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RESUMO

Um dos segmentos mais promissores do agronegdcio nacional ¢ a floricultura, com um mercado
emergente de lucratividade em todo o mundo. As flores tropicais sdo atacadas por diferentes
patdgenos, dentre eles as badnaviroses. Os badnavirus (Familia Caulimoviridae) consistem em
um grupo de virus com genoma de DNA circular fita dupla, encapsidados em particulas
baciliformes ndo envelopados e transmitidos principalmente por cochonilhas. Doengas
causadas por virus deste género tém emergido como sérios problemas para muitas culturas
economicamente importantes nas regioes tropicais e subtropicais do mundo, incluindo o Brasil.
Para determinacdo da incidéncia de espécies de badnavirus que ocorrem em plantas tropicais
das familias Costaceae, Heliconiaceae e Zingiberaceae amostras foram coletadas nos polos
produtores de plantas tropicais em Alagoas. Submetidas a deteccdo de badnavirus, via PCR
(“Polymerase Chain Reaction) usando os primers universais para o género. Quatorze
amostras Costus spiralis (8), Alpinia purpurata (4) e Heliconia sp. (2) foram positivas,
posteriormente essas amostras foram submetidos a amplificacao do genoma viral completo via
Rolling circle amplification (RCA) utilizando o kit Templiphi™ 100 amplification (GE
Healthcare Life Sciences) e novamente submetidas a PCR para detectar a ocorréncia de
infec¢do por badnavirusna forma epissomal. Identificadas a amostra infectada com o virus na
forma epissomal, o produto de RCA foi enviado para Sequenciamento de Alto Rendimento
(high-troughput sequencing). A sequéncia do genoma viral completo foi montada e submetida
a analise BLASTn, anélise de comparagdes pareadas no programa SDT para demarcagdo de
espécies, ¢ RPD para identificacio de eventos de recombinacdo. Um novo isolado de
Badnavirus alphavirgamusae (BSGFV) foi identificado, neste trabalho referido como

BSGFV_BR_ALPINIA.

Palavras-chave: Caulimoviridae, Zingiberales, high-troughput sequencing.



ABSTRACT

One of the most promising segments of national agribusiness is floriculture, with an emerging
profitable market all over the world. Tropical flowers are attacked by different pathogens,
including badnaviruses. Badnaviruses (Family Caulimoviridae) consist of a group of viruses
with a double-stranded circular DNA genome, encapsidated in non-enveloped bacilliform
particles and transmitted mainly by mealybugs. Diseases caused by viruses of this genus have
emerged as serious problems for many important economic crops in the tropical and subtropical
regions of the world, including Brazil. For the influence of the incidence of badnavirus species
that occur in tropical plants of the Costaceae, Heliconiaceae and Zingiberaceae families, the
sample was collected in the poles producing tropical plants in Alagoas. Subjected to detection
of badnavirus, via PCR (“Polymerase Chain Reaction”) using universal primers for the genus.
Fourteen sample Costus spiralis (8), Alpinia purpurata (4) and Heliconia sp.(2) were positive,
later the analyzes were confirmed to the amplification of the complete viral genome via Rolling
circle amplification (RCA) using the TempliphiTM 100 amplification kit (GE Healthcare Life
Sciences) and again we continued PCR to detect the occurrence of badnavirus infection in the
episomal form. After identifying a sample infected with the virus in the episomal form, the
RCA product was sent for high-throughput sequencing. The complete viral genome sequence
was collected and observed by BLASTn analysis, pairwise analysis in the SDT program for
species demarcation, and RPD for identification of recombination events. A new isolate of
Badnavirus alphavirgamusae (BSGFV) was identified, in this work referred to as

BSGFV_BR_ALPINIA.

Keywords: Caulimoviridae, Zingiberales, high-throughput sequencing.
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1. INTRODUCAO

A floricultura ¢ um mercado dinamico e diverso, que envolve a producdo de flores
e plantas ornamentais como: flores de corte, envasadas, folhagens, mudas de jardim e plantas de
interior, até a producdo de bulbos, tubérculos, rizomas, estacas e sementes, em varios setores,
como: de insumos, embalagens, mudas e substratos, além do mercado de varejo e atacado
(BRAINER, 2019). Este setor abrange importe papel no ambito social, ecologico e
econdmico. Social pela utilizacdo de pequenas areas, podendo ser uma alternativa para
pequenos produtores, ecoldgico, pelo seu sistema de producdo permitir a preservagdo € o
convivio com espécies nativas, e econdmico pela sua alta rentabilidade e rdpido retorno
financeiro (TERRA; ZUGE, 2013; BRAINER, 2019), comparada a fruticultura, a floricultura
pode gerar rendimento até dez vezes superior (ALMEIDA, 2004), contribuindo para a
permanéncia de agricultores no campo (DUVAL, 2014). As peculiaridades e caracteristicas das
flores tropicais como: beleza rara, cores, formatos variados, durabilidade pos-colheita,
rusticidade e boa adaptacdo a climas quentes, vem atraindo e agradando diversos mercados
consumidores e produtores de pequeno e grande porte (LUZ et al., 2003; LAMAS, 2004;
LOGES et al., 2005; SENAR, 2016).
O mercado brasileiro de flores registrou em 2018 um aumento de 10%, movimentando
RS 8,1 bilhdes (GIMENEZ et al., 2020). Essa atividade de produgdo ¢ benéfica para a geracao
de renda, sendo desenvolvida principalmente por agricultores familiares, com a geragao de
mais de 200 mil empregos diretos, e area plantada de aproximadamente 15 mil hectares no
pais (ALENCAR; GALERA, 2016). A regido Nordeste ocupa a terceira posi¢ao
nacional em numero de estabelecimentos com produgdo de flores e plantas ornamentais, com
destaque para os estados da Ceara, Bahia e Pernambuco. Alagoas, conta com 1,6%
desses estabelecimentos, ocupando a sexta posicdo no cenario regional. Mais da metade
destes estabelecimentos sdao destinados a produg¢do de flores e folhagens para corte. A
ordem Zingiberales engloba as espécies de flores tropicais de corte mais cultivadas no Brasil,
incluindo Alpinia purpurata, Costus spiralis, FEtligera spp. (bastdo-do-imperador),
Heliconia spp., Tapeinochilos ananassae, Zingiber spectabile (gengibre sorvetdo) (SENAR,
2016; BRAINER, 2019). As flores tropicais sdo acometidas por diversos problemas
fitossanitarios, em especial as viroses que causam sintomas em folhas e flores prejudicando
sua producgdo e comercializacdo ( LINS et al., 2004; ZHANG et al., 2017; ALEXANDRE et al.,
2023). Virus pertencentes as familias Bromoviridae, Caulimoviridae, Potyviridae e
Rhabdoviridae foram relatados infectando flores tropicais que pertencem a ordem

Zingiberales (FREIRE et al., 2009; GREEN, et al., 2018; LI et al., 2019).
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O género Badnavirus engloba pararetrovirus que possuem genoma de dsDNA

semicircular de 7.2- 9,2 kpb, encapsidados em particulas baciliformes ndo envelopadas
(GEERING; HULL, 2012, TEYCHENEY et al, 2020). O genoma viral tipico apresenta
descontinuidades sitio especificas em cada fita e abriga trés ORFs, nomeadas I, II e III
TEYCHENEY et al, 2020). As ORFs I e II codificam respectivamente proteinas associadas ao
virion (CHENG; LOCKHART; OLSZEWSKI, 1996) e de ligacdo de acido nucleico
(JACQUOT et al., 1996). A ORF III codifica para uma poliproteina, que gera as proteinas de
movimento (MP), da capa proteica (CP), a aspartato protease (AP), a transcriptase reversa (RT)
¢ a ribonuclease H (RNaseH) (HARPER; HULL, 1998; MEDBERRY; LOCKHART;
OLSZEWSKI, 1990,
TEYCHENEY et al, 2020). Atualmente, trés espécies de badnavirus reconhecidas pelo
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV, talk.ictvonline.org), Badnavirus
alphavirgamusae (banana streak GF virus - BSGFV), Badnavirus alphamaculaflavicannae
(canna yellow mottle associated virus — CaYMaV-Ci) e Badnavirus betamaculaflavicannae
(canna yellow mottle virus — CaYMV), foram descritas infectando espécies de Zingiberales
como Alpinia purpurata, Canna spp. € Heliconia spp.(CARDONA e ZAPATA, 2012;
ZHANG et al., 2017; GREEN et al., 2018; WIJAYASEKARA et al., 2018). Badnavirus
associados a flores tropicais sdo naturalmente transmitidos por diferentes espécies de
cochonilhas, causando sintomas que incluem manchas amarelas, necrose foliar, estrias e
nanismo (ZHANG et al., 2017; GREEN et al., 2018; WIJAYASEKARA et al., 2018).
Badnavirus representam uma ameaga significativa a produtividade e movimento de
germoplasma de flores tropicais, uma vezque estas sdo propagadas exclusivamente de forma
vegetativa que propicia o acimulo e disseminagdo viral para outras espécies cultivadas.

