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RESUMO GERAL

O diagnéstico eficiente dBanana streak viru§BSV) é um grande
desafio, devido a duas principais limitacdes: a diversidade desse virus em
todos os paises onde ocorre, tornando ineficienseiaa deteccdo por testes
sorolégicos, pois podem gerar resultados falsostiveg e também a sua
capacidade de se integrar no genoma da bananeirajodo completo ou
incompleto, o que, por sua vez, gera resultadamdapositivos quando se
empregam técnicas moleculares. Esse trabalho ten® mbjetivo testar a
eficiéncia da técnica denominadadiling circle amplificatiofi (RCA), para a
diagnose do BSV em bananeira sem a ocorréncialslesfpositivos. Foram
também coletados isolados desse virus em diferaries do pais, para
determinacdo da sua identidade em comparacdo adauds ja descritos em
outras partes do mundo, com base na analise matedniigene da RT/RNaseH
e digestdo com enzimas de restricdo. Foram anatigtldamostras de bananeira
com suspeita de infeccdo, provenientes de 6 estdmlddrasil, e estas foram
submetidas aos testes PCR e RCA. Entre as ampssiivas foram escolhidos
11 isolados para sequenciamento. Todas as amasitamdas foram PCR
positivas, entretanto, quando analisadas por RGag 31 foram positivas,
mostrando que, se analisadas apenas por PCR,a0tdeam gerado resultados
falsos positivos. Os fragmentos gendmicos de 540qdalizados no gene da
RT/RNaseH, dos onze isolados sequenciados mostranam identidade de
nucleotideos que variou entre 65 a 99% entre elede 42 a 99% com o0s
isolados do GenBank, pertencentes as diferentégiesga descritas, que foram
empregadas para comparacdo. Com base nessasddentiquatro dos isolados,
foram classificados com®&anana streak uganda C viru8%UgCV), dois,
como Banana streak obinol'Ewai viru BSOLYV) e um comdanana streak
Mysore virudBSMyV). Trés outros isolados néo se classificammmnenhuma
das espécies ja descritas, os denominados: PR-GATL SE-PAN1, que
apresentaram identidade entre si de 92%, devewnd@npo, ser de uma mesma
espécie, e 0 CE-PRCA1, que se mostrou completandéfietente de todos os
isolados brasileiros e do GenBAnk. Tentativas deesgregar enzimas de
restricdo para caracterizacdo das espécies ndan fdsem sucedidas,
necessitando de pesquisas adicionais. Os dadotaappara a necessidade de
se aprofundar os estudos com os agentes causwirudala estria da bananeira
no Brasil, devido a grande variabilidade e complade gendmica dos isolados
presentes no pais. Nesse trabalho foram caradtasizaela primeira vez, com
base em analises genémicas, algumas das espéd@admivirus que infectam a
bananeira no Brasil, sendo que trés novas espéirda ndo descritas na
literatura, foram aqui detectadas.

Palavras-chave: Fitopatologia. Biotecnologia. Banstneak virus.



GENERAL ABSTRACT

The efficient diagnosis of Banana streak virus (B&\a great challenge
due to two main limitations: the high diversitytbfs virus in all countries where
it occurs, making the detection by serologicalgésefficient, since they might
generate false negative results, and the capa€iintegrating, complete or
incompletely, into the banana genome which, in,tgenerates false positive
results when employing molecular techniques. Thislysaimed at testing the
efficiency of the technique called "Rolling circénplification” (RCA) for the
diagnosis of BSV in banana without the occurrenfcialge positives. We also
collected virus isolates in different regions oé ttountry in order to determine
their identity compared with previously describsdlates from other parts of the
world, based on the molecular analysis of gene R@&@H and digestion with
restriction enzymes. We analyzed 41 samples ofrizmsaspected of infection,
from 6 Brazilian states, submitting them to PCR & A tests. Among the
positive samples, 11 isolates were chosen for smijug All collected samples
were PCR positive, however, when analyzed by RQ#ly 81 were positive,
showing that, if analyzed only by PCR, 10 woulddgenerated false positives.
On the 540 bp genomic fragments located in the RE&RH gene, eleven
sequenced isolates showed an identity of nuclentidaging from 65 to 99%
among them, and 42 to 99% with the isolates from@enBank, belonging to
the different species described above, which weesl dfor comparison. Based
on these identities, four of the isolates were sifiesl: one aBanana streak
Uganda virus QBSUgCV), two aBanana streak obinol'Ewai viruBSOLYV)
and one aBanana streak Mysore viry(BSMyV). Three other isolates were not
classified in any of the described species, s@dalPR-CAT1 and SE-PANL1,
which presented 92% identity with each other ahdrefore, must be of the
same species; and CE-PRCA1, which was shown toobwpletely different
from the Brazilian and GenBank isolates. Attemptsige restriction enzymes in
order to characterize species were unsuccesshuljrireg additional research .
The data point to the need for further studies i causal agents of banana
streak virus in Brazil due to the high variabilapd complexity of the genomic
isolates present in the country. In this work, Wwaracterized for the first time,
based on genomic analyzes, some othénavirusspecies which infect banana
in Brazil, with three new species not yet descrilbedthe literature being
detected.

Keywords: Phytopathology. Biotechnolo@anana streak virus.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O mercado de frutas consumidas na fornma fiaturd tem sido
enriquecido cada vez mais com a crescente aceigdgdmnana. Essa fruta,
aparece em primeiro lugar gerando o maior volumanfeiro, seguido pela
macd, uva e laranja (EMPRESA DE PESQUISA AGROPECIAARE
EXTENSAO RURAL DE SANTA CATARINA - EPAGRI, 2011). dlano de
2012, o Brasil foi o sexto maior produtor mundiaimc pouco menos de 7
milh6es de toneladas e area cultivada de aproximewig 486,99 mil hectares
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS - FAO, 2012). Esse fato esta diretamentacienado com o clima
nacional, que é favoravel a producao de bananpigado a sua oferta durante
todo o ano. O consumo mundial de banana per cdpita aumentado
gradativamente nos Ultimos anos, atingindo aprodameente 10kg/hab/ano
(EPAGRI, 2011).

A crescente infec¢céo por patdgenos na cultura dartzatem onerado a
maioria dos pequenos produtores, pois, além daapeue podem variar de 6 a
90% para dBanana Streak viruBSV) (DAHAL et al., 2000; DANIELLS et
al., 2001), ha, também, o uso frequente de peatiaieé elevado custo. Por outro
lado, considerando-se os grandes produtores, atérrusto econémico, essa
medida representa um custo ambiental consider&astk quadro é, ainda,
agravado pela escassez de variedades melhoradalificaldade em se
exterminar os vetores do BSV como as cochonilPd@nococcus citri,
Dysmicoccus brevipesde e Saccharicogaharie, também, a inexisténcia de
medidas curativas para doencgas virGticas (FRISONARROCK, 1997;
KUBIRIBA; LEGG; TUSHEMEREIRWE, 2001; SILVEIRA et a12008).
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Além de possuir um alto grau de variabilidade geagb BSV possui
caracteristicas genéticas distintas, que o difeaeda maioria dos fitovirus
conhecidos, tornando a sua deteccdo e controlarttastomplicados. Até o
momento, existem quatro espécies de BSV recontecigelo 6rgdo
International Committee on Taxonomy of Virug¢STV): Banana streak
obinol'Ewai virus (BSOLV), Banana streak Gold Finger viruBSGFV),
Banana streak Mysore vir/BSMYV), e oBanana streak acuminata Vietham
virus (BSVNV) e outras cinco se encontram em processgedenhecimento.
Aliado a isso, por ser um membro da fam@iaulimoviridae apresenta como
peculiaridade o fato de ser capaz de se integrajeaoma nuclear da planta
hospedeira, complicando a sua deteccdo por métdteculares (GAYRAL;
BLONDIN; GUIDOLIN, 2010).

As sequéncias virais integradas sdo denominadag€sgigs endégenas
de pararetrovirus (EPRVS) e ocorrem esporadican{&@HE&RING et al., 2000,
2001, 2005a; HOHN et al., 2008; JOHNE et al., 20D8MES et al.,2011a).
Existem dois tipos de eventos de integracdo que di@lm encontrados em
bananeiras. O primeiro tipo estd contido na maial@s bananeiras e
compreendem sequéncias incompletas do genomaogirquais sdo incapazes
de causar infeccdo. O segundo tipo de sequén@gratta € conhecida como
sequéncia enddgena ativa (eaBSVs) e consiste nomgerinteiro do BSV
(JAMES et al., 2011a). O primeiro tipo ocorre taato bananeiras com genoma
A guanto em B, sendo constituido por sequénciasiptetas do genoma viral,
chamados de EPRVs e séo incapazes de causar mfd@c&egundo tipo,
encontrado apenas em bananeiras com genoma Bs#twidio por sequéncias
enddgenas ativas (eaBSVs), contendo o genoma congeBSV, e pode se
tornar infeccioso em situagdes de estresse, cohidrico, térmico e o causado
pela cultura de tecidos (GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 290GEERING et al.,
2005a; JAMES et al., 2011a; KUNII et al., 2004)s@eita-se que as EPRVSs,
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provavelmente, integram-se no genoma de seus haispeg@or recombinacdes
ilegitimas entre 0 seu DNA e o do hospedeiro. Esssercbes variam desde
pequenos fragmentos a complexas sequéncias realaang, além disso, pode
conter mais de uma cdpia do genoma viral. Dessengossivel que plantas
assintomaticas passem a apresentar sintomas, dgéss aeventos de
recombinacao (COTE et al., 2010; DALLOT et al., PONIDOWORA et al.,
1999).

