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RESUMO GERAL

O topo em leque causado pelo Banana bunchy top virus (BBTV) é a doenca viral mais
devastadora das bananeiras em todo o mundo. O virus j& foi detectado em 36 paises ao redor
do mundo e no momento se encontra ausente na America Central e América do Sul. Com base
na sequéncia do DNA-R os isolados de BBTV que ocorrem ao redor do mundo foram
classificados em dois grupos: o grupo do Oceano Pacifico indico (P10) e o do Sudoeste Asiético
(SEA). Esses dados auxiliam a inferir sobre a origem geografica dos isolados, embasando
medidas preventivas de controle. Em 2016, o virus foi detectado pela primeira vez no perimetro
irrigado do distrito Chokwe, localizado na primeira zona na regido sul de Mogambique, mas
ndo existe nenhum estudo para determinar a sua incidéncia e as suas caracteristicas genéticas.
O objetivo desse estudo foi realizar inicialmente um levantamento para determinar a incidéncia
e distribuicdo dos isolados e determinar as suas caracteristicas genémicas. Uma amostragem
foi feita nessa regido afetada, coletando-se 175 amostras de plantas com suspeita de infeccdo
em 23 campos de 11 fazendas, sendo 3 comerciais e 8 de protutores familiares nos quatro postos
administrativos do distrito. Os resultados do levantamento indicaram que 0 virus estava
presente em 19 dos 23 campos amostrados em 10 fazendas. A porcentagem média de incidéncia
foi de 54,3% com uma porcentagem minima de 20% na fazenda 9 e um maximo de 100% na
fazenda 2. Na fazenda 6, de produtores comerciais, ndo foram encontradas amostras infectadas.
As sequéncias de nucleotideos do DNA-S dos isolados analisados se mostraram bastante
conservadas, variando de 97% a 100%. O mesmo foi observado para as sequéncias do DNA-R
que apresentaram a grande maioria das identidades variando entre 98% e 100% entre os isolados
de Chokwe, e acima de 90% quando comparadas com os isolados do GenBank. A analise
filogenética mostrou que esses isolados se comportaram como isolados PIO, apresentando
maior proximidade com o isolado JQ820453 do Malawi, sugerindo que poderiam ser
provenientes deste pais. Esse é o primeiro relato de estudos realizados sobre a incidéncia e
caracteristicas moleculares dos isolados de Banana bunchy top virus em Mogambique,
alertando para a necessidade de se tomar medidas urgentes para o controle do BBTV neste pais.

Palavras-chave: Incidéncia. Topo em leque da bananeira. PCR. PIO. SEA. SSA. Musa spp.
Filogenia. Nanovirodae. Babuvirus.



GENERAL ABSTRACT

Banana bunchy top disease is the most devastating viral disease of banana trees
worldwide and is caused by the Banana bunchy top virus (BBTV). This virus has already been
found in 36 countries worldwide and is currently absent in Central and South America. Based
on the R-DNA sequence, the BBTV isolates around the world were classified into the Pacific
Indian Ocean (P1O) group and the Southwest Asian (SEA) group. These data help to understand
the geographic origin of the isolates, guiding preventive control measures. In 2016, the virus
was detected for the first time in the irrigated perimeter of the Chdkwe district, located in the
first zone in the southern region of Mozambique. However, there is no study to determine its
incidence and genetic characteristics. This study initially aimed to survey the incidence and
distribution of isolates and their genomic features. Sampling was made in this area, collecting
175 samples of plants with suspected infection in 23 fields of 3 commercial farms and 8 farms
from familiar growers in the four administrative posts of the district. The survey results
indicated that the virus was present in 19 of the 23 sampled fields. The average percentage of
incidence was 54.3%, with a minimum rate of 20% in farm 9 and a maximum of 100% in farm
2. No infected samples were found on the commercial farm 6. The nucleotide sequences of the
S-DNA of the isolates analyzed were quite conserved, ranging from 97% to 100%. The same
was observed for the R-DNA sequences, which presented the vast majority of identities ranging
between 98% and 100% among Chokwe isolates and above 90% compared with GenBank
isolates. Phylogenetic analysis showed that these isolates behaved as P10 isolates, showing
greater proximity to the Malawi JQ820453 isolates, suggesting that they may have originated
in this country. This is the first report of studies conducted on the incidence and molecular
characteristics of isolates of the Banana bunchy top virus in Mozambique, warning to the need
to take urgent measures to control BBTV in this country.

Keywords: Incidence. Banana bunchy top. PCR. PIO. SEA. SSA. Musa spp. Phylogeny.
Nanovirodae. Babuvirus.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A banana é cultivada em 125 paises e é considerada como uma das frutas mais antigas
e mais consumidas no mundo, atrds apenas da laranja, tornando-se muito importante na dieta
das populacdes, como fonte de carbohidratos, vitamina C, potassio e fibras e por ser livre de
gordura, colesterol e sodio (DANTAS et al., 2011; GEERING et al., 2005a; HARPER et al.,
2002; NOMURA et al., 2013).

A fruta é consumida como alimento basico e serve como fonte de subsisténcia para mais
de 100 milhdes de pessoas na Africa e outros tantos milhGes ao redor do mundo. Segundo dados
da FAO (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION), em 2020 foram produzidas mais
de 116 milhdes de toneladas de banana, sendo que a maior producdo foi constatada na Asia,
com 62,84 milhdes de toneladas, seguida pela Africa e América do Sul, que produziram mais
de vinte milhdes de toneladas cada (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF
THE UNITED NATIONS - FAOSTAT, 2020). Como a sua producdo se da durante todo o ano,
é uma fonte continua de renda e gera milhdes de empregos por todo 0 mundo.

As bananeiras cultivadas atualmente sdo hibridos partenocarpicos, principalmente
triploides, derivados apenas de Musa acuminata e, as vezes, combinados com M. balbisiana.
Elas se originaram na Nova Guingé, Indonésia, Filipinas ou Peninsula do Sudeste Asiatico, de
onde vieram entre 7.000 e 10.000 anos atras (DENHAM et al., 2003; SARDOS et al., 2022;
PERRIER et al., 2011). Supde-se que diferentes variedades de banana possam ter sido
introduzidas e reintroduzidas na Africa e no sudoeste das Ilhas do Oceano indico muitas vezes
durante o periodo entre 1500 e 700 anos atras (LEJJU; ROBERTSHAW,; TAYLOR, 2006;
RANDRIANJA; ELLIS, 2009).

Em todo o mundo as plantacbes de banana ficam expostas aos efeitos de pragas,
patogenos e fatores ambientais adversos. Os agricultores geralmente usam rebentos jovens
removidos das antigas plantaces para estabelecer novos campos. Essa prética tem sido uma
das principais causas de surtos de vérias doencas e pragas da banana em todo o mundo,
especialmente os virus, que se perpetuam junto com o material de plantio (BATIONO et al.,
2012; JONES, 2002).

Acredita-se que os virus se espalharam durante o processo de domesticacdo de bananas
comestiveis para consumo humano. Cerca de 20 espécies de virus de plantas foram relatadas

em banana, entretanto, os mais importantes sdo o Banana bunchy top virus (BBTV), varias
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espécies de Badnavirus, Banana bract mosaic virus (BBrMV) e Cucumber mosaic virus
(CMV).

O BBTV foi identificado como uma das 100 mais importantes espécies exoticas
invasoras pela Unido Internacional para Conservacao da Natureza. Globalmente, esta doenca
impde uma grande restrigdo a producéo e, felizmente, ndo foi ainda encontrada no Caribe e nos
paises da América Latina (CABI, 2021). Incidéncias de até 100% do BBTV tém sido registradas
em diversos paises. Rao et al. (2017) reportaram incidéncias de aproximadamente 70% a 80%
em algumas areas na China e Kumar et al. (2011) observaram incidéncias que variaram de 20%
a 100% na Africa Subsaariana.

As perdas de producdo causadas por esse virus também podem chegar a 100%,
dependendo da fase da incidéncia e da fase do ciclo de vida em que a bananeira foi infectada.
O BBTYV foi reportado no Paquistdo pela primeira vez em 1989, na provincia de Sindh. Em
1978 a érea cultivada com banana em Sindh era de 60.000 ha com uma produ¢do média de 17,6
ton/ha. Na safra 1999/2000 a area cultivada em Sindh foi reduzida para 22.400 ha (AMIN et
al., 2008). No periodo de 2007 a 2010 foram registradas perdas de US $ 50 milh&es na producao
anual de banana indiana (CHERIAN et al., 2002; SELVARAJAN; BALASUBRAMANIAN;
SASIREKA, 2015).

Em Mogambique, tal como acontece com outros paises produtores de banana, esta
cultura constitui parte da dieta bésica das familias. Cerca de 20% das bananas cultivadas no
pais sdo consumidas e comercializadas localmente, proporcionando assim nutricdo e
rendimento significativos para os pequenos agricultores que dependem da producédo de banana.
Assim a banana contribui significativamente para a subsisténcia rural e seguranga alimentar
para mais de meio milh&o de pessoas.

Nos ultimos anos, 0s investimentos no setor da banana tém aumentado
consideravelmente tendo se tornado comum a producdo comercial intensiva para a exportacao
e consumo local. Nesse contexto, salientam-se os investimentos de grandes empresas
internacionais de banana que nao apenas contribuem para a criacdo de emprego e estimulo a
economia local, mas também para a estabilidade politica e o progresso social (GAIN REPORT,
2015). Contudo, a cultura vem enfrentando varios problemas fitossanitarios devido a ocorréncia
de pragas e doencas que tém contribuido negativamente nos rendimentos da mesma.

S&o vaérias as pragas e doencas que afetam a cultura da banana em Mocambique
nomeadamente, nematoides, a broca da banana, o0 Mal do Panaméa (FocTR4) e a Banana bunchy
top disease (BBTD). Dentre estas, a Fusariose ou Mal do Panaméa (FocTR4) e a Banana bunchy

top disease (BBTD) tém sido as mais importantes.
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A virose conhecida como Topo em leque da Bananeira, causada pelo Banana bunchy
top virus (BBTV) foi detectada em junho de 2016 numa plantagdo comercial em Guija e nas
plantacdes (machambas) de pequenos agricultores do distrito de Chokwe, provincia de Gaza no
sul de Mogambique (MINISTERIO DE AGRICULTURA E DESENVOLVIMENTO RURAL
- MADER, 2018). A fonte de infec¢do nessas regides é desconhecida.

No momento, essa doenga esta circunscrita a provincia de Gaza, Maputo e Zambézia,
mas, devido a sua importancia e pelo enorme impacto na economia nacional, na renda dos
produtores e na seguranca alimentar, ha necessidade de se realizar uma pesquisa em todas as
plantagBes de banana no pais, em particular na provincia de Gaza (distrito de Chokwe). Neste
contexto os objetivos com este estudo foram: i) coletar amostras nas principais lavouras de
cultivo da banana no distrito de Chokwe para determinar a incidéncia e distribuicdo dos isolados
de BBTV que ocorrem nesse distrito em Mocambique; ii) Analisar o genoma do DNA R e do

DNA S, visando classificar e fornecer subsidios para 0 manejo da doenca no campo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Cultura da Bananeira

A bananeira, género Musa, é uma das mais antigas culturas, sendo o seu fruto conhecido
e consumido em todo 0 mundo (DANTAS et al., 2011; GEERING et al., 2005b; HARPER et
al., 2002).

As cultivares de bananeiras sdo derivadas de duas espécies selvagens da familia
Musaceae, Musa acuminata e Musa balbisiana, que possuem o genoma A e B respectivamente
(PRICE, 1995). Atualmente, existem em todo o mundo cultivares com genoma diploide,
triploide ou tetraploide, resultando nos seguintes grupos: AA, BB, AB, AAA, AAB, ABB,
AAAA, AAAB, AABB E ABBB (ALVES, 1999).

Em Mocambique pode-se encontrar um grande numero de variedades de bananeiras
(willams, dwarf cavendish, robusta, lacatan, aplle banana, prata/monkey, SH 3640, FHA 17 e
23) que possuem as caracteristicas desejaveis como porte da planta, produtividade, tolerancia a
pragas, doencas, seca e frio, o que pode ou ndo favorecer a producdo e a comercializacdo. Esta
grande variacdo permite que o produtor possa escolher variedades que sejam da preferéncia do
consumidor em relagdo a aparéncia e ao sabor da fruta (MADER, 2018) e que mantenham um
bom desempenho agronémico em relacéo a sua adaptabilidade as condi¢6es climaticas locais e
a tolerancia a doencas. Cerca de 80% das frutas produzidas em plantacdes maiores sdo
exportadas para a Africa do Sul, Oriente Médio e Jap&o, com um valor total de US $ 70 milhdes
por ano, tornando Mogambique o terceiro maior exportador de bananas na Africa depois da
Costa do Marfim e Camardes (BANANALINK, 2022). Estima-se que 20% das bananas
cultivadas no pais sdo consumidas e comercializadas localmente, proporcionando assim uma
nutricdo e rendimento significativos para 0s pequenos agricultores que dependem da producao
de banana (MADER, 2018). As quatro principais variedades de banana mais produzidas em

Mocambique, incluem:

a) Bananas Cavendish, cultivadas principalmente por produtores de grande escala para
exportacdo internacional e mercados sul-africanos. As cultivares neste grupo incluem
Dwarf Cavendish, Cavendish Chinés, Grand Naine, Williams e ASDIA. “Anéo
Cavendish”, cultivada em todo o pais, é o cultivar de escolha para fins comerciais.

“Grand Naine” e “ASDIA” sdo cultivadas em fazendas perto da Represa Pequenos
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Libombos na Provincia de Maputo, enquanto que “Williams” é a cultivar escolhida no
norte de Mogambique;
b) A banana “Macua”, do tipo Bluggoe, é cultivada pelos habitantes locais no Norte;
c) A banana “Mag¢a” (Silk), é uma fruta pequena, de bom gosto, que estraga facilmente;
d) A “Pisang Awak”, é outra banana de sobremesa doce cultivada principalmente para o

consumo local.

2.2 Etiologia do topo em leque da bananeira

O BBTV, que causa a doenca topo em leque da bananeira, também conhecida como
banana bunchy top (BBTD- banana bunchy top disease), pertence ao Dominio Monodnariria,
Reino Shotokuvirae, Filo Cresdnaviricota, Classe Arfiviricetes, Ordem Mulpavirales Familia
Nanoviridae ¢ Género Babuvirus, com genoma de ssDNA subdividido em seis particulas
icosaédricas, com cerca de 18 a 20 nm de diametro. Cada segmento do genoma é
monocistroénico, contendo apenas uma Unica ORF (open reading frame) constituida por sSDNA
circular com aproximadamente 1,1kb, com excec¢do do DNA-R, para o qual tem sido proposta
uma segunda ORF (BEETHAM; HARDING; DALE, 1999; DIJKSTRA; KHAN, 2006).

Os componentes do BBTV sdo denominados DNA-R, DNA-S, DNA-C, DNA-M,
DNA-N e DNA-U3, sendo que anteriormente eram denominados de DNA-1 a DNA-6,
respectivamente (KING et al.,, 2011). A maioria das proteinas do BBTV tem sido bem
caracterizadas: o DNA-R codifica uma proteina associada a replicacdo (Rep), 0 DNA-S uma
proteina capsidial (CP), o DNA-C uma proteina de ligacdo a célula (Clink), o DNA-M uma
proteina de movimento (MP), o DNA-N uma proteina de transporte nuclear (NSP) (FIGURA
1) (KING et al., 2011). Apenas a proteina codificada pelo DNA-U3 ainda nédo foi devidamente
caracterizada. A proteina Rep é também chamada de mestre Rep (MRep), uma vez que ajuda
na replicacdo Trans de todos os outros componentes do BBTV (HORSER et al., 2001). Alguns
poucos isolados também possuem um DNA satélite, que codifica uma proteina homdloga a
proteina Rep (HORSER et al., 2001).
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Figura 1 - Componentes do genoma de BBTV.

BBTV genomic components

Fonte: ViralZone (2009).

