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RESUMO

BRITO SANTOS, DALMA, Bacharel em Biologia, Universidade Federal do Reconcavo da
Bahia, marco de 2017. Diversidade genética de espécies do virus das estrias da bananeira
(eBSV) em acessos da colecdo de germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura.
Orientador: Edna Lobo Machado. Co-Orientador: Edson Perito Amorim.

A banana é uma das frutas mais consumidas no mundo, apresentando relevante papel sécio-
econdmico em inimeros paises tropicais e subtropicais. Diferente do cenario mundial, o
Brasil concentra sua producdo em cultivares do subgrupo Prata, em especial a ‘Prata-Ana’ e
‘Pacovan’, genotipos triploides com genoma AAB. Em bananeira, sabe-se que o genoma, ou
pedacos do genoma do virus das estrias da bananeira (BSV), podem estar incorporados ao
genoma de bananeiras que possuem o grupo B em sua constituigdo. Sendo assim, s&o comuns
os relatos de sintomas de BSV em bananais que fazem uso dessas cultivares, localizadas nos
principais polos de produgéo da fruta no Brasil, o que leva a concluir-se pela presenga do
virus integrado ao genoma B ou a infec¢do local por vetores. Para o agronegdcio brasileiro da
banana, é fundamental o uso de cultivares livres de sequéncias completas do virus integrado
no genoma B; demanda que pode ser atendida por meio do melhoramento genético baseado
em cruzamentos e selecdo nas progénies. Portanto, € de suma importancia ter ferramentas
disponiveis capazes de identificar particulas virais no germoplasma de bananeira para auxiliar
a selecdo de parentais livres do BSV. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar
a diversidade genética das espécies de BSV presentes em acessos de bananeira mantidos no
banco ativo de germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura (BAG-Banana), utilizando
primers espécies-especificos (de juncdo, estruturais e alélicos) desenvolvidos pelo Centro de
cooperacdo internacional em pesquisa agrondmica para o desenvolvimento (CIRAD-
Montpellier, Franca). Foram analisados 304 acessos para deteccdo das principais espécies do
virus (BSGFV-Goldfinger, BSOLV-Obino L'Ewai e BSIMV-Imové). Destes, 142 acessos
demonstraram resultados positivo para a existéncia de integracdes virais em seus genomas
(47% do germoplasma avaliado). Todos o0s acessos das espécies selvagens de bananeira e
aqueles com apenas o genoma A, foram negativos; resultado que corrobora com a literatura
internacional que vincula a integracdo do virus apenas ao genoma B. As espécies virais mais
frequentes na colecdo de germoplasma foram BSGFV e BSOLV, presentes em
aproximadamente 40% e 39%, respectivamente. Além dos primers espécies-especificos,
também foram utilizadas enzimas de restricdo (marcadores dCAPS — Derived Cleaved
Amplified Polymorphic Sequences) para identificar acessos com genoma B que apresentam
alelos virais infectivos ou ndo infectivos. Os resultados destas analises demonstraram que
todos os acessos do grupo gendmico BB apresentam alelos infecciosos para as espécies
BSGFV ou BSOLV. Os resultados deste trabalho permitem estimar a diversidade de BSV
(eBSV) nos acessos de bananeira pertencentes ao BAG-Banana da Embrapa-CNPMF, bem
como contribui para a aplicacdo de metodologias para a deteccdo do virus em sua forma
infecciosa, evitando sua propagacao e potenciais surtos epidemiolégicos.

Palavras-chave: Musa spp.; indexacdo; Banana streak Goldfinger virus; Banana streak
Obino [’ewai virus; Banana streak Imové virus.
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ABSTRACT

BRITO SANTOS, DALMA, Bacharel em Biologia, Universidade Federal do Reconcavo da
Bahia. March, 2017. Genetic diversity of banana streak virus (eBSV) in accessions of the
germplasm collection at Embrapa Cassava and Fruits. Advisor: Edna L6bo Machado. Co-
Advisor: Edson Perito Amorim.

