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RESUMO

A virose conhecida como estria da bananeira, causada por espécies do
género Badnavirus, foi originalmente associada a espécie denominada Banana
streak virus (BSV). Entretanto, até o momento, ja foram reconhecidas outras
nove espécies do mesmo género, e outras mais capazes de induzir os mesmos
sintomas tém sido propostas em diferentes locais do mundo onde essa planta é
cultivada. Como, no Brasil, as espécies de Badnavirus associadas a bananeira
ndo sdo bem conhecidas, este estudo foi realizado com o objetivo de coletar e
caracterizar isolados virais em lavouras de diferentes regides produtoras. Foram
coletadas amostras em seis estado brasileiros, as quais foram, inicialmente,
testadas por PCR, utilizando-se primers degenerados. As amostras positivas
foram submetidas a técnica de rolling circle amplification (RCA) para a
confirmagdo da presenca da forma episomal do virus e, em seguida, nove
isolados, que foram RCA positivos, foram novamente submetidos a
amplificacdo de fragmentos genémicos com 540 pb, localizados no gene da
RT/RNaseH, para sequenciamento e analise, visando a identificacdo das
espécies. Seguindo o critério de classificagdo dos Badnavirus, os isolados
MGMYSR e CEPRCA foram classificados como Banana streak MY virus
(BSMYV), com identidade de nucleotideos entre 94% e 97%; os isolados
RIMACA e RJITQUI, como Banana streak UC virus (BSUCV), com identidades
entre 93% e 94%; os isolados ESTERRA 1, MGJAPI e PRCAT?2, como Banana
streak GF virus (BSGFV), com identidades entre 87% e 98% e o isolado
SPTAM, como Banana streak Uganda G virus (BSUGV). O isolado ESTERRA
2 apresentou identidades inferiores a 80% com as espécies de Badnavirus
disponiveis no GenBank, entretanto, apresentou identidade de 95% com uma
espécie encontrada recentemente no Brasil, depositada sob a referéncia
KJ201876, confirmando a presenca de uma nova espécie de Badnavirus no pais.
A técnica de RCA permitiu a diagnose de sequéncias episomais em 31 amostras
de sete estados brasileiros. Além de evidenciar a grande variabilidade desse
virus, neste estudo mostra-se a presenca de espécies ainda ndo detectadas
anteriormente no pais, indicando a necessidade de continuar a explorar essa
importante virose em territdrio brasileiro.

Palavras-chave: Badnavirus. RCA. Banana streak virus. RT/RNaseH.



ABSTRACT

The virus disease known as banana streak, caused by species of
Badnavirus genus, was originally associated with the virus species called
Banana streak virus (BSV). However, to date, other 9 species of the same genus
that are also capable of inducing the same symptoms have been proposed, in
different places in the world where this plant is grown. As in Brazil Badnavirus
species associated with banana streak are not well known, the aim of this study
was to collect and characterize viral isolates in banana crops located in different
Brazilian regions. Samples were collected in six Brazilian states, and were
initially tested by PCR using degenerate primers. The PCR positive samples
were subjected to rolling circle amplification method (RCA) to confirm the
presence of episomal viruses, and then nine isolates that were RCA positive
were again subjected to amplification of genomic 540 bp fragments, located in
the gene RT/RNase H for sequencing and analysis, aiming the identification of
species. Following the criteria of Badnaviruses classification, the isolates named
MGMY SR and CEPRCA were classified as Banana streak MY virus (BSMYV),
with nucleotides identity between 94 and 97%, the RIMACA and RJTQUI
isolates were classified as Banana streak UC virus (BSUCV), with identities
between 93 and 94%, the ESTERRA 1, MGJAPI and PRCAT2 isolates as
Banana streak GF virus (BSGFV), with identities between 87 and 98%, and the
SPTAM isolate as Banana streak UG virus (BSUGV). The isolate ESTERRA 2
presented identities below 80% with the species of Badnavirus available in
GenBank, however, showed 95% identity with the species found recently in
Brazil and named Banana streak Brazilian A virus (BSBAV) whose reference in
GenBank is KJ201876, confirming the presence of a new species of Badnavirus
in this country. The RCA technique allowed the diagnosis of episomal sequences
in 31 samples from seven Brazilian states. Besides highlighting the great
variability of this virus, this study shows the presence of species that has not
been reported previously, indicating the need to further explore those important
Badnaviruses in Brazil.

Keywords: Badnavirus, RCA, Banana streak virus, RT/RNaseH.
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1 INTRODUCAO

A banana destaca-se como a fruta mais produzida e consumida no
mundo. No Brasil, o clima favoravel possibilita a producéo e a oferta da fruta o
ano todo, tornando o pais o quarto maior produtor mundial, com cerca de sete
milhGes de toneladas e area de cultivo de, aproximadamente, 500 mil hectares
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS - FAO, 2013). As regiGes que mais se destacam sdo a nordeste e a
sudeste que, na safra de 2015, somaram mais de 67% da area plantada no Brasil.
No entanto, a ocorréncia de problemas fitossanitarios tem onerado grande parte
dos pequenos produtores devido aos custos de manejo e a baixa produtividade
das cultivares de bananeira, quando afetadas pelos diferentes patogenos. Quando
afetada por doengas virdticas, a planta é condenada ao roguing, devido a
escassez de variedades resistentes, & auséncia de medidas curativas e a
dificuldade de se exterminar os vetores virais, tornando o problema ainda mais
grave.

As viroses mais comuns encontradas na bananeira sdo trés: 0 mosaico
da bananeira, causado pelo Cucumber mosaic virus (CMV); a estria da
bananeira, que originalmente era causada pelo Badnavirus Banana streak virus
(BSV), mas que, atualmente, pode ser induzida por um complexo de espécies
derivadas geneticamente do BSV, e o “bunch top”, causado pelo Banana bunchy
top virus (BBTV). Entretanto, no Brasil, apenas as duas primeiras ja foram
relatadas (BRIOSO, 2003).

Os principais vetores dos Badnavirus associados & estria da bananeira
sdo as cochonilhas Planococcus citri e Saccharicocus sachari, porém, outras
espécies de cochonilhas também podem atuar na sua transmissdo, de forma
semipersistente (KUBIRIBA et al., 2001a, 2001b; SILVEIRA et al., 2008).

Como a bananeira é propagada vegetativamente, o uso inadvertido de material
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infectado para propagacgéo tem se caracterizado como a mais importante via de
disseminag&o do virus (DANIELLS; THOMAS; SMITH, 1995).

A planta infectada pode manifestar sintomas variaveis, como pequenas
lesbes amarelas, estrias cloréticas e necroticas nas folhas, riscas estreitas e
alongadas na face externa do pseudopeciolo, lesbes irregulares em frutos verdes
e escurecimento vascular localizado no engaco (BRIOSO; PEREIRA,;
GASPAROTTO, 2011). Também sdo observadas alteragdes na absorcdo e na
translocacdo de macronutrientes (PEREIRA; MOREIRA; GASPAROTO, 2003)
e no metabolismo dos horménios de crescimento (SILVEIRA et al., 2007,
2008).

Esses virus causam perdas consideraveis na bananicultura. Eles tém
caracteristicas genéticas distintas, o que tem tornado dificil sua classificacao,
deteccdo e controle. Nove espécies ja foram reconhecidas pelo ICTV
(International Committe on Taxonomy of Virus), sendo Banana streak MY virus
(BSMYYV), Banana streak OL virus (BSOLV), Banana streak GF virus
(BSGFV) e Banana streak VN virus (BSVNV), Banana streak IM virus
(BSIMV), Banana streak UA virus (BSUAV), Banana streak Ul virus (BSUIV),
Banana streak UL virus (BSULV) e Banana streak UM virus (BSUMV).
Porém, com o avanco dos estudos, novas espécies estdo sendo propostas.

