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RESUMO

O Brasil é o quarto maior produtor de bananas do mundo, com destaque para regido
Nordeste, que contribui com cerca de 35% da produgcdo nacional. No entanto, a
produtividade da cultura no pais € considerada baixa, sendo atribuida, principalmente, a
problemas fitossanitarios. A principal forma de propagacéo da cultura da banana é por
micropropagacao em massa, 0 que contribui para o acimulo de patdgenos, especialmente
virus. A estria da bananeira é uma das mais importantes viroses da cultura, causada por
um complexo de nove diferentes espécies do grupo banana streak viruses (BSVs) (género
Badnavirus, familia Caulimoviridae), que séo naturalmente transmitidos por cochonilhas
(Pseudococcidae). Embora a doenca esteja presente no Brasil ha anos, estudos sobre a
diversidade e variabilidade de badnavirus ocorrentes em bananeiras sdo escassos. Nesse
contexto, o presente trabalho teve por objetivo determinar a incidéncia e caracterizagéo
molecular de badnavirus que infectam bananeira na regido Nordeste do Brasil através do
sequenciamento de alto rendimento (high throughput sequencing - HTS) em plataforma
Illumina. Foram testados primers universais para 0 género Badnavirus e primers espécie-
especificos para deteccdo de Badnavirus deltavirgamusae (BSOLV), Badnavirus
alphavirgamusae (BSGFV) e Badnavirus betavirgamusae (BSIMV). Foi observada uma
alta incidéncia de infeccdo por badnavirus em todos os estados do Nordeste onde realizou-
se coletas, entretanto, ndo foi detectado infeccdo por BSIMV. Amostras PCR-positivas
para provaveis infeccbes epissomais foram parcialmente sequenciadas na regido
transcriptase reversa (RT)-ribonuclease H (RNase H), as quais compartilharam maior
identidade nucleotidica com banana streak YM virus (BSYMV). Um genoma completo
contendo 7263 pb foi obtido, por HTS, que corresponde a primeira sequéncia completa
de Badnavirus alphavirgamusae (comumente denominado BSGFV) no Brasil.

Palavras-chave: BSOLV, BSGFV, Caulimoviridae, Musa spp., diversidade genética.



ABSTRACT

Brazil is the fourth largest producer of bananas in the world, with emphasis on the
Northeast region, which contributes with about 35% of national production. However, the
productivity of the crop in the country is considered low, being attributed mainly to
phytosanitary problems. The main form of banana crop propagation is by mass
micropropagation, which contributes to the accumulation of pathogens, especially
viruses. Banana streak is one of the most important viruses of the crop, caused by a
complex of nine different species of banana streak virus (BSV) [genus Badnavirus, family
Caulimoviridae], which are also transmitted by mealybugs (Pseudococcidae). Although
the disease has been present in Brazil for years, studies on the diversity and variability of
badnaviruses occurring in banana trees are scarce. Thus, this work aimed to determine
the incidence and characterization of badnaviruses that infect banana trees in northeastern
Brazil and to obtain the complete genome through high-throughput sequencing using the
Illumina platform. Universal primers for the genus Badnavirus and species-specific
primers for detection of Badnavirus deltavirgamusae (BSOLV), Badnavirus
alphavirgamusae (BSGFV) and Badnavirus betavirgamusae (BSIMV) were tested. As a
result, a high incidence of badnavirus infection was observed in all Northeastern states
where samples were analyzed, but BSIMV infection was not detected. Samples likely
from episomal infections were partially sequenced in the RT/RNaseH region, which
shared greater nucleotide identity with BSMYV. A genome containing 7,263 bp was
obtained by HTS, which corresponds to the first complete sequence of Badnavirus
alphavirgamusae (BSGFV) in Brazil.

Keywords: BSOLV, BSGFV, Caulimoviridae, Musa spp., genetic diversity
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1 INTRODUCAO

A bananeira (Musa spp.) € uma planta herbacea pertencente a familia Musaceae,
com origem no Sudeste Asiatico e no Pacifico Ocidental. Atualmente, seu cultivo é
amplamente difundido em mais de 130 paises. O Brasil é 0 quarto maior produtor, ficando
atras apenas da India, China e Indonésia, com uma producéo de 6,8 milhGes de toneladas
em uma area plantada de 453 mil hectares, que movimenta cerca de R$ 10 bilhdes por
ano (EMBRAPA, 2023; FAO, 2021).

A banana ¢ a fruta in natura mais consumida no mundo, o que confere a cultura
uma grande importancia socioecondémica. Ela constitui a principal fonte de renda em
muitas regides e desempenha um papel fundamental na geracdo de empregos rurais
(Ribeiro et al., 2013; Ganga, 2002). A regido Nordeste do Brasil possui a maior extensédo
de areas cultivadas de bananais, abrangendo 35% da producdo nacional, sendo
responsavel por cerca de 2,38 milhGes de toneladas. Os maiores produtores sdo Bahia,
Pernambuco e Ceard. Alagoas ocupa a sexta posi¢do, com uma producdo de 108.231
toneladas e uma area plantada de 8.682 ha no ano de 2022. (IBGE, 2022).

A produtividade média da cultura no pais € de 15 t/ha, sendo considerada baixa.
Um dos principais fatores que contribuem para isso é a auséncia de cultivares resistentes
a doencas, incluindo aquelas ocasionadas por virus. Dentre os virus que incidem nos
cultivos no Brasil, merecem destaque os Badnavirus (familia Caulimoviridae). Estes sdo
pararetrovirus com genoma de DNA fita dupla (dsDNA) semicircular, com 7.2 — 9.2 kpb
de comprimento, encapsidados em particulas baciliformes, os quais replicam através de
um intermediario de RNA (Geering; Hull, 2012). Badnavirus que infectam bananeira séo
transmitidos horizontalmente por cochonilhas, e verticalmente por micropropagacdo em
massa, principal forma para propagar a cultura comercialmente (Bhat et al., 2016). Além
disso, badnavirus sdo capazes de se integrar no genoma da bananeira na forma de
sequéncias enddgenas pararetrovirais (EPRV’s), representando um grande desafio para
taxonomia, diagnose e movimento de germoplasma (Bhat et al., 2016; Ferreira et al.,
2019).

A estria da bananeira € uma das doencas mais importantes e esta amplamente
distribuida em todas as areas de cultivo do mundo, incluindo o Brasil. A doenca é causada
por um complexo de nove diferentes espécies de badnavirus do grupo banana streak virus
(BSV) (Bhat et al., 2023). Diversos estudos revelam uma alta diversidade e variabilidade

genética em badnavirus que infectam banana na india e Africa (James et al., 2011). Um
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cenario contrastante ocorre no Brasil, onde até o momento, apenas trés espécies,
Badnavirus deltavirgamusae, Badnavirus alphavirgamusae e banana streak Uganda
virus (BSUgBV) foram identificadas molecularmente como agente causal da doenca
(Poltronieri et al., 2009; Carnelossi et al., 2014; Farias et al., 2018). E provavel que a
diversidade de espécies de badnavirus ocorrendo no Brasil seja subestimada. Um fator
que corrobora com essa hipotese sdo os raros estudos sobre a diversidade genética e
variabilidade de badnavirus ocorrendo em bananeira no pais, especialmente na regiao
Nordeste. Até o presente estudo, ndo existem sequéncias do genoma completo dos BSVs
que incidem em bananeiras no pais.

A determinacdo da diversidade de badnavirus é uma importante ferramenta para
estudar como estes evoluem e suas implicacBes na implementacdo de estratégias de
controle de fitoviroses. Portanto, este trabalho teve por objetivo determinar a incidéncia
e caracterizacdo molecular de badnavirus que infectam bananeiras na regido Nordeste do

Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Musa spp.: classificagédo botanica, origem e importancia econdmica

A familia Musaceae (ordem Zingiberales) € composta por espécies
monocotileddneas herbaceas tropicais (Angiosperm Phylogeny Group, 2009) distribuidas
entre trés géneros: Musella (Franch.), Ensete e Musa L., que é 0 género mais numeroso e
mundialmente disseminado (Liu et al., 2002; Vre; Hakkinen, 2011; Roux et al., 2008).

A bananeira (Musa spp.) possui ampla distribuicdo geografica, sendo cultivada
em todas as regides tropicais do mundo (Jones, 2000; Roux et al., 2008). N&o se pode
indicar com exatiddo a origem da bananeira, entretanto, é admitido que a maioria das
cultivares tenha se originado no Sudoeste Asiatico, ainda que haja centros de origem
secundarios como na Africa Oriental e nas ilhas do Pacifico (Castro et al., 2008).

Estes frutos podem ser divididos em duas principais categorias: bananas de
sobremesa e bananas para coc¢do. Bananas de sobremesa podem ser consumidas quando
maduras, contém consideravel quantidade de acucar e sdo facilmente digeriveis (Jones,
2000), enquanto as bananas de coc¢do sdo usualmente amilaceas quando maduras e
necessitam ser cozidas, fritas ou assadas para se tornarem palataveis (Jones, 2000).