Desta forma, algumas espécies de flores tropicais se tornam veiculo de disseminacao de
doencas para outras espécies cultivadas (GASPAROTTO et al. 2005) como, por exemplo, a
cultura da banana, que detém grande importancia economica para Alagoas (IBGE, 2017).
Comisto, este trabalho teve como objetivo determinar a incidéncia e caracterizacdo molecular

de bandnavirus em flores tropicais no estado de Alagoas.
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1. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Producio de flores tropicais

2.2 Cultivo de flores tropicais no Brasil

A regidao Nordeste ¢ considerada a principal produtora de plantas tropicais do pais,
contribuindo com o desenvolvimento socioecondmico (ALMEIDA et al., 2012). Espécies
vegetais como alpinia, heliconia, Canna, bastdo do imperador, antario, gengibre ornamental
(sorvetdo), Musa e Costus sdao as mais cultivadas no pais (LAMAS, 2004). Flores tropicais
pertencem as familias Heliconiaceae, Musaceae e Zingiberaceae se desenvolvem naturalmente
ou sdo exploradas em plantios convencionais na faixa tropical da América, Asia e Pacifico
Oeste (ASSIS et al, 2002).

Sdo plantas herbaceas, rizomatosas, perenes de reduzido porte ou arborescentes,
caracterizadas por suas bracteas de cores e formas variadas, maior durabilidade po6s-colheita,
de grande beleza, utilizadas para ornamentagdo de ambientes (REFERENCIA). Para cultivo
de plantas ornamentais tropicais ¢ necessario planejamento, fazer a escolha das espécies a
serem cultivadas, para definir a area de cultivo, o sistema que deve ser empregado e técnicas
se alcancar maior expressividade de producdo. A maioria das espécies de plantas ornamentais
tropicais sdo produzidas em canteiros para facilitar o o manejo e organizar o sistema produtivo
(AREND, 2019).

A heliconia ¢ originariada América do Sul e Central, pertencente a familia
Heliconiaceae e ao género Heliconia (ANDERSSON, 1989; MOSCA et al., 2005). Sao
identificadas cerca de 250 espécies (MOSCA et al., 2005), com 40 de ocorréncia natural no
pais (BARREIROS,1970; SANTOS, 1978). Mesmo com grande diversidade de espécies
nativas, apenas uma pequena parcela ¢ comercializada como flor de corte. A maior
producdo se concentra nas espécies H. bihai, H. psittacorum, H. wagneriana, H. rostrata,
H. stricta (CASTRO; MAY; GONCALVES, 2007). De porte herbaceo, com diferentes
tamanhos, podendo alcangar at¢ 12 m de altura, propagam-se por meio de rizomas
subterraneos, que emitem brotagdes a superficie, podendo ser solitarios ou agregados; por
micropropagacdo ou por sementes, dependendo da espécie. Cada planta é composta por
pseudocaule, folhas e uma tnica inflorescéncia (MOSCAet al., 2005).

A alpinia (Alpinia purpurata), pertencente a familia Zingiberaceae (CASTRO, 1995),
originaria da Asia, norte da Australia e Ilhas Salomdo (LOGES et al., 2009) ¢ conhecida
popularmente como gengibre-vermelho, panamé e flor do México (WAGNER; HERBST;
SOHMER, 1999). As espécies mais cultivadas sdo Red Ginger (vermelha), Pink Ginger (rosa),
Jungle King (vermelha), Jungle Queen (rosa) e Eileen MacDonald (rosa) (LAMAS, 2004). As

plantas sdo perenes, e chegam a quatro metros de altura formando touceiras. O caule ¢
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subterraneo do tipo rizoma, folhas lanceoladas, longas, espessas, bordas orladas e produzidas

em talos densos de coloracao verde escura. Suas inflorescéncias sdo terminais, compostas por
bracteas eretas que chegam até 30 cm, podendo ter coloragdo vermelha a rosa, e esbranquigadas
(TERAO et al.,2005).

A familia Costaceae compoe-se de quatro géneros: Costus, Monocostus, Dimerocostuse
Tapeinochilos, sendo o género Costus o mais numeroso, em torno de 125-175 espécies de
distribuicdo Pantropical (DUARTE, 2017). A espécie Costus spiralis, conhecida
popularmente como cana-do-brejo, ¢ nativa do Brasil,com predominancia nasregides da mata
atlantica e amazonica (SIGNORI; CORREA, 2015). A cana-do-brejo € caracterizada como
uma planta perene, ereta, rizomatosa, cespitosa, ndo ramificada, que pode atingir entre 50 cm
a 2m de altura. Suas folhas sdo dotadas da coloragdo verde, alternadas, membranaceas, as
quais se beneficiam também por conter bainhas papiraceas, com tecido de seda nas duas faces,
dispostas em espiral no caule podendo atingir de 25 a 40 centimetros de comprimento e de 6a
10 centimetros de largura (PEDROSA, 2017). Sob o aspecto morfologico, dispoe de
estruturas folidceas associadas a inflorescéncias racemosas em forma de espiga; imbricadas;
densa; glabro, apresentando bracteas vermelhas, fechadas e sobrepostas, as quais em seu
interior se desenvolvem botdes florais e frutos. As inflorescéncias compreendem cerca de
8cm comprimento com média de 40 flores, em cada bractea. Suas flores exibem coloracao
vermelhas com ducto floral formado por trés pétalas fundidas na base e ndo apresentam odor,

seus frutos sdo capsulares e prolifera-se por sementes ou rizomas (DUARTE, 2017).
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2.3 Familia Caulimoviridae

A familia Caulimoviridae engloba virus de plantas que possuem o genoma constituido
por uma molécula de DNA semicircular de fita dupla (dsSDNA), com tamanho de 7,2 a 9,2 kbp
(FAUQUET et al.,, 2005; GEERING; HULL, 2012), encapsulada em particulas nao
envelopadas de morfologia isométrica (50-52 nm de didmetro) ou baciliforme (30 nm de largura
e 130-150 nm de comprimento) (GEERING & HULL, 2012). Seu genoma possui geralmente
uma regido intergénica poli-A e descontinuidades de fita simples (ou gaps) em sitios especificos
de ambas as fitas (HARPER et al., 2002).

Para a divisdo dos géneros pertencentes a esta familia, sdo adotados critérios que que
incluem o tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros, organizagdo gendmica e relacionamento
filogenético. Com base nesses critérios, sao reconhecidos pelo International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV) onze géneros: Badnavirus, Caulimovirus, Cavemovirus,
Dioscovirus, Petuvirus, Rosadnavirus, Ruflodivirus, Solendovirus, Soymovirus, Tungrovirus e
Vaccinivirus. Membros dessa familia s3o encontrados amplamente distribuidos
geograficamente, sendo que a maioria das espécies dos géneros Tungrovirus, Badnavirus e
Dioscovirus se localizam nas regides tropicais € subtropicais, os demais membros, sio
encontrados em regides temperadas (GEERING & HULL, 2012; TEYCHENEY et al., 2020).

A transmissao das espécies dessa familia pode ocorrer de forma natural, via inseto vetor
(Ordem: Hemiptera — Familias: Aleyrodidae, Aphididae, Cicadellidae e Pseudococcidae),
contato entre plantas hospedeiras, sementes oupolen e propagacdo vegetativa ou, também, por
técnicas como a inoculagdo mecanica ou enxertia (FAUQUET et al., 2005). Os sintomas
caracteristicos associados aos caulimovirus sao variados, dependendo da espécie viral,
hospedeiro e condigdes climaticas. Clorose de nervuras, estrias, mosaico, manchas necroéticas,
linhas e manchas cloréticas, nanismo, enrolamento ¢ ma formagao foliar e enrolamento de
foliolos sdo os sintomas mais frequentes apresentados. Plantas Angiospermas
(Monocotiledoneas e Eudicotiledoneas) constituem os hospedeiros naturais de espécies da
familia Caulimoviridae (GEERING & HULL, 2012).