Outra peculiaridade desses Badnavirus é a sua capacidade de se integrar
no genoma nuclear da planta hospedeira. Sequéncias integradas parecem ser um
fendbmeno comum dentro de géneros da familia Caulimoviridae e ja foram
descritas associadas a varios hospedeiros, sendo denominadas de sequéncias
enddgenas de pararretrovirus (Endogenous Pararetroviral Sequences - EPRVS)
(METTE et al., 2002; STAGINNUS et al., 2009). Dois tipos de EPRVs sdo
encontrados associados a bananeira. O primeiro tipo, denominado EPRVs,
compreende sequéncias incompletas do genoma do virus, sendo incapazes de
causar doenca (GEERING et al., 2001, 2005a, 2005b; HARPER; HULL, 1998;
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LAFLEUR; LOCKHART; OLSZEWSKI, 1996; SU et al., 2007; UDE et al.,
2002). O outro tipo corresponde a sequéncias endogenas ativas (eaBSVs)
contendo genoma completo do BSV (D’HONT et al., 2012; GAYRAL et al.,
2008; GEERING et al., 2001, 2005b; JAMES et al., 2011a). As eaBSVs podem
se tornar patogénicas sob condicBes especificas de estresse e na ocorréncia de
eventos nas sequéncias integradas, levando a reconstituicdo e a ativacdo do
genoma viral (COTE et al., 2010; DALLOT et al., 2001; NDOWORA et al.,
1999).

Dessa forma, além da dificuldade de se diagnosticar esses Badnavirus
por sorologia, devido a sua variabilidade genética, a sua diagnose por métodos
moleculares, como PCR, também se torna dificil, podendo levar a falsos
positivos, quando sdo detectadas as EPRVs.

Diante do exposto, a diagnose precisa do BSV, pratica que é
imprescindivel para a certificagdo de mudas de bananeira, ainda é limitada.
Adicionalmente, devido a diversidade genética desse fitovirus, sua diagnose por
métodos soroldgicos torna-se impraticavel, pelo seu alto potencial de gerar
resultados falsos negativos ou falsos positivos. Por outro lado, a ocorréncia de
eaBSVs também pode gerar resultados imprecisos, mesmo quando se utilizam
métodos moleculares. Para superar essas limitaces foi proposta a técnica de
diagndstico chamada Rolling circle amplification (RCA) (JAMES et al., 2011b),
para a detec¢do e a diferenciacdo das sequéncias integradas e epissomais do
virus. A técnica faz uso da DNA polimerase do bacteriéfago Phi29, que tem sido
utilizado para caracterizar moléculas circulares de DNA, inclusive plasmideos
(DEAN et al., 2001; REAGIN et al., 2003) e diversos virus que infectam
humanos, animais e plantas (JOHNE et al., 2009).

No Brasil, a diagnose eficiente do BSV ainda continua sendo um grande
desafio para os produtores de mudas certificadas, pois as espécies que aqui

ocorrem ndo estdo ainda bem caracterizadas. Nesse contexto, o presente trabalho
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foi realizado com o objetivo de coletar amostras de bananeira assintomaticas e
com sintomas de estrias, em diferentes regides do Brasil, e fazer sua diagnose e
caracterizacao molecular, visando identificar as espécies de Badnavirus que aqui

ocorrem.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da bananeira: histérico, classificacdo e importancia

econbmica

A bananeira, género Musa, é considerada umas das mais antigas culturas
domesticadas. Estudos arqueoldgicos e linguisticos indicam que a domesticacéo
da banana data de sete mil anos, no sudeste da Asia, onde ocorre da india a
Polinésia, o qual é considerado seu centro de origem (SIMMONDS, 1962;
SIMMONDS; SHEPHERD, 1955). O seu centro de diversidade atribuido a
Malasia ou a Indonésia (DANIELLS et al., 2001; HESLOP-HARRISON;
SCHWARZACHER, 2007) e se considera que essa diversidade seja conhecida
em todo o mundo (HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2007). No
entanto, ha indicios de que o inicio da hibridacdo entre M. accuminata e M.
balbisiana possa ter ocorrido devido a interferéncia humana, ha 11.700 anos (LI
etal., 2013).

A maioria das cultivares atuais pode ter surgido por um processo de
selecdo tradicional (GEERING et al., 2005a). As variedades comerciais atuais
sdo originarias dos grupos selvagens Musa accuminata (genoma A), Musa
balbisiana (genoma B) e, em menor proporc¢ao, Musa schizocarpa (genoma S) e
Musa textilis/Musa maclayi (genoma T) (DANIELLS et al., 2001; D’HONT et
al., 2012). Atualmente, a classificacdo da banana cultivada é feita com base em
descritores morfoldgicos e composi¢do gendmica, sendo dividida em genotipos
AA, AB, AAA, AAB e ABB (SIMMONDS; SHEPHERD, 1955), embora as
variedades cultivadas sejam compostas de genoma diploide, triploide ou
tetraploide, os quais constituem os grupos AA, BB, AB, AAA, AAB, ABB,
AAAA, AAAB, AABB e ABBB (ALVES, 1999).
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Essa hibridizagéo fez com que as atuais bananas cultivadas diferissem de
Seus progenitores, por ndo possuirem sementes e serem partenogénicas, ou seja,
desenvolvem frutos sem sementes, sem polinizacdo ou fertilizacdo (HESLOP-
HARRISON; SCHWARZACHER, 2007), sendo sua propagacdo realizada
apenas por via vegetativa. Apesar disso, observa-se um elevado grau de
diversidade morfoldgica no tamanho, na forma e na cor dos frutos (LI et al.,
2013). A hibridizacéo e a selecdo permitiram o cultivo de bananeiras e platanos
nas mais importantes regides tropicais e subtropicais do mundo, onde sdo
cultivadas em uma area de cerca de 10,5 milhdes de hectares, com produgéo de
143,8 milhGes de toneladas, em 2013 (FAO, 2013).

No Brasil, o clima favoravel possibilita a producéo e a oferta da fruta o
ano todo, fato que coloca o pais como o quarto maior produtor mundial, com
cerca de sete milhdes de toneladas e area de cultivo de, aproximadamente, 500
mil hectares (FAO, 2013; INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA - IBGE, 2014), o que corresponde a 4,76% da érea cultivada no
mundo. Para a safra nacional de banana, em 2015, foi estimada uma area colhida
de 479.192 hectares, com producdo de 6.992.476 toneladas e rendimento médio
de 14,59 toneladas por hectare (IBGE, 2014). O cultivo da bananeira esta
distribuido por todo o territorio nacional, com destaque para as regides nordeste
e sudeste, que somam mais de 66% da area plantada no pais. A maioria dos
bananicultores é composta de pequenos produtores da agricultura familiar que,
guase sempre, tém a bananicultura como Unica fonte de renda, fato que a leva a
ser considerada uma das atividades agricolas de grande importancia para o
agronegocio brasileiro, funcionando, ainda, como elemento de fixacdo de
populagbes no campo. A quase totalidade da produgdo é comercializada no
mercado interno.

Apesar disso, a ocorréncia de problemas fitossanitarios, como o mal-do-

panamd (Fusarium oxysporum f.sp. cubense), o moko (Pseudomonas
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solanacearum) e o nematoide (Radopholus similis), tem onerado grande parte
dos pequenos produtores, devido aos custos de manejo e a baixa produtividade
de cultivares de bananeira quando atacadas. Esse fato é ainda mais grave quando
se trata de agentes causadores de doencas viréticas, como o Cucumber mosaic
virus e o complexo Banana streak Badnavirus, devido a escassez de variedades
resistentes, medidas curativas e dificuldade de se exterminar os vetores dos

virus.

