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RESUMO

O Banana streak viru$BSV) é um dos principais virus que afetam a
bananeira no Brasil. Os sintomas da doenca saaveisiapresentando desde
estrias cloroticas no limbo foliar até desenvolvitbeanormal dos cachos e
morte a partir do ponto de crescimento. Devidotarbgeneidade genémica dos
isolados de BSV e ao fato dele ter a propriedadsedacorporar no genoma da
bananeira, a utilizacdo de técnicas sorologicasleaulares, para sua detecc¢éo,
nem sempre apresenta a eficiéncia desejada, semdgrathide importancia
analisar a variabilidade de isolados deste viru8nmasil, para que medidas de
prevencédo e diagnose sejam bem estabelecidas @aais1 Nesse contexto, o
objetivo desse trabalho foi analisar os genomassdldos coletados em
diferentes regides produtoras do pais, com bassenoperfil de restricao
enzimatica e na sequéncia da regido RT /RNase BN® total das plantas foi
extraido a partir do tecido foliar e amplificador RCA, usando o lllustra
TempliPhi 100 Amplification Kit. A regido do genoraaser analisada, contendo
540 Kb foi amplificada por PCR a partir dos produtio RCA, purificada e
enviada para sequenciamento. A clivagem enzimédtisgprodutos do RCA foi
feita empregando as seguintes enzimas: EcoRl, K=tl, Sacl, Xbal, Xhol. A
analise genbmica dos 13 isolados virais, com baseritério do ICTV de
classificacdo deBadnavirus possibilitou a identificacdo de 2 espécies ja
descritas, sendo que 10 foram classificados commarastreak Mysore virus, 1
como Banana streak obino I' Ewai virugBSOLV) e 2 apresentaram
similaridade menor que 80% quando comparados comesggcies de
Badnavirusja aprovadas pelo ICTV. A analise do perfil detrig8o néo foi
consistente com os dados encontrados na literatéicase mostrando adequado
para classificacdo das espécies, enquanto queliseada sequéncia da regido
RT /RNase H permitiu uma classificacdo segura demtos padrbes ja
estabelecido para @&adnavirus

Palavras-chaveBanana streak virusR T/RNAseH. RCA.



ABSTRACT

Banana streak viru¢BSV) is one of the main virus that affect bananas
in Brazil. The symptoms of the disease are varjgimesenting from chlorotic
streaks on the foliar limb to the abnormal develeptrof banana bunches and
death, beginning at the point of growth. Due todbaomic heterogeneity of the
BSV isolates and to the fact that it presents ttoggrty of incorporating to the
banana genome, the use of serologic and moleadanigues for its detection
not always presents the desired efficiency, beingreat importance to analyze
the variability of the isolated of this virus in diil in order for prevention and
diagnosis measures to be well established for thumtcy. In this context, we
aimed at analyzing the genomes of isolates colleatedifferent producing
regions of the country, based on its enzyme reistnicprofile and on the
sequence of the RT/RNase H. The viral dsDNA waainbt with the extraction
of the total DNA of the plants, from the foliar dige and amplified using the
lllustra TempliPhi 100 Amplification Kit (GE Healtlare, Buckinghamshire,
United Kingdom). The conserved region of thigadnavirus used for
differentiating species was amplified by the PCRurified and sent for
sequencing. The genomic DNA obtained by the RCAtiea was submitted to
cleavage with the following enzymes: EcoRlI, KprdtIPSacl, Xbal, Xhol. The
analyses of the 540pbs fragments amplified by P@fRhe 13 BSV isolates
based on the ICTV variant classification criteaipwed the identification of 2
BSV variants, with 10 being classified Bainana streak Mysore virud as
Banana OL virus 2 presented high similarity thlusa acuminata/genotype
AA). The analysis of the restriction profile wastmmnsistent with the data
found in literature, not being adequate for classif the species, while the
sequence analysis of the RT/RNase H region allavsalfe classification inside
the standards already established forBadnavirus

Keywords:Banana streak virufRT/RNAse. RCA.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o quinto maior produtor mundial de banarapresenta uma
area cultivada de aproximadamente 500 mil ha (AGRJAL, 2014). Devido a
intensificacdo da produgdo dessa fruta, novas pragaloencas tém sido
identificadas, as quais causam uma reducdo sigtiic na produtividade
(DAHAL et al., 2000). As cultivares de bananeiré®o gerivadas de duas
espécies selvagens da familia Musacééigssa acuminatee Musa balbisiana
que possuem o0 genoma A e B respectivamente (PRIZI5). Sendo assim, a
escolha e a aquisicdo do material propagativo wddaimentais na implanta¢édo
de um pomar, pois influenciam de forma direta rapcéo e produtividade das
plantas (FARGETTE et al., 2006).

Até o momento, dois sdo 0s virus encontrados erangda no pais: o
Cucumber mosaic virullCMV) e o Banana streak viruBSV) (BRIOSO et al.,
2003). O CMV pertence ao géndCacumoviruse € transmitido na natureza por
ferramentas e por afideos, enquanto que o BSVruert@o génerBadnaviruse
é transmitido na natureza por cochonilhas, porénhos podem também ser
transmitidos por mudas infectadas. Tanto o BSV con@MV sdo encontrados
em todas as regides produtoras de banana do mEWGWEIREDO et al.,
2007), e o seu controle deve ser de carater eafreraite preventivo, uma vez
gue as plantas infectadas ndo podem ser recuper@des isso, a diagnose
desses virus nas mudas destinadas ao plantioncie$gmra evitar a ocorréncia
de epidemias no campo (MEISSNER FILHO & BRIOSO,®00

A diagnose do CMV néo enfrenta maiores dificuldagexiendo ser
feita por métodos sorolégicos e/ou molecularesteffantto, a diagnose do BSV
tem sido bastante complicada devido a dois fatbredamentais: a sua alta
variabilidade genética e a sua capacidade de sgramtno genoma da planta
hospedeira (FIGUEIREDO et al., 2007).
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Em todo o mundo, diversas variantes do BSV tém d&kzritas, com
base na regido RT / RNase H da ORFIIl. Até o momeitram encontrados
guatro variantes genéticos, propostos como noysiEs, ja reconhecidas pelo
International Committe on Taxonomy of viruses (IQTBanana streak obino I
Ewai virus (BSOLV); Banana streak Gold Finger viruBSGFV); Banana
streak Mysore viru§BSMYV); Banana streak Acuminata VietnaiaSVNV).
Entretanto, a medida que novos isolados encontra@imsendo sequenciados,
novas variantes surgem, conianana streak Cavendish viruBSCAV)
(JAMES et al., 2011)Banana streak Imové virU8SIMV) (GEERING et al.,
2011) eBanana streak Uganda A-M vir§AMES et al., 2011a), etc. Isso tem
dificultado a classificacdo taxondmica desse vimuglgumas vezes elas séo
chamadas de espécies de BSV, quando na verdad¥ @ BSa espécie e nao
um género.No Brasil pouco se sabe a respeito disntes que podem estar
presentes, pois nenhuma caracterizacdo molecutaisdados encontrados no
campo foi realizada até o momento.

