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Resumo - Plantas de mandioca doentes, com sintomas de amarelecimento, reducdo de tamanho e superbrotamento foram
verificadas no litoral sul catarinense. O objetivo deste trabalho foi identificar o agente causal da doenca. Quatro amostras de
plantas doentes foram analisadas por nested PCR em laboratdrio, confirmando a presenca de um fitoplasma. A incidéncia da
doenca foi constatada de forma localizada em uma lavoura comercial e recomendou-se a eliminagdo das plantas doentes como
método de controle. Este trabalho é o primeiro relato do superboramento da mandioca no estado de Santa Catarina.

Termos para indexag¢ao: Manihot esculenta; fitoplasma; deteccao.
First report of cassava witch’s broom disease in Santa Catarina, Brazil

Abstract — Diseased cassava plants with yellowing symptomes, size reduction, overbudding and roots without commercial value
were found on the south coast of Santa Catarina, Brazil. The objective of this study was to identify the causal agent associated
with the symptoms of the disease. Four samples of diseased plants were analyzed by nested PCR in the laboratory, confirming
the presence of a phytoplasm. The incidence of the disease was low and localized in a small plot of a farm and elimination
of diseased plants was recommended as a method of control. This work is the first report of cassava witch broom in Santa

Catarina.

Index Terms: Manihot esculenta; Phytoplasma; plant disease.

A mandioca (Manihot esculenta),
apesar de ser considerada uma cultura
rastica, pode ser acometida por pragas
e doencas que geram perdas na produ-
tividade e qualidade de seus produtos.
No estado de Santa Catarina, tem-se
verificado bacteriose, viroses e man-
chas foliares fungicas como as doencas
mais frequentes (PERUCH et al., 2013).
Entretanto, existem doencgas ndo regis-
tradas no territorio nacional que mere-
cem atencgdo por seu potencial de dano,
como o mosaico africano da mandioca.
Recentemente, ocorreram relatos na
midia internacional sobre graves perdas
causadas pela incidéncia de doencgas
na mandioca no Continente Africano
(FAUL, 2013). Esse fato denota a neces-
sidade de esforgos na identificagdo e no
manejo dos problemas fitossanitarios
da cultura.

As doencas sistémicas tém especial
importancia em razdo da propagacdo
vegetativa da mandioca. Entre as doen-
¢as sistémicas da cultura destacam-se
as viroses e as bacterioses. O mosaico
comum da mandioca (CsCMV, cassava
common mosaic virus), mosaico das ner-

vuras (CVMV, cassava vein mosaic virus)
e o mosaico africano (ACMV, African
cassava mosaic virus) sao as trés viroses
citadas com maior frequéncia em varios
paises (MASSOLA & BENDENDO, 2005).
Em relacdo aos procariotos, destacam-
-se 0 sapeco (Xanthomonas axonopo-
dis pv. manihotis) e o superbrotamento
(fitoplasma).

Os fitoplasmas sdo microrganismos
procariotos desprovidos de parede ce-
lular, com somente uma membrana
envolvendo o citoplasma, que podem
colonizar o floema das plantas (AGRIOS,
1998). Os fitoplasmas estdo classifica-
dos no super-reino Prokaryota, Dominio
Bacteria, Classe Mollicutes e, atualmen-
te, sendo designados pelo taxon “Can-
didatus Phytoplasma” (HOGENHOUT
et al., 2008). Registros do superbrota-
mento da mandioca existem em varios
estados brasileiros, sendo considerado
problematico apenas em determinadas
regides (MASSOLA & BENDENDO, 2005).
Segundo Meissner & Velame (2006), as
perdas provocadas pela doenga podem
chegar a 70% da producdo, e a redugdo
em 80% do teor de fécula em cultivares
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suscetiveis. Considerando que a diag-
nose correta é o primeiro passo para o
controle eficiente de doencas, este tra-
balho objetivou realizar o primeiro rela-
to do superbrotamento da mandioca no
estado de Santa Catarina.

Amostras de plantas do cultivar Olho
Junto com sintomas de superbrotamen-
to de uma lavoura situada em Sombrio,
cidade do litoral sul catarinense, foram
enviadas ao laboratério de fitopatolo-
gia da Epagri/Estacdo Experimental de
Urussanga. Apods a descrigdo dos sinto-
mas, quatro amostras foram enviadas
para analise no Laboratdrio de Virologia
Vegetal da Embrapa Mandioca e Fruti-
cultura. Posteriormente, foi realizada
uma inspegdo na lavoura e os sintomas
da doenca foram descritos.

