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IMPACTO DOS VIRUS DO MOSAICO COMUM E DO MOSAICO DAS NERVURAS
DA MANDIOCA: DETERMINAGAO DAS PERDAS POTENCIAIS E VALIDAGAO DO
USO DE CAMARAS TERMICAS NA LIMPEZA VARIETAL

RESUMO GERAL

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) destaca-se como matéria-prima fundamental
para a industria e comunidades, sendo a base para a producéo de farinha, fécula e uma
gama de subprodutos aplicados nos setores alimenticio, cosmético e de ragao animal.
A sustentabilidade dessa cadeia produtiva, no entanto, € comprometida por viroses de
carater negligenciado, como o virus do mosaico comum (CsCMV) e o virus do mosaico
das nervuras (CsVMV). A disseminagéao silenciosa desses patdgenos, via material de
propagacao infectado, € agravada pela escassez de dados quantitativos robustos sobre
0s prejuizos reais que impdem a cultura, dificultando o estabelecimento de estratégias
eficazes de manejo e a garantia de materiais sadios para o setor produtivo. Diante desse
cenario, este estudo buscou avaliar os impactos do CsCMV e do CsVMV em gendtipos
de mandioca e testar a termoterapia em camaras térmicas como estratégia para a
limpeza varietal. Para a avaliacdo de impacto, utilizaram-se duas variedades comerciais
com aptidao industrial, 'BRS Novo Horizonte' e 'BRS Poti Branca'. Ja para os
experimentos de termoterapia, incluiu-se também sete acessos do Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) de mandioca da Embrapa Mandioca e Fruticultura. O diagndstico
molecular inicial revelou uma alta incidéncia viral nos acessos do BAG, com 71,4%
positivos para CsCMV e 28,6% para CsVMV, enquanto a indexagdo do total de
gendtipos analisados (BAG + Gendtipo BRS Novo Horizonte) mostrou que 12,5%
apresentaram infeccdo mista (CsCMV + CsVMV), cenario este verificado
especificamente na ' BGM 1371'. Na avaliagdo de impacto sob infecgdo simples pelo
CsCMV, a variedade 'BRS Poti Branca' destacou-se por ser a mais produtiva, superando
a 'BRS Novo Horizonte' em 12,51% na produtividade média de raizes. Contudo, sob a
condicao de infecgdo mista, a 'BRS Novo Horizonte' registrou uma redugao de -15,6%
na produtividade de raizes em comparagao com o seu Controle Sadio. Os resultados
reforcam a importancia de utilizar material de propagacéao livre de patégenos e de
incorporar o diagnostico molecular e a termoterapia como rotina em programas de
multiplicagdo de mandioca.

Palavras-chave: Manihot esculenta Crantz, Cassava common mosaic Virus

(CsCMV), Cassava vein mosaic virus (CsVMV).



IMPACT OF CASSAVA COMMON MOSAIC AND CASSAVA VEIN MOSAIC
VIRUSES: DETERMINATION OF POTENTIAL LOSSES AND VALIDATION OF
THERMAL CAMERAS FOR VARIETAL CLEANING

GENERAL ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta Crantz) stands out as a fundamental raw material for
industry and local communities, serving as the basis for the production of flour, starch,
and a wide range of by-products applied in the food, cosmetic, and animal feed sectors.
The sustainability of this production chain, however, is compromised by neglected viral
diseases, such as Cassava common mosaic virus (CsCMV) and Cassava vein mosaic
virus (CsVMV). The silent dissemination of these pathogens through infected
propagation material is exacerbated by the scarcity of robust quantitative data on the
actual losses they impose on the crop, hindering the establishment of effective
management strategies and the assurance of healthy planting material for the production
sector.In this context, this study aimed to evaluate the impacts of CsCMV and CsVMV
on cassava genotypes and to test thermotherapy in thermal chambers as a strategy for
varietal sanitation. For impact assessment, two commercial varieties with industrial
aptitude, ‘BRS Novo Horizonte’ and ‘BRS Poti Branca’, were used. For the
thermotherapy experiments, seven accessions from the Cassava Active Germplasm
Bank (AGB) of Embrapa Cassava and Fruits were also included. Initial molecular
diagnosis revealed a high viral incidence among the AGB accessions, with 71.4% testing
positive for CsCMV and 28.6% for CsVMV, while indexing of the total set of analyzed
genotypes (AGB + the BRS Novo Horizonte genotype) showed that 12.5% presented
mixed infection (CsCMV + CsVMV), a scenario specifically observed in ‘BGM 1371’.In
the impact assessment under single CsCMV infection, the ‘BRS Poti Branca’ variety
stood out as the most productive, surpassing ‘BRS Novo Horizonte’ by 12.51% in mean
root yield. However, under mixed infection conditions, ‘BRS Novo Horizonte’ showed a
-15.6% reduction in root yield compared with its healthy control. These results reinforce
the importance of using pathogen-free propagation material and of incorporating
molecular diagnosis and thermotherapy as routine practices in cassava multiplication
programs.

Keywords: Manihot esculenta Crantz; Cassava common mosaic virus (CsCMV);

Cassava vein mosaic virus (CsVMV).
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1. INTRODUGAO GERAL

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) possui grande importancia alimentar
e socioecondmica, sobretudo em paises de clima tropical e em desenvolvimento
(COLLAVINO et al., 2021; BORKU, 2025). Sua relevancia esta associada tanto ao
papel como fonte primaria de carboidratos para milhdes de pessoas quanto a
contribuicdo para a geragao de trabalho e renda em comunidades rurais. Apesar
disso, a produtividade da cultura é frequentemente limitada por fatores
fitossanitarios, destacando-se as infecgdes virais entre os principais entraves a
produgéo (SOUZA et al., 2024; WATANABE et al., 2024; ZANINI et al., 2025).

Esses patdogenos promovem alteragdes nas estruturas foliares e interferem
em processos metabdlicos essenciais, comprometendo a eficiéncia fotossintética e
o crescimento das plantas (ZANINI et al., 2020b). A propagagao vegetativa por
manivas, amplamente adotada pela facilidade de multiplicacéo e pela manutengao
das caracteristicas genéticas, constitui também uma via eficiente de disseminagao
desses agentes quando o material inicial se encontra infectado (WATANABE et al.,
2024). Nesse contexto, uma unica estaca contaminada pode originar novas areas
doentes, favorecendo a perpetuagdo de virus sistémicos ao longo dos ciclos
produtivos (ZANINI et al., 2018; COLLAVINO et al., 2021).

Os efeitos das infecgbes virais na cultura da mandioca sdao amplamente
descritos na literatura, especialmente aqueles associados ao complexo dos
mosaicos. No Brasil, a ocorréncia do Cassava common mosaic virus (CsCMV) e do
Cassava vein mosaic virus (CsVMV) encontra-se bem documentada (WATANABE
et al., 2024). Entretanto, apesar dos avancos nos estudos voltados a deteccéo e
identificacdo desses patdgenos, ainda sdo escassas as informagdes quantitativas
sobre os impactos agrondmicos que essas infeccbes impdem a cultura em
condi¢cdes nacionais.

Trabalhos recentes indicam que tanto infecgbes simples quanto mistas por
CsCMV e CsVMV podem reduzir de forma significativa a produtividade e intensificar
a expressao de sintomas foliares (ZANINI et al., 2018; WATANABE et al., 2024;
ZANINI et al., 2025). Assim como observado em outras espécies vegetais, a
coinfeccao viral tende a desencadear efeitos sinérgicos, agravando as perdas
produtivas. Diante desse cenario, o uso de material de propagacao

comprovadamente sadio é reconhecido como a principal estratégia para evitar a
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disseminagao desses patogenos, sendo a limpeza de plantas-matrizes, seguida da
multiplicagdo de manivas livres de virus, uma etapa fundamental para a
manutencdo da qualidade sanitaria e da sustentabilidade da produgao
(COLLAVINO et al., 2021; ROCHA et al., 2021).

Esta dissertacdo foi organizada em dois capitulos: O Capitulo 1 aborda os
impactos agrondmicos provocados por CsCMV e CsVMV, isoladamente e em
coinfecgao, a partir de parametros visuais e produtivos. O Capitulo 2 apresenta a
aplicacdo pratica de um protocolo de termoterapia associado ao diagndstico
molecular para a limpeza viral. O objetivo geral do estudo é quantificar os efeitos
dessas infecgdes virais e propor um método eficiente de saneamento, contribuindo
de forma aplicada e estratégica para a producdo de material de plantio de alta

qualidade e para a reducéo das perdas causadas por virus na cultura da mandioca.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Principais viroses da mandioca no contexto brasileiro

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) cultivada predominantemente em
regides tropicais da Africa, América Latina e Asia, onde desempenha papel central
na segurancga alimentar e na geragao de renda. Em sistemas produtivos baseados
na propagagao vegetativa, como ocorre nessa cultura, virus fitopatogénicos tendem
a se perpetuar e a se disseminar com facilidade entre ciclos de cultivo, favorecendo
a manutengao de viroses de forma endémica. Nesse contexto, as doencgas virais
da mandioca apresentam elevada relevancia epidemiolégica em escala global, com
diferentes espécies e grupos virais predominando conforme a regiao produtora, o
que refor¢a a necessidade de estratégias continuas de monitoramento, diagndstico
e uso de material propagativo sanitariamente certificado (LEGG et al., 2015).

O Virus do mosaico comum da mandioca (Cassava common mosaic virus —
CsCMV) foi relatado pela primeira vez no sul do Brasil (SILBERSCHMID, 1938;
COSTA, 1940) e permanece, até 0 momento, como a virose de maior relevancia
econdmica para a cultura no pais. Atualmente, sdo reconhecidos trés principais
virus filogeneticamente relacionados ao género Potexvirus capazes de infectar a
mandioca: o CsCMV, o Virus X da Mandioca (Cassava virus X — CsVX) e o Novo
Alfaflexivirus da Mandioca (Cassava new alphaflexivirus — CsNAV). Estudos

baseados em bioensaios e analises de sequenciamento genético demonstraram
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que apenas o CsCMV, cujo genoma apresenta o arranjo tipico de potexvirus, &
capaz de induzir sintomas visuais expressivos em infec¢cées simples, enquanto
CsVX e CsNAV geralmente permanecem associados a infecgdes latentes, sem
manifestagcdo sintomatica evidente, em diferentes cultivares de mandioca
(LOZANO et al., 2017).

No Brasil, as principais viroses que acometem a cultura da mandioca sao o
Virus do mosaico comum da mandioca (CsCMV) e o Virus do mosaico das nervuras
da mandioca (Cassava vein mosaic virus — CsVMV), ambos associados a reducdes
na produtividade e na qualidade das raizes e do material de propagacéo. O CsCMV
€ um virus de RNA de fita simples, pertencente ao género Potexvirus e a familia
Alphaflexiviridae (HAMIDOU et al., 2025), apresentando elevada incidéncia em
areas produtoras do pais. Estudos conduzidos com variedades brasileiras
demonstraram perdas de rendimento causadas pelo CsCMV variando de 30% a
60%, evidenciando seu impacto agrondmico significativo (VENTURINI et al., 2016;
ZANINI et al., 2020a).

O CsVMV, por sua vez, € um virus de DNA de dupla fita circular, pertencente
ao género Badnavirus e a familia Caulimoviridae, sendo amplamente distribuido no
Nordeste brasileiro e reconhecido ha varias décadas na cultura da mandioca.
Apesar de sua ocorréncia frequente, especialmente em plantas assintomaticas ou
com sintomas discretos, ainda sdo escassos os estudos que quantificam de forma
direta as perdas econdmicas associadas a infecgcao pelo CsVMV, o que limita uma
avaliacao mais precisa de seu impacto produtivo quando comparado ao CsCMV
(WATANABE et al., 2024).

O CsCMV apresenta elevada capacidade de infeccao e persisténcia nos
tecidos do hospedeiro, bem como em ferramentas agricolas e materiais de
propagacao vegetativa, fatores que favorecem sua ampla disseminacdo e
manutencgao nas principais regides produtoras de mandioca do Brasil (SILVA et al.,
2011; VENTURINI et al.,, 2016). Essa caracteristica reforca a importancia do
diagndstico fitossanitario e da produgéao de material propagativo livre de virus como
estratégias centrais no manejo das viroses da cultura.

No Brasil, estudos com plantas-m&e de mandioca previamente selecionadas
como livres de virus, com base em testes de ELISA indireto para deteccao de

CsCMV, demonstraram que apenas duas, dentre sete cultivares inoculadas com o
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virus, apresentaram reduc¢des significativas na altura das plantas, variando entre
7% e 9,2%. No entanto, em seis dessas cultivares, observou-se redugéo
significativa da massa fresca da parte aérea das plantas inoculadas, com valores
entre 13,5% e 30,2%, evidenciando o impacto negativo do CsCMV sobre o
crescimento vegetativo da mandioca, mesmo na auséncia de sintomas severos
(VENTURINI et al., 2016).

2.2 Sintomatologia e limita¢cdes do diagnostico visual

O Virus do mosaico comum da mandioca (CsCMV) induz um conjunto
variavel de sintomas foliares, cuja expressao depende do gendtipo da planta, da
idade do tecido infectado e das condigdes ambientais. De modo geral, a infecgao
se inicia com a entrada do virus nas células vegetais, seguida pela replicagao do
genoma viral e movimentacdo célula a célula e a longa distancia via floema,
processo que compromete a organizagao celular e o funcionamento fisiolégico da
planta hospedeira (ZANINI et al., 2018; TUO et al., 2020).

Os sintomas mais frequentes incluem mosaico verde-claro e amarelo,
manchas cloréticas irregulares e deformagcdes em folhas jovens, resultantes da
distribuicdo desigual da clorofila e da desorganizacao dos tecidos foliares. Do ponto
de vista fisioldgico, a infecgédo pelo CsCMV esta associada a alteragao da estrutura
dos cloroplastos, redugdo da eficiéncia fotossintética e perturbagdes no
metabolismo do carbono, 0 que culmina em menor acumulo de biomassa e
prejuizos ao crescimento vegetativo da mandioca (ZANINI et al., 2020b; ZANINI et
al., 2021). Além disso, o virus pode provocar clareamento das nervuras, mosaico
clorético difuso e redugao da area foliar funcional, afetando diretamente o teor de
amido nas raizes (VENTURINI et al., 2016; COLLAVINO et al., 2021; HAMIDOU et
al., 2025).