A banana verde apresenta alto contetdo de amido, geralmente 20 a 25% do peso
fresco da polpa do fruto verde, mas durante o seu amadurecimento ocorre a hidrélise
desse amido e aumento da concentracdo de acglcares. Na banana madura, o teor de amido
é apenas 1 a 2%, podendo variar com o tipo de cultivar (Mota; Lajolo; Cordenunsi, 1997).

Grande parte das variedades comerciais cultivadas de banana sdo derivadas de
hibridizacbes de grupos selvagens das espécies Musa acuminata (genoma A) e M.
balbisiana (genoma B) e, em menor propor¢do, Musa schizocarpa (genoma S) e Musa
textiliss/Musa maclayi (genoma T) (Daniells et al., 2001; Karanja et al., 2008, D’Hont et
al., 2012). As variedades de bananeira mais difundidas no Brasil s&o: Prata, Pacovan,
Prata Ana, Maca, Mysore, Terra e D’Angola pertencentes ao grupo AAB e utilizadas
unicamente para 0 mercado interno. Ja as do grupo genémico AAA, Nanica, Nanicdo e
Grande Naine sdo usadas, principalmente, para exportacéo e industrializacdo. Em menor
escala, também sdo plantadas a Ouro (AA), Figo Cinza e Figo Vermelho (ABB), Caru
Verde e Caru Roxa (AAA). (Borges et al., 2009).

A banana é um dos mais importantes alimentos basicos do mundo fornecendo uma

fonte vital de carboidratos para muitos habitantes dos tropicos umidos (Karanja et al.,
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2008; Christelova et al., 2011). Para muitos paises, além de ser um alimento
complementar da dieta da populagéo, apresenta grande relevancia social e econémica. Em
outros paises, a banana é um produto de exportacdo responsavel por uma parte muito
significativa dos ingressos relativos a exportacédo agricola (FIORAVANCO, 2003).

No ranking dos maiores paises produtores mundiais de banana, a india ocupa a
primeira posi¢cdo, com producgdo de aproximadamente 33 milhGes de toneladas (Mt),
seguido pela China (12 Mt) e Indonésia (8,7 Mt) (FAOSTAT, 2021). No Brasil, a banana
é cultivada em todos os estados, desde a faixa litoranea até os planaltos do interior. O
clima favoravel possibilita a producéo e a oferta da fruta o ano todo, colocando o pais na
quarta posi¢do do ranking, com producédo de 6,9 Mt em uma area colhida de 457.910 ha,
e rendimento médio de 14,9 t/ha (IBGE, 2022). As regides Sudeste e Nordeste merecem
destaque, contribuindo com 68,6% da producdo nacional. Em 2022, a regido Nordeste
produziu 2,4 Mt, tendo os estados da Bahia (0,8 Mt), Pernambuco (0,5 Mt) e Ceara (0,4
Mt) como os maiores produtores de banana dessa regido. Alagoas ocupa a sexta posicao,
com producdo de 0,1 Mt (IBGE, 2022).

A produtividade da banana no pais é considerada baixa devido a uma série de
fatores, dentre os quais merece destaque as doencas ocasionadas por fungos, bactérias,
nematoides e virus, que sdo responsaveis por elevadas perdas na cultura (Borges et al.,
2009).

2.2 Infeccdo de Musa spp. por fitoviroses

Espécies de Musa sdo propagadas vegetativamente usando rebentos ou mudas
provenientes de cultura de tecidos, sendo propensas ao acimulo de pragas e patdgenos,
especialmente virus. Além de contribuir para a reducéo da produtividade e qualidade dos
frutos, os virus que infectam Musa spp. constituem barreiras para o intercAmbio
internacional de germoplasma (Bhat et al., 2016).

Diversos virus sdo conhecidos por infectar bananas, dentre os mais importantes
economicamente estdo: banana bunchy top virus (BBTV; género Babuvirus, familia
Nanoviridae) (King et al., 2012), que atualmente & uma praga quarentenaria ausente no
Brasil (Brand&o et al., 2017). Teve seu primeiro relato em Fiji em 1889, embora tenha
evidéncias anteriores (Thomas; Iskra-Caruana, 2000). Nas plantas infectadas pelo BBTV,
as folhas sdo mais estreitas, com tamanho reduzido, e ficam eretas lembrando um leque,

além de apresentarem clorose marginal com mosqueado nas bracteas (Thomas, 2015).
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Plantas afetadas podem néo produzir cachos ou produzir frutos atrofiados e deformados
(Meissner Filho; Brioso, 2000; Promusa, 2016; Thomas, 2015); b) banana bract mosaic
virus (BBrMV; género Potyvirus, familia Potyviridae), amplamente distribuido na india,
Filipinas e Sri Lanka (Rodoni; Dale; Harding, 1999), mas ja foi relatado na Colémbia e
na Costa Rica (Alarcon et al., 2006). As plantas afetadas apresentam lesdes cloréticas nas
folhas, manchas no pseudocaule e faixas descontinuas nas bracteas das inflorescéncias.
Teve seu primeiro relato nas Filipinas, em 1979, causando perdas de até 40% na producéao
(Caruana, 2003). c¢) cucumber mosaic virus (CMV; género Cucumovirus, familia
Bromoviridae) (Kumar et al, 2015). Seu complexo de sintomas recebe 0 nome de mosaico
da bananeira, variando de lesdes na forma de mosaico que se concentram no terco medio
do limbo foliar, podendo causar necrose conforme a idade da planta e grau de infestacéo.
Foi descrita pela primeira vez na Australia, em 1930 (Brioso et al., 2000), e desde entdo
é largamente disseminada pelo mundo. No Brasil, ocorrem surtos em bananais jovens

localizados no Vale do Sao Francisco (Silva-Neto; Silva, 2009).

Espécies de Musa também sdo suscetiveis a cinco outros virus de menor
importancia como o Abaca mosaic virus (género Potyvirus, familia Potyviridae), Abaca
bunchy top virus (género Babuvirus, familia Nanoviridae), banana mild mosaic virus
(BanMMV) e banana virus X (BVX), ambos membros da familia Betaflexiviridae
(Sharman et al., 2008; Teycheney et al., 2007; Gambley et al., 2004). Entretanto, o de
maior destaque € o complexo de espécies do banana streak virus (BSVs; género
Badnavirus, familia Caulimoviridae), que sdo conhecidas por sua distribuicdo mundial
(Bhat et al., 2016). Até o momento, somente CMV e BSV tém sido relatados afetando a
cultura da banana no Brasil (Brioso et al.,2000, Carnelossi et al., 2014; Alves, 2013;
Brioso et al., 2011; Sant”Ana, 2013; Figueiredo et al., 2006).

No Brasil, 0 BSV foi relatado pela primeira vez em uma infec¢do mistacom CMV,
no estado de Sdo Paulo, em mudas de bananeira da cv. Mysore (Brioso et al., 2000). Os
sintomas causados pelo CMV sdao muito semelhantes aqueles causados pelo BSV
(Lockhart et al., 1993). Posteriormente, foi detectado BSV em amostras coletadas em
diferentes regides do pais, especificamente nos estados do Acre, Amazonas, Bahia, Ceara,
Goias, Minas Gerais, Piaui, Rio de Janeiro, Rondénia e Santa Catarina (Figueiredo;
Brioso, 2007; Figueiredo et al., 2006), tendo seu primeiro relato em frutos no pais no
estado do Amazonas em 2011 (Brioso et al., 2011). Existem trabalhos demonstrando a

ocorréncia e diversidade de espécies de BSV em alguns estados do pais (Carnelossi et al.,
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2014; Alves, 2013; Brioso et al., 2011; Sant”Ana, 2013; Figueiredo et al., 2006), inclusive
com a identificacdo de possiveis novas espécies de BSV.

2.3 Familia Caulimoviridae

A familia Caulimoviridae inclui virus de plantas com genoma circular de DNA de
fita dupla (dsDNA), ndo covalentemente fechado, de comprimento entre 7,1-9,8 kpb
(Teycheney et al., 2020). Membros desta familia séo classificados como pararetrovirus,
um termo utilizado para definir virus de plantas que se replicam por transcricao reversa,
onde o genoma é diretamente transcrito em RNA mensageiro, sintetizado a partir do
genoma original e transcrito de volta para DNA. Pararetrovirus diferem dos retrovirus
com base em seu genoma de DNA e integracdo passiva no genoma do hospedeiro, néo
sendo necessario codificar uma enzima integrase para completar seu ciclo de replicacdo
(Bhat et al., 2016; Temin, 1985).