Esses fatores tém tornado complicado a diagnoseB®é que é
indispensavel para a certificacdo de mudas de baaanAlém disso, o fato de
poder ocorrer um grande numero de espécies desss, \praticamente,
inviabiliza a sua diagnose por métodos sorolégipety seu alto potencial de
gerar falso-negativos. A presenca de EPRVs, envards hibridas de banana,
por outro lado, pode gerar resultados falso-pastiwisando superar essas
limitacBes, James et al. (2011a, 2011b) propuseraiso de uma nova técnica
denominada “rolling circle amplification” (RCA), padiferenciar as sequéncias
tipo integrada das epissomais. Essa técnica utdizBNA polimerase de
bacteriéfago Phi29, que tem sido usada para cairtenoléculas circulares de
DNA (BI; CUI; LI, 2013; DEAN et al., 2001) de divars virus que infectam
humanos, animais e plantas (JOHNE et al., 2009; IR\&\; GUSTAVSSON;
GYLLENSTEN, 2012).

No Brasil, a diagnose eficiente do BSV, ainda, oot sendo um
grande desafio para os produtores de mudas caddfic Nesse trabalho,
pretende-se verificar a eficiéncia e potencial de da técnica RCA para a
diagnose desse virus em atividades rotineirasadmdse, que sao realizadas nos
laboratdrios oficiais ligados ao sistema naciomatertificacdo de mudas. Além
disso, objetiva-se caracterizar os variantes gevgtjue ocorrem nas principais
regibes produtoras do Brasil, visando conhecersqaai espécies de BSV se

encontram presentes nessas regiées.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A bananeira no Brasil e no mundo

Ha indicios de que a bananeira tenha sido cultiyentamais de 4000
anos e acredita-se ter originado na Asia, maisga@ente no sudeste da China,
embora existam outros centros de origem como riadi@riental e em ilhas do
Pacifico (MOREIRA, 1999).

A bananeira Nlusa spp € cultivada na maioria dos paises tropicais e
sua fruta ocupa a segunda colocacdo entre as ogsimidas no mundo e a
primeira na forma ihh naturd’, com 10,38 kg/hab/ano, superada apenas pela
laranja, cujo consumo € de 12,83 kg/hab/ano (EPAG®IL1). O fato de poder
ser produzida, durante todo ano em paises tropioalisca a banana como um
dos produtos alimenticios mais produzidos no pafEPAGRI, 2009). Em
2009 foram produzidas 97,4 milhdes de toneladasdosea populacdo da
América do Sul a maior consumidora, com 21,13 Kg#reo, seguida pela da
América Central, com 13,9 kg/hab/ano, e da Oceamim 11,26 kg/hab/ano
(EPAGRI, 2011).

A banana representa a quarta fonte de energiaddpanilho, arroz e
trigo (BORGES; PEREIRA; LUCENA, 2009). A sua imgortia na
alimentacao humana é em decorréncia ndo somesgudalor nutricional, mas
também por ser um alimento altamente energéticeeOteor de carboidratos,
que correspondem a, aproximadamente, 22% dos g&ientes, sao facilmente
assimilados e geram 1 kcal por grama de polpa.uRoada, alto teor de
potassio e vitamina C, somado a quantidades rasodeesitamina A, B1, B2 e
elementos como fésforo, calcio magnésio e ferroSBAIN et al., 2007;

WALL, 2006). Isso faz com que a banana seja usamaocsuplementacdo



19

alimenticia, em paises ou regides mais carentea,vem que, além de elevado
valor nutricional, € saborosa, de modo que ha umadg aceitacdo dessa fruta
em conjunto com outros alimentos.

Cada vez mais 0s responsaveis pela salde pubilicant®Entivado a
adicéo de frutas e verduras ao cardapio alimeptés,0 seu consumo tem sido
associado a reducdo de doencas e quadros isquéracd®vasculares e
cerebrais, além de prevenir diversos tipos de ¢dBE&&ZZANO et al., 2002).

Alguns eventos evolutivos foram determinantes parascolha da
bananeira para o cultivo. Dentre eles destacames®méncia de partenocarpia
por mutagdo erMusa acuminata a existéncia de esterilidade da flor feminina
que resultou no desenvolvimento dos frutos semoaréncia de polinizacao
(KAEMMER et al, 1992). Evidéncias recentes sugerem que partenacarp
surgiu na subespéch. acuminata. banksi/ouerrans essas duas ocorrem em
Nova Guiné e Filipinas, respectivamente (CARREELakt 2002). A partir
disso, cultivares primitivas foram levadas pelo bBompara outras partes do
sudeste da Asia, onde sofreram outros eventosddihacao.

Os hibridos, com caracteristicas comerciais relegan séo
principalmente resultantes de duas espécibfijsa acuminatggenoma A) e a
Musabalbisiana(genoma B) (HARPER et aR005). Essas cultivares contém
combinacdes variadas de genomas completos das iesspparentais, e
apresentam 3 niveis cromossdmicos distintos: dipladiriploide e tetraploide,
resultando nos seguintes grupos: AA, BB, AB, AAAAR, ABB, AAAA,
AAAB, AABB e ABBB (ALVES, 1999).

O melhoramento genético tem sido empregado conmmani@nta, para
obtencéo de variabilidade, que pode resultar emtgdamais produtivas, com
maior valor nutritivo, adaptadas a diferentes agpesistemas e resistentes a
pragas e doencas (ALVES, 1999). O intercambio deenah genético com

outros paises envolve um risco de introducdo atatlele patégenos, que nem
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sempre induzem sintomas visiveis. Assim sendo,néamental que existam
testes diagndsticos eficientes, com a finalidade edigar a introducdo e

disseminacdo dos mesmos

2.2 Banana streak virus

O Banana streak virufoi descrito por Lockhart (1986), eMusa sp e
caracterizado posteriormente como pertencente dlida@aulimoviridae do
género Badnavirus E um pararetrovirus, ou seja, durante o proceso
replicacdo o seu genoma € diretamente transcritorefRNA mensageiro que €
sintetizado a partir do genoma original e poddragscrito novamente em DNA
pela transcriptase reversa. Possui particula faaaile, com 30 nm de diametro
por 130 a 150 nm de comprimento, contendo um gerudralar, de fita dupla
de DNA, com 7,4Kb, apresentando 3 ORF's. As duasOmRenores (1 e 2)
codificam duas proteinas com 20,8kDa e 14,5 kBpeetivamente, cuja fungéo
ainda ndo é bem conhecida (LHEUREUX et al., 20@V)maior ORF (3)
codifica uma poliproteina de 208 kDa, que é pawmterente clivada gerando as
proteinas de movimento, capa proteica, aspartyease, transcriptase reversa e
RNase H.
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ORF1

ORF2

ORF3

Figural Organizacao do genoma do BSV

Nota: O circulo completo representa a dupla fggDiNA. O circulo interno pontilhado
mostra 0 mapeamento dos transcritos. E o outro iustra a posi¢cdo das 3
ORF's.

Fonte: (HARPER; HULL1998).

O BSV é disseminado no campo de forma semi penséstpelas
cochonilhas Planococcus citri, Saccharicoccus sacchari e Dysmicoccus
brevipesle (KUBIRIBA; LEGG; TUSHEMEREIRWE, 2001; SILVEIRAtal.,
2008). Os sintomas, em bananeiras infectadasaimise com pequenas lesfes
cloréticas em forma de pontuacgfes, que se estefmfenando longas estrias
cloréticas, que se tornam necréticas ficando escdistribuidas sobre as folhas,
nem sempre afetando todas as folhas da planta.néiaséle cacho, vigor
reduzido da planta e deformagéo do fruto, tambémobservados (PEREIRA;
MOREIRA; GASPAROTTO, 2003). O BSV ja foi encontradiafectando

plantas dos grupos genéticos de bananas em todoiais de ploidia e em
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diversos locais ao redor do mundo, tendo todas elstrado alta
suscetibilidade (FIGUEIREDO et al., 2006; GEERINGak, 2005b; JAMES et
al., 2011b; LHEUREUX et al., 2007).

Considerando o critério estabelecido pelo ICTV paragénero
Badnavirus,que considera espécies distintas aquelas que posaas de 20%
de diferen¢a na sequéncia de nucleotideos do geneaglifica a RT/RNaseH
(GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009; HULL et al., 2005; JMES et al.,
2011a; LOMBARDI; HARAKAVA; COLARICCIO, 2010), divesas espécies
tém sido propostas. Até o presente momento asiespEBSYV ja reconhecidas
sdo:Banana streak obinol'Ewai virlSOLV), Banana streak goldfinger virus
(BSGFV), Banana streak Mysore virUBSMYV), e Banana streak acuminata
Vietnam virus(BSVNV), entretanto, existem mais seis que forampgstas
(LHEUREUX et al., 2007; JAMES et al., 2011b).

Além da sua grande variabilidade, esse virus passtapacidade de
integrar 0 seu genoma, ou parte dele, no genonylasdéa hospedeira. Dois
tipos de sequéncia integrada de BSV tém sido @etestem bananeiras. O
primeiro tipo, chamado de EPRVSs, contém sequémutasnpletas do virus que
sdo incapazes de causar infeccdo (GAYRAL; LESCHEUREUX, 2008). O
segundo tipo de integragédo, constituido por sedgagrnddgenas ativas do BSV
(eaBSVs), contém o genoma completo do virus ingerd genoma do
hospedeiro. A maioria das EPRVs €, provavelmetit@jrada do genoma da
planta, entretanto, também, pode ser integrada npeio do processo de
endogenizacdo (GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009) EPRVS podem variar
desde pequenos fragmentos a sequéncias maiorendaoodonter mais de uma
copia do genoma (GAYRAL; BLONDIN; GUIDOLIN, 2010ABES et al.,
2011b).