O Virus do mosaico das nervuras da mandioca (CsVMV), pertencente a
familia Caulimoviridae, apresenta comportamento distinto. Os sintomas visuais
geralmente se concentram nas nervuras das folhas, manifestando-se como
mosaico discreto, amarelecimento localizado ou padrées cloréticos pouco
evidentes, o que dificulta sua identificagdo em avaliagbes de campo (CALVERT et
al.,, 1995; NASIM; DEY, 2022). Em alguns casos, plantas infectadas podem
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apresentar descoloracdo marginal, redugao da lamina foliar e, em estagios mais
avancgados, deformagdes estruturais, embora a expressdo sintomatica seja
frequentemente intermitente ou atenuada ao longo do ciclo da cultura (KOCHKO et
al., 1998; MARMEY; FAUQUET, 2006).

Em gendtipos suscetiveis, a infecgdo viral tende a resultar em sintomas mais
intensos, como mosaico pronunciado, clorose severa, deformagdes foliares
acentuadas e, ocasionalmente, necrose sistémica. Essas alteragbes comprometem
a interceptacdo de luz, reduzem a capacidade fotossintética e afetam o
desempenho fisiologico da planta, refletindo-se em perdas produtivas significativas
(SSERUBOMBWE et al., 2001; TUO et al., 2023). No entanto, a auséncia ou
suavizagao dos sintomas visuais em determinados gendtipos ou condi¢cdes
ambientais ndo garante a sanidade viral das plantas, evidenciando as limitagdes do
diagnostico visual como ferramenta isolada e reforgando a necessidade do uso de
métodos de diagndstico molecular para a detecgao precisa dessas viroses (ZANINI
et al., 2018; WATANABE et al., 2024; ZANINI et al., 2025).

2.3 Métodos de diagndstico

O diagnostico do CsCMV e CsVMV pode ser realizado por meio de técnicas
sorologicas e moleculares, cuja escolha depende das caracteristicas biolégicas de
cada virus, da disponibilidade de reagentes especificos e do objetivo da analise.
Entre as abordagens sorolégicas, o teste ELISA indireto destaca-se como método
classico e amplamente empregado para a detecgdo do CsCMV, especialmente em
programas de triagem fitossanitaria (SILVA et al., 2011; ZANINI et al., 2018).

O uso do ELISA para o diagnostico do CsCMV € favorecido pela
disponibilidade de antissoros especificos desenvolvidos e validados a partir de
isolados brasileiros, o que confere boa sensibilidade e confiabilidade a técnica
(SILVA et al., 2011). Além disso, o método apresenta vantagens como baixo custo,
facilidade de execucgéao e possibilidade de analise de grande niumero de amostras,
sendo amplamente utilizado em levantamentos epidemiolégicos e na selegao de
material propagativo livre de virus (MEHETRE et al., 2021).

Entretanto, a eficiéncia do ELISA depende diretamente da qualidade e da

especificidade dos anticorpos empregados, podendo ocorrer resultados falso-
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positivos ou falso-negativos quando esses requisitos ndo sido plenamente
atendidos. Ademais, a produgao de antissoros altamente purificados demanda
tempo, infraestrutura e recursos financeiros, o que pode limitar sua aplicagdo em
determinados contextos e em programas de larga escala (TABATABAEI et al.,
2021; KANAPIYA et al., 2024). Ainda assim, o ELISA permanece como método de
referéncia para triagens iniciais, em razdo de sua boa sensibilidade, praticidade e
custo relativamente reduzido (KANAPIYA et al., 2024).

Para o CsVMV, virus de DNA pertencente ao género Badnavirus (familia
Caulimoviridae), o diagndstico sorologico apresenta limitagdes adicionais. Desde
os primeiros estudos sobre esse virus, a literatura tem apontado dificuldades na
obtencdo e validagdo de antissoros especificos para uso rotineiro, além da
ocorréncia frequente de infeccdes latentes e baixa concentragao viral nos tecidos
vegetais. Assim, técnicas moleculares tém sido recomendadas como abordagem
mais confiavel para sua deteccdo, com destaque para a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) (CALVERT et al., 1995).

Entre as metodologias moleculares disponiveis, destacam-se a PCR
convencional, a PCR aninhada, a PCR multiplex, a RT-PCR e, mais recentemente,
a PCR quantitativa em tempo real (qQPCR), que permite a detec¢ao e a quantificagao
da carga viral com elevada sensibilidade e especificidade (WANG et al., 2022;
KANAPIYA et al., 2024). A gPCR apresenta vantagens adicionais, como a redugao
do tempo de analise, a eliminagao da etapa de eletroforese em gel e a minimizagao
do risco de contaminagcdo cruzada, consolidando-se como uma ferramenta
essencial em estudos de diagnéstico preciso e monitoramento fitossanitario
(HEMA; KONAKALLA, 2021)

2.4 Termoterapia e limpeza viral

A termoterapia baseia-se na diferenga de tolerancia térmica entre os virus e
os tecidos vegetais, utilizando o calor como agente para inibir a replicagao viral e
restringir o movimento do patégeno nos tecidos da planta. No presente estudo, a
termoterapia foi aplicada em plantas inteiras, mantidas em camara térmica

automatizada, sem o emprego de técnicas de cultivo in vitro, caracterizando uma
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abordagem com elevada aplicabilidade pratica em sistemas de producdo e
saneamento vegetal (NAKABONGE et al., 2020; ANIKINA et al., 2023).

O uso de camaras térmicas automatizadas permite maior controle da
temperatura, da umidade relativa e do periodo de exposicdo, favorecendo a
reducao da carga viral sem comprometer o desenvolvimento fisioldgico das plantas
tratadas. Essa estratégia tem sido adotada em programas de saneamento vegetal
por possibilitar a aplicagao do tratamento em grande numero de plantas, mantendo
a integridade dos tecidos e reduzindo a necessidade de infraestrutura laboratorial
complexa quando comparada a técnicas baseadas em cultivo in vitro (OLIVEIRA et
al., 2020; BETTONI et al., 2022).

Em estudos recentes, Ouedraogo et al. (2025) observaram que a cultivar
BFM260 apresentou taxa de regeneracao significativamente superior sob
tratamento térmico (60,9 £ 12,58%) em comparagéo ao controle (34,5 + 10,93%),
além de maior formacao de nds e caules por planta, indicando resposta positiva ao
procedimento e evidenciando o potencial da termoterapia aplicada em plantas
inteiras como estratégia de saneamento.

Embora outras técnicas de eliminagao viral sejam descritas na literatura,
como a cultura de meristemas, a quimioterapia e a crioterapia, essas metodologias
apresentam maior complexidade técnica, custos elevados e dependéncia de
infraestrutura especializada. Nesse contexto, a escolha da termoterapia neste
trabalho justifica-se por sua viabilidade operacional, menor custo e potencial de
aplicagao em programas de produgao de material propagativo em escala comercial,
especialmente em instituicbes de pesquisa e extensao agricola.

Apesar da eficacia comprovada, a eficiéncia da termoterapia pode variar
conforme o tipo de virus, a duragdo e a intensidade do tratamento térmico, a
resposta fisiolégica do gendtipo e a capacidade de recuperagcdo das plantas
tratadas (WANG et al., 2018; NAKABONGE et al., 2020). Virus com elevada
estabilidade estrutural ou agentes patogénicos mais simples, como viroides,
apresentam maior tolerancia ao calor, o que pode dificultar sua eliminagdo completa
apenas pelo tratamento térmico, conforme demonstrado em estudos com Tobacco
mosaic virus (TMV) (WANG et al., 2018; SARROPOULOU et al., 2024).

Dessa forma, a validagao da eficiéncia da limpeza viral deve incluir métodos

moleculares sensiveis, como a PCR quantitativa em tempo real (QPCR), uma vez
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gue a auséncia de sintomas visuais ndo assegura a eliminagao total do patégeno.
A integracao entre a termoterapia aplicada em plantas mantidas em camara térmica
e o diagndstico molecular constitui, portanto, uma estratégia confiavel para a
obtencao de material propagativo com elevado padréo fitossanitario (WANG et al.,
2022; KANAPIYA et al., 2024; BENNYPAUL et al., 2025)

2.5 Variedades BRS Poti Branca e BRS Novo Horizonte

As cultivares BRS Poti Branca e BRS Novo Horizonte foram desenvolvidas

pela Embrapa Mandioca e Fruticultura, com foco em alta produtividade e adaptagao
regional.
A BRS Poti Branca destaca-se pela qualidade culinaria, elevado teor de fécula e
bom rendimento de raizes, sendo amplamente cultivada em sistemas familiares do
Nordeste (CARVALHO et al., 2014; SANTIAGO et al., 2017; GONCALVES et al.,
2021). Segundo Sampaio et al. (2023), essa variedade apresentou desempenho
agrondémico expressivo, com 73,06% da contribuigédo total para a proximidade em
relagao ao idedtipo, destacando sua produtividade e estabilidade.

A BRS Novo Horizonte originou-se do cruzamento entre os acessos

BGMO0116 e BGM1727, realizado em 1998, sendo posteriormente selecionada pela
Embrapa por seu alto rendimento de raizes e teor de matéria seca (SOUZA; LIMA-
PRIMO, 2022). Apresenta boa adaptacédo a sistemas mecanizados, estabilidade
produtiva e potencial industrial, sendo indicada para regides quentes e secas
(OLIVEIRA et al., 2020; SOUZA; LIMA-PRIMO, 2022).
Estudos multilocacionais demonstraram que BRS Poti Branca e BRS Novo
Horizonte exibem desempenho consistente e alta estabilidade em diferentes
ambientes (SAMPAIO et al., 2023). Venturini et al. (2015; 2016) verificaram que
ambas as cultivares mantém produtividade elevada mesmo apdos inoculagéo
experimental com o CsCMV, com rendimentos superiores a 32 t ha™ de raizes e 9
t ha™ de amido. Esses resultados indicam que, apesar da infec¢ao, as cultivares
preservam o desempenho produtivo e industrial, sugerindo possivel tolerancia ao
virus.

Apesar da importancia econdmica e social dessas variedades, ainda ha

caréncia de estudos que explorem sua interacdo com os virus CsCMV e CsVMV.
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Essa lacuna refor¢ca a necessidade de pesquisas que avaliem o impacto combinado
desses patdgenos sobre o desempenho fisiolégico e produtivo das principais
cultivares brasileiras, especialmente nas regides produtoras do Nordeste, onde seu

cultivo € amplamente difundido.

2.6 Tratamento quimico de manivas de mandioca com inseticidas e

fungicidas sistémicos

O tratamento quimico de manivas de mandioca (Manihot esculenta Crantz)
tem sido relatado como uma pratica associada a melhoria da qualidade
fitossanitaria do material propagativo, especialmente no contexto do manejo
integrado de pragas e doengas. De acordo com Amour et al. (2025) e Nguyen,
Duong e Nguyen (2024), a aplicac&o prévia de inseticidas e fungicidas sistémicos
pode contribuir para a protecao inicial das plantas, reduzindo a interferéncia de
organismos prejudiciais ainda nas fases iniciais de desenvolvimento.

Na literatura, o uso de inseticidas sistémicos no tratamento de manivas é
frequentemente relacionado ao controle de insetos vetores de viroses, como a
mosca-branca (Bemisia tabaci). Amour et al. (2025) observaram que a imersao de
manivas em solucdo contendo tiametoxam promoveu reducdo significativa da
populacdo do inseto, refletindo na diminuicdo dos sintomas da mosaicose da
mandioca. Essa abordagem é destacada pelos autores como uma estratégia
eficiente para protecao precoce da cultura.

Além disso, o tratamento quimico também tem sido associado ao controle
de patégenos fungicos presentes no material propagativo. Nguyen, Duong e
Nguyen (2024) verificaram que o uso de formulagdes contendo fungicidas,
isoladamente ou em combinagdo com inseticidas, contribuiu para a redugado do
progresso de doencgas e melhoria no desempenho agronédmico das plantas.

No presente estudo, foi utilizado o tratamento de manivas com produto
comercial contendo fungicidas e inseticida sistémicos, aplicado por meio de
imersdo antes do plantio, conforme descrito na metodologia. Essa forma de
aplicagao é compativel com os protocolos relatados na literatura, que indicam a

imersdo como uma estratégia eficiente para promover a absorgdo dos compostos
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e garantir protegao inicial das plantas (AMOUR et al., 2025; NGUYEN; DUONG,;
NGUYEN, 2024).

Entretanto, destaca-se que as viroses avaliadas neste trabalho ndo estéo
associadas a transmissé&o por insetos vetores, sendo disseminadas principalmente
por meio de material propagativo infectado. Dessa forma, o uso do inseticida
sistémico ndo teve como finalidade o controle direto da mosca-branca ou de outros
vetores. Assim, com base nas abordagens descritas na literatura, o tratamento
quimico das manivas foi adotado como uma medida preventiva, visando reduzir a
interferéncia de fatores bidticos, como insetos-praga e patdogenos oportunistas, e
garantir condigoes experimentais mais controladas, permitindo maior confiabilidade

na interpretagao dos resultados obtidos.
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Impacto do Virus do mosaico comum e do mosaico das nervuras da

mandioca, na producao de variedades sob infec¢ao simples e mista

RESUMO: O estudo partiu da necessidade de quantificar as perdas associadas as
viroses que afetam a cultura, diante da escassez de informagdes quantitativas. O
diagnostico viral foi conduzido por ELISA indireto para o CsCMV e PCR
convencional para o CsVMV, complementado por qPCR para confirmacédo dos
resultados. Os dados revelaram alta frequéncia de infecgao por CsCMV, com média
de 63% a 66% nas duas variedades avaliadas, enquanto o CsVMV apresentou
ocorréncia extremamente baixa (0,6%), detectado apenas em uma amostra da
‘BRS Novo Horizonte’. Apesar da baixa presenga do CsVMV, sua inclusao analitica
foi essencial para identificar possiveis efeitos combinados com o CsCMV. As
avaliagcbes agronbémicas mostraram que o CsCMV influenciou negativamente nos
parametros de crescimento e produtividade, refletindo redugdes significativas em
altura de planta, vigor das hastes e produtividade de raizes nas plantas infectadas,
com variagdo conforme a variedade avaliada. A BRS Poti Branca apresentou
desempenho produtivo mais estavel entre os tratamentos, enquanto a BRS Novo
Horizonte mostrou redu¢cdes mais acentuadas sob infeccdo. A hipdtese de efeito
sinérgico sob coinfecgao foi parcialmente confirmada, uma vez que a combinagao
CsCMV + CsVMV, ainda que rara, esteve associada a redu¢des mais expressivas
de produtividade em relagao as infecgdes simples. Esses resultados reforcam a
importancia do uso de material propagativo livre de virus e da integracdo de
diagndsticos moleculares em programas de multiplicagdo, prevenindo perdas
econdmicas e garantindo sanidade varietal.