Os membros da familia Caulimoviridae sao classificados como pararetrovirus, termo
introduzido para definir virus de plantas que replicam por transcriptase reversa (o genoma ¢
diretamente transcrito em um RNA mensageiro, que ¢ sintetizado a partir do genoma original e
¢ transcrito novamente em DNA) e diferem dos retrovirus com base no seu genoma de DNA e
na sua integracdo de forma passiva no genoma hospedeiro ndo sendo necessaria codificar a
enzima integrase para completar seu ciclo de replicagdo (TEMIN 1985; BHAT et al., 2016), o

mecanismo ainda ¢ pobremente compreendido.
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Possuem sequéncias conhecidas como endogenas de pararetrovirus (Endogenous
Pararetroviral Sequences - EPRVs) que sdo a classe mais abundante de sequéncias virais
endogenas em diferentes espécies de plantas (GAYRAL; ISKRACARUANA, 2009). Grande
parte das EPRVs de caulimovirus possuem um padrdo de arranjo similar com repeti¢des em
tandem, duplicagdes internas, fragmentagdes e inversdo do genoma viral, resultando em
genomas virais parciais e ndo funcionais, porém varias integragdes contém toda extensdo do
genoma viral, com ORFs funcionais. (GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009; TEYCHENEY;
GEERING, 2011). Tais sequéncias podem entdo ser ativadas resultando na liberagcao do genoma
viral funcional que infectara o hospedeiro (GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009). Sequéncias
endogenas da familia Caulimoviridae foram descritas em 27 espécies de nove familias de
plantas e derivam dos géneros Caulimovirus, Petuvirus, Badnavirus, Solendovirus ¢ dos
géneros putativos Orendovirus e Florendovirus (TEYCHENEY; GEERING, 2011;
MUSHEGIAN; ELENA, 2015; DIOP et al., 2017).

Existem evidéncias de que algumas sequéncias enddgenas sdo capazes de iniciar a
infeccao em determinadas condigdes como resposta a estresses abidticos, como temperatura,
agua, nutrientes, cultura de tecidos, ferimentos, mudancas no comprimento do dia, enxertia e
processos de reprodugdo, como cruzamentos (REFERENCIA). Podendo ser citado o
Badnavirus deltavirgamusae (banana streak OL virus; BSOLV) (NDOWORA et al., 1999),
Badnavirus alphavirgamusae (Banana streak GF virus; BSGFV) (GAYRAL; ISKRA-
CARUANA, 2009), Solendovirus venanicotianae (Tobacco vein clearing virus;TVCV)
(LOCKHART et al., 2000) e Petuvirus venapetuniae (Petunia vein clearing virus;PVCV)
(STAGINNUS; RICHERT-POGGELER, 2006).. A presenca de sequéncias endégenas de
badnavirus no genoma da hospedeira tem tornado um desafio a diagnose, taxonomia,
movimento seguro de germoplasma e o controle das doengas causadas pelos badnavirus

(BHAT et al., 2016).

2.4 Género Badnavirus
O género Badnavirus ¢ o mais numeroso da familia Caulimoviridae,com 69 espécies
reconhecidas pelo ICTV (https://talk.ictvonline.org/). Sua nomenclatura foi originada do
termo “bacillifom DNA virus” ja que se caracteriza por apresentar particula viral baciliforme
ndo envelopada com aproximadamente 30nm largura x 130-150 nm de comprimento
(GEERING; HULL,2012). Seu genoma ¢ composto por apenas um molécula de dsDNA, nao
covalentemente fechado, com 7,2 a 7,6 kbp (cada fita com uma unica descontinuidade)

(TEYCHENEY et al., 2020).
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Os badnavirus possuem, de um modo geral, trés principais ORFs (Open Reading
Frames — Sequéncias de leitura aberta) e contém geralmente trés descontinuidades (gaps) em
sitios especificos (Figura 1), no entanto, o numero de ORFs pode chegar a sete, como
Badnavirus reterubi (Rubus yellow net virus, RYNV) (TEYCHENEY et al., 2020). A ORF I
codifica uma proteina de 20,8 a 23 kDa (P1), que possui uma funcdo ainda desconhecida, a
ORF 11, codifica uma proteina de 14,5 a 15 kDa (P2) que possui uma fun¢do associada a
encapsidacdo do virion (CHENG et al., 1996; JACQUOT et al., 1996; STAVOLONE et al.,
2001). A ORF3 ¢ bastante semelhante entre os badnavirus, sendo a maior ORF e codificando
uma poliproteina de 208 a 216 kDa, que apo6s ser clivada, gera proteinas de movimento, capa
proteica, aspartil protease, transcriptase reversa (RT) e Ribonuclease H (RNAaseH) (BHAT et
al., 2016; TEYCHENEY et al., 2020).
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Figura 1. (A) Representagdo esquematica da organizacdo gendmica de um badnavirus tipico, Commelina yellow
mottle virus (CoYMV). O circulo completo representa o genoma de DNA de fita dupla. As setas largas indicam a
posicdo das ORFs I, II e III. (B) Representacdo linear do mapa gendmico de badnavirus mostrando a
identificacdo dos dominios: dominios de movimento (M), motivo de ligacdo ao RNA (BR), regido conservada de
cisteina (CYS), aspartato protease (PR), transcriptase reversa (RT) e ribonuclease H (RH) (BRIDDON et al.,
1999).

A demarcagao de espécies de badnavirus ¢ baseada na gama de espécies hospedeiras,
especificidade do vetor e na determinagao da sequéncia de nucleotideos da regido gendmica
que inclui os dominios Transcriptase reversa € RNAase H (RT/RNaseH), localizados na ORF
III do genoma viral. O ICTV estabelece um limite padrdo de > 80% de identidade de
nucleotideos na regido RT/RNase H para demarcacdo de espécies deste género (GEERING &
HULL, 2012). Virus deste género sdo conhecidos por infectar plantas monocotiledoneas e
dicotiledoneas, embora a maioria das espécies tenha uma gama de hospedeiro restrita. E tem
emergido como sérios patdgenos para muitas culturas tropicais, especialmente banana (Musa
spp.) (LOCKHART; OLSZEWKI, 1993), pimenta do reino (Piper nigrum) (Lockhart et al,
1997), cana-de-agucar (Saccharum officinarum) (Karuppaiah et al., 2013), taro (Colocasia
esculenta ) (YANG et al., 2003) e inhame (Dioscorea spp.) (PHILLIPS et al., 1999). Os
sintomas causados por infec¢ao de badnavirus sdo variados e incluem mosqueado clorotico,
estrias necroticas, avermelhamento das nervuras, inchamento dos raomos, deformacao, reducao do
tamanho dos entrends levando ao desenvolvimentode nanismo (BHAT et al., 2016).

A disseminagdo de badnavirus ocorre principalmente por propagacao vegetativa e, em
alguns casos, como o Badnavirus maculacommelinae (Commelina yellow mottle virus;
CoYMYV), Badnavirus maculakalanchoes (kalanchoe top-spotting virus; KTSV), Badnavirus
maculapiperis (Piper yellow mottle virus; PYMoV), Badnavirus etainflatheobromae (cacao
swollen shoot Togo B virus (CSSTBV) e Badnavirus alphacolocalasiae (taro bacilliform
virus; TaBV) que podem também ser transmitidos por sementes (HEARON et al., 1984;
QUAINOQO et al., 2008; HAREESH; BHAT, 2010; DEESHMA et al., 2014; BHAT et
al., 2016.). A transmissdo horizontal de badnavirus ocorre através de varias espécies de
cochonilha, enquanto as espécies Badnavirus venaribis (gooseberry vein banding associated
virus; GVBaV), Badnavirus reterubi (rubus yellow net virus; RYNV) e Badnavirus
maculaspiraeae (Spiraea yellow leaf spot virus (SYLSV) sdo transmitidas por afideos (BHAT
et al., 2016).