Em geral, a diversidade genética de isolados de BBTV dentro dos paises € muito baixa.
Isso tem se confirmado por diversos autores: na india (SELVARAJAN et al., 2010; VISHNOI;
RAJ; PRASAD, 2009), no Paquistio (AMIN et al., 2008), na Africa (ADEGBOLA et al., 2013;
KUMAR et al., 2011) e na Oceénia (STAINTON et al., 2012). No entanto, na india, uma
diversidade relativamente maior de BBTV foi observada na regido nordeste (BANERJEE et al.,
2014), que é ponto de acesso da biodiversidade e possui diversos germoplasmas de banana
(silvestre e cultivada) (BANERJEE et al., 2014; KARAN; HARDING; DALE, 1994,
SELVARAJAN et al., 2010, VISHNOI; RAJ; PRASAD, 2009). Apenas duas sequéncias
completas do genoma da BBTV (compreendendo todos os seis componentes) foram relatadas
na India, uma do norte (Lucknow) e outra do sul (Tamil Nadu). No entanto, pouco se sabe sobre
as caracteristicas moleculares do BBTV ocorrendo no Nordeste da india, exceto as informagdes
preliminares sobre a CP (SELVARAJAN et al., 2010).

Com base na sequéncia do DNA-R do BBTV, os isolados foram inicialmente
classificados em dois grupos: Grupo do Pacifico Sul e Grupo Asiatico (KARAN; HARDING,;
DALE, 1994). Algum tempo depois, Yu et al. (2012) revisaram essa classificagdo considerando
as mudancas na distribuicdo do virus. Dessa forma, os isolados da China, Indonésia, Japéo,
Filipinas, Taiwan, Sumatra e Vietnam foram alocados no grupo por eles denominado de grupo
do Sudoeste Asiatico (SEA) e os paises Australia, Egito, Camardes, Gabdo, Republica
Democratica do Congo, Angola, Havai, India, Myanmar, Paquistdo, Sri Lanka e Tonga foram
colocados no grupo dos Oceanos Pacifico-Indico (PIO).

Diversos estudos tém corroborado o agrupamento dos isolados do BBTV nesses dois
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subgrupos, de acordo com a regido de origem (HYDER et al., 2011; ISLAM et al., 2010;
WICKRAMAARACHCHI et al., 2016). Entretanto, existem também estudos nos quais foi
encontrado uma grande variabilidade no gene R, além da ocorréncia de mutantes e
recombinantes intra e inter espécies (BALDODIYA et al., 2019; BANERJEE et al., 2014;
HEYDER et al., 2011; ISLAM et al., 2010; NI'YONGERE et al., 2015; RAO et al., 2017
STAINTON et al., 2012; SU; WU; TSAO, 2003).

Os estudos baseados no genoma viral também estéo fornecendo pistas sobre a origem e
0 padrao da difusdo do BBTV. Por exemplo, a analise da sequéncia do DNA-R de isolados de
BBTV da Africa Subsaariana (SSA) mostrou que, quando agrupados, eles formam uma sub-
linhagem Unica dentro do grupo PIO, sugerindo uma origem comum para os isolados da SSA
(KUMAR et al., 2011).

2.3 Hospedeiros de BBTV

Todas as espécies e cultivares de Musa sdo hospedeiros potenciais para 0 BBTV. Até o
momento, nenhum cultivar resistente foi identificado, mas foram relatadas diferencas varietais
na suscetibilidade (ESPINO et al., 1993; GEERING; THOMAS, 1997; HOOKS et al., 2009;
STOVER, 1972). As cultivares do subgrupo Cavendish séo severavemente afetadas. O Ensete
ventricosum foi infectado experimentalmente.

Canna indica (PINILI et al., 2013; SU; WU, TSAO, 1993), Hedychium coronarium
(SU; WU; TSAO, 1993), Alpinia zerumbat e uma selecdo de Colocasia esculenta (PINILI et
al., 2013) foram relatadas como hospedeiros experimentais de BBTV usando isolados do
subgrupo asiatico do virus. As tentativas de confirmar esses resultados ndo tiveram sucesso
com isolados de subgrupos do Pacifico Sul (GEERING; THOMAS, 1997; HU et al., 1996;
MANICKAM et al., 2002). Ndo héa relatos de infeccBes naturais em hospedeiros fora da
Musaceae.

2.4 Sintomas

Os sintomas tipicos do topo em leque da bananeira séo facilmente distinguidos daqueles
causados por outras viroses da banana. Eles dependem da época do ciclo de vida em que planta
foi infectada, sendo que os sintomas observados em plantas infectadas no campo séo diferentes

dos sintomas das plantas propagadas via mudas infectadas.
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Os sintomas em plantas infectadas naturalmente no campo geralmente, via vetor,
aparecem na segunda folha ap6s a inoculagdo e consistem em poucas estrias verde-escuras nas
nervuras menores na porcao superior da lamina foliar. As estrias podem ser melhor visualizadas
a partir da parte inferior da folha quando observadas contra a luz (FIGURA 2B). Pequenas
pontuacOes também podem ser vistas no peciolo. Posteriormente a folha pode exibir listras
esbranquicadas ao longo das nervuras secundarias quando ainda estiver enrolada, tornando-se
verde-escuras a medida que a folha se desenrola. As folhas seguintes tornam-se menores, tanto
no comprimento como na largura, e frequentemente tém margens cloroticas recurvadas
(FIGURA 2A e 2D). Além disso, tornam-se secas e quebradicas e ficam mais eretas do que o
normal, conferindo a planta o aspecto de roseta e de superbrotamento do topo (bunch top)
(FIGURA 2A e 2D). Estrias necroticas podem ser visualizadas ao longo do pseudo caule
(FIGURA 2F) (THOMAS; ISKRA-CARUANA; JONES, 1994).

As plantas infectadas sdo raramente capazes de produzir um cacho e néo frutificam nos
anos subsequentes. As vezes no final do ciclo de crescimento podem frutificar uma vez, porém,
0 peddnculo e os fruto formados sdo pequenos e deformados (FIGURA 2E). Quando as plantas
sdo infectadas muito tarde (planta adulta), elas apresentam sintomas, algumas faixas escuras
nas pontas das bracteas florais, as folhas ficam rijas, erectas, estreitas, amontoadas no topo e
dificilmente conseguem produzir novas folhas. Como consequéncia ndo se espera que a planta
consiga formar o cacho (THOMAS; ISKRA-CARUANA,; JONES, 1994) (FIGURA 2A e 2D).

Em alguns cultivares de banana das espécies do género Musa observam-se sintomas
leves da doenca. No subgrupo Cavendish a presenca de plantas com folhas verde-escuras e
estrias nos peciolos que podem ser raras ou ausentes, sdo diagnosticas e caracteristicas de
infeccdo dos cultivares (MAGEE, 1953). Em algumas plantas de “Veimama” (AAA, subgrupo
Cavendish), foi observada capacidade de recuperacdo das plantas, chegando mesmo a
apresentar poucos ou nenhum sintomas, apds sintomas graves iniciais. Na familia Musaceae
onde se encontra inserida a cultura da banana, o BBTV é particularmente conhecido por infectar
uma variedade de especies do género Musa, cultivares no Eumusa (derivado principalmente de
M. acuminata, M. acuminata x M. balbisiana) e Australimusa (derivado principalmente de M.
maclayi, M. lolodensis e M. peekelii) série de banana comestivel e, Ensete ventricosum (enset).
As espécies do género Musa susceptiveis incluem M. balbisiana (ESPINO et al., 1993;
MAGEE, 1948), M. acuminata ssp. banksii, M. textilis (abaca) (MAGEE, 1927), M. velutina
(DIETZGEN; THOMAS, 1991), M. uranoscopos, M. jackeyi, M. ornata e M. acuminata ssp.
Zebrina. Até o momento, ndo ha nenhuma informacdo confirmada sobre a imunidade de

qualquer espécie Musa ao BBTV. Porém, existem indicacbes que reportam a observacédo
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frequente da existéncia de diferencas na suscetibilidade entre cultivares submetidas a infecdes
experimentais ou de campo (ESPINO et al., 1993; NGATAT et al., 2017).

Figura 2 — Fotografias de sintomas apresentados pelas plantas de bananeira quando infectadas
com o0 BBTV. A e D: plantas com sintomas de topo em leque, nanismo e cloroses
nas margens das folhas; B e C: estrias verdes ao longo das nervuras foliares; E:

deformacéo do cacho; F: estrias no pseudo caule.

2.5 Origem do BBTV

Os primeiros surtos registrados de doencas causadas pelo Banana bunchy top virus
foram encontrados em bananais nas Ilhas Fiji em 1889, embora relatos e fotografias tiradas
nessa época deixem poucas duvidas de que a doenca estivesse presente 1a em 1879 (DARNELL-
SMITH, 1924; MAGEE, 1953). O interesse pela doenca s6 pode ter surgido devido aos seus
efeitos sobre a nova industria de exportacao, que iniciou a producdo em 1877 e foi baseada em
cultivares no subgrupo Cavendish (AAA). Embora os surtos tenham sido observados pela
primeira vez em plantagdes comerciais de cultivares Cavendish, o padréo de disseminacdo da

doenca e 0s sintomas severos nas cultivares de banana de cozinha locais levaram a considerar
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improvavel que o topo achatado tenha se originado em Fiji (MAGEE, 1953).

A industria alcangou um pico de producdo de 788.000 cachos em 1892, mas em 1895
havia caido para 147.000 cachos, principalmente por causa da doenca. As recuperacdes
temporéarias na inddstria ocorreram por volta de 1896, possivelmente devido ao plantio de
cultivar 'Gros Michel' (AAA) e de 1912 a 1916, em grande parte por causa da abertura de novas
plantagdes. Outros registros iniciais da doenca incluem o Egito em 1901 (FAHMY, 1924;
MAGEE, 1927), a origem da infeccdo desconhecida, e a Australia e o Sri Lanka em 1913,
ambos surtos provavelmente resultantes da importacdo de material de plantio infectado de Fiji
(MAGEE, 1953). O top bunchy foi relatado pela primeira vez na Australia no distrito de Tweed
de New South Wales (NSW) (MAGEE, 1927). A réapida expansdo da industria da banana
ocorreu na década seguinte e, com ela, a disseminacdo inadvertida da doenca.

Um surto grave do topo em leque da banana ocorreu no Paquistao no inicio dos anos 90
(KAHLID; SOOMRO; STOVER, 1993). A éarea de terra em producgdo caiu 55% em um ano
como resultado direto da doenca e, em algumas plantacGes, a incidéncia foi de 100%
(ANNUAL REPORT - ANON, 1992). A doenca também apareceu no Havai, causando muitos
danos (FERREIRA; TRUJILLO; OGATA, 1989). Na india entre 2007 e 2010 os surtos de
doencas causaram perdas anuais de U$ 50 milhdes (SELVARAJAN; BALASUBRAMANIAN,
2014).

Desde 1990, o BBTV emergiu como um grande obstaculo a producdo de banana na
Africa Central e do Sul (NEWAG, 2009). O primeiro registro de BBTD na Africa continental
foi do Egito em 1901, onde a disseminacdo economicamente prejudicial da doenca ocorreu em
1953 (DALE, 1987). A BBTD foi descoberta pela primeira vez na Africa Subsaariana na
década de 1950, na regido de Kisangani, onde hoje é a Republica Democratica do Congo (RDC)
(WARDLAW, 1961). Entre 1960 e 1980, a doenca foi observada nos paises vizinhos da
Republica do Congo, Gabdo, Burundi, Republica Centro-Africana, Guiné Equatorial e Ruanda
(JEGER et al., 1995; MANSER, 1982, THOMAS et al., 2000). Na década de 1990, epidemias
de BBTD foram relatadas no Malawi (KENYON; BROWN; KHONJE, 1997) e na
Zambia. Uma década depois, a BBTD foi relatada em Angola (KUMAR et al., 2009; PILLAY
et al., 2005) e mais recentemente nos Camardes (OBEN et al., 2009). A BBTD também foi
relatada como um problema sério no Burundi, na Republica Democratica de Congo (RDC) e
em Ruanda. Embora ndo houvesse estimativas precisas de perdas de rendimento, em plantas
severamente infectadas de cultivares altamente suscetiveis 100% de perda de rendimento foi
relatado nas regides afetadas (TUSHEMEREIRWE et al., 1998).

Segundo Kumar et al. (2015) na Africa Subsaariana a doenca se espalha de forma


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170211001572?casa_token=UGGhiEuMNPoAAAAA:QR-hRCRn7QnIxrt9BzSAQPuZN0HwhEzH2edD_unN8u4UGlAnt6VE2nAF9ybbMfDgZWaTtUDkbik#bib0275
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170211001572?casa_token=UGGhiEuMNPoAAAAA:QR-hRCRn7QnIxrt9BzSAQPuZN0HwhEzH2edD_unN8u4UGlAnt6VE2nAF9ybbMfDgZWaTtUDkbik#bib0065
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170211001572?casa_token=UGGhiEuMNPoAAAAA:QR-hRCRn7QnIxrt9BzSAQPuZN0HwhEzH2edD_unN8u4UGlAnt6VE2nAF9ybbMfDgZWaTtUDkbik#bib0400
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170211001572?casa_token=UGGhiEuMNPoAAAAA:QR-hRCRn7QnIxrt9BzSAQPuZN0HwhEzH2edD_unN8u4UGlAnt6VE2nAF9ybbMfDgZWaTtUDkbik#bib0210
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170211001572?casa_token=UGGhiEuMNPoAAAAA:QR-hRCRn7QnIxrt9BzSAQPuZN0HwhEzH2edD_unN8u4UGlAnt6VE2nAF9ybbMfDgZWaTtUDkbik#bib0250
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170211001572?casa_token=UGGhiEuMNPoAAAAA:QR-hRCRn7QnIxrt9BzSAQPuZN0HwhEzH2edD_unN8u4UGlAnt6VE2nAF9ybbMfDgZWaTtUDkbik#bib0365
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170211001572?casa_token=UGGhiEuMNPoAAAAA:QR-hRCRn7QnIxrt9BzSAQPuZN0HwhEzH2edD_unN8u4UGlAnt6VE2nAF9ybbMfDgZWaTtUDkbik#bib0225
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170211001572?casa_token=UGGhiEuMNPoAAAAA:QR-hRCRn7QnIxrt9BzSAQPuZN0HwhEzH2edD_unN8u4UGlAnt6VE2nAF9ybbMfDgZWaTtUDkbik#bib0235
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inabaldvel em muitos paises, com incidéncia média nas areas afetadas entre 5-70%, mas em
alguns casos até 95%. O aumento dos surtos de BBTV na SSA desde meados da década de
1990 garantiu maiores investimentos na mitigacdo dos impactos negativos da doenca e
restringiu a sua propagacao a outros paises da SSA. Este estudo também mostrou que 0 BBTV
ocorre na RDC, Angola, Camardes, Gabdo e Malawi. Em 2015, a doenca foi registrada pela
primeira na Africa do Sul (JOOSTE; WESSELS; VAN DER MERWE, 2016) e em 2016 foi
confirmada em Mocambique (FAO, 2016).

2.6 Distribuicéo geografica

A doenca, topo em leque da bananeira, ocorre em 36 paises (TABELA 1), distribuidos
na regido sul e sudeste da Asia/Pacifico e em varios paises africanos (FIGURA 3) (AMIN et
al., 2008; KAVINO et al., 2011; KUMAR et al., 2011; SELVARAJAN et al., 2010).
Significativamente, os paises exportadores de banana da regido da América Latina e do Caribe
estdo livres da doenca, embora o vetor pulgédo esteja presente.

Os paises Africanos para 0s quais existem registros da ocorréncia da doenga do topo em

leque da bananeira s&o mostrados na Figura 4.

Figura 3 - Mapa mundial, com destaque do continente Africano, mostrando a ocorréncia

regional da doenca topo em leque da bananeira.

Fonte: EPPO (2021).



25

Figura 4 - Mapa do continente Africano mostrando a ocorréncia regional da doenca topo em

leque da bananeira.

Benin- ano 2021

Nigeria — ano 2012

Angola, Camardes — ano 2008

RDC, RCA, Congo, Egito — ano 1960

.,

Zambia; Malawi- ano 1990

Guine Equatorial, Gab&o, Ruanda, Burundi — ano 1980

Africa do sul; Mogambique- ano 2015/2016

Fonte: EPPO (2021).
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Tabela 1 - Distribuicdo geografica do BTTV nas diferentes regides (Continua).