Palavras-chave: Diagnéstico, coinfecgao, viroses.
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Impact of the Cassava Common Mosaic Virus and Cassava Vein
Mosaic Virus on the production of varieties under single and mixed

infections

ABSTRACT: Chapter 1 investigated the impact of the Cassava common mosaic
virus (CsCMV) and the Cassava vein mosaic virus (CsVMV), individually and in
coinfection, on the agronomic performance of the varieties BRS Poti Branca and
BRS Novo Horizonte. The study addressed the need to quantify yield losses caused
by viral diseases affecting cassava, given the scarcity of quantitative data in Brazil.
Viral detection was carried out through indirect ELISA for CsCMV and conventional
PCR for CsVMV, complemented by qPCR to confirm the results. The results
revealed a high frequency of CsCMYV infection, with an average incidence of 63—66
% across both varieties, whereas CsVMV showed an extremely low occurrence (0.6
%), detected in only one sample of ‘BRS Novo Horizonte’. Although CsVMV was
minimal, its inclusion was essential to assess possible combined effects with
CsCMV. Agronomic evaluations demonstrated that CsCMV negatively affected
growth and productivity parameters, leading to significant reductions in plant height,
stem vigor, and root yield in infected plants, with variations between the two
varieties. BRS Poti Branca maintained more stable performance among treatments,
while BRS Novo Horizonte exhibited more pronounced reductions under infection.
The hypothesis of a synergistic effect under coinfection was partially confirmed, as
the CsCMV + CsVMV combination, though rare was associated with greater
productivity losses compared to single infections. These findings highlight the
importance of using virus-free propagation material and integrating molecular
diagnostics into multiplication programs, as essential measures to prevent
economic losses and ensure varietal health.

Key words: Diagnosis, Dual infection, viruses.
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1 INTRODUGAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) ocupa posigao de destaque entre as
principais culturas agricolas do Brasil, desempenhando papel essencial na
seguranga alimentar e na geragao de renda em diversas regides produtoras. O
cultivo dessa espécie é realizado, predominantemente, por meio da multiplicacéo
vegetativa de hastes ou miniestacas, pratica que assegura a conservagao das
caracteristicas genéticas das variedades cultivadas. Entretanto, quando o material
propagativo ndo € proveniente de plantas sadias, essa estratégia também se torna
uma via importante de disseminag¢ao de agentes patogénicos (COLLAVINO et al.,
2021; WATANABE et al., 2024).

Entre os problemas fitossanitarios mais relevantes da mandioca, destacam-
se as viroses, especialmente as causadas pelo Cassava common mosaic virus
(CsCMV) e pelo Cassava vein mosaic virus (CsVMV). Esses virus tém sido
relatados em diferentes regides produtoras do pais e utilizam a propagagao
vegetativa como principal forma de transmissao (VENTURINI et al., 2016;
COLARICCIO et al., 2020; WATANABE et al., 2024). O CsCMV esta relacionado a
reduc¢des no crescimento e na produtividade, interferindo em processos fisioldgicos
e bioquimicos como a fotossintese, 0 acumulo de biomassa e o teor de amido nas
raizes (LEGG et al., 2015; ZANINI et al., 2020a; HAMIDOU et al., 2025). Ja o
CsVMV, embora descrito na literatura, ainda carece de investigacbes mais
profundas sobre seus efeitos na fisiologia e no desempenho agronémico da
mandioca.

Mesmo com os avangos observados nas ultimas décadas, o impacto real
das viroses sobre a cultura da mandioca no Brasil continua sendo subestimado. A
maior parte das pesquisas existentes limita-se a caracterizagdo de sintomas e a
descricdo da ocorréncia dos virus, sem a quantificacdo precisa das perdas
fisiolégicas e econbmicas associadas a infeccao (VENTURINI et al., 2016). De
acordo com Collavino et al. (2021), apesar do CsCMV ter sido recentemente
registrado, ainda ha caréncia de informagdes sobre os efeitos das infecgdes virais

no metabolismo e na produtividade da cultura.
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A determinagéo do dano efetivamente causado por virus e outros patdégenos
€ fundamental para subsidiar estratégias de manejo mais adequadas. No caso
especifico dos virus CsCMV e CsVMV, torna-se essencial avaliar separadamente
e em coinfeccdo o impacto sobre variaveis fisioldgicas e produtivas, de modo a
compreender a magnitude dos prejuizos associados a cada situagéo. Parte-se da
hipétese de que as infecgdes simultaneas por CsCMV e CsVMV exercem um efeito
sinérgico sobre as plantas, resultando em perdas mais acentuadas no crescimento
e na producao de raizes do que as infec¢des individuais.

Para testar essa hipotese, os objetivos especificos deste estudo consistem
em: (i) registrar a presencga e a intensidade dos sintomas visuais caracteristicos de
cada tratamento; (ii) quantificar os efeitos dos virus sobre variaveis de crescimento,
como a altura das plantas; e (iii) avaliar parametros produtivos, comparando o
desempenho entre tratamentos para estimar a magnitude e o tipo de interagao entre
os virus. Assim, o presente capitulo busca contribuir para o entendimento dos
impactos isolados e combinados de CsCMV e CsVMV sobre o desempenho
agrondmico da mandioca, oferecendo subsidios técnicos para o aprimoramento de

programas de manejo e multiplicacdo de material sadio.

2 MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Para o diagndstico do virus do mosaico das nervuras da mandioca (CsVMV)
e do virus do mosaico comum da mandioca (CsCMV), foram identificadas e
marcadas 80 plantas assintomaticas e 80 plantas sintomaticas, baseando-se nos
sintomas caracteristicos de cada variedade (BRS Novo Horizonte e BRS Poti
Branca). A coleta do material foi realizada no campo de multiplicacdo de mandioca
da Empresa Podium, localizado na Rodovia BR-101, Km 279, em Laje, Bahia
(SIRGAS 2000 UTM, Fuso 24 L: E= 469668 m / N= 8548978 m

Amostras de folhas de cada planta foram coletadas em sacos de papel filtro
e acondicionadas em sacos plasticos zip lock contendo silica gel, sendo colocadas
para secar em ambiente natural no Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. As silicas foram trocadas até que estabilizassem sua
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coloragao, e as amostras foram guardadas em ultrafreezer (-80 °C) até o momento

das extracoes.

2.2 Extracdo de DNA Total

A extracdo de DNA foi realizada com o Promega Genomic DNA/RNA
Purification Kit, adaptado as particularidades da espécie. Foram coletados cerca de
40 mg de tecido foliar das variedades BRS Novo Horizonte e BRS Poti Branca,
macerados em po fino com esferas de aco inoxidavel no TissueLyser LT (QIAGEN).
O material foi submetido a lise (ex.: Nuclei Lysis Solution) com 600 uL de tampao
especifico e incubado a 65 °C por 15 minutos. Em seguida, adicionaram-se 3 pL de
RNase, com incubacgao a 37 °C por 15 minutos.

Apos resfriamento, 200 uL de solucéo de precipitacao de proteinas foram
incorporados, e o lisado centrifugado a 13.000 x g para separagao do
sobrenadante. A precipitacdo do DNA foi realizada com 600 uL de isopropanol,
seguida de centrifugacgéo. O pellet resultante foi lavado com 600 uL de etanol 70%,
seco ao ar e ressuspenso em 100 pyL de tampéo de reidratacao.

A qualidade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1%,
corado com GelRed® e visualizado sob luz UV. As amostras foram diluidas e

padronizadas para 25 ng/uL e armazenadas a -80 °C até o uso.

2.3 Deteccao molecular por PCR

A detecgdo do Virus do mosaico das nervuras da mandioca (CsVMV) foi
realizada por PCR convencional, utilizando os primers especificos CsVMV-SST-FW
(5'-TGA GCA GGT ACA ATTCAT CTG ATA CTGA-3') e CsVMV-SST-RE (5'-CTT
CGTATT CTG GCA GTA TAG G-3'). As reagdes foram conduzidas em volume final
de 25 L, contendo 2 puL de DNA (20 ng), 0,5 pL de dNTP (10 mM), 0,2 uL de Taq
polimerase, 2,5 yL de tampao (10x), 1,5 yL de MgCl, (25 Mm), 0,5 uL de cada
primer (10Mm) e 16,3 pL de agua.

O programa de amplificacdo consistiu em desnaturagéo inicial a 94 °C por
3 min; 36 ciclos de 94 °C por 45 s, 55 °C por 30 s e 72 °C por 30 s; seguidos de
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extenséo final a 72 °C por 7 min. As amostras foram analisadas em gel de agarose

a 1%, corados com GelRed® e visualizados em transluminador de luz UV.

2.4 Deteccdo do virus do mosaico comum da mandioca (CsCMV)

O diagndstico do virus do mosaico comum da mandioca (CsCMV) foi
realizado pelo teste ELISA indireto, conforme descrito por Mowat & Dawson (1987),
em protocolo de trés dias. No primeiro dia, tubos de microcentrifuga contendo 18
discos foliares (controles positivo e negativo, além das amostras) foram
preparados, totalizando aproximadamente 0,17 g de tecido por tubo. Cada amostra
recebeu tampao carbonato com 1% de PVP e duas esferas de ago inoxidavel,
seguido de maceragdo em TissuelLyser. Apos centrifugacédo, 100 pL do
sobrenadante foram transferidos para a placa de ELISA previamente identificada e
incubada durante a noite, a 4—6 °C, em camara umida.

No segundo dia, a placa foi lavada com PBS-Tween (0,05%) e, em
seguida, incubada por 1 h em solugao bloqueadora (PBS + 3% albumina de soro
bovino) sob agitagéo leve, a temperatura ambiente. Apds nova lavagem com TBS-
Tween, adicionou-se o antissoro especifico para CsCMV, diluido a 1:6000. A placa
foi novamente incubada durante a noite, a 4—6 °C. No terceiro dia, apds sucessivas
lavagens com PBS-Tween, adicionou-se 100 pL do antissoro conjugado goat-anti-
rabbit com fosfatase alcalina (1:20.000), mantendo a placa a 37 °C por 4 h. Na
etapa final, aplicou-se tampéo contendo p-nitrofenil fosfato, com incubag¢do no
escuro por 60 min. Amostras foram consideradas positivas quando as absorbancias

superaram 2,5 vezes a média dos controles negativos.

2.5 Experimento

Experimento em campo foi delineado para avaliar o impacto do virus do
mosaico comum da mandioca (CsCMV) e do virus do mosaico das nervuras da
mandioca (CsVMV) em Campo, baseando-se em resultados de indexacdes
prévias. O ensaio foi conduzido no municipio de Laje, Bahia, em uma area de
408,24 m?, localizada especificamente nas instalagdes da Podium Alimentos,
Rodovia BR-101, Laje - BA, CEP 45.490-000.
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2.6 Caracteristicas do Local

O experimento foi instalado no municipio de Laje, Bahia, situado no
Recbdncavo Sul Baiano, area reconhecida pela aptidao agricola e pela presenga de
unidades industriais voltadas ao processamento de mandioca, como a antiga Bahia
Amido, atual Podium Alimentos. As condigbes ambientais da regido, incluindo clima
quente e umido e solos adequados ao desenvolvimento inicial da cultura, tém
favorecido a conducédo de ensaios agronémicos e a avaliagdo de cultivares
destinadas ao uso industrial, conforme observado em estudos realizados no estado
(OLIVEIRA et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2023). Por integrar um polo produtivo
importante no Recbncavo, Laje tem sido utilizada como ambiente representativo
para validagdo de materiais genéticos e tecnologias aplicadas a cultura da

mandioca, justificando sua escolha como local experimental neste trabalho.

2.7 Delineamento Experimental e Condugao

O experimento foi instalado em setembro de 2024, utilizando delineamento
em blocos casualizados, com trés repeticdes. Cada parcela experimental foi
composta por trés linhas de plantio, com 4,2 m de comprimento, adotando-se
espacamento de 0,90 m entre linhas e 0,70 m entre plantas. Os tratamentos foram
definidos a partir da combinacdo de duas variedades de mandioca (BRS Novo
Horizonte e BRS Poti Branca), duas condigdes sanitarias do material propagativo
(manivas sadias e infectadas) e trés formas de preparo das manivas: manivas de 8
cm tratadas com MandiPlus, manivas de 16 cm tratadas com MandiPlus e manivas
de 16 cm sem tratamento quimico (controle).

O tratamento quimico consistiu na utilizagdo do produto comercial
MandiPlus, composto por fungicidas sistémicos (mefenoxam e tiabendazol) e
inseticida sistémico (tiametoxam), aplicado na dose de 400 mL de produto
comercial por hectare. As manivas tratadas foram submetidas a imersdao em
solucao do produto por 3 minutos, acondicionadas em sacos de polietileno de alta
densidade (PEAD) com malha tipo Raschel, e posteriormente mantidas a secagem
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em temperatura ambiente por aproximadamente 8 horas antes do plantio. No total,

foram avaliadas 36 parcelas experimentais.