No Brasil, infecgdes causadas por badnavirus ja foram descritas em abacaxi (SILVA et
al., 2015; Santos et al., 2020), bananeira (BRIOSO et al., 2012), Bougainvillea (RIVAS et al.,
2005); inhame (LIMA etal., 2013), cana-de-agucar (SILVA et al., 2015; SANTOS at al., 2022),
cacau (Ramos-Sobrinho et al., 2021) e cara-moela (Santos et al., 2022). Estudos realizados com

as culturas de abacaxi,inhame e cana-de-agtcar, em Alagoas, e outros estados do Nordeste do
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pais, revelaram que a incidéncia e variabilidade de badnavirus nessa regido ¢ elevada (LIMA

et al., 2013; SANTOS et al.,2020; SILVA et al., 2015).
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3 CAPITULOI

INCIDENCIA DE BADNAVIRUS INFECTANDO FLORES TROPICAIS NO
ESTADO DE ALAGOAS
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RESUMO

Dentre as doencas que podem afetar as flores tropicais, as de etiologia viral apresentam grande
importancia por ndo possuirem controle curativo. Essas plantas podem ainda servir como fonte
de indculo de espécies virais que infectam culturas de importancia econdmica, como por
exemplo diversos virus pertencentes ao género Badnavirus, que pode levar a perdas de até 90%
na producdo dos bananais. A variabilidade genética juntamente com a capacidade de integrar
total ou parcialmente seu genoma ao genoma do hospedeiro, torna a diagnose de Badnavirus
ainda mais desafiadora. No Brasil, nenhum estudo foi realizado com a finalidade de detectar e
identificar espécies de Badnavirus presentes em flores tropicais. Neste trabalho, amostras
foliares de alpinia, Costus e heliconia, coletadas no estado de Alagoas, foram analisadascom a
finalidade de detectar infeccdo e identificar o gente causal. No total 135 amostras foram
analisadas e incialmente submetidas a diagnose via PCR utilizando-se primers degenerados e,
posteriormente, analisadas por RCA (rolling circle amplification) e RT-PCR para a
confirmacdoda presenca da forma epissomal dos virus. Das amostras analisadas, doze foram
positivas para PCR, presentes em plantas de Costus spiralis, Costus spiralis verde, Alpinia
Rosa e Heliconia kiwi. Dentre estas, sete amplificaram genoma de DNA circular quando
submetidas a RCA. A técnica RCA tém sido utilizadas paradetectar a presenca de Badnavirus,
uma vez que detectam apenas sequéncias epissomais, evitando o descarte indevido de
amostras com EPRV’s, que apresentam resultado positivo na PCR, que amplifica
indiscriminadamente sequéncias epissomais e¢ endogenas. Por fim, o produto de RCA foi
utilizado como molde para uma nova PCR para confirmag¢do da forma epissomal. A validacio
de técnicas para a diagnose de sequéncias epissomais dos Badnavirus e a identificacdo de
espécies presentes em diferentes campos onde as flores tropicais sdo cultivadas ¢ de grande

contribuicao e relevancia para o sistema de producdo de mudas de floresno Brasil.

Palavras-chave: Alpinia purpurata, Costus spiralis, Heliconia spp., Flores de Corte,

Caulimoviridae, PCR, RCA.
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3.1 Introdugao

A floricultura ¢ um dos setores do agronegocio brasileiro em expansao, destacando-se
como atividade geradora de renda e importancia social pela utilizacdo de pequenas areas,
contribuindo para a fixagdo das populagdes rurais no campo (TERRA; ZUGE, 2013;
IBRAFLOR, 2015; SENAR, 2016; BRAINER, 2019). As flores tropicais possuem
significancia no cendrio atual do mercado nacional por apresentarem caracteristicas atrativas
comobeleza rara, diversidade de espécies, coloracdo e formatos, durabilidade em pos-colheita
e rusticidade que favorecem a aceitagdo do consumidor (LUZ et al.; LOGES et al., 2005,
SANTOS et al., 2017). As condi¢des edafocliméaticas do Brasil favorecem a produgao de flores
tropicais em larga escala (ALMEIDA et al., 2012), sendo bem adaptadas a climas mais
quentes e Umidos tipicamente encontrados na regido Nordeste (LINS; COELHO, 2004;
SENAR, 2016). Esta regido ocupa a terceira posi¢do nacional no cultivo de flores tropicais
(BRAINER, 2019). O estado de Alagoas ¢ o sexto produtor no ranking regional, comcultivos
desenvolvidos predominantemente por agricultores familiares e destinados a produgaode flores
e folhagens de corte. Apesar do clima da regido Nordeste ser favoravel ao desenvolvimento
desta atividade, observa-se uma reduc¢ao no numero de estabelecimentos produtores de flores
tropicais. ( BRAINER, 2019).

A ocorréncia de viroses constitui um grande desafio na floricultura tropical, devido a
ampla gama de sintomas que causam nas suas folhas e flores, reduzindo a produgdo, valor
decorativo e qualidade do material propagativo (LINS et al., 2004; ZHANG et al., 2017;
MITROTANOVA, ZAKUBANSKIY, MITROTANOVA, 2018; ALEXANDRE, DUARTE e

CHAVES, 2023). Dentre as flores tropicais cultivadas no estado de Alagoas predominam
aquelas que
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pertencem a ordem Zingiberales, géneros Alpinia, Costus, Etlingera, Heliconia, Tapeinochilos
e Zingiber. Virus das familias Bromoviridae, Caulimoviridae, Closteroviridae, Nanoviridae,
Potyviridae, Rhabdoviridae, Solemoviridae, Tombusviridae e Virgaviridae foram descritas
infectando diferentes espécies de flores tropicais (FAN et al., 2019; COLLARICIO at al.,
2002; LIU, YAN, HONG, 2003; FREIRE; MOSCA, 2009; RENNER et al., 2009; LOPEZ-
CARDONA et al, 2012; RIVAS et al, 2013; SELVARAJAN, MANDAL,
BALASUBRAMANIAN, 2015; ZHANG et al., 2016; ZHANG, et al., 2017; HAMIN: GREEN,
2017; HU ET AL., 2018; ABRAHAM et al. 2020; BHAT et al., 2020).

O género Badnavirus, familia Caulimoviridae, engloba pararetrovirus contendo genoma
de DNA dupla fita (dsDNA) semicircular de 7.2- 9.2 kpb, encapsidados em particulas
baciliformes ndo envelopadas, com tamanho de aproximadamente 30 nm x 120-150 nm
(TEYCHENEY et al, 2020). Badnavirus ¢ o maior género desta familia com 69 espécies

reconhecidas pelo ICTV (https://talk.ictvonline.org/). Espécies de Badnavirus sdo importantes

patogenos de culturas perenes economicamente importantes em regioes tropicais e subtropicais
como: abacaxi, banana, batata-doce, cacau, cana-de-agtcar, citros, inhame, pimenta-do-reino,
taro e uva, causando perdas de rendimento que variam ente 10 % a 90% (BHAT, SEVARAJAN,
BALASUBRAMANIAN, 2023). Propagagdo vegetativa e transmissdo por inseto vetor,
especialmente cochonilha, constituem a principal forma de disseminacao desses virus (BHAT
atal.,2016; TECHENEY et al., 2020; BHAT, SEVARAJAN, BALASUBRAMANIAN, 2023).
Até o momento, apenas trés espécies de badnavirus foram relatadas infectando géneros da
ordem Zingiberales como Alpinia, Heliconia ¢ Zingiber (CARDONA; ZAPATA, 2012;
ZHANG et al., 2017;GREEN et al., 2018). A espécie Badnavirus betamaculaflavicannae
(canna yellow mottle virus, CaYMV), foi associada a plantas de Alpinia purpurata exibindo
sintomas de necrose e mosqueado amarelo no Havai (ZHANG et al., 2017). Zingiber baciliform

virus, foi obtido de gengibre (Zingiber officinale) na China utilizando deep sequencing (LIAO
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et al., 2018). Banana streak virus (BSV), um complexo de nove espécies, responsavel por
causar a doenga “estria da bananeira” (BHAT, SELVARAJAN, BALASUBRAMANIAN,
2023), foi detectado causando sintomas de estrias em Heliconia spp. na Colombia
(CARDONA; ZAPATA, 2012) e A. purpurata no Havai (GREEN et al., 2018). Nenhum
estudo prévio detectou a ocorréncia dessas espécies de badnavirus infectando estas
hospedeiras no Brasil. Adcionalmente, ndo existe relato de badnavirus infectando espécies de
Costus, Etlingera e Tapeinochilos.