2.2 O complexo Banana streak Badnavirus

A doenga conhecida como estria da bananeira (streak disease of banana,
termo em inglés) é causada por varias espécies de Badnavirus, sendo
coletivamente conhecidas como Banana streak virus (BSV) (SHARMA et al.,
2015). O BSV foi observado, pela primeira vez, em bananeiras da cultivar Poyo,
na Costa do Marfim, em 1968, por Lassoudiere (1974), porém, foi descrito
apenas em 1986, por Lockhart (1986), causando doenca em plantas de banana
(Musa sp.) no Marrocos. Mais tarde, este virus foi classificado como pertencente
a familia Caulimoviridade, género Badnavirus e como um integrante do grupo
pararretrovirus (HARPER; HULL, 1998), ou seja, durante seu processo de
replicagdo, seu genoma € diretamente transcrito em um RNA mensageiro, que é
sintetizado a partir do genoma original e pode ser transcrito novamente em DNA
pela transcriptase reversa. Apresenta particulas baciliformes, ndo envelopadas,
com dimensBes de 30 nm x 130 a 150 nm, as quais conttm uma molécula
circular de DNA de fita dupla (dsDNA) de, aproximadamente, 7,4 a 8,0 Kb,
apresentando trés open reading frame, ou ORF. As duas menores codificam
duas proteinas de, aproximadamente, 22 e 14 kDa, respectivamente, cuja funcdo
ainda ndo esta elucidada. A ORF maior codifica uma poliproteina de 208 kDa

que, apds ser clivada, gera proteinas de movimento, capa proteica, aspartil
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protease, transcriptase reversa (TR) e RNaseH (HARPER; HULL, 1998) (Figura
1).

O BSV ocorre em todo 0 mundo (ZHUANG et al., 2011) e tem sido
causador de perdas de 6% a 7% ao ano, dependendo do cultivar, da espécie viral
e das condi¢cBes ambientais. Ndo ocorre disseminacdo planta-planta, mas a
transmissdo via mudas pode ser de 100% (DANIELLS et al., 2001). Além disso,
cultura de tecidos apresenta risco adicional para a expressao de integrantes
episomais e a inducdo de infeccbes de BSV, atuando como gatilho para a
expressdao do virus da estria da banana em plantas sadias, ativando sequéncias
integradas de BSV (DALLOT et al., 2001).

A intensidade de subdivisdo aplicada na cultura de tecidos pode modular
a frequéncia de expressdo BSV a partir de sequéncias integradas. O aumento de
linhas micropropagadas infectadas ao longo do tempo, bem como a elevada
heterogeneidade da infeccdo entre as plantulas resultantes da mesma linha
micropropagada, sugere que a expressdo epissomatica BSV ocorre
aleatoriamente e de forma ndo simultanea nas diferentes células, constituindo a
proliferacdo do virus (DALLOT et al., 2001). Estes diferentes aspectos da
expressdo BSV, durante a fase de proliferacdo, sdo coerentes com o efeito
conhecido da cultura de tecidos em genomas de plantas, o que faz com que o
risco de infecgdo de BSV em bananeiras torne-se um obstaculo ao intercdmbio

de germoplasma de Musa sp, principalmente micropropagada.
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ORF1

ORF2

ORF3

Figura 1 Organizagéo do genoma do BSV. O ciclo completo representa a dupla
fita de DNA. O ciclo interno mostra 0 mapa dos transcritos com a
posi¢do estimada do terminal 3’. Os outros arcos indicam a posicéo das
trés ORF (HARPER et al., 1999a)

Quanto a taxonomia, o International Committe on Taxonomy of Virus
(ICTV) estabelece como critério, para 0 género Badnavirus, que espécies
distintas sdo aquelas que apresentem mais de 20% de diferenca na sequéncia de
nucleotideos do gene que codifica a RT/RNase H. Para Badnavirus essa
sequéncia equivale a cerca de 580 pb (YANG et al., 2003). Com base nesse
critério, diversas outras espécies de Badnavirus associadas a bananeira tém sido
propostas. O ICTV reconheceu oficialmente, até 0 momento, nove espécies de

Badnavirus: Banana streak GF virus (BSGFV), Banana streak IM virus
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(BSIMV), Banana streak MY virus (BSMYV), Banana streak OL virus
(BSOLV), Banana streak UA virus (BSUAV), Banana streak Ul virus
(BSUIV), Banana streak UL virus (BSULV), Banana streak UM virus
(BSUMV) e Banana streak VN virus (BSVNV), que ja estdo bem caracterizadas
(HULL et al., 2005; JAMES et al., 2011a).

No Brasil, 0 BSV foi relatado, pela primeira vez, por Brioso et al. (2000)
e mais tarde diagnosticado em infeccBes simples ou em associacdo com
Cucumber mosaic virus, em amostras coletadas nos estados do Acre, Amazonas,
Bahia, Ceard, Goias, Minas Gerais, Piaui, Rio de Janeiro, Rondénia, Santa
Catarina e S8o Paulo (FIGUEIREDO; BRIOSO, 2007; FIGUEIREDO et al.,
2006). Nessa mesma época foi diagnosticado em mudas originadas de cultura de
tecido oriundas de Israel e da Costa Rica (COLARICCIO et al., 2006;
MARINHO; BATISTA, 2005). Segundo Brioso, Pereira e Gasparotto (2011), a
introducdo e a disseminacdo de espécies de Badnavirus no Brasil devem-se,
principalmente, a ocorréncia da sigatoka-negra, causada pelo fungo
Mycosphaerella fijiensis Morelet, em que se fez necesséria a utilizacdo de
material propagativo de diversas origens, em virtude da utilizacdo de grandes
quantidades de mudas propagadas via cultura de tecidos, em substituicdo as
cultivares suscetiveis ao fungo. No Brasil, foram relatadas duas espécies de
Badnavirus, Banana streak OL virus (BSOLV) (LOMBARDI; HARAKAVA,
COLARICCIO, 2010) e Banana streak UC virus (ALVES, 2013), além de
espécies candidatas denominadas Banana streak brazzilian A virus e Banana
streak brazzilian B virus (SILVA et al., 2013), e Banana streak UB virus
(BSUBV) (BRIOSO et al., 2011; POLTRONIERI et al., 2009), além de outras
variantes genéticas denominadas BRSV-BR, BRSV-BR2, BRSV-BR3 e BRSV-
BR4, descritas por Figueiredo e Brioso (2007) e Figueiredo et al. (2006).
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2.3 Sintomatologia e controle

O BSV ja foi encontrado infectando plantas dos grupos genéticos de
bananeiras AA, AB, AAA, AAB, AABB e AAAB, em varios paises, as quais
apresentaram alta suscetibilidade. As estirpes de Badnavirus em bananeira
induzem sintomas iniciando com pequenas lesdes amarelas, em forma de
pontuagOes, que se estendem formando estrias cloroticas, paralelas as nervuras
secundarias que, ao se necrosarem, tornam-se escuras, distribuidas sobre as
folhas, e também riscas estreitas e alongadas na face externa do pseudopeciolo
das plantas, podendo afetar todas as folhas da planta (BRIOSO et al., 2011;
PEREIRA; MOREIRA; GASPARQOTO, 2003). Em frutos verdes ocorrem lesbes
de formato irregular que podem se intensificar apds a maturacéo, depreciando-o0s
completamente para a comercializacdo. No engacgo, pode ocorrer escurecimento
vascular localizado, que se constitui de manchas longas e arredondadas ou
estrias internas alongadas em todo o segmento do engaco (BRIOSO et al., 2011).
Os danos a planta também estdo relacionados as alteragdes na absorcdo e na
translocacdo de macronutrientes, resultando em menor taxa de emissao foliar e
reducdo significativa no peso ou, até, auséncia dos cachos (PEREIRA,;
MOREIRA; GASPAROTO, 2003). Além disso, segundo Silveira et al. (2007,
2008), alteracBes no metabolismo dos hormonios de crescimento causam
reducdo do tamanho de folhas, flores e raizes, e encurtamento dos peciolos e
entrends. Muitas vezes, esses sintomas podem ser confundidos com agueles
causados pelo Cucumber mosaic virus (CMV), podendo estar ausentes
(LOCKHARTET; OLSZEWSKI, 1993).

A expressdo dos sintomas € mais evidente no periodo de iniciacdo do
cacho, decrescendo no periodo de emergéncia deste, podendo ser influenciado
pela temperatura ambiente. Dados experimentais mostraram que a expressédo de

sintomas foi maior quando as plantas cresceram continuadamente a 22 °C,
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quando comparadas aquelas que foram mantidas em temperaturas superiores a
28 °C (DAHAL et al., 1998, 2000a). Além da temperatura, a presenca e a
severidade dos sintomas dependem do nimero de fatores envolvidos, como o
gendtipo do hospedeiro e do virus e a concentracdo do virus na planta (DAHAL
et al., 1998, 2000b; DANIELLS et al., 2001).