Continente/ Pais/Regido Distribuicéo Invasiva Referéncia

ANGOLA Presente, Localizada Kumar et al. (2009)
BENIN Presente, Localizada Lokossou et al. (2012)
BURUNDI Presente Invasiva  Thomas et al. (1994)
CAMAROES Presente, Localizada Oben et al. (2009)
REPUBLICA CENTRO AFRICANA  Presente Invasiva  Thomas et al. (1994)
REPUBLICA DEMOCRATICA DE Presente, Difundida  Invasiva = CABI/EPPO (2013)
CONGO
REPUBLICA DE CONGO Presente Invasiva  Thomas et al. (1994)
EGIPTO Presente, Localizada Invasiva  Magee (1927)
GUINE EQUATORIAL Presente Invasiva  CABI/EPPO (2013)
ERITREA Presente Invasiva  CABI/EPPO (2013)
GABAO Presente, Localizada Invasiva  Fouré e Manser
(1982)
MALAWI Presente, Difundida  Invasiva = Kenyon et al. (1997)
MOCAMBIQUE Presente, Localizada = Invasiva = Gondwe et al. (2007)
NIGERIA Presente, Localizada Invasiva  CABI/EPPO (2013)
RUANDA Presente Invasiva  Thomas et al. (1994)

AFRICA DO SUL

Presente, Localizada

CABI/EPPO (2013)

TOGO Ausente, Erradicada Kolombia et al.
(2021)
ZAMBIA Presente, Localizada Gondwe et al. (2007)

CHINA Presente, Localizada Invasiva  CABI/EPPO (2013)
-Fujian Presente Invasiva  Zhou e Xie (1992)
-Guangdong Presente Invasiva  Zhou e Xie (1992)
-Guangxi Presente Invasiva  Zhou e Xie (1992)


https://www.cabi.org/isc/datasheet/108357
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-126094
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108375
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-134550
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108374
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-177446
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-127521
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108391
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-177446
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108615
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108392
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-177446
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-106181
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108442
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108420
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108430
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-179487
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-179487
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108512
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-172726
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108515
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-126466
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108520
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108551
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-177446
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108613
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108579
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-201821
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-201821
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108614
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-126466
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108398
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108670
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-70653
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108671
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-70653
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108673
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-70653

Tabela 1 — Distribuicdo geogréafica do BTTV nas diferentes regides (Continua).

Continente/
Pais/Regido

-Hainan
-Yunnan

- Hong kong

BANGLADESH

CAMBODJA

INDIA

-Andhra Pradesh

-Assam
-Karnataka
-Kerala
-Maharashtra
-Meghalaya
-Odisha

-Tamil Nadu

-Uttar Pradesh
-West Bengal
INDONESIA

-Irian Jaya

-Java

-Lesser Sunda
Islands

-Sumatra

IRA

Distribuicéo

Present

Present

Ausente, Registro de presenca

nao confirmada

Presente

Ausente, Registro de presenca

nao comfirmada

Presente, Localizada

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Ausente, ateriormente

presente
Presente

Presente

Presente

Presente, Localizada

ASIA — cont.

Invasiva Referéncia

Invasiva

Invasiva

Invasiva
Invasiva
Invasiva
Invasiva
Invasiva

Invasiva

Invasiva

Invasiva

Invasiva
Invasiva
Invasiva

Invasiva

Invasiva

Feng, Wang e Liu (2010)
Zhou e Xie (1992)

EPPO (2021)

CABI/EPPO (2013)

EPPO (2021)

CABI/EPPO (2013)
CABI/EPPO (2013)
CABI/EPPO (2013)
Sharma (1988)

CABI/EPPO (2013)
CABI/EPPO (2013)
CABI/EPPO (2013)
CABI/EPPO (2013)

Govindaswamy,
Padmanaban e
Alagianagalingam (1977)

Khurana (1971)
CABI/EPPO (2013)
Sulyo e Muharam (1985)

EPPO (2021)

Sulyo e Muharam (1985)

CABI/EPPO (2013)

EPPO (2021)

CABI/EPPO (2013)
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https://www.cabi.org/isc/datasheet/108675
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-129116
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108698
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-70653
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108678
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-202162
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108369
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108472
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-202162
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108459
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108721
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108723
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108738
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-44336
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108737
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108740
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108741
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108746
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108751
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-13341
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-13341
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-13341
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108753
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-4164
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108755
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108455
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-35189
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108713
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-202162
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108714
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-35189
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108717
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108717
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108719
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-202162
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612

Tabela 1 — Distribuicdo geogréafica do BTTV nas diferentes regides (Continua).

Continente/
Pais/Regido

JAPAO
-Bonin Islands
-Ryukyu Islands

LAOS

MALASIA

-Peninsular
Malaysia

-Sabah

-Sarawak

MYANMAR

NEPAL

PAQUISTAO
FILIPINAS

COREIA DO SUL

SRI LANKA
TAIWAN
TAILANDIA

VIETNA

ESTADOS
UNIDOS

-Hawaii
OCEANIA

SAMOA
AMERICANA

Distribuicéo

Presente, Localizada
Presente
Presente, Localizada

Ausente registro de presenca
ndo confirmada.

Present, Localized

Ausente, Ateriormente
presente

Ausente, Registro de presenca
ndo confirmada

Presente

ASIA — cont.

Presente

Ausente, Registro de presenca
invalido

Presente, Localizada
Presente, Localizada

Ausente, Registro de presenca
ndo confirmada

Presente
Presente
Presente

Presente

Invasiva Referéncia

Invasiva
Invasiva
Invasiva

Invasiva

Invasiva

Invasiva

Invasiva

Invasiva

Invasiva

Invasiva

Invasiva

AMERICA DO NORTE

Presente, Localizada

Presente

Presente

Invasiva

Invasiva

Invasiva

CABI/EPPO (2013)
Gadd (1926)
Kawano e Su (1993)

EPPO (2021)

CABI/EPPO (2013)

CABI/EPPO (2013)

EPPO (2021)

CABI/EPPO (2013)

CABI/EPPO (2013)

CABI/EPPO (2013)

Kahlid et al. (1993)
Castillo e Martinez (1961)

CABI/EPPO (2013)

Bryce (1921)
Sun (1961)
CABI/EPPO (2013)

Vakili (1969)

Ferreira, Trujillo e Ogata
(1997)

Dietzgen e Thomas (1991)

CABI/EPPO (2013)
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https://www.cabi.org/isc/datasheet/108467
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108759
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-205
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108763
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-172667
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108481
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-202162
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108514
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108765
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108765
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108766
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-202162
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108767
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108503
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108524
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108537
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-59221
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-169250
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-105976
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-177172
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-143635
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-188257
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-188257
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108806
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-54979
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612

Tabela 1 — Distribuicdo geografica do BTTV nas diferentes regides (Conclusao).

Continente/ Pais/Regiéo

AUSTRALIA

-New South Wales

-Queensland

ESTADOS FEDERADOS

DA MICRONESIA

F1JI

POLINESIA FRANCESA

GUAM

KIRIBATI

NOVA CALEDONIA

ILHAS MARIANA DO

NORTE

PALAU

PAPUA NOVA GUINE

SAMOA

TONGA

TUVALU

WALLIS E FUTUNA

BRASIL

Distribuicéo

Presente, Localizada

Presente, Localizada

Presente, Localizada

Ausente, Registro de
presenca ndo confirmada

Presente

Presente, Localizada

Presente

Ausente, registro de presenca

invalido
Presente, Localizada

Ausente, Registro de
presenca invalido

Ausente, Registro de
presenca invalido

Ausente, Registro de
presenca invalido
Presente
Presente
Presente
Presente

AMERICA DO SUL

Ausente, Interceptado na
barreira Fitossanitaria

Fonte: EPPO (2021).

Invasiva

Invasiva

Invasiva

Invasiva

Invasiva

Invasiva

Invasiva

Invasiva

Invasiva

Invasiva

Invasiva

Referéncia

CABI/EPPO
(2013)

Magee (1927)

CABI/EPPO
(2013)

EPPO (2021)
Pearson e Grisoni
(2002)

EPPO (2021)

Pearson e Grisoni
(2002)

Pearson e Grisoni
(2002)

Kagy et al. (2001)

CABI/EPPO
(2013)

CABI/EPPO
(2013)

EPPO (2021)
Pearson e Grisoni
(2002)

Pearson e Grisoni
(2002)

Pearson e Grisoni
(2002)

Pearson e Grisoni
(2002)

Oliveira et al.
(2002)
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https://www.cabi.org/isc/datasheet/108362
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108620
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-106181
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108621
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108427
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-202162
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108425
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-96790
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-96790
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108533
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-202162
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108446
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-96790
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-96790
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108473
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-96790
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-96790
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108517
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-95963
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108505
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108543
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-150612
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108534
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-202162
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108608
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-96790
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-96790
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108585
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-96790
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-96790
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108589
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-96790
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-96790
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108606
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-96790
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-96790
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108381
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-97427
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8161#REF-DDB-97427
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2.7 Transmissdo do BBTV

Um dos principais meios de transmissdo do BBTV ocorre através da acdo humana, pelo
transporte e plantio de mudas contaminadas (plantas filhas ou mudas produzidas em culturas
de tecidos), que podem ocorrer até de um continente para o outro (CHEN; HU, 2013; DALE,
1987; HOOKS et al., 2009; MAGEE, 1927; QAZI, 2015). Depois de introduzido no campo, o
BBTV ¢ eficientemente disseminado por meio do pulgdo preto da bananeira, Pentalonia
nigronervosa Coquerel (Hemiptera: Aphididae) (ANHALT; ALMEIDA, 2008; BRESSAN;
WATANABE, 2011; HOOKS et al., 2009; HU et al., 1996; SINGH; KURZ; BOITEAU, 1996;
WATANABE; GREENWELL; BRESSAN, 2013).

Pentalonia nigronervosa é o Unico inseto até entdo identificado no campo como vetor
do virus. A transmissao experimental pelo vetor Pentalonia caladii van der Goot (Hemiptera:
Aphididae) foi observada por Watanabe, Greenwell e Bressan (2013), entretanto, esse vetor nao
tem sido observado no campo e ndo deve ser importante na sua disseminacdo. A transmisséo
pelo vetor é feita de forma persistente circulativa, sendo que o tempo minimo requerido para
adquirir o virus é de pelo menos 4 horas de alimentacdo na planta doente e o tempo necessario
para transmitir é de pelo menos 15 minutos de alimentacdo na planta susceptivel (HOOKS et
al., 2009).

A espécie Pentalonia nigronervosa Coq. (Hemiptera: Aphididae) foi descrita pela
primeira vez no século XIX por Coquerel, num campo de bananeiras nas ilhas Reunido
(ROBSON; WRIGHT; ALMEIDA, 2007). Hoje a espécie encontra-se amplamente distribuida,
na sua maioria em zonas tropicais e subtropicais com elevada predominancia da Familia
Musaceae (HALBERT; BAKER, 2015).

Pentalonia nigronervosa é um inseto (do grupo dos afideos) de tamanho reduzido, quase
microscopico, com comprimento maximo de aproximadamente 3 mm (MESQUITA; COELHO
JUNIOR, 1983). Possui um corpo amolecido ladeado por antenas alongadas e paralelas a este.
Com uma forma piriforme, este inseto possui aparelho bucal do tipo picador-sugador
constituido por dois pares de estiletes flexiveis responsaveis pela suc¢do continua da seiva
floematica na planta hospedeira.

A forma de reproducéo do P. nigronervosa é exclusivamente partenogenética, portanto
as fémeas desenvolvem, por viviparidade, novos individuos sem o acasalamento (ROBSON;
WRIGHT; ALMEIDA, 2007). Segundo Doniseti (2004) a fecundidade do P. nigronervosa
pode ser influenciada pelo fator ambiental, favorecendo assim a reproducéo sexual. Nesse caso,

os individuos alados tornam-se responsaveis pela geragdo em tempos desfavoraveis.
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A espécie possui quatro estagios ninfais, que diferem em tamanho, forma e
principalmente coloragéo (FIGURA 5). As ninfas do primeiro instar medem cerda de 0,1 mm,
sdo ovais, de coloracdo castanho-avermelhada e suas antenas possuem quatro segmentos. O
segundo instar difere do primeiro somente no tamanho que é de 0,7 mm. O terceiro instar mede
cerca de 0,9 mm e a sua forma é ligeiramente mais alongada, a coloracéo é mais castanho-clara
e possui antena com cinco segmentos. O quarto instar mede certa de 1mm, possui coloragédo
acastanhada-escura, e possui seis segmentos de antenas (CAPINERA, 2008).

O adulto mede cerca de 1-2 mm, coloracdo castanha muito escura com tendéncia a preto
com brilho caracteristico, possui seis segmentos de antenas de comprimento proporcional ao
do corpo. As formas aladas sdo, portanto, responsaveis pela dispersao da espécie de uma planta
hospedeira para outra, e geralmente desenvolvem-se depois de 7-10 geracdes dos individuos
apteros (CAPINERA, 2008).

As ninfas possuem um ciclo de 9-16 dias desde o nascimento até a fase adulta e os
adultos por sua vez possuem um ciclo de vida de 8-26 dias. Os adultos podem gerar 4 afideos
por dia, sendo que a reproducdo inicia um dia depois de o afideo atingir a maturidade e pode
atingir até 30 geracdes por ano (CAPINERA, 2008).

Figura 5 - Ciclo de vida de Pentalonia nigronervosa.

Ciclo de Pentalonia nigronervosa

Segundo instar
Primeiro
instar Terceiro instar

anhenogenetiL 4"/
- ‘-’/ i
Quarto instar

Aptero (1-5-mam)

Fonte: International Institute of Tropical Agriculture (IITA, 2021).
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2.8 Medidas de controle

Uma vez estabelecida, a doenca € dificil de erradicar e controlar. A prevencéo e controle
da doenca do BBTYV é feita com base em diversas medidas que incluem o controle regulatorio,
uso de plantas resistentes, controle cultural e controle quimico.

Apesar de se acreditar que a BBTD tenha sido eliminada de certos distritos produtores
de banana na Australia, julga-se que a mesma nunca tenha sido erradicada de nenhum pais onde
ela ocorre. Naquele pais a doenca é mantida sob controle, mercé da rigorosa legislacdo do
governo do estado, que permite controlar ndo somente a fonte e 0 movimento do material de
plantio, como também a emissdo de licencas de plantio e obriga a destruicdo de plantas
selvagens e de todas as plantas com sintomas (THOMAS; ISKRA-CARUANA; JONES, 1994).

Por outro lado, os inspetores de banana tém por obrigacdo policiar esses regulamentos
e localizar plantas doentes e selvagens. Naquele pais esta sendo implementado um ambicioso
programa de erradicacdo do BBTV, baseado na substituicdo de plantacGes onde a doenga ocorre
regularmente. Para tal estdo sendo usados como substitutos materiais produzidos por cultura de
tecidos e indexados para BBTV (THOMAS; ISKRA-CARUANA; JONES, 1994). Uma outra
iniciativa para controlar a disseminacgdo do BBTV, denominada ALLIANCE, para o controle
do BBTV na Africa se encontra em andamento. Ela visa conter a disseminagio do BBTV de
areas afetadas pela doenca para novas regifes isentas por meio de regulamentacdes de
guarentena e a recuperacdo da producdo da banana pela eliminacdo de plantulas filhas
infectadas e replantio com plantas sadias (KUMAR et al., 2015).

Outra abordagem tem sido a procura de resisténcia ao BBTV em diversos tipos de
genotipos de bananeira. Inicialmente acreditava-se que todas as cultivares eram suscetiveis,
embora algumas levassem mais tempo para desenvolver sintomas e outras fossem capazes de
escapar da infeccdo por causa das preferéncias dos afideos ou dos fatores morfoldgicos do
hospedeiro. No entanto, trabalhos na Australia sugeriram que Musa coccinea, uma espécie
selvagem, e a cultivar Kluai Teparot (ABBB/ABB) podem ter resisténcia fisiologica
(ELAYABALAN; SUBRAMANIAM; SELVARAJAN, 2015).

Estudos realizados para avaliar genétipos de Musa para resisténcia e/ou tolerancia ao
BBTV encontraram plantas como a “Gros Michel” sem sintomas e desempenho quase normal
de plantas infectadas por virus, ou ainda atraso na expressao dos sintomas, observado na “Dwarf
Apple”, também conhecida como “Santa Catarina”, além de outras dificeis de infectar, como a
“Fugamou” (NGATAT et al., 2017; NIYONGERE et al., 2011). Outra possibilidade que tém

se mostrado bastante promissora é a obtencdo de plantas transgénicas resistentes ao BBTV
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(ELAYABALAN; SUBRAMANIAM,; SELVARAJAN, 2015; SHEKHAWAT;
GANAPATHI; HADAPAD, 2012).