O mecanismo de integracdo continua desconhecidedaa-se que as

EPRVS se integram no genoma de seus hospedeissygimente, por meide



23

recombinacdes ilegitimas entre o DNA do hospedeiro viral GAYRAL;
ISKRA-CARUANA, 2009. As sequéncias virais podem ser integradas em
células germinativas de algumas plantas para sartgrarte do seu genoma,
sendo, posteriormente, inseridas na populacdo pirde eventos como selecéo
natural e derivacdo genética (GAYRAL; BLONDIN; GUWIRIN, 2010).
Algumas espécies de BSV possuem dois segmentoeqiérxia viral, que
juntos formam o conjunto completo do genoma dosvérestes dois segmentos
sdo separados por uma regiao de 6 kb contendorssgsi&irais ndo contiguas
e invertidas. A infec¢@o nos hibridos de banaregntece, a partir da ativagao
dessas sequéncias integradas, por meio de recaidb;raomélogas, seguidas
por excisdo da regido de 6kb e a juncdo de ambaegm@snidades das mesmas.
Finalmente ocorre o enovelamento do acido nucleilemdo origem a uma
molécula circular em forma de mini cromossoma, sgr@ equivalente ao virus
(NDOWORA et al., 1999)

Apesar da sua origem acidental, a presenca de EPRYS
consequéncias importantes para plantas hospedekasas sequéncias
contribuem para modificacdo do tamanho e alteragégmdrédo de metilacdo do
genoma do hospedeiro e, também, atuam como repaglames gendmicos, por
meio da inducdo de rearranjos cromossomais (HOH&. e2008), bem como
elementos de transposicdo (BENNETZEN, 2000; KIDWELLSCH, 2000).
Pequenas porcBes de EPRVs, também, foram idedaficaom a funcdo de
auxiliar a planta hospedeira garantindo resistéaciairus. Essa resisténcia se
da pela transcricdo de RNA de interferéncia, sitmo particulas virais nao
integradas (HOHN et al., 2008Em determinadas condicdes de estresse, como
por exemplo, o hidrico e o ocasionado por cultue tdcidos, podem
desencadear eventos de recombinacdo em sequérteigimdas resultando em
infecgBes epissomais (COTE et al., 2010; JAMES. e2@11b).
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2.3 Banana streak virugBSV) no Brasil

Apesar de existirem somente duas viroses em baaaneggistradas no
Brasil, a causada pelo BSV e a causada @elcumber mosaic viru€CMV),
ambas sao considerados fatores limitantes paraodugfio banana no pais
(BRIOSO, 2003; FREIRE FILHO; BRIOSO, 2000).

Duas espécies de BSV ja foram descritas como ateéstano Brasil: o
Banana streak Uganda B virUBSUgBV) (POLTRONIERI et al., 2008) e,
também, o Banana streak OL virus (LOMBARDI; HARAKAVA;
COLARICCIO, 2010).Porém, nao foi levada em consideragdo a presenca de
EPRVs ou EaBSVs nem a identificacdo epissomal i vi

O Estado de Séo Paulo sobressai como o maior prodetbananas do
pais, seguido por Bahia, Minas Gerais e Santa iGatahk regido do nordeste
destaca-se como a de maior producdo no territ@dmnal com 39,5% do total
(EPAGRI, 2011). A ocorréncia de doencas, porém, &t um constante
desafio para a manutencdo da produtividade no IBmsino mundo
(POLTRONIERI et al., 2008). Recentemente, no Estdd Amazonas, foi
relatada a ocorréncia de lesbes necréticas, deafortinregular, nos frutos,
causadas por BSV depreciando-os completamenteapewenercializagdo. Esse
tipo de sintoma ndo havia sido identificado no Bra® o momento, porém a
espécie de BSV ndo foi determinada (BRIOSO; PEREIBASPAROTO,
2011). Faz-se necessario, entédo, o uso de medigagogsam contribuir para o
aumento do plantio de mudas sadias e, consequertEnpara o aumento da

producéo, atendendo tanto ao mercado interno qaantaterno.
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2.4 Métodos de diagnose do BSV e suas limitagfes

Diversos métodos tém sido descritos para a diagaosé8SV em
material vegetal, como 0s sorologicos e os moleesjabem como uma
combinacdo desses. O teste sorolégico mais emmre§ad DAS-ELISA
(“Double Antibody Sandwish Enzyme Linked Imunossbrbssay) e o teste
molecular é o PCR Polymerase Chain Reactiyn Uma combinacdo entre
esses dois, o0 IC-PCRIffimuno capturePCR"), também, tem sido utilizado
(GAYRAL,; ISKRA-CARUANA, 2009; GEERING; PARRY; THOMA, 2011;
KARANJA et al., 2010).

O Teste DAS-ELISA é relativamente rapido, baratefieiente, sendo
possivel a analise de diversas amostras de formalt&nea (FIGUEIREDO;
BRIOSO, 2007). Entretanto, em func@o da grandeabdidade genética do
BSV, os antissoros produzidos ndo sdo eficientes getectar todas as espécies
desse virus, de modo que os testes baseados de astissoros especificos tém
se mostrado ineficientes, gerando resultados fagativos (FIGUEIREDO et
al., 2006; GEERING et al., 2000, 2005b; HARPER let 2005; HARPER,;
HULL, 1998; LHEREUX et al., 2007).

A técnica PCR é altamente sensivel e tendo sidaritasutilizada para a
diagnose de fitovirus em geral. Entretanto, ndapaz de discriminar entre os
EPRVs e os eaBSVs (JAMES et &011a). Assim sendo, uma grande parte das
bananeiras, contendo genoma B, quando analisadaBQR, podem mostrar
resultado positivo para a presenca de sequénciis gim seu genoma. Isso faz
com que a maioria dessas plantas, mesmo aquelasigas apenas de EPRVS,

sejam diagnosticadas como infectadas com o BS¥nbvao descarte indevido
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de plantas sadias (GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009; HRER et al., 1999;
JAMES et al., 2011a; LE PROVOST et al., 2006).

Uma excelente alternativa, para evitar as rea@les positivas, seria 0
uso do IC-PCR, pois nessa técnica, primeirameatesé a captura da particula
viral com antissoro especifico para depois padimmam PCR, 0 que impediria a
deteccdo dos EPRVs (HARPER et al.,, 1999). Entetaatn virtude da
variabilidade genética do BSV, a mesma limitac&eokada para o teste ELISA
faz com que essa técnica seja ineficiente, por gesaltados falso-negativos
(HARPER et al., 2002; JAMES et al., 2011b).

O uso de uma técnica alternativa para contornagsepsoblemas na
diagnose do BSV foi proposto por James et al. (202011b), denominada de
“rolling circle amplificatiort (RCA). Essa técnica é elaborada com a polimerase
do bacteriéfago Phi29 que se caracteriza por posiaifidelidade e capacidade
de deslocamento, além de elevada processabilidadeante a reacao de RCA
primers randdmicos se ligam ao DNA e a polimeradéga a extremidade 3'dos
mesmoas, iniciando, assim, a sintese da cadeia eameptar. Ao atingir o inicio
da fita sinalizada por outro primer, ela deslocsadia e continua o processo de
amplificacdo. O DNA recém sintetizado pode, ens&o,alvo de outros primers,
onde outras polimerases podem iniciar novos proseds amplificacao (fig.2).
O RCA tem sido usado para a amplificacdo e caiaatgio de moléculas
circulares de DNA incluindo plasmideos. Portantaarglo empregada com o
DNA total da planta, ela amplifica apenas o DNA@lar do virus, evitando os
falso-positivos decorrentes da deteccdo dos EPBMBp ocorre com o PCR
normal. Utilizando-se um conjunto de primers, capate detectar a maioria das
espécies de BSV, essa técnica tem um grande paltpaca ser empregada com
sucesso na sua diagnose, além de diferenciar eatt@éncia epissomal e
integrada (JAMES et al., 2011a, 2011b).
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Figura2 Mecanismo de amplificacdo do DNA circytefa técnica de RCA
com o uso da polimerase Phi29

Nota: Os primers juntamente com o DNA viral e 08Tsa0 submetidos a temperatura
de 95°C, posteriormente, a mistura € resfriada pgra seja adicionada a
polimerase. O processo completo da reacdo duraofids lsob temperatura de
30°C.

Fonte: (JOHNE et al., 2009).
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3 CONCLUSAO

A escolha das técnicas a serem usadas e o conhéziche produto
final amplificado € primordial para a diagnose sagio virus. Isso em razdo do
fato do virus do BSV possuir como caracteristipmssibilidade da inclusdo do
seu genoma completo no genoma do hospedeiro podendiivado de acordo
com as condicbes ambientais. Sendo assim, na PQRergbonal, faz-se
necessario o uso de primers que flanqueiem o geroommgpleto do virus e,
sendo esse identificado, é recomendado que a rejaddiagnosticada positiva

A técnica mais eficiente para a diagnose do BS\REA, uma vez que,
com ela, é possivel analisar somente o genomaciicallar presente na planta.
As modificacdes na técnica proposta por James. ¢2@lla, 2011b) podem
auxiliar a evidenciar ainda mais o resultado.