2.8 Parametros de Avaliacao

As avaliagdes do experimento foram iniciadas aos cinco meses apos o
plantio para monitorar o desenvolvimento inicial e a manifestacdo de sintomas.
Neste periodo, foram registrados o numero de plantas estabelecidas, a presenca
ou auséncia de sintomas das viroses, a altura das plantas e o diametro da haste.
Essas analises permitiram acompanhar a progressdo da doenga e o crescimento
vegetativo ao longo do periodo experimental.

Ao término do experimento, no momento da colheita, foram realizadas as

seguintes medi¢des e determinagdes:

¢ Altura das plantas (m): Medida da base do solo até a insergao
da folha mais jovens.

e Peso das raizes: Mensurado separadamente, calculando o
peso total das raizes por parcela.

e Vigor das hastes (Escala 1-5): 1: Desenvolvimento ruim e
baixo vigor; 2: desenvolvimento e vigor intermediario; 3: 6timo
desenvolvimento e vigor; 4: excelente desenvolvimento e
vigor; 5: maximo desenvolvimento e vigor.

e Altura das hastes: Medida de comprimento do caule por
planta com uso potencial para a produgdo de material
propagativo.

e Diametro do caule: medido do caule principal

¢ Sintomas: Presencga ou auséncia
2.9 Determinagao do Teor de Matéria Seca das Raizes (MS%)

Para determinar o teor de matéria seca das raizes, amostras foram coletadas de
cada variedade e tratamento. As raizes foram pesadas inicialmente no ar (massa inicial,

Pl) e, em seguida, submersas em um recipiente com agua para obter a massa das raizes
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submersas (massa final, PF). Os valores foram estimados utilizando a equagao proposta

por Kawano, Fukuda e Cenpukdee (1987):

(PI — PF)

MS(%) = [158,3 x ~——

] — 142

Pl: corresponde a massa inicial da amostra (pesada no ar);

PF: corresponde a massa obtida na balanga ap6s submerséao das raizes na

agua.
Produtividade e Qualidade das Raizes

e Produtividade das Raizes (PR): Foi estimada pela pesagem das raizes
obtidas de cinco plantas por parcela, com os resultados expressos em
toneladas por hectare (t/ha).

e Teor de Amido (AMD%): Foi calculado pela subtragao do fator 4,65 do valor
do teor de matéria seca (MS%), conforme descrito por Rangel et al. (2021).

e Produtividade de Amido (PAM): Foi determinada pela multiplicacdo da
produtividade de raizes (PR) pelo teor de amido das raizes (em valor
decimal), também expressa em toneladas por hectare (t/ha). Estd métrica
permitiu avaliar a viabilidade e o potencial econbmico da cultura sob as

condi¢des do experimento.
2.10 Analise de Dados
Para a analise dos dados coletados, foi utilizado o software Rstudio.

e Analise Descritiva: Inicialmente, foi realizada uma analise descritiva completa,
incluindo o calculo de médias, desvios padrao e intervalos de confianga para cada
parametro avaliado. Esta etapa proporcionou uma visao inicial da distribuicao e
variabilidade dos dados.

eAndlise de Variancia (ANOVA): Em seguida, foi conduzida uma Analise de

Variancia (ANOVA) para identificar diferengas estatisticamente significativas entre
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os tratamentos (impacto do CsCMV). Os resultados da ANOVA foram
apresentados em tabelas contendo os valores de F e os p-valores
correspondentes. O coeficiente de variagdo (CV) foi calculado para cada
parametro, servindo como uma medida da variabilidade em relagado as médias.
eTestes de Comparacdo Multipla: Caso a ANOVA tenha indicado diferengas
significativas entre os tratamentos, foi aplicado o teste de Tukey para
comparagdes multiplas. Este teste permitiu identificar quais tratamentos
especificos apresentaram diferencgas estatisticas entre si.

e Testes de comparagao por média: para casos especificos foram realizadas

analises de comparacao e percentual por média de parcela infectada e sadia.

3 RESULTADOS

A avaliacdo fitossanitaria inicial foi realizada por ELISA indireto (CsCMV) e
PCR convencional (CsVMV), em um total de 320 plantas, sendo 160 de cada
variedade (80 sadias e 80 infectadas, de acordo com a presenga ou auséncia de
sintomas no momento da coleta). Para confirmar e refinar estes resultados, foi
realizado um diagndstico final por g°PCR, método mais sensivel e especifico, cujos

resultados estao apresentados na Figura 1.

Figura 1. Comparativo entre o diagndstico inicial e final dos virus CsCMV e
CsVMV em variedades de mandioca, obtido por teste imunoenzimatico (ELISA
indireto).
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gPCR = PCR quantitativo em tempo real

O CsVMV foi detectado em apenas uma amostra (0.6% de frequéncia)
exclusivamente no diagndstico final por qPCR na variedade BRS Novo Horizonte.
Ja o CsCMV apresentou alta frequéncia de infeccdo, sendo identificado em
aproximadamente 66% das plantas da BRS Poti Branca e 61% da BRS Novo
Horizonte. Esse resultado mostrou que parte das plantas classificadas como
"sadias" no campo também estava infectada, revelando a ocorréncia de infecgao
assintomatica. A Figura 1 apresenta a frequéncia total de detecgao dos virus
CsCMV e CsVMV considerando o conjunto das variedades avaliadas, ilustrando os

resultados gerais obtidos por diferentes métodos de diagndstico (ELISA e qPCR).

3.1 Impacto da infecgao simples (CsCMV) no desempenho agrondmico

Para a avaliagao dos parametros de desenvolvimento, foram consideradas
as plantas infectadas com base no diagnéstico final por gqPCR em tempo real,
método mais sensivel cujos oligonucleotideos (primers e sondas) foram cedidos
pelo Leibniz Institute DSMZ — German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures GmbH (Alemanha), validando os resultados. Para quantificar o impacto da
condicao sanitaria final (limpas vs. infectadas) no estabelecimento e
desenvolvimento das plantas, foram realizadas duas avaliagdes.

A andlise de variancia nao detectou interagdes significativas triplas ou
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duplas entre os fatores (condigao sanitaria x variedade x tratamento) para nenhuma

das variaveis analisadas (Tabela 1). No entanto, observou-se efeito principal

significativo do fator variedade em cinco variaveis relacionadas ao estabelecimento

e produgdo, na tabela a seguir:

Tabela 1. Resultados da analise de variancia (ANOVA) para variaveis

agronémicas, de produtividade e qualidade de raizes de mandioca.

Variavél Condigao

Sanitaria

variedade

Tratamento

Condicao x Varidade x

Tratamento

Vigor das 7.260
plantas (150
DAP)
Altura das 8.139
plantas (150
DAP)
Numero de 2.246
plantas
estabelecidas
(150 DAP)
Didmetro do 7.077
caule (150
DAP)
Vigor das 8.300
plantas (300
DAP)
Altura das 7.816
plantas (300
DAP)
Altura das 7.058
hastes (300
DAP)
Numero de 5.61
plantas
estabelecidas
(300 DAP)
MS (%) 2.520
AMD (%) 2.520
PR (tha™) 9.320

3.658

9.231

0.0153*

9.856

3.853

9.405

8.540

0.0113*

0.0181*
0.0181*
0.0476*

9.114

9.634

9.818

8.710

9.230

9.575

6.946

8.385

6.715
6.715
8.064

4.765

5.369

4.907

9.702

5.186

4.375

4.770

5.185

4.497
4.497
4.777
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PAM (t ha™) 7.671 1.937 6.132 4.759

Valores correspondem ao p-valor da ANOVA. *Significativo a 5% de probabilidade.
DAP = dias ap6s o plantio, Condig&o sanitaria: plantas sadias e infectadas, MS = matéria seca; AMD

= teor de amido; PR = produtividade de raizes; PAM = produtividade de amido.

Diante da auséncia de interagdes, procedeu-se com o desdobramento do
fator variedade para identificar diferencas especificas entre as cultivares (Tabela
2).

Tabela 2. Médias obtidas no teste de Tukey referentes ao desdobramento do fator
variedade para as variaveis que apresentaram diferengas significativas.

Variavel BRS-Novo- BRS-Poti- Valor-p Grupos de
Horizonte (Média) Branca (Média) SignificAncia

Numero de plantas 97,90 94,90 0,01528 AvsB
estabelecidas (150 DAP)

Numero de plantas 97,90 94,90 0,01128 AvsB
estabelecidas (300 DAP)

MS (%) 35,45 31,78 0,01808 AvsB

AMD (%) 35,45 31,78 0,01808 AvsB

PR(tha™) 11,00 9,83 0,04756 Avs B

Médias seguidas pela mesma letra n&o diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (P<0.05).

O desdobramento do fator variedade revelou diferencas estatisticamente
significativas (p < 0,05) entre BRS-Novo-Horizonte e BRS-Poti-Branca em cinco
variaveis importantes:

Numero de plantas estabelecidas: A BRS-Novo-Horizonte apresentou
médias ajustadas significativamente superiores em plantas estabelecidas no inicio
da avaliagéo (97,90 vs 94,90; p = 0,01528) e final (97,90 vs 94,90; p = 0,01128),
demonstrando melhor estabelecimento e sobrevivéncia das plantas.

Qualidade das Raizes: Para matéria seca (35,45 vs 31,78; p = 0,01808) e
teor de amido (35,45 vs 31,78; p = 0,01808), a BRS-Novo-Horizonte mostrou
valores significativamente maiores, indicando melhor qualidade tecnoldgica das

raizes.
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Produtividade: Na produtividade de raizes (11,00 vs 9,83; p = 0,04756), a
BRS-Novo-Horizonte também superou a BRS-Poti-Branca, refletindo em maior
rendimento por area.

A Figura 2 apresenta os doze graficos de boxplot ilustrando o desempenho
das variedades BRS Novo Horizonte e BRS Poti Branca nos diferentes parametros
avaliados. Condicado sanitaria (limpas vs. infectadas) apresentado apenas para
visualizagdo, as letras de significAncia referem-se exclusivamente ao efeito

principal da variedade, conforme desdobramento do teste de Tukey.

Figura 2. Impacto da infecgao simples por CsCMV nas variedades BRS Novo
Horizonte e BRS Poti Branca
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A variedade BRS Novo Horizonte apresentou desempenho superior em
cinco das doze variaveis analisadas. Foram observadas diferengas significativas (p
< 0,05) para numero de plantas estabelecidas aos 150 DAP (p = 0,01528),
indicando melhor estabelecimento inicial; numero de plantas estabelecidas aos 300
DAP (p = 0,01128), evidenciando maior manutengao das plantas ao longo do ciclo;
MS (%) (p = 0,01808), com maior teor de matéria seca nas raizes; AMD (%) (p =
0,01808), com teor de amido superior; e PR (t ha™) (p = 0,04756), com maior
produtividade de raizes.

Por outro lado, ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas
para altura da haste, vigor das plantas aos 150 e 300 DAP, altura das plantas aos
150 e 300 DAP e diametro do caule.

Ao comparar a distribuicdo das variaveis entre as variedades, verificou-se
que, para numero de plantas estabelecidas aos 150 e 300 DAP, teor de matéria
seca, teor de amido e produtividade de raizes, a variedade BRS Novo Horizonte

apresentou valores superiores em relagao a BRS Poti Branca (Figura 2).

3.2 Analises Especiais: Comparagdes Diretas entre Tratamentos

3.2.1 Analise Especial: impacto da infecgao por CsCMV em plantas tratadas

com MandiPlus

Considerando que, apds a analise por gPCR, apenas uma amostra
apresentou resultado positivo para o CsVMV, as analises subsequentes foram
conduzidas com foco na infecgéo isolada por CsCMV, permitindo uma avaliagao
mais precisa dos efeitos desse virus sobre o desempenho agronédmico das plantas.
Para avaliar o impacto especifico do CsCMV em condi¢gdes controladas, foi
realizada uma analise comparativa direta entre parcelas com infeccao confirmada
por CsCMV e parcelas sadias submetidas aos mesmos tratamentos com
MandiPlus, considerando os tratamentos 16MP, 8MP e 16 (Tabela 3).

Tabela 3. Impacto do CsCMV em tratamentos de Mandiplus - Diferengas
percentuais entre plantas infectadas vs. Sadias (controle) com MandiPlus
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Variavel 16SMP 8MP 16MP
Vigor das plantas % (300 -34.29% -2.27% +2.75%
DAP)
Diametro do caule (cm) -32.38% -1.82% +12.95%
Numero de plantas -16.00% -13.21% +1.54%
estabelecidas % (150 DAP)
Altura das Hastes (m) -13.60% +2.16% +8.47%
MS (%) -13.61% +6.90% +8.48%
AMD (%) -13.24% +3.20% +10.81%
PAM (t ha™) -13.24% +3.20% +10.81%
Altura das plantas (m) (300 -7.85% -5.83% -5.58%
DAP)
Numero de plantas 117% -5.81% -0.80%
estabelecidas (%) (300 DAP)
Altura das plantas (m) (150 +9.97% -11.35% -8.00%
DAP)
Vigor das plantas (%) +0.62% -10.40% -1.43%
PR (tha™) -0.14% +0.93% +2.35%

Valores em negrito indicam reducdo pelo CsCMV. MP= MandiPlus, SMP = Sem MandiPlus; DAP
= dias ap6s o plantio; MS = matéria seca; AMD = teor de amido; PR = produtividade de raizes (t
ha™); PAM = produtividade de amido (t ha™).

A analise dos resultados demonstra uma clara influéncia do tratamento com
MandiPlus na manifestacdo dos efeitos do CsCMV sobre as variedades de
mandioca BRS Novo Horizonte e BRS Poti Branca. Os dados indicam que plantas
provenientes de manivas tratadas com MandiPlus, especialmente no tratamento
com manivas de 16 cm (16MP), apresentaram melhor desempenho agronémico
quando comparadas ao controle nao tratado sob condicdo de infeccéo viral, em
ambas as variedades avaliadas. Os maiores prejuizos foram observados no
tratamento controle (manivas de 16 cm sem MandiPlus), que apresentou redugdes
mais acentuadas em variaveis de desenvolvimento, como vigor das plantas (-
34,29%), didametro do caule (-32,38%) e numero de plantas estabelecidas (-
16,00%). Em contraste, o tratamento 16MP nao apenas evitou essas redugoes,

como também promoveu incrementos nesses parametros, com aumento de 2,75%
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no vigor, 12,95% no diédmetro do caule e 1,54% no numero de plantas
estabelecidas.