Medidas culturais para controlar o topo em leque da bananeira envolvem a erradicagédo
e substituicdo de plantas doentes por material de plantio indexado. Além disso, medidas como
pulverizacdo das plantas doentes com querosene ou inseticida para matar todos os pulgdes
viruliferos, destruicdo de todas as plantulas filhas, incluindo os rizomas e todas as partes
vegetativas associadas, por desenraizamento e corte em pequenos pedagos ou por tratamento
com herbicidas para evitar que o virus se dissemine para outras hospedeiras alternativas. Esse
controle deve ser empregado em toda a area de producdo, para evitar a rapida reinfeccdo do
material sadio plantado (KUMAR et al., 2015; THOMAS; ISKRA-CARUANA; JONES,
1994).
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ABSTRACT

With the recent introduction of the Banana bunchy top virus (BBTV) in
Mozambique, where the banana crop is highly important, this country faces one of its biggest
challenges to maintain the economic viability of this crop. BBTV is a very destructive virus
and is considered one of the 100 most important pests globally. Despite its importance,
research on BBTV in the region is still incipient, requiring a collective effort to support the
adoption of efficient control measures. In this study, the surveys were made in four
administrative areas in the district of Chdckwe, Gaza Province, to determine the distribution
and incidence of the virus. The samples were collected from two banana cultivars in 23
production fields with the characteristic symptoms of banana bunchy top. DNA was
extracted from these samples at the Laboratory of Biotechnology of Eduardo Mondlane
University in Mozambique and transported to the Laboratory of Molecular Virology of the
Federal University of Lavras in Brazil, where it was subjected to PCR for the diagnosis of
BBTV. The PCR results showed an overview of the infection status in the surveyed fields,
confirming the virus presence in 19 of the 23 sampled fields. The mean percentage of
infection was 54.3%, with a minimum percentage of 20% (in the fields of farm 9) and a
maximum percentage of 100% (in the fields of farm 2). No infected plants were found in the
fields of Farm 6. The results highlighted the urgency to initiate the control of BBTV in
Mozambique.

Keywords: BBTV incidence. BBTV distribution. PCR. Plant disease.
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1 INTRODUCTION

The banana is great socioeconomic importance for Mozambique, not only because it
generates income and jobs but also as a food source. According to the Ministry of Agriculture
and Rural Development (MADER), Mozambique produces approximately 500,000
tons/year of banana, and this production comes from two sectors: the family sector, which
accounts for 74.5%, and the commercial sector, which accounts for 25.5% (DIARIO
ECONOMICO, 2021).

Several factors can reduce banana production, especially viral diseases. Among
them, banana bunchy top disease (BBTD) is one of the most economically important
diseases in banana-producing areas of Africa, Asia and the South Pacific (FURUYA;
KAWANO; NATSUAKI, 2005; HOOKS et al., 2009). Due to the high destructive potential
of the disease, the Banana bunchy top virus (BBTV) was listed as one of the 100 worst
invasive species in the world and is one of the pathogens that is subjected to rigorous
quarantine measures by the International Plant Protection Convention (IPPC) (GLOBAL
INVASIVE SPECIES DATABASE - GISD, 2020; IPPC, 2010; KUMAR et al., 2011).

In the period from 1913 to 1920, the banana fields of Australia were completely
destroyed by this disease (HOOKS et al., 2009; MAGEE, 1927). In the 1990s, the first severe
BBTD epidemic in Africa caused a drastic reduction in banana production in the Nkhatabay
and Nkhotakota districts in Malawi, whose planted areas ranged from 3,500 ha to
approximately 800 ha (KUMAR et al., 2011; SOKO et al., 2009). In 2016, this disease was
discovered in Mozambique, in the district of Chokwe in the area called the First Zone,
located within an irrigated region. Although there are no precise estimates of yield losses in
Mozambique, approximately 90% yield loss was reported among susceptible cultivars such
as AAA-Cavendish with high BBTD severity.

The propagation of BBTV over long distances occurs through infected planting
material (suckers or seedlings from tissue culture), which introduced the pathogen to new
areas, both within and among countries and continents. At short distances, dissemination can
occur through both infected propagules and the banana aphid Pentalonia nigronervosa
Coquerel (Hemiptera, Aphididae) (ANHALT; ALMEIDA, 2008; BRESSAN;
WATANABE, 2011; HOOKS et al., 2009; HU et al., 1996; MAGEE, 1940; QAZI, 2016;
WATANABE; GREENWELL; BRESSAN, 2013). Although P. nigronervosa was initially

reported in association with species belonging to the families Zingiberaceae and Araceae,
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morphological and morphometric studies confirmed that the aphids found on these plants

are associated with other species (BHADRA; AGARWALA, 2010). This aphid is considered
to have high specificity for Musa spp. hosts and has been found in almost all banana-
producing countries (KUMAR et al., 2011).

In Mozambique, information on BBTD has not yet been reported, making it
necessary to conduct a survey to identify and determine its epidemiology in the region,
aiming to develop more effective management strategies in the context of the small-scale
agriculture system. In this study, BBTV was detected by polymerase chain reaction (PCR),
and the incidence and distribution of the disease in Gaza Province (Chdkweé district) was

determined.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Sample collection

Samples, consisting of young leaves with suspected BBTV symptoms, were collected
in 23 fields located on 11 farms in the 4 administrative areas of the district of Chokwe, Gaza
Province, Mozambique (FIGURE 1), in January 2020. The district of Chokwe is located in
the south of Gaza Province (FIGURE 1c), near the middle reaches of the Limpopo River,
with the following geographical coordinates: 24°05' to 24°48' south latitude and 32°33' to
33°35' east longitude (UNITED NATIONS DEVELOPMENT PROGRAMME - UNDP,
2007). This province is bounded to the north by the Limpopo River, which separates it from
the districts of Massingir, Mabalane and Guij4; to the south by the district of Bilene and the
Mazimuchope River; to the east by the district of Chibuto; and to the west by the districts of
Magude and Massingir.

The geographical coordinates of each sampled site were recorded using a portable
GPS (TABLE 1 and FIGURE 2). In each field, an average of ten samples were collected,
the samples were placed in Ziplock bags containing silica gel for preservation and
transported to the laboratory of the Biotechnology Center of the Eduardo Mondlane
University of Mozambique (UEM) for DNA extraction.
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Figure 1 - Map of Chokwe district in Gaza province, Mozambique.
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Table 1 - Geographic coordinates of the 11 sampled farms.

Farms

Fields

Coordinates

Latitude Longitude

1 24°31'10.9"S 33°01'06.8"E

Farm 1 2 24°33'04.8"S 33°01'19.4"E

3 24°31'11.0"S 33°01'05.5"E

1 24°34'15.0"S 33°04'38.3"E

Farm 2 2 24°34'12.5"S 33°04'36.8"E

3 24°34'13.4"S 33°04'37.3"E

4 24°34'17.2"S 33°04'23.3"E

Farm 3 1 24°31'58.6"S 33°01'11.8"E

2 24°32'15.6"S 33°01'15.0"E

Farm 4.1 1 24°22'50.0"S 32°50'45.0"E
Farm 4.2 1 24°22'50.0"S 32°50'45.0"E
Farm 5 1 24°29'51.0"S 32°57'36.0"E

Farm 6.1 1 24°27'02.0"S 32°52'35.0"E
Farm 6.2 1 24°27'02.0"S 32°52'35.0"E
Farm 7 1 24°27'56.0"S 32°52'43.0"E

Farm 8 1 24°30'41.7"S 33°00'17.2"E

Farm 9 1 24°37'16.4"S 33°08'41.7"E

1 24°39'14.4"S 33°12'32.9"E

Farm 10 2 24°39'14.4"S 33°12'32.9"E
3 24°28'08.6"S 32°56'59.4"E

1 24°29'59.7"S 32°59'51.1"E

Farm 11 2 24°30'01.1"S 32°59'51.9"E
3 24°30'05.3"S 32°59'64.4"E

Source: From the author (2021).
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Figure 2 - Map of surveyed locations in the district of Chokwe (indicated with red dots)

where samples were collected.
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2.2 BBTV detection methodology

To confirm the identity of the virus, PCR was used, with primers specifically
designed to flank the region of the S gene encoding the protein coat (forward: BBTV 67SF
5, CGTTTAGATGGGTTTGGG 3’ reverse: BBTV 784SR 5,
CGTTTAGATGGGTTTGGG 3').

2.2.1 DNA extraction

To extract the DNA in the UEM laboratory, the protocol described by Lodhi et al.
(1994) with minor modifications was used: 0.35 g of fresh plant tissue was macerated in the
presence of liquid nitrogen, and then 1.5 mL of 2% cetyl trimethylammonium bromide
(CTAB) buffer (100 mM Tris-HCI, pH 8.0; 20 mM EDTA; 1.4 M NaCl; 80 mM Na»SOs3;
2% Polivinilpirrolidona PVP-10 and 2% CTAB) containing 0.2% B mercaptoethanol was
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added to the mixture. The macerated tissue was then transferred to a 1.5 ml sterilized

microcentrifuge tube, and 750 pl of extraction buffer with 2% PVP was added. Then, the
mix were incubated at 60 °C for 30 minutes, and the tubes were mixed by immersion every
ten minutes. A total of 750 pl of chloroform: isoamyl alcohol solution (24:1) was then added,
and the tubes were centrifuged at 12,000 rpm for 10 minutes at 23 °C.

The aqueous phase (supernatant) was transferred to new Eppendorf tubes, and the
DNA was precipitated by adding 0.6 volumes of isopropanol and incubating at -20 °C for
one hour. After centrifugation at 12,000 rpm for 10 minutes, the supernatant was discarded,
and DNA was washed with 500 pl of 70% ethanol and resuspended in 100 pl of 1X Tris-
EDTA Buffer. The tubes containing the extracted DNA were placed on dry ice and
transported to Brazil to the Laboratory of Molecular Virology, Department of

Phytopathology, Federal University of Lavras (UFLA), for further studies.

2.2.2 Polymerase chain reaction (PCR)

The DNA amplification reaction was performed with 2.5 pl of 10X PCR buffer
containing 15 mM MgCl2, 2.0 pl of 10 mM dNTPs, 1.0 pl of the forward primer and 1.0 pl
of the reverse primer at a concentration of 10 uM, 0.25 ul of Taq DNA polymerase (Sigma,
USA), 1.0 ul of DNA and sufficient water for a total of 25 pl of reaction. The amplification
was performed in a Master Cycler Thermocycler (Eppendorf, Germany). The amplified
products were analyzed by electrophoresis in a 1% agarose gel and contrasted with Gel Red
(Biotium). The bands were visualized and documented using an Alpha Imager (Alpha
Innotech Corp., USA).

2.3 Sampling scheme

To create a representative sample, BBTV focal sites were chosen in the four
administrative areas of the Chdckwe district (Macarretane, Chokwé-Sede, Lionde and
Xilembene) (FIGURE 1c) in the province of Gaza according to data from the MADER of
Mozambique

To calculate the number of samples per location in each administrative area, Equation

1 was used:
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2
= 2Pl 4 72 54 (Equation 1)

© d2.(N-1)

where:

n is the number of samples to be collected;

Z is the tabulated value, referring to the abscissa of the standard normal curve, with a 90%
confidence level, in this case 1.65;

p is 0.6, an estimate of the probability of finding BBTV in the sample, as determined by the
virology laboratory of the Federal University of Lavras;

q is equal to 1-p;

N is the population size or total number of plants of the banana producers’ fields in the
administrative areas of the Chockwe district, according to MADER data;

and d is the sampling error, i.e., the error attributed to the probability of finding or not finding
a BBTV in the collected sample.

The estimated variable was disease incidence.
2.4 Data analysis

Microsoft Excel® software was used to organize the data, create tables, and calculate

the mean incidence of the disease (Equation 2).
ID = %. 100% (Equation 2)

where:

Dl is the incidence of disease (%);

IU is the number of units infested by the disease; and
UO is the total number of units observed.

The assumptions of the analysis of variance were evaluated from the residuals of the
three assays; the residuals did not present a normal distribution according to the Shapiro—
Wilk test (P <0.05), and the homogeneity of variances was violated. Nonhomogeneous
residuals (P <0.05) were identified by the ncvTest function and by the Durbin-Watson

independence test, where the residuals were correlated and there was no independence (P
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<0.05). The analysis was performed with the dwtest function of the Imtest package for the R

statistical program.

In the present study, the nonparametric Kruskal-Wallis test was performed using the
kruskal.test function in the statistical program R (R CORE TEAM, 2021). This test allows
the comparison of three or more groups of independent samples and is used in cases where
ANOVA requirements are not met (KRUSKAL; WALLLIS, 1952).

The histograms and maps of the 11 farms in the Chockwe district were created with
the ggplot2 package for the R statistical program. For multiple comparisons

(compare_means) between farms, the ggpubr package for R was used.

3 RESULTS

3.1 Detection of Banana bunch top virus (BBTV) in collected samples

The research was done in the south of Mozambique (Chokwe district), where the
BBTV outbreak was confirmed. This region consists of rural farmers practicing subsistence
agriculture, harvesting bananas for their needs, and commercial producers. A total of 175
plant samples were collected from 11 farms. The symptoms of BBTV were observed in all
the collected samples. Independent of the presence of symptoms, all of the samples collected,
during field research, were investigated via PCR, and the positive samples produced an
amplification of 718 bp, confirming the presence of the virus.

The infection level by farm varied from just a few infected plants to a complete
infection of all plants.

The results are listed in Table 2, and the PCR analysis in agarose gel is shown in

Figure 3.
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Table 2 - Number of diseased (positive) and healthy (negative) banana plants and the

respective percentages of positive samples, when analyzed by PCR, in farms

(fields) sampled in the district of Chdckwe.

N° of Porcentage (%) of

. Number of samples Total

Farms Fields | samples sample
(%)

collected | Positive | Negative | Positive ‘ Negative
1 10 7 3 70 30 100
Farm 1 2 10 10 0 100 0 100
3 6 5 1 83,3 16,7 100
Average 84,4 15,6 100
1 10 10 0 100 0 100
Farm 2 2 10 10 0 100 0 100
3 6 6 0 100 0 100
4 10 10 0 100 0 100
Average 100,0 0,0 100
Farm 3 1 9 5 4 55,6 44,4 100
2 10 10 0 100 0 100
Average 77,8 22,2 100
Farm 4 Bl 8 4 4 50 50 100
B10 4 0 4 0 100 100
Average 25,0 75,0 100
Farm 5 1 10 8 2 80,0 20,0 100
Average 80,0 20,0 100
Farm 6 BI.1 7 0 7 0 100 100
BIl.1 3 0 3 0 100 100
Average 0,0 100,0 100
Farm 7 1 3 2 1 66,7 33,3 100
Average 66,7 33,3 100
Farm 8 1 10 3 7 30,0 70,0 100
Average 30,0 70,0 100
Farm 9 1 10 2 8 20,0 80,0 100
Average 20,0 80,0 100
1 10 4 6 40 60 100
Farm 10 2 2 1 1 50 50 100
3 3 0 3 0 100 100
Average 30 70 100
1 10 8 2 80 20 100
Farm 11 2 10 7 3 70 30 100
3 4 4 0 100 0 100
Average 83,3 16,7 100
Total 23 175 116 59

Averages 54,3 45,7 100

Source: From the author (2021).
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Figure 3 - Electrophoretic analysis of PCR products obtained from BBTV diagnostic tests

on DNA samples extracted from banana trees suspected of being infected by the
virus, 1- 1Kb marker, line from 2 to 9 samples that tested positive among those

analyzed; 10 - Negative control.
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Source: From the author (2021).

3.2 Incidence and distribution of BBTV

The family producer's farms had a more significant number of positive samples (101
of 116 samples collected), with BBTV being detected in all the sampled areas. However, in
commercial farms, the virus was found in two out of three properties tested (Farms 4 and 5),
while the third farm's (6) land was the only one with no positive cases detected.