Além dos danos visuais, a infeccdo por BSV também leva a danos
econbmicos, pelo atraso no tempo de colheita em até 18 dias, como observado
por Daniells et al. (2001), levando a uma reducdo, por ano, de 6% na primeira
colheita. Na colheita da soca ha reducdo de até 7% no peso do cacho e um atraso
de 9 dias na colheita, resultando em 11% na reducdo da banana colhida por ano.
Em adicdo, o comprimento dos frutos também é comprometido.

Atualmente, no Brasil, os critérios e os procedimentos de prevengdo e
controle do BSV s&o regulamentados pela Instrucdo Normativa n° 29, de 29 de
fevereiro de 2012, em que é considerado praga ndo quarentenaria regulamentada
(BRASIL, 2012). A erradicacdo de mudas e/ou plantas infectadas € a estratégica
forma de controle para as principais viroses da bananeira, que contribuem
eficientemente para a reducdo da sua incidéncia (BRIOSO; PEREIRA;
GASPAROTTO, 2011).

2.4 Integragdo no genoma da planta hospedeira

Sequéncias integradas, denominadas sequéncias enddgenas de
pararretrovirus (Endogenous Pararetroviral Sequences — EPRV), tém sido
consideradas um fendmeno comum e ocorrem esporadicamente dentro de
géneros da familia Caulimoviridae (GAYRAL et al., 2010; GEERING;
SCHARASCHKIN; TEYCHENEY, 2010; PAHALAWATTA; DRUFFEL;
PAPPU, 2008; STAGINNUS et al., 2007, 2009; SU et al., 2007). Os

pararretrovirus tém a habilidade de se integrar no genoma nuclear da planta
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hospedeira e constituem o tipo mais comum de sequéncias endégenas em plantas
(STAGINNUS; RICHERT-POGGLER, 2006). Ja foram descritos EPRVs na
maioria dos géneros da familia Caulimoviridae (Petuvirus, Cavemovirus,
Badnavirus, Tungrovirus e Caulimovirus), exceto Soymovirus (GAYRAL;
ISKRA-CARUANA, 2009). Além de integrar o genoma da bananeira
(NDOWORA et al., 1999), essas sequéncias ja foram descritas em espécies de
fumo (JAKOWITSCH et al., 1999), Poncirus trifoliata (YANG et al., 2003),
petinia (RICHERT-POGGELER et al.,, 2003), arroz (KUNII et al., 2004),
solandceas (HANSEN; HARPER; HESLOP-HARRISON, 2005), Dracaena
braunii (bambu-afortunado) (SU et al., 2007), tomateiro (STAGINNUS et al.,
2007), dalia (PAHALAWATTA; DRUFFEL; PAPPU, 2008), abacaxizeiro
(GAMBLEY et al., 2008), videira (BERTSCH et al., 2009), dlamo (BERTSCH
et al., 2009), figueira (LANEY; HASSAN; TZANETAKIS, 2012) e inhame
(SEAL et al., 2014).

Em bananeira tém sido encontrados dois tipos de sequéncias integradas.
O primeiro tipo, denominado EPRVs, compreende sequéncias incompletas do
genoma viral, sendo incapaz de causar doenca e pode ser encontrado tanto em
bananeiras de genoma do tipo A como B e S (GEERING et al., 2001, 20054,
2005b; HARPER; HULL, 1998; LAFLEUR; LOCKHART; OLSZEWSKI,
1996; SU et al., 2007; UDE et al., 2002). O outro tipo, corresponde a sequéncias
enddgenas ativas (eaBSVs) contendo genoma completo do BSV e tem sido
encontrado somente em plantas do genoma tipo A (D’HONT et al., 2012) e B
(GAYRAL et al., 2008; GEERING et al., 2001, 2005b; JAMES et al., 2011a).

A maioria dos EPRVs resulta em um genoma parcial e ndo funcional
(GEERING et al., 2005a). Por outro lado, diversas integragdes do tipo eaBSVs
conttm o genoma completo do virus com ORFs funcionais, podendo ser
ativadas, resultando na liberacdo de genomas funcionais que infectam a planta
hospedeira (GAYRAL et al., 2008, 2010; GAYRAL,; ISKRA-CARUANA,
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2009; GEERING et al., 2005a; KUNII et al., 2004) e consistem do genoma
completo dos BSV epissomais caracterizados.

Sequéncias eaBSVs podem se tornar patogénicas sob condicdes
especificas de estresse, como o causado pela cultura de tecidos, o déficit hidrico
e 0s processos de hibridacdo, devido a ocorréncia de eventos nas sequéncias
integradas gue resultam na reconstituicdo e na ativacdo do genoma viral (COTE
et al., 2010; DALLOT et al., 2001; NDOWORA et al., 1999). A estrutura de
sequéncias de EPRVs pode ser complexa, sendo que todos ja descritos,
geralmente, consistem em padrdes similares de rearranjos que mostram
repeticbes em tandem (maltiplas sequéncias repetidas de DNA), fragmentagdes,
inversdes e duplicagbes do genoma virdtico ou partes deste (CHABANNES;
ISKRA-CARUANA, 2013; GAYRAL et al., 2008; JAVER-HIGGINSON et al.,
2014; NDOWORA et al., 1999; RICHERT-POGGELER et al., 2003).

Acredita-se que a ativacdo em bananeira pode ocorrer por modificacdes
epigenéticas que acontecem durante a hibridizacdo do genoma parental, como
também condicbes ambientais (COTE et al., 2010; DALLOT et al., 2001;
HARPER et al., 2002; NDOWORA et al., 1999) e que ePRVs possam ser
geradas e liberadas, de ciclos de EPRV, por mecanismos que envolvem qualquer
recombinacdo homologa entre regides repetidas e/ou por meio de transcrigdo
inversa direta (CHABANNES; ISKRA-CARUANA, 2013; HARPER et al.,
2002; ISKRA-CARUANA et al., 2010, 2014b; NDOWORA et al., 1999;
RICHERT-POGGELER et al., 2003). Sob outro ponto de vista, acredita-se que
EPRVs inativos podem ser importantes para o seu hospedeiro, favorecendo o
potencial de resisténcia a virus relacionados (HULL; HARPER; LOCKHART,
2002; ISKRA-CARUANA et al., 2010, 2014b; MATZKE, 2004; METTE et al.,
2002; NOREEN et al., 2007).

O sequenciamento completo do genoma de espécies e isolados do BSV

tem sido realizado, fornecendo informagcfes de que existe alto grau de
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variabilidade molecular dentro desse complexo (GEERING et al., 2000;
HARPER et al., 2004, 2005; JAUFEERALLY-FAKIM; KHORUGDHARRY;
HARPER, 2006). Nesse sentido, uma andlise conjunta das sequéncias
epissomais, realizada por Iskra-Caruana et al. (2014a), demonstrou que essas
sequéncias formam clados filogeneticamente distintos, mostrando a
variabilidade do BSV. Além disso, estudos de imunologia revelam, também, que
sdo sorologicamente muito diversos (GEERING et al., 2000, 2005a, 2005b;
HARPER; HULL, 1998; LE PROVOSTET et al., 2007; LOCKHART;
OLSZEWSKI, 1993).

O BSV néo era considerado um problema sério para a agricultura até a
descoberta de integracfes endogenas (eaBSV) no genoma nuclear de Musa
balbisiana (GAYRAL et al., 2008; GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009;
HARPER et al., 1999a; NDOWORA et al., 1999) e, mais recentemente, em M.
acuminata (D’HONT et al., 2012).