O BSV, como outros membros da familia Caulimovigideem como
peculiaridade a capacidade de integrar-se ao gedarbananeira, embora essa
integracdo ndo seja essencial para a replicacab(MULL & COVEY, 1996).
As sequéncias integradas sdo denominadas sequéecidégenas de
pararetrovirus (EPRVS), podendo ser de dois tigegjuéncias virais néo
infecciosas com ORFs ndo funcionais, possuindo rdde terminacdo
prematuros, mutacdes e/ou genomas virais incongpletsequéncias completas
do DNA viral, que podem ser ativadas, transformasglem um virus funcional,
que no caso do BSV sdo denominadas eaBSVs (GEERIN@GI., 2005;
GAYRAL et al., 2008; GAYRAL et al.,2010). As sequés do tipo EPRVs
tém sido encontradas em ambos os tipos de genobendea (A e B), enquanto
que as do tipo eaBSVs tem sido encontradas apemagemoma do tipo B
(GEERING et al., 2005; GAYRAL et al., 2010; JAMESat, 2011a).
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Nesse contexto, a alta variabilidade do BSV imptiaampossibilidade
de se empregar testes soroldgicos, pois podem fgdsas negativos caso os
antissoros empregados nao reconhegcam o variantdi@egue esta presente na
muda de bananeira. Por outro lado, o fato de sgriat N0 genoma da bananeira
de modo completo e incompleto pode levar a respsdtailsos positivos,
levando ao descarte de mudas de alto valor cor€dAMES et al., 2011a;
JAMES et al., 2011b).

Tendo em vista a grande heterogeneidade do BSWicaldade de sua
deteccdo em mudas de bananeira e a falta de infdamasobre os isolados
existentes no Brasil o objetivo desse trabalhacédétar e analisar os genomas
de isolados coletados em diferentes regifes proaitdo Brasil, visando

conhecer as espécies atualmente presentes ewrigiitasileiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Bananeira

A bananeira € uma das mais antigas culturas, sendeu fruto
conhecido e consumido em todo o mundo (HARPER.e2@02; GEERING et
al., 2005; DANTAS et al., 2011). Ela tornou-se dangle importancia na dieta
de populacbes, por ser fonte de carboidratos, in@, potassio e fibras e ser
livre de gordura, colesterol e sédio (NOMURA et 2013).

As cultivares de bananeiras séo derivadas de dipggsies selvagens da
familia Musaceadylusa acuminata Musa balbisianaque possuem o genoma
A e B respectivamente (PRICE, 1995). Atualmentéstexem todo o mundo
cultivares com genoma diploide, triploide ou telmége, resultando nos
seguintes grupos: AA, BB, AB, AAA, AAB, ABB, AAAAAAAB, AABB E
ABBB (ALVES, 1999). No Brasil pode-se encontrar @rande nimero de
cultivares de bananeiras (Nanica, Nanicdo, Grarmiad\ Prata And, Pacovan,
Macd, Terra, entre outras) que possuem as casiittasi desejaveis como porte
da planta, produtividade, tolerancia a pragas, ¢cirseca e frio, 0 que pode ou
nao favorecer a producéo e a comercializagdo.dgestale variacdo permite que
0 produtor possa escolher cultivares que sejameafargncia do consumidor em
relac@o a aparéncia e sabor da fruta (NOMURA g2@l3; SILVA et al., 2013)
e que mantenham um bom desempenho agronémico emacela sua
adaptabilidade as condicdes climaticas locaisesiaténcia a doencas (JAMES
et al., 2011).

As bananeiras séo inférteis e possuem uma gefliéticada (JAMES et
al., 2011). Devido a isso, 0 tempo para se obtem cmitivar promissora é
relativamente longo, e muitas vezes a demandaatssimidores ndo é atendida
(SILVA et al., 2013). As caracteristicas como atqgrazcarpia e a esterilidade
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dificultam o melhoramento genético, que procuraeploultivares resistentes,
precocidade de producéo, elevada produtividadeakbdade dos frutos (PUA et
al., 2003).

No entanto, as dificuldades apresentadas pelo magfemto genético
tradicional levaram ao desenvolvimento de modefeammentas da biologia
molecular, permitindo assim ampliar os estudos tEn® em bananeiras
(KOVACS et al., 2012). Uma vez caracterizado o gdménteresse, pertencente
a bananeira ou a outros organismos, este podentsediizido no genoma da
planta usando o método de biobalistica ou o procdsstransformacao por
Agrobacterium Plantas transformadas tém sido alternativas raaepara o
controle de pragas e doencas (BECKER et al., 26BEERAMANAN et al,
2010; JAMES et al., 2011).

2.2 Viroses da bananeira

Os maiores problemas no cultivo da banana no Bsdsil os baixos
nameros de variedades comerciais, que apresentsisiéneia as principais
pragas e doencas, e 0 manejo inadequado da o ANBRADE etal., 2009).

Diversas doencas flungicas e bacterianas podemr afstdbananais,
sendo que as viroses sdo consideradas de grandgéngia por ndo possuirem
controle curativo. HA algum tempo as viroses n&meconsideradas um
problema sério, mas, com o desenvolvimento dos doétale producdo de
mudas a partir de poucas matrizes, tornou-se ee¢idemecessidade do uso de
matrizes comprovadamente sadias (MEISSNER FILHO RIGSO, 2000;
SILVA & CORDEIRO, 2000).