The higher incidence of positive samples was registered in Farm 2 (100%), followed
by Farm 1 (84.4%), Farm 11 (83.3%), Farm 5 (80%), and Farm 3 (77.8%). The remaining
Farms showed incidence levels below 70%, the lowest being Farm 9 (20%) (FIGURE 4).
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Figure 4 - Average percentage of diseased (positive) and healthy (negative) plants from

banana trees in the PCR test on 11 farms (fields) in the Chéckwe district.
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Based on the Kruskal-Wallis test results, the virus incidence was statistically
different between most farms (p < 0.05) when compared in pairs (TABLE 3). This significant
difference was found in 28 combinations, while 23 were not significant, with similar
incidence levels. The more significant differences in incidence (p-value < 0.0001) were
observed between Farms: 1 x6,2x4,2x6,2x8,2x9, 2x 10, and 6 x11. According to the
Kruskal-Wallis tests, when Farm 6 was compared to Farms 4, 8, 9, and 10, there was no
statistical significance in their differential incidences.

It is interesting to note that Farm 6, where BBTV was not detected, is a commercial
area with higher productivity, in which intense control methods are used, like roguing and
establishing planted areas with indexed seedlings guaranteed to be healthy. On the other
hand, the other sampled sites that presented more significant incidences belong to small

farmers (rural) that do not use the proper technologies to manage the diseases in the field.
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Table 3 - Comparison of the results from Kruskal-Wallis test regarding to the incidence of

viruses among the studied fields (Continue).

Farms Valor-p
Farm 1 Farm 2 0,0165*
Farm 1 Farm 3 0,6395"
Farm 1 Farm 4 0,0019**
Farm 1 Farm 5 0,7636 ™
Farm 1 Farm 6 < 0,0001**
Farm 1 Farm 7 0,4771M™
Farm 1 Farm 8 0,0018**
Farm 1 Farm 9 0,0003**
Farm 1 Farm 10 0,0011**
Farm 1 Farm 11 0,6302"
Farm 2 Farm 3 0,0049**
Farm 2 Farm 4 < 0,0001**
Farm 2 Farm 5 0,0075**
Farm 2 Farm 6 < 0,0001**
Farm 2 Farm 7 0,0008**
Farm 2 Farm 8 < 0,0001**
Farm 2 Farm 9 < 0,0001**
Farm 2 Farm 10 < 0,0001**
Farm 2 Farm 11 0,0048**
Farm 3 Farm 4 0,0134*
Farm 3 Farm 5 0,9739"™
Farm 3 Farm 6 0,0001**
Farm 3 Farm 7 0,6928 "
Farm 3 Farm 8 0,0121*
Farm 3 Farm 9 0,0029**
Farm 3 Farm 10 0,0087**
Farm 3 Farm 11 1,0000"
Farm 4 Farm 5 0,0357*
Farm 4 Farm 6 0,0545 "M
Farm 4 Farm 7 0,3506 "
Farm 4 Farm 8 0,9025™
Farm 4 Farm 9 0,5219™
Farm 4 Farm 10 1,0000™
Farm 4 Farm 11 0,0083**
Farm 5 Farm 6 0,0004**
Farm 5 Farm 7 0,7290™
Farm 5 Farm 8 0,0318*
Farm 5 Farm 9 0,0101*
Farm 5 Farm 10 0,0271*
Farm 5 Farm 11 0,9785"
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Table 3 — Comparison of the results from Kruskal-Wallis test regarding to the incidence of

viruses among the studied fields (Conclusion).

Farms | Valor-p
Farm 6 Farm 7 0,0104*
Farm 6 Farm 8 0,0767"
Farm 6 Farm 9 0,1675™
Farm 6 Farm 10 0,0500*
Farm 6 Farm 11 < 0,0001**
Farm 7 Farm 8 0,3173™
Farm 7 Farm 9 0,1706 ™
Farm 7 Farm 10 0,3268 "™
Farm 7 Farm 11 0,6685"
Farm 8 Farm 9 0,6506 "
Farm 8 Farm 10 0,8909 "
Farm 8 Farm 11 0,0076**
Farm 9 Farm 10 0,4984 ™
Farm 9 Farm 11 0,0016**
Farm 10 Farm 11 0,0050**

Source: From the author (2021).

This table reports p-values or the probability of two-by-two comparisons in the PCR
test on farms in Chdokwe district, Gaza province in Mozambique. The significance is also

reported for the following levels: *p<0.05; **p<0.01

4 DISCUSSION

The presence of BBTV in Mozambique, as shown in this work, represents a
significant threat to banana cultivation in the country, especially in the currently affected
south region. In this study, the virus was identified via PCR, using primers especially
designed to flank the S gene region, in practically all the sampled areas, except for one
specific commercial farm.

Although no statistical difference was identified when the results from Farm 6 were
compared to Farms 4, 8, 9, and 10 via the Kruskal-Wallis test, it should be considered that
BBTYV was not present at Farm 6 and was present in the other farms, in an average incidence
between 20% to 30%. Therefore, the epidemiologic significance cannot be considered equal.
That is because, in Farm 6, there will be no virus spreading as long as it is not introduced
there. So, as aphids transport the virus, the incidences equal or superior to 20% constitute an

essential source of inoculum that can be disseminated through the whole farm in a short
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period, meaning an imminent risk for the producer (ALMEIDA et al., 2009; DATO et al.,

2021; QAZI, 2016).

The high incidence in Farms 2, 1, 11, 5, 3, and 7 might be related to the fact that these
areas have some semi-commercial fields more predominant, where taller varieties are
exclusively produced (with restrictions) instead of smaller varieties (William). Robson et al.
(2006) believe that the vector Pentalonia nigronervosa prefers smaller varieties, where it is
mainly found. The rise of monoculture in these places might have favored its settlement
(MEDEIROS et al., 2011).

In turn, the low incidences of other farms (4, 8, 9, and 10) might be associated with
the fact that its fields present at least two varieties of banana trees, one smaller (William)
and the other taller (Cavendish), as well as being surrounded by other crops, especially leafy
vegetables. In addition to the use of taller banana trees, unfavorable to the vector, the aphids
are one of the main plagues of the vegetables in that region. Therefore, it is likely that the
producer, when carrying out the control of these insects in the vegetables by way of defensive
chemicals, can cause a spreading to banana groves in neighboring areas (ZAWADNEAK et
al., 2015).

Different scenarios can be proposed for the introduction of BBTV in Mozambique.
First, the virus might have been disseminated by aphids from neighboring countries with
which Mozambique is bordered. A second scenario is vegetative propagation, which
enhances dissemination via infected seedlings. Therefore, the disease incidence in the
Chokwe district might be associated with the fact that some local producers acquire banana
seedlings with questionable health conditions, mainly from neighboring countries that have
registered the disease occurring before (EUROPEAN AND MEDITERRANEAN PLANT
PROTECTION ORGANIZATION - EPPO, 2021).

Thus, the exchange of propagation material, generally common among local
producers, might cause the high incidence levels observed in the district, increased by the
vector's participation in transmitting the virus. This movement of infected material from one
area to the other may have significantly contributed to the rise in the disease's incidence in
many places where BBTV was detected (DJAILO et al., 2016; KOLOMBIA et al., 2021;
KUMAR et al., 2015; MAGEE, 1927; QAZI, 2016), as it constitutes the primary source of
inoculum for the dissemination through long distances, favoring the disease's spread
(WALL, 2016).

The main socio-economic factors that contribute to the dissemination of the disease
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are the lack of necessary financial funds to buy chemical products for the control of the pest

Pentalonia nigronervosa; the resistance from local family producers in starting the proper
removal of infected plant material; high costs related to the workforce and lack of resources;
the time needed to eradicate a large number of plants and the scarcity of workers to answer
the seasonal calendar. These factors generally do not affect large producers in commercial
farms, as they are more likely to adopt effective management strategies involving chemical
control of vectors and infected plant roguing. For small farmers to recover the productive
yield of banana crops, there is a need for competent authorities to divulge the efficacy of
consistent roguing and disease management (OMONDI et al., 2020).

Niyongere et al. (2013) investigated the dissemination of BBTV from the banana
crops of small farmers from Burundi, established by the offspring of mother plants and
seedlings produced in fabric cultures from different cultivars, from areas localized in
different distances from the inoculum'’s sources. They observed that nine months after the
planting, in the crops established inside camps affected with BBTD, the incidence of the
virus varied between 21.8% and 56%, getting more prominent with the diminishing
inoculum distance. These same authors observed that the BBTD incidence was growing for
two years, 2007 to 2009, having varied in intensity according to the cultivar.

Other than that, according to Murhububa et al. (2021), studies made in the
Democratic Republic of the Congo showed that banana plants infected with BBTV,
independent from genotype, were attractive to the wingless and winged aphids of P.
nigronervosa, that could carry a more significant viral load. The plantains, which are a
triploid hybrid (AAB) belonging to the species Musa paradisiaca, derived from the mixing
M. acuminada x M. balbisiana, have also been more attractive than the dessert bananas, a
strict triploid (AAA) belonging to the species Musa acuminata, independently of infection
stage. According to these authors, the more considerable attraction of aphids by different
varieties of bananas might be because of the larger quantities of volatile organic compounds
(VOCs) expelled by different genotypes, independent from the plant's infection stage. In the
same study, P. nigronervosa preferred to settle in infected banana trees (apparently, less
susceptible to BBTV) than the Cavendish dessert banana (HOOKS et al., 2009; SU; WU,
TSAO, 1993). Indeed, dessert bananas are susceptible to many diseases due to their narrow
genetic base (MURHUBUBA et al., 2021).

This shows that, once present in the tillage, dissemination of the virus in the field is

hard to be contained, even with intense practices of roguing, and once established, BBTD
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was never completely eradicated from any country (JONES, 2009). However, if severe

measures are not taken, banana cultivation is impracticable when this disease establishes
itself in a particular region.

This way, for more effective control of BBTD, roguing must be accompanied by
good practices, like monitoring plantings and using planting materials free of viruses.

The results of this study show that there was a uniform distribution of BBTV in
Chdkwe farms, alerting for the potential that BBTD has to spread geographically through all
the regions that produce bananas in Mozambique. At the moment, the disease is
circumscribed to the provinces of Maputo, Gaza, and Zambezia. Therefore, in addition to
eliminating sick plants from the Chokweé region, the development and enforcement of
educational programs by extension practitioners, as well as the use of indexed plants proven
to be free of viruses and belonging to acceptable varieties by the local farmers are essential
means of avoiding fast dissemination of BBTV. The data provided by this study, beyond
allowing an update of the information about the occurrence and distribution of BBTV in
banana crops from Mozambique, represents an essential contribution to the management

actions that must be taken by extension practitioners, technicians, and local banana farmers.

5 CONCLUSIONS

BBTV was found in 116 samples from 10 farms in the Chokwe district, confirming
its presence in more than 82% of the sampled fields. The mean percentage of infection was
greater than 54%, with percentages varying between 20% and 100%. BBTV was absent only

in banana fields located at Farm 6.
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RESUMO

A doenca denominada de topo em leque da bananeira, causada pelo Banana bunchy
top virus (BBTV), foi recentemente detectada em Mocambique e, aparentemente, se
encontra circunscrita as provincias de Gaza, Maputo e Zambézia. Entretanto tem grande
potencial para se disseminar para outras provincias, devido ao sistema de cultivo adotado
pelos produtores familiares, responsaveis por mais de 70% da producdo no pais. Apesar da
sua importancia, pouco se sabe sobre os isolados de BBTV que ocorrem em Mogambique,
carecendo de pesquisas que possam oferecer suporte as medidas de manejo que devem ser
tomadas com urgéncia. Com base na sequéncia do DNA-R os isolados de BBTV que
ocorrem ao redor do mundo foram classificados em dois grupos: o grupo do Oceano Pacifico
indico (P10) e o do Sudoeste Asiatico (SEA). Esses dados auxiliam a inferir sobre a origem
geografica dos isolados, embasando medidas preventivas de controle. Neste trabalho a
sequéncia dos genes S e R de 40 isolados escolhidos como representantes das amostras
coletadas anteriormente em onze fazendas dos 4 postos administrativos do distrito de
Chockwe, provincia de Gaza, foram sequenciados e analisados. As sequéncias de
nucleotideos do DNA-S dos isolados analisados se mostraram bastante conservadas,
variando de 97% a 100%. O mesmo foi observado para as sequéncias do DNA-R que
apresentaram a grande maioria das identidades variando entre 98% e 100% entre os isolados
de Chokwe, e acima de 90% quando comparadas com os isolados do GenBank. A anéalise
filogenética mostrou que esses isolados se comportaram como isolados P10, apresentando
maior proximidade com o isolado JQ820453 do Malawi em relacdo aos isolados dos paises
subsaarianos, que se agruparam num subclado distinto. Esse é o primeiro relato de estudos
realizados com a finalidade de determinar as caracteristicas moleculares dos isolados de
Banana bunchy top virus presentes em Mocambique.

Palavras-chave: Nanovirus. Oceano Pacifico indico (P10). Sudoeste Asiatico (SEA).
Filogenia. DNA S. DNA R. Isolados da Africa Subsaariana (SSA).
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ABSTRACT

The banana tree's so-called banana bunchy top disease, caused by the Banana bunchy
top virus (BBTV), was recently detected in Mozambique, and is confined to the provinces
of Gaza, Maputo, and Zambezia. Even so, it has great potential to spread to other provinces
due to the cultivation system adopted by family producers, who are responsible for more
than 70% of production in the country. Despite its importance, little is known about BBTV
isolates occurring in Mozambique, lacking research supporting management measures that
should be taken urgently. Based on the R-DNA sequence, the BBTV isolates that appear
worldwide were classified into the Pacific Indian Ocean (PIO) group and the Southwest
Asian (SEA) group. These data help to understand the geographic origin of the isolates,
guiding preventive control measures. In this work, the sequence of the S and R genes of 40
isolates chosen as representatives of the samples previously collected in eleven farms of the
4 administrative posts of the Chockwe district, Gaza province, were sequenced and analyzed.
The S-DNA nucleotide sequences of the isolates analyzed were quite conserved, ranging
from 97% to 100%. The same was observed for the R-DNA sequences, which presented the
vast majority of identities ranging between 98% and 100% among Chokwe isolates and
above 90% compared with GenBank isolates. Phylogenetic analysis showed that these
isolates behaved as P10 isolates, showing greater proximity to the Malawi JQ820453 isolates
in relation to isolates from sub-Saharan countries, which were grouped into a distinct
subclade. This is the first report of studies conducted to determine the molecular
characteristics of the Banana bunchy top virus isolates in Mozambique.

Keywords: Nanovirus. Pacific Indian Ocean (PIO). Southwest Asia (SEA).
Phylogeny. S-DNA. R-DNA. Sub-Saharan Africa (SSA) isolates.
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1 INTRODUCAO

Bananas e platanos constituem importante cultura alimentar e fonte diaria de
carbohidratos para pelo menos 100 milhGes de pessoas no continente africano (DOTTO;
MATEMU; NDAKIDEMI, 2018; PERRIER et al., 2011; SHARROCK; FRISON, 1998). A
maior relevancia da banana como alimento béasico é exemplificada pela Uganda, onde o
consumo per capita atinge cerca de 223 kg por pessoa por ano. Dos 20 milhdes de toneladas
de bananas produzidas nas regides da Africa Oriental e Austral, apenas 1% é exportado,
principalmente por Zimbabwé, Uganda e Africa do Sul. Cerca de 4% dos 11 milhdes de
toneladas produzidas na Africa Ocidental e Central é exportada, principalmente pela Costa
do Marfim e Camardes (KARAMURA et al., 1999; VILJOEN et al., 2004).

Na Africa a producdo de bananas e platanos é frequentemente prejudicada por
restri¢des bioldgicas e ambientais. Muitas pragas e doencas foram introduzidas no continente
através de material de plantio infectado. Com a extensdo da inddstria da banana nos paises
africanos, essas doencas e pragas se espalharam para varias areas novas. Em muitas areas,
patdgenos causadores de doencas ja se formaram em proporcdes epidémicas. Os enormes
custos envolvidos no controle de algumas dessas doengas tornam quase impossivel continuar
a producdo de banana em areas severamente afetadas (CHABI et al., 2018).

Em Mocambique, bananas (Musa spp.) sdo produzidas principalmente em fazendas
de pequena escala, no entanto, algumas fazendas em grande escala sdo encontradas em torno
das provincias de Maputo-provincia, Gaza, Nampula e Manica. Essas fazendas cultivam
principalmente variedades Cavendish e abastecem as grandes cidades como Maputo e Beira
e 0s mercados da Africa do Sul, Botswana e Reino de eSwathini. Atualmente, as plantacdes
(fazendas) de banana ocupam 62.000 ha em Mocambique, com uma estimativa de producao
de 470.000 mil toneladas por ano (MINISTERIO DE AGRICULTURA E
DESENVOLVIMENTO RURAL - MADER, 2018).