Os efeitos positivos do tratamento 16MP também foram evidentes nas
variaveis relacionadas a produtividade e a qualidade das raizes. Enquanto a
produtividade de raizes no tratamento controle permaneceu praticamente estavel
(-0,14%), o tratamento 16MP proporcionou aumento de 2,35%. Além disso, foram
observados incrementos no teor de matéria seca (+8,48%), no teor de amido
(+10,81%) e na produtividade de amido por hectare (+10,81%), indicando maior
acumulo de reservas nas plantas tratadas.

O tratamento com manivas de 8 cm (8MP) também apresentou efeitos
positivos em relagdo ao controle, especialmente para variaveis relacionadas a
qualidade, como teor de amido, embora com magnitude inferior ao tratamento
16MP. De modo geral, a aplicagdo do MandiPlus, principalmente em manivas de
16 cm, favoreceu a resposta das plantas a infecgcdo por CsCMV nas variedades
avaliadas, resultando em melhor desempenho vegetativo e em ganhos na

produtividade e qualidade das raizes (Figura 3).

Figura 3. Analise Comparativa por Parametro: Impacto do CsCMV e do

Tratamento MandiPlus
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Observa-se uma comparacgao direta do impacto relativo do virus sobre cada
variavel, evidenciando os contrastes de desempenho entre o tratamento controle
(manivas de 16 cm sem MandiPlus) e os tratamentos com MandiPlus (8MP e 16MP)
(Figura 3). A representagdo grafica permite visualizar como o tratamento,
especialmente com manivas de 16 cm, contribuiu para atenuar os efeitos negativos
da infeccao viral e favorecer o desempenho produtivo e a qualidade das raizes. A
analise dos graficos (Figura 3) evidencia tendéncias visuais entre plantas sadias e
infectadas com CsCMV nos diferentes tratamentos, embora ndo tenham sido
observadas diferengas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (a =
0,05). No tratamento 16MP, observam-se variacbes percentuais distintas: o
didmetro do caule (+12,95%) e a produtividade de raizes (+2,35%) apresentaram
tendéncia de aumento nas plantas infectadas, enquanto a altura das plantas aos
150 DAP (-8,00%) e o vigor das plantas aos 300 DAP (-5,58%) indicaram tendéncia
de reducéo.

Essas respostas indicam que o tratamento 16MP pode ter contribuido para
atenuar os efeitos negativos do CsCMV em determinadas variaveis, mantendo
desempenho semelhante ao observado em plantas sadias em outras
caracteristicas. No tratamento 8MP, destacam-se aumentos no teor de amido
(+3,20%) e na produtividade de amido (+3,20%) nas plantas infectadas em

comparagao as sadias.

Analise Especial: parcela mista (CsCMV + CsVMV) no tratamento 16 MP

Tabela 4. Impacto da Coinfecgado CsCMV+CsVMV em Todos os Parametros
Avaliados (Tratamento 16MP - BRS Novo Horizonte)

Parametro Controle Coinfecgao Reducao

Sadio CsCMV+CsVMV (%)

PR (tha™) 35,06 29,60 -15,6

PAM (t ha™) 3,42 1,01 -70,4

AMD (%) 3,42 1,01 -70,4

MS (%) 9,75 3,43 -64,8

Altura da Haste (m) 3,07 1,08 -64,8

Diametro do Caule (cm) 21,50 20,00 -7,0

Altura das plantas (150 14,95 9,20 -38,5
DAP) (m)

Altura das plantas (300 1,21 0,68 -44.2
DAP) (m)

Numero de plantas 2,10 1,40 -33,3
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estabelecidas (150
DAP)(%)
Numero de plantas 1,35 1,09 -19,3
estabelecidas (300 DAP
%)
Vigor das plantas (150 1,17 0,87 -26,0
DAP)(%)
Vigor das plantas (300 21,50 18,00 -16,3
DAP) (%)

Valores mediano comparativos entre plantas sadias e sob coinfeccado CsCMV+CsVMV no
tratamento 16MP da variedade BRS Novo Horizonte, expressos em percentual de redugao.

A coinfecgao por CsCMV e CsVMV no tratamento 16MP da variedade BRS
Novo Horizonte resultou em redugdes expressivas em todos os parametros
avaliados. A produtividade de raizes foi reduzida em 15,6%, enquanto a
produtividade de amido e o teor de amido apresentaram reducdes de 70,4%. A
matéria seca das raizes e a altura das hastes diminuiram em 64,8%, e o diametro
do caule apresentou reducao mais discreta (7%). As variaveis de altura das plantas,
numero de plantas estabelecidas e vigor também apresentaram redugdes variando
entre 16,3% e 44,2%, indicando menor desenvolvimento das plantas sob
coinfecgdo em comparacao ao controle sadio.

De modo geral, a coinfeccdo por CsCMV + CsVMV promoveu redugdes
acentuadas no crescimento e na produgao, reforcando o impacto negativo da
presenca simultanea dos dois virus. Os graficos apresentados na Figura 4 ilustram,
de forma comparativa, essas reducdes nos principais parametros avaliados,
destacando as diferencas entre plantas sadias e aquelas sob coinfecgdo no
tratamento 16MP.

Figura 4. Boxplots parcela com coinfecgdo (CsCMV+CsVMV), a seguir:
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4, DISCUSSAO

A anadlise diagnodstica revelou padrdes distintos de ocorréncia viral nas
cultivares avaliadas. A alta frequéncia de infecgdo por CsCMV nas duas variedades
confirma a ampla disseminacdo desse virus em areas produtoras, conforme ja
relatado na literatura. Além disso, a elevada ocorréncia de infeccdo assintomatica
observada evidencia a dificuldade de identificacdo visual da doenca, reforcando a
importancia do diagndstico molecular como ferramenta complementar. Esse
comportamento ja foi descrito por Manzatti da Silva (2011) e Collavino et al. (2021),
que destacam a capacidade do virus de se manter em plantas aparentemente
sadias, favorecendo sua disseminag¢ao por material propagativo.

A progressao dos sintomas ao longo do ciclo, com aumento da proporgéo de
plantas sintomaticas entre as avaliagdes, demonstra que a expressdo da doenca
nao é estatica, sendo influenciada por fatores fisiologicos e ambientais. Esse
padrao também foi observado por Venturini et al. (2015), que relatam variagcdes na
manifestagdo dos sintomas ao longo do desenvolvimento da planta, reforcando que
a auséncia de sintomas nao garante auséncia de infecgao.

Os resultados da analise de variancia indicaram auséncia de interagao
significativa entre os fatores avaliados, evidenciando que os efeitos observados
ocorreram de forma independente. No entanto, o fator variedade apresentou
influéncia significativa sobre variaveis importantes relacionadas ao estabelecimento
e a producdo, como numero de plantas estabelecidas, teor de matéria seca, teor
de amido e produtividade de raizes. O desdobramento desse fator confirmou o
melhor desempenho da cultivar BRS Novo Horizonte em relagdo a BRS Poti
Branca, indicando maior adaptagdao ou menor impacto da infecgao viral sobre suas
caracteristicas agronémicas.

As diferencas observadas entre os tratamentos também podem ser
atribuidas ao tamanho das manivas utilizadas. O melhor desempenho das manivas
de 16 cm esta relacionado a maior quantidade de reservas acumuladas e ao maior
numero de gemas viaveis, o que favorece o estabelecimento inicial das plantas.

Estudos experimentais demonstram que manivas mais longas apresentam maior



51

taxa de emergéncia e melhor desenvolvimento inicial, refletindo em maior
produtividade (Cardoso et al., 2004; Eloy et al., 2000; Yan et al., 2015).

Em relacdo ao tratamento quimico, o efeito observado com o uso do
MandiPlus n&o esta associado diretamente ao controle da infecgao viral, mas sim
ao favorecimento do desenvolvimento inicial das plantas. A protecdo das manivas
contra patdgenos e pragas de solo pode reduzir o estresse nos estagios iniciais,
contribuindo para um estabelecimento mais uniforme e maior vigor das plantas,
mesmo sob infecgdo. Dessa forma, o tratamento atua indiretamente na mitigagao
dos efeitos do virus. As diferengas entre as cultivares evidenciam a importancia da
base genética na resposta a infecgcdo viral. Cultivares distintas apresentam
diferentes niveis de tolerdncia, o que se reflete na capacidade de manter o
desempenho agronémico mesmo na presenca do virus. Estudos recentes
demonstram que essa tolerancia esta associada a alteragdes na expressao génica
e no perfil proteico, permitindo limitar a multiplicagao viral e reduzir seus efeitos
fisiolégicos (RAMULIFHO e REY, 2021; AMUGE et al., 2024; CHAOWONGDEE et
al., 2024).

Nesse contexto, a manutencdo do desempenho produtivo em plantas
infectadas pode ser interpretada como um indicativo de tolerancia. Plantas
tolerantes apresentam menor impacto no crescimento e na produtividade, mesmo
quando infectadas. Esse comportamento estad relacionado a ativacdo de
mecanismos de defesa induzidos apods a infecgao, classificados como respostas
pos-formadas, que incluem a ativacdo de genes de defesa e vias metabdlicas
capazes de restringir a replicagado e a movimentagao do virus nos tecidos vegetais.

Os resultados obtidos para a infecgdo simples por CsCMV indicam impacto
moderado sobre as variaveis agrondmicas, especialmente quando comparados aos
efeitos observados no tratamento controle. Ja sob condigdo de coinfeccado por
CsCMV e CsVMV, foram observadas reducdes expressivas em todos os
parametros avaliados, evidenciando um efeito mais severo da associacao entre os
virus. Esse comportamento sugere interagdo sinérgica entre os patdgenos,
intensificando os danos fisiolégicos e comprometendo o desenvolvimento das
plantas.

De forma geral, os resultados demonstram que a resposta da mandioca a

infeccao viral depende de multiplos fatores, incluindo a cultivar, a qualidade do
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material propagativo e as condi¢gdes de manejo adotadas. A presencga de infecgdes
assintomaticas reforga a necessidade de uso de técnicas de diagndstico molecular,
enquanto o desempenho diferenciado entre cultivares destaca a importancia da
escolha de materiais mais tolerantes. Além disso, praticas de manejo que
favoregcam o estabelecimento inicial das plantas podem contribuir para reduzir os

impactos da infecgao ao longo do ciclo produtivo.

5. CONCLUSOES

O CsCMV apresentou alta frequéncia nas variedades avaliadas, com
elevada proporgao de plantas assintomaticas, confirmando seu comportamento de
infecgao latente e a limitacdo da avaliagao visual para detec¢ao da doenca.

A coinfecgdo por CsCMV e CsVMV resultou nas maiores perdas de
produtividade e qualidade, com redugdes superiores a 70% na produgao de amido,
evidenciando efeito sinérgico entre os virus. As variedades apresentaram respostas
distintas a infecgédo viral, indicando influéncia da base genética: a BRS Novo
Horizonte apresentou maior expresséo de sintomas ao longo do ciclo, enquanto a
BRS Poti Branca manteve menor variagao sintomatica.

O tratamento com MandiPlus contribuiu para atenuar os efeitos do CsCMV,
especialmente quando aplicado em manivas de 16 cm, promovendo maior vigor,
diametro do caule e produtividade em comparagao ao controle sem tratamento.
Embora o CsCMV isoladamente cause perdas moderadas, sua ocorréncia em
materiais propagativos infectados representa um risco continuo de disseminacgao e
de redugao gradual da produtividade ao longo dos ciclos.

A utilizagao de plantas-mae sadias, associada ao diagndstico molecular e ao
manejo adequado de manivas, € fundamental tanto para a produgcdo comercial
quanto para a conservagao de materiais em bancos de germoplasma, contribuindo

para a manutencao da sanidade e da sustentabilidade da cultura da mandioca.
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CAPITULO 2

Limpeza dos virus do mosaico comum e do mosaico das nervuras da

mandioca por meio de termoterapia em camara térmica automatizada
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Limpeza dos virus do mosaico comum e do mosaico das
nervuras da mandioca por meio de termoterapia em camara
térmica automatizada

RESUMO: Foram analisados oito gendtipos, incluindo acessos do Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) e variedades comerciais. O diagnostico molecular inicial
indicou alta ocorréncia viral nos acessos do BAG, com 71,4% positivos para
CsCMV e 28,6% para CsVMV. Entre os gendtipos avaliados, CsVMYV foi detectado
em BGM 0318 e BGM 1371, sendo este ultimo também coinfectado por CsCMV. A
termoterapia foi aplicada em trés ciclos de repicagem, e a eficiéncia de limpeza foi
avaliada exclusivamente por qPCR. A eficiéncia variou entre os gendtipos e ao
longo dos ciclos, alcangando valores superiores a 80% de eliminagédo viral em
alguns materiais. Esses resultados demonstram que a termoterapia € uma
ferramenta promissora para a obtencao de plantas sadias, especialmente quando
aliada ao diagnéstico molecular, e reforcam a importancia do monitoramento
sistematico da sanidade em programas de multiplicagdo de mandioca.

Palavras-chave: Fitossanidade, multiplicagdo, propagacgao vegetativa.
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Elimination of Cassava Common Mosaic Virus and Cassava Vein

Mosaic Virus through Thermotherapy in an Automated Thermal Chamber

ABSTRACT: Chapter 2 evaluated the efficiency of thermotherapy in automated
thermal chambers for the elimination of the CsCMV and CsVMV viruses in cassava
genotypes. Eight genotypes were analyzed, including accessions from the Active
Germplasm Bank (BAG) and commercial varieties. The initial molecular diagnosis
indicated a high viral incidence among the BAG accessions, with 71.4% positive for
CsCMV and 28.6% for CsVMV. Among the evaluated genotypes, CsVMV was
detected in BGM 0318 and BGM 1371, the latter also coinfected with CsCMV.
Thermotherapy was applied over three subculture cycles, and the cleaning
efficiency was assessed exclusively by qPCR. The efficiency varied among
genotypes and across cycles, reaching values above 80% viral elimination in some
materials. These results demonstrate that thermotherapy is a promising tool for
obtaining virus-free plants, especially when combined with molecular diagnostics,
and highlight the importance of systematic health monitoring in cassava
multiplication programs.