Com base nos critérios tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros, organizagdo
gendmica e relacionamento filogenético, as 99 espécies da familia Caulimoviridae sdo
distribuidas em 11 géneros: Badnavirus (n=69) e Tungrovirus (n=2), que possuem
particulas baciliformes; Caulimovirus (n=13), Cavemovirus (n=3), Petuvirus (n=1),
Rosadnavirus (n=1), Ruflodivirus (n=1), Solendovirus (n=2) e Soymovirus (n=5), com
particulas isométricas; Dioscovirus (n=1) e Vaccinivirus (n=1), sem morfologia definida
(Bhat et al., 2023). Esses géneros sdo separados de acordo com a gama de hospedeiro,
especificidade do vetor e sequéncia de nucleotideos da regido de codificacdo conservada
da transcriptase reversa (RT) - Ribonuclease H (RT/RNase H). J& as espécies dessa
familia, sdo demarcadas com base na identidade de sequéncia RT/RNase H (King et al.,
2012; ICTV, 2023).

A maioria dos géneros tém gama de hospedeiros restrita a plantas dicotileddneas,
entretanto, Tungrovirus e Dioscovirus infectam monocotiledoneas e Badnavirus infectam
mono ou dicotileddneas. Os membros desta familia sdo amplamente distribuidos
geograficamente, com a maioria das espécies dos géneros Tungrovirus, Badnavirus e
Dioscovirus localizadas em regies tropicais e subtropicais, e 0s demais membros

encontrados especialmente em areas temperadas (Teycheney et al, 2020).

Dependendo do género, a transmissdo natural do virus pode ocorrer por meio de

um inseto vetor (Ordem: Hemiptera; Familias: Aleyrodidae, Aphididae, Cicadellidae e
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Pseudococcidae) ou pelo contato com plantas hospedeiras, bem como por sementes ou
polen e por propagacdo vegetativa. A transmissdo também pode ser realizada por técnicas
como inoculacdo mecénica e enxertia (Fauquet et al., 2005; Teycheney et al., 2020).
Infecgcbes causadas por especies da familia Caulimoviridae induzem sintomas variados
que dependem da espécie viral, hospedeira e condi¢Ges climaticas. Mosaico ou
clareamento de nervura séo sintomas que predominam nas infecgOes causadas por
Caulimovirus, Cavemovirus, Petuvirus, Rosadnavirus, Solendovirus e Soymovirus,
enguanto os sintomas mais frequentes induzidos por Tungrovirus e Badnavirus sdo estrias
cloréticas ou necrdticas, ndo apenas na lamina foliar, mas também na nervura central, na
bainha das folhas e no peddnculo, nanismo, estrias amarelas-laranja e descoloracéo foliar
(Bhat et al., 2023; Teycheney et al., 2020). Ruflodivirus deformationrudbeckiae, a Unica
espécie do género Ruflodivirus, induz sintomas severos de deformacéo floral e filoidia,

usualmente associados a infeccdes com fitoplasma (Lockhart et al., 2017).

Sequéncias virais de pararetrovirus podem estar dispersas no genoma das plantas,
originarias de uma infeccdo viral anterior que se prendeu a linhagem germinativa. Tais
sequéncias sdo conhecidas como sequéncias endogenas de pararetrovirus (Endogenous
Pararetroviral Sequences — EPRVSs) e constituem a classe mais abundante de sequéncias
virais enddgenas em diferentes espécies vegetais (Gayral; Iskra-Caruana, 2009).
Sequéncias enddgenas da familia Caulimoviridae foram descritas em 27 espécies de nove
familias de plantas e derivam dos géneros Caulimovirus, Petuvirus, Badnavirus,
Solendovirus e dos géneros putativos Orendovirus e Florendovirus (Geering;
Scharaschkin; Teycheney, 2010). A maioria dos EPRVs sdo ndo funcionais e
incompletas, com alguns EPRVs competentes em replicacdo ocorrendo nas hospedeiras
Musa balbisiana, Petunia hybrida e Nicotiana edwardsonii (Gayral; Iskra-Caruana,
2009; Teycheney; Geering, 2011)

2.4. Género Badnavirus

Badnavirus é o segundo maior género entre os virus de plantas com genoma de
DNA e o mais numeroso da familia Caulimoviridae, com 69 espécies atualmente
reconhecidas pelo ICTV (https://talk.ictvonline.org). A origem do nome Badnavirus
(bacilliform DNA virus) esta relacionada a forma baciliforme de sua particula viral e

associada a constituicdo do seu genoma (DNA) (Migliori; Lastra, 1978). Badnavirus
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possuem genoma dsDNA circular com aproximadamente 7,0 a 9,2 kpb de comprimento,
com uma descontinuidade em cada uma das fitas e sdo encapsidados em particulas
baciliformes ndo envelopadas com dimensdes de 30 nm x 130 a 150 nm (Teycheney et
al., 2020).

Os Badnavirus codificam trés ORFs conservadas (ORF I, Il e Ill; Figura 1),
entretanto, algumas espécies podem apresentar ORFs adicionais como: Badnavirus
maculapiperis (Piper yellow mottle virus - PYMoV), Bougainvillea spectabilis chlorotic
vein banding virus (BsCVBYV), Badnavirus etadioscoreae (Dioscorea bacilliform SN
virus - DBSNV), Badnavirus decoloratiovitis (grapevine Roditis leaf discoloration-
associated virus - GRLDaV), Badnavirus alphacolocalasiae (taro baciliform virus -
TaBV) e Badnavirus maculasmallanti (Yacon necrotic mottle virus - YNMoV) que
possuem uma ORF adicional; cacao swollen shoot viruses (CSSVs) e Badnavirus
tessellostyphnolobii (pagoda yellow mosaic associated virus - PYMAV), possuem duas;
Badnavirus tessellocitri (Citrus yellow mosaic virus - CiYMV) e Badnavirus
alphacolocalasiae (Taro bacilliform CH virus - TaBCHV), possuem trés ORFs
adicionais; e Badnavirus macularacaenae (Dracaena mottle virus - DrMV) e Badnavirus
reterubi (Rubus yellow net virus - RYNV) possuem quatro ORFs adicionais (Bhat et al.,
2016). A proteina ORF1 esté associada ao virion (Cheng et al., 1996) e a ORF2 codifica
uma proteina de ligacdo a &cido nucleico (Jacquot et al., 1996). A maior é a ORF3, que
codifica uma poliproteina compreendendo os dominios do capsideo viral e da proteina de
movimento, a aspartato protease responsavel pela clivagem da poliproteina e os dominios
da transcriptase reversa (RT) e ribonuclease H (RNase H) envolvidos na replicacéo viral
(Medberry et al., 1990; Harper; Hull, 1998; Geering; Hull, 2012; Teycheney et al, 2020).
A demarcacdo das espécies de Badnavirus é baseada na gama de espécies hospedeiras,
especificidade do vetor e determinagédo da sequéncia nucleotidica da regido genémica que
inclui os dominios RT-RNase H. O ICTV estabeleceu um critério de >80% de identidade
nucleotidica para sequéncias de RT-RNase H (Geering; Hull, 2012; Teycheney et al,
2020).
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Figura 1. Organizacdo genémica da ORF3 do género Badnavirus que infecta bananeira, compreendendo
importantes dominios conservados, como proteina de movimento (VMP), proteina do capsideo (CP),

protease aspartato (AP), transcriptase reversa (RT) e ribonuclease H (RNase H).
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Fonte: Pooggin et al., 1999

Espécies incluidas no género Badnavirus infectam culturas economicamente
importantes como cana-de-agUcar (Saccharum officinarum L.) (Lockhart et al., 1988),
banana (Musa spp.) (Lockhart; Olszewki, 1993), cacau (Theobroma cacao L.) (Posnette,
1944), Citrus spp. (Ahlawat et al., 1996), pimenta-do-reino (Piper nigrum) (Lockhart et
al, 1997), inhames (Dioscorea spp.) (Phillips et al., 1999), taro (Colocasia esculenta (L.)
Schott.) (Yang et al., 2003), videira (Vitis sp.) (Cieniewicz et al, 2020), batata-doce
(Ipomoea batatas) (Kreuze et al, 2009) e abacaxi (Ananas comosus) (Thomson et al,
1996).

A disseminacdo dos badnavirus ocorre principalmente por propagacéo vegetativa
e inseto vetor. A transmissdo natural pode ser realizada por diferentes espécies de
cochonilhas como Sacharicoccus sacchari, Planococcus citri, Planococcoides njalensis,
Dysmicoccus neobrevipes, Ferrisia virgata e Pseudococcus solomonensis. Enquanto as
espécies Badnavirus venaribis (gooseberry vein banding associated virus), Badnavirus
reterubi (Rubus yellow net virus) e Badnavirus maculaspirae (Spiraea yellow leaf spot
virus) sdo transmitidas por pulgdes. Ja a espécie Badnavirus maculapiperis (Piper yellow
mottle virus) € transmitida por cochonilhas (P. citri e F. virgata) e pelo percevejo
Diconocoris distanti (Lockhart et al., 1997; Bhat et al., 2016; Teycheney et al., 2020).

