No final das
avaliacdes, no 70° dia, 21 explantes haviam moKfiébela 5). Modgil, Sharma
e Bhardwaj (1999) relatam que a oxidacdo fendlicanédos sérios problemas
gue pode dificultar o estabelecimento inicial dtieol in vitro.

O comprimento da parte aérea das plantulas foionuaitiavel, de 0,2 a
2,7 cm nos 10 dias apos a extracdo dos meristegg, a 6,3 cm nos 70° dia.
Nos 30 primeiros dias, foi observado um crescime&otastante da parte aérea
dos explantes e, a partir deste momento, ocorrearastimento mais lento. Em
torno dos 50° dia apGs a extracdo, o crescimeritowa ser mais elevado até o
altimo dia de avaliacdo. Segundo Kartha e Gamb&fyX), o tamanho do
explante pode influenciar no nidmero de plantas megelas por cultura de
meristemas, ou seja, explantes excedendo 0,2 noomderimento podem formar
plantas completas, enquanto que os menores quend,@e comprimento podem
formar tanto calo quanto calo com raizes e os maipodem ter uma rapida
regeneracdo, embora ainda possam estar infectadositus.

Estes experimentos serviram para mostrar que &seie extrair uma
grande quantidade de meristemas apicais para obtenimero relativamente
elevado de plantulas de mandioca uniformes e sagw@is, como descrito
anteriormente, mais da metade dos explantes morreras regenerados nem
sempre estao aptos a serem aclimatados e deselogbm casa de vegetacao.

4.8.2 Quimioterapia — uso de um antiviral

Para as variedades testadas, Baianinha e Olho duptwa o material
"Pasquini”, as concentracdes de 10, 15, 20, 30 ;@ de ribavirina foram
indesejaveis para a regeneracdo de explantesdodrde meristemas apicais.
Assim, a grande maioria dos meristemas morreraml@ogrimeiros dia de
cultivo por ndo suportarem essas concentracdesdadeo efeito fitotoxico
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ocasionado por este composto quimico. Nos explaswbseviventes, foram
observados disturbios fisiologicos, além de umaregfo marrom-amarelada,
com as folhas, quando formadas, finas, deformadiecas, de coloragéo verde-
clara com partes marrons amareladas e com hastegadbhs (Figura 27). Mas,
com o passar dos meses, todos 0s explantes morreram

) -

P Y.
\‘n'.'," g
-l

Var. Baianinha
Sem ribavirina

Var. Baianinha
10 mg/L de
ribaviring

Var. Baianinha
15 mg/L de
ribaviring

Var. Baianinha
30 mg/L de
ribaviring

Figura 27 — Explates de mandioca da variedade nBdna cultura MS

(Murashige e Skoog) — esquerda para direita — seigh@ de
Ribavirina; suplementado com 10, 15 e 30 mg/L bauirina.

Segundo Hazaa, El-Dougdoug e El-Maaty (2006), egasf fitotoxicos
da ribavirina se mostraram particularmente fonp@slendo provocar interrupcao
ou o esgotamento dos componentes clorofilaticasbecéio da regeneracao de
plantulas. Enquanto que Barbosa et al. (2007) efatim efeitos fitotoxicos e
morte dos explantes de cana-de-agUcar ao utiliza@msentracdes iguais ou
superiores a 30 mg/L de ribavirina em meio de caltMS, as plantulas
regeneradas nos meios contendo 10 a 25 mg/L deiriitza se mostraram
raquiticas, amareladas e deformadas.

Dos 3 materiais testados, 0s explantes regenetadosadicao de ribavirina
no meio de cultura apresentaram um desenvolvimerd® lento do que os
explantes sem adicdo de ribavirina. Os regeneramésgeram vigorosos, com
folhas verdes, embora pequenas, e com um sistafitales pouco desenvolvido
(Figura 28). A variedade Olho Junto e o materialstRiini"regeneraram explantes

gue se desenvolveram mais rapidamente do quevasiddade Baianinha.
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Var.0J. Var.0J. Var.BA. Var.BA.
5 mg/L 8 mg/L 5 mg/L 8 mg/L

Figura 28 — Explantes de mandioca das variedadesjuerda para a direita —
Olho Junto (OJ), Baianinha (BA) e do material "Ré&sj (PA) em
meio de cultura MS (Murashige e Skoog), suplementam 5 e 8
mg/L de ribavirina, respectivamente.

PA. PA.
5 mg/L 8 mg/L

Para as concentracdes de 5 e 8 mg/L de ribavitihaneristemas de
cada material testado foram extraidos, sendo oueriedade Olho Junto foi a
que resultou em um maior nimero de explantes reggog ou seja, 10
explantes para as concentragdes de 5 mg/L de nifteve 12 explantes para a
concentragao de 8 mg/L. Para a variedade Baiamalaoncentragdes de 5 e 8
mg/L de ribavirina, foram obtidos 8 e 7 explantespectivamente. Ja para o
material "Pasquini”, 9 explantes foram obtidos pareoncentracdo de 5 mg/L,
enquanto que, para a concentracdo de 8 mg/L, naobtheeram explantes

regenerados em um total de 15 meristemas extréidbgla 7).