2.5 Implicagdes da variabilidade do BSV e da ocorréncia de EPRVs nas

técnicas de diagnose

A diagnose dos virus que infectam a bananeira ¢ uma tarefa nada facil.
Existe um grande transito de mudas de bananeira, ndo apenas dentro do pais,
com sua enorme extensao territorial, mas também de fora para dentro do pais,
aumentando significativamente o risco de disseminacdo viral. Em adigdo, o
método de propagacdo vegetativa da bananeira, que consiste na formacdo de
mudas a partir da planta mée, principalmente em laboratorios de cultura de
tecidos em que inimeras mudas sdo provenientes de uma Unica planta matriz,
demanda o uso de métodos seguros e eficientes para a sua indexagéo, visando a

detecgdo dos principais virus que podem infecta-la.
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Os métodos sorologicos se tornam cada vez mais ineficazes devido a
grande diversidade genética desses virus, e o surgimento frequente de novas
espécies para as quais ndo existe a disponibilidade de antissoros (GEERING et
al., 2000, 2005a, 2005b; HARPER; HULL, 1998; LE PROVOSTET et al.,
2007). Por outro lado, devido a sua capacidade de se integrar ao genoma nuclear
da planta hospedeira (GEERING et al., 2001, 2005a, 2005b; HARPER et al.,
1999b; HARPER; HULL, 1998; NDOWORA et al., 1999; UDE et al., 2002), a
detec¢do dos Badnavirus por métodos moleculares, como o PCR, é bastante
complicada. Considerando-se que todas as plantas de bananeiras podem ser
portadoras de EPRVs, muitos diagnosticos falsos positivos poderiam ocorrer,
levando ao descarte indevido de plantas sadias (HARPER et al., 1999a; ISKRA-
CARUANA et al., 2008; JAMES et al., 2011a; LE PROVOST et al., 2006). Em
alternativa, foi desenvolvida a técnica IC-PCR que, por capturar o virus
especifico por meio de antissoros, antes de realizar a PCR, evitaria a detecgdo
dos EPRVs (HARPER et al., 1999a).

Para contornar essas limitagdes, uma nova técnica, denominada Rolling
Circle Amplification (RCA), foi proposta por James et al. (2011a) (Figura 2). A
RCA amplifica DNA circular, possibilitando discriminar entre as sequéncias do
DNA do BSV integrado (EPRVs) e episomal (eaBSVs). A técnica faz uso da
DNA polimerase do bacteriéfago Phi29, que tem sido utilizado para caracterizar
moléculas circulares de DNA, inclusive plasmideos (DEAN et al., 2001;
REAGIN et al., 2003) e diversos virus que infectam humanos, animais e plantas
(JOHNE et al., 2009). A descricdo, o desenvolvimento e 0 uso da técnica RCA
para a deteccdo do BSV foram realizados por James et al. (2011a), demonstrado
que o método é capaz de diferenciar as sequéncias integradas e epissomais do

virus.
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Figura 2 Mecanismo de amplificacdo do DNA circular pela técnica RCA com o
uso da polimerase Phi29 (JAMES et al., 2011a)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e armazenamento das amostras e realizacdo dos ensaios

Os isolados de BSV utilizados neste trabalho foram coletados de regides
distintas do pais, nos estados da Bahia, Ceard, Espirito Santo, Minas Gerais, S&o
Paulo, Rio de Janeiro e Parana, com o auxilio de produtores e pesquisadores
comprometidos com a producdo de banana. No momento do recebimento das
amostras, parte do tecido foi submetida a extracdo de DNA total e o restante foi
acondicionado em freezer, a -80 °C. Os ensaios foram realizados no Laboratério
de Virologia Molecular, localizado no Departamento de Fitopatologia da

Universidade Federal de Lavras.

3.2 Extracédo do acido nucleico (DNA total)

O DNA total das plantas foi extraido a partir do tecido foliar, segundo o
protocolo de Lodhi et al. (1994). Para a extracdo foram macerados 0,15 g de
tecido vegetal fresco na presenca de nitrogénio liquido e, em seguida, foram
adicionados 1,5 ml de tampdo CTAB 2% (100 mM Tris-HCL, pH 8,0; 20 mM
EDTA; 1,4 M NaCl; 80 mM Na,SOs; 2% PVP-10 e 2% de brometo de cetil
trimetil-aménio CTAB), contendo 0,2% de B mercaptoetanol. A mistura foi
incubada em banho-maria, por 30 minutos e, a cada 10 minutos, os tubos foram
misturados por inversdo. Logo depois, foi adicionado igual volume do extrato a
solugdo 24:1 cloroférmio, alcool isoamilico. Os microtubos foram centrifugados,
a 12.000 rpm, por 10 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para novos
microtubos e a precipitagdo do DNA realizada, com a adicdo de 0,6 vezes o
volume de isopropanol frio (-20 °C). A solucéo foi gentilmente homogeneizada

por inversdo e incubada, a -20 °C, por 1 hora. Apds a precipitacdo, foi realizada
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uma centrifugacdo de 12.000 rpm, por 10 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet lavado com 500 pl de alcool 70% e seco em temperatura
ambiente. Em seguida, o pellet seco foi ressuspendido em 30 pl de tampdo TE
(Tris HCL 1M pH 8,0, EDTA 0,5 M pH 8,0) e a qualidade do DNA extraido foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,7%, contrastado com Gel Red

(Biotium Corp.).

3.3 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Inicialmente, o DNA proveniente das plantas com suspeita de infecgdo
foi amplificado por PCR, utilizando-se os diversos primers Badna FP e Badna
RP (YANG et al., 2003), que amplificam um fragmento de 540 pares de base,
gue codifica para a RT/RNaseH.

O mix da PCR (25 ul) foi composto por 5 pl de buffer 5X GoTaq Green
Master Mix; 0,75 ul de cada primer; 1 MgCI2; 0,5 pl de dNTP; 16,375 pul de
agua; 0,125 de enzima e 1 pl de DNA. O ciclo da PCR partiu de uma
desnaturacdo de 95 °C, durante 2 minutos, seguida por 35 ciclos de 95 °C,
durante 45 segundos, 50 °C por 1 minuto e 72 °C durante 1 minuto, com
extensdo final de 72 °C, durante 5 minutos. O produto da PCR foi analisado por
eletroforese em gel de agarose a 0,7%.

As amostras positivas foram testadas por RCA e aquelas que também
foram positivas tiveram o produto da reacdo submetido a reacdo de PCR,
conforme descrito previamente. Os fragmentos foram purificados utilizando-se o
kit de purificacdo Illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(GE Healthcare), seguindo as instrucdes do fabricante, e enviados para

sequenciamento.
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3.4 Rolling circle amplification (RCA)

A amplificacdo pela reacdo de RCA foi realizada utilizando-se o kit
Illustra TempliPhi (GE Healthcare, Buckinghamshire, United Kingdom),
seguindo-se as recomendacdes do manual do fabricante. O &cido nucleico (1 pl)
foi adicionado a 5 pl de solucéo tampéo e 1 pl de cada primer listado na Tabela
1, na concentracdo de 60 uM. O DNA foi desnaturado a 95 °C, por 3 minutos e,
logo depois, foi adicionado a solucdo de reacdo do kit (5 pl) preparado
previamente com a DNA polimerase (0,2 ul). A reacdo foi incubada, a 30 °C,
por 18 horas, em estufa e, posteriormente, finalizada com incubacéo, a 65 °C,

por 10 minutos. O produto obtido foi analisado em gel de agarose 0,7%.

Tabela 1 Primers empregados para a amplificacdo do genoma do Banana streak
virus (BSV) pela técnica de RCA.

Primer Sequéncia Referéncia
1A CTNTAYGARTGGYTNGTNATGCCNTTYGG Harper et al. (2002)
4 TCCAYTTRCANAYNSCNCCCCANCC Harper et al. (2002)
BadnaFP  ATGCCITTYGGIAARAAYGCICC Yang et al. (2003)
BadnaRP CCAYTTRCAIACISCICCCCAICC Yang et al. (2003)
BSV2292 ATGARYTAHATWAGRTGYTMSCC James et al. (2011a)
BSV2826 TYYWGAAARCATGGTGGGRGARGA James et al. (2011a)
BSV3298 YTCCCAYCTTTCRAAKACYTT James et al. (2011a)
BSV3517 KRATMTTYTWTYTDGAARATCC James et al. (2011a)
BSV3700 KTGGBAGTTTKGTRAAGARYTC James et al. (2011a)
BSV6652 GAAAARRTMTGYGCNTAYGCVAG James et al. (2011a)

BSV4030 TGCARRTGYTWYGCYTGYGGAGA James et al. (2011a)
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3.5 Sequenciamento e analise das sequéncias genémicas

Os fragmentos foram sequenciados pela empresa Myleus Biotecnologia.
As analises foram realizadas utilizando-se o programa NCBI BLAST
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION - NCBI,
2015) e o alinhamento das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos e a
construgdo de arvores filogenéticas foi feito empregando-se os programas
CLUSTAL W2 (V. 2.0) e Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA 6),
respectivamente. A caracterizagdo das espécies seguiu os critérios do ICTV, que
consideram espécies distintas de Badnavirus sp. aquelas que tém diferencas de
identidade acima de 20% na regido codificadora RT/RNaseH.

