Embrapa Amapa

Nota Técnica

Notificagdo de Nova Doenga - ‘Vassoura de Bruxa’ da mandioca causada por Ceratobasidium theobromae (Rhizoctonia
theobromae) no Brasil

Sumario:

O presente documento visa notificar a detec¢do da doenga ‘Vassoura de Bruxa’ da mandioca ( Cassava witches’ broom disease- CWBD),
causada pelo patdgeno Ceratobasidium theobromae (Rhizoctonia theobromae), no Brasil. Este patdégeno, que anteriormente vinha afetando
paises asiaticos como Laos, Camboja, Vietna, Tailandia, Filipinas e China (Cuellar et al. 2024) foi recentemente identificado no estado do Amapa.

Primeiros relatos e histoérico de coleta:

Na XXIX Assembleia de Avaliagdo e Planejamento dos Povos e Organizagdes Indigenas do municipio do Oiapoque, Amapa, realizada
nos dias 11 e 12 de margo de 2023, houve uma solicitagao para que a Embrapa Amapa avaliasse e realizasse agdes para amenizar um problema
associado a ocorréncia de doengas que vem acometendo os plantios de mandioca na regido das terras indigenas de Oiapoque.

No periodo de 21 a 22 de margo de 2023, a equipe da Embrapa se deslocou até a regido e constatou os sinais compativeis com a doenca
‘Vasoura de Bruxa’ da mandioca nas aldeias indigenas Ahumam, Anawerd, Tuluhi e Tukay. Posteriormente, os mesmos sinais foram detectados
nas aldeias Kuahi, Ywawka, Karibuen, Kuai Kuai, Ariramba, Galibi, Lengol, Manga, Zacarias e Japiim.

Por ocasido da detecgdo dos primeiros sinais da doencga, hastes de mandioca infectadas foram transportadas para o laboratério de
Protegéo de Plantas da Embrapa Amapa visando o isolamento do provavel agente etiolégico da doenga em condigbes de laboratorio.

Nestes procedimentos ndo foi possivel isolar o agente Ceratobasidium theobromae, possivelmente porque esse micro-organismo possui
crescimento fastidioso em meio de cultura, o que dificulta bastante seu isolamento a partir de tecido infectado.

Com a evolugéo dos sinais da doenga nas terras indigenas do Oiapoque, novas coletas de materiais infectados foram realizadas e os
materiais, devidamente acondicionados, foram transportados a Embrapa Mandioca e Fruticultura para deteccdo agente causal por meio de
técnicas moleculares, conforme item “Diagnose molecular do agente causal” descrito na sequéncia.
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Figura 1. Mapa com a distribuicdo das amostras coletadas nas aldeias Kuai Kuai, Ariramba, Galibi, Lengol, Ahuma, Anawera e Yanawaka. Os
pontos indicam os locais de coletas. As cores representam o numero de amostras analisadas por localidade.

Sintomatologia:

A "Vassoura de Bruxa" é caracterizada pelo crescimento anormal de brotos, resultando em deformidades que lembram uma vassoura.
Este patdégeno pode causar uma significativa redugéo na produtividade das plantas afetadas, além de comprometer a qualidade dos produtos
agricolas.

Os sinais caracteristicos da ‘vassoura de bruxa’ da mandioca incluem nanismo e proliferagdo de brotos fracos e finos nos caules da



mandioca, resultando na formagéo de "vassouras", dai o nome. Os caules da mandioca desenvolvem entdo entrends curtos e necrose vascular
nas partes afetadas. Com a evolugdo da doenga é comum a ocorréncia de clorose, murcha e seca das folhas, morte apical e morte descendente
das plantas (Figura 2).

Figura 2. Aspecto de lavoura de mandioca afetada por enfermidade com sinais compativeis com a doenga detectada nas areas indigenas do
Oiapoque no distrito de Carnot (Calgoene-AP) (A). Plantas com sinais caracteristicos da doenga (B e C). Detalhe dos sinais da doenga nas
hastes de mandioca (D e E). Fotos: Adilson Lopes Lima

Embora os sinais de ‘vassoura de bruxa’ (superbrotamento) ja tenham sido relatados no Brasil associados a infecgdes por fitoplasma
(Flores et al., 2013), estes novos surtos epidémicos se diferem pela necrose vascular e morte descendente. Recentemente no ano de 2023
(Leiva et al., 2023), um novo patégeno foi descrito como capaz de induzir os sintomas de vassoura de bruxa na mandioca, cujos sinais coincidem
com os observados em campo. Outros patégenos também podem induzir sinais de vassoura-de-bruxa.

Diagnose molecular do agente causal:

Visando a determinagéo do agente etiolégico deste novo surto epidémico no estado do Amapa amostras de plantas infectadas foram
coletadas nas propriedades descritas acima, cadastradas no SISGEN (AFB8348) e levadas para o Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas-BA.

As amostras foram entdo liofilizadas e preservadas em -80 °C para as andlises de sequenciamento profundo (Deep sequencing) em
sequenciadores de alta performance (High-Throughput Sequencing) em plataformas lllumina e Nanopore, em parceria com a Colegédo Alema de
Microrganismos e Culturas Celulares (Deutsche Sammliung von Mikroorganismen und Zellkulturen -DSMZ), na Alemanha.

Visando a otimizagdo dos recursos, procedeu-se o sequenciamento de amostras conjuntas (pools) com base nos diferentes tecidos



coletados (folhas, peciolos e hastes), e a comparagédo entre os patdégenos com maior concordancia entre estes, presenca de patégenos
endémicos e de importancia para a cultura, bem como de potenciais patégenos néo relatados no Brasil.