Visando a comercializacdo segura de bananeira émmuicdo na
ocorréncia desse virus na cultura, sugere-se dessas duas metodologias e o
descarte das mudas contaminadas para aquelasrgoe d@agnosticadas como

positiva.
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RESUMO

Este estudo confirma a eficiéncia da técnidolling circle
amplificatiort (RCA) para o diagndstico dBanana streak virugBSV),
sem a ocorréncia de falsos positivos, que signifioa desafio a ser
vencido pelos produtores de mudas e por centrosndiexacéo. 41
amostras de banana com suspeita de infeccao pe, ¥dram recolhidas
em quatro das cinco regides do Brasil, para detemra sua identidade
em comparacdo com isolados descritos em outrésspdo mundo, com
base na andlise molecular do gene de RT/RNaseblks Bstostras foram
analisadas e submetidas a testes de PCR e RCAs &sdanostras foram
positivas no teste de PCR, no entanto, quandosadals por RCA apenas
31 eram positivas, indicando que, se fossem feiEnas andlises por
PCR, 10 deles teriam resultado falso positivo.dafr amostras positivas,
nos dois testes, 11 isolados foram escolhidos pagauenciamento e
analise. A sequéncia correspondente a regido caddra de proteina
RT/RNaseH, a partir dos onze isolados sequenciaga&lou uma
identidade de nucledtidos que variou de 65 a 999 e e de 42-99%
com os isolados do GenBank pertencentes a difere¢pécies. A
identidade de aminoacidos variou de 36 para 96%e evd isolados
brasileiros e de 22 a 100% com os isolados do diou&enBank. Com
base nessas identidades , quatro isolados, dendosiddG-GRN , BA-
M53 , MG-PA2 e AM- TAPM1 foram classificados corBanana streak
Uganda virus C(BSUQgCV), dois denominados BA-CAI1 e MG-MA1
foram consideradosBanana streak Obinol'Ewavirus (BSOLV) e
Banana streak Mysore virUlBSMyV), respectivamente. A estirpe MG-
PHIA , apesar de ter de identidade de aminoacidd08b6 com a espécie
BSOLV, mostrou uma identidade de nucleotidos abadegte valor
minimo ndo podendo ser considerada desta espé&ém.olitros isolados
nao foram classificados em qualquer uma das espgcaescritas: 0 PR-
CAT1 e SE-PAN1 , que apresentaram identidade de 6@fe si, e
portanto sdo da mesma espécie, e CE-PRCA1l, que astrom
completamente diferente dos isolados do Brasil e mmlados do
GenBank . Tentativas de se empregar enzimas deicéestpara
caracterizacdo das espécies ndao foram bem sucedelzsssitando de
pesquisas adicionais. Os dados apontam para asiEms de se
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aprofundar os estudos com os agentes causaisedk sta bananeira no
Brasil, devido a grande variabilidade e complexeagendmica dos

isolados presentes no pais. Nesse trabalho foraattedzadas pela

primeira vez, com base em analises gendmicas, alga®s espécies de
Badnavirus que infectam a bananeira no Brasil, seque trés novas

espécies, ainda ndo descritas na literatura, fagundetectadas.

Palavras-chave: Fitopatologia. Biotecnolo@anana streak virus.

1INTRODUCAO

O Banana streak virugBSV) é considerado, atualmente, um dos
principais virus de bananeira, sendo um problenesafgta a producéo de
bananas tanto no Brasil como em outras partes daononde a banana €
cultivada (FIGUEIREDO et al.,, 2006; JAMES et alQl2a). O BSV
pertence a famili€aulimoviridae,géneroBadnaviruscom as seguintes
espécies:Banana streak obinol'ewai viruBSOLV), Banana streak
goldfinger virus(BSGFV), Banana streak mysore viruBSMYV), e
Banana streak acuminata vietham vir(BSVNV). Entretanto, outros
variantes analogos ja foram descritd3anana streak imove virus
(BSIMV), Banana streak cavendish virBSCAV), Banana streak
uganda virus(BSUgV), Banana streak kenya viryB8SKeV), Banana
streak acuminata yunnan vir8SYNV)

O BSV tem a capacidade de inserir 0 seu genompaada dele,
no genoma da planta hospedeira e dois tipos deéseiguintegrada de
BSV tém sido detectados em bananeiras. O primgim thamado de
sequéncia endodgena de pararetrovirus (EPRVS), morgégquéncias

incompletas do virus que sdo incapazes de caueacdo (GAYRAL et
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al., 2008; JAMES et al.201la). O segundo tipo de integracao,
constituido por sequéncias enddgenas ativas do(B&BSVs), contém o
genoma completo do virus inserido no genoma dodutesmp (JAMES et
al., 2011a) e podem ser ativadas sob condi¢cbes desestisfectando-o
sistemicamente. A maioria das EPRVs &, provavelmezitminada do
genoma da planta mas, assim como eaBSVs, podetegrada por meio
do processo de endogenizacdo (GAYRAL; BLONDIN; GOIDN,
2010). EPRVS podem variar desde pequenos fragmensequéncias
maiores, podendo conter mais de uma cépia do gel(dAMES et al.,
2011a).

Essa variabilidade, aliada a capacidade de intdgrag genoma
do hospedeiro, faz com que a diagnose do BSV sejgrande desafio
para os produtores de mudas e para os agricultpoes, produzir e
propagar mudas sadias constituem uma das medidasmmertantes de
controle para esse virus, pois, em virtude da eaturda interacao
patégeno-hospedeiro, uma vez infectada a planta pmdde ser
recuperada. A sua variabilidade faz com que a desgrdo BSV por
DAS-ELISA ou mesmo IC-PCR seja ineficiente, pelagioilidade de
gerar falsos negativos, enquanto que a diagnoseP@& pode gerar
falsos positivos, por ser capaz de detectar tagequéncias ativas como
as que sao, potencialmente, incapazes de gerarinfewgdo, quando
estas se encontram integradas ao genoma da haosp@e&UEIREDO
et al., 2006; GEERING et al., 2000, 2005b; HARPERak, 2005;
HARPER; HULL, 1998; JAMES et al., 2011a; LHEREUXatt, 2007).

Em uma tentativa de melhorar a eficiéncia dos nu&ode
diagnose do BSV, James et al. (2011a, 2011lb) adapta técnica
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denominada de rolling circle amplification (RCAR pmpregada por
outros autores para amplificar DNAs circulares,luimtdo plasmideos
(DEAN et al., 2001; REAGIN et al., 2003) e diversdsis que infectam
humanos e animais (JOHNE et al., 2009). Utilizaeska técnica, aliada a
restricdo enzimética, James et al. (2011a, 20lakgnt capazes de
separar e identificar as espécies de BSV que ouonoma Uganda e
Quénia.

Até o0 momento ndo se conhece quais sdo as espéeies
Badnavirus,analogas ao BSV, que ocorrem no Brasil. Algumagass
como aBanana streak Uganda B virgBSUgBV) (BRIOSO; PEREIRA;
GASPAROTO, 2011; POLTRONIERI et al., 2009) 8anana streak OL
virus (BSOLV) (LOMBARDI; HARAKAVA; COLARICCIO, 2010)
foram descritas, considerando apenas no tamanho frdgsnentos
amplificados com os primers degenerados (BRIOSORBEA;
GASPAROTO, 2011; FIGUEIREDO et al., 2006). Quatrotros
variantes genéticos denominados de BRSV-BR1, BRRY;BBRSV-
BR3 e BRSV-BR4 foram descritos por Figueiredo eo8ui (2007) e
Figueiredo et al. (2006). Entretanto, para que sesséirpes brasileiras
sejam caracterizadas, existe a necessidade deeseofsequenciamento
genético e determinar o padréo de bandas do DN& guando digerido
com enzimas de restricdo, para compara-los coraspdtados ja obtidos
por outros autores e determinar as identidadesasoespécies ja descritas
(GAYRAL et al, 2008; GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009;
GEERING et al., 2000, 2001, 2005a; HARPER et #052 JAMES et

al., 2011a, 2011b), o que permitira constatar sémente estas sdo
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espeécies ou estirpes distintas das ja conhecidasugms paises onde
esse virus ocorre.

O presente trabalho foi realizado com o objetivéedéar a técnica
RCA para diagnose do BSV e caracterizar os vasamenéticos
coletados em regifes produtoras do Brasil, buscaodbecer quais as
espécies de BSV se encontram presentes nessasstegd@ meio do
sequenciamento genético da regido codificadora T&RIRAseH e da

restricdo enzimatica dos produtos do RCA.

2 MATERIAIS E METODOS

Coleta Das Amostras

Foram coletadas 41 amostras de bananeira com wuspei
infeccdo com o BSV em diferentes poélos de produgédte pesquisa,
localizados em distintas regides do pais, com aboohcdo de
pesquisadores e técnicos ligados a Instituicodsngeo e Pesquisa e/ou
a laboratorios de producédo de mudas por cultuteados. No momento
do recebimento das amostras, parte do tecido ckrdbi submetido a
extracdo do DNA e o restante do material foi acndado em freezer -
80°C e dessecadas para possiveis repeticdes. Camroles negativos
foram utilizadas amostras de bananeiras mantidaasesde vegetacédo da

UFLA, comprovadamente livre dos virus.