No Brasil, até o0 momento, os virus encontradosiafelo a bananeira
no campo foram dCucumber mosaic virufCMV) e o Banana streak virus

(BSV). Devido as condi¢cdes ambientais e a presabgadante de vetores no
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campo, durante todo o ano, constituindo fatoresazep de potencializar

epidemias que podem levar a perdas significativaso de medidas de controle
preventivas, como a propagacdo de mudas sadiaiimiaacdo de hospedeiras
naturais para os virus, bem como de seus vet@egssenciais para garantir a
produtividade dessa cultura (MEISSNER FILHO & BRI@S000).

Uma das medidas preventivas empregadas atualmenfgagucdo de
mudas por cultura de tecidos, visando a eliminaigigatogenos. Entretanto,
medidas importantes como a indexa¢do dessas maslamdser tomadas, pois
os virus podem nédo ser eliminados, como ocorre cddBV que possui seu
genoma integrado no genoma da planta e pode sadatilurante o processo de
micropropagacdo (DAHAL et al., 1998; DALLOT et &001; HARPER et al.,
2002; COTE et al., 2010).

2.2.1 Cucumber mosaic virus

O Cucumber mosaic viruCMV) é classificado taxonomicamente como
uma espécie da familia Bromoviridae, gén€&acumovirus com simetria
isométrica e diametro entre 28-30nm. Seu capsidempngposto por 180
subunidades protéicas com massa molecular de 24RRANCKI et al., 1979;
PALUKAITIS et al., 1992).

O CMV foi descrito pela primeira vez em 1930, indwo plantas de
pepino. A partir de entdo, teve uma ampla dissegiimanundial atingindo
plantas frutiferas, olericolas e ornamentais (PARUKS et al., 1992,
VARVERI & BOUTSIKA, 1999). No Brasil sua primeirecorréncia foi em Séo
Paulo, causando sintomas de mosaico, necrose e amrbananeira (BRIOSO,
1986). Com o passar do tempo, este virus tem adguuma grande
importancia, tanto pela ampla gama de hospedeinasinfecta quanto pelo
elevado numero de variantes genéticos (VARVERI &UBGIKA, 1999). A
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transmissdo do CMV na natureza pode ser feita @inass espécies de afideos,
de maneira semipersistente, sendo que os prindiaismissores tém sido o
Aphis gossypiie 0 Myzus persicagdPALUKAITIS et al.,, 1992, SILVA et
al.,2013). Sua deteccéo é relativamente simpleemo ser realizada tanto pelo
teste sorolégico ELISA como por testes moleculanais sensiveis como o RT
— PCR (LOCHART; JONES, 2000).

2.2.2 Banana streak virus

O Banana streak virysfoi relatado por volta de 1958, na Costa do
Marfim, tendo sido inicialmente confundido com o saimo da bananeira,
geralmente induzido pelo CMV. Somente em 1974dlaitado pela primeira vez
no Marrocos, como sendo um virus distinto do CMOQKHART & JONES,
2000). Em seguida a doenca foi registrada em véoasinentes como Africa,
América do Sul e regides do Pacifico, mas, provagete, deve ocorrer em
todos os locais onde se cultiva a banana no mund@€KHART & JONES,
2000). No Brasil sua primeira identificacéo foi @rfec¢cdo mista com o CMV,
por Brioso et al. em 2000.

O BSV pertence a familia Caulimoviridae, génBaxnavirus e € um
pararetrovirus, de modo que, durante a replicdn@malmente o seu genoma é
transcrito em um RNA mensageiro, sintetizado aimpdot genoma original, e a
partir desse é retro-transcrito para DNA pela ttaptase reversa. As particulas
virais sdo baciliformes, ndo envelopadas, medingo 180 a 150nm de
comprimento e 23 a 30 nm de didmetro. O seu gerdi@nstituido por um
DNA circular, de cadeia dupla, com aproximadamé&n®ea 7.8 Kbp (HULL et
al., 2005), e possui trés ORFs (Open Reading Frafhe)ORFI e ORFII
codificam duas pequenas proteinas de 22,8 KDa%®KBa respectivamente,
cujas fun¢des ndo sdo bem conhecidas (CHENG d986). A ORFIII codifica
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uma poliproteina, que posteriormente € clivada i@eobmutras proteinas com as
seguintes funcgBes: proteina de movimento, capa&ipagtprotease aspartica,
transcriptase reversa (RT) e ribonuclease H (RNagelULL, 2002) (Figural).

ORF1

ORFZ2

ORF3

Figural Organizacao do genoma de BSV

Nota: O circulo completo representa a dupla fitdD#\. O circulo interno pontilhado
mostra 0 mapeamento de transcritos. E o outrodeownstra a posicdo das ORF’s.

(Fonte: HARPER; HULL, 1998).

O BSV néo é transmitido mecanicamente, entretamionatureza é
transmitido pelas cochonilh@&anococcus citri Riss@&accharicoccus sacchari
Cockerelle Planococcus minor Maskeltle modo semi-persistente. Apesar das
cochonilhas serem sedentérias, os seus estadiogisnisdo moveis e a
transmisséo é realizada facilmente (JAMES et all12COLARICCIO, 2006).
Além dos vetores, o BSV pode expressar o genomargocado, induzido
principalmente por cultura de tecidos (COLARICCEDO06). Os sintomas da

doenca sdo variaveis apresentando estrias cla&icaecroticas ao longo do
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limbo foliar, distorcdo de folhas e peciolos, ratiras no caule,
desenvolvimento anormal dos cachos e morte do plEntwescimento (DAHAL
et al., 2000). Estes sintomas podem se apresemtame folha e/ou espalhar
para as demais, podendo aumentar ou diminuir deeinaaniclica. Em varios
casos as folhas emergentes aparecem assintomaliedaslo as condicdes
ambientais e as variedades das bananeiras, sema® wezes exibidos durante a
estacéo fria do ano (DAHAL, 1998; COLARICCIO, 2006)

O manejo adequado para BSV é a deteccao ante@padanhecimento
dos vetores do virus para evitar que ocorra prag@eg& disseminacdo por
cultura de meristemas. Além disso, pode haver urngimentacdo de virus
entre as culturas através de vetores, pois exiBmdmavirusque infectam as
bananeiras e também cana-de-acucar (COLARICCI(5)200

O uso de mudas sadias, obtidas por cultura deoggbderia ajudar a
evitar a introducdo do BSV em bananais. Entretantuiltivo de tecido@ vitro
ativa as sequéncias endogenas de BSV existentgenmma da planta, o que
destaca a necessidade de estudos que possibilitentomtrole eficiente
(GEERING et al., 2005).