Key-words: Multiplication, phytosanitation, vegetative propagation.
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1 INTRODUGAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma das principais culturas
alimentares dos paises tropicais, desempenhando papel fundamental na seguranca
alimentar e na geracao de renda, especialmente em sistemas de agricultura
familiar. O Brasil destaca-se entre os maiores produtores mundiais, com produgéo
anual superior a 18 milhdes de toneladas (FAO, 2023; IBGE, 2023).

A propagacdo da mandioca € realizada predominantemente de forma
vegetativa, por meio de hastes ou miniestacas. Embora esse método preserve as
caracteristicas genéticas das variedades, também favorece a perpetuacdo de
patdgenos sistémicos ao longo dos ciclos de cultivo, especialmente quando ndo ha
controle fitossanitario rigoroso do material propagativo (COLLAVINO et al., 2021).

Entre os principais problemas fitossanitarios da cultura destacam-se os virus
sistémicos, como o Cassava common mosaic virus (CsCMV) e o Cassava vein
mosaic virus (CsVMV), que comprometem o desenvolvimento das plantas e
reduzem significativamente a produtividade (COLARICCIO et al., 2020; ROCHA et
al., 2021). A disseminagao desses patdgenos ocorre de forma silenciosa, uma vez
que plantas infectadas podem nao apresentar sintomas visiveis, dificultando a
identificacdo no campo e contribuindo para a propagagao de material contaminado.

A avaliacdo visual, isoladamente, ndo é suficiente para garantir a sanidade
das plantas, devido a ocorréncia de infec¢des assintomaticas. Dessa forma, o uso
de métodos moleculares sensiveis, como a reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real (QPCR), torna-se essencial para a detecgao precisa dos patdgenos,
reduzindo a ocorréncia de falsos negativos e aumentando a confiabilidade do
diagnostico (LEGG et al., 2015).

Nesse contexto, a termoterapia tem sido amplamente utilizada como
estratégia para o saneamento de material propagativo em culturas de multiplicagéao
vegetativa, promovendo a reducéo ou eliminagao de virus por meio da exposicao a
temperaturas elevadas em condi¢des controladas (WANG et al., 2018;
OUEDRAOGTO et al., 2025). O principio da técnica baseia-se na maior sensibilidade
dos virus ao calor em comparagao aos tecidos vegetais, permitindo a obtencao de

plantas livres de infeccdo sem comprometer sua viabilidade.
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O uso de camaras térmicas automatizadas representa um avango em
relagdo aos métodos convencionais, pois possibilita o controle preciso da
temperatura e da umidade, reduzindo o estresse fisiolégico e aumentando a
eficiéncia do processo (BETTONI et al.,, 2022). Além disso, a termoterapia
apresenta vantagens como auséncia de residuos quimicos, aplicabilidade em larga
escala e compatibilidade com programas de certificacdo fitossanitaria, sendo
considerada uma das estratégias mais promissoras para producdo de mudas
sadias.

Apo6s o saneamento, a utilizacdo da multiplicacdo por miniestacas
potencializa a produ¢cdo de mudas, permitindo a rapida expansdo de material
propagativo com qualidade sanitaria superior (CONCEICAO et al., 2023).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivos: (i) avaliar a eficiéncia
da termoterapia em camaras automatizadas na eliminacdo de Cassava common
mosaic virus (CsCMV) e Cassava vein mosaic virus (CsVMV); (ii) confirmar a
auséncia de infecgao viral por meio de gqPCR qualitativo; e (iii) analisar o
desempenho inicial das plantas submetidas ao tratamento, contribuindo para o
desenvolvimento de protocolos voltados a producdo de mudas livres de virus e ao

fortalecimento da cadeia produtiva da mandioca.

2 METODOLOGIA

O material vegetal para este estudo, proveniente de mandioca (Manihot
esculenta Crantz), foi coletado em dois sitios distintos no estado da Bahia, Brasil.
O primeiro foi no municipio de Laje, no Recéncavo Sul. Esta area, com clima
subumido e vegetacao de Mata Atlantica (IBGE, 2025), esta a cerca de 217 km de
Salvador e possui uma industria de processamento de mandioca. A variedade BRS
Novo Horizonte foi amostrada nesse local. A segunda amostragem foi realizada no
campo experimental da UFRB, em Cruz das Almas, com a coleta de sete gendétipos
do Banco Ativo de Germoplasma de Mandioca (BAG-Mandioca), da Embrapa
mandioca e Fruticultura (BGM1371BAG (BGM1371, BGMO0318, BGMO0570,
BGM0803, BGM2232, BGM0157 e BGM2116). As amostras foliares foram
acondicionadas em sacos de papel filtro e desidratadas com silica gel, no

Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Mandioca e Fruticultura. A silica gel
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foi trocada até que a cor se estabilizasse, garantindo a completa desidratacéo.
Posteriormente, as amostras foram estocadas em um ultrafreezer aguardando a

etapa de extragao de DNA.

2.1 Extracédo de DNA total

A extragdo de DNA total foi realizada utilizando o kit Promega (Genomic
DNA/RNA Purification Kit), conforme o protocolo do fabricante, com adaptacdes
para mandioca. As amostras consistiram em folhas de mandioca dos gendtipos de
mandioca BRS Novo Horizonte, BGM 1371, BGM 0318, BGM 0570, BGM 0803,
BGM 2232, BGM 0157, BGM 2116. Aproximadamente 40mg de tecido foliar foram
macerados com o tampao de extragdo fornecido no kit, utilizando o equipamento
TissueLyser LT (QIAGEN) com esferas de ago inoxidavel em microtubos de 2 mL.
Em seguida, foram adicionados 600 pL da solug&o de lise de nucleos (Nuclei Lysis
Solution), com a mistura sendo incubada a 65°C por 15 minutos para liberar o DNA.
ApOs essa etapa, 3 uL da solucdo de RNase foram adicionados a amostra para
degradagao de RNA contaminante, com incubagao 37°C por 15 minutos, seguida
de resfriamento a temperatura ambiente por 5 minutos.

Para a precipitacao de proteinas e reidratacdo do DNA, foram adicionados
200 pL da solucao de precipitagcao de proteinas (Protein Precipitation Solution) ao
lisado, que foi homogeneizado em vortex por 20 segundos. A mistura foi
centrifugada a 13.000 x g por 3 minutos, e o sobrenadante contendo o DNA foi
cuidadosamente transferido para um tubo limpo contendo 600 uL de isopropanol a
temperatura ambiente.

Apos a homogeneizagao por inversao, a solugao foi centrifugada a 13.000
x g por um minuto. O sobrenadante foi descartado, e o pellet de DNA foi lavado
com 600 uL de etanol a 70% a temperatura ambiente. Uma nova centrifugagao foi
realizada a 13.000 x g por 1 minuto, seguida da aspiragcao do etanol. O pellet de
DNA foi seco ao ar livre e reidratado com 100 uL da solucao de reidratacido de DNA
(DNA Rehydration Solution). A amostra foi incubada a 65°C por um hora ou
armazenada a 4°C durante a noite para completa reidratagcdo. O DNA extraido foi
quantificado por eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com GelRed®, e
visualizado em transluminador de luz ultravioleta. As amostras foram padronizadas

para uma concentragao de 25 ng/pL antes das analises subsequentes.
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2.2 Diagnostico viral

Uma etapa critica da metodologia, anterior a aplicagao do tratamento
térmico, consistiu no diagnostico minucioso dos virus nas plantas-mae. Foram
feitos testes de indexacao para identificar a presencga do Virus do mosaico comum
da mandioca (CsCMV) e do Virus do Mosaico das Nervuras da Mandioca (CsVMV)
(Manter esse padrao pra todo documento). A triagem inicial de cada patégeno
seguiu protocolos especificos: enquanto o CsCMV foi identificado por meio de
ELISA indireto, o CsVMV demandou uma abordagem molecular, sendo detectado
por PCR convencional. Nas etapas subsequentes, apdés a aplicacdo da
termoterapia, o diagndstico viral de ambos os patégenos foram realizados

exclusivamente por PCR em tempo real (QPCR).

2.3 Deteccao molecular por PCR-Convencional

Para a detecgéo do Virus do Mosaico das Nervuras da Mandioca (CsVMV)
por PCR, foram utilizados  os primers CsVMV-SST-FW  (5'-
TGAGCAGGTACAATTCATCTGATACTGA-3') e CsVMV-SST-RE (5-
CTTCGTATTCTGGCAGTATAGG-3’). As reagbes foram preparadas em um
volume final de 25 pL, contendo 2 pL de DNA (20 ng), 0,5 yL de dNTP (10 mM),
0,2 pyL de Taq polimerase, 2,5 yL de tampéo, 1,5 yL de MgCl,, 0,5 pyL de cada
primer e 16,3 pL de agua livre de nucleases.

O programa de amplificagao consistiu em uma desnaturacgao inicial a 94 °C
por 3 minutos, seguida de 36 ciclos compostos por desnaturacédo a 94 °C por 45
segundos, anelamento a 55 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 30
segundos, finalizando com uma extensdo final a 72 °C por 7 minutos. Os
fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
1%, corados com GelRed® e visualizados em transluminador de luz ultravioleta,

confirmando a presenga do CsVMV.

2.4 Detecgao do Virus do mosaico comum da mandioca (CsCMV) — teste

soroldgico

O diagnéstico do Virus do Mosaico Comum da mandioca (CsCMV) foi
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conduzido em um protocolo de trés dias, utilizando o teste ELISA indireto, conforme
descrito por Mowat & Dawson (1987). No primeiro dia, foram preparados tubos de
microcentrifuga contendo 18 discos foliares de mandioca (controles positivo e
negativo, além das amostras), totalizando cerca de 0,17 g de material vegetal por
tubo. A cada tubo foram adicionados tampao carbonato com 1% de PVP e duas
esferas de ago inoxidavel, seguidos de maceragdo no TissuelLyser para garantir
homogeneidade.

Apos centrifugagdo, 100 pL do sobrenadante de cada amostra foram
transferidos para a placa de ELISA, identificada previamente, e incubados durante
a noite a 4-6°C em uma camara umida. No segundo dia, as lavagens da placa foram
realizadas com PBS-Tween (0,05%), e cada lavagem foi seguida de uma batida
suave da placa sobre papel toalha, para remover completamente os residuos. Em
seqguida, foi aplicada uma solugao bloqueadora (PBS com 3% de albumina de soro
bovino), mantida em agitacao leve por 1 hora a temperatura ambiente.

Apds uma nova lavagem com tampao TBS-Tween, foi adicionado o antissoro
especifico para CsCMV, diluido na proporcéo exata de 1:6000. A placa foi incubada
novamente durante a noite, protegida e refrigerada a 4-6°C. No terceiro e ultimo
dia, foram realizadas mais lavagens com PBS-Tween, sempre acompanhadas do
cuidadoso uso do papel toalha para garantir a secagem adequada. Em seguida,
100 pL de antissoro conjugado goat-anti-rabbit com fosfatase alcalina (diluigao
1:20.000) foram adicionados, com a placa incubada a 37°C por 4 horas.

Para a etapa final, foi aplicado um tampao contendo p-nitrofenil fosfato,
garantindo rapidez para minimizar a exposi¢ao a luz. A placa foi protegida e mantida
no escuro enquanto as reagdes eram monitoradas ao longo de 60 minutos.
Absorbéncias acima de 2,5 vezes a média dos controles negativos foram

consideradas positivas.

2.5 Extracado de RNA total com Trizol

Para as reacdes de qPCR, o RNA total foi extraido a partir de tecidos
foliares macerados diretamente no reagente TRIzol® (Invitrogen™), utilizando o
equipamento TissueLyser Il (QIAGEN®), operando a 30 Hz por 2 minutos. Em cada
amostra, foram adicionadas duas esferas metalicas (uma de tamanho médio e uma

pequena) em tubos apropriados para extragdo. Aproximadamente um tergo do
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volume de tubos de 1,5 mL foi preenchido com tecido foliar, ao qual se adicionou 1
mL de TRIzol®. As amostras foram entdo homogeneizadas em vortex e incubadas
por 5 minutos a temperatura ambiente (25 °C), seguindo protocolo adaptado para
tecidos vegetais.

Em seguida, foram adicionados 200 pL de cloroférmio PA, com
homogeneizagao por 30 segundos e repouso por 3 minutos a 25 °C. A mistura foi
centrifugada a 12.000 g por 15 minutos, e o sobrenadante (600-650 pL)
cuidadosamente transferido para novos tubos de 1,5 mL. Para a precipitagcéo do
RNA, adicionaram-se 500 pL de isopropanol gelado, seguido de homogeneizagéo
suave e incubacao por 3 minutos a 25 °C. Apds esse periodo, procedeu-se a
centrifugacéo a 12.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o pellet
resultante lavado com 1 mL de etanol 70% gelado, homogeneizado até sua
completa soltura. As amostras foram novamente centrifugadas a 11.500 g por 10
minutos, e o sobrenadante removido. O pellet foi entdo seco em estufa a 37 °C por
15 minutos. Posteriormente, o RNA foi ressuspendido em 30—40 pL de agua tratada
com DEPC.

Para garantir a completa solubilizagdo, as amostras foram incubadas em
banho-maria a 65 °C por 10 minutos. As aliquotas de RNA obtidas foram

armazenadas a —80 °C até a realizacao das analises subsequentes.

2.6 Analises de gPCR

O diagndstico inicial da infecgao viral na cultura foi estabelecido com base
na observacdo de sintomas caracteristicos e validado por métodos sorolégicos
(ELISA) para o CsCMV e por PCR convencional para o CsVMV. Embora sejam
técnicas consagradas, estes métodos iniciais possuem sensibilidade limitada,
sendo mais eficazes para detectar infecgdes com carga viral relativamente alta.