Os isolados do GenBank empregados para comparagdo estdo
relacionados na Tabela 2, tendo as relacdes filogenéticas sido estudadas
utilizando-se o algoritmo neighbor-joining para aminoacidos e UPGMA para
nucleotideos, empregando-se o bootstrap com 3.000 repetigdes.
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Tabela 2 Isolados disponiveis no GenBank empregados para compara¢édo com 0s

isolados brasileiros

N°. Acesso Origem Espécie Referéncia
NC_008018 Vietna Banana streak acuminata Yunnan  Zhuang et al.
virus (BSACYV) (2011)
AJ968435 Uganda Banana streak GF virus (BSGFV) Harper et al.
(2005)
JF911406 Quénia Banana streak GF virus (BSGFV) Nao publicado
NC_007002 Equador Banana streak GF virus (BSGFV)  Néo publicado
AB252636 Indonésia  Banana streak MY virus Furuya e
(BSMYV) Natsuaki (2012)
AY805074 Austrélia Banana streak MY virus Geering et al.
(BSMYV) (2010)
KJ013509 Colecéo Banana streak MY virus Rajeswaran et al.
CIRAD (BSMYV) (2014)
(Franca)
AJ002234 Nigéria Banana streak OL viirus Harper e Hull
(BSOLV) (1988)
HQ593107 Uganda Banana streak UA virus James et al.
(BSUAV) (2011a)
AJ968464 Uganda Banana streak UC virus (BSUCV) Harper et al.
(2005)
KJ201882 Uganda Banana streak UC virus (BSUCV) Naéo publicado
KT339379 China Banana streak UC virus (BSUCV) Nao publicado
AJ968471 Uganda Banana streak UG virus Harper et al.
(BSUGV) (2005)
KJ201878 Brasil Banana streak UG virus Nao publicado
(BSUGV)
AY189412 Nigéria Sequéncia endégena Harper et al.
(2005)
KJ201876 Brasil Banana streak brazilian A virus Né&o publicado
AY 452265 Australia Sequéncia endégena Geering et al.
(2005a)
AY189414 Australia Sequéncia endégena Geering et al.
(2005a)
HQ593108 Uganda Banana streak Ul virus (BSUIV) James et al.
(2011a)
NC_015504 Uganda Banana streak UL virus (BSULV) James et al.

(2011a)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletadas 39 amostras de bananeiras, sintomaticas e assintomaticas,
oriundas de sete estados brasileiros (Tabela 3). Trinta e uma amostras de seis
estados brasileiros foram diagnosticadas positivas quanto a infeccdo episomal
(eaBSVs) por BSV, utilizando-se a técnica de Rolling circle amplification
(JAMES et al., 2011a). A técnica RCA tem sido empregada e é a mais
recomendada para a indexag&o rotineira dos tecidos de bananeiras para deteccéo
da presenca de Badnavirus, pela sua capacidade de detectar apenas virus ativos
(sequéncias epissomais) na planta (JAMES et al., 2011a; WAMBULWA et al.,
2012). As demais amostras, positivas somente por PCR convencional, indicam
que as sequéncias detectadas foram do tipo EPRVS, ou seja, sequéncias
incompletas integradas ao genoma da planta. Essas plantas, caso fossem indexadas
apenas por PCR, seriam diagnosticadas como positivas e poderiam ser descartadas
erroneamente. Este dado corrobora a eficiéncia da técnica RCA para a diagnose de
BSVs ativos e ndo de sequéncias endégenas incompletas de Badnavirus.

Os isolados que foram sequenciados e analisados foram CEPRCA, do
Ceard; ESTERRA 1 e ESTERRA 2, do Espirito Santo; MGJAPI e MGMYS, de
Minas Gerais; PRCAT2, do Parana; RIMACA e RJTQUI, do Rio de Janeiro e
SPTAM, de Sdo Paulo. Quando comparados entre si, os isolados estudados
apresentaram identidades de nucleotideos entre 61% e 98%, e de aminoacidos
entre 32% e 92%, mostrando que, como ocorre em outros locais do mundo onde
se cultiva a banana, existe uma grande variabilidade genémica nos isolados de
Badnavirus que causam estrias na bananeira (Tabelas 4 e 5). Os isolados que
apresentaram identidades acima de 80% entre si foram CEPRCA e MGMYS
(92%), ESTERRA e MGJAPI (98%), ESTERRA e PRCCAT2 (92%) e também
RIMACA e RITQUI (92%), indicando pertencerem a mesma espécie, segundo o

critério taxonémico oficial para os Badnavirus.
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Tabela 3 Origem e denominacdo dos isolados brasileiros coletados, resultados
dos testes de diagnose por PCR e RCA

N° da - . . Re_sultado Denominagéo
amostra Genétipo  Cultivar  Origem Diagnose do isolado®
PCR! RCA?
1 AAB Tap maeo Bahia + + BATAPM
2 AAAB Prata Ceara + + CEPRCA *
3 AAB Terra Espirito + + ESTERRAL *
Santo
4 AAB Terra Espirito + + ESTERRA2 *
Santo
5 AAAB Prata Espirito + + ESPRAT1
Santo
6 AAAB Prata Espirito + + ESPRAT?2
Santo
7 - - Espirito + + ESLARA
Santo
8 AAB Prata ana Minas + + MGPANAL1
Gerais
9 AAAB Japira Minas + + MGJAPI *
Gerais
10 ABB Marmelo Minas + + MGMAR
Gerais
11 Né&o Caju Minas + + MGCAJU
definido Gerais
12 AAA Nanica Minas + + MGNANI
Gerais
13 AA Ouro de Minas + + MGOUCOL
Colatina Gerais
14 AA Ouro Minas + + MGOURO
Gerais
15 AAAB Vitoria Minas + + MGVITO
Gerais
16 Nao Semente Minas + + MGSEM
definido Gerais
17 AAA Caru roxa Minas - - MGCARU
Gerais
18 AAB Maca Minas + + MGMACAL1
roxa Gerais
19 AAB Terrinha Minas + + MGTERRA
Gerais
20 AABB Maca Minas + + MGMACA2
Gerais
21 AAA Nanicéo Minas + - sd

Gerais
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Tabela 3, concluséo

N° da - . . Re_sultado Denominagéo
amostra Genétipo  Cultivar  Origem Diagnose do isolado®
PCR! RCA?
22 AAAB Prata Minas + - sd
Gerais
23 AAAB Pacova Minas - - sd
Gerais
24 AAAB SH-3640 Minas + - sd
Gerais
25 AAA Caru Minas + + MGCARO
verde Gerais
26 AA Ouro Minas + + MGOUMA
mata Gerais
27 AAB Mysore Minas + + MGMYSRS *
Gerais
28 AAA Caipira Minas + + MGCAIP
Gerais
29 Nao Musa Minas - - Sd
definido ornata Gerais
30 AAAB Prata Minas + + MGPRATA
Gerais
31 AAB Prata and Minas + + MGPANA2
Gerais
32 AAA Caturra Parana + + PRCAT2 *
33 AAAB Maca Rio de + + RIMACA *
Janeiro
34 BB Trés Rio de + + RJTQUI *
quinas Janeiro
35 AAAB BRS Rio de - - Sd
princesa Janeiro
36 AAAB Prata Rio de + - Sd
Janeiro
37 AAB Prata and Rio de + + RIPANA
Janeiro
38 AAB Prata mel Rio de + + RIPMEL
Janeiro
39 AAB Tap maeo Séo + + SPTAM *
Paulo

12 +: amostras positivas; -: amostras negativas
3sd: sem denominagdo
*|solados que foram sequenciados e analisados