Na classificacdo das espéciesBhdnavirusestabelecida pelo Comité
Internacional de Taxonomia de virus (ICTV), sdosieradas espécies distintas
aquelas que apresentam diferencas superiores a 29%dentidade de
nucleotideos, dentro da regido conservada da QRgdhtendo o gene que
codifica a transcriptase reversal/ribonuclease H/RR&seH) (HULL et al.,
2005). De acordo com esse critério, diversas espé®m sido descritaBanana
streak OL virus- BSOLV (HARPER & HULL, 1998)Banana streak GOLD
finger virus - BSGFV (GAYRAL et al., 2008)Banana streak IM virus
BSIMV (GEERING et al.,, 2011)Banana streak Mysore virus BSMYV
(GEERING et al., 2005)Banana streak acuminata Vietham viru8SVNV
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(LHEUREUX et al., 2007)Banana streak CA virusBSCAV, Banana streak
Uganda A virus BSUAV (JAMES et al., 2011).

O Banana streak virusalém de possuir alta variabilidade genética tem
como peculiaridade a caracteristica de integrarsegenoma de plantas
hospedeiras. Existem dois tipos de sequénciasratag a0 genoma da planta
hospedeira: as incompletas, ndo infecciosas asaplam completas, que podem
transformar-se em virus funcional, sendo denomma@acaBSVs (GEERING
et al.,, 2005; GAYRAL et al.,, 2008; GAYRAL et al.0P0). As sequéncias
enddgenas de pararetrovirus (EPRVs) variam de pegudragmentos a
sequéncias maiores, contendo mais de uma copiemmn (GAYRAL et al.,
2010).

A forma como ocorre a integragéo entre 0 genomérds e o da planta
ainda é desconhecida, mas considera-se que sej&stde recombinacado
ilegitima (GAYRAL et al., 2010). Através das céhilgerminativas de certas
plantas as sequéncias virais podem ser integradasnar-se parte de seu
genoma, assim sendo inseridas na populacédo por deeselecdo natural e/ou
deriva genética (GAYRAL et al., 2010).

A presenca de EPRVs tem sido considerada imporfzarte as plantas
hospedeiras, agindo na modificagdo do tamanh@eafies na metilacdo do seu
genoma e atuando como reorganizador genémico phucdo de rearranjos
cromossomais. Além disso, exercem a funcdo datéadl resisténcia da planta
hospedeira ao virus (GAYRAL et al.,2010). Estas uéagias sobre
determinadas condi¢cdes de estresse, como hidripmr eultura de tecidos,
podem levar a eventos de recombinacdo nas seqsiémegradas dando origem
a infec¢bes epissomais (JAMES et al., 2011a).

Inicialmente a detec¢cdo de BSV foi realizada asadé métodos
sorolégicos, no entanto, a sua alta variabilidast@®qica representa um grande

desafio para o desenvolvimento de testes de diigod@s base de anticorpos
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(GEERING et al.,, 2000; HARPER et al., 2002; GEERINGal., 2005). O
desenvolvimento de testes de diagnose baseado€Rapra oBadnavirus
tem como alvo a regido conservada localizada nallQRfue codifica a
proteina com funcdo de RT/RNaseH (BRAITHWAITE et 4B95; YANG et
al., 2003). Entretanto, sequéncigmtegradas deBadnavirus,que podem ser
completas e incompletas, comprometem a confiabliéiddesse teste, que pode
gerar falsos positivos (HARPER et al., 2002).

Em uma tentativa de contornar a deteccdo do DNAgrado, a
imunocaptura (IC)-PCR foi empregada para a indexafs# BSV, mas este
método também depende da utilizacdo de antissompaodem n&o reconhecer
todos os variantes genéticos desse virus (HARPER,,€2002). Uma técnica
denominada “rolling circle amplification” (RCA), paz de superar essas
limitacdes, foi proposta por James et al. (201El3) discrimina entre sequéncias
de DNA do BSV integrado (EPRVSs) e epissomal (eaBSpsis usa a DNA
polymerase de bacteriéfago Phi29, que amplificaémdas circulares de DNA,
incluindo plasmideos (DEAN et al.,, 2001; REAGIN at, 2003) e diversos
virus que infectam humanos, animais e plantas (JENal., 2009). James et
al. (2011b), descrevem o desenvolvimento e uso @A Para a deteccdo do
BSV em banana e demonstram a habilidade desse ongwr@ diferenciar
sequéncias integradas e epissomais do BSV.

Durante a reacdo de RCA o0s primers se ligam conNA Bholde em
multiplos locais. A polimerase Phi29 estende cadalas primers dando origem
a sintese da cadeia complementar, ao atingir mid&fita sinalizada por outro
primer ela desloca essa fita e continua o procdssamplificacdo. O processo é

continuo resultando em uma amplificacdo expone(figura 2).
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Phi29 DNA Random
polymerase hexamer Input DNA
primers

Figura2 Mecanismo de amplificagcdo do DNA circuyterla técnica Rolling
circle com o uso da polimerase Phi29

(Fonte: JAMES, 2011).

Técnicas que aplicam marcadores moleculares védo seiizadas para
estudos da diversidade genética (SILVA et al., 208RFLP se baseia no corte
do DNA gendmico com varias enzimas de restricde,ggram uma variacao de
fragmentos obtidos, a fim de, contribuir para aotemmia de diversos
organismos (SREERAMANAN et al, 2010). James et24l1,1 propds o uso de
diferentes endonucleases, que possibilitariam engBb de padrdes de restricdo

enzimatica para cada variante de BSV.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Conducéo dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério \dmlogia
Molecular, no Departamento de Fitopatologia da ©rsidade Federal de
Lavras (UFLA).