Para investigar a presenca de fito-
plasma relacionado com os sintomas, o
DNA total foi extraido a partir de 0,5g
de tecido foliar sintomatico pelo méto-
do descrito por Doyle & Doyle (1978).
O DNA total extraido foi quantificado, e
a concentracgdo ajustada para 10ng pl*
com auxilio de um espectrofotometro
(NanoVue Plus, GE Healthcare). A de-



teccdo do microrganismo foi feita por
nested PCR, tendo como alvo o gene de
16S rDNA. A primeira reagdo de PCR foi
feita para um volume final de 50l con-
tendo os seguintes componentes: 50ng
de DNA, 5ul do tampéo da PCR (200mM
Tris-HCI, pH 8,4, 500mM KCI), 3ul de
MgCl, 25mM, 1ul da mistura de dNTPs
a 2,5mM cada um, 0,5ul (1U) da Tag
Platinum DNA polimerase (Invitrogen),
e 0,5uM dos iniciadores especificos P1/
Tint (SMART et al., 1996).

As amplificagdes foram conduzidas
no termociclador PCR System 9600
thermocycler (Applied Biosystems) com
o seguinte programa: desnaturacdo ini-
cial (94°C/3min), seguida de 35 ciclos
(desnaturacdo: 94°C/45s; anelamen-
to dos primers: 55°C/45s e extensdo:
72°C/2min). Uma aliquota da primeira
reacdo foi diluida a 1/50, e 2ul foram
utilizados em uma segunda reacdo de
PCR, contendo os iniciadores R16F2n/
R16R2 (LEE et al., 1995), utilizando as
mesmas condi¢cdes de amplificacdo an-
terior. Os amplicons foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 1%
com tempo de corrida de 80 minutos,
sendo corados por brometo de etidio.
Os resultados foram visualizados sobre
luz UV em fotodocumentador (Kodak
Gel Logic 212Pro).

A sintomatologia da doenga no cam-
po pode ser descrita da seguinte manei-
ra: plantas com crescimento reduzido,
folhas amareladas e brotagdo excessiva
de hastes das plantas (Figuras 1A e 1B).
As plantas apresentavam raizes peque-
nas e sem valor comercial. Os sintomas
observados sdo compativeis com a des-
cricdo da doenca na literatura (MASSO-
LA & BENDENDO, 2005).

A aplica¢do do nested PCR possibili-
tou a amplificacdo de um fragmento de
DNA do tamanho esperado (1,2kb) ape-
nas nas amostras sintomaticas (Figura
2, linhas 4 a 6), e na amostra utilizada
como controle positivo na reacdo (Figu-
ra 2, linha 3) . Ndo foi observada ampli-
ficacdo nas amostras sem DNA nem na
amostra de planta sadia (Figura 2, linhas
1 e 2 respectivamente). Esse resultado
confirma a presenca de um fitoplasma
nas amostras analisadas, porém ndo
foi possivel realizar sua classificacdo.
Segundo Lee (1998), os fitoplasmas
sdo classificados em 18 grupos pelas
analises de RFLP (restriction fragment»

af? Al 4 A IR R R !

Figura 1. (A) Plantas de mandioca com sintomas de superbrotamento (primeiro
plano) contrastando com plantas sadias (segundo plano); (B) planta com sintoma de
amarelecimento e superbrotamento
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Figura 2. Detecgdo de
fitoplasma por nested

PCR. Linha 1: 4gua; linha

2: planta sadia; linha 3:
controle positivo; linhas 4 a
6: amostras sintomaticas; M:
marcador 1kb (Ludwig)

Agropecu. Catarin., Floriandpolis, v.28, n.2, p.48-50, ago.2015/dez.2015 49



length polymorfism). Especificamente
no Brasil, os fitoplasmas identificados
na mandioca estdo no grupo 16Srlll,
muito embora fitoplasma dos grupos
16Srl e 16Srll ja foram detectados em
mandioca em outros paises (AROCHA et
al., 2009).

No Brasil existem pelo menos trés
variantes da doeng¢a conhecida como
superbrotamento da mandioca, mas
ndao se sabe se as variagdes s3o cau-
sadas por fitoplasmas diferentes ou
bidtipos do patégeno (MASSOLA & BE-
DENDO, 2005). Registros da doenga ja
existem em muitas regides produtoras
de mandioca no Brasil (MEISSNER FI-
LHO & VELAME, 2006), mas ndo havia
sido identificada sua ocorréncia em
Santa Catarina. Deve-se ressaltar que a
disseminagdo desse patégeno nao deve
ocorrer por insetos nem por transmis-
sdo mecanica com ferramentas conta-
minadas. A forma de propagacao da do-
enca ocorre pelo plantio de manivas in-
fectadas (MASSOLA & BEDENDO, 2005;
MEISSNER FILHO & VELAME, 2006).

As formas de controle recomenda-
das para o superbrotamento estdo ba-
seadas na destrui¢do das plantas doen-
tes, na selecdo de material sadio para
futuros plantios e no uso de gendtipos
resistentes (Salamanda, Tiangua, Ubu-
jara e lbiapaba) (FUKUDA, 2006). Mui-
to embora as plantas doentes tenham
sido eliminadas, é importante continuar
monitorando a doenga no Estado a fim
de diminuir futuras perdas provocadas
pela moléstia.

-
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