Transmissdo por sementes tem sido relatada para as algumas espécies, como
Badnavirus maculacommelinae (Commelina yellow mottle virus), Badnavirus
maculacalanchoes (Kalanchoe top-spotting virus), Badnavirus maculapiperis,
Badnavirus etainflatheobromae (cacao swollen shoot Togo B virus) e Badnavirus
alphacolocalasie (taro bacilliform virus) (Hearon et al., 1984; Quainoo et al., 2008;
Hareesh; Bhat, 2010; Deeshma et al., 2014; Bhat et al., 2016.).
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Os badnavirus causam sintomas variaveis dependendo da espécie viral e do
hospedeiro, podendo ser assintomaticos, leves e moderados a graves que S&o
influenciados por fatores abioticos, especialmente condi¢fes ambientais e estado
nutricional da cultura. Portanto, os sintomas nédo sao critérios confiaveis para a deteccéo
de infeccdo por badnavirus em uma planta (Bhat et al, 2023). Mosaico, mosqueado
clorético, estrias necréticas, clorose de nervuras, clorose, deformacdo e reducdo do
tamanho s&o os sintomas mais frequentes observados em infec¢Oes causadas por

diferentes espécies do género (Bhat et al., 2016; Geering; Hull, 2012).

2.5 Diversidade de badnavirus infectando a cultura de Musa spp.

O complexo do virus banana streak virus (BSV) causa a doenca da estria da
bananeira e é conhecido por serem os virus mais amplamente distribuidos em Musa spp.
em todo o mundo (Bhat et al., 2023). A doenca foi observada, pela primeira vez, no Vale
de Nieky, na Costa do Marfim, em 1958 (Lockhart; Jones, 2000) e, em 1964, uma doenca
grave, naquele momento n&o identificada, foi relatada na cultivar de banana triploide M.
acuminata (AAA) Gros Michel. Lockhart (1986) purificou particulas baciliformes de
banana and (AAA) em campos no sul do Marrocos, confirmando a etiologia viral da
doenca, por isso, algumas literaturas consideram o primeiro relato sendo em Marrocos no
ano de 1974 (Bhat et al, 2023). Desde seu primeiro relato, BSV tem sido observado em
muitos paises da Africa, Asia, América do Sul e Central, do Pacifico e, provavelmente,
ocorre em todas as areas de plantio de banana do mundo (Lockhart, 1994; Kumar et al.,
2015; Lockhart; Jones, 2000; Bhat; Selvarajan; Balasubramanian, 2023).

Os principais sintomas de BSV em Musa spp. séo: pontos e estrias foliares
cloréticas descontinuas que evoluem para estrias necroticas, paralelamente as nervuras da
lamina foliar e divisdo do pseudocaule; divisdo e apodrecimento do pseudocaule;
deformacéo dos frutos; diminuicdo do vigor da planta e da producdo de frutos (Bhat et
al., 2023). Geralmente, os sintomas sdo distribuidos de forma irregular na planta e ndo
sdo mostrados em todas as folhas (Bhat et al., 2016). Alguns isolados produzem retardo
de crescimento com estrias necréticas severas, resultando em necrose da folha de charuto
e levando rapidamente a morte da planta (Thangavelu et al., 2000). Em alguns casos,
necrose interna, emergéncia despadronizada do cacho, divisdo da casca do fruto, e

manchas necroticas dos frutos também sdo vistas (Bhat et al., 2016). Os estagios
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sintomaticos e assintomaticos se alternam em plantas infectadas, mas o virus pode ser
detectado em todos os estagios (Harper et al., 2002; Lockhart; Jones, 2000).

O BSV néo é transmitido mecanicamente e sua dissemina¢do no campo ocorre
horizontalmente por transmissdo semipersistente mediada por cochonilha, dentre as quais
Planococcus citri € a mais prevalente. Sua principal forma de disseminacao ocorre através
da transmisséo vertical por mudas oriundas de micropropagacdo em massa e rebentos
infectados (Bhat et al., 2016).

Existem duas formas infecciosas de BSV: a) a forma epissomal, forma ativa da
infeccdo, que ocorre apos a transmissdo do virus por cochonilhas ou que pode ser
desencadeada apartir de uma infec¢cdo enddgena apds a planta ser submetida a um estresse
abidticos; e b) formas enddgenas que sdo sequéncias virais de BSV (eBSV) integradas no
genoma da banana (M. balbisiana) (Lockhart, 1994; Kumar et al, 2015).

Por muito tempo, BSVs foram descritos como uma Unica espécie causando a estria
clorética da bananeira. Atualmente, um complexo de nove espécies distintas de BSVs,
reconhecidas pelo ICTV, ja foi atribuido como agente causal a doenca: Badnavirus
alphavirgamusae, Badnavirus betavirgamusae, Badnavirus gammavirgamusae,
Badnavirus  deltavirgamusae, = Badnavirus  epsilonvirgamusae, = Badnavirus
zetavirgamusae, Badnavirus etavirgamusae, Badnavirus thetavirgamusae e Badnavirus
iotavirgamusae (ICTV, 2023; Bhat; Hohn; Selvarajan, 2016) (Tabela 1 e Anexo 1).
Existem ainda outras espécies putativas como Banana streak CA virus, Banana streak
Peru virus, Banana streak UJ virus, Banana streak United Kingdom virus e Banana
streak acuminata Yunnan virus, as quais aguardam o reconhecimento do ICTV (Bhat et
al., 2023).

Para conhecer a diversidade do virus, uma filogenia final de BSV foi estabelecida
para esclarecer se as sequéncias parciais distribuidas pelos trés clados principais do
género Badnavirus correspondem a virus epissomais com ou sem uma contraparte
enddgena. Com base no relacionamento filogenético, as espécies de BSV podem ser
ordenadas em trés clados: o clado 1 inclui varias espécies que causam a estria da bananeira
em todo o mundo; o clado 2 abrange os badnavirus enddégenos Musa sem contrapartes
epissomais; e o clado 3 consiste em todas as espéecies de BSV de Uganda, exceto BSUAV
(Gayral; Iskra-Caruana, 2009; Iskra-Caruana et al., 2014).

Vérias espécies de Musa A (M. acuminata), B (M. balbisiana) e S (M.

schizocarpa) podem abrigar em seu genoma sequéncias enddgenas de BSV (eBSV)
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(Geering et al., 2005). Essas sequencias enddgenas sdo atualmente encontrados em
infec¢Oes por BSOLV, BSGFV, BSIMV e BSMYYV (Staginnus et al., 2009), presentes
em sua maioria em grupos de banana oriundas de cruzamentos com M. balbisiana
(genoma B). Outras sequéncias de badnavirus endégenos nomeadas por Geering et al.
(2005) como BEV (banana endogenous badnavirus), ndo possuem uma contraparte
epissomal identificada. Estes, provavelmente, correspondem a eventos de integragéo
antigos de virus ancestrais do BSV e sdo amplamente distribuidos entre todos 0os genomas
de Musa (Iskra-Caruana et al., 2014a; Iskra-Caruana et al., 2014b, D’Hont et al., 2012;
Gayral et al., 2009).

A maioria das sequéncias de badnavirus integradas ao genoma da bananeira séo
defeituosas como resultado da pseudoendogenizagdo conduzida por evolugdo do genoma
da hospedeira. Contudo, no genoma de M. balbisiana, trés eBSVs sdo infectivos
(Chabannes et al., 2013; Gayral et al., 2008; Ndowora et al., 1999) e contém genomas
virais completos. O resgate do virus infeccioso (forma epissomal, dsDNA) de eBSVs foi
relatado apenas para BSOLV, BSIMV e BSGFV. Este evento ocorreu por meio da
ativacdo por cultura de tecidos, hibridizacdo, ou diferenca de temperatura em bananas
hibridas interespecificas recém-criadas (Cote et al., 2010; Dallot et al., 2001; Ndowora et
al., 1999). Sequéncias integradas ndo ativadas de outros eBSVs e BEVs séo
fragmentadas, reorganizadas e tém mutacOes inativadoras. Estas sdo defectivas para
replicacdo e, portanto, ndo infecciosas (Geering et al., 2005; Gayral; Iskra-Caruana,
2009).

As espécies de BSVs compreendem um grupo altamente diversificado e estudos
recentes mostraram que suas subpopulagdes exibem altos niveis de variabilidade genética
(Sharma et al., 2015). Eventos de mutacdo e recombinacdo putativa podem estar
envolvidos com os altos niveis de variabilidade genética e diversidade observada em
Badnavirus (Ferreira et al., 2019).