3.2 Obtencao do material vegetal

Os 13 isolados de BSV sequenciados nesse tral@ttum fcoletados de
regiGes distintas do pais (Tabela 1), com o aug#iprodutores e pesquisadores
comprometidos com a producdo de banana. No montEntecebimento das
amostras, parte do tecido foi submetido a extragdDNA total e o restante foi

acondicionado em freezer -80°C.

3.3 Extracdo do DNA total

O DNA total das plantas foi extraido a partir dcide foliar, segundo o
protocolo de Lodhi et al. (1994). Para a extragimmh macerados 0,159 de
tecido vegetal fresco na presenca de nitrogénidddge em seguida foram
adicionados 1,5ml de tampdo CTAB 2% (100mM Tris-H@HS,0; 20 mM
EDTA; 1,4M NaCl; 80 mM Na2S03; 2% PVP-10; e 2 %Btemeto de Cetil-
Trimetil-Amoénio CTAB) contendo 0,2% dp mercaptoetanol. A mistura foi
incubada em banho maria por 30 minutos e a cadaii@os os tubos foram
misturados por inversao. Logo apds, foi adicionap@l volume do extrato a
solucdo 24:1 cloroférmio, alcool isoamilico. Os ratabos foram centrifugados

a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadanmteansferido para novos
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microtubos e a precipitacdo do DNA realizada, coadgdo de 0,6 vezes o
volume de isopropanol frio (-20°C). A solucdo fangimente homogeneizada
por inversao e armazenada a -20°C por lhora. Apdecipitacdo foi realizada
uma centrifugacdo de 12000 rpm por 10 minutos a ¥ Gobrenadante foi
descartado e pelletlavado com 500 pl de alcool 70% e secado em tertpara
ambiente. Em seguidapellet seco foi ressuspendido em 30 pl de tampéo TE
(Tris HCL 1M pH 8.0, EDTA 0.5M pH 8.0) e a qualidado DNA extraido foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose 0O,d¥irastado com Gel Red

(Biotium Corp.) .

Tabelal Relagdo dos isolados coletados que fom@sitiyos nos testes de
RCA e submetidos ao sequenciamento e analise

N°da Gendtipo Cultivares Municipio Estado Denominacgéo
dos isolados*

Amos

tra
1 AAB Brs conquista  Manaus Amazonas AM-CONQ5
2 AAB Brs conquista  Manaus Amazonas AM-CONQ6
3 AAB Brs conquista  Manaus Amazonas AM-CONQ7
4 AAB Brs conquista  Manaus Amazonas AM-CONQ10
5 AAB Tap Maeo Manaus Amazonas AMTAPM 15
6 AAB Tap Maeo Manaus Amazonas AMTAPM 19
7 AA Jari buaya Cruz das almas  Bahia BA-JABU
8 AAB Prata ana Cruz das almas  Bahia BA- PAN
9 AAAB Brs platina Sete Lagoas Minas Gerais MGBRPL
10 AAB Mysore Delfinépolis Minas Gerais MG-MYS 1
11 AAB Mysore Delfinépolis Minas Gerais MG-MYS 2
12 AAB Mysore Delfinépolis Minas Gerais MG-MYS 3
13 AAB Mysore Delfinépolis Minas Gerais MG-MYS 4




25

3.4 Rolling Circle Amplification (RCA)

O dsDNA foi amplificado usando o lllustra TempliPHLOO
Amplification Kit (GE Healthcare, BuckinghamshiiReino Unido), seguindo as
instrucdes do fabricante, com pequenas modificagdesnvés de um par de
primers foi empregada uma mistura contendo os lhieps discriminados na
Tabela 2. O produto obtido foi analisado em gehdarose 0,7%, contrastado
com Gel Red (Biotium Corp.).

3.5PCR

A regido conservada doBadnavirus RT/RNaseH, utilizada para
diferenciacao de espécies, foi amplificada por RGRirtir dos produtos obtidos
em RCA, empregando os dois primers especificos &#dee BadnaFR (Tabela
2). Para a PCR (25ul) foi preparado uma misturdecwmio 5ul de tampéo 2x
(GoTaqg Green Master Mix); 0,75 ul de cada primes; MIgCI2; 1ul de dNTP;
14,875 agua ultra pura; 0,125 enzima e 1ul do DM#iddo como produto na
reacdo anterior de RCA. Na PCR foi empregado @ aohstituido por uma
desnaturacédo inicial de 95°C durante 2 min, segpiglo 35 ciclos de 95°C
durante 45 s, 50°C por 1 min e 72°C durante 1 mima extensao final de 72°C
durante 5 min. O produto da PCR foi analisado petraforese em gel de
agarose a 0,7%, contrastado com Gel Red (Biotiurp.Eds fragmentos foram
purificados por meio do kit Wizard® SV Gel and PQ@Hean-Up System
(Promega), seguindo as instrugbes do fabricante, erwiados para

sequenciamento.
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Tabela 2 Primers empregados para a amplificacd@edmma doBanana
streak virugBSV) pela técnica de RCA

Primers Sequéncias 5’ — 3’ Referéncia
1A CTNTAYGARTGGYTNGTNATGCCNTTYGG Harper et al.2002)
4 TCCAYTTRCANAYNSCNCCCANCC Harpe et al.
(2002)
BADNAF/P ATGCCITTYGGIITIAARAAYGCICC Yang et al. (203)
BADNAR/P CCAYTTRCAIACISCICCCCAICC Yang et al. (2093
BSV2292 ATGARYTAHATWAGRTGYTMSCC James et al.
(2011a)
BSV2826 TYYWGAAARCATGGTGGGRGARGA James et al.
(2011a)
BSV3298 YTCCCAYCTTTCRAAKACYTT James et al.
(2011a)
BSV3517 KRATMTTYTWTYTDGAARATCC James et al.
(2011a)
BSV3700 KTGGBAGTTTKGTRAAGARYTC James et al.
(2011a)
BSV4030 TGCARRTGYTWYGCYTGYGGAGA James et al.
(2011a)
BSV6652 GAAAARRTMTGYGCNTAYGCVAG James et al.
(2011a)