A producdo nas fazendas de pequena escala no sul de Mogambique (provincia de
Maputo e provincia de Gaza) ¢ em média 45 toneladas por ha para uma area de producdo de
3216 ha e é dificultada por vérias pragas (nematdides e gorgulhos) e doencas (Sigatoka,
Fusarriose ou Mal do Panama - Foc TR4 e atualmente o Topo em Leque da Bananeira), falta
de conhecimento de producao, falta de variedades de alto desempenho, baixa fertilidade do
solo e longos periodos de seca (particularmente no sul do pais) (MADER, 2018). Dentre

estas, a Fusariose ou Mal do Panama (FocTR4) e o Topo em Leque da Bananeira (BBTD)
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tém sido as mais importantes.

O topo em leque da bananeira, cujo agente etioldgico é o Banana bunchy top virus,
(BBTV) foi introduzido e relatado pela primeira vez na Africa Subsaariana (SSA) na década
de 1960 na Republica Democratica do Congo (KUMAR et al., 2011). Desde entdo, a
disseminacdo do BBTV foi confirmada em 16 paises nas regides da Africa Central, Austral
e Ocidental, tendo sido registrada pela primeira vez na Africa do Sul em 2015 (JOOSTE;
WESSELS; VAN DER MERWE, 2016) e em Mog¢ambique em junho de 2016, no perimetro
irrigado do Chokwe, mais concretamente na localidade Primeira Zona, na provincia de Gaza
(MADER, 2018).

O BBTV pertence ao Dominio Monodnariria, Reino Shotokuvirae, Filo
Cresdnaviricota, Classe Arfiviricetes, Ordem Mulpavirales Familia Nanoviridae e Género
Babuvirus (INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES - ICTV,
2021). O BBTV afeta apenas os membros do género Musa e na natureza é transmitido de
maneira persistente circulativa por seu unico vetor conhecido, Pentalonia nigronervosa Coq
(BELL et al., 2002; HU et al., 1996). O genoma do BBTV possui seis componentes de DNA
de fita simples circular (ssSDNA) (DNA-R, DNA-U3, DNA-S, DNA-M, DNA-C e DNA-N),
cada um com cerca de 1 quilobase (kb) em tamanho (BURNS; HARDING; DALE, 1995).
Cada componente potencialmente codifica uma proteina, exceto 0 DNA-R, que codifica duas
proteinas ligadas a replicacdo viral (HERRERA-VALENCIA et al., 2006; HORSER et al.,
2001).

O DNA-S codifica a proteina do capsideo (CP), que forma particulas isométricas, e
auxilia no empacotamento do genoma (JI et al., 2019). DNA-C, -N e -M codificam a proteina
de ligacdo do ciclo celular (Clink), a proteina de transporte nuclear (NSP) e a proteina de
movimento (MP), respectivamente (AMIN et al., 2011; YU et al., 2019; ZHUANG et al.,
2019). A funcdo do DNA-U3 permanece desconhecida para o BBTV. Rep e CP sdo
evolutivamente mais conservadas do que as outras proteinas e, portanto, servem como
marcadores Uteis para a identificacdo e classificacdo de virus ssDNA (YU et al., 2012).

O gene R tem sido empregado para a classificacdo dos isolados provenientes de
diferentes paises localizados em regides geograficas distintas (KARAN; HARDING; DALE,
1994). Séo dois os grupos sugeridos: o do Oceano Pacifico indico (P1O) e o do Sudoeste
Asiatico (SEA), caracterizados por apresentarem uma diferenca de identidade de
aproximadamente 10% de diferenga de nucleotideos, enquanto que a diferenca intragrupo
varia de 1,9 a 3,% (KARAN; HARDING; DALE, 1994).
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Em Mogambique ainda ndo foram relatadas as caracteristicas genéticas dos isolados

BBTV que ocorrem nos campos produtores localizados no sul do pais. Esses dados poderiam
permitir a inferéncia sobre a possivel origem geografica dos isolados virais presentes e
embasar medidas preventivas relacionadas ao controle da disseminacéo viral no continente
africano. Neste estudo 0 DNA-R e 0 DNA-S de 40 isolados, representantes dos 175 isolados
coletados anteriormente em 23 localidades de 11 fazendas localizadas no distrito de Chokwe,

foram sequenciados e analisados. Os resutados obtidos sdo aqui apresentados e discutidos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolados de BBTV analisados

Os 40 isolados de BBTV utilizados neste trabalho foram escolhidos
proporcioalmente ao nimero daqueles provenientes de 23 campos, localizados em 11
fazendas, nos 4 postos administrativos do distrito de Chdkwe (local inicial do surto),
Provincia de Gaza (FIGURA 1B) em Mocambique (FIGURA 1A), com auxilio de
pesquisadores do Instituto de Investigacdo Agréaria de Mogcambique - [IAM e de produtores
comerciais e familiares comprometidos com a producdo de banana. Localizado ao sul da
provincia de Gaza, o distrito de Chékwe (FIGURA 1C) apresenta as seguintes coordenadas
geograficas 24°05' e 24°48' Latitude Sul; 32°33' e 33°35' Longitude Leste (UNITED
NATIONS DEVELOPMENT PROGRAMME - UNDP, 2007).
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Figura 1 - Distribuicdo geografica dos isolados de BBTV coletados no distrito de Chokwe,

Provincia de Gaza, Mogambique (indicados com pontos vermelhos).
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2.2 Amplificacdo e analise dos genes S e R

2.2.1 Extracdo do DNA e PCR

O DNA total das plantas foi extraido a partir do tecido foliar no laboratdrio do Centro

de Biotecnologia da Universidade Eduardo mondlane de Mogambique (UEM), segundo o

protocolo de Lodhi et al. (1994). Para a extracdo foram macerados 0,35 g de tecido vegetal

fresco na presenca de nitrogénio liquido e, em seguida, foram adicionados 1,5 mL de tampé&o
CTAB 2% (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 20 mM EDTA,; 1,4 M NaCl; 80 mM Na2S03; 2%
PVP-10 e 2% de brometo de cetil trimetil-amoénio CTAB), contendo 0,2% de B

mercaptoetanol. Depois de macerado o tecido foi transferido para um tubo de

microcentrifuga esterilizado de 1,5 mL. Em seguida adicionaram-se 750 ul de tampdo de

extracdo com 2% de PVP e incubagédo a 60°C por 30 minutos, misturando-se os tubos por

imers&o a cada dez minutos. Um volume de 750 pl de solug&o cloroférmio: alcool isoamilico
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(24:1) foi adicionado aos tubos e centrifugados a 12.000 rpm durante 10 minutos a 23°C. A

fase aquosa (sobrenadante) foi transferida para novos tubos Eppendorf e 0 DNA precipitado
pela adicdo de 0,6 volumes de isopropanol e incubado a -20°C por uma hora. Apos
centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 minutos, descartou-se o sobrenadante, fez-se a lavagem
do DNA com 500 pl de etanol a 70% e a ressuspensao em 100 pl de tampéo TBE 1X. Os
tubos contendo o DNA extraido foram acondicionados em gelo seco e transportados para o
Brasil, para o Laboratério de Virologia Molecular do Departamento de Fitopatologia da
Universidade federal de Lavras (UFLA), para os estudos posteriores.

Na reacdo de amplificagdo dos DNAs foram empregados primers especialmente
desenhados para flanquear a regido do gene S e a regido do gene R, conforme especificado

na Quadro 1.

Quadro 1 - Primers empregados para amplificagdo dos Genes R e S com as respectivas

temperaturas de anelamento e fragmento amplificado.

Direcéo do Sequéncia Tamanho | Fragmento
primer e gene do amplificado
amplificado Gene
Foward gene S 67SF 5' CGTTTAGATGGGTTTGGG 3’
Reverse Gene S | 784SR 5' CGTTTAGATGGGTTTGGG 3/, 528 pb 718 pb

Foward Gene R | 32RF 5' CGGGACGGGACATTTGC 3’
Reverse Gene R | 1038SR 5" CGTTAGGATAGCACAATC3’ 861 pb 1007 pb

Fonte: Da autora (2022).

A amplificacdo dos DNAs foi feita numa reacédo de 25 pl, sendo: 2,5 ul do tampéo
de PCR 10X contendo MgClz a 15 mM; 2,0 ul de dNTPs a 10 mM; 1,0 pl do primer foward
e 1,0 pl do primer reverse, na concentragao de de 10 uM; 0,25 pl de Taqg DNA polimerase
(Sigma, EUA), 1,0 ul do DNA e 4gua suficiente para um total de 25 pl de reagdo. A
amplificacdo foi realizada no Termociclador Master Cycler (Eppendorf, Alemanha), com o
seguinte programa: 94°C por 2 minutos seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, de
49°C (DNA S) ou 52°C (DNA R) por 20 segundos e 72°C por 60 segundos, com uma
extensdo final de 72°C por 5 minutos. Os produtos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1%, contrastado com Gel Red (Biotium). As bandas foram
visualizadas e documentadas usando Alpha Imager (Alpha Innotech Corp., EUA). Os

produtos de PCR foram quantificados em ng/ul usando o espectrofotdbmetro NanoDrop ND-
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1000 com limite de 1,80 valores na razéo de absorbancia A260/280.

2.2.2 Sequenciamento e analise das sequéncias dos DNAs Se R

Os produtos de PCR para cada um dos fragmentos do DNA-R e DNA-S (CP) foram
purificados e enviados para sequenciamento na empresa brasileira FIOCRUZ. Os dados das
sequéncias foram analisados usando o Programa de software BioEdit (versdo7.0.90) e NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Os alinhamentos multiplos das sequéncias
de nucleotideos e aminoacidos dos isolados estudados com os demais isolados virais
disponiveis no GenBank (QUADRO 2), bem como a identidade entre eles, foram realizados
utilizando o programa CRUSTAL W2 (V.2.0). Foram escolhidos isolados do grupo PIO,
incluindo alguns isolados da Africa Subsaariana, e do grupo do SEA para comparag&o. Como
“out group” foi utilizado um isolado de Abaca bunchy top virus (ABTV). As arvores
filogenéticas foram construidas pelo método Neighbor-Joining (NJ) no programa
MEGA7.02 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016), utilizando bootstrap com 2.000

repeticoes.
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Quadro 2 - Isolados do BBTV de DNA R e DNA S e 0 nimero de acessos disponiveis no

GenBank, usados para comparagdo com os isolados Mogambicanos.

Nr de Nr de Acesso
BBTV Origem Acesso no Referéncias Origem no GenBank Referéncias
Grupo* GenBank (DNAS)
(DNAR)
PIO Egito HQ259074 Islam et al. (2010) Egito KM607471 | Stainton et al. (2015)
PI1O Egito AF416465 Horser et al. (2001) Egito KM607470 Stainton et al. (2015)
P1O Fiji AF416466 Horser et al. (2001) Tonga KM607584 Stainton et al. (2015)
PIO Malawi JQ820453 James et al. (2011) Malawi JF755980 Kumar et al. (2011)
PIO Ruanda JQ820465 James et al. (2011) Ruanda JQ820467 James at al. (2012)
PIO Tonga AF416467 Horser et al. (2001) Tonga KM607550 Stainton et al. (2015)
PIO Paquistao AM418538 Amin et al. (2008) Paquistao MK140621 Bashir et al. (2022)
PIO DRC KM607635 | Stainton et al. (2015) DRC KM607505 Stainton et al. (2015)
PIO Austrélia KM607623 | Stainton et al. (2015) | Austrélia KM607489 Stainton et al. (2015)
PIO Burundi KM607598 | Stainton et al. (2015) | Burundi KM607456 Stainton et al. (2015)
SEA China HQ616074 Yuetal. (2012) China KM607536 Stainton et al. (2015)
SEA China HQ378190 Yu et al. (2012) China AF238876 He et al. (2001)
SEA Japédo AB108458 Furuya, Kawano e Japéo AB078023 Kawabe e Onuki (2002)
Natsuaki (2005)
SEA Indonésia | AB186924 Furuya, Kawano e Indonésia MT433375 Rahayuniati et al.
Natsuaki (2005) (2021)
SEA Vietnam AFA16477 Bell et al. (2002) Miamar AB252644 Furuya e Natsuaki
(2008)
SEA Vietnam AF416472 Bell et al. (2002) Miamar AB252642 Furuya, Kawano e
Natsuaki (2006)
SEA Japéo AB108455 Furuya, Kawano e Malawi JQ820455 James at al. (2012)
Natsuaki (2005)
SEA Taiwan AF416468 Horser et al. (2001) Taiwan KM607468 Stainton et al. (2015)
SEA Filipinas AF416469 Horser et al. (2001) Filipinas KM607469 Stainton et al. (2015)
SEA Indonésia AB186925 Furuya, Kawano e Indonésia MT433376 Rahayuniati et al.
Natsuaki (2005) (2021)
OuGR Maléasia EF546813 | Sharman et al. (2008) Malasia NC_010316 Sharman et al. (2008)

*Grupo PIO de acordo com analise do DNA R
Paises da SSA a negrito

Fonte: Da autora (2022).
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3 RESULTADOS

3.1. Amplificacdo dos genes Se R

Foram sequenciados e analisados os 40 isolados de BBTV oriundos das onze
fazendas dos 4 postos administrativos do distrito de Chockwe, provincia de Gaza,
Mocambique. As bandas amplificadas a partir do gene S podem ser vistas na FIGURA 2 e
as do gene R na FIGURA 3.

Figura 2 - Analise eletroforética dos produtos de PCR gerados por gene DNA S de isolados
de BBTV em catorze amostras diferentes: 1: marcador 1Kb; linha de 2 a 15
amostras que testaram positivas entre as analisadas; 16: controle negativo; 17:

controle positivo.
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Fonte: Da autora (2022).
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Figura 3 - Analise eletroforética dos produtos de PCR amplificados a partir do DNA R de

isolados de BBTV em catorze amostras diferentes. 1: marcador 1Kb; 2 a 15:
padrdo de bandas dos isolados amplificados; 16: controle negativo; 17: controle

positivo.
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Fonte: Da autora (2022).

3.2 Analise das sequéncias do DNA S do BBTV

As identidades de nucleotideos entre os 40 isolados coletados em Mocambique,
sequenciados e analisados, entre os isolados provenientes de diversas regides do mundo
disponiveis no GenBank podem ser visualisadas no Quadro 3. Pode-se observar que esse
gene ¢ altamente conservado, apresentando mais de 50% dos isolados com identidade de
100% e identidade minima de 98%. Quando comparados com os isolados do GenBank, as
menores identidades observadas (92-93%) ocorreram com o0s isolados MT433376 e
MT433375 da Indonésia, KM607468 do Taiwan, KM607469 das Filipinas, KM607536 e
AF238876 da China e 0 AB078023 do Japdo. As maiores identidades entre os isolados de
Mocgambique e os do GenBank ocorreram com 0s isolados JQ820467 da Ruanda, KM607470
do Egito, KM607505 da Republica Democratica do Congo (DRC), e os isolados JF755980
e JQ820455 do Malawi, todos do continente Africano, embora de regifes geograficas
diferentes. Apenas Malawi se encontra em regiéo circunvizinha, fazendo limite a oeste de
Mogambique. Provavelmente esses isolados tiveram uma origem geografica comum.

As identidades de aminodacidos entre estes mesmos isolados se encontram no Quadro

4. As identidades de aminodcidos observadas entre os isolados mogambicanos foram
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semelhantes, com apenas sete isolados variando entre 96 e 99% e as demais apresentando

100% de identidade. Quando comparadas com os isolados do GenBank, além das maiores
identidades ja especificadas acima, apresentaram também altas identidades com os isolados
do Sul e Sudeste Asiatico e Sul do Pacifico: MK140621 do Paquistdo AB252642 Miamar e
KM607584 de Tonga. Destaques podem ser dados aos isolados BBTV_172 F11 de
Mocambique e 0 AB078023 do Japdo que apresentaram 98% e 93% de identidade de
nucleotideos, respectivamente, quando comparados com os demais isolados. A identidade
de aminoacidos do isolado Mocambicano ficou entre 95 e 97% indicando que as
substituicdes de nucleotideos foram do tipo sinbnima, enquanto que o isolado japonés
apresentou identidades de aminoécidos entre 95 e 98%, indicando substituicdes do tipo
sinbnimas.