Diferentes espécies de BSV, conhecidas como BSVs endogenos (eBSV), ocorrem
integradas ao genoma de suas hospedeiras por processo de integracao ilegitima (BHAT, HOHN,
SELVARAIJAN, 2016). Fato que torna um desafio a deteccdo baseada em PCR, por gerar
resultados falsos positivos, ja que os primers universais para o género Badnavirus amplificam
sequéncias virais endogenas e epissomais (BHAT, HOHN, SELVARAJAN, 2016; BHAT,
SELVARAJAN, BALASUBRAMANIAN, 2023). Uma abordagem que inclui a amplificacdo
da sequéncia do genoma viral completo via Rolling circle amplification (RCA), seguido de
deteccdo por PCR tem sido utilizada com sucesso na distingdo de sequéncias integradas e
epissomais de espécies de BSV (JAMES et al., 2011).

Portanto, o presente estudo teve como objetivo realizar a deteccdo e incidéncia de
badnavirus que infectam flores tropicais dos géneros Alpinia, Costus e Heliconia, em plantios

comerciais no estado de Alagoas.

3.2 Material e Métodos



31

3.2.1 Obtenc¢ido do Material Vegetal

Amostras foliares de plantas das familias Costaceae, Heliconiaceae e Zingiberaceae,
exibindo sintomas indicativos de infec¢do por badnavirus, foram coletadas em dois plantios
comerciais nos municipios de Rio Largo (Fazenda Riachido) e Maribondo (Fazenda Emilia
Flores LTDA), no estado de Alagoas. As amostras foram acondicionadas individualmente em
sacos de papel, identificadas e, posteriormente, armazenada em ultrafreezer (-80 °C) até o

processamento.

3.2.2 Deteccao de badnavius via PCR do DNA total

O DNA total foi extraido das amostras como descrito por Lodhi et al. (1994) e
submetidos a deteccdo por Polymerase Chain Reaction (PCR) usando o par de
oligonucleotideos universais BADNA-FP (5’-ATGCCITTYGGIITIAARAAYGCICC-3’) e
BADNA-RP (5’-CCAYTTRCAIACISCICCCCAICC-3’), que amplificam a regido RT-
RNAseH de espécies de badnavirus (Yang et al. 2003). As reagdes de PCR foram realizadas
em um volume final de 15 pL, contendo 1,5 pL de tampao 10X (100 mM KCI,100 mM Tris-
HCI pH 9,0, 1% Triton-X), 1,2 uL. da mistura de dNTPs a 10 mM, 0,4 uL. 50 mM MgCl, 1 uL
de cada oligonucleotideo a 10 uM, 50 ng do DNA molde, e uma unidade de 7ag DNA
Polymerase (Ludwig), completando-se o volume com H>O ultrapura. As condigdes de
ciclagem incluiram uma desnaturacdo inicial a 94°C por 4 minutos e 35 ciclos de desnaturacdo
a 94°C por 30segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto,
seguido de uma extensdo final a 72°Cpor 10 minutos. Os amplicons foram analisados em gel
de agarose a 1%, em tampao TAE (Tris- Acetato-EDTA), corados com brometo de etideo e

visualizados sobre luz UV.

3.2.3 Rolling Circle Amplification (RCA)

Para detectar apenas as amostras infectadas por badnavirus ocorrendo na forma

epissomal, amostras que apresentaram amplicons com tamanho esperado (579 pb)
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, foram testadas via RCA, utilizando Illustra TempliPhi 100 Amplification Kit (GE
Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido), seguindo as instrugdes do fabricante.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a uma nova reagdao de PCR, nas condi¢des
anteriormente descritas, com a finalidade de verificar se o virus estava presente de forma

epissomal ou integrada ao genoma da planta (endogena).

3.3.3. Resultados e Discussao

Um total de 135 amostras foliares de plantas da ordem Zingiberales foi obtido nos
municipios Marimbondo e Rio Largo, Alagoas: 46 de Alpinia (Zingiberaceae), 15 de Costus
(Costaceae) e 74 Heliconia (Heliconiacceae). Entre as amostras foliares sintomaticas
observou-se, predominantemente, sintomas de estrias cloréticas, amarelas e necroticas (Figura
2). No entanto, mosqueado amarelo, clorose de nervura, redugdo de crescimento e deformagao
foliar também foram encontrados. Badnavirus induzem sintomas que variam de leves,
moderados a severos, os quais sdo influenciados pelas cultivares e estado nutricional da
hospedeira; espécie do virus e condigdes ambientais (BHAT, HOHN, SELVARAJAN, 2016;
BHAT, SELVARAJAN, BALASUBRAMANIAN, 2023). No geral, estes sintomas incluem
mosqueado, estrias clordricas e necroticas, deformagdo foliar e nanismo (BHAT, HOHN,
SELVARAJAN, 2016). Assim como encontrado em nosso trabalho, estrias ocorrendo nas
folhas e flores, constituiu o sintoma mais comum de badnavirus associados a infecgdo de
plantas de Alpinia purpurata e Heliconia sp. (GREEN, et al., 2018; CARDONA; ZAPATA,
2012).

A andlise desses produtos de PCR revelou fragmentos com tamanho esperado, de
aproximadamente 580pb, correspondente a amplificacdoda regido RT/RNaseH, para apenas 14
das 135 amostras, correspondentes a Costus spiralis, Alpina purpurata Rosa e Heliconia sp.
(Tabela 1). Asamostras PCR positivas foram submetidas a RCA com e sequéncias de DNA
circular de aproximadamente 10 kb foram amplificadas a partir de oito das 14 amostras

analisadas (Figura 3). Posteriormente, o produto da RCA foi utilizadocomo molde para uma
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nova reagdao de PCR, obtendo-se amplificagdo do genoma completo e detecc¢ao epissomal de

badnavirus a partir de uma tUnica amostra de Alpinia purpurata, variedade Rosa, proveniente
do municipio de Marimbondo.

Quando o DNA total foi usado como molde para deteccdo de badnavirus via PCR, foi
observada uma incidéncia de infec¢do de 10,8% (14/135). Considerando a espécie de planta
hospedeira, incidéncias de infeccdo por badnavirus de 13% (6/46) e 53,3% (8/15) foram,
respectivamente, encontradas para A. pupurata e C. spiralis. Ja quando o RCA foi usado como
molde para deteccdo viral via PCR, a incidéncia foi reduzida para 0,74% (1/135). Esses
resultados em conjunto demonstram que badnavirus ocorrem na forma de sequéncias
endogenas de paratrovirus (Endogenous Pararetroviral Sequecences — EPRVs), integradas aos
genomas das espécies C. spiralis, C. spiralis (variedade verde), Heliconia sp. A. purpurata
(variedade Rosa).

Este constitui o primeiro relato em todo o mundo de infec¢dao de Costus spiralis por
badnavirus. Até o presente momento havia um unico relato de infeccao viral nesta hospedeira,
pelo potyvirus Costus stripe mosaic virus (CoSMV), causando sintomas de estrias foliares
verdes escuras em plantas de um jardim publico na cidade de Sdo Paulo (ALEXANDRE et al.,
2020). Membros da familia Potyviridae também sdo importantes patdogenos que ocorrem em
Alpinia spp. Ao menos 4 espécies ja foram descritas infectando esta hospedeira, como Alpinia
mosaic virus (AlpMV) e Alpinia oxyphylla mosaic virus (AloMV), género Macluravirus
(LIU, YAN, HONG, 2003; HU et al., 2018); Banana bract mosaic virus ¢ Bean common
mosaic virus, género Potyvirus (ZHANG et al., 2016; LARREA-SARMIENTO et al.,2020).
Alpinia purpurata também ¢é hospedeira de duas espécies de badnavirus. A espécie
Badnavirus betamaculaflavicannae (Canna yellow mottle virus, CaYMV), foi descrita pela
primeira vez no Japao em 1979 (YAMASHITA, et al., 1985) e tem sido um badnavirus
comumente encontrado integrado no genoma de Canna spp. (GREEN et al., 2018). Em 2017,
no Havai, CaYMV foi encontrado causando infec¢ao epissomal em plantas de 4. purpurata
exibindo sintomas severos como nanismo, estrias, mosqueado amarelo e necrose foliar

(ZHANG et al., 2017). Banana streak virus (BSV), um complexo de nove espécies virais,
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responsavel por causar a doenga estria da bananeira, ¢ considerado um importante fator

limitante em todas as areas que cultivam banana do mundo (BHAT, SELVARAJAN,
BALASUBRAMANIAN, 2023), e foi detectado por teste Elisa nas variedades comerciais
Orange e Kwashi de Heliconia, na Colombia (CARDONA; ZAPATA, 2012). Uma das
espéciesque pertence a este complexo, Badnavirus alphavirgamusae (banana streak GF virus,
BSGFV), foi identificada por meio de PCR em plantas de 4. purpurata, variedade vermelha,
causando sintomas de estrias em folhas, flores e hastes (GREEN, et al., 2018). No entanto,
nao foi possivel confirmar se a infecgao foi integrada ou epissomal. Os badnavirus CaYMV,
BSGFVe o potyvirus Banana bract mosaic virus causam a morte subita da alpinia vermelha,
no Havai. Epidemias dessa doenga ocorreram no pais em 2018, ameagando a produgdo dessa
cultura (GREE, et al., 2018).