Um conjunto grande de patégenos e organismos endofiticos foi detectado pela técnica empregada e que sabidamente estéo associados a
cultura, mas nunca relatados associados aos sinais observados in loco, exceto para o Ceratobasidium theobromae (Rhizoctonia theobromae), um
fungo nunca antes relatado no continente Americano (Figura 3).
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Figura 3. Arvore “metafilogenética” de géneros e espécies encontradas em hastes de mandioca afetadas pelo sintoma de ‘vassoura de bruxa’.

Isolamento do Patégeno:

Até o momento, ndo foi possivel isolar o fungo no Brasil devido ao seu carater fastidioso, que exige o isolamento a partir de materiais
frescos e apresenta grande dificuldade de crescimento em meio de cultura. No entanto, pesquisadores do CIRAD (Franga), em parceria com o
CIAT (Colébmbia), conseguiram coletar e isolar Ceratobasidium theobromae em areas afetadas com sinais similares na Guiana Francesa,
proximas a fronteira com o Brasil e o Suriname. Esses dados de detecgao ainda nao foram publicados.

Confirmagao:
Visando a confirmagéo da ocorréncia do fungo nas amostras coletadas, realizou-se a detecgdo com base em iniciadores (Primers) especificos
desenvolvidos em parceria entre o CIAT (Coldmbia) e o DSMZ (Alemanha) para a amplificagdo de regides alvo via reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) com os primers especificos CWBD-CIAT-F2 (GGATGAGTTTAATCGCTCTAAC) e CWBD-CIAT-R2
(GCGCTCTGGTGTTTCAAGTTTG) (Leiva et al. 2023). Por meio deste procedimento foi possivel verificar a presenga de Ceratobasidium
theobromae em todas as localidades amostradas.

Vale salientar que esta ferramenta ainda esta em desenvolvimento, o que gera uma série de falsos negativos, mas 100% das amostras
positivas foram verificadas por sequenciamento (Sanger) e continham DNA do fungo-alvo.

Como confirmagéo adicional, algumas amostras positivas foram sequenciadas via Nanopore e estas também continham uma alta
frequéncia de material genético de C. theobromae em seu interior, indicando portanto a presenga deste novo patégeno.

Deteccdo na Guiana Francesa:
Simultaneamente, a "Vassoura de Bruxa" também foi detectada na Guiana Francesa, em areas proximas ao Brasil e Suriname. L3, a
identificag&o foi realizada por HTS (Nanopore), PCR com primers especificos e pelo isolamento do patogeno.

Risco Agricola:

Este é o primeiro relato da presenga de Ceratobasidium theobromae no Brasil, representando um risco iminente a cultura da mandioca,
uma vez que foi recentemente descrito causando a vassoura de bruxa da mandioca em paises da Asia (Leiva et al., 2023) e também esta
associado a doencga Vascular Streak Dieback (VSD) em cacau (Theobromae cacao), também na Asia.

A presenca deste patdgeno, relatado neste documento pela primeira vez, representa um risco ndo somente a mandiocultura, mas também
a outras culturas de grande importancia econémica para o pais, como o cacau e outras plantas da mesma familia como é o caso do cupuagu
(Theobroma grandiflorum).

Estratégias de Manejo:
Para mitigar os impactos desta doenga, as seguintes estratégias de manejo sdo recomendadas:



1. Monitoramento e Vigilancia: Intensificagdo do monitoramento das areas de cultivo para identificagédo precoce de sintomas.
1.1. Estabelecer protocolo de detecgdo precoce do patdégeno via PCR e/ou via sequenciamento por HTS em suporte as agdes de
monitoramento e vigilancia
1.2. Acreditar laboratdrios para a realizagao do diagnéstico e indexagéo para patégenos de importancia para a cultura

2. Quarentena: Implementagédo de medidas de quarentena para restringir a movimentagao de material vegetal de areas afetadas.

3. Manivas sadias: Uso de manivas com comprovada sanidade, e produzidas em regides sem a doenga, ou em condigbes que ndo permitam o
desenvolvimento do patégeno (ex. cAmaras térmicas, viveiros e estufas)

4. Tratamento Quimico: Uso de fungicidas especificos para controlar a dispersdo do patégeno, conforme regulamentagdes locais.

5. Praticas Culturais: Remogao e eliminagédo por queima de plantas doentes como forma de reduzir o inéculo nas areas afetadas e diminuir a
incidéncia de novas plantas infectadas.

6. Assepsia / sanitizagdo de ferramentas utilizadas para a destruicdo das plantas com sinais da doenga. Lavagem com agua e detergente e em
seguida a sanitizagdo com solugéo de hipoclorito de sédio a 1,25%.

7. Realizar o ensacamento e rapida lavagem de roupas, calgados e chapéus e ou bonés utilizados nas visitas em areas afetadas pela doencga, de
forma a evitar a disseminagao de esporos para outras regides do pais.

8. Elaborar publicagdes, videos e cartazes para o esclarecimento do publico em geral sobre os sinais e modos de transmisséo da doenca.

Disperséao e Disseminagao:

A disperséo de Ceratobasidium theobromae pode ocorrer através de material vegetal infectado, ferramentas de corte, além de possivelmente
pela movimentagdo de solo e agua. A movimentagdo de plantas e produtos agricolas entre regides pode facilitar a dispersdo do patégeno,
aumentando o risco de infecgao em novas areas.

Concluséo:

A detecgdo de Ceratobasidium theobromae no Brasil requer atengdo imediata para evitar a disseminacdo da doenca e proteger as culturas
agricolas vulneraveis. A cooperacao entre agentes de ATER, 6rgdos de defesa vegetal estaduais, pesquisadores, agricultores e autoridades
governamentais é crucial para implementar medidas efetivas de contengdo, manejo e controle, garantindo a seguranga e sustentabilidade da
produgéo agricola no pais.
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