Tabela 4 Porcentagem (%) de identidade entre as sequéncias de nucleotideos da regido codificadora RT/RNaseH dos
isolados do Brasil com GenBank

N° Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
1 CEPRCA - 64 70 64 92 66 66 61 65 68 64 64 65 94 95 94 68 25 64 65 64 65 66 61 68 68 65 65 63
2 ESTERRAL - 64 98 63 92 64 63 64 67 91 98 98 65 65 64 65 24 63 65 62 65 65 64 64 63 62 62 63
3 ESTERRA2 - 64 66 70 68 63 66 68 64 63 65 67 67 67 72 27 65 66 65 66 67 64 95 65 64 64 63
4 MGJAPI - 63 92 63 62 64 67 91 97 98 64 64 63 65 24 62 64 62 65 65 64 64 62 62 62 63
5 MGMYS - 63 64 61 62 66 62 63 63 96 97 96 66 24 62 63 63 64 63 62 65 67 63 63 62
6 PRCCAT2 - 65 63 67 67 87 92 92 64 65 65 66 24 62 63 62 67 67 66 68 63 64 64 63
7 RIMACA - 92 72 67 66 63 64 65 65 65 65 25 93 94 93 72 73 72 67 70 64 64 64
8 RITQUI - 68 65 65 63 63 63 63 63 63 24 94 93 93 71 69 71 65 67 56 56 57
9 SPTAM - 67 64 64 64 63 64 64 67 22 70 70 70 84 97 83 65 67 62 62 64
10 NC008018 - 68 67 67 67 67 67 70 25 66 66 66 68 68 68 67 65 63 63 64
11 AJ968435 - 91 92 63 63 62 66 24 64 65 63 65 65 64 64 65 63 63 63
12 JF911406 - 98 65 64 64 65 24 61 64 62 65 65 64 63 63 63 63 63
13 NC007002 - 64 65 64 65 24 63 65 62 66 65 65 65 63 62 62 64
14 AB252636 - 99 98 69 25 64 65 64 65 64 64 66 69 65 65 64
15 AY805074 - 99 68 25 64 65 64 65 65 64 66 69 65 65 64
26 KJ013509 - 68 24 64 64 64 65 65 65 66 69 65 65 65
17 AJ002234 - 26 64 64 64 68 68 65 72 69 67 67 64
18 HQ593107 - 24 24 24 24 24 24 25 24 24 24 25
19 AJ968464 - 96 99 72 71 71 65 68 63 63 62
20 KJ201882 - 96 72 71 71 65 68 63 63 63
21 KT339379 - 72 71 71 65 67 62 62 62
22 AJ968471 - 85 96 65 69 63 63 63
23 KJ201878 - 85 66 68 62 62 65
24 AY189412 - 64 68 63 63 62
25 KJ201876 - 64 64 64 63
26 AY452265 - 63 63 68
27 AY189414 - 100 78
28 HQ593108 - 78

29 NC015504

9¢€



Tabela 5 Porcentagem (%) de identidade entre as sequéncias de aminoacidos da regido codificadora RT/RNaseH dos
isolados do Brasil com GenBank

N° Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
1 CEPRCA - 77 60 61 8 62 63 61 34 70 60 61 61 91 91 90 71 27 61 62 61 61 43 61 68 68 57 57 58
2 ESTERRAL - 69 97 58 92 64 60 32 68 95 98 98 64 64 63 71 26 62 63 62 62 34 61 67 60 61 61 60
3 ESTERRA2 - 68 67 72 66 62 41 73 68 70 70 72 72 71 80 30 63 65 63 65 43 65 95 64 63 63 62
4 MGJAPI - 58 92 63 60 32 67 95 98 98 63 63 63 70 26 61 63 61 62 34 61 67 60 60 60 60
5 MGMYS - 60 63 57 33 70 58 59 59 92 92 91 69 26 60 62 60 59 36 58 65 69 57 57 58
6 PRCCAT2 - 65 60 33 68 90 93 93 65 65 65 71 26 62 63 62 63 35 61 69 60 60 60 59
7 RIMACA - 87 42 68 63 64 64 66 66 66 67 24 91 92 91 7 44 76 65 66 60 60 61
8 RITQUI - 40 63 59 60 60 62 62 61 63 23 87 89 87 73 42 73 61 62 56 56 56
9 SPTAM - 39 32 33 33 34 35 34 38 23 41 40 41 48 94 48 38 36 35 35 39

10 NC008018 - 67 68 68 74 75 74 76 26 67 68 67 67 41 66 71 69 61 61 62

11 AJ968435 - 96 96 64 64 63 71 25 61 62 61 63 34 61 66 61 60 60 60

12 JF911406 - 99 64 65 64 71 26 62 63 62 63 35 61 68 61 61 61 60

13 NC007002 - 64 65 64 71 26 62 63 62 63 35 61 68 61 61 61 61

14 AB252636 - 100 99 75 26 64 65 64 64 36 63 69 72 62 62 63
15 AY805074 - 98 75 27 65 66 65 64 37 63 70 72 62 62 63

26 KJ013509 - 75 26 64 65 64 63 36 62 69 72 61 61 63
17 AJ002234 - 31 65 66 65 66 40 64 7 68 62 62 61
18 HQ593107 - 22 23 22 26 26 25 27 23 25 25 25
19 AJO68464 - 93 99 75 43 73 62 64 57 57 58

20 KJ201882 - 93 7 42 76 64 66 59 59 60

21 KT339379 - 75 43 73 62 64 57 57 58

22 AJ968471 - 51 95 64 68 58 58 59

23 KJ201878 - 50 40 39 36 36 37

24 AY189412 - 63 68 56 56 58

25 KJ201876 - 62 62 62 60

26 AY452265 - 60 60 63

27 AY189414 - 100 83

28 HQ593108 - 83

29 NC015504 -

LE
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Quando os isolados estudados foram comparados com os isolados de
Badnavirus do GenBank, que foram empregados para comparagdo, as
identidades de nucleotideos variaram entre 22% e 98% e as identidades de
aminoacidos entre 23% e 98% (Tabela 4). Os isolados CEPRCA e MGMYS
mostraram identidades entre 94% e 97% com o isolado AB252636 da Indonésia,
0 AY805074 da Australia e 0 KJ013509 da Colecdo CIRAD (Franga), os quais
pertencem a espécie Banana streak MY virus (BGMYYV), sendo, portanto,
classificados como membros dessa espécie. Os isolados ESTERRAL, MGJAPI e
PRCAT2 foram classificados como Banana streak GF virus (BSGFV), por
apresentarem identidades entre 87% a 98% de identidades com os isolados
AJ968435 de Uganda, JF911406 do Quénia e NC_007002 do Equador. Os
isolados RIMACA e RJTQUI apresentaram identidades entre 93% e 94% com
0s isolados AJ968464 e KJ201882 de Uganda e KT339379 da China, tendo sido
classificados como Banana streak UC virus (BSUGV). O isolado SPTAM
apresentou identidade de 84% e 97% com os ESTERRA2 e ndo foram
classificados como nenhuma das espécies ja reconhecidas pelo ICTV. O isolado
ESTERRA2 apresentou similaridade significativa apenas com 0 acesso
KJ201876, do Brasil, sugerido do Banana streak brazilian A virus. O isolado
SPTAM apresentou identidade igual a 84% com o isolado AJ968471 de Uganda
e de 97% com o isolado KJ201878 do Brasil, e foi classificado como Banana
streak UG virus (BSUGV). Mostrou, ainda, uma identidade de AY189412 com
uma sequéncia enddgena detectada em bananeira, na Nigéria, indicando que essa
espécie de Badnavirus ja foi detectada integrada no genoma da bananeira
(HARPER et al., 2005).