Extracdo do acido nucleico
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Amostras de folhas desidratadas (0.015g) ou fre§;a8g), de
plantas infectadas e sadias, foram trituradas emofaliz na presenca de
nitrogénio liqguido com o uso de pistilo. Em seguideam adicionados
1,5 ml de tampé&o de extragdo (100mM Tris-HCL, pH8MmM EDTA;
1,4M NaCl; 80 mM Na2S03; 2% PVP-10; e 2 % de Brands Cetil-
Trimetil-Amo6nio CTAB) e o extrato obtido foi traresfdo para tubos
Eppendorf de 1,5ml. Logo apoés, foi adicionado csmme volume do
extrato de cloroférmio/alcool isoamilico (na propio de 24:1), a mistura
foi centrifugada a 11.000 x g por 10 minutos. O renhdante foi
misturado com mesmo volume de isopropanol e inquldatemperatura
de -20°C por 1 hora. ApO6s nova centrifugacdo, ores@wante foi
descartado, o pellet lavado com etanol a 70%, seeadssuspendido em
100pl de tampéo TE. Esse DNA foi, entdo, armazena€0 °C para ser

utilizado nos experimentos posteriores (LODHI etE394).

PCR

O DNA, proveniente das plantas com suspeita decgafe foi
amplificado por PCR, utilizando-se os primers effjses para diagnose,
ja descritos na literatura e/ou desenhados para #wabalho, para
amplificar o &cido nucleico tanto das espéciesnieecidas pelo ICTV:
Banana streak mysore virgBSMyV), Banana streak obino I'ewai virus
(BSOLV), Banana streak gold finger virUuBSGFV) eBanana streak
acuminata vietham viruBSVNV) (GEERING; PARRY; THOMAS,
2011; KARANJA et al.,2010) como também as ndo reconhecidas por
esse 0rgao comoBanana streak uganda virus (BSU@/Banana streak

kenia virus (BSKeV). Apesar de terem sido utilizados cercd blgpares
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de primers (dados ndo mostrados) estdo aqui disadios apenas
aqueles que foram mais eficientes na detecc¢ao do(B&bela 1).

Para uma reagcdo com volume de 50 pl foram emprega@pl de
tampéo 5x Green GoTaq Flexi, 2 ul de MglebmM], 1,5 ul de primer
[10 uM], 2 ul de dNTP [10 uM], 1 ul de DNA, 0,25 ge enzima GoTaq
Flexi Polimerase e &agua ultrapura para completaolame total da
reacdo. O ciclo de amplificacdo empregado foi: desacao inicial a 94
°C por 2 minutos, seguidos por 35 ciclos de 94 6€20 segundos, de 50
°C a 60 °C por 20 segundos e 72 °C por 30 a 60nsleg, com uma
extensdo final de 72 °C por 2 a 5 minutos. O pdia reacdo foi
analisado em gel de agarose 1%, contrastado coRe@¥l (Biotium

Corp.) e observado no fotodocumentador.

Tabela 1 Primers empregados para a amplificaciiadgmentos genémicos do
Banana streak viruBSV) pelas técnicas de PCR e RCA

Primer Sequéncia (5 ‘- 3") Referéncia

1A CTNTAYGARTGGYTNGTNATGCCNTTYGG Harper et al. (2a)

4 TCCAYTTRCANAYNSCNCCCCANCC Harper et al. (2002)
BadnaFP  ATGCCITTYGGIITIAARAAYGCICC Yang et al. (26D
BadnaRP CCAYTTRCAIACISCICCCCAICC Yang et al. (2003)
BSV2292 ATGARYTAHATWAGRTGYTMSCC James et al. (20)1a
BSV2826 TYYWGAAARCATGGTGGGRGARGA James et al. (2@)1
BSV3298 YTCCCAYCTTTCRAAKACYTT James et al. (2011a)
BSV3517 KRATMTTYTWTYTDGAARATCC James et al. (2011a)
BSV3700 KTGGBAGTTTKGTRAAGARYTC James et al. (2011a)
BSV4030 TGCARRTGYTWYGCYTGYGGAGA James et al. (2011a

BSV6652 GAAAARRTMTGYGCNTAYGCVAG James et al. (20)1a




45

Rolling Circle Amplification

Ap6s a confirmacdo da amplificacio do DNA pela PCR
convencional, o DNA extraido foi submetido ao RGssando o kit
“lllustra TempliPhi 100 Amplification” (GE Healthea, Buckingamshire,
United Kingdom), seguindo as recomendacfes do clate com as
modificacbes propostas por James et al. (20114ulAlo &cido nucleico
extraido foram adicionados 5 pl de solucéo tampBplede uma mistura,
contendo 11 primers, com concentracdo de 4,16 pincdlda (Tab. 2).
Em seguida o DNA foi desnaturado a 95°C por 3 nosiet adicionaram-
se 5 pl da solucdo de reacdo do kit, preparagejgmente, com 0,2 ul
de @ 29 DNA polimerase. A reacéao foi incubada a306r 18 horas, em
estufa e, posteriormente, a 65°C por 10 minutosbamho Maria. O
produto obtido foi analisado em gel de agarose a d®trastado com

GelRed" e observado no fotodocumentador.

Sequenciamento e analise das Sequéncias

Diferentes isolados de cada regido foram escolhpdoa serem
sequenciados, considerando os resultados da digastdi as enzimas de
restricdo. Foi feita uma amplificacdo por PCR emanelo os primers
BadnaFP e BadnaRP (YANG et &#2003) e a banda obtida, com cerca
580pb foi purificada usando o produto Wizard® GemondNA
Purification, seguindo o protocolo da empresa Pgame

O sequenciamento foi elaborado pela empresa Gen@miath

Plainfield, New Jersey, USA) e a andlise da sedaéfa realizada
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utilizando o programa BioEdit (ver. 7.0.90), NCBLAST (NATIONAL
CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION - NCBI, 20132
a identificacdo das regides de codificacdo foiizadh com a leitura do
programa Open Frame Finder (ORF Finder) fornecigto pfNCBI
(2013b). O alinhamento de sequéncias de nucleatideio realizado
utilizando o programa CLUSTAL W2 (ver. 2.0).

A identidade dos fragmentos dos clones foi detemdanpela
comparacdo entre as sequéncias publicadas no dandados do NCBI
usando a ferramenta de alinhamento ClustalW2 @abEm razéo da
inexesténcia de sequéncias de clones brasileiro&emBank, ndo foi
possivel, nesse teste, a realizacdo de uma amalisparativa entre os

estudos realizados no Brasil.

Tabela 2 Numero de acesso das éspécies de BSV Bp ¢dth a respectiva
espécie e os isolados pesquisados

NUm. De acesso Espécie Acrbnimos Origem
Banana streak Acuminata Yunnan China
DQ092436 virus BSYnV
Banana streak Acuminata Vietnam Vietna
AY750155 virus BSVnV

EU908859 Banana streak cavendish virus BSCaV Guadalupe
NC_015506 Banana streak cavendish virus  BSCaV Quénia
HQ593111 Banana streak cavendish virus BSCaV Quénia
NC_007002 Banana streak goldfinger virus  BSGFV Equador

AJ968435 Banana streak goldfinger virus BSGFV Uganda
JF911406 Banana streak goldfinger virus BSGFV Quénia
AB252638 Banana streak Imove virus BSIMV Indonesia
HQ659760 Banana streak Imove virus BSIMV Australia

HQ593112 Banana streak Imove virus BSIMV Quénia
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AB252637 Banana streak Mysore virus BSMyV Indonesia
AY805074 Banana streak Mysore virus BSMyV Austraia
EU140339 Banana streak Mysore virus BSMyV india
FJ594882 Banana streak obinol'Ewai virus BSOLV China
AJ968427 Banana streak obinol'Ewai virus BSOLV Uganda

JQ409539 Banana streak obinol'Ewai virus BSOLV India
NC015502 Banana streak Uganda A virus BSUgAV  Quénia

JF911400 Banana streak Uganda A virus BSUgAV  Quénia
HQ593107 Banana streak Uganda A virus BSUgAV  Quénia
AJ968464 Banana streak Uganda C virus BSUgCV Uganda

HQ593108 Banana streak Uganda | virus BSUgIV Uganda
HQ593109 Banana streak Uganda L virus BSUgLV  Uganda
HQ593110 Banana streak Uganda M virus BSUgMV Uganda
AJ968558 Banana streak Uganda M virus BSUgMV Uganda
M89923 Sugarcane bacilliform virus ScBV Estados Unidos

Enzimas de Restricdo

Apés o término da reacdo de RCA e a confirmacdo da
amplificacdo por eletroforese, os isolados foramnwtidos a restricao
com as seguintes enzimas: EcoRlI, Kpnl, Pstl, Sdxd], Xhol, conforme
proposto James et al. (2011a). As reacdes, paestdm enzimatica,
seguiram as instrugdes do fabricante (PROMEGA) s produto foi
analisado por eletroforese em gel de agarose acb¥irastado com

GelRed" (Biotium Corp.) e visualizado em fotodocumentador.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

PCR

Das quarenta e uma amostras testadas, com sudpeideccao
pelo BSV, todas foram PCR positivas, porém aperiagoBam RCA
positivas, enquanto que as outras dez foram negat{fabela 3),
mostrando que o PCR deve ter detectado fragmemtagedoma viral
incompleto, integrados ao genoma da bananeiraeffosbhente ndo se
encontraram nessas plantas o genoma circular ctomgdevirus, o que
resultou em RCA negativo. Notou-se, portanto, gerea de 25% das
amostras, se testadas apenas por PCR, serianostisgdas como falso-
positivas, indicando que a técnica RCA, como jafieado por outros
autores (JAMES et al., 2011a, 2011b; WAMBULWA et @012) pode
ser uma alternativa bastante eficiente para imgedescarte de materiais
que contém insercdo de fragmentos incompletos dv BB& seus
genomas . Verifica-se que estes podem ser encosttadto nas espécies
de banana com genoma A como com genoma B, enquaEoos
genomas completos tém sido encontrados apenaslamgoen genoma B
(GAYRAL et al., 2008; GEEERING et al., 2001, 2009#8MES et al.,
2011b). Das plantas que foram PCR positivas e REdativas, trés
possuiam o genoma A enquanto que as demais eraitakibcontendo
ambos os genomas A e B.