Para confirmar com elevada sensibilidade a presenca ou auséncia do
material genético viral, assegurando a eficacia dos tratamentos de limpeza viral, foi
empregada a metodologia de PCR em tempo real (QPCR) com sondas TagMan®,
abordagem reconhecidamente mais sensivel e especifica do que os métodos
anteriores (ELISA e PCR convencional), permitindo a detec¢ao confiavel da

presencga do patdégeno que poderiam passar despercebidas nas técnicas iniciais.
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A alta confiabilidade dos resultados de qPCR, é diretamente dependente da
especificidade dos primers e sondas utilizados. Para garantir a maxima preciséao
neste trabalho, foram utilizados oligonucleotideos especificos e de alta
qualidade, gentilmente cedidos pelo prestigiado Leibniz Institute DSMZ — German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH, da Alemanha.

A quantificagdo absoluta dos virus foi realizada por meio de PCR em tempo
real (QPCR) utilizando sondas TagMan®, no equipamento Applied Biosystems 7500
Fast Real-Time PCR System (formato de 96 pogos). O método adotado foi baseado
em curva padrao (standard curve). As reagdes foram conduzidas em duplicata
bioldgica, com volume final de 12 uL por pogo, contendo 2,85 uL de agua livre de
nucleases, 0,25 pL de primer forward, 0,25 pL de primer reverse, 0,25 yL de sonda
TagMan® especifica, 0,15 uL de transcriptase reversa MLV, 6,25 uL de Master Mix
2X e 2,50 uL de RNA total.

A amplificagdo dos virus foi realizada com o uso de primers e sondas
especificos. Para o virus CsVMV, foram utilizados o primer forward
CsVMV_Taq_for (5’-cccatgatatcctgegtgtg-3’), o] primer reverse
CsVMV_Taq_8032rev  (5-gctattgtctgatagaaaacaagtratag-3’) e a  sonda
CsVMV_Taq_PROBE (FAM-agaccatgtgtgtcgtttgtatgggcatga-BHQ1). Para o virus
CsCMV, foram empregados o primer forward CsCMV_for (5'-
TCCACCCGAGGCTCTACA-3’), o primer reverse CsCMV_rev (5-
TTCCCAAATATTCACTGCCATCA-3') e a sonda CsCMV_P (FAM-
CCAGGTGGCCATGCTGGAGCT-BHQ1).

As condicbes de amplificacdo consistram em uma etapa inicial de
transcrigdo reversa a 43 °C por 30 minutos, seguida de desnaturagao inicial a 95
°C por 2 minutos. Em seguida, realizaram-se 40 ciclos compostos por desnaturagao
a 95 °C por 15 segundos, anelamento a 60 °C por 30 segundos e extensdao a 72 °C

por 30 segundos. O tempo total de cada corrida foi de aproximadamente 2 horas.

2.7 Camara térmica

Conforme Oliveira et al. (2020), a estufa utilizada (25 m?; Van der Hoeven)
possui estrutura metalica revestida por plastico de polietileno e sistema
automatizado de ventilacdo e nebulizagdo. Neste trabalho, empregou-se a mesma

instalacdo para a conducgao dos tratamentos térmicos, com temperatura maxima
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ajustada a 55 °C e umidade relativa de aproximadamente 65%, controladas por um
painel automatico que aciona a abertura das janelas superiores e o sistema de

nebulizagdo conforme a variacao térmica interna.

2.8 Cultivo

O substrato foi preparado com uma mistura de areia lavada e vermiculita
na proporg¢ao de 3:1 (v.v.). Minimanivas de 8 cm de comprimento, contendo pelo
menos trés gemas viaveis, foram plantadas verticalmente em camalhdes, com
espacamento de 40 cm entre linhas e 20 cm entre plantas. As plantas foram
cultivadas em camara térmica, sob condigcdes ambientais monitoradas,
inicialmente, foram implantadas 11 minimanivas de cada variedade estudada (8

amostras).

2.9 Avaliacao das mudas e critérios de repicagem

Em cada ciclo de termoterapia, foram coletadas novas amostras foliares para
o diagnoéstico molecular dos CsCMV e CsVMV, utilizando o método de gPCR em
tempo real. As repicagens foram realizadas quando as plantas atingiam entre 40 e
70 cm de altura e didmetro de caule entre 0,6 e 0,8 cm, nos cortes as manivas e
materiais foram desinfetados com 4&gua sanitaria. Além dessas medidas,
considerou-se 0 numero de gemas ativas como critério principal para o replantio.
Foram selecionadas mudas com trés gemas, por apresentarem melhor potencial
de propagacao.

Em cada ciclo, as plantas foram avaliadas aos 30 e 45 dias, considerando
as variaveis vigor (escala visual), didametro do caule (mm) e altura (cm). Essas
medi¢cdes serviram para acompanhar o desenvolvimento das mudas e orientar o
momento das repicagens seguintes. Os sintomas foram avaliados em cada

repicagem de ciclo, considerando presenga e auséncia.

2.10 Analise de dados
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Os dados obtidos foram analisados considerando a natureza das variaveis
avaliadas e a estrutura experimental adotada, para as variaveis quantitativas
continuas (altura de plantas, didametro do caule e vigor), foi realizada analise de
variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey a 5% de probabilidade, quando
observada significancia, com o objetivo de comparar as meédias entre ciclos e
genotipos.

A verificagcado dos pressupostos da ANOVA foi conduzida por meio dos testes
de Shapiro-Wilk, para avaliagdo da normalidade dos residuos, e de Levene, para
homogeneidade das variancias. Para as variaveis expressas em porcentagem,
como eficiéncia de limpeza, os dados foram analisados de forma comparativa entre
ciclos, sendo os resultados interpretados a luz da tendéncia observada e do
comportamento biolégico do sistema, considerando a limitagdo do numero de
unidades experimentais.

A taxa de multiplicagao foi calculada como a razéo entre o niumero de plantas
obtidas ao final do ciclo e o numero inicial de plantas, sendo expressa em
porcentagem. Essa variavel foi utilizada como indicador descritivo do desempenho
dos gendtipos ao longo das fases de propagacgéo. Devido a natureza exploratéria
de parte dos dados e a variagdo no numero de unidades experimentais entre as
etapas, a interpretacdo dos resultados foi realizada de forma integrada,
considerando tanto os testes estatisticos quanto a coeréncia biolodgica dos padrées
observados.

Todas as analises foram realizadas no ambiente R (RStudio, versao 4.3.3),

utilizando pacotes estatisticos apropriados.

3 RESULTADOS

A avaliacdo da sensibilidade dos métodos de diagndstico (PCR
convencional, ELISA e qPCR) para os virus cassava common mosaic
virus (CsCMV) e cassava vein mosaic virus (CsVMV) foi realizada a partir de um
conjunto de 8 amostras positivas, Figura 1.

Figura 1. Diagrama de Venn da deteccdo de CsCMV e CsVMV por ELISA, PCR
convencional e gqPCR
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PCR Elisa Indireto

qPCR CsCMV

O método de qPCR para CsCMV se destacou como o mais sensivel,
detectando 6 das 8 amostras (75%). Deste total, 5 amostras (62,5% do total) foram
detectadas exclusivamente por esta técnica, demonstrando sua capacidade em
identificar infeccbes com baixa concentragao viral que passariam despercebidas
por outros métodos, onde o gendtipo BGM 2232 testou negativa pelo método Elisa
indireto e positiva pelo método qPCR, confirmada por manifestacao de sintomas
posteriormente. Em contrapardida, o qPCR para CsVMV detectou 2 amostras
positivas (25%). As técnicas convencionais apresentaram sensibilidade
significativamente menor: o ELISA para CsCMV identificou apenas 2 amostras
(25%), enquanto a PCR convencional para CsVMV detectou apenas 1 amostra
(12,5%). Notavelmente, nenhuma amostra foi detectada de forma exclusiva pelo
ELISA ou pela PCR convencional, sublinhando o seu limite de detecgdo menos
sensivel.

A analise de interseccdes confirmou a ocorréncia de infecgbes mistas, ainda
que em baixa frequéncia. Foi observada 1 amostra (12,5%) positiva
simultaneamente para gPCR-CsCMV e gPCR-CsVMV. Adicionalmente, 1 amostra
(12,5%) foi co-detectada por trés métodos: ELISA (CsCMV), gPCR (CsVMV) e PCR
convencional (CsVMV).

3.1 Condicao fitossanitaria inicial das plantas-mae
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O diagndstico molecular das oito plantas-mé&e que ingressaram no ensaio de
termoterapia revelou que 100% (8/8) estavam infectadas por pelo menos um dos
virus analisados, nao havendo plantas livres de infecgédo no inicio do tratamento.

O Cassava common mosaic virus (CsCMV) foi detectado em 87,5% (7/8) das
plantas, enquanto o Cassava vein mosaic virus (CsVMV) foi identificado em 25%
(2/8). Uma planta (12,5%) apresentou coinfecgéo por ambos os virus (BGM 1371).

Em relagdo a sintomatologia, 87,5% (7/8) das plantas apresentaram
sintomas visiveis caracteristicos de infecgéo viral. Apenas uma planta (12,5%),
infectada exclusivamente por CsCMV, foi classificada como assintomatica (BGM
2232), evidenciando a limitagdo da avaliagao visual na identificacdo de plantas

infectadas.

3.2 Condicbes térmicas do experimento

O monitoramento térmico na casa de vegetagcdo revelou variagbes
consistentes ao longo do periodo experimental. A temperatura minima variou entre
20 °C e 32 °C, com tendéncia de aumento até meados de fevereiro, seguida de
leve redugdo. A temperatura maxima manteve-se entre 45 °C e 55 °C, com picos
pontuais acima desse valor, especialmente entre novembro e janeiro. A
temperatura média oscilou entre 35 °C e 45 °C, mantendo-se relativamente estavel,
porém mais elevada nos dois primeiros ciclos.

Esses resultados indicam que os ciclos iniciais foram conduzidos sob maior
intensidade térmica, condi¢cao que pode ter influenciado diretamente a eficiéncia do

processo de saneamento.

Figura 2. Eficiéncia média de limpeza ao longo dos ciclos de termoterapia para os
virus CsCMV, CsVMV e coinfecgao
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Os valores apresentados correspondem as médias observadas por ciclo.
Nao foram incluidas medidas de dispersdo, como erro padréao, devido ao numero
reduzido de unidades experimentais, sendo a interpretacdo baseada na tendéncia
dos dados ao longo dos ciclos.

Observou-se aumento progressivo da eficiéncia de limpeza ao longo dos
ciclos, indicando efeito cumulativo da termoterapia na redugéo da carga viral. No
Ciclo 3, os valores atingiram niveis superiores a 90%, chegando a 100% em alguns
casos. Esse comportamento pode ser explicado pela exposicdo continua das
plantas a temperaturas elevadas, que interfere na replicagéo viral e no movimento
sistémico dos virus, favorecendo a obtengao de material livre de infeccdo ao longo
dos ciclos sucessivos.

As premissas da analise paramétrica foram atendidas (teste de Levene: F =
1,16; p = 0,37; teste de Shapiro-Wilk: W = 0,94; p = 0,12). Foi observado efeito
significativo do fator ciclo (F = 10,11; p = 0,002), enquanto o fator condicao inicial
(F = 1,54; p = 0,25) e a interagdo entre os fatores (F = 0,49; p = 0,74) nao
apresentaram significancia estatistica.

O teste de Tukey indicou que os ciclos 2 e 3 (91,1% e 92,2%,
respectivamente) nao diferiram entre si, mas foram significativamente superiores
ao ciclo 1 (70,8%).
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Para infeccbes mistas, a eficiéncia de Ilimpeza aumentou de
aproximadamente 75% no Ciclo 1 para 100% no Ciclo 3. Para infec¢des exclusivas
por CsCMV, os valores evoluiram de cerca de 70% para 94%. Ja para CsVMV, a
eficiéncia aumentou de 65% para 80%, indicando menor sensibilidade ao
tratamento térmico.

De forma geral, os resultados indicam que a eficiéncia da termoterapia esta
associada ao numero de ciclos e as caracteristicas bioldgicas dos virus, com o

CsVMV apresentando maior persisténcia ao tratamento.

Figura 3. Progressédo do numero de plantas ao longo das etapas de multiplicagao

por miniestacas em camara térmica.

10

Numero de Plantas

' N

Plantas Manivas Repicagem Repicagem Plantas
Mae Sobreviventes 1 2 Finais
=#= BGM 0318 =% BGM 157 BGM 2232 =% BGM 803
Variedade

BGM 1371 =#= BGM 2116 == BGM 570 =% BRS_NH

Os valores representam o numero de plantas em cada fase do processo
(plantas-méae, manivas sobreviventes, repicagens e plantas finais). O numero inicial
de plantas variou entre os genétipos, em funcao da disponibilidade de material
propagativo.

Observou-se aumento no numero total de plantas ao longo das etapas de
multiplicagdo, evidenciando a eficiéncia do método de miniestacas. No entanto,
essa progressao nao ocorreu de forma linear, sendo diretamente influenciada pela

sobrevivéncia das manivas e pela capacidade de regeneragcao em cada fase.
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A etapa de manivas sobreviventes representou o principal ponto critico do
processo, com redugao no numero de plantas em relagéo ao total inicial, indicando
que o estabelecimento inicial das estacas constitui a fase de maior sensibilidade.

O numero inicial de plantas-mae variou entre os genoétipos avaliados, em
funcdo da disponibilidade de material propagativo, o que influenciou diretamente a
dinamica de multiplicagdo observada. Dessa forma, a comparagao entre genétipos
foi realizada com base na taxa de multiplicagdo, considerada um indicador mais
adequado por expressar a relagao entre o numero de plantas finais e iniciais.

Embora o fator varietal tenha apresentado tendéncia a significancia (F(7,21)
= 2,257; p = 0,0703), observou-se que, ao final do processo, os genotipos
apresentaram numero semelhante de plantas, indicando padronizagado do sistema
de producéo.

A taxa de multiplicagao refletiu diferengas entre os gendtipos, evidenciando
variagdes na capacidade de enraizamento, brotacdo e adaptagao as condigbes de
termoterapia. Genoétipos como BGM 2232 e BRS Novo Horizonte apresentaram
taxas de multiplicagdo de aproximadamente 125%, indicando bom desempenho,
porém com maiores perdas nas fases iniciais.