Um estudo da variabilidade e estrutura populacional de BSV ocorrendo na india
demonstrou que as taxas de substituicio de nucleotideos variaram de 1,59 x102 e 7,13
x107 para subpopulagdes de BSMYV e de 2,65 x107 a 5,49 x10 nas subpopulacdes de
BSOLYV para diferentes regides codificadoras. Também foram encontrados eventos de
recombinacédo intra e interespecificos. Estes eventos tinham como hot-spots a regido
intergénica e a regido C-terminal da ORF3 (Sharma et al., 2015).

No Brasil, ha vérios relatos de isolados de BSVs distintos causando estria da

bananeira nos estados do Acre, Amazonas, Bahia, Ceard, Goias, Minas Gerais, Parang,
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Piaui, Rio de Janeiro, Ronddnia, Santa Catarina e Sdo Paulo. No entanto, apenas trés
foram identificados em nivel de espécies, causando infec¢des epissomais: Badnavirus
deltavirgamusae, Badnavirus alphavirgamusae, e Banana streak Uganda virus (Brioso
et al., 2011; Figueiredo et al., 2006; Poltronieri et al., 2009; Carnelossi et al., 2014). Até
0 momento, estudos para determinar a variabilidade e estrutura de populacGes de BSVs
causando esta doenga em banana e outras espécies de Musa no pais ainda ndo foram

realizados.
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RESUMO

A doenca estria da bananeira, causada por um complexo de espécies de badnavirus dentro
do grupo banana streak virus (BSV), é amplamente distribuida nas &reas de cultivo de
bananeira em todo o mundo. As espécies de BSVs podem infectar a planta na sua forma
epissomal (genoma dsDNA circular), ou como sequéncias virais endogenas (eBSV)
completas ou parciais inseridas no genoma do hospedeiro. Portanto, BSVs impdem
grandes desafios para a producdo, diagnose e movimento de germoplasma, constituindo
importante ameaca para cultura da bananeira. No Brasil, as espécies Badnavirus
alphavirgamusae (banana streak GF virus - BSGFV), Badnavirus deltavirgamusae
(banana streak OL virus - BSOLV) e banana streak Uganda virus (BSUgBV), foram
identificadas como agente causal da estria da bananeira. No entanto, estudos sobre a
diversidade de espécies de BSV causando esta doenca na regido Nordeste sdo escassos.
Portanto, esse estudo teve como objetivo determinar a incidéncia do género Badnavirus
em areas de producdo de sete estados dessa regido. Para isso, 510 amostras exibindo
sintomas tipicos de infeccdo por BSV ou assintométicas foram coletadas. Sequéncias
parciais dos dominios da RT-RNase H foram amplificadas por PCR e sequenciadas pelo
método Sanger. Para a distin¢do entre infeccOes epissomais e enddgenas, 0 DNA total das
amostras foi usado como molde para amplificacdo do genoma viral via Rolling Circle
Amplification (RCA). Niveis de incidéncia de 89,60% foram encontrados para detec¢do
de Badnavirus utilizando primers para o género. Enquanto a incidéncia por BSGFV foi
de 68,43%, ade BSOLYV foi estimada em 61,69%, com 48,82% das amostras apresentanto
infeccdes mistas por ambos BSGFV e BSOLV. Nas andlises moleculares, os isolados
foram separados em dois grupos, apresentando maior identidade nucleotidica com a
sequéncia de banana streak MY virus (BSMYV).

Palavras-chave: Musa spp., banana streak virus, Caulimoviridae, EPRVs
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3.1 INTRODUCAO

A regido Nordeste do Brasil possui a maior extensdo de &reas cultivadas de
bananais, abrangendo 35% da producdo nacional, sendo responsavel por cerca de 2,4
milhGes de toneladas. A produtividade da cultura no pais esta em torno de 15 t/ha, sendo
considerada baixa (IBGE, 2022). Um dos principais fatores que contribuem para isso é a
auséncia de cultivares resistentes a doengas, incluindo aquelas ocasionadas por viroses,

destacando os Badnavirus (Familia Caulimoviridae) (Bhat et al., 2016).

Os badnavirus séo pararetrovirus que possuem dsDNA circular, ndo
covalentemente fechado e replicam por meio de um intermediério de RNA (Teycheney
et al., 2020). Um complexo do badnavirus Banana streak virus (BSV) causa a doenca da
estria clordtica da bananeira, observada pela primeira vez na Costa do Marfim, em 1958
(Lockhart & Jones, 2000). Atualmente, BSV € considerado o virus mais amplamente
distribuido infectando Musa spp. em todas as areas que cultivam banana no mundo (Bhat
et al., 2023). Nove espécies aceitas pelo International Committee on Virus Taxonomy
(ICTV) estdo inseridas nesse complexo: Badnavirus alphavirgamusae (BSGFV);
Badnavirus betavirgamusae (BSIMV), Badnavirus gammavirgamusae (BSMYYV),
Badnavirus deltavirgamusae (BSOLV), Badnavirus epsilonvirgamusae (BSUAV),
Badnavirus zetavirgamusae (BSUIV), Badnavirus etavirgamusae (BSULV), Badnavirus
thetavirgamusae (BSUMV) e Badnavirus iotavirgamusae (BSVNV) (ICTV, 2023).

A principal forma de disseminagdo de BSV consiste na transmissdo vertical
através de mudas provenientes de micropropagacdo em massa e rebentos infectados. No
entanto, em condicdes de campo, podem ser transmitidos, horizontalmente, de forma
semipersistente, por cochonilha, sendo a mais prevalente Planococcus citri (Risso)
(Javer-Higginson et al., 2014) Planococcus minor (Maskell), Saccharicoccus sacchari
(Cockerell), Dysmicoccus neobrevipes (Cockerell) e cerca de outras 10 espécies
(Hemiptera: Pseudococcidae) também foram identificadas como vetores de BSVs (Bhat
et al., 2016).

InfecgOes epissomais de BSVs (genoma circular) induzem sintomas foliares
tipicos de estrias clordtica ou necrética. Em muitos casos, as infeccbes podem ser
assintomaticas, uma vez que esses virus podem ocorrer na forma de sequéncias virais
enddgenas (eBSV) integradas no cromossomo da hospedeira (Bhat et al., 2023). Alguns
eBSVs (BSOLV, BSGFV e BSIMV), podem ser ativados nas suas formas epissomais
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quando submetidos a condicdes de estresse abidtico como temperatura e cultura de
tecidos (Ndowora et al., 1999; Dallot et al., 2001; Harper et al., 2002; Cote et al., 2010).
A presenca de eBSVs no genoma da bananeira interfere na dectecdo baseada em PCR por
gerar resultados falso positivos. Um método que inclui amplificacdo do genoma viral via
RCA, seguido de PCR, tem sido usado com sucesso para diferenciar infec¢des causadas
por formas enddgenas (eBSVs) e epissomais (BSVs) de badnavirus em bananeira (Bhat
etal., 2016).

Diferentes badnavirus estdo associados a doenca da estria da bananeira, no Brasil,
no entanto, infeccbes epissomais foram relatadas apenas para os virus BSOLV, BSGFV
e BSUgBV (Brioso et al., 2011, Figueiredo et al., 2006, Poltronieri et al., 2009,
Carnelossi et al.,, 2014). Os relatos de ocorréncia da doenca foram descritos
principalmente em estados das regides Norte e Sudeste do pais. Informacgbes sobre a
incidéncia e diversidade de espécies de BSVs, ocorrendo em bananeira na regido
Nordeste, sdo incipientes. Portanto, nesse estudo foi determinada a incidéncia de formas
enddgenas e epissomais de badnavirus causando estria da bananeira na regido nordeste
do Brasil, como forma de ampliar o conhecimento sobre a diversidade dessas espécies.
Informacdes fornecidas nesse estudo podem contribuir para implementacdo de métodos

de controle, diagnose e movimento seguro de germoplasma de bananeira.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Obtencdo dos isolados virais

Foram coletadas amostras foliares de bananeiras assintomaticas e com sintomas
indicativos de infeccdo por BSV, como estrias clordticas, em areas de producdo nos
estados de Sergipe, Bahia, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte e Ceara
(Tabela 2). Nessas areas, foi identificada a presenca do inseto-vetor, cochonilha, da planta
ndo cultivada, Commelina sp. apresentando sintomas indicadivos de infec¢do por
badnavirus, e de frutos apresentando sintomas tipicos de infeccao por badnavirus (Figura
1). A presenca de Commelina sp. apresentando sintomas nas &reas de cutivo teve
importancia significativa pois o primeiro relato de badnavirus, ocorreu nessa especie de
planta ndo-cultivada.

As amostras foliares foram acondicionadas em sacos de papel e armazenadas em

ultra freezer a -80°C até o seu processamento no Laboratério de Fitopatologia Molecular
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e Virologia Vegetal, do Campus de Engenharias e Ciéncias Agréarias, da Universidade
Federal de Alagoas, Rio Largo - AL.