Badnavirus estdo amplamente disseminados como EPRVs no genomade hospedeiras
economicamente importantes como abacaxi, banana e inhame (NDOWORA et al.,

1999; STAGINNUS; RICHERT-POGGELER, 2006;

GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009; SEAL, 2014). A integragdo de badnavirus na
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hospedeira ocorre por recombinagdo ilegitima, e sua presenca ndo estd necessariamente
associada com infeccdo. Contudo, em alguns casos, por indugdo de estresse como
micropropagacio in vitro (DALLOT et al., 2001; COTE et al., 2010) e cruzamentos
interespecificos (LHEUREUX et al., 2003), estas EPRVs podem dar origem a infecgdes virais
epissomais sistémicas com disseminagdo planta a planta pelo inseto vetor (BHAT,
SELVARAJAN, BALASUBRAMANIAM, 2023). Sequéncias endégenas de BSV comumente
encontradas nos cromossomos de banana do grupo Musa balbisiana como banana streak OL
virus (BSOLV), banana streak IM virus (BSIMV) e BSGFV, sdo capazes de ser ativadas nas
suas formas epissomais e causar infeccio (CHABANNES et al., 2013; GAYRAL et al., 2008).
A alta variabilidade encontrada em badnavirus somada a capacidade de se inserir no genoma
da hospedeira na forma de EPRVs, tornam um desafio a diagnose, a taxonomia, 0 movimento
de germoplasma e o manejo de doencas causadas por estes virus (BHAT; HOHN,
SELVARAJAN, 2016; BHAT, SELVARAJAN, BLASUBRAMANIAN, 2023).

Visando resolver este problema, diversas abordagens tém sido desenvolvidas para
diferenciar formas virais epissomais e integradas ao hospedeiro comomicroscopia eletronica;
hibridac¢ao Southern; Immunocapture PCR (IC-PCR); Multiplex Immunocapture PCR (M-IC-
PCR), Rolling Circle Amplification (RCA) e sequenciamento do genoma viral (BHAT;
HOHN; SELVARAIJAN, 2016; BHAT, SELVARAJAN,

BALASUBRAMANIAN, 2023). A técnica de RCA foi utilizada com sucesso para realizar a
distingdo de sequéncias enddgenas (EPRVs) e epissomais de badnavirus ocorrendo em banana
(JAMES et al., 2011) e inhame (BOOMER et al., 2023).

No Brasil, as informagdes sobre a ocorréncia de badnavirus em flores tropicais nao estao
disponiveis. Apenas duas espécies foram descritas infectando flores ornamentais no pais,
Bougainvillea chlorotic vein banding virus (BCVBYV), em Bougainvillea spectabilis ¢ B.
glabra (CHAGAS et al., 2004; ALEXANDRE et al; 2015) e Scleffera ring spot virus (SRV)

(KITAJIMA, 2020). O presentetrabalho descreveu o primeiro relato de ocorréncia de
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Badnavirus, na forma epissomal, em Alpiniapurpurata, no Brasil, e na forma enddgena

em Costus spiralis, no mundo. Contribuindo assim, para ampliacdo do conhecimento sobre a

diversidade desses virus ocorrendo em plantas ornamentais no pais.

Figura 1: Amostras foliares de Alpinia rosa (A), Costus spiralis (B) e Heliconia bihai maluca (C) coletadas no

municipio de Maribondo/AL com sintomas de estrias nas nervuras, caracteristico de infec¢éo por badnavirus.
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Tabela 1. Localidade e espécies coletadas, nimero de amostras coletas por espécie, nimero de
amostras PCR+, nimero de amostras que Amplificaram por Circulo Rolanda-RCA, e niimero
de amostras PCR Epissomal.

Localidade Espécie N°de PCR+ RCA+ PCR
amostras Epissomal

Heliconia amarela 10 - - -
Heliconia sexy pink 4 - - -
Heliconia sp 2 - - -

Rio Largo — Heliconia bihai 4 - - -

Fazenda Riachdo  maluca
Heliconia bihai 4 - -
Helicm?ia bico de 4 - - -
papagaio
Alpinia purpurata 7 - - -
Costus spiralis verde 5 3 1 -
Heliconia bihai 9 - - -
Heliconia rostrata 5 - - -
Heliconia peack pink 8 - - -

Marimbondo —  Heliconia bihai 7 - - -

Fazenda Emilia maluca
Flores Tropicais

Heliconia sp. 7 2 1 -
Heliconia 10 - - -
wagneriana red

Alpinia rosa 10 4 1 1
Alpinia red king 9 - - -
Alpinia red 11 - - -
Alpinia kimi 9 - - -

Costus spiralis 10 5 5 -
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Resumo

Badnavirus alphavirgamusae (Caulimoviridae, Badnavirus), um dos agentes causais do
complexo da doenga estria da bananeira, foi identificado por PCR infectando planta tropical
ornamental 4. purpurata, no Havai. No entanto, o genoma desse isolado ndo foi caracterizado.
Em 2021, uma planta de A. purpurata exibindo sintomas de infecdo por badnavirus, estrias
clordticas e mancha foliar, foi coletada em um plantio comercial de flores tropicais no
municipio de Marimbondo, Alagoas, Brasil. Para caracterizacdo molecular, o genoma viral foi
amplificado por amplifica¢do por circulo rolante (RCA). O produto dareagdo de RCA,

foi usado como molde para deteccdo de badnavirus por PCR, utilizado primers universais para
o género. Seguida a confirmacdo de infe¢do epissomal do badnavirus em A. purpurata, o
produto de RCA submetido a sequenciamento de alto rendimento (HTS) ///lumina. Uma
sequéncia de genoma completo de comprimento 7.148 pb foi recuperada de 13.500 reads com
uma profundidade de cobertura de 180x. Com base na identidade de sequéncias de nucleotideos
pareadas, com base nos dominios da transcriptase reversa (RT) e ribonuclease H (RNAse H), o
isolado de badnavirus proveniente de A. purpurata pertence a espécie Badnavirus

alphavirgamusae (banana streak GF virus, BGFV), com 97,1% de indentidade nucleotidica. Na
arvore filogenética de inferéncia

Bayesiana, o BSGFV_BR_ALPINIA agrupou com outra sequéncia de BSGFV,

proveniente de bananeira. BSGFV_BR_ALPINIA foi identificado como possivel recombinante
com

breakpoints de recombinagdo ocorrendo no inicio da ORF III, identificando banana streak VN

virus como maior parental. Este constitui o primeiro relato de Badnavirus alphavirgamusae
(BSGFV)

infectando Alpina purpurata no Brasil.

Palavras-chave: Zingiberaceae, banana streak virus, Caulimoviridae, high-throughput

sequencing.
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Introduciao

Alpinia purpurada ¢ uma espécie da familia Zingiberaceae que possui bracteas de
coloracdo variando de vermelha a rosa com alto valor ornamental como flor de corte e
paisagismo (TERAO et al., 2005). Esta espécie esté inserida no setor de flores do Brasil, que
possui grande importancia econdmica e social, movimento quase 11 bilhdes de reais, e
empregando 210 mil pessoas no ano de 2021 (IBRAFLOR 2021). A ocorréncia de patdgenos
em plantas ornamentais tropicais, especialmente virus, afeta a producao e qualidade de flores e
folhagens (ALEXANDRE, DUARTE, CHAVES, 2023). Virus que pertencem as familias
Caulimoviridae ¢ Potyviridae ja foram descritos infectando 4. purpurata (LIU, YAN, HONG,
2003; ZHANG et al., 2016; LARREA-SARMIENTO et al., 2020; ZHAN et al., 2017; GREEN
et al., 2018).