Na Figura 1 pode ser observado o resultado de wnedtes em
gque 28 amostras de bananeira que foram PCR pasiggaltaram em 19
amostras RCA positivas e 8 amostras RCA negatigesipfeccdo com o
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BSV. Apesar de terem sido empregados diversos pargsimers (dados
nao mostrados), nem todos propiciam a obtencaesidtados positivos
no PCR., sendo que os primers BadnaFP e BadnaRRGYét al.,
2003), 1A e 4 (HARPER et al.2002), BSV4673F e BSV5317R
(HARPER; HULL, 1998) foram os que apresentaram mefigiéncia.



Tabela 3 Origem das amostras de bananeira analjsadailtados dos testes de diagnose empregarédoresas de
PCR e RCA, denominacao dos isolados detectadamnmastras que foram PCR e RCA positivas

5 —
N"da Geno- tipo Cultivares Municipio Estado PCR RCA Denqmma(;ao dos
Amostra isolados
1 AAB Brs conquista Manaus Amazonas + + *AM-CONQ 1
2 AAB Brs conquista Manaus Amazonas + + AM-CONQ 2
3 AAB Brs conquista Manaus Amazonas + + AM-CONQ 3
4 AAB Brs conquista Manaus Amazonas + + AM-CONQ 4
5 AAB Brs conquista Manaus Amazonas + + AM-CONQ 5
6 AAB Brs conquista Manaus Amazonas + + AM-CONQ 6
7 AAB Tap maeo Manaus Amazonas + + *AM-TAPM 1
8 AAB Tap maeo Manaus Amazonas + -
9 AAB Tap maeo Manaus Amazonas + + AM-TAPM 3
10 AAB Tap maeo Manaus Amazonas + -
11 AAB Tap maeo Manaus Amazonas + + AM-TAPM 5
12 AAB Tap maeo Manaus Amazonas + + AM-TAPM 6
13 AAA Caipira Cruz das /Almas Bahia + + *BA-CAI 1
14 AAA Caipira Cruz das /Almas Bahia + -
15 AA M53 Cruz das /Almas Bahia + + *BA-M 53
16 AAB Prata ana Cruz das /Almas Bahia + + BA-PAN
17 AA Jari buaya Cruz das /Almas Bahia + + BA-JABU
18 AAB Brs conquista Cruz das /Almas Bahia + -
19 AAB Prata catarina Missédo Velha Ceard + *CEERR
20 AAB Prata catarina Missédo Velha Ceard + -
21 AAB Prata catarina Misséo Velha Ceara + -
22 AAB Prata catarina Misséo Velha Ceara + + CE-RRC
23 AAB Prata catarina Misséo Velha Ceara + + CE-RBC
24 AAB Prata catarina Misséo Velha Ceard + -

0S



“Tabela 3, conclusao”

5 —
N"da Geno- tipo Cultivares Municipio Estado PCR RCA Denqmmagao dos
Amostra isolados
25 AAB Prata catarina Missédo Velha Ceard + + CE-RRC
26 AAB Prata ana Sete Lagoas Minas Gerais + -
27 AAB Prata ana Sete Lagoas Minas Gerais + + *MGBIR
28 AAAB Maca Lavras Minas Gerais + + *MG-MAL
29 AAAB Brs platina Sete Lagoas Minas Gerais + + {BBPL
30 AAAB Brs platina Andradas Minas Gerais + + MGBR
31 AAA Grande naine Sete Lagoas Minas Gerais + + G*ERN
32 AAAB Phia Ribeirdo Vermelho  Minas Gerais + + A&WPHIA
33 AAB Prata ana Lavras Minas Gerais + + MG-PAN3
34 AAAB Brs platina Cruz das /Almas Minas Gerais + + MG-PLAT
35 AAA Caturra Guaratuba Parana + + *PR-CAT 1
36 AAA Caturra Guaratuba Parana + + PR-CAT 2
37 AAA Caturra Guaratuba Parana + -
38 AAA Caturra Guaratuba Parana + -
39 AAB Prata ana Aracaju Sergipe + + *SE-PAN 1
40 AAAB Prata Aracaju Sergipe + + SE-PRA 1
41 AAAB Prata Aracaju Sergipe + + SE- PRA 2

* ijsolados que foram sequenciados e analisados.

TS
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Figura 1 Andlise eletroforéticas em gel de agadmseprodutos da PCR e da
RCA

Nota: A: produtos da PCR: 1- Marcador 1Kb ; 2- colet negativo; 3 a 30-
amostras de bananeira com suspeita de infecca®9¥r mostrando as
bandas que indicam a presenca do virus. B: prodi#d®CA: 1- Marcador
1Kb ; 2- controle negativo; 3,4,6 €7, 11, 12, 1¥eauséncia de bandas em
amostras negativas; 9, 10 e 15 a 30: bandas tigecassultado positivo em
RCA

Andlise das Sequéncias

Onze isolados foram escolhidos entre as amost@asogam PCR
e RCA positivos e tiveram um fragmento de 540 pbalizado na regido
codificadora da RT/RNaseH, amplificado com o papdmers BadnaFP
e BadnaRP (YANG et al2003), sequenciado e analisado. Estes isolados
foram comparados entre si e com isolados semekhaligponiveis no
GenBank.
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Com base na sequéncia de nucleotideos, quando @Edopantre
si, 2 isolados mineiros, MG-GRN e MG-PA2, e um hajaBA-M53,
apresentaram uma maior identidade entre eles,ndariantre 95 e 99%.
O isolado AM-TAPM1, do Amazonas, também apresentona
identidade relativamente alta com esses trés igsladiriando de 81 a
82%. O isolado PR-CAT1 do Parana, por sua vez,sapteu uma
identidade de 96% com o isolado mineiro, MG-PHIA2Z% com o
isolado SE-PAN1, do Sergipe. Finalmente o isoledmno BA-CAIl
mostrou uma identidade de 80% com o MG-MA-1. Osrasutdois
isolados AM-CONQ-1 de Manaus e CE-PRCA-1 do Cespégsentaram
identidades entre 66 e 72%, mostrando que saontesiagenéticos
distintos dos demais.

Quando comparados com os demais isolados do Genkank
verificando-se que o critério para que duas esp&sg@m consideradas
iguais é que elas devem ter um minimo de 80% datiddele de
nucleotideos (FAUQUET et al., 2005) os isolados BN, BA-M53,
MG-PA2 e AM-TAPML1 apresentaram identidades entre 865% com o
Isolado AJ968464 da Uganda, pertencente a espgmmana streak
Uganda C virusindicando que esses isolados devem pertencesaa es
espécie. O isolado BA-CAIL, apresentou identidasgse 96 e 98% com
isolados FJ594882, AJ968427 e JQ409539 da Chinand#ge India,
respectivamente, pertencentes a estdaeana streak obinol'Ewai virus
(BSOLYV). Outro isolado que também apresentou 70% 8e identidade
com esses isolados foi 0 MG-MAL, o que o coloaapbtam, como sendo
um BSOLV. O isolado AM-CONQ1, que ndo havia apresgm

similaridade significativa com nenhum outro isoladwrasileiro,
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apresentou identidades de 99% com os trés isolpddsncentes ao
variante denominadBanana streak Mysore viry8SMyV) AB252637,
NC_006955 e EU140339, da Indonésia, Nigéria eearigesconhecida,
respectivamente. Os demais isolados apresentaertidddes abaixo de
80% com todos os isolados do GenBank utilizados gamparacao.

Considerando-se a sequéncia de aminoacidos, ostacesu
obtidos com os nucleotideos foram confirmados,efa, ®s isolados MG-
GRN, BA-M53, MG-PA2 e AM-TAPM1 apresentaram maidemtidade
com o isoladoBanana streak Uganda C viruss isolados BA-CAlle
MG-MA1, apresentaram maior identidade com isolaB&DLV, e o
isolado MG-PHIA ficou com classificacao indefinidpois apesar da
identidade de nucleotideos com os isolados depsgaieder sido de 74%,
apresentou uma identidade maior de aminoacidosefay de 80%. Um
anico isolado isolado, o AM-CONQ1, foi classificadomo BSMyV,
enquanto que os outros trés isolados apresentdaartidades inferiores a
809%. A menor identidade de aminoé&cidos, variamdee26 e 43% foi
verificada no isolado CE-PRCA-1, do Ceard, indicaade esse é um
isolado completamente diferente de todos aqueleg&estdo descritos
na literatura.

E interessante observar que, apesar do isolado G- ter
apresentado uma identidade de 96% com o MG-PHIA jdentidade de
aminoacidos com os isolados da espécie BSOLV faldé, ndo tendo,
portanto, atingido os 80% necessarios para sesifit@slo nessa espécie.
Tudo indica que tanto o PRC-CAT1 como o SE-PANZE gpresentaram

mais de 80% de identidade entre si, sejam candidatoonstituir uma
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nova espécie ainda ndo descrita. Isso mostra alegitigpde que essa
variabilidade implica na classificacao dos variargenéticos do BSV.

A variabilidade do BSV tem sido relatada em divergaises onde
esse virus tem sido estudado (BRIOSO; PEREIRA; G¥EPTO, 2011;
FIGUEIREDO et al., 2006; GEERING et al., 2000, 2006BARPER et
al., 2005; HARPER; HULL, 1998; LHEREUX et al., 2000OMBARDI;
HARAKAVA; COLARICCIO, 2010; POLTRONIERI et al., 2@).