Bananas are one of the main consumed fruits worldwide playing a relevant social-economic
role in many tropical and subtropical countries. Differently from the world scenario, Brazil
concentrates its production in cultivars from the Prata subgroup, mainly ‘Prata-Ana’ and
‘Pacovan’, triploid genotypes with ABB genomes. In bananas, it is known that entire or pieces
of the BSV genome may be incorporated in bananas with the B genome in its constitution.
Therefore, reports of BSV symptoms are common in banana plantations that use these
cultivars located in main banana production sites in Brazil which leads to the conclusion of
the presence of the sequence of the virus integrated in the B genome, or its local infection by
vectors. For the Brazilian banana agrobusiness the use of cultivars free of integrated
sequences of the virus is mandatory, which can be obtained by genetic breeding based on
crosses and selection of progenies. Therefore, it is important to use tools available capable of
identifying viral particles in the banana germplasm to guide the selection of progenitors free
of BSV. The objective of the present work was to evaluate the genetic diversity of BSV
species in banana accessions in the germplasm bank at Embrapa Cassava and Fruits using
species-specific primers (junction, structure and alleles) developed by CIRAD, Montpellier,
France. 304 accessions were analyzed in order to identify the main species of BSV (BSGFV-
Goldfinger, BSOLV-Obino L'Ewai e BSIMV-Imoveé). 142 accessions showed positive for
integration of the genome of the virus (47% of the germplasm evaluated). All accessions of
the wild species of banana and those with genome A, were negative; results in agreement with
the international literature which associates the integration of the virus only in B genomes.
The most frequent viral species in the germplasm collection were BSGFV and BSOLYV,
present in approximately 40% and 39%, respectively. Besides the species-specific primers,
restriction enzymes were also used (dCAPS markers - Derived Cleaved Amplified
Polymorphic Sequences) to identify accessions with the B genome presenting infectious or
non-infectious viral alleles. Results show that all accessions of the BB genomic group
presented infectious alleles for the BSGFV or BSOLV species. Results enabled to estimate
the BSV diversity (eBSV) in banana accessions from the BAG-Banana at Embrapa-CNPMF
as well as contribute to the application of methodologies for the detection of the virus in its
infectious form, avoiding its propagation and potential epidemiological spread.

Key-words: Musa spp.; indexing; Banana streak Goldfinger virus; Banana streak Obino
[’ewai virus; Banana streak Imove virus.
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Diversidade genética de espécies do virus das estrias da bananeira (eBSV) em acessos
da colecdo de germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura

1. Introducéo

As bananeiras e os platanos pertencem ao género Musa e apresentam notével
importancia comercial e nutricional. Por seu valor nutritivo, é considerada a quarta cultura
mais importante do mundo, abaixo somente do arroz, trigo e milho (MANZO-SANCHEZ et
al., 2015). Em territorio brasileiro, trata-se da segunda fruta mais cultivada e consumida, a
laranja ocupa o primeiro lugar. Em muitos paises, a banana além de ser um alimento
complementar da dieta da populacdo, apresenta grande relevancia social e econémica,
gerando empregos e servindo como fonte de renda para pequenos agricultores (RIBEIRO et
al., 2013).

Em 2014 a producdo mundial de banana foi de 114 milhdes de toneladas, numa &rea
de aproximadamente 5 milhGes de hectares. O Brasil ocupa o quarto lugar no ranking
mundial de producdo de banana, produzindo aproximadamente 7 milhdes de toneladas
(FAOSTAT, 2017). As principais regides brasileiras produtoras de banana sdao o Nordeste e
0 Sudeste, com producdo estimada em mais de 2 milhdes de toneladas. Os maiores volumes
séo colhidos nos estados de S&o Paulo, Bahia e Minas Gerais. Atualmente, menos de 2% da
producdo nacional é exportada, para paises como: Uruguai, Argentina, Reino Unido,
Holanda, Alemanha e Espanha. Consequentemente, a maior parte da producdo de banana no
Brasil é voltada para consumo interno (TREICHEL et al., 2016).

A ampliacdo do mercado consumidor e a elevacéo de preco da banana que motivou a
expansdo da bananicultura em varios estados brasileiros, fato que vem causando uma grande
procura por mudas de alta qualidade genética e fitossanitaria, visando a producdo de frutos
de qualidade (OLIVEIRA et al., 2001).

No entanto, diversos fitopatdgenos afetam a bananicultura como: fungos causadores
da Sigatoka-amarela, Sigatoka-negra e mal-do-Panamé; bactérias como a causadora do
Moko da bananeira; além dos nematdides (Radopholus similis); insetos, como os causadores
da broca-do-rizoma (Cosmopolites sordidus); e os virus, como o0 Banana Streak Virus
(BSV), Cucumber Mosaic Virus (CMV), entre outros (SILVA et al., 2013).

Dentre estes, 0s virus despontam como um dos principais problemas fitossanitarios

existentes, por serem importantes restricGes a circulacdo e propagacdo de germoplasma,
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especialmente para uma cultura propagada vegetativamente, como a bananeira
(PEREFARRES et al., 2009). Adicionalmente, tratando-se de agentes causadores de doengas
virais, ha escassez de variedades resistentes, poucas medidas curativas e grandes
dificuldades em exterminar os vetores do virus (FARIAS, 2016).