Por outro lado, as variedades BGM 1371 e BGM 157 destacaram-se pelos
maiores indices de sobrevivéncia das manivas, com sete e oito unidades,
respectivamente, e manuteng¢ao do crescimento ao longo das repicagens. Ambas
atingiram cerca de dez plantas ao final do processo.

A taxa de multiplicagao de 200% observada para o genétipo BGM 1371 esta
associada a maior taxa proporcional de multiplicacdo, uma vez que esse material
apresentou menor numero inicial de plantas e elevada capacidade de regeneragao
ao longo das repicagens. Esse resultado evidencia que a taxa de multiplicagcéo &
fortemente influenciada pela relagéo entre o niumero inicial e final de plantas, e ndo
apenas pelo crescimento absoluto.

O gendtipo BGM 803 apresentou comportamento distinto, com elevada
produgao inicial de plantas na primeira repicagem, seguida de reducao nas etapas
subsequentes, sugerindo menor estabilidade ao longo do processo.

Ao final do experimento, observou-se convergéncia no numero de plantas
entre os gendtipos, indicando padronizagdo do sistema de multiplicagao,

independentemente das diferengas iniciais.
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Além disso, a taxa de multiplicacdo pode ser influenciada por fatores
ambientais, como temperatura, umidade e condi¢gdes de manejo. No entanto, o uso
de camara térmica automatizada contribui para a padronizagdo dessas condigdes,
aumentando a confiabilidade dos resultados e a reprodutibilidade do experimento.

A distribuicdo estatistica de variaveis de crescimento importantes em dois
momentos especificos apos o plantio das miniestacas em camara térmica, pode ser
observada na figura 5.

Figura 4. Avaliacdo dos parametros de crescimento: altura de plantas (cm) (A),

diametro do caule (mm) (B) e vigor vegetativo (C) ao longo dos ciclos de cultivo.
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Os parametros de crescimento apresentaram aumento progressivo ao longo
dos ciclos, evidenciando o desenvolvimento das plantas submetidas a termoterapia
€ ao processo de multiplicacdo por miniestacas.

Para a variavel altura (Figura 5A), os gendtipos BGM 2232 e BGM 2116
apresentaram as maiores médias ao longo do experimento, indicando maior vigor
vegetativo. Em contraste, os genétipos BGM 0157 e BGM 0318 exibiram menores
valores, especialmente nos estagios iniciais, embora tenham apresentado
crescimento continuo ao longo dos ciclos. No didmetro do caule (Figura 5B),
observou-se incremento de aproximadamente 3,7 mm para 9,4 mm. O gendtipo

BGM 2232 destacou-se estatisticamente (grupo “a”), seguido por BGM 0157
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(grupos “a” e “ab”). Por outro lado, BGM 0318 e BRS Novo Horizonte apresentaram
0s menores valores, enquadrando-se predominantemente nos grupos inferiores.
Para o vigor vegetativo (Figura 5C), verificou-se aumento ao longo do tempo,
com valores médios evoluindo de aproximadamente 3,6 para 4,8 (escala visual). O
gendtipo BGM 2232 apresentou os maiores valores, atingindo o maximo no ciclo 3
aos 45 dias (grupo “a@”). Em contraste, BGM 1371 e BRS Novo Horizonte
apresentaram menores valores de vigor ao longo da maior parte do experimento.
De forma geral, os genotipos BGM 2232 e BGM 0157 destacaram-se nos
grupos estatisticamente superiores (“a” e “ab”) nos ciclos finais, enquanto BGM
0318 apresentou desempenho inferior, sendo frequentemente classificado nos
grupos de menor desempenho. Os resultados evidenciam efeito significativo do
tempo de cultivo sobre o crescimento das plantas, bem como variabilidade entre os
gendtipos, associada a diferengcas na capacidade de desenvolvimento sob
condicbes de termoterapia. Esse comportamento pode estar relacionado a
capacidade diferencial dos gendtipos em manter a atividade fisioldgica sob estresse
térmico, incluindo processos como divisdo celular, alongamento e formagao de

tecidos, o que influencia diretamente o crescimento vegetativo apds o tratamento.

3.4 Vantagens da termoterapia aplicada ao Virus do mosaico das nervuras
(CsVMV)

No caso do CsVMV, além da deteccdo molecular, foi observada uma
expressao rapida de sintomas visuais caracteristicos nas folhas (mosaico e

cloroses irregulares nas nervuras), os quais confirmam o diagndéstico molecular.

No caso do CsVMV, além da deteccdo molecular, observou-se a
manifestacdo de sintomas visuais caracteristicos nas folhas, incluindo mosaico e
cloroses irregulares nas nervuras. Esses sintomas foram observados em plantas

submetidas a termoterapia, apoiando os resultados obtidos por qPCR.

A expressado sintomatoldgica ocorreu de forma relativamente rapida nos
ciclos iniciais, sugerindo que o estresse térmico pode influenciar a dindmica de
replicacdo e movimentagao do virus nos tecidos vegetais. Esse comportamento
pode estar associado a alteragdes fisioldgicas na planta hospedeira, como

mudangas no metabolismo celular e na atividade dos tecidos vasculares, que
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favorecem a manifestacado visivel da infecgcdo. Dessa forma, a observagdo de
sintomas foliares constituiu uma ferramenta complementar ao diagndstico
molecular, permitindo o acompanhamento da resposta das plantas ao tratamento
térmico ao longo dos ciclos.

Figura 5. Expressao de sintomas foliares associados ao CsVMV em gendtipos de
mandioca submetidos a termoterapia em camara térmica automatizada.

Autora: Leiliane Oliveira, 2025.

4 DISCUSSAO

A termoterapia € um método consolidado para o controle de patdégenos
sistémicos em plantas de propagacao vegetativa, sendo amplamente utilizada para
a eliminacao de virus e fitoplasmas em diferentes culturas. Trabalhos conduzidos
em espécies como batata, banana, cana-de-agucar e frutiferas demonstram que a
aplicagao de calor reduz a disseminacao de patdgenos e contribui para a producao
de mudas com elevada qualidade fitossanitaria (Kidulile et al., 2018; Nakabonge et
al., 2020; Kung'u et al., 2024). Nessas culturas, a técnica pode ser aplicada por
imersdo em agua quente, cultivo in vitro associado a termoterapia ou uso de

camaras térmicas com controle ambiental.
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Na cultura da mandioca, a termoterapia tem sido empregada principalmente
por meio de imersdao em agua quente ou exposicdo em camaras térmicas. No
entanto, o uso de camaras térmicas automatizadas apresenta vantagens
importantes, como maior controle das condicbes de temperatura e umidade,
reducdo de danos fisiolégicos e possibilidade de aplicagdo continua ao longo dos
ciclos de multiplicagao.

Neste estudo, a termoterapia em camara térmica automatizada apresentou
elevada eficiéncia de limpeza varietal, com mais de 90% de plantas livres de virus
nos ciclos finais. O aumento progressivo da proporgéao de plantas sadias ao longo
dos ciclos evidencia o efeito cumulativo da exposi¢ao térmica, promovendo a
reducao gradual da carga viral.

As condicbes térmicas adotadas foram adequadas para o saneamento,
mantendo as plantas metabolicamente ativas ao longo do experimento. O regime
utilizado foi semelhante ao descrito por Nakabonge et al. (2020), que trabalharam
com mandioca e obtiveram elevada eficiéncia na eliminagao de virus ao submeter
estacas a temperaturas entre 45 °C e 50 °C. Nesse estudo, os autores
demonstraram que a eficiéncia do tratamento depende da manutencido de
condi¢cdes térmicas constantes e do tempo de exposigao, fatores que favorecem a
inativagao viral sem comprometer a viabilidade das plantas.

De forma semelhante, Kidulile et al. (2018) observaram que exposi¢des
sucessivas ao calor sdo mais eficazes do que tratamentos unicos, promovendo a
reducao progressiva da carga viral. Kung'u et al. (2024), por sua vez, destacam que
a resposta das plantas pode variar de acordo com o gendtipo e as condigdes
ambientais, o que também foi observado neste estudo.

Uma diferenca importante entre os trabalhos citados e o presente estudo
esta no sistema de aplicagao da termoterapia. Enquanto alguns autores utilizaram
imersdao em agua quente ou tratamentos pontuais, neste trabalho foi empregada
uma camara térmica automatizada com controle continuo de temperatura e
umidade. Esse sistema proporciona maior estabilidade ambiental e favorece o
efeito cumulativo do tratamento.

A eficiéncia da termoterapia pode ser explicada por mecanismos fisiolégicos
e moleculares. O calor atua diretamente na replicagdo viral, promovendo

desnaturagao de proteinas, instabilidade do material genético e inibigdo de enzimas
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essenciais ao ciclo viral (WANG et al., 2018). Além disso, temperaturas elevadas
podem comprometer o transporte sistémico dos virus via floema, limitando sua
disseminagao (BETTONI et al., 2022).

Paralelamente, os meristemas apresentam menor concentragio viral e maior
capacidade de regeneracdo, devido a alta taxa de divisdo celular e a limitada
conexao vascular com tecidos infectados. Isso permite a formagao de novos tecidos
com baixa ou nenhuma presenca viral apos sucessivos ciclos de exposi¢do ao
calor.

A manutencao da umidade durante o tratamento também desempenha papel
fundamental. Ambientes com baixa umidade podem intensificar o estresse hidrico
e comprometer a viabilidade das plantas, enquanto a umidade controlada contribui
para a manutengédo do turgor celular, atividade metabdlica e enraizamento das
estacas (BETTONI et al., 2022). Dessa forma, a combinacéo de calor e umidade
controlados € essencial para equilibrar a inativagao viral e a sobrevivéncia vegetal.

Entre os virus avaliados, o CsCMV apresentou maior taxa de eliminacao,
enquanto o CsVMV demonstrou maior persisténcia. Essa diferengca pode ser
atribuida a maior estabilidade térmica e eficiéncia de movimentacao sistémica do
CsVMV, conforme discutido por Kidulile et al. (2018).

Nos estagios iniciais do tratamento, foi observada manifestacao precoce de
sintomas do CsVMV, como mosaico e clorose das nervuras. Esse comportamento
pode ser interpretado como uma resposta transitéria ao estresse térmico. O
aumento inicial da expressédo sintomatoldgica pode ocorrer devido a alteragdes
fisiolégicas induzidas pelo calor, como mudancas na permeabilidade celular, no
funcionamento do sistema vascular e na atividade metabdlica, que favorecem
temporariamente a redistribuigdo do virus nos tecidos.

Além disso, o estresse térmico pode interferir em mecanismos de defesa da
planta, como o silenciamento génico, permitindo uma expressao transitoria do virus
antes da inibicdo de sua replicagdo. Estudos indicam que esse comportamento é
seguido por redugao progressiva da carga viral ao longo do tratamento (Kidulile et
al., 2018), padréo observado também neste trabalho.

O diagnéstico inicial evidenciou que todas as plantas estavam infectadas,
sendo a maioria sintomatica. No entanto, a presenca de uma planta assintomatica

infectada por CsCMV indica que a auséncia de sintomas n&o garante auséncia de
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virus. Esse comportamento pode estar associado a baixa carga viral, a distribuigdo
irregular do patégeno ou a tolerancia do gendtipo, que limita a expressao dos
sintomas sem impedir a infec¢ao (Legg et al., 2015).

O processo de multiplicacdo demonstrou aumento no numero de plantas ao
longo das etapas, com diferengas entre gendétipos. A maior taxa de multiplicagao
observada em BGM 1371 pode ser explicada pela relagdo entre numero inicial e
final de plantas, indicando maior eficiéncia de sobrevivéncia e regeneragcao. Essas
diferencas refletem caracteristicas genéticas relacionadas a capacidade de
enraizamento, brotacao e tolerancia ao estresse térmico.

Os parametros morfolégicos acompanharam essa dinamica, com aumento
da altura, diametro do caule e vigor das plantas ao longo dos ciclos. Esse
comportamento esta diretamente relacionado a redugdo da carga viral, uma vez
que infecgdes virais comprometem processos fisiologicos como fotossintese,
transporte de assimilados e divisdo celular (COLLAVINO et al., 2022).

Gendtipos como BGM 2232 e BGM 0157 apresentaram melhor
desempenho, sugerindo maior capacidade de recuperacgao fisiolégica apos o
tratamento. Por outro lado, materiais como BGM 0318 apresentaram menor
desempenho, possivelmente devido a maior sensibilidade ao estresse térmico ou
menor eficiéncia metabdlica.

De forma geral, os resultados indicam que a resposta a termoterapia
depende ndo apenas da eliminagéo viral, mas também da capacidade fisiolégica
dos gendtipos em tolerar o estresse térmico e retomar o crescimento.

Assim, os resultados obtidos confirmam que a termoterapia, quando aplicada
sob condi¢des controladas de temperatura e umidade, € uma estratégia eficaz para
a eliminagédo de virus em mandioca. O uso de camaras térmicas automatizadas
potencializa esse efeito, garantindo maior controle ambiental, reprodutibilidade do

processo e producao de material propagativo com elevada qualidade fitossanitaria.

5 CONCLUSOES

A termoterapia em camaras térmicas automatizadas foi eficiente na

eliminacao de virus da mandioca, alcancando mais de 90% de plantas sadias nos

ciclos finais.
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O CsCMV apresentou taxa de eliminagcdo proxima de 95%, enquanto o
CsVMV mostrou redugéo para cerca de 80%.

As temperaturas médias entre 35 °C e 45 °C, com picos acima de 50 °C,
foram adequadas para inativar os virus sem causar danos as plantas.

O sistema de nebulizag&o foi essencial para manter a umidade e reduzir o
estresse térmico, favorecendo a regeneragéo e o enraizamento.

A multiplicagado por miniestacas possibilitou aumento expressivo do numero
de plantas sadias, demonstrando a viabilidade do uso combinado da termoterapia
com propagacao vegetativa.

O protocolo mostrou-se seguro, reprodutivel e aplicavel em programas de

limpeza varietal e certificacao fitossanitaria da mandioca.
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