No Brasil, diversos variantes genéticos tém sidtatados,
denominados BRSV-BR1, BRSV-BR2, BRSV-BR3 e BRSV-BR4
(FIGUEIREDO; BRIOSO, 2007; FIGUEIREDO et al.,, 2006)ém de
um variante genérico causando lesdes necréticafutos de bananeira
no Amazonas (BRIOSO; PEREIRA; GASPAROTO, 2011).éRgrem
nenhum desses casos foi feito o sequenciamentdigerd® genoma
epissomal desses isolados, de modo que esse éeirpritrabalho que
identifica de maneira conclusiva alguns dos vagmrgue ocorrem no
Brasil.

O sequenciamento da regido da RT/RNAseH dos isslado
brasileiros, que é a regido empregada para cleessid do BSV em
diferentes espécies (GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009;EERING;
PARRY; THOMAS, 2011; JAMES et al., 2011a, 2011b; MBULWA
et al.,, 2012),permitiu reconhecer as espécies Uganda C, BSOLV e
Mysore além de outros variantes, como o PR-CAT1 e o AEiPque
apresentaram identidades abaixo de 80% com oslgs0]a descritos e 0
CE-PRCA que é completamente diferente, ou sej@sapta identidade
de nucleotideo abaixo de 70% e de aminoacidos @lukExs0% com as

espécies conhecidas.
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As arvores filogenéticas, dos isolados brasileicosstruidas com
base nas sequéncias de nucleotideos e de amineficatam idénticas, e
mostraram a separacdo dos isolados em dois claskirstas, contendo
trés subgrupos: um contendo os isolados PR-CAT1;RVGA e SE-
PAN1, que apresentaram identidades mais baixas a®nsolados do
GenBank, outro contendo BA-CAI1 e MG-MAI1 e o ulangrupo com
apenas o0 isolado AM-CONQ1. No segundo clado, o RE#L,
também, ficou separado em um grupo, enquanto qusegomdo grupo,
subdividido em dois subgrupos, apresentou o AM-TAR&6lado em um

deles e os demais trés isolados no segundo subgrupo

T
100 MG-PHIA

83 SE-PAN2

BA-CAIL

98 MG-MA1

AM-CONQ1

CE-PRCA1

AM-TAPM1

99

MG-PA2

100 MG-GRN
100 I: BA-M53

100

Figura 2 Arvore filogenética construida com base seuéncia de
nuleotideos dos isolados brasileiros

Nota: Os valores de bootstrap foram obtidos pelograma MEGA e Neighbour
Joining, com 2.000 repeticdes.
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100 MG-PHIA

83 —— SE-PAN2

BA-CAIl1

98 MG-MA1

AM-CONQ1

CE-PRCA1

AM-TAPM1L

99

MG-PA2

100 I: MG-GRN
100 L BA-M53

100

Figura 3 Arvore filogenética construida com base seuéncia de
aminoacidos dos isolados brasileiros

Nota: Os valores de bootstrap foram obtidos pelograma MEGA e Neighbour
Joining, com 2.000 repeticdes.

As arvores filogenéticas construidas, consideraaslgsequéncias
de nucleotideos e aminoacidos de todos os isolada®hém, foram
semelhantes, com poucas variagcdes. Os isoladosgrsgpasam por
espécie, com o isolado CE-PRCAL1 agrupado, sepamadanem ambas

as arvores.
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71 1 JQ409539
59| L FI594882
BA-CAIL
AJ968427
MG-MAL

EU988859

100 | | NC_015506
91| Hose3111
SEPAN2
PR-CATL
MG-PHIA
EU140339
00| AY805074
AB252637

7

AM-CONQL
100 — AY750155

%2 DQ092436
E) AB252638
% |r HQB59760

761 Hos9s112
AJ968435

100 JF911406

96 L NC_007002
99

M89923

HQ593109
100 a

HQ593108
98 Q

58 HQ593110

99 AJ968558

% AM-TAPML

AJ968464
100 MG-PA2
% MG-GRN
99 BA-M53

CE-PRCAL

NC_015502

‘ HQ593107
100 |
JF911400

0.4 0.3 0.2 0.1 0.0

Figura4 Arvore filogenética construida, considdmra sequéncia de
nucleotideos

Nota: Os valores de bootstrap foram obtidos pelograma MEGA e Neighbour
Joining, com 2.000 repeticdes.
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g9 [ IQ409539
FJ594882
BA-CAIL
AJ968427
MG-MAL
EU988859

NC 015506

100/ HQs93111
SE-PAN2
PR-CATL
65 L— MG-PHIA
] 100 [— JF911406
100 NC 007002

AJ968435
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—‘100 i HQB59760
86 100 L HQ593112
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i .
HQ593109

100 { HQ593110
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JF911400
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100 | HQ593107
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Figura5 Arvore filogenética construida, considdmra sequéncia de
aminoécidos

Nota: Os valores de bootstrap foram obtidos pelograma MEGA e Neighbour
Joining, com 2.000 repeticdes.



Tabela 4 Identidade de nucleotideos entre oadeslbrasileiros e os isolados disponiveis no GaaBa
N° Isolados 2 3 4 5 6 7 8 O 1011 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
1 YO 99 66 72 65 66 71 95 71 68 81 67 65 64 68 67 67 71 72 71 66 66 66 70 70 70 49 49 81 66 66 67 65 48 70 69 47
2 BAM53 - 66 71 65 65 70 96 72 68 82 67 64 65 68 67 67 71 72 71 66 66 66 69 70 69 52 52 81 65 65 67 66 47 70 68 49
3 conot 70 68 69 71 67 68 70 68 65 65 67 71 71 71 69 69 68 99 99 99 70 69 69 51 51 68 68 67 64 64 49 73 69 49
4 B - 74 74 80 70 70 73 65 68 69 68 77 77 77 74 74 74 70 70 70 96 98 98 50 50 65 70 67 69 69 43 73 71 53
5 o - 96 74 65 68 92 67 68 69 70 73 73 73 70 70 70 68 68 68 73 73 73 51 51 66 67 65 66 67 53 69 69 50
6 o - 7566 69 95 68 69 70 70 74 74 74 71 71 71 69 69 69 74 74 74 51 51 67 68 66 67 68 51 70 70 46
7 e - 7072 73 70 73 72 72 81 80 80 73 73 72 71 70 70 80 80 79 29 29 70 69 69 69 70 46 74 73 54
8 MG-PA2 - 7367 82 67 65 65 68 68 68 72 73 72 66 66 66 69 69 69 48 48 81 67 68 69 68 47 68 70 52
9 peeas - 6874 68 67 68 72 70 70 71 71 71 68 67 68 70 70 70 47 47 73 66 71 67 69 49 68 72 42
10 S50 - 6869 69 70 73 73 73 70 71 70 70 70 70 73 72 72 50 50 68 65 64 65 66 48 68 68 51
11 A - 6967 68 69 67 67 69 68 69 69 67 68 66 65 65 53 53 96 64 65 66 67 48 69 70 48
12 190843 - 9192 73 71 71 71 71 70 65 65 65 68 68 67 50 50 68 65 67 66 65 46 71 70 50
13 JFe1140 - 9873 69 69 69 70 70 66 65 65 68 68 68 50 50 66 65 65 65 63 45 69 69 47
14 NG00 - 7368 68 69 70 70 67 67 68 68 67 67 49 49 67 64 65 65 62 45 69 69 48
15 L2088 - 9494 7575 75 71 71 71 76 76 76 29 29 69 68 70 66 68 45 73 72 52
16 NGOt - 10075 75 75 70 70 71 75 77 77 30 30 67 70 69 67 70 46 74 71 55
17 M3 - 7575 75 70 70 71 75 77 77 30 30 67 70 69 67 70 46 74 71 55
18 17 - 9799 69 68 69 75 74 73 53 53 69 68 66 69 69 46 78 77 48
19 ABZ226 - 9769 69 69 75 74 74 53 53 68 68 67 69 69 45 77 76 51
20 HQ5931 - 6868 68 75 73 73 54 54 69 68 66 69 69 45 77 77 48

12

09



“Tabela 4, conclusao”

N° lIsolados2 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 32 33 34 35 36 37

21 ABZ>26 - 9999 70 70 70 51 51 69 68 67 64 64 49 74 70 50
22 FU403 - 9970 69 69 51 51 68 68 67 64 64 49 73 69 50
23 AY8050 - 7070 69 51 51 68 68 67 64 64 49 73 69 50
24 796842 - 9796 51 51 65 69 66 69 69 45 73 71 52

7

257240953 - 9950 50 64 70 66 70 69 44 72 71 52

FJ59488

26 2 - 4949 65 70 66 69 69 44 72 71 52
27 N(;6215 - 10G5 52 48 46 49 51 49 51 94
28 HQ57931 - 552 48 46 49 51 49 51 94
29 A39f846 - 653 66 67 48 69 69 52
30 HQ05531 - 787 77 45 68 65 51
31 HQ05£;331 - 787 46 68 68 50
32 H0150931 - 947 66 68 55
33 AJ986855 - 48%5 66 53
34 M89923 - 488 50
35 AY;5501 - 883
36 DQ3?(5924 - 53
JF91140

37 0 -

T9



Tabela 5 Identidade de aminoécidos entre os issladisileiros e os isolados disponiveis no GenBank

N° Isolados 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213141516 17 181920 21 22 23 242526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37
1 MG-GRN 96 67 65 62 65 64 93 43 61 87 61 62 62 64 65 65 67 67 68 67 66 67 64 65 64 22 22 83 58 58 60 61 59 68 66 22