3.6 Restricao enziméatica

O DNA gendmico, amplificado por RCA, foi submeti@alivagem com
as seguintes enzimas: EcoRIl, Kpnl, Pstl, Sacl, Xbdiol (PROMEGA)
seguindo o método proposto James et al. (2011)sé&guida, os fragmentos
obtidos foram analisados por eletroforese em gelgdeose a 1%, contrastado
com GelRed" (Biotium Corp.). O padrdo de bandas de cada isoffil

analisado e comparado aos padrfes encontraddenaduiia.
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3.7 Sequenciamento e Andlise das sequéncias

O sequenciamento foi realizado pela companhia Genels Estados
Unidos. A andlise das sequéncias obtidas foi r@@dizutilizando-se o NCBI

BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.dgé o alinhamento das sequéncias

de nucleotideos e aminoacidos foi feito por meigoomrama CLUSTAL W2
(V. 2.0). Os isolados do GenBank empregados pargparacdo se encontram
discriminados na Tabela 3, sendo que as reladdgefiiéticas foram estudadas
utilizando-se o algoritmo neighbor-joining para aa#cidos e UPGMA para
nucleotideos, empregando o bootstrap com 2.00Qigéps com 0 programa
MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2007).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacdo dos primers BADNAFP e BADNARP na PCBrmitiu a
amplificacdo de fragmentos gendmicos com 540pkrespondente a regido
codificadora RT/RNAseH, para os 13 isolados estoslads sequéncias de
nucleotideos e de aminoacidos desses isolados favamparadas entre si e com
outros dezesseis isolados do GenBank.

Quando os nucleotideos dos isolados brasileirasrfmomparados entre
si eles apresentaram identidades entre 59 e 100%al'4. Identidades acima de
90 % ocorreram entre os isolados: AMCONQ5, AMCONABICONQ10, do
Estado do Amazonas, BAPAN da Bahia e MGBRPL, MGMYBIGMYS2,
MGMYS3 e MGMYS4 de Minas Gerais, indicando que elegem pertencer a
mesma espécie, de acordo com o critério estabeleeid ICTV (Harper et al.,

2005).

Tabela 3 Isolados disponiveis no GenBank empregaali@s comparacdo com
os isolados brasileiros

NUm. De acesso  Espécie Acrénim@rigem
KF545103 Banana streak cavendish virus BSCaV Tanzénia
JF911406 Banana streak goldfinger virus BSGFV  Quénia
NC_007002 Banana streak goldfinger virus BSGFV Equador
AB252637 Banana streak Mysore virus BSMyV Indonesia
AY805074 Banana streak Mysore virus BSMyV  Austraia
JF911395 Banana streak Mysore virus BSMyV Quénia
KF724855 Banana streak Mysore virus BSMyV India
AJ968422 Banana streak obinol'Ewai virus BSOLV Uganda
JQ409539 Banana streak obinol'Ewai virus BSOLV India
KF545102 Banana streak obinol'Ewai virus BSOLV Quénia

KF548092 Banana streak obinol'Ewai virus BSOLV Brasil



“Tabela 3, conclusao”
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NUm. De acesso

Espécie

Acrénim@rigem

JF911400
AJ968464
HQ593110
HQ593108
FJ439806

Banana streak Uganda A virus
Banana streak Uganda C virus
Banana streak Uganda M virus
Banana streak Uganda | virus

Sugarcane bacilliform virus

BSUgAV
BSUgCV
BSUgMV
BSUgIV
ScBV

Quénia
Uganda
Uganda
Uganda

Guadalupe




Tabela 4 Porcentagem (%) de identidade entre ag€seigas de nucleotideos da regido codificadoraistdados do
Brasil com GenBank

N° lIsolados 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

1 AM- 99 98 98 60 59 66 99 98 99 99 99 99 68 64 64 98 98 99 98 67 67 67 67 69 64 62 65 71
CONQ5

2 AM- - 98 98 60 60 66 99 99 99 99 99 100 69 64 64 99 99 99 68 68 68 68 69 64 63 65 71
CONQ6

3 AM- - 97 58 58 66 98 98 98 98 98 98 68 64 64 98 98 98B 68 68 68 68 69 64 62 65 71
CONQ7

4 AM- - 60 60 66 98 98 98 98 98 98 68 63 64 97 98 98 63 68 67 68 69 64 62 65 71
CONQ10

5 AMTAPM - 99 64 60 60 60 60 60 60 64 64 63 60 60 60 66 66 66 66 65 78 62 57 66
15

6 AMTAPM - 64 60 60 60 60 60 60 64 64 63 60 60 60 59 65 66 65 65 78 62 56 66
19

7 BA-JABU - 66 66 66 66 66 66 74 64 64 66 66 @6 97 97 97 97 69 62 65 66 65

8 BA-PAN - 99 99 99 99 99 68 65 65 98 99 WB 68 68 67 68 69 64 63 65 72
9 MGBRPL - 99 99 99 99 69 64 64 99 99 99 BB 68 68 68 69 64 63 65 71

10 MG-MYS 1 - 99 99 99 68 65 65 98 99 99 98 68 68 67 68 64 63 65 72

11 MG-MYS 2 - 99 99 69 64 65 98 99 99 98 68 68 68 689 64 63 65 71

0€



“Tabela 4, conclusao”
N° Isolados 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

12 MG-MYS 3 - 99 69 64 65 98 98 99 98 68 68 68 68 68 63 65 72
13 MG-MYS 4 - 69 64 64 99 99 99 99 68 68 68 68 69 63 65 71
14 KF545103 - 68 68 69 69 69 68 76 766 76 77 66 65 66 69

15 JF911406 - 98 64 64 64 64 65 65 65 65 62 64 63 66

64 64 65 64 65 65 65 65 65 63 64 6B
- 99 99 99 68 68 68 680 ®4 63 65 72

16 NC_007002 -

17 AB252637

18 AY805074 - 99 99 68 68 68 68 6% 63 65 72

19 JF911395 - 99 68 68 68 68 69 B4 65 71

20 KF724855 - 68 68 68 68 69 68 ®5 71

21 AJ968422 - 100 99 100 70 64 ®7 66

22 JQ409539 - 99 100 70 64 66 66

23 KF545102 - 99 70 64 66 6B 6

24 KF548092 - 70 64 66 67 66

25 JF911400 - 67 63 64 71

26 AJ968464 - 63 75 65
27 HQ593110 - 52 53
- 100

28 HQ593108
29 FJ439806

T€
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Os isolados AMTAPM15 e AMTAPM19, provenientes dendoaa cv.
Tap Maeo do Amazonas, também apresentaram entriglegtidades de
nucleotideos iguais a 99%, enquanto que o isoladdABU apresentou
identidades inferiores 70% quando comparado conouwgsos 12 isolados
brasileiros. A identidade de aminoacidos entresotados brasileiros seguiu a
mesma tendéncia de agrupamento de isolados, caresalariando entre 58 e
100% (Tabela 5).