Tabela 7 — Numero de explantes de mandioca deslades Olho Junto, Baianinha
e do material "Pasquinitegenerados em meio de cultura MS
(Murashige e Skoog), suplementado com 5 mg/L e/8 agribavirina.

Variedades N° de explantes regenerados com:

Mandioca 5 mg ribavirina/L 8 mg ribavirina/L
Olho Junto 10 12
“Pasquini™ 9 0
Baianinha 8 7

Total 21 21

* variedade ndo definida.

71



Como os explantes regenerados com ribavirina n@esaptaram um
tamanho suficiente para serem aclimatados e popossuirem uma quantidade
de folhas suficientes para a realizacdo do test&ld8A, ndo foi possivel
indexar estes materiais com relagdo ao CsCMV.

4.8.3 Plantas aclimatadas e numero de plantas ldeesirus

Das variedades de mandioca testadas, apenas edadws Olho Junto e
IAC 12 e o material "Pasquini" foram aclimatadosispregeneraram plantulas
bem desenvolvidas, com comprimento de 8 a 10 cm,wua grande quantidade
de folhas verdes e com um sistema radicular berangdetsido e abundante,

sendo, posteriormente, transplantadas para vagpsdR29).

Figura 29 — Plantas de mandioca da variedade IRColdtidas através das
técnicas da termoterapia combinada com a culturmeléstemas
em casa de vegetacao, livres de CsCMV.

No total, 15 plantas de mandioca foram transplaptaa vasos: 5 do

material "Pasquini"e 3 da variedade Olho Junto, as quais foram subaeti
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apenas a termoterapia; 5 da variedade Olho JuBtaa variedade IAC 12, as
guais foram submetidas ao tratamento térmico as3$0¢éi cultura de meristemas.
A guantidade de plantas transplantadas para vasbaika devido a grande taxa
de mortalidade destas na fase inicial de aclimatap@ando a metodologia a ser
utilizada nesta fase ainda estava sendo definida.

Atraveés do teste sorologico ELISA-indireto, foraetattadas as plantas
que estavam livres do CsCMV utilizando o antissespecifico para o CsCMV,
produzido neste trabalho. Os resultados apontatenapenas 1 das 5 plantas de
mandioca da variedade Olho Junto, submetidas eoterapia em combinacao
com a cultura de meristemas, apresentaram-se ldoe€sCMV. Ja para a
variedade IAC 12, com a utilizacdo dos mesmos rtratdos, as 2 plantas
indexadas estavam livres do CsCMV (Tabela 8). Basa taxa de plantas livres
do virus pode estar associada a inabilidade naagédr de meristemas no
tamanho recomendado para se obter maior porcentageplantas livres de
virus, o que corresponde a extracdo de meristeredindo entre 0,1 a 1 mm
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), ou meristema apical, texah ou axilar, com
um ou dois primordios foliares e apices caulinargse 0,3 a 20 mm (GUERRA;
NODARI, 2006).

Tabela 8 — Numero de plantas de mandioca dastealés Olho Junto, IAC 12 e
do material "Pasquini" aclimatadas em casa de seg@et
apresentando sintomas de CsCMV e livres deste afrages do teste
ELISA-indireto.

Variedades de mandioca/ Numero de plantas:
Tratamentos Aclimatadas Com sintomas Livres de CsCMV
em vasos CsCMV (ELISA-indireto)

“Pasquini™- Termoterapia 5

Olho Junto- Termoterapia 3

Olho Junto- Termoterapia + CM** 5
2

0
0
1
IAC 12- Termoterapia + CM 2

3
2
3

0

Total 15 8 3

* Variedade nao definida.
** CM - Cultura de meristemas.
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Com relac&o aos sintomas visuais do CsCMV nas galkeamandioca, 8
das 15 plantas apresentavam mosaico foliar carstater da infeccdo por
CsCMV (Figura 30). Nas amostras do material "Pastui3 plantas
apresentavam sintomas de mosaico, enquanto quebBra&nse mostrassem

assintomaticas, reagiram positivamente no teskl tfeA-indireto.

Sintomas de CsCMV

Figura 30 — Plantulas de mandioca do material Jidas (variedade néo
definida)com sintomas causados pelo CsCMV.

Para a variedade Olho Junto, submetida a term@e@psintomas foram
observados em 2 plantas e, para esta mesma variatbizhndo a termoterapia
associada a cultura de meristemas, os sintomas fobservados em 3 plantas.
Nenhum sintoma foi observado nas plantas da valeelC 12, mas, ao submeter
essas plantas ao teste de ELISA, estas reagirativgnognte, ou seja, mesmo sem
apresentarem sintomas, estas plantas estavanaddegior virus (Tabela 8).