O isolado ESTERRA2, quando comparado com as espécies ja
reconhecidas e disponiveis no GenBank, mostrou uma identidade de
nucleotideos que variou entre 27% e 72% e de aminoacidos entre 30% e 80%. A

maior identidade foi com a espécie BSOLV, entretanto, ndo atinge o critério
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minimo necessario para ser considerado um membro dessa espécie, pois 0
critério empregado é de que haja uma identidade minima de nucleotideos de
80%, e ndo de amino4cidos. Isolado semelhante, o KJ201876, com o qual o
ESTERRAZ apresentou identidade de 95%, ja foi encontrado anteriormente no
estado do Parana, mostrando que se trata de uma espécie ja estabelecida no
Brasil, cujo nome proposto foi de Banana streak brazilian A virus (BSBAV).
Estudos de diversidade e variabilidade dentro do complexo Banana
strak virus tém sido realizados, ao longo do tempo, em diversas regides do
mundo. Geering et al. (2000) verificaram baixas identidades entre isolados de
BSV na Australia, com variacdo de 66,4% a 78,2%, valores equivalente a
distancia entre outras espécies de Badnavirus reconhecidas como Commelina
yellow mottle virus. Essa diversidade foi mostrada por Harper et al. (2004) que
verificaram grande nimero de espécies de BSV infectando banana em Uganda.
Essa variabilidade foi atribuida as varias fontes de introdugdo da bananeira com
diferentes variacGes génicas do virus naquele pais. Geering et al. (2005a)
encontraram 36 sequéncias com baixa identidade com as espécies ja descritas,
sendo consideradas pelos autores como sequéncias enddgenas de Badnavivus.
Essa variabilidade também foi verificada no Quénia, utilizando-se as técnicas de
ELISA, IC-PCR e também com o sequenciamento do genoma (KARANJA et
al., 2008). Em Cuba, Javer et al. (2009) identificaram as espécies BSMYV,
BSIMV e BSGFV com identidades acima de 96% com isolados do GenBanck.
Anos mais tarde, Javer-Higginson et al. (2014) encontraram grande diversidade
do BSV naquele pais, ressaltando a prevaléncia das espécies BSOLV, BSGFV e
BSMYV, com maior incidéncia de BSMYV. J& James et al. (2011b) detectaram
seis novas espécies de BSV (BSUAV, BSUIV, BSULV, BSUMV, BSUIV,
BSIM e BSCAV) no leste da Africa. Assim, essa ampla variabilidade entre os
isolados brasileiros e entre os isolados do banco de dados é corroborada pela que

ocorre em outras regides do mundo.
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Quanto as divergéncias nas sequéncias de aminoécidos observadas,
principalmente, no isolado SPTAM, elas indicam que as mutagdes ocorridas nos
nucleotideos dos Badnavirus sdo, geralmente, do tipo sinénima (NEI;
GOJOBORI, 1986). Com relacéo a isso, Sharma et al. (2015) analisaram taxa de
substituicdo de nucleotideos de 7,13 x 9 10° a 1,59 x 102 e 2,65 x 10 a 5,49 x
10 em isolados de subpopulacdes de BSMYV e BSOLYV, respectivamente.

No Brasil, quatro isolados virais foram relatados, por Figueiredo et al.
(2006), como candidatos a novas espécies: o0s isolados BSVBR-1, em amostras
provenientes dos estados do Acre, Amazonas, Bahia, Ceara, Goids, Minas
Gerais, Piaui, Rio de Janeiro, Rondo6nia, Santa Catarina e Sdo Paulo; a estirpe
BSVBR-2, em amostras oriundas do Amazonas e do Ceara e as estirpes
BSVBR-3 e BSVBR-4, apenas do Ceara. Posteriormente, essas estirpes foram
classificadas como BSUGV, Banana streak Brazil 1 virus (BSBr1V), Banana
streak Brazil 2 virus (BSBr2V) e Banana streak Brazil 3 virus (BSBr3V),
respectivamente (POLTRONIERI et al., 2009). Entretanto, essa classificagdo
ndo foi baseada no sequenciamento genémico do virus. Os autores inferiram que
a ocorréncia restrita das estirpes do Amazonas e do Ceara deve-se a introducdo
de cultivares de bananeiras de outras localidades. Mas, acredita-se que isso
possa ser também devido a ativacdo de sequéncias enddgenas do virus em razao
do estresse ambiental ou por cultura de tecidos (COTE et al., 2010; DALLOT et
al., 2001; NDOWORA et al., 1999). BSUBV também foi detectada por
Poltronieri et al. (2009), no estado do Para.

Os cladogramas construidos com base na sequéncia de nucleotideos e de
amino&cidos, representados nas Figuras 3 e 4, mostram claramente a tendéncia

de agrupamento de isolados da mesma espécie.
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Figura 3 Clodograma construido com base na sequéncia de nucleotideos da
regido codificadora RT/RNAseH dos isolados de Badnavirus
estudados juntamente com os do GenBank. Os valores foram obtidos
pelo programa Mega 6.0 e teste neighbor-joining, com 3.000

repeticoes
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Figura 4 Cladograma construido com base na sequéncia de aminoécidos da regido
codificadora RT/RNAseH dos isolados de Badnavirus estudados
juntamente com os do GenBank. Os valores foram obtidos pelo
programa Mega 6.0 e teste neighbor-joining, com 3.000 repetices
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No cladograma construido com base na sequéncia de nucleotideos, 0s
isolados brasileiros RITQUI e RIMACA se agruparam com isolados AJ968464,
KT339379 e KJ201882, pertencentes a espécie BSUCV. O isolado SPTAM se
agrupou no mesmo subclado do isolado brasileiro KJ201878, préximo ao
segundo subclado dos isolados pertencentes a espécie BSUGV. Os isolados
PCRCAT2, MGJAPI e ESTERRAL se agruparam préximos, no mesmo
subclado em que se agruparam os isolados pertencente a espécie BSGFV. O
ESTERRAZ2 se agrupou com o isolado brasileiro BSBAV, préximo ao isolado
BSOLYV e, finalmente, CEPRCA e MGMY'S se agruparam com outros isolados
pertencentes a espécie BSMYV. Isolados de ouras espécies ficaram claramente
separados em subclados distintos. O clado construido com base na sequéncia de
aminoacidos mostrou a mesma tendéncia de agrupamento dentro das espécies de
Badnavirus. Nesse cladograma, o isolado SPTAM ficou completamente isolado
em um subclado, juntamente com o outro isolado brasileiro KJ201878. O
isolado BSUGV ficou separado em outro subclado, agrupado com a sequéncia
enddgena AY189412.

De modo geral observou-se que as espécies ndao se encontram isoladas
em regides distintas do Brasil, ou seja, BSMYV foi encontrada no Ceara e em
Minas Gerais, e GF no Espirito Santo, Minas Gerais e Parand. A ESTERRA2,
classificada como BSBAV, encontrada no Espirito Santo, também ja havia sido
encontrada no Parana. 1sso pode ser explicado pelo grande transito de material
gue, geralmente, ocorre no Brasil.

A forma atual de propagacdo de mudas no pais, principalmente por
cultura de tecidos, requer especial atencdo do setor de vigilancia fitossanitaria,
em face ndo so dessa grande variabilidade de espécies de Badnavirus que podem
infectar a bananeira, mas também da possibilidade de infeccBes latentes que
podem ocorrer quando o virus que se encontra integrado ao genoma da planta

ndo esta se expressando na sua forma episomal. Conhecer as estirpes que
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ocorrem no pais €, entdo, de grande importancia para subsidiar os métodos de
indexacdo de mudas, visando impedir a propagagéo de plantas infectadas.
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7 CONCLUSAO

Foi possivel diagnosticar infecdo episomal de BSV em 31 amostras
obtidas de sete estados brasileiros. A técnica Rolling circle amplification foi
eficiente na diferenciacdo das sequéncias integradas e episomais do BSV.

Existe grande variabilidade dentro do complexo Banana streak virus no
Brasil. A espécie BSMYYV foi encontrada em materiais coletados no Ceara e em
Minas Gerais; a BSGFV, no Espirito Santo, Parana e Minas Gerais; a BSUCV,
no Rio de Janeiro; a BSUGV, em Sdo Paulo e a BSBAV, no Espirito Santo,
indicando ampla distribuicdo dessas espécies pelo pais.

A espécie Banana streak Brazilian A virus, que ja havia sido encontrada
no Paranid em levantamentos anteriores, foi novamente detectada no Espirito
Santo, indicando que essa espécie, ainda ndo reconhecida, deve estar circulando

pelo Brasil.
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