O DNA total foi extraido, individualmente, a partir de cada amostra foliar
seguindo o protocolo CTAB (Doyle & Doyle, 1987) adaptado por Ramos-Sobrinho,
2020.

3.2.2 Deteccao de badnavirus e incidéncia de BSVs causando a estria da bananeira na
regido nordeste

O DNA total foi utilizado com molde para reacdes de PCR (Polymerase Chain
Reaction) para deteccdo de amostras infectadas por badnavirus usando 0s primers
universais degenerados BADNA-FP e BADNA-RP (Tabela 3) que amplificam os
dominios RT/RNaseH da ORF |1l do genoma dos membros de Badnavirus (Yang et al.
2003). Posteriormente, primers espécie-especificos foram utilizados para deteccdo de
BSOLV, BSGFV e BSIMV (Tabela 3; Chabannes et al., 2021).

As reacOes foram realizadas em volume final de 15 uL, contendo 1,5 uL de tampao
10x (KCI 100 mM, Tris-HCI 100 mM pH 9,0, Triton-X 1%), 1,2 uL de dNTPs 2,5 mM,
0,4 M1 MgCl12 50 mM, 0,2 uL. da Taq DNA Polimerase, 0,7 uL. de DMSO 1,0 pL de cada
oligonucleotideo, 1 uL (50ng) de DNA total e 8,0 uL. de agua ultrapura. As condigdes de
termociclagem consistiram em uma desnaturacéo inicial de 94°C por 4 minutos e 35 ciclos
de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 50°C (BADNA FR/RP) ou 56,4°C
(primers espécie-especificos) por 30 segundos e extensao a 72°C por um minuto, seguido
de uma extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os produtos da amplificagdo foram
analisados em gel de agarose a 1% em tampéo TBE (Tris-Borato-EDTA), corado com
brometo de etideo e visualizado sobre luz ultravioleta.

A determinacdo da porcentagem de incidéncia das espécies de BSV em bananeira

nas areas de coleta foi determinada pela seguinte formula:

Amostras infectadas x 100

Porcentagem de incidéncia =
Amostras coletadas

Para detectar badnavirus ocorrendo na forma epissomal, os produtos positivos
para PCR, utilizando os primers universais, foram enriquecidos via RCA (Inoue-Nagata,
2004), utilizando o kit TempliphiTM 100 amplification (Cytiva), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Posteriormente, as amostras foram submetidas a uma nova
reacdo de PCR para verificar se 0 virus estava presente de forma epissomal ou intregrada

ao genoma da planta (endogena).
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3.2.3 Andlises de sequéncia e demarcacao de espécies

As amostras que testaram positivas para infecgdo por badnavirus, tiveram os
produtos de PCR diretamente sequenciados na empresa Macrogen Inc., Seul, Coréia do
Sul. Sequéncias nucleotidicas correspondentes a regido RT/RNAse H dos badnavirus
foram montadas utilizando o programa CodonCode Aligner v. 4.1.1
(www.codoncode.com). As sequéncias foram inicialmente analisadas com o algoritmo
BLASTN (Altschul et al, 1990) e com o banco de dados de nucleotideos ndo-redundante
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) para determinar as espécies virais com as
quais elas compartilham maior identidade de sequéncia. Sequéncias de badnavirus de
banana obtidas a partir do GenBank foram utilizadas para demarcacao de espécie dos
isolados de badnavirus com base na analise de sequéncias pareadas no programa SDT,
Sequence Demarcation Tool v. 1.2 (Muhire et al., 2013) (Tabela 4).

3.2.4 Anélises filogenéticas

Alinhamentos multiplos de sequéncias nucleotidicas dos badnavirus provenientes
de banana disponiveis no GenBank foram preparados para o conjunto de dados
RT/RNaseH utilizando-se o algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004), e ajustados manualmente
no pacote MEGA 7.0 (Kumar et al., 2015). O alinhamento do conjunto de dados
RT/RNaseH foi usado para determinar o relacionamento filogenético dos badnavirus
através de uma arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana realizada no web portal
CIPRES (Miller et al., 2010) usando o MrBayes v.3.2.3 (Ronquist et al., 2012). O melhor
modelo de substituicdo de nucleotideos foi determinado para cada conjunto de dados
usando o MrModeltest 2.3 (Posada & Buckley, 2004) de acordo com o Akaike
Information Criterion (AIC). A arvore foi visualizada no programa FigTree v.14
(ztree.bio.ed.uk/software/figtree) e editada no software Adobe Illustrator

(https://www.adobe.com/br/products/illustrator.html).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Deteccdo de isolados virais e incidéncia de BSVs causando a estria da bananeira na

regido Nordeste
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Um total de 510 amostras foliares de bananeira foram obtidas em diferentes areas
de cultivo nos estados do Nordeste brasileiro (Tabela 5-12). Fragmentos com
aproximadamente 580pb foram observados para 457 amostras, submetidas amplificagéo
da regidao RT/RNaseH, direcionada pelo par de primers BADNAFP/RP. Adicionalmente,
316 amostras testaram positivas para o primer que detecta infeccdo por BSOLV, 349
amostras para BSGFV e 249 para infecgdo mista de BSGFV e BSOLV. Nenhuma amostra
testou positiva para o primer espécie-especifico para BSIMV. A maior parte das amostras

testadas positivas, ndo apresentavam sintomas indicativos de infeccéo por badnavirus.

Foi determinada uma incidéncia de 89,60% de infeccdo pelo género Badnavirus,
61,69% de infeccdo por BSOLYV, 68,43% de infeccdo por BSGFV e 48,82% de infecgéo

mista dos virus no Nordeste brasileiro.

Taxas de incidéncia de badnavirus superiores a 90% foram encontradas na maioria
dos estados da Regido Nordeste. Os estados da Bahia, Sergipe e Paraiba foram os mais
afetados, onde o virus foi detectado em 100% das amostras. A menor incidéncia (78,8%)

foi observada em Alagoas.

BSGFV foi 0 badnavirus predominantemente encontrado em Alagoas, Rio Grande
do Norte, Sergipe, Paraiba e Pernambuco. O virus incidiu em 100% das amostras de
Sergipe, sendo a menor incidéncia encontrada em Alagoas. Assim como BSGFV,
incidéncia de 100% de infeccdo por BSOLV também foi detectada nas amostras de
Sergipe. BSOLV também foi o virus mais frequentemente encontrado na Bahia e Ceara

com incidéncias de 91,1% e 80%, respectivamente.

Infec¢Bes mistas de BSGFV e BSOLV também foram encontradas em todos os
Estados. Estas variaram quanto os niveis de incidéncia, sendo o maior encontrado em
Sergipe (100%), e o menor na Paraiba (37,77%). BSGFV e BSOLV também foram
encontrados em infeccdo mistas na maioria dos Estados. BSGFV foi encontrado em
infeccOes simples, BSOLV foram observadas em Taquarana em Alagoas e Assu no Rio

Grande do Norte.

Cinquenta e seis amostras (10,98% do total) testaram positivas para infec¢do por
Badnavirus e negativas para BSOLV, BSGFV e BSIMV. Indicando que outros
badnavirus previamente descritos e/ou novas espécies podem estar ocorrendo nos cultivos
de banana da Regido Nordeste. Dessas, 28 amostras sd@o provenientes de Alagoas, 20

amostras de Pernambuco, 04 amostras da Bahia, 03 amostras da Paraiba e 01 amostra do
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Ceara. Para diferenciar infecgcdes causadas por sequéncias endégenas ou epissomais, as
56 foram submetidas a amplificacdo por RCA seguida de nova detecgdo PCR com primers
universais para Badnavirus. Vinte amostras testaram positivas, sendo entéo consideradas
sequéncias epissomais. No entanto, as outras 36 amostras testaram positivas somente para
PCR e, possivelmente representam infec¢des por sequéncias enddgenas de badnavirus em

bananeira.

3.3.2 Andlise de sequéncias e demarcacao de espécies

Sequéncias nucleotidicas de boa qualidade foram obtidas através de PCR apenas
para 24 das 56 amostras que testaram positivas para dete¢cdo com 0s primers universais
para 0 género Badnavirus e negativas para BSOLV, BSGFV e BSIMV.

Usando comparacOes pareadas, os isolados virais foram classificados em dois
grupos (Figura 2). No primeiro grupo, isolados da Paraiba (SS18), Alagoas (BL3, BL4 e
CO1) e Bahia (SAJ5 e SAJ8), compartilharam entre 86,3% e 95,3% de identidade
nucleotidica entre si e apresentaram maior identidade com a sequéncia de BSMYV com
identidade nucleotidica entre 81,8% e 85,0%. O segundo grupo composto por isolados de
Alagoas, UP36, UP17, UP20, UP31, UP18, UP15, UP34, UP14 e UP21 que
compartilham 80,2% a 81,1% de identidade nucleotidica com BSMYV e 94,6% a 99,1%
de identidade nucleotidica entre si. Ja os isolados PL6 e PL8, compartilham 97,4% de
identidade nucleotidica entre si, 96,4% a 97,8% com os isolados UP e 81,4% e 81,1%
com BSMYV. Os resultados demonstram uma alta variabilidade nas sequéncias
nucleotidicas entre os 24 isolados, mas todos compartilharam identidade de sequéncia >
80% e, portanto, pertencem a espécie Badnavirus gammavirgamusae (banana streak MY
virus - BSMYV).