Dentre os virus que afetam a cultura, o virus das estrias da bananeira (BSV) vem
destacando-se, principalmente por dificultarem o intercdmbio de germoplasma
(FIGUEIREDO et al., 2006). O BSV pertence a familia Caulimoviridae e ao género
Badnavirus. E considerado um pararetrovirus, pois, durante o processo de replicacdo, seu
genoma é diretamente transcrito em mRNA, podendo ser utilizado como molde para a
sintese de novas moléculas de DNA do virus, por acdo da enzima viral transcriptase reversa
(HARPER et al., 2005; ISKRA-CARUANA et al., 2014). O virus apresenta particula
baciliforme ndo envelopada, contendo um genoma circular, de fita dupla de DNA,
organizado em trés ORF’S (Open Reading Frames), sendo que a ORF | e 11, codificam duas
proteinas de funcdo ainda desconhecida; a ORF I, codifica uma poliproteina que
posteriormente é clivada em: RNAse H, capa protéica, proteinas de movimento,
transcriptase reversa e aspartyl protease (ALVES, 2013; ISKRA-CARUANA et al., 2014).

O principal sintoma da doenga das estrias da bananeira sdo as estrias foliares
cloréticas descontinuas que progressivamente tornam-se necroticas. Outros sintomas sao
observados, como: méa formacao dos frutos, diminuicdo do nimero de cachos e do numero
de frutos por cacho e em casos graves 0 apodrecimento do pseudocaule levando a morte da
planta (SANT’ANA, 2013; NOUMBISSIE-TOUKO, 2014). A transmissdo do virus pode
ocorrer por meio de vetores de transmissdo, que podem ser: pulgdes, cigarrinhas, mosca
branca, nematdides e as colchonilhas, sendo esta Ultima, o vetor de transmissdo mais
comum. Esse tipo de transmissao viral é conhecido como transmissao horizontal. O segundo
tipo de transmissdo viral, é denominado de transmissdo vertical e ocorre por meio de
propagacao vegetativa (NOUMBISSIE-TOUKO, 2014).

Uma importante caracteristica do BSV é a sua capacidade de incorporar o0 seu
genoma, ou partes dele, no genoma da bananeira, sendo denominado BSV enddgeno (eBSV)
ou pararetrovirus endégeno (EPRV). No entanto, este ndo é um evento essencial para o ciclo
de replicacdo viral. Existem dois tipos de integracdo do BSV em Musa spp., um primeiro
tipo é onde a sequéncia viral é incompleta e incapaz de causar a infec¢do. Essa sequéncia
viral é considerada desfuncional e geralmente é encontrada tanto em espécies de Musa

acuminata Colla (genoma A), quanto em espécies de Musa balbisiana Colla (genoma B). O
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segundo tipo de integrante viral é uma sequéncia viral completa e funcional, que em situacéo
de estresse pode desencadear a infecgdo na planta; esse tipo de integrante € comum a espécie
M. balbisiana (genoma B) (GEERING et al., 2001).

Para o agronegdcio brasileiro da banana é fundamental o uso de cultivares livres do
virus integrado no genoma B de Musa sp., demanda que pode ser atendida por meio do
melhoramento genético baseado em cruzamentos e selecdo nas progénies (SILVA et al.,
2013). O genoma B faz parte do gendtipo de importantes cultivares de bananeira, como as
variedades de bananeira mais plantadas no Brasil: Pacovan (AAB) e Prata Ana (AAB). Estas
sdo amplamente utilizadas no mercado interno. S&o consideradas de alta produtividade,
apresentam tolerancia a seca e estdo entre as preferidas dos consumidores (DONATO et al.,
2003). Portanto, como a bananeira é uma planta que se propaga vegetativamente, é de suma
importancia ter-se disponivel ferramentas moleculares capazes de identificar particulas
virais com potencial de causar doenca no germoplasma de bananeira no Brasil, para
subsidiar a selecdo de parentais livres das sequéncias integradas do BSV para uso em
cruzamentos (SILVA et al., 2013).

Alguns métodos atuais aplicados para diagnose do BSV, como PCR e soroldgicos,
muitas vezes apresentam limitacdes. Os métodos sorolégicos em sua maioria, ndo sdo
capazes de distinguir as espécies virais, devido a heterogeneidade soroldgica, podendo gerar
resultados falso-negativos. J& os métodos moleculares, sem uso de primers espécie-
especificos, podem detectar sequéncias enddgenas desfuncionais, gerando resultados falso-
positivos. Além disso, sdo técnicas morosas e custosas (FIGUEIREDO et al., 2006; ALVES,
2013).