O virus pode ser detectado em 4 das plantas queam@&sentavam
sintomas. Palazzo et al. (2006), utilizando difegervariedades de mandioca da
regido Centro-Sul do pais, constataram que o CsObbdde permanecer
assintomatico nas plantas, pois diversas plantulasao apresentavam sintomas

da doenca reagiram positivamente no teste de Efl®&Arealizaram.
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As folhas de mandioca das variedades Olho Jun®©,1%, IAC 12, Fécula
Branca, Baianinha e do material "Pasququé ainda estavam em meio de cultura,
também foram indexadas. Para isso, foram retiradas;ondicoes asseépticas e com
auxilio de tesoura e bisturi, folhas jovens, matasaem tampé&o-cobertura e
diluidas a 1/300, com o antissoro produzido nestatho na diluicdo de 1/10.000.

Constatou-se que, dos 64 materiais indexados, &ivaes livres do
CsCMV (Tabela 9), ou seja, 40,97% dos materiaisndadioca provenientes das
técnicas da termoterapia combinada com a cultureeddos estavam isentas de
virus, porém, esse numero é dependente da variedddequantidade de plantas
testadas. A variedade Olho Junto e o material RaSdoram as que tiveram o
maior nimero de amostras testadas, pois forameamglnor se desenvolveram
vitro. Das 32 plantas da "Pasquini", 20 estavam iseletagrus, ou seja, 62,50% de
plantas sadias, livies do CsCMV. Para a varieddde Qunto, das 27 plantulas
indexadas, apenas 9 estavam isentas do CsCMV, niwenpgal de 33,33%. Ja para
as variedades IAC 90, IAC 12, Baianinha e Féculan&a, como os explantes
estavam pequenos e possuiam poucas folhas, apgiastd das trés primeiras
variedades foram indexadas, enquanto que, da Ultariadade, somente 2. As
plantas testadas das variedades IAC 90 e IAC l&sapmiaram-se infectadas por
virus; ja a variedade Fécula Branca, das 2 plasttedas, 1 estava isenta, enquanto

que, para a variedade Baianinha, a Unica plarnttadtese mostrou livre de virus.

Tabela 9 — Deteccédo do CsCMV por ELISA-indirets mariedades de mandioca
(Manihot esculenfa Olho Junto, IAC 19, IAC 12, Fécula Branca,
Baianinha e do material "Pasquini" obtidas porwsaltde meristemas
associada a termoterapia.

% de Plantas
livres

N° de Plantas
Indexadas (ELISA-indireto)

Variedades de
Mandioca (Manihot

Livres de virus

esculentd de virus
Olho Junto 27 9 33,33
“Pasquini™ 32 20 62,50
IAC 90 1 0 0
IAC 12 1 0 0
Fécula Branca 2 1 50
Baianinha 1 1 100
Total 64 31 40,97

* variedade nao definida.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Palazab €006) que, ao
utilizarem as técnicas da cultura de meristemaecasta a termoterapia em
variedades de mandioca, obtiveram em média 60,66@amtulas de mandioca
isentas de CsCMV nas variedades Fécula, Espeto,1IACGAC 14 e IAC 15,
32,35% para as variedades Fibra, IAC 13, IAC 90r® Qunto, com variagdes
de 16,6% a 50%, e, para a variedade Ouro do Vatefaoram obtidas plantulas
sadias. Assim, estes autores obtiveram uma efiei@®gcaproximadamente 60%
na eliminacéo do virus entre as variedades testadas

Kartha e Gamborg (1975) obtiveram 60% de eliminad@aloenca do
mosaico da mandioca das cultivares Kalikalan e (dfpurde origem Indiana e
Nigeriana, respectivamente. Em contrapartida, Adeje Coutts (1981)
obtiveram 80% de material livre de ACMV na Nigeéria.

Assim, como Palazzo et al. (2006) enfatizam, apédsar técnicas de
termoterapia e cultura de meristemas possibilitaaerbtencao de clones sadios,
nao sao totalmente eficazes na eliminacdo do veesdo indispensavel o
emprego de um teste complementar de indexacédo iganaéficar as plantas

matrizes sadias.
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5. CONCLUSAO

O protocolo utilizado na micropropagacdo de marajigmoposto por
Roca et al (1991, apud, SOUZA et. al., 2008), dadoca termoterapia, mostrou-
se eficiente para a limpeza clonal das variedadee Qunto, IAC 12 e para o
material “Pasquini” (variedade ndo definida).

Sd0 necessarios trabalhos complementares paramideiedo das
melhores condi¢des de cultiiovitro para as demais variedades testadas.

O antissoro produzido para o CsCMV é altamentectspe, e podera
ser utilizado na indexacdo de materiais propagsitil® mandioca através do
método ELISA-indireto, assegurando excelente qaded fitossanitaria do

material produzido.
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