3.3.3 Andlise filogenética

A arvore filogenética de inferéncia bayesiana baseada nas sequéncias parciais da
RT/RNaseH mostrou que as sequéncias obtidas no presente estudo foram agrupadas em
dois subclados diferentes (Figura 3). Essa separacédo dos isolado corroborou com o que
foi identificado na matriz SDT. Onde os isolados de Alagoas BL3, BL4 e COl, estdo
relacionados com os isolados da Bahia, SAJ5 e SAJ8. Esses isolados estdo relacionados

filogeneticamente com a sequéncia conhecida de BSMYV.
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Os demais isolados de Alagoas, estdo em um outro subclado, onde os isolados UP
possuem maior relacionamento filogenético e os isolados PL6 e PL8, estdo em
ramificacOes diferenciadas. Esses isolados ndo agruparam filogeneticamente com
sequéncias conhecidas depositadas no GenBank. Demais sequéncias de BSV disponiveis

no GenBank ficaram em grupos filogenéticos divergentes.

3.4 DISCUSSAO

A estria da bananeira, causada por um complexo de espécies de banana streak
virus (BSV) € a maior ameaca a producao e melhoramento de banana em todas as areas
de cultivo do mundo (Bhat et al., 2016; Bhat et al., 2023). A diversidade e variabilidade
de espécies de badnavirus que infectam banana tem sido extensivamente pesquisada
(Martinez et al., 2020; Sharma et al., 2015; Javer-Hinginson et al., 2014; Geering et al.,
2011; James et al., 2011; Remans et al., 2007, Figueiredo et al., 2006, Harper et al., 2005;
Harper et al., 2004; Geering et al., 2000). As espécies Badnavirus alphavirgamusae
(BSGFV), B. betavirgamusae (BSIMV), B. deltavirgamusae (BSOLV) e B.
gammavirgamusae (BSMYV) sdo as mais comumente encontradas causando infeccdo em
Musa spp. em todo o mundo (Ouattara et al., 2023; Umber et al., 2022; Martinez et al,
2020; Caldas, 2019; Farias et al, 2018; Koaudio et al., 2016; Sharma et al., 2014; Javer-
Hingginson et al., 2014, James et al., 2011).

A banana é a fruta fresca mais consumida e a segunda mais produzida no Brasil,
ficando atrés apenas da laranja (Abrafrutas, 2024). Apesar da sua importancia como
commodity agricola e a ocorréncia da estria da bananeira ser conhecida no pais desde 0s
anos 2000 (Brioso et al., 2000) poucos esforcos tém sido realizados no sentido de
conhecer a diversidade e variabilidade genética desses virus, especialmente na Regido
Nordeste (Carnelossi et al., 2014; Figueiredo et al., 2006, Brioso et al., 2000). Ocorréncia
de infeccdo causada pelas espécies Badnavirus alphavirgamusae, B. deltavirgamusae, B.
gammavirgamusae e B. betavirgamusae tém sido registradas nos cultivos de banana do
Brasil (Caldas, 2019; Farias, 2016, Carnelossi et al., 2014; Figueiredo et al., 2006, Brioso
et al., 2000; Brioso et al., 2011). No presente estudo, foi realizado um amplo
levantamento da incidéncia de badnavirus e prevaléncia das espécies BSGFV, BSOLV e
BSIMV em 510 amostras foliares de banana provenientes de areas de cultivo de sete

Estados do Nordeste brasileiro durante os anos de 2021 a 2023.
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Elevadas taxas de incidéncia foram encontradas para detecdo de Badnavirus em
nivel de género, tanto para o total de areas amostradas (89,6%), quanto para cada estado
(78,8% a 100%) (Tabela 5-13). Grande parte das amostras de banana coletadas ndo
exibiam sintomas de estrias ou manchas foliares, e mesmo assim, testaram positivo para
infeccdo por Badnavirus. Isso confirma que a expressdo de sintomas é intermitente e
depende do virus bem como das condigdes ambientais (Dahal et al., 2000; Umber et al.,
2022). Plantas assintomaticas podem atuar como reservatorios de BSVs, que pode
implicar na transmissao horizontal e vertical desses virus (Javer-Higginson et al., 2014).
Esses resultados reforcam a importancia das infec¢cfes assintomaticas na disseminacgéo de
BSV, e que o monitoramento acurado da estria da bananeira com base na inspecao visual
dos sintomas no campo é inefetivo. Taxas de incidéncia da doenca superiores a 75%,
elevado numero de infecgdes assintomaticas e ampla distribuicdo geografica de BSV
também foram encontradas no Brasil (Farias, 2016) Burkina Faso (Ouattara et al., 2023),
Cuba (Javer-Hinggison et al., 2014), Costa do Marfim (Koaudio et al., 2016) e India
(Sharma et al., 2014).

BSGFV foi o0 badnavirus predominantemente encontrado nessa regido, incidindo
em 68,43% das amostras quando comparado com BSOLYV (61,69%). BSGFV também foi
virus mais frequentemente encontrado em Alagoas, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do
Norte e Sergipe. Ja infec¢bes causadas por BSOLV foram predominantemente
encontradas nos estados da Bahia e Ceara (Tabela 9, Tabela 11). BSOLV, BSGFV e
BSUgV sao os badnavirus que predominam nos cultivos brasileiros de banana (Caldas,
2019; Farias et al., 2018; Farias, 2016; Carnelossi et al., 2014; Brioso et al., 2011,
Lombardi et al., 2010). BSGFV, foi descrito pela primeira vez 2016 nos estados do
Espirito Santo, Minas Gerais e Parana (Farias, 2016; Farias et al., 2018); e posteriormente
no Paré e Piaui (Caldas, 2019). Enquanto BSOLYV, foi relatado a primeira vez no pais em
cultivares de banana ‘Terra Ana’ no estado de Sdo Paulo (Lombardi et al., 2010), também
no Parana (Carnelossi et al., 2014), Minas Gerais, Para, Piaui e Santa Catarina (Caldas,
2019).

Estudos sobre a prevaléncia de espécies de badnavirus ocorrendo em areas de
cultivo de bananeira no ambito mundial demonstraram que BSOLV ¢é a espécie mais
amplamente distribuida, e predomina em Burkina Faso (Ouattara et al., 2023), Cuba
(Javer-Hingginson et al., 2014) e nas llhas Guadaloupe (Umber et al., 2022). Semelhante

ao que encontramos neste estudo, BSGFV foi o banavirus prevalente nos bananais da
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Republica Dominicana (Martinez et al., 2020). Enquanto BSMYYV, é o badnavirus

prevalente na India (Sharma et al., 2014).

Em conjunto, os resultados aqui encontrados, ampliam a distribui¢do geografica
de BSGFV e BSOLYV no Brasil, e demonstram que estes virus se encontram amplamente
disseminados nas areas de cultivo de banana da Regido Nordeste. A elevada prevaléncia
do BSV nos campos de producdo de bananas pode ser explicada por condigdes
agroclimaticas favoraveis, modo de transmissdo do virus e material de propagativo
(Ouattara et al., 2023). Nas areas de coleta dos sete estados, foi possivel observar que a
banana € propagada principalmente por via vegetativa e a disseminacdo da doenca no
campo realizada principalmente pelo uso de rebentos infectados. Os produtores obtém o
material propagativo do préprio plantio ou de viveiros de mudas ndo certificadas de
diversas origens, provavelmente ja contaminados, contribuindo assim para o aumento da
disseminacdo desses virus. Entretanto, ndo se pode excluir que a transmissdo natural
esteja contribuindo para disseminar a doenca. Uma evidéncia que reforca esta hipétese,
foi a constante presenca de cochonilhas nas bananeiras exibindo sintomas de estrias e da

Commelina sp., hospedeira alternativa de BSV, nas areas de coleta (Figura 1b, Figura 1c).

Banana streak virus é capaz de integrar seu DNA de forma parcial ou completa no
genoma de Musa spp., impactando diretamente na precisdo dos métodos de diagnose e
controle dessas viroses (Dallot et al., 2001; Gayral et al., 2008; Cote et al., 2010;
Chabannes et al., 2013; Duroy et al., 2016; Umber et al., 2022). Alelos infecciosos de
virus enddgenos da estria da bananeira (eBSVs) estdo presentes no genoma de todas as
cultivares interespecificas de banana. A ativacao desses alelos infecciosos do eBSV por
estresses bioticos e abioticos leva a infecgdes espontaneas por virus cognatos, e aumenta
a preocupacao sobre sua capacidade de promover surtos de estria da bananeira em
condigdes de cultivo no campo (Umber et al., 2022). Sequéncias eBSVs de BSOLV,
BSGFV, BSIMV e BSMYYV tém sido encontrados frequentemente no genoma de Musa
balbisiana (Chabannes et al., 2013; Iskra-Caruana et al., 2014; Umber et al., 2022).