Recentemente, o grupo de pesquisadores do CIRAD (Centro de Cooperagédo
Internacional em Pesquisa Agrondmica para o Desenvolvimento) — Montpellier, Franga;
desenvolveram trés classes de primers espécie-especificos capazes de detectar as integracdes
virais e diferenciar as principais espécies do virus das estrias da bananeira (BSV)
comumente encontradas no genoma de bananeira: Banana streak Goldfinger virus
(BSGFV), Banana streak Obino [’Ewai virus (BSOLV) e Banana streak Imove Virus
(BSIMV) (CHABANNES et al., 2013). Esta abordagem metodoldgica é potencialmente
mais eficiente, pois permite conhecer a diversidade genética das especies de BSV presente
nos acessos avaliados, visando a elaboracdo e refinamento de metodologias eficazes para
rpida identificacdo das espécies virais presentes nos acessos do banco ativo de

germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

13



2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral
e Avaliar a diversidade genética das espécies de BSV (Virus das Estrias da Bananeira)
presentes em acessos de bananeira mantidos no banco ativo de germoplasma de

banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizado em Cruz das Almas (BA).

2.2. Objetivos especificos
e Avaliar a eficiéncia de primers espécie-especificos desenvolvidos pelo grupo de
virologistas do CIRAD (Montpellier, Franca) na deteccdo das sequéncias enddgenas
do BSV nos acessos analisados;
e Verificar a existéncia de integracdes virais nos acessos dipldides de genoma B
presentes na colecdo de germoplasma de banana da Embrapa Mandioca e
Fruticultura para identificacdo de acessos contendo alelos ndo-infecciosos para uso

no programa de melhoramento da bananeira na instituicéo.

3. Material e métodos

3.1 Material vegetal e extragdo de DNA

Foram coletadas 304 amostras de folhas jovens de bananeiras, pertencentes ao Banco
Ativo de Germoplasma de Banana (BAG-Banana), da Embrapa Mandioca e Fruticultura em
Cruz das Almas - BA. Estas, foram envolvidas em papel aluminio, identificadas e mantidas
refrigeradas até 0 momento da extracdo do DNA.

O DNA das amostras foi extraido, segundo protocolo CTAB (brometo de
cetiltrimetilamonio) descrito por Doyle e Doyle (1990). A qualidade e quantidade de DNA
extraido foi avaliada por quantificacdo em gel de agarose 1% (p/v) (Invitrogen,) corado com
brometo de etidio (1,0 mg.L—1) por comparacgdo visual de diversas concentra¢cdes de DNA
do fago Lambda (Invitrogen). A eletroforese foi realizada em tampédo TBE 0,5 x (45 mM
Tris-borate, 1 mM EDTA e q.s.p de agua destilada) visualizados em Luz UV e registradas

com o fotodocumentador Gel Logic 212 Pro (Carestream Molecular Imaging).
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3.2 Descricao dos primers espécie-especificos

Para a andlise de diversidade viral 23 primers espécie-especificos (Tabela 1),
divididos em trés categorias referentes a regido de acesso no genoma viral e/ou vegetal
foram utilizados: 1) primers de jungéo (que acessam a regido de juncéo entre o genoma viral
e 0 de Musa); 2) primers internos ou estruturais (acessam apenas 0 genoma viral integrado
na planta); e 3) primers alélicos (capazes de diferir os alelos virais de uma mesma espécies
viral) (Figura 1). Importante resaltar que os primers alélicos distinguem os alelos virais
infecciosos: eBSGFV-7 (Banana streak Goldfinger Virus - alelo 7) e eBSOLV-1(Banana
streak Obino I’Ewai virus — alelo 1) dos alelos virais ndo-infecciosos: eBSGFV-9 (Banana
streak Goldfinger Virus - alelo 9) e eBSOLV-2 (Banana streak Obino [’Ewai virus — alelo 2)
(NOUMBISSIE-TOUKO, 2014). Os alelos da espécie viral Banana streak Imové virus
(eBSIMV) néo podem ser diferenciados, uma vez que os dois alelos s&o estruturalmente
idénticos (CHABANNES et al., 2013).

Tabela 1. Relagdo de primers espécie-especificos, capazes de detectar as integracdes de trés
espécies virais Banana streak Goldfinger virus (BSGFV); Banana streak Obino [’Ewai Virus
(BSOLYV); Banana streak Imové virus (BSIMV) utilizados na analise de diversidade em 304
acessos de banana pertencentes ao Banco de Germoplasma de Banana, da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas — BA, 2016.

Espécie . Peso molecular
P Classe Primers ™
viral (pb)
VM1 481 60 °C
Juncéo
VM2 374 60 °C
W1 268 60 °C
W2 639 60 °C
E Internos/ W3 376 60 °C
) Estruturais
3] WA 784 60 °C
3
V6 264 60 °C
Alélico . o
eBSGFV.7 DifGF 670 60 °C
Alélico o
eBSGFV-9 W5 628 60 °C
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Espécie . Peso mole cular
l?e Classe Primers ™
viral (pb)

Musa 01 (16/17) 563 60 °C

Juncéo
Musa 02 (25/26) 590 60 °C
Itemos/ Sig 1 606 60 °C
Estruturais Sig 2 426 60 °C