Quando os isolados brasileiros foram comparadosaoiio GenBank
as identidades de nucleotideos variaram entrel8®% e as de aminoacido de
53 a 100%. Seguindo o critério de classificacdol@®V, a maioria dos
isolados, ou seja, os do Amazonas, denominadosvViieONQ5, AMCONQ6 e
AMCONQ10, o da Bahia (BAPAN) e os de Minas geraMGBRPL,
MGMYS1, MGMYS2, MGMYS3 e MGMYS4) pertencem a esgéBanana
streak Mysore viru$BSMyV), uma vez que apresentaram identidades da 97
99% com os isolados AB252637 da Indonésia, AY8050a4 Australia,
JF911395 do Quénia e KF724855 da india, pertersemtessa espécie. O
isolado BAJABU ficou classificado comBanana streak obinoi‘ewai virus
(BSOLYV), pois apresentou identidade de 97% consosdlos dessa espécie, 0
AJ968422 da Uganda, o JQ409539 da Iindia, o KF545-d®Xuénia e o
KF548092 do Brasil. As identidades de aminoacidoBAJABU com esses
isolados foram menores do que as de nucleotidmas\db a menor de 93 %
(KF545102) e a maior de 94% com os 3 outros isslaBinalmente, os dois
isolados AMTAPM15 e o AMTAPM19, que apresentaramauentidade de
99% entre si, ndo encontraram nenhuma identidacleasoespécies ja aceitas
pelo ICTV e depositadas no GenBank, com as quagseptaram identidades de
nucleotideos variando entre 49 e 78%. Entretantaresantaram alta
similaridade com as sequéncias endégenas encappad&eering et al. (2005)

em Musa acuminata(genotipo AA). Como nesse trabalho o fragmento
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gendmico analisado foi obtido por RCA que amplifigrenas DNASs circulares,
separando as sequéncias enddgenas das epissonfasmymeznto detectado
realmente pertence a uma particula viral ativeectaindo a cv. Tap Maeo
(gendtipo AAB). Isolado semelhante detectado emaCdenominado E236-45
e depositada no GenBank sob niimero KF386729, apoes@4% de identidade

com os isolados brasileiros, indicando que essadsaleve ocorrer também em

outros paises produtores de banana ao redor doomund



Tabela5 Porcentagem (%) de identidade entre agseias de aminoacidos da regido codificadora sllados do

Brasil com GenBank

N° Isolados 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
1 AM-CONQ5 98 96 96 62 62 69 98 96 98 98 98 98 73 63 63 91 92 98 93 74 74 73 74 73 60 60 61 73
2 AM-CONQ6 - 98 97 64 63 70 100 98 100 100100 100 74 65 65 93 94 100 95 75 75 75 75 75 60 61 62 75
3 AM-CONQ7 - 9665 64 70 98 100 98 98 98 98 7364 64 91 92 98 93 75 75 74 75 75 60 60 62 65
4 AM-CONQI10 - 6262 68 97 96 97 97 97 97 7263 63 91 92 97 92 73 73 73 73 74 59 59 60 73
5 AMTAPM 15 - 99 5864 65 64 64 64 64 6358 58 62 63 64 63 61 61 61 61 62 77 55 56 64
6 AMTAPM 19 - 5863 64 63 63 63 63 6257 57 62 62 63 62 61 61 61 61 61 77 55 56 63
7 BA-JABU - 70 70 70 70 70 70 8®8 68 67 67 70 67 94 94 93 94 76 58 58 59 70
8 BA-PAN - 98 100 100100 100 74 65 65 93 94 100 95 75 75 75 75 75 60 61 62 75
9 MGBRPL - 98 98 98 98 734 64 91 92 98 93 75 75 74 75 75 60 60 62 75
10 MG-MYS1 - 100100 100 74 65 65 93 94 100 95 75 75 75 75 75 60 61 62 75
11 MG-MYS 2 - 100100 74 65 65 93 94 100 95 75 75 75 75 75 60 61 62 75
12 MG-MYS 3 - 10074 65 65 93 94 100 95 75 75 75 75 75 60 61 62 75
13 MG-MYS 4 - 7465 65 93 94 100 95 75 75 75 75 75 60 61 62 75
14 KF545103 - 7171 69 69 74 70 85 85 8585 82 59 61 61 76
15 JF911406 - 9%1 61 65 61 71 71 71 71 67 58 62 61 69
16 NC_007002 661 65 61 71 71 71 71 67 58 62 61 69

Ve



“Tabela 5, conclusao”

N° Isolados 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
17 AB252637 - 9793 97 70 70 70 70 70 60 58 58 71
18 AY805074 - 94 980 70 70 70 70 60 58 58 71
19 JF911395 - 995 75 75 75 75 60 61 62 75
20 KF724855 - 7171 70 71 70 60 58 58 71
21 AJ968422 - 1008 100 81 60 61 62 73
22 JQ409539 - 9800 81 60 61 62 73
23 KF545102 - 98 861 61 61 73
24 KF548092 - 8B0 61 62 73
25 JF911400 - 668 61 76
26 AJ968464 - 553 59
27 HQ593110 - 881
28 HQ593108 - 65
29 FJ439806 -

g€
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A arvore filogenética construida com base na sagjaé&le nucleotideos
da regido RT/RNAseH mostrou que os isolados brasslede BSV se
distribuiram em dois clados principais, com o prmeubdividido em dois
subgrupos (Figura 3): o primeiro contendo os isudadh espécie BSMYSV e o
segundo com a BAJABU, pertencente a espécie BSlsMs@ados AMTAPM-
15 e 19 se agruparam no segundo clado. A arvargefilética baseada na
sequéncia de aminoacidos apresentou grupamentethseres.