2 BA-M53 - 666561 63 63 92 49 60 85 60 61 61 63 65 65 66 66 67 66 65 66 63 64 63 23 23 82 59 58 60 61 59 67 66 23
3 Cgl\lillbl - 7570 72 73 68 37 67 66 64 65 65 73 74 74 73 73 731009910075 75 75 27 27 65 62 63 62 62 61 76 75 27
4 BA-CAll - 7679 8867407367 707171848585 798078 7574 75 97 98 98 31 31 66 61 61 62 63 61 76 75 31
5 PR-CAT1 - 96 7763 36 88 64 66 68 687574 74 727173 70 69 70 77 77 77 27 27 62 62 60 62 62 59 70 71 27
6 MG-PHIA - 8166399166 7071717777 77 76 7576 72 72 72 80 80 80 30 30 65 65 63 66 66 62 73 74 30
7 MG-MAl - 66377464 727373858585 787978 73 73 73 89 90 89 30 30 63 62 60 61 61 62 75 76 30
8 MG-PA2 - 4563 88 63 64 64 66 67 67 68 68 68 68 68 68 66 66 66 25 25 86 60 61 60 62 62 68 67 25
9 CE-PRCA1l - 3942 34 35 35 38 39 39 40 40 40 37 36 37 40 40 40 26 26 43 36 37 35 35 3540 41 26
10 SE-PAN1 - 626566 66 7272 72 71 70 71 67 66 67 7575 75 30 30 61 60 60 60 60 57 69 69 30
11 Tﬁyl\-lll - 6263 63 63 65 65 68 68 68 66 65 66 66 66 66 23 23 93 59 60 61 63 61 67 68 23
12 AJ968435 - 9696 7171 71707171 64 63 64 71717025 25 6160 60 63 63 60 70 67 25
13 JF911406 - 997171 71717271 6564 6571717126 26 62616063 6359 70 68 26
14 NC_007002 - 717171717271 65 64 65 71717126 26 62 61 61 63 63 59 70 68 26
15 EU988859 - 9898 77 7776 73 72 73 83 84 83 30 30 62 61 62 62 62 61 75 75 30
16 NC_015506 - 100r7 77 76 74 73 74 84 85 85 31 31 63 61 63 62 63 62 75 75 31
17 HQ593111 - 777776 74 73 74 84 85 85 31 31 63 61 63 62 63 62 75 75 31
18 HQ659760 - 989 73 73 73 80 80 79 27 27 67 61 62 63 63 61 90 88 27
19 AB252638 - 9873 73 73 80 80 80 27 27 67 61 62 63 63 62 88 87 27
20 HQ593112 - 7372 73 797978 27 27 67 62 63 63 63 62 89 88 27
21 AB252637 - 990075 75 75 27 27 65 62 63 62 62 61 76 75 27
22 EU140339 - 9974 75 74 26 26 64 61 63 61 61 61 75 74 26
23 AY805074 - 7Y5 7527 27 6562 63 62 62 61 76 75 27
24 AJ968427 - 988 30 30 6561 61 62 62 61 76 76 30
25 JQ409539 - 9%1 31 6562 61 62 63 62 76 76 31
26 FJ594882 - 311 6561616162617675 31
27 NC_015502 - 10R2 25 25 23 24 25 26 26 100

(<2}
N



“Tabela 5, conclusao”

N° Isolados 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213141516 17 181920 21 22 23 242526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

28 HQ593107
29 AJ968464
30 HQ593108
31 HQ593109
32 HQ593110
33 AJ968558
34 M89923

35 AY750155
36 DQ092436
37 JF911400

225 25 23 24 25 26 26100
- 58859 61 60 66 67 22
- 88684746261 25

- 885756362 35

- 9356363 23

- 76363 24

- 660 25

- 986

26

€9
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Esse estudo possibilitou concluir que, como acentgn outras
partes do mundo onde a bananeira € cultivada, eexigta grande
variabilidade nos isolados de badnavirus que esdociados ao sintoma
de streak da bananeira no Brasil. Aléem disso, masrés filogenéticas
nao foi encontrado um agrupamento de isolados enosl especificos
por regido. Esse fato pode estar diretamente ogladd com o fluxo
comercial entre os centros de producdo de mudassecempradores, que
se encontram amplamente distribuidos no pais. Clatoy que pode
explicar as diferencas gendmicas € o fluxo génice gcorre no
cruzamento entre diferentes variedades de bananeisadas,
experimentalmente, para o lancamento de variedadsstentes a
determinados patdgenos. Essas modificacfes poelesuficientes para
enquadrar o isolado em uma nova espécie. Outro faéalisponente a
essa variagdo poderia ser a integracdo do genomh na planta,
considerada como uma estratégia parasitaria pounglgautores
(GAYRAL; BLONDIN; GUIDOLIN, 2010; GAYRAL et al., 208).

Neste trabalho apresentou-se, de forma pioneirsgvaincias
moleculares da ocorréncia de algumas espéciesfiecmas de BSV no
Brasil, bem como da ocorréncia de espécies concteaisticas bastantes
distintas, devendo estas constituir novas espétieda ndo descritas em

outras partes do mundo.
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4 RESULTADO DA RESTRICAO ENZIMATICA DOS
PRODUTOS DO RCA

A restricdo enzimatica dos produtos de RCA podeviga na
Figura 8 (A a K). Como se pode observar, as banbadas, quando se
fez a restricdo enzimatica com sete enzimas dacést(1,2,3,4,5,6,7)
dos isolados representados na Figura 8A a 8D, pele, analise de
nucleotideos, pertencem a estipanana streak Uganda @irus, ndo
apresentaram o mesmo padrédo. O mesmo aconteceoscsolados BA-
CAIl E MGMA1 (Figura 8E e 8F), que apresentaramdaandistintas

guando digeridos com as mesmas enzimas de restricdo
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(...continua...)
(Figura 9, continua...)
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(...continuagdo...)

(Figura 9, conclusao)

12 St/ .8

PR-CAT1

Figura 6 Analise eletroforética dos produtos dadrigdes enzimaticas
realizadas com os genomas dos 11 isolados de Badmav
amplificados por RCA

Nota: A— K: M: 1 Kb DNA ladder; 2: Ecorl; 3: Kpnl; 4: Rst5: Sacl; 6: Xbahl;
7:Xhol; 8: controle, constituido pelo produto doAR&em digerir.

Da mesma forma, os demais isolados apresentarambgsad
distintos de bandas, tanto entre si como quandgamdos com outros
trabalhos ja publicados, que apresentaram padrdesdigestdes
especificos para as diferentes espécies de badsd&idescritas, capazes
de causar o sintoma de streak em bananeiras (GEERINal., 2001,
JAMES et al.,, 2011a). Isso mostra a necessidadesedeealizar o

sequenciamento completo desses isolados, paramileder se essas
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diferencas no padrdo de restricdo entre isoladosnelsma espécie é
confirmada pela sequéncia de nucleotideos ou se mderiam ser
relacionadas a alguma dificuldade na digestdo dmtups do RCA, pois
em virtude de sua peculiaridade e 0 modo de amgtifio da polimerase
empregada poderia dificultar o acesso das enzineagesitricdo aos
respectivos sitios no genoma, gerando bandas realBesse modo, esse

€ um aspecto que deve ser melhor investigado egriegntos futuros.
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ABSTRACT

This study confirms the efficiency of the “Rollirogycle amplification”
(RCA) technique for diagnosing tiganana streak virugBSV), without the
occurrence of false positives, which means a angéléo be met by the seedling
producers and by the indexation centers. We celiedtl samples of banana
plants suspected of virus infection in four of fhe Brazilian regions, in order
to determine their identity in comparison to isetatlescribed in other parts of
the world, based on the molecular analysis of tHéRRlaseH gene. These
samples were analyzed and submitted to PCR and te§l8. All samples were
positive in the PCR test however, when analyzethbyRCA test, only 31 were
positive, indicating that, if only performing ansily by PCR, 10 samples would
present a false positive result. Among the positdaenples on both tests, 11
isolates were chosen for sequencing and analy$essdquence corresponding
to the codifying region of the RT/RNaseH proteimpnii the 11 sequenced
isolates, revealed an identity of nucleotides naggrom 65 to 99% among
themselves, and from 42 to 99% with the isolatemfthe GenBank belonging
to different species. The identity of amino acideged from 36 to 96% among
the Brazilian isolates, and from 22 to 100% withiusi isolated from the
GenBank. Based on these identities, four isolateminated MG-GRN, BA-
M53, MG-PA2 and AM-TP1, were classified Banana streak Uganda virus C
(BSUQCV), tow, denominated BA-CAI1 and MG-MA1l, wemonsidered
Banana streak Obinol’Ewai viruBSOLV) andBanana streak Mysore virus
(BSMyV), respectively. The MG-PHIA strain, thoughepenting the amino acid
identity of 80% with the BSOLV species, showed aleatide identity bellow
this minimum value, not being considered of thiecégs. Three other isolates
were not classified in any of the described spetiesPR-CAT1 and SE-PAN1,
which presented identity of 92% between one anptuat therefore, are of the
same species; and CE-PRCAL, which was completbreint from the isolates
in Brazil and from the GenBank. Attempts at empigyrestriction enzymes in
order to characterize the species were not suctestEmanding additional
research. The data point to the need for furtheties with the causing agents of
the Brazilian banana streak, due to the large b#itipand genomic complexity
of the isolated present in this country. In thigkyave characterized, for the first
time, based on genomic analysis, a few Badnavipasies which infect banana
plants in Brazil, with three new species not yesadied in literature being
detected.



Keywords: Phytopathology. Biotechnologganana streak virus.
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