- Alélico
Marker 2 - BSOLV1 (23/24 1463 65 °C

é eBSOLV-1 | o et (23/24)
& Aldlico | rer 1-BSOLY 2 (18/19 601 65 °C
@ eBSOLY-2 | ¥ o t” 2 (18/19)

Alelico |\ rker2-BSOLV 2 (20/21) 399 60 °C
Alélico . .
"BSOLV Dif-OL (Hae III) 337 65 °C
Alélico ) .
BSOLY Dif-O1 (A hdI) 500 60 °C
Musa/F2 561 60 °C

Juncio
S Musa/F5 594 60 °C
= F1/F3 490 60 °C
& [ntemos/ F3/F4 600 60 °C

e Estruturais

F4/F5 540 60 °C
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Figura 1. Representacdo do genoma de trés espécies do virus das estrias da bananeira:
BSGFV, BSIMV e BSOLYV, respectivamente. Os retangulos nas cores azul escuro, azul
claro e vermelho representam as ORFs 1, 2 e 3, respectivamente, no genoma viral. O
retdngulo verde representa o genoma da bananeira. Os tracos na cor laranja representam os
primers de juncdo, a cor lilas representa os primers internos/estruturais; e a cor rosa 0s

primers alélicos Em preto estdo representadas as regides intergénicas.
Fonte: NOUMBISSIE-TOUKO, 2014.

3.3 Deteccédo de integrac@es virais com primers estruturais e de juncéo

As reacOes de amplificagcdo foram completadas para volume final de 15uL, contendo:
Tampdo 5x (Promega), dNTPs 0,2 mM, 0,2 uM de cada primer espécie-especifico (IDT), e
0,2 uM de primer 25S, 30 ng de DNA genomico e uma 1U/ul de Taq DNA polimerase
GoTaq (Promega). As amplificagdes foram conduzidas em termociclador Applied
Biosystems (ABI), Veriti 96-well Thermal Cycler, utilizando temperatura de anelamento
determinada para cada primer especifico (Quadro 1) (CHABANNES et al. 2013; GAYRAL
e ISKRA-CARUANA, 2009; GEERING et al, 2005).

A condicdo de amplificagdo incluiu um ciclo de desnaturacdo de 5 min. a 94 °C,
seguido de 30 ciclos de desnaturacdo de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos, com temperatura
de anelamento (Ta) especifica de cada primer, 45 segundos de extensdo a 72 °C, com uma
extensdo final de 10 min. A 72 °C e 14 °C .

Os produtos da amplificacdo foram separados em gel de agarose 2% a 100 V, em

tampdo TBE 0.5X e corados em brometo de etidio (0.5 pl mL-1). Os fragmentos
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amplificados foram fotografadas utilizando fotodocumentador Gel Logic 2200 Pro. Os
tamanhos dos fragmentos foram determinados baseados em padrédo molecular de 1 Kb (DNA
Ladder Biolabs).

3.4 Deteccdo de alelos infecciosos com primers alelo-especificos

Foram selecionados oito acessos de bananeira do Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa Mandioca e Fruticultura para analise com primers alélicos, para detectar a
presencga/auséncia de alelos infectivos do BSV. Esses acessos correspondem aos acessos do
grupo gendémico BB, que tem potencial para uso em cruzamentos visando o
desenvolvimento de cultivares dos tipos Prata e Magca.

As reacdes de amplificacdo para os primers alélicos foram realizadas com as mesma
condigdes e reagentes utilizados para amplificagdo com primers de juncdo e estruturais,
descritas acima. Apds as reacGes de PCR com os primers alélicos os produtos obtidos foram
digeridos com as enzimas de restricdo: Hae Il (New England Biolabs) e Taal (Fermentas)
respectivamente, de acordo com as instruc6es dos fabricantes.

O DNA digerido foi separado em gel de agarose 2,5% em tampdo TBE 0.5X e
corados com brometo de etidio (0.5 pl mL-1). Os fragmentos amplificados foram
fotografados utilizando fotodocumentador Gel Logic 2200 Pro e analisados conforme
padrdes de bandas esperados para primers especificos (Quadro 1) (CHABANNES et al.,
2013; GAYRAL e ISKRA-CARUANA, 2009) baseados em padrdo molecular de 1 Kb
(DNA Ladder Biolabs).

4. Resultados e discussao

4.1. Deteccao de sequéncias enddgenas do BSV

Dos 304 acessos de bananeira do Banco Ativo de Germoplasma analisados, 142
foram PCR positivos para integraces do virus das estrias da bananeira (BSV),

correspondendo a aproximadamente 47% do germoplasma avaliado (Tabela 2).
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Tabela 2. Indexacdo de 304 individuos para BSV usando primers espécie-especificos de
juncédo e estruturais pertencentes ao banco ativo de germoplasma de banana da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, organizados por grupo genémico, Cruz das Almas-Ba, 2017.