Quando a sequéncia de nucleotideos dos isolad@sedBank foram
empregados na construcdo da terceira arvore filgan os isolados se
agruparam por espécie, em 2 clados, sendo queémeimm, subdividido em dois
grupos com diversos subgrupos, os 10 Isoladosldirasida espécie BSMYSV
ficaram mais préximos ao JF911395 do Quénia. Qadss AMTAPM15 e 19
se colocaram em um subgrupo separado, apresentggm@m, certa
proximidade com a espécie BSUgCV.

O isolado JF911400, da espécie BSUgAV, provenigot®uénia, ficou
completamente isolado no segundo clado da arvarstramdo que possui uma
grande distancia das demais espécies. A mesméuiigiio foi observada na
arvore filogenética baseada na sequéncia de anmilbsaamostrando que as
mutacdes ocorridas nos nucleotideos Baginavirussao geralmente do tipo
sindnima (Nei & Gojobori, 1986).



37

o AMCONQ6

MG-MY S4

MG-MY S2

— AMCONQ5

— MGMY S-1
MGBRPL

BAPAN
[ MG-MY S3
|: AMCONQ7
AMCONQ10

BAJABU

100

—

| AMTAPML15

0] pvrapmio

U
0.05

Figura3 Arvore Filogenética construida com base seguéncia de
nucleotideos da regido codificadora RT/RNAseH dasados de
Badnavirusestudados. Os valores foram obtidos pelo progidega
6.0 e teste neighbor-joining, com 2.000 repeticdes
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Figura4 Arvore Filogenética construida com base seguéncia de
aminoacidos da regido codificadora RT/RNAseH dadados de
Badnavirusestudados. Os valores foram obtidos pelo progidega
6.0 e teste neighbor-joining, com 2.000 repeticdes
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2.000 repeticdes



40

MGMY S-1
JF911395
MG-MY S4
86
AMCONQ6
BAPAN
59| MG-MY S2
MG-MY S3
82 |:AMCONQ5
AMCONQ10
0 —|AMCONQ7
9 | MGBRPL

KF724855
52
% |— AB252637
6L AY 805074

FJ439806

KF545100

BAJABU
97

KF545102

JQ409539
83
AJ968422
89
KF548092

hdl —————————— AJ968464
100 AMTAPM15
100 [ AMTAPM19

rJF911406

wl NC 007002

{ HQ593110
100 HQ593108

JF911400

P
0.1

Figura 6 Arvore Filogenética construida com base sequéncia de
aminoacidos da regido codificadora RT/RNAseH dada@os de
Badnavirusestudados juntamente com os do GenBank. Os valores
foram obtidos pelo programa Mega 6.0 e teste neigjaining, com
2.000 repeticdes
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Em diferentes estados do Brasil foram encontradosives genéticos
de BSV, sendo denominados de BSVBR-1, BVBR-2, BS\ABB& BSVBR-4,
porém a analise foi embasada somente no perfilofdeético de produtos de
PCR (FIGUEIREDO, 2006) e ndo no sequenciamentoetétgpos de origem
epissomal, obtidos por RCA, o que pode prejudicamtarpretacdo dos
resultados. Existe apenas um trabalho baseadogif® rBRT/RNaseH do DNA
epissomal de um isolado brasileiro Badnavirus proveniente do norte do
Parana, infectando a cultivar Nanicdo Jangadaemeghte a espéci®anana
streak OL virus(CARNELOSSI et al. 2014). No presente trabalho &mb
foram encontradas as espécimnana streak Mysore virus Banana streak
obinoi'ewai virus(BSOLV), além de outra espécie ainda ndo recodheei
detectada apenas como DNA endégeno em cultivaadaneira com gendtipo
AA. A espécieBanana streak obinoi'ewai viruBSOLV) apresenta uma
distribuicdo mundial, tendo sido ja reportada eweidios paises como Quénia,
Uganda e india, dentre outros (HARPER et al. 2QDSMES et al, 2011,
Khurana & Baranwal, 2014).

Uma recente deteccdo de BSV em Cuba mostrou aéociar das
espécies BSOLV, BSIMV, BSGFV e BSMYV, sendo que eesstimo
apresentou a incidéncia mais alta (JAVER-HIGGINS@Nal. 2014). Essa
ampla distribuicdo de espécies, tanto dentro comtee epaises, parece ter
explicacdo no grande fluxo de germoplasmas e mysdaa plantio que
geralmente tem sido intercambiado pelos mesmos.

4.1 Resultados da restricdo enzimética

Para a digestdo com as enzimas EcoRI, Kpnl, Patl, Xbal e Xhol,
seguindo o protocolo proposto por James et al. 1(R0fbi escolhido um

exemplar de cada uma das espécies identificada® reestudo com base na
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andlise da regido RT/RNAse H. Os resultados ob8dasncontram na Figura 7.
Quando digeridos com a enzima Kpnl, os produtoR@A de todas as espécies
apresentaram apenas uma banda com cerca de 7,5in#ibando que
provavelmente esses isolados ndo possuem o sitiestticdo reconhecido por
essa enzima.

As demais enzimas geraram padrbes de bandas tiferpara cada
isolado, entretanto esses hem sempre foram repstiindo coincidiram com os
padrBes descritos por aquele autor para as espfERadnavirusdescritas e
encontradas nesse estudo. Assim sendo, a idegdificale espécies de
Badnaviruscom base na restricdo enzimética ndo parece apaieseeficiéncia
esperada, sendo 0 sequenciamento e comparacaoscespécies ja descritas

mais seguro para a correta classificacdo das mesmas
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5 CONCLUSOES

Dentre os 13 isolados brasileiros d&adnavirus estudados, 10
pertenciam a espéckanana streak Mysore virulBSMYSV) e um aBanana
streak OL virugBSOLYV). Os dois restantes apresentaram ident&@aderiores
a 80% com todas as espécies ja estudadas, deven@gmger a uma nova
espécie.

A classificacdo baseada na andlise da regiao deNR¥ge H mostrou-
se mais eficiente do que a baseada no padrdo dasda restricdo enzimatica

do genoma viral.
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