As Figuras 4 e 5 ilustram as avores filogenéticas construidas com base na sequéncia
de nucleotideos e de aminoacidos, respectivamente, do DNA-S. Houve uma clara subdiviséo
dos isolados em dois clados, sendo um com os isolados da China, Japdo, Filipinas, Taiwan

e Indonésia e um com isolados Mogambicanos e os demais isolados do GenBank.



Quadro 3 - Identidade de nucleotideos do DNA S entre os isolados de BBTV de Mogambique e os isolados disponiveis no GenBank.
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NR Isolados 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
[L] BBTV 256 FL - 99 999999 9998 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 99 99 99 99 98 98 92 92 98 99 92 93 97 97 92 93 98 98 99 97 98 98 93
[2] BBTV_260_F1 - 100 99 99 100 99 100 99 99 100 99 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
3] BBTV_ 261 _F1 - 99 99 100 99 100 99 99 100 99 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 99 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[4] BBTV 262_F1 - 99 9999 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 92 92 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 99 97 98 98 93
[5] BBTV 211 R - 9998 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 99 99 99 99 98 98 92 92 98 99 92 93 97 97 92 93 98 98 99 97 98 98 93
[ 6| BBTV 273 FR1 - 99 100 99 99 100 99 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[ 7| BBTV_280_F2 - 99 98 98 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 99 99 99 99 98 98 92 92 98 98 92 92 97 96 92 92 98 98 99 96 98 98 92
[8] BBTV 281 F2 - 99 99 100 99 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[9 | BBTV 285_F2 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 99 99 99 99 98 98 92 92 98 99 92 93 97 97 92 93 98 98 99 97 98 98 93
10| BBTV_286_F2 - 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 99 99 99 99 98 98 92 92 98 99 92 93 97 97 92 93 98 98 99 97 98 98 93
[11] BBTV_ 201 _F2 - 99 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[12] BBTV 292 F2 - 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 92 92 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 99 97 98 98 93
[13] BBTV_299_F2 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[14] BBTV_301_F2 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[15] BBTV_308_F2 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[16| BBTV_232_F3 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[17]| BBTV_ 241_F3 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[18] BBTV_243_F3 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[19| BBTV_340_F4 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[20] BBTV_344_F4 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[21] BBTV_ 329 F5 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[22| BBTV_335_F5 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[23] BBTV_311_F7 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[24] BBTV_ 201 F8 - 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[25] BBTV 204_F8 - 100 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[26] BBTV_205_F0 - 100 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[27] BBTV_210_Fo - 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[28] BBTV_217_F10 - 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[29] BBTV_222 F10 - 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[30] BBTV_224_F10 - 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[31] BBTV_225_F10 - 100 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[32] BBTV_171_F11 - 98 100 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[33] BBTV_172_F11 - 9898 9898 98 98 98 98 97 98 91 92 97 98 92 92 96 96 92 92 98 97 98 96 97 97 92
[34] BBTV_177_F11 - 99 100 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[35| BBTV_179_F11 - 9999 99 9999 99 98 99 92 92 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 99 97 98 98 93
[36| BBTV_180_Fi1 - 99 100 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[37| BBTV_183_F11 - 99 9999 99 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 99 97 98 98 93
[38| BBTV_187_F11 - 100 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[39] BBTV_191_F11 - 99 100 98 99 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[40] BBTV_193_F11 - 9998999292 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 99 97 98 98 93
[41] Q820467 - 9899 92 93 98 99 93 93 97 97 93 93 99 98 100 97 98 99 93
[42] KM607471 - 999393 98 98 93 93 97 98 93 92 98 97 98 97 98 98 93
[43] KM607470 - 9393 98 98 93 93 98 98 93 93 98 98 99 98 98 98 93
[44] MT433376 - 99 92 92 98 98 92 93 96 97 93 93 92 93 92 92 98
[45] MT433375 - 92 93 99 99 93 93 97 97 93 93 93 93 92 92 99
[46] KM607489 99 92 92 97 97 93 92 98 97 98 96 98 98 92
[47] KM607505 - 939397 97939399 98 99 97 98 98 93
[48] KM607468 99 93 93 96 97 93 94 93 93 92 92 99
[49] KM607469 - 929396 97 93 94 93 93 93 93 99
[50| KM607584 - 99939398 97 97 98 97 97 93
[61] KM607550 - 949298 97 97 98 96 97 93
[52] KM607536 - 9593 93 93 93 92 92 97
[53| AF238876 - 93 93 93 93 92 93 98
[64] KM607456 - 98 99 97 98 98 93
[55]|  JF755980 - 9896 97 97 94
56| JQ820455 - 97 98 99 93
[57] MK140621 - 979793
58| AB252644 - 99 93
[59| AB252642 - 93
[60] AB078023 -

Fonte: Da autora (2022).
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Quadro 4 - Identidade de Aminoéacidos do DNA S entre os isolados de BBTV de Mogambique e os isolados disponiveis no GenBank.
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BBTV_156 F1 - 98 98 9898 98 97 9897 97 9898 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 098 98 98 95 95 0598 098 98 098 98 98 98 98 0895 96 989796 96 98 9H8 97 97 98 98 98 98 98 9B 97

T_260_F1 - 100 99 99 100 98 100 98 98 100 99 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 104 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 9% 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98
7_261_F1 - 99 99 100 98 100 98 98 100 99 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98
BBTV_161_F1 - 98 99 98 9998 98 99 98 99 99 99 99 99 99 99 99 09 99 00 99 09 09 09 99 00 0O 00 00 96 0905 99 98 99 00 09 00 05 HH 0597 HE OB OT OT 99 9B OT OB HE 99 9H9 99 98 09 9§
171 F1 - 99 98 99098 98 9998 99 99 99 99 99 HO HO 99 99 09 9O 0O 09 99 90 09 09 9O 99 99 O6 0908 00 05 09 99 99 00 08 00 95 97 08 90 HT 97 99 HB OT S8 98 99 99 99 100 99 95|
173 F1 - 98 100 98 98 100 99 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98
T_1B0_F2 - 989797 9S8 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 098 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 95 OB 08 OB 98 98 98 08 OB 98 9B OH5 06 OB OT 06 96 98 9B 97 97 98 98 98 98 98 98 97
BBTV_181 F2 - 98 98 100 9% 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 104 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98
185 F2 - 97 9898 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 OB OB 095 96 98598 98 08 98 OB 098 OB 98 9B 05 96 HEOT 06 96 98 98 9T 97 98 98 98 98 98 98 97
BBTV_286_F2 - 9898 98 98 98 98 98 98 98 98 98 95 98 98 98 98 98 98 98 98 95 98 95 95 98 95 95 95 98 98 98 98 95 95 95 98 97 96 96 98 98 97 97 98 98 98 98 98 98 97
BBTV_181 F2 - 9% 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 104 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98
BBTV_2181 F2 - 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 099 09 99 09 00 00 00 96 D908 99 08 99 00 09 00 95 9906 97 HE OB OT OT 99 95 OB 98 98 99 H9 99 98 09 9§
BBTV_299 F2 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
BBTV_301_F2 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
BBTV_308_F2 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
BBTV_131 F3 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98
BBTV_241 F3 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
BBTV_243 F3 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98
BBTV_340_F4 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
BBTV_344_F4 - 100 100 104 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98
BBTV_318_F5 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
BBTV_335_F5 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
BBTV_311 F7 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
BBTV_201_F8 - 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
BBTV_204_F8 - 100 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98
BBTV_205_F9 - 100 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
BBTV_210_F9 - 100 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
BBTV_217_F10 - 100 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|

- 100 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98
- 100 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
- 100 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98

BBTV_115 F10

BBTV_171_F11 - 97 100 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
BBTV_1TI_F11 - 9796 9796 97 97 97 97 96 9793 94 969594 95 97 9695 95 96 97 97 97 96 97 95
BBTV_177_F11 - 99 100 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
BBTV_179_F11 - 99 98 99 99 099 00 98 99 95 97 OB 9B 9T 97 99 95 97 98 98 99 99 99 98 99 9§
BBTV_180_F11 - 99 100 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 95 99 100 100 100 99 100 98
BBTV_183_F11 - 99 99 99 D09 98 99 95 97 98 9B 9T 97 99 95 97 98 98 99 99 99 98 99 9§
BBTV_187_F11 - 100 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
BBTV_191 F11 - 100 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 95 99 100 100 100 99 100 98
BBTV_193_F11 - 100 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
JQBI0467 - 99 100 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
KM607471 - 9997 98 100 99 98 98 99 100 98 98 100 99 99 099 08 09 08
EM607470 - 96 97 99 98 97 97 100 99 98 98 99 100 100 100 99 100 98|
MT433376 - 98 979697 97 96 9798 96 97 96 96 96 95 96 97
MT433375 - 989793 98 97 9899 97 98 97 97 97 97 97 9§
EKM607489 - 9998 98 99 100 98 98 100 99 99 99 98 99 95
EKM607505 - 9797 98 9998 97 99 98 98 98 99 98 97
EKM607468 - 98 97 9899 97 98 97 97 97 97 97 9§
EKM607469 - 97 9899 97 98 97 97 97 97 97 9§
EKM607584 - 9998 98 99 100 100 100 99 100 98|
EM607550 - 98 98 100 99 99 99 98 99 9§
EM607536 - 98 98 9B 98 98 97 98 99
AF2138876 - 98 98 98 98 98 98 98
EKM607456 - 99 99 99 98 99 9§
JET5S5980 - 100 100 99 100 98
JQBI0455 - 100 99 100 98
ME140621 - 99 100 98
AB151644 - 99 98
AB151642 - 98
ABOT8023 -

Fonte: Da autora (2022).
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Figura 4 - Arvore filogénetica construida com base na sequéncia de nucleotideos do DNA S

de isolados do BBTV coletados no distrito de Chokwe — Mogambique e isolados
do GenBank. Os valores de bootstrap foram obtidos pelo programa MEGA 7.0
e Neighbor Joining com 2.000 repeticdes.
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Fonte: Da autora (2022).
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Figura 5 - Arvore filogénetica construida com base na sequéncia de aminoacidos do DNA S

de isolados do BBTV coletados no distrito de Chokwe — Mogambique e isolados

do GenBank. Os valores de bootstrap foram obtidos pelo programa MEGA 7.0

e Neighbor Joining com 2.000 repeticdes.
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Fonte: Da autora (2022).
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Os isolados mogambicanos se agruparam no mesmo clado em que os isolados de

Miamar, Malawi, Ruanda e DRC. Apesar de os isolados de: Miamar, Australia, Burundi,
Egito, Tonga, Paquistdo e China, terem se agrupado no mesmo clado que os isolados
mocambicanos, eles ocuparam subclados distintos.

Na arvore construida com base na sequéncia de aminoécidos, além dos isolados de
Malawi e Ruanda os isolados de Miamar, Paquistdo, Tonga e Egito também se agruparam
com os isolados mocambicanos. Isso deve ter ocorrido devido as substituicbes de
nucleotideos serem sinénimas. Nesta arvore, alguns isolados se deslocaram e ocuparam
outros subclados. O isolado BBTV_271 F1 ocupou um subclado juntamente com o isolado
AB252644 de Miamar e o isolado KM607505 da DRC; o isolado BBTV_ 292 F2 ficou
alocado em um subclado proximo aos isolados da China, Japdo, Filipinas, Indonésia e
Taiwam, enquanto que o isolado BBTV_286 F2 BBTV_179 F11 ficaram isolados em sub-

clado e clado distintos.

3.3 Analises das sequéncias do DNA R do BBTV

As identidades de nucleotideos do DNA R se encontram no Quadro 5. A exemplo do
gene DNA S, o DNA R também se mostrou bastante conservado. Com excessao dos isolados
BBTV_286 F2 e do BBTV_273 F1 que apresentaram identidades entre 93 e 96% quando
comparados entre si, todos os demais isolados apresentaram identidades entre 98% e 100%.
Quando comparados com os isolados P10 do GenBank, a identidade desses dois isolados foi
de 94% a 96% enquanto que todos os demais isolados mogambicanos apresentaram
identidade entre 96% e 99%. Por outro lado, quando comparados com os isolados SEA, 0s
dois isolados apresentaram identidades entre 87 e 89%, enquanto que 0s demais
apresentaram identidades entre 90 e 93%.

Ao se comparar a identidade entre os isolados PIO do GenBank, nota-se que eles
apresentam identidade de 97% a 99% entre si e identidades entre 90 e 93% com os isolados
SEA. Esses resultados permitiram inferir que os isolados que ocorrem em Mogambique sdo
do tipo P10, ou seja, pertencem ao grupo do Oceano Pacifico indico.

As identidades de aminoacidos se encontram no Quadro 6. As identidades de
aminoacidos entre os dois isolados citados anteriormente (BBTV_273 F1 e BBTV_286_
F2) e os demais isolados mogcambicanos foi menor que a de nucleotideos, entre 91 a 93%,

indicando que as substitui¢des de nucleotideos foram do tipo ndo sinénimas.



Quadro 5 - Identidade de Nucleotideos de DNA R entre os isolados de BBTV de Mogambique e os isolados disponiveis no GenBank.

BBTV_183_F11
BBTV_187_F11
BBTV_191_F11
BBTV_193_F11
HQ259074
AF416465
AF416466
JQ820453
Q820465
AF416467
AM418538
KM607635
KM607623
KM607598
HQ259074
HQ378190
AB108458
AB186924
AF416477
AF416472
AB108455
AF416468
AF416469
AB186925

NR Tsolados T 2 3 4 5 6 7 8 01011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37
[T BBIV 256 FL ~ 99 98 99 99 95 09 98 99 96 98 99 99 09 09 99 09 99 99 09 99 99 09 99 99 99 99 99 99 99 09 99 99 99 99 99 99
[2]| BBTV_260_F1 - 98 99 99 96 99 98 99 96 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99
3 BBTV_261_F1 - 98 98 94 98 97 98 95 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98
[4| BBTV 262 F1 - 99 96 99 98 99 96 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99
[5] BBTV 271 FL - 96 100 98 100 96 99 99 99 100 100 100 99 100 100 100 99 100 100 99 100 100 99 99 100 100 100 99 99 100 100 100 99
[6]| BBTV 273 FL - 96 94 96 93 95 96 96 96 96 96 96 96 96 96 95 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 95 96 96 96 96
[7] BBTV_ 280_F2 - 98 100 96 99 99 99 100 100 100 99 100 100 100 99 100 100 99 100 100 99 99 100 100 100 99 99 100 100 100 99
[8]| BBTV 281 F2 - 98 95 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98
9 BBTV_285_F2 - 96 99 99 99 100 100 100 99 100 100 100 99 100 100 99 100 100 99 99 100 100 100 99 99 100 100 100 99
[10] BBTV 286_F2 - 95 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96
[11] BBTV 201 F2 - 99 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 98 99 99 99 99
[12| BBTV 202 F2 - 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99
[13| BBTV_299_F2 - 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99
[14] BBTV_301_F2 - 100 100 99 100 100 100 99 100 100 99 100 100 99 99 100 100 100 99 99 100 100 100 99
15 BBTV_308_F2 - 100 99 100 100 100 99 100 100 99 100 100 99 99 100 100 100 99 99 100 100 100 99
[16] BBTV 232 F3 - 99 100 100 100 99 100 100 99 100 100 99 99 100 100 100 99 99 100 100 100 99
[17] BBTV 241 F3 - 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99
[18] BBTV_ 243 F3 - 100 100 99 100 100 99 100 100 99 99 100 100 100 99 99 100 100 100 99
[19] BBTV_340_F4 - 100 99 100 100 99 100 100 99 99 100 100 100 99 99 100 100 100 99
[20] BBTV_ 344 F4 - 99 100 100 99 100 100 99 99 100 100 100 99 99 100 100 100 99
21 BBTV_329_F5 - 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99
[22] BBTV_335_F5 - 100 99 100 100 99 99 100 100 100 99 99 100 100 100 99
[23| BBTV 311 F7 - 99 100 100 99 99 100 100 100 99 99 100 100 100 99
[24] BBTV_ 201 F8 - 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99
[25] BBTV_204_F8 - 100 99 99 100 100 100 99 99 100 100 100 99
[26] BBTV_205_F9 - 99 99 100 100 100 99 99 100 100 100 99
27 BBTV_210_F9 - 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99
[28] BBTV 217_F10 - 99 99 99 99 99 99 99 99 99
[29| BBTV_ 222 F10 - 100 100 99 99 100 100 100 99
[30| BBTV_ 224 F10 - 100 99 99 100 100 100 99
[31] BBTV_ 225 F10 - 99 99 100 100 100 99
[32| BBTV_171 F11 - 99 99 99 99 99
33| BBTV_172_Fl1 - 99 99 99 99
[34] BBTV_177_F11 - 100 100 99
[35| BBTV_179_Fi1 - 100 99
[36| BBTV_180_F11 - 99
1371
[38]
39
[40 |
1]
[42]
43
[44 |
[45 |
[46 |
7]
[48]
149
50
[5L]
[52]
53]
[54]
[25]
56
[57]
[58 |
59
60

41 42 43

4445 46 47

85

48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

93

Fonte: Da autora (2022).