Intfzg!fagoes Integragdes mistas
anicas

. . + + + +

gecrjj\g;r?i(():o N  Positivo Negativo GF OL IM (gi) ((IBI\';) (CI)I\IZ) (G+FIMC))L
AA 90 0 90 0 0 0 0 0 0 0
AAA 61 0 61 0 0 0 0 0 0 0
AAAA 6 0 6 0 0 0 0 0 0 0
AAAB 45 45 0 3 2 0 30 1 7 2
AAB 64 64 0 14 11 O 24 2 1 12
AABB 2 2 0 0 0 0 0 0 0 2
AB 2 2 0 0 0 0 1 0 0 1
ABB 20 20 0 0 0 0 4 1 0 15
ABBB 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0
BB 8 8 0 0 0 0 1 1 0 6
ES 5 0 5 0 0 0 0 0 0 0
Total 304 142 162 17 13 0 61 5 8 38

N = nlmero de amostras; GF (GoldFinger), OL (Obino I’Ewai) e IM (Imové), correspondem as espécies virais:
Banana streak Goldfinger virus, Banana streak Obino [’Ewai virus € Banana streak Imové virus,
respectivamente. ES = espécie selvagem.

Os acessos com resultado positivo sdo em sua maioria hibridos entre as espécies M.
balbisiana (genoma B) e M. acuminata (genoma A). Estudos recentes sugerem que 0S
primeiros eventos de integracdo viral ocorreram em espécies de M. balbisiana (genoma B),
por meio de um processo de co-evolucgdo entre o virus e a bananeira (ISKRA-CARUANA et
al., 2014). Apos, as primeiras infeccdes virais, eventos macicos de integracdo do virus no
genoma de bananeiras selvagens ocorreram, conferindo resisténcia/tolerancia ao virus para a
espécie M. balbisiana. No decorrer do processo evolutivo, essas sequéncias virais tornaram-
se parte do genoma B das plantas via integracdo na linhagem germinativa, fixando-se na
populacdo pela acdo das forcas evolutivas de selecdo natural e/ou deriva genética (GAYRAL
et al., 2008). Como exemplo deste evento, o genoétipo diploide (BB) PKW (Pisang klutuk
wulung), é portador de trés espécies virais (BSGFV, BSOLV e BSIMV) e ndo apresenta
sintomas da doenca das estrias da bananeira (CHABANNES et al., 2013).

Supostamente, a sele¢cdo humana por hibridos interespecificos contendo o genoma B,
ajudou a manter a atividade viral enddgena que resultou em alguns surtos globais de BSV
nos ultimos 20 anos (ISKRA-CARUANA et al., 2014). Dessa forma os resultados obtidos
neste trabalho corroboram com o que foi descrito por Gayral et al. (2008); Chabannes et al.

(2013) e Iskra-Caruana et al. (2014), de que as sequéncias enddgenas do BSV, capazes de
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causar infeccdo na planta, sdo encontradas apenas em espécies de bananeira que apresentam
0 genoma B.

Dos 142 acessos com resultado positivo, 30 (aproximadamente 10% do germoplasma
avaliado), pertencentes ao grupo gendmico AAB e AAAB, apresentaram integracdes de
apenas uma espécie viral, sendo 17 acessos com integracfes da espécie viral BSGFV
(Banana streak Goldfinger virus) e 13 da espécie viral BSOLV (Banana streak Obino
|’Ewai virus) (Tabela 2).

IntegracBes mistas (mais de uma espécie viral no genoma das bananeiras), também
foram observadas. Do total de acessos com resultado positivo, 112 apresentaram integracées
mistas, correspondendo a aproximadamente 37% do germoplasma avaliado. O tipo de
integracdo mista mais comum, foi para as espécies BSGFV e BSOLV, presentes em 61
acessos, e o tipo de integracfes mistas menos frequentes, foram entre as espécies BSGFV e
BSIMV, presente em apenas cinco acessos do banco ativo de germoplasma.

Poucos trabalhos foram encontrados relatando diferencas na virulencia entre as
espécies distintas de BSV. Wambulwua et al., (2013) descrevem que existe relacéo entre o
tipo viral e a severidade dos sintomas observados na planta. Os autores avaliaram a
expressdo de sintomas entre trés espécies virais de BSV e concluiram que a espécie viral
BSMyV (Banana streak Mysore virus) apresenta maior grau de viruléncia quando
comparada as espécies BSGFV e BSOLV. Portanto, se faz importante identificar o tipo de
integracdo viral como suporte para decisdes futuras dentro do programa de melhoramento.
No entanto, vale ressaltar que a ativacdo viral depende das condi¢des bidticas e abidticas as
quais as plantas estejam submetidas. De acordo com Alves (2013) determinadas condi¢fes
de estresse, como estresse hidrico e ocasionados por subcultivos de mudas in vitro, podem
desencadear eventos de recombinacdo nas sequéncias integradas, resultando em infeccbes
epissomais. Portanto, podemos inferir que apesar das diferencas de viruléncia entre as
espécies virais, qualquer espécie viral em condicdes ambientais de estresse poderdo
desencadear a infeccéo.