Os virus pertencentes ao género Badnavirus (familia Caulimoviridae) possuem genoma
de DNA semicircular de fita dupla, com 7,2-9,2 kbp de comprimento e encapsidados em
particulas baciliformes nao envelopadas (TEYCHENEY et al., 2020). O genoma viral de
badnavirus possui, de um modo geral, trés principais ORFs (Open Reading Frames) ¢ ORFs
adicionais conhecidas como ORF4, ORFX e ORFY, as quais nenhuma fung¢do bioldgica foi
atribuida (BHAT, HOHN, SELVARAJAN, 2016; MULLER et al., 2018; TEYCHENEY et al.,
2020). A ORF I codifica uma proteina associada ao virion de 20,8 a 23 kDa (P1). A ORF II,
codifica uma proteina de 14,5 a 15 kDa (P2) que possui fungdo de ligacao a acido nucléico
(CHENG et al., 1996; JACQUOT et al., 1996). Enquanto a ORF III codifica uma poliproteina
contendo os dominios conservados para a proteina de movimento, proteina capsidial, aspartato
protease, transcriptase reversa (RT), e ribonuclease H (RNase H) (TEYCHENEY et al., 2020).

Badnavirus infectam uma ampla gama de culturas economicamente importantes como
abacaxi, banana, batata-doce, cacau, cana-de-acucar, citros, inhame, pimenta do reino, taro e

uva. Esses virus sdo disseminados predominantemente por propagagdo vegetativa
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e, secundariamente, por insetos vetores, cochonilhas e pulgdo (BHAT, SELVARAJAN,
BALASUBRAMANIAN, 2023).

Banana streak GF virus, foi detectada via PCR, causando sintomas
de estias em folhas, flores e hastes de A. purpurata (Red Ginger), no Havai
(GREEN, et al., 2018). No entanto, ndo foi confirmada a presenca de infeccdo epissomal e
tampouco realizado o sequenciamento do genoma desta espécie. Aqui, a sequéncia completa
do genoma de um isolado da espécie Badnavirus alphavirgamusae (banana streak GF virus,

BSGFV) associado a A. purpurata (variedade Rosa), foi molecularmente caracterizada usando
sequenciamento

de alto rendimento (High-throughput Sequencing — HTS).
Materiais e Métodos

Uma amostra foliar de 4. purpurata (variedade Rosa), exibindo sintomas tipicos de
infecdo por

badnavirus, como estrias cloroticas e mosqueado, foi coletada em uma importante area de
produgdo

e comercializagdo de flores tropicais no municipio de Marimbondo, estado de Alagoas, Brasil,
em 2021 (Figural). Para detec¢do de badnavirus e caracterizacdo molecular do genoma, DNA
total foi extraido do tecido foliar da planta usando o protocolo descrito em Lodhi et al. (1994) e

enriquecido via amplificagdo por circulo rolante (RCA), usando o kit de
amplificacao Illustra TempliPhi (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) de acordo

com as recomendacdes do fabricante. Posteriormente, o produto de RCA foi submetido a PCR

utilizando os primers BadnaFP/BadnaRP, que amplificam um  fragmento de
~580 pb

correspondente a regido RT-RNAse H (Yang et al. 2003), para fins de dete¢do da forma
epissomal do virus. A reacao de PCR foirealizada em um volume total de 15 uL, contendo 1,5

pL de tampao 10x (100 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 9,0, 1% Triton-X), 1,2 uL de 2,5 mM
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dNTPs, 0,4 uL 50 mM MgCl2, 0,2 pL. de Taq DNA polimerase, 1,0 uL de cada oligonucleotideo

(10 uM), 1,0 puL (50 ng) de DNA total, completando-se o volume com H>O ultrapura.

As condigdes de ciclagem incluiram uma desnaturacdo inicial a 94°C por 4 minutos e
35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos e
extensdo a 72°C por 1 minuto, seguido de uma extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os
amplicons foram analisados em gel de agarose a 1%, em tampao TAE (Tris- Acetato-EDTA),
corados com brometo de etideo e visualizados sobre luz UV.

Apos confirmacdo da presenga no virus na forma epissomal, o RCA foi submetido

a sequencimento de alto rendimento (HTS) usando o Illumina 93 MiSeq (250 bp paired-end)
no Laboratério Central de Tecnologias de Alto Desempenho (LaCTAD) na Universidade
Estadual de Campinas (Campinas, Sdo Paulo, Brasil).

Foram obtidos reads de 151 pb que foram processados para verificagdo da qualidade,
usando o software Fastqc v0.11.9 (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e as
sequéncias do adaptador foram cortadas com Trimmomatic v.0.39 (Bolger et al., 2014). Foram
feitas varias montagens usando o software Spades v. 3.15.5 (Bankevich et al., 2012). Os contigs
gerados foram importados para o programa Geneious v.7.1 (Kearse et al., 2012), onde foi criado
um banco de dados (Viral RefSeq) com sequéncias virais referéncia de interesse. Em seguida,

os contigs gerados foram inicialmente analisados com o algoritmo

BLASTn (Altschul et al., 1990) e o banco de dados de nucleotideos nao-redundante GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) para determinar as espécies virais com as quais elas compartilham maior
identidade de sequéncia.

104

105
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Sequéncias gendmicas completas de badnavirus associados a bananeira (Musa spp.) foram
recuperadas do NCBI-GenBank (acessado em 04 de julho de 2023; Tabelal) e alinhadas com o
genoma obtido no presente estudo, usando o algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004). Adicionalmente,
as sequéncias de RT-RNase H (~1.230 pb) foram recuperadas dos genomas alinhados.
Comparacdes pareadas para demarcagdo de espécies foram realizadas para os genomas

completos e conjuntos de dados RT-RNase H, usando Sequence Demarcation Tool (SDT) v.1.2
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(Muhire et al., 2014). Para detectar eventos de recombinacdo e isolados parentais e

recombinantes putativos, os genomas completos foram analisados, usando o Recombination
Detection Program (RDP) v.4. (Martin et al., 2015), com eventos de recombinacao

previstos por pelo menos cinco métodos diferentes sendo considerados confiavel.

A analise filogenética foi baseada no conjunto de dados de genomas completos e
sequéncias nucleotidicas de RT-RNase H, usando Inferéncia Bayesiana (BI) em MrBayes
v.3.2.3 (Ronquist et al., 2012) por meio do no web portal CIPRES (Miller et al., 2010). Os
modelos mais adequados de substituicdes de nucleotideos foram selecionados de acordo com o
Critério de Informagao de Akaike (AIC), usando MrModelTest v.2.3 (Nylander, 2004). A
analise de BI foi realizada, usando duas réplicas de quatro cadeias cada para 10 milhdes de
geragdes com amostragem a cada 1.000 passos. Um total de 15.000 arvores (7.500 por
execugdo) foram usadas (ap6és uma fase de queima) para determinam os valores de
probabilidade posterior (Rannala e Yang, 1996), as arvores foram visualizadas e editadas no
FigTree v.1.4 (ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).

Resultados e discussao

O sequenciamento ///lumina da amostra Alpinia purpurata (AR2) resultou em um
genoma completo de badnavirus de 7.148 pb, montado a partir de 13.500 reads leituras, com
profundidade de cobertura de 180x. De acordo com o critério para a demarcacao de espécie do
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), de >80% de identidade
nucleotidica para os loci RT-RNase H de Badnavirus, o genoma estudado foi identificado
como um isolado da espécie Badnavirus alphavirgamusae (banana streak GF virus, BSGFV).
A andlise SDT mostrou que a sequéncia de RT-RNase H do isolado AR2 estd mais
intimamente relacionado ao BSGFV, com 97,1% de identidade de nucleotidica, assim como
para a analise do genoma completo, onde compartilha 97,4% de identidade com 0 mesmo virus

(Figuras 2 e 3).
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O genoma completo derivado de sequenciamento ///lumina no presente estudo possui
7.148

pb, sendo referido como BSGFV_BR ALPINIA. Trés ORFs (ORFs 1-3) foram previstas para
0

genoma viral do isolado BSGFV_BR_ALPINIA, com motivos altamente conservados, como a
sequéncia do sitio de ligagdo do iniciador tRNA™", TATA box ¢ o sinal de poliadenilagdo.
Duas pequenas proteinas de 175 e 112 aminodacidos (aa) sao codificadas pela ORF1 (476 -1003
nt) e ORF2 (1000-1338 nt), respectivamente, enquanto a ORF3, engloba os nucleotideos 1335-
6728 nt, que codifica uma poliproteina com 1797 aa.