Quadro 6 - Identidade de aminoacidos de DNA R entre os isolados de BBTV de Mogambique e os isolados disponiveis no GenBank.

NR[ Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 3233 34 35 36 3/ 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
T [BBTV_256_F1 - 99 97 99 99 93 99 97 99 93 98 100 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 9998 99 99 99 99 99 99 99 98 98 98 99 99 98 98 99 98 99 93 93 94 94 93 95 94 94 94 94
[2 |BBTV_260_F1 - 97 100 100 93 100 97 100 93 98 99 99 100 100 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[ 3 |BBTV_261_F1 - 97 97 91 97 96 97 9197 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 96 97 97 97 97 97 97 97 97 96 96 97 97 97 97 97 97 97 92 92 93 92 91 93 92 92 93 92
4 |BBTV_262_F1 - 100 93 100 97 100 93 98 99 99 100 100 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[ 5 |BBTV_271_F1 - 93 100 97 100 93 98 99 99 100 100 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
6 |BBTV_273_F1 - 93 91 93 8892 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 9392 93 93 93 93 93 93 93 92 9292 93 93 93 93 93 93 93 88 88 89 89 88 90 88 89 89 89
[ 7 |BBTV_280_F2 - 97 100 93 98 99 99 100 100 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[ 8 |BBTV_281_F2 - 97 9197 97 97 97 97 97 97 97 97 97 96 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 96 97 97 97 97 97 97 97 96 96 96 97 97 96 96 97 96 97 91 91 92 92 90 93 91 92 92 92
9 |BBTV_285_F2 - 9398 99 99 100 100 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[10|BBTV_286_F2 - 92 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 9393 93 93 93 93 93 93 93 9292 92 93 93 93 93 93 93 93 88 88 89 88 87 89 88 88 89 88
[11|BBTV_291_F2 - 98 98 98 98 98 98 98 98 98 97 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 97 98 98 98 98 98 98 98 97 97 97 98 98 97 97 98 97 98 93 93 93 93 91 94 93 93 93 93
12|BBTV_292_F2 - 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 99 99 99 98 98 98 99 99 98 98 99 98 99 93 93 94 94 93 95 94 94 94 94
[13 |BBTV_299_F2 - 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 99 99 99 98 98 98 99 99 98 98 99 98 99 93 93 94 94 93 95 94 94 94 94
14|BBTV_301_F2 - 100 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[15 |BBTV_308_F2 - 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[16 |BBTV_232_F3 - 100 100 100 100 99 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
17|BBTV_241_F3 - 100 100 100 99 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[18|BBTV_243_F3 - 100 100 99 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[19|BBTV_340_F4 - 100 99 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
20 |BBTV_344_F4 - 99 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[21|BBTV_329_F5 - 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 98 98 99 99 99 99 99 99 99 98 97 98 99 99 98 98 99 98 98 93 93 94 94 92 94 93 94 94 94
[22|BBTV_335_F5 - 100 100 100 100 99 100 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
23|BBTV_311_F7 - 100 100 100 99 100 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[24|BBTV_201_F8 - 100 100 99 100 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
25 |BBTV_204_F8 - 100 99 100 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[26 |BBTV_205_F9 - 99 100 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[27 |BBTV_210_F9 - 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 99 99 99 98 98 98 99 99 98 98 99 98 99 93 93 94 94 93 95 94 94 94 94
28 |[BBTV_217_F10 - 100 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 g4
[29 [BBTV_222_F10 - 100 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[30 [BBTV_224_F10 - 100 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
3T |BBTV_225_F10 - 99 98 100 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[32[BBTV_171_F11 - 99 99 99 99 99 99 99 99 98 98 98 99 99 98 98 99 98 99 94 94 95 95 93 95 94 95 95 95
33 |BBTV_172_F11 - 98 98 98 98 98 98 98 97 97 97 98 98 98 98 98 98 98 93 93 94 94 93 95 94 94 94 94
[34 [BBTV_177_F11 - 100 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[35 [BBTV_179_F11 - 100 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
36 [BBTV_180_F11 - 100 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[37 [BBTV_183_F11 - 100 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[38 [BBTV_187_F11 - 100 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
39 [BBTV_191_F11 - 100 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[40 [BBTV_193_F11 - 98 98 98 100 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
41| HQ259074 - 9797 98 98 98 98 98 98 98 93 93 94 94 92 94 93 94 94 94
[42| AF416465 - 97 98 98 97 98 98 97 98 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[43| AF416466 - 98 98 98 98 98 98 98 93 93 94 94 93 95 94 94 94 94
44| Q820453 - 100 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[45| JQ820465 - 99 99 100 99 99 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
[46| AF416467 - 98 99 98 98 93 93 94 94 92 94 93 94 94 94
47| AMA418538 - 99 98 98 93 93 94 94 92 94 94 94 94 94
[48] KM607635 - 9999 94 94 95 94 93 95 94 94 95 94
49| KM607623 - 9893 93 94 94 92 94 93 94 94 94
[50| KM607598 - 94 94 95 95 93 95 94 95 95 95
[61] HQ259074 - 99 96 97 95 97 96 96 96 96
52| HQ378190 - 96 96 95 97 96 96 96 96
[53| AB108458 - 99 94 97 99 99 100 99
[54] AB186924 - 9497 98 99 99 99
55| AF416477 - 959494 94 94
[56| AF416472 - 96 97 97 97
57| AB108455 - 98 99 98
58| AFA16468 - 99 99
[59| AF416469 - 99
60| AB186925 -

Fonte: Da autora (2022).
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O mesmo foi notado com o isolado 3, cuja identidade de nucleotideos variou de 94%

a 99% e a de amino&cidos de 91% a 97%. A maioria dos isolados apresentou identidade
igual a 100% quando comparados entre si, e de 97% a 100% quando comparados com 0s
isolados do grupo P10 e 91% a 95% quando comparados aos isolados do grupo SEA.

A arvore filogenética baseada na sequéncia de nuceotideos se encontra ilustrada na
Figura 6. Os isolados se agruparam em dois clados distintos, sendo um com os isolados do
grupo PlO e outro com os isolados do grupo SEA. Todos os isolados mogambicanos se
agruparam em um subclado com o isolado JQ820453 de Malawi. Os demais isolados do
grupo PIO se agruparam no mesmo clado, porém reunidos em um subclado distinto.

Na éarvore filogenética baseada na sequéncia de aminoacidos (FIGURA 7) a
distribuicéo foi ligeiramente diferente. Houve também uma separacédo dos isolados em dois
clados, um com os isolados do grupo PIO e outro com os isolados do grupo SEA. Porém,
além do isolado JQ820453 de Malawi, os isolados KM607635 da RDC, isolado JQ820465
da Ruanda e um pouco mais distante o isolado AF416467 de Tonga também se agruparam
com a maior parte dos isolados mocambicanos. Outros oito isolados de Mocambique se
misturaram aos isolados de diversas partes do mundo em diferentes combinacdes. Tanto os
resultados das identidades como os da filogenia apontam para a classificacdo dos isolados
estudados dentro do grupo PIO.
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Figura 6 - Arvore filogénetica construida com base na sequéncia de nucleotideos do DNA R

de isolados do BBTV coletados no distrito de Chdkwe — Mocambique e isolados
do GenBank. Os valores de bootstrap foram obtidos pelo programa MEGA 7.0 e
Neighbor Joining com 2.000 repeticoes.
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Figura 7 - Arvore filogénetica construida com base na sequéncia de aminoéacidos do DNA R

de isolados do BBTV coletados no distrito de Chdkwe — Mocambique e isolados
do GenBank. Os valores de bootstrap foram obtidos pelo programa MEGA 7.0 e
Neighbor Joining com 2.000 repetices.
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4 DISCUSSAO

Neste trabalho os isolados mocambicanos de BBTV, provenientes do distrito de
Chdkwe, em Gaza, tiveram as sequéncias dos DNA R e DNA S sequenciadas e analisadas
pela primeira vez, revelando informacdes inéditas sobre a sua classificagdo e possivel origem
geogréfica.

As identidades de nucleotideos do DNA R entre o0s 40 isolados analisados, revelaram
que 38 deles apresentaram no maximo 2% de diferenca, mostrando a alta conservacéo desse
gene, j& observado por autores de outras regides do mundo. Adegbola et al. (2013) na
Nigéria, também encontraram identidades de 100% entre os isolados locais. Outro estudo
feito em Camardes por Oben et al. (2009) mostrou resultado semelhante, ou seja, 100% de
homologia entre sequéncias dos isolados detectados.

Estudos filogenéticos realizados por Karan et al. em 1995 e revisados por Yu et al.
em 2012, propuseram a classificagdo dos isolados do BBTV, com base na sequéncia de
nucleotideos, em dois grupos: Grupo do Pacifico Sul e Grupo Asiatico. Os isolados
mocambicanos apresentaram identidade maior com os isolados do grupo PlO, entre 97% e
99%, e menor identidade com os isolados do grupo SEA que foi entre 90% e 92%, indicando
que os isolados mogambicanos pertencem ao primeiro grupo. Estes resultados foram
corroborados pela distribuicdo dos isolados na arvore filogenética baseada na sequéncia de
nucleotideos, que mostrou uma clara subdivisao dos isolados em dois clados distintos, com
todos os isolados mogambicanos agrupados com os isolados do grupo P10O. Outros autores,
estudando os isolados dos diversos paises da Africa, também observaram que os isolados
pertenciam ao grupo P10 (ABDEL-SALAM; DAHOT; SADIK, 2012; ADEGBOLA et al.,
2013; KARAN; HARDING; DALE, 1994; 1997; NIYONGERE et al., 2015; OBEN et al.,
2009; WANITCHAKORN et al., 2000).

O interessante foi observar que os isolados mogambicanos apresentaram uma grande
proximidade com o isolado JQ820453 de Malawi, que é um pais fronteirico a Mogcambique,
com o qual se limita a sul e a oeste. Isso demonstra que existe uma alta probabilidade de que
os isolados Mogambicanos tenham sido provenientes deste pais. Kumar et al. (2011) ja
haviam considerado o Malawi como um foco de disseminagdo do BBTV através da troca de
material de plantio de cultivares preferidos entre os agricultores de paises fronteiricos.
Entretanto, é preciso considerar que a Africa do Sul também tem a presenca do BBTV e faz

fronteira com o Sul de Mogambique. Como néo existem informacdes sobre as sequéncias do
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gene completo do DNA R no GenBank, ndo pode ser incluido neste estudo. Porém, néo se

pode descartar a Africa do Sul como originaria dos indculos que chegaram a Malawi e a
Mocambique, uma vez que ela se encontra geograficamente mais proxima do sul de
Mocambique que o Malawi.

Pesquisas sobre a introducio de BBTV na Africa sub-shariana (SSA) indicaram que
a chegada no BBTV na Africa pode ter ocorrido de duas maneiras: na Republica
Democratica de Congo (RDC) em 1950 se deu provavelmente através de propagulos
infetados trazidos do sul da Asia ou Pacifico Sul (DALE, 1987; FOURE E MANSER, 1982;
WARDLAW, 1961); na Guiné equatorial e no Gab&o pode ter sido introduzida pelo afideo
Pentalonia nigronervosa infectado trazido por trabalhadores imigrantes das Filipinas. Em
seguida supde-se que tenha ocorrido uma disseminacdo para outros paises da Africa
(Ruanda, Burundi e Republica Centro Africana) (JEGER et al., 1995; WARDLAW,1961).

Esta virose é conhecida por ser amplamente prevalente nos paises da Africa Central
e no Malawi, na Africa Austral (KUMAR et al., 2011). Até o momento a ocorréncia da
doenca ja foi relatada em 16 paises da Africa Central e Austral (Angola, Benim, Egito,
Nigéria, Gabdo, Burundi, Camardes, Republica Centro-Africana, Republica Democratica do
Congo (RDC), Congo, Guiné Equatorial, Malawi, Ruanda, Zambia, Africa do Sul e
Mogambique) (EPPO, 2021).

Na andlise do gene S entre si, observou-se que também € altamente conservado, com
mais de 50% de isolados 100% idénticos entre si, considerando-se a identidade de
nucleotideos, sendo que a menor identidade foi de 98%. Também no caso do gene S, as
maiores identidades de nucleotideos foram observadas com os isolados do grupo PIO,
destacando-se os isolados africanos JQ820467 da Ruanda, KM607470 do Egito, KM607505
da Republica Democratica do Congo (DRC), e os isolados JF755980 e JQ820455 do Malawi.
A arvore filogenética construida com base na sequéncia de nucleotideos, a exemplo do
observado para o0 gene R, também mostraram uma maior proximidade com os com 0s
isolados do grupo PIO, destacando-se os isolados RJQ820467 da Ruanda e o isolado
JQ820455 do Malawi.

Considerando o perigo que esta doenga constitui para a industria da banana e para a
seguranca alimentar, sdo necessarias medidas urgentes de combate tais como a instalacéo de
laboratorios de indexacdo e a disponibilidade de controles positivos de modo a aumentar a
confianca no diagndstico baseado em PCR, como a deteccéo e validagdo de isolados locais,

o treinamento da equipe local de programas agricolas e de extensdo no reconhecimento e
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controle da doenca. Nesse contexto, torna-se urgente sensibilizar os agricultores e

funcionarios do governo sobre a doenca e a necessidade de implementacdo de medidas de
controle, incluindo (i) producdo em grande escala e fornecimento de material de plantio
gratuito livre do BBTV de variedades preferidas pelos agricultores para reabilitar a produgéo
de banana nas regides afetadas, prevenindo o uso de material de plantio infetado; (ii)
educacado dos agricultores na destruicdo do material infetado; (iii) maior vigilancia
fitossanitaria e implementacdo estrita das respetivas medidas incluindo restricbes a
movimentacdo de materiais de plantio de regiGes afetadas pela doenca, principalmente
naquelas que fazem fronteira com é&reas afetadas pela BBTD; (iv) implementagdo de
programas de conscientizagdo entre agricultores, extensionistas e agéncias reguladoras; (V)
treinamento para melhorar a capacidade de monitoramento e diagndstico da doenca; (vi)
aplicacdo de normas de quarentena e praticas de cultivo integrado (ICP), destinadas a reduzir
a propagacédo da doenca e do afideo vector Pentalonia niigronervosa e (vii) fomentar e
desenvolver programas robustos de pesquisa para identificar as variedades resistentes, as
diferentes cepas do virus e suas origens bem como a diversidade genética existente em cada
regido de producdo de banana em Mocambique. Tais medidas sdo também recomendadas
por diversos pesquisadores como James et al. (2012), Oben et al. (2009), Adegbola et al.
(2013) e Ximba et al. (2022).

Considerando que a presenca do virus em Mocambique e nos paises vizinhos
constitui uma grande ameaca para as lavouras comerciais e para os produtores familiares de
banana, cuja cultura é considerada de subsisténcia para esse segmento da populagdo em
Mocambique, essas a¢Oes sdo essenciais e precisam ser implantadas com urgéncia e depois

sustentadas pelos 6rgaos governamentais.

5 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo apontam para a classifica¢do dos isolados mogambicanos
dentro do grupo PIO, como o observado em Malawi. Este e outros resultados indicam que a
introducdo do BBTV em Mogambique tem uma grande probabilidade de ser provenientes
de Malawi, através da propagacéo de material de infectado para plantio.

Esses resultados enfatizam a necessidade de pesquisas intensivas para avaliar a

extensdo da disseminacdo geogréfica e a gravidade do BBTV em Mocambique e da
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implementacdo de medidas de quarentena e fitossanitarias para evitar a propagacao interna

e trans-fronteirica do virus .
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