Resultado negativo para integragOes virais foram observados em 162 acessos,
correspondendo a aproximadamente 53% do germoplasma avaliado (Tabela 2). Deste total,
157 acessos correspondem a espécies de M. acuminata (genoma A). Apesar de integrantes
virais incompletos, formados por sequéncias rearranjadas e parcialmente invertidas e
incapazes de dar origem a infecgdo, serem encontradas integradas em bananeiras de genoma
A (NDOWORA et al. 1999), todos os genotipos de M. acuminata do BAG-Banana da

20



Embrapa Mandioca e Fruticultura apresentaram resultado negativo para as espécies virais
estudadas.

As cinco espécies selvagens (ES) analisadas: Musa coccinea (Andrews), Musa
ornata (Roxb.), M. ornata x Musa velutina (H. Wendl. & Drude), Musa laterita (Cheesman)
e Bronze correspondem a espécies ornamentais e apresentaram resultado negativo para todas
as trés espécies virais avaliadas (BSGFV, BSOLV e BSIMV). Como séo constantemente
propagadas para sua conservacdo e usadas no programa de melhoramento da instituicdo, o
fato de ndo apresentarem nenhum tipo de sequéncia viral (eBSV), é vantajoso por evitar a
utilizacdo de mudas que por ventura possam ativar sequéncias do BSV em seus genomas e

consequentemente virem a apresentar a doenga.

4.2. Primers alélicos — diploides BB

Nas analises dos oito acessos diploides de genoma B presentes no banco ativo de
germoplasma, por meio dos primers enddgenos (juncdo e estruturais), todos 0s acessos
apresentam integracGes virais mistas, sendo integracfes entre as trés espécies virais
(BSGFV, BSOLV e BSIMV) as mais comuns, encontradas em seis acessos. Os acessos BB
Franca (BGB 058) e BB IAC (BGB 056), apresentaram integragdes mistas entre as espécies
virais BSGFV+BSOLV e BSGFV+BSIMV, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Resultado das andlises com primers enddgenos (juncdo e estruturais) e alélicos
nos oito acessos do grupo gendmico BB do BAG-Banana da Embrapa Mandioca e
Fruticultura.

PRIMERS
BGB ACESSO ENDOGENOS | ALELICOS
GF OL IM GF7 GF9 OL-1 OL-2
BGB 301 Monthan (ITC1483) 1 1 1 0 1 1 1
BGB 076 Musa balbisiana 1 1 1 1 0
BGB 073 BB Panama 1 1 1 1 1 1 1
BGB 058 BB Franca 1 1 0 1 1 1 1
BGB 059 Butuhan 1 1 1 1 0 1 0
BGB 061 Diploide da Belgica 1 1 1 1 1 1 0
BGB 074 Balbisiana Franca 1 1 1 1 1 1 0
BGB 056 BB IAC 1 0 1 1 0 1 0
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GF =BSGFV; OL = BSOLV; IM = BSIMV; GF-7 = eBSGFV-7 (alelo infeccioso); GF-9 = eBSGFV-9; OL-1 =
eBSOLV-1 (alelo infeccioso); OL-2 = eBSOLV-2.
Estes diploides de genoma B, tem potencial para uso em cruzamentos visando o

desenvolvimento de cultivares dos tipos Prata e Macé. Diante do exposto e com base no
resultado anterior, faz-se necessario avaliar se as integracdes virais encontradas nestes
acessos correspondem aos alelos infecciosos das espécies em questdo. Portanto, por meio de
primers alélicos, capazes de diferir os alelos de uma mesma espécie viral, observou-se que
todos os oito acessos BBs apresentam o alelo viral infeccioso (eBSOLV-1) para a espécie
BSOLYV. Apenas 0 acesso Monthan (BGB 301) néo apresentou o alelo infeccioso (eBSGFV-
7) para a espécie viral BSGFV. Todos 0s outros sete acessos foram positivos para a presenca
deste correspondente infeccioso relacionado a espécie BSGFV (Figura 2). Logo, todos os

acessos apresentam pelo menos um alelo infeccioso em seus genomas.