Para confirmar o padrao de recombinacdo ocorrendo nestes virus, foram analisados os
genomas completos, usando o pacote RDP. Um ftnico evento de recombinacdo em
BSGFV_BR_ALPINIA associado a valores P estatisticamente significativos foi detectado por
5 programas. O evento identificou o Badnavirus iotavirgamusae (banana streak VN virus,
BSVNV), como sequéncia possivel maior parental, sendo os breakpoints recombinagao
localizados entre os nucleotideos 1.458 e 2.349 (por¢ao inicial da ORF3). No entanto,
BSGFV_BR_ALPINIA nao foi detectado como possivel parental em eventos de recombinagao
detectados nas demais espécies de BSV analisadas. Estudos prévios demosntraram que
recombinacdo contribuir com o aumento da variabilidade genética de badnavirus que infectam
as culturas do cacau (Theobroma cacao), banana (Musa spp.) € inhame (Dioscorea rotundata).
Similarmente, BSGFV_BR_ALPINIA foi identificada com uma espécie recombinante,
reforgando a hipdtese que este mecanismo evolutivo pode ser importante para diversificacdo de
badnavirus que infectam banana.

O relacionamento filogenético observado para os conjuntos de dados analisados,

corroboram com as analises de comparagdes pareadas de sequéncias nucleotidicas; o isolado
BSGFV_BR_ALPINIA estd mais intimamente relacionado com o

BSGFV. E importante notar que, apesar de algumas incongruéncias topolégicas, as filogenias
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para RT/RNaseH evidenciam o agrupamento inferido para o conjunto de dados composto de
genomas completos (Figuras 4 e 5; Tabelal).

Até o momento, apenas duas espécies de badnavirus foram descritas infectando A.
purpurata. Badnavirus betamaculaflavicannae (Canna yellow mottle virus, CaYMV),
originalmente obtida da planta ornamental tropical Canna spp., no Japdao, em 1979
(Yamashita, et al., 1985). Esta espécie ¢ amplamente distribuida, sendo encontrada em
areas de cultivo de Canna nos Estados Unidos (Momol et al. 2004; Pappu et al., 2008),
Italia e Holanda (Marino et al., 2008), india (Kumari et al., 2014) e Kenya (Agneroh et al.,
2015). Em 2017, a sequéncia completa de CaYMYV foi obtida por Next Generation Sequencing
(NGS) a partir de plantas de A. purpurata exibindo sintomas de mosqueado, estria e necrose

foliar no Havai (ZHANG et al., 2017). O complexo banana streak virus (BSV), foi identificado
pela primeira vez no Marrocos,

em 1974 (LOCKHART, 1986). Atualmente, assume-se que esta doenga ocorre em todas as
areas de cultivo de banana do mundo, causando impacto na produtividade, qualidade de frutos
e movimento de germoplasma (BHAT, HOHN, SELVARANJAN, 2016; BHAT,
SELVARAJAN, BALASUBRAMANIAN, 2023). No Brasil, BSV foi descrito pela primeira
vez em infecgdo mista com cucumber mosaic virus (Bromoviridae, Cucumovirus) causando
“estria da bananeira” em mudas de banana da cultivar Mysore (BRIOSO, 2000). Espécies do
complexo BSV foram detectadas em mais de 11 estados do pais, incluindo Badnavirus
alphavirgamusae (banana streak GF virus, BSGFV) (FIGUEIREDO et al., 2006; BRIOSO et
al, 2011; CARNELOSSI et al., 2014). BSGFV ¢ comumente encontrado na forma de
sequéncias enddgenas (eBSVs) integradas no genoma de banana do grupo Musa balbisiana
AAB (CHABANNES et al., 2013; UMBER et al., 2022). Infec¢des por BSGFV que surgem da
ativagdo de eBSVs predominam sobre infec¢des causadas por transmissao por

vetor. Adicionalmente, estresse abidtico como, por exemplo, cultura de tecidos ¢ capaz de
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promover a ativagao de formas epissomais de eBSVs de BSGFV (UMBER et al., 2022). No
Brasil, as formas endogena e epissomal de BSGFV, foram relatadas em acessos de bananeira do
banco de germoplasma de Embrapa (PESTANA, 2019).

Em 2018, BSGFV foi detectada por PCR em plantas de 4. purpurata (variedade
vermelha) exibindo sintomas de estrias em folhas, flores e hastes (GREEN, et al., 2018). No
entanto, informagdes sobre a regido do genoma usada para realizar a detec¢do desta espécie,

na planta hospedeira, e sequéncia de nucleotideos ndo estdo disponiveis.

No presente estudo, a sequéncia completa do badnavirus banana streak GF virus
(BSGFV) infectando Alpinia purpurata foi determinada pela primeira vez. Este consiste no
primeiro relato de ocorréncia epissomal desta espécie no Brasil, contribuindo com estudos
sobre a diversidade desses virus em A. purpurata. Até o presente momento, no Brasil,
este badnavirus estava restrito apenas a bananeira, dessa forma este estudo amplia a gama de
hospedeira BSGFV no pais. Considerando a importancia da bananicultura, a
identificacdo da ocorréncia de BSGFV na forma epissomal em A. purpurata, indica que esta
pode desempenhar um importante papel na dissemina¢do atuando como um reservatério desse
virus. Em Alagoas, eBSVs foram detectados integrados no genoma de Alpinia purpurata
variedades Rosa e Kimi (dados do autor), no entanto, a identificacdo dos badnavirus
relacionados a estas sequéncias se encontra em andamento. Também, ndo foi identificado se o
genoma completo obtido via sequenciamento HTS foi resultante de evento de ativacdo de

eBSVs de BSGFV_BR_ALPINIA integrados no genoma de 4. purpurata.
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Consideracoes finais

A espécie Badnavirus alphavirgamusae, (banana streak GF virus) ¢ a espécie
responsavel por causar estria foliar em A/lpinia purpurata;

Este ¢ o primeiro relato de ocorréncia BSGFV em A. purpurata no Brasil,

Este trabalho consiste na determinagdo da primeira sequéncia do genoma completo de
um isolado de BSGFV proveniente de A. purpurata;

Estudos adicionais sdo necessarios para demonstrar a importancia de A. purpurata como

reservatorio de virus para a cultura da bananeira;
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Badnavirus alphavirgamusae (BSGFV).
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Figura 2. Porcentagem de identidade entre as sequencias de nucleotideos do genoma completo
do isolado BSGFV_BR_ALPINIA detectado no Brasil e sequencias de virus mais estreitamente

relacionados depositadas no GenBank.
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332 Figura 4. Analise filogenética de inferéncia Bayesiana baseada no genoma completo do isolado
333  BSFGV_BR_AR e outras sequencias referencias de badnavirus baixadas no NCBI-GenBank.
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336  Figura 5. Analise filogenética de inferéncia Bayesiana baseada na regido RT do isolado
337 BSFGV_BR_AR e outras sequencias referencias de badnavirus baixadas no NCBI-GenBank.
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344  Tabela Suplementarl. Lista das sequencias referencias de badnavirus baixadas no NCBI-

345 GenBank.

Espécie Acrénimo GenBank Acesso
Badnavirus alphavirgamusae BSGFV NC 007002
Badnavirus betavirgamusae BSIMV NC 015507
Badnavirus gammavirgamusae BSMYV NC 006955
Badnavirus deltavirgamusae BSOLV NC 003381
Badnavirus epsilonvirgamusae BSUAV NC 015502
Badnavirus zetavirgamusae BSUIV NC 015503
Badnavirus etavirgamusae BSULV NC 015504
Badnavirus thetavirgamusae BSUMV NC 015505
Badnavirus iotavirgamusae BSVNV NC 007003
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347347

348348
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