337b

254p
442pb
366pb
227pb

Dif-OL - Hae Il DIfGF - Taal

Figura 2. Perfil eletroforético de oito acessos do grupo genémico BB, analisados com
primers alelo-especificos associados a enzimas de restricdo: Dif-Ol — Hae Il (especifico
para BSOLV) gerando 2 fragmentos eletroforéticos, um de 337pb referente ao alelo
eBSOLV-9 e um de 254pb, referente ao alelo infeccioso eBSOLV-7; e o primer DifGF -
Taal (especifico para BSGFV) que amplifica trés fragmentos (227pb, 366pb e 442pb). A
presenca dos trés fragmentos indica que 0 acesso em questdo apresenta os dois alelos virais
da espécie BSGFV; presenca dos fragmentos 227pb e 366pb refere-se ao alelo viral
infeccioso (eBSGFV-7) e a presenca dos fragmentos de 227pb e 442pb refere-se ao alelo
viral eBSGFV-9, néo-infeccioso. Acessos: 1) BGB301 — Monthan; 2) BGB076 — Musa
balbisiana; 3) BGB073 — BB Panamé; 4) BGB058 — BB Francga; 5) BGB059 — Butuhan; 6)
BGBO061 — Diploide da Bélgica; 7) BGB074-Balbisiana Franga; 8) BGB056 — BB IAC.

Apesar do resultado encontrado, os oito acessos do grupo genémico BB foram
analisados via técnica IC-PCR+DNase, em pesquisa conduzida pelos virologistas do CIRAD
(Montpellier — Franga). Estes mesmos virologistas aprimoraram a técnica do IC — PCR

acrescentando uma etapa com o uso de DNase. Essa etapa permite que todo o DNA da
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bananeira seja digerido, deixando apenas o DNA do virus (encapsulado via IC — PCR) a ser
analisado, caso esteja presente, assim eliminando resultados falsos positivos (trabalho em
submissdo — comunicacdo pessoal com os autores). Uma vez dominada, essa nova
metodologia poderd ser usada na indexacdo do BSV em gendtipos e mudas a serem
plantadas. Como resultado desta andlise, obteve-se a informacdo de que todos os acessos
apresentaram resultado negativo para o virus epissomal (denominacdo utilizada para referir-
se ao virus na sua forma ndo integrada, ou seja, 0 DNA do virus permanece circular no
nucleo da célula do hospedeiro, sem integrar-se ao DNA nuclear), indicando que apesar
destes acessos apresentarem alelos infecciosos, estes ndo estdo ativos (dados ndo publicados
— informacdo cedida pelos autores), resultado favoravel para o Programa de Melhoramento

da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

4.3 Perspectivas para a cultura da bananeira em relagéo ao BSV

A validacdo dos primers espécie-especificos nos acessos do BAG-Banana em
contrapartida as limitacGes dos testes sorologicos e dos testes moleculares com uso de
primers ndo especificos é importante, pois permite uma maior confiabilidade aos resultados.
Além disso, a capacidade dos primers alelo-especificos em distinguir os alelos virais
infecciosos dos ndo infecciosos é extremamente vantajoso, pois 0s acessos de genoma BB
sdo constantemente utilizados em cruzamentos dentro do programa de melhoramento por
fornecer caracteristicas de resisténcia aos hibridos produzidos. Portanto, identificar quais
acessos de genoma B possuem alelos infecciosos/ndo infecciosos, é Util para evitar a
disseminacéo da doenca. Desta forma, a deteccdo de sequéncias virais de BSV e distincéo de
alelos virais em bananeiras que possuem o genoma B, contribuem para o melhoramento da
cultura uma vez que cultivares sem a presenca de alelos infecciosos podem ser
desenvolvidos evitando problemas futuros aos produtores.

Em relacdo ao BAG-Banana, os dados sobre quais acessos apresentam integracoes
virais e/ou alelos infecciosos acrescentam mais um informagéo ao passaporte dos acessos.
Assim, a possibilidade de propagacéo da doenca das estrias da bananeira pelo cruzamento de
cultivares que apresentam alelos infecciosos do virus pode ser evitada.

O conhecimento sobre a diversidade do virus das estrias da bananeira nos acessos do
BAG-Banana pode ajudar a estimar o qudo disseminada estd a doenga no pais e dessa forma

contribuir para o desenvolvimento/refinamento de agdes para o controle da propagagdo do
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virus evitando surtos epidémicos como observado desde 1990 em paises do continente
africano, como em Ruanda, Burundi, Tanzania e principalmente em Uganda (ISKRA-
CARUANA et al. 2014).

5. Conclusoes
e A metodologia empregada é eficiente, pois permite detectar as integracdes virais no
genoma das bananeiras e conhecer as diferentes espécies do virus presentes nos
acessos da colecdo de germoplasma de banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura.
e A identificacdo de acessos de banana da colecdo de germoplasma da Embrapa sem a
presenca de alelos infecciosos (ativos), do virus das estrias da bananeira (BSV)
contribui para o desenvolvimento de cultivares livres do virus a partir do uso desse

germoplasma em cruzamentos.
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