BSVs epissomais e eBSVs compartilham alta homologia de sequéncia e, 0s
primers universais e espécie-especificos disponiveis foram desenhados para uma regiao
gendmica altamente conservada, RT-RNAseH. Portanto, a detegdo baseada apenas em
PCR néo ¢ capaz de diferenciar essas formas virais (Geering et al., 2000; Yang et al.,
2003; Bhat et al., 2023). Para realizar a distingdo das formas epissomal e endogena de

BSV, é necessaria a associa¢do de outros métodos como Southern ou hibridizag&o in situ
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do cromossomo com a sonda viral, imunocaptura (IC-PCR), PCR de transcricéo reversa,
microscopia eletronica, amplificagdo por circulo rolante (RCA) e sequenciamento do
genoma do hospedeiro (Bhat et al., 2023).

A técnica de RCA acoplada a dete¢do por PCR tem sido usada com sucesso para
diferenciacdo de BSVs e eBSVs (James et al., 2011; Wambulwa et al., 2012; Sharma et
al., 2014; Farias, 2016; Farias et al., 2018, Caldas, 2019). No presente estudo 56 amostras
de banana que testaram negativos para deteccdo de BSGFV e BSOLYV e positivas para
Badnavirus, foram submetidos a amplificacdo por RCA, seguida por detec¢ao com primer
universais para o género via PCR. Apenas 12,25% dessas infec¢des foram epissomais,
evidenciando assim a alta taxa de integracdo do virus no genoma das bananeiras na regiao
Nordeste. No entanto, para conhecer a real taxa de incidéncia dos virus nas formas
epissomal e integrada, se faz necessaria amplificacdo de RCA seguida de deteccao por
PCR no total de amostras, 0 que seria muito dispendioso, devido ao alto custo dos Kits
de RCA.

O sequenciamento parcial da regido RT-RNAseH das amostras desse estudo
contendo virus epissomais, revelou que BSMYV infecta bananas do grupo AAB, e na
maioria dos casos de forma assintomatica. BSMYV € uma espécie amplamente
disseminada na india, e frequentemente encontrada em infeccfo epissomal em bananas
do grupo AAB (Sharma et al., 2014). Em Cuba, uma taxa de infec¢do epissomal de
BSMYV foi obtida em 81,4% em amostras da cultivar Yangambi provenientes de cultivo
in vitro (Javer-Higginson et al., 2014. Em Guadaloupe, foi realizado um estudo do risco
de ativacdo de eBSV durante 10 anos. Neste, foi demonstrado que a prevaléncia de
BSGFV e BSOLYV é significativamente maior nos genotipos AAB do que nos genoétipos
AAA. Também que as infeccbes por BSGFV e BSOLV surgem da ativacdo de eBSGFV
e eBSOLV, mas do que por transmissdo por vetor; e que em banana-da-terra causam
infecdes assintomaticas. Além disso, que a cultura de tecido e cultivo em campo disparam
vias distintas de ativacdo de eBSVs. Porém, a ativagdo eBSVs decresce ao longo dos
ciclos sucessivos, seja de cultura de tecido ou cultivo em campo, portanto no caso de

Guadaloupe os riscos de surto eram remotos (Umber et al., 2022).

No Brasil, infeccéo epissomal por BSMYYV foi detectada no Ceara e Minas Gerais
(Farias, 2016), confirmando os nossos resultados e ampliando a sua distribuicdo
geografica. Além de BSMYYV, relatos de infecdo epissomal em bananeiras no pais ja

foram descritos para as espécies BSOLV (Bahia, Parana e Sao Paulo), BSGFV (Bahia,
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Espirito Santo, Minas Gerais, Parand), BSBAV (Espirito Santo), BSUCV (Rio de Janeiro)
e BSUGV (Amazonas e S&o Paulo) (Lombardi et al., 2010; Brioso et al., 2011; Carnelossi
et al., 2014, Farias, 2016; Farias et al., 2018; Caldas, 2019). A micropropagagao in vitro
para a producdo de mudas de bananeira, vem sendo utilizada de maneira crescente no
Brasil, com instalacdo de laboratorios comerciais em diferentes regides, permitindo
assim, acesso mais rapido dos agricultores a mudas de melhor qualidade, especialmente
das variedades tradicionais e dos novos hibridos produzidos por melhoramento genético.
Contudo, nenhuma pesquisa tem sido desenvolvida sobre o impacto desse método na
ativacdo de eBSVs infecciosos, mecanismos da ativacdo e quais riscos epidémicos estes
representam. Tampouco, sobre as espécies das cochonilhas vetoras que ocorrem nos
cultivos e importancia desse modo de transmisséo. Portanto, compreender a dindmica de
distribuicdo dos BSVs e eBSVs nas diferentes regides produtoras do Brasil é fundamental

para mapear 0s riscos desses virus para a bananicultura no pais.
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CONCLUSAO

A doenca estria da bananeira estd amplamente disseminada na Regido Nordeste
do Brasil, estando presente em todas as areas de cultivo dos sete estados;

A incidéncia de Banana streak virus é alta em todas as ares de cultivo,
provavelmente por esse virus estar presente na sua forma integrada (eBSV);
BSIMV esta ausente em todas as areas de coleta;

BSGFV e BSOLYV, respectivamente, sdo os virus predominantes nos cultivos
dessa regido, sendo encontrados em alta incidéncia, poréem variando em
prevaléncia em todos os estados;

BSMYYV foi o unico badnavirus recuperado das amostras contendo infecGes

epissomais
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Figura 1. Imagens das areas comerciais de banana que foram realizadas as coletas. a)
Plantas de bananeira com sintomas indicativos de infec¢do por badnavirus; b) Plantas de
bananeira com a presenca do inseto-vetor, cochonilha; c) Plantas de Commelina sp., com
sintomas tipicos de infeccdo por badnavirus; d) Frutos de bananeira contendo sintomas

indicativos de infeccdo por badnavirus.

Fonte: Autora (2024)
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Figura 2. Matriz bidimensional codificado por cores representando as porcentagens de
identidade de nucleotideos par-a-par para sequéncias da regido genémica RT/RNase H
dos isolados virais obtidos de gend6tipos de banana infectados por badnavirus depositadas
no GenBank e dos isolados virais obtidos nesse trabalho. A escala representa

porcentagem, de identidade referente a cada cor.
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Figura 3. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana baseada na sequéncia parcial da

regido RT/RNAseH dos virus provenientes de coletas em areas de plantio de banana no

nordeste brasileiro e outros badnavirus obtidos no GenBank.

AY493509_BSGFV
KJ013507_BSGFV

Fonte: Autora (2024)

089
083

1 AY750155_BSVNV
1 KJ013510_BSVNV

DQ092436_BSVNV

HQ593112_BSIMV
1 HQE59760_BSIMV
KJ013508_BSIMV
KT895258_BSIMV

AY805074_BSMYV
EU140339_BSMYV
KF724854_BSMYV2
KF724855_BSMYV

1

0.52

KF724856_BSMYV

KJ013509_BSMYV

KR014107_BSMYV
—BL3_24

097 1 BL4_24
094 094 —Ss18.24
co1_24
1
SAJB_24
1 - SAJ5_24

KF724854_BSMYV
— PL6_24
——— UP10_24

[a 94
UP15_24
UP18_24

083
UP20_24

UP36_24
\ 5
UP13_24

083
N

0,54{ Y
084 084
E ~HLN {upzs_u
5% 1| - uP31_24

069

rUP14_24

~.

i Pz g,
UP30_24

UP28_24

UP16_24
UP21_24

|- UP17_24

L uP34_24

“pL8_24

Q.85

DQ451009_BSOLV
DQ859899_BSOLV
JQ409539_BSOLV
JQ409540_BSOLV
KJ013506_BSOLV
HQ593111_BSCAV
KJ013511_BSCAV

HQ593107_BSUAV

HQ593108_BSUIV
! HQ593109_BSULY
HQ593110_BSUMV



LISTA DE TABELAS

55

Tabela 1. Espécies do complexo Banana streak virus reconhecidas pelo ICTV

Espécie Nomenclatura  Acrénimo  Hospedeiro  Numerode Comprimento
anterior acesso no do genoma
GenBank (nucleotideo)
Badnavirus Banana streak BSGFV banana-da- AY493509 7263 pb
alphavirgamusae GF virus terra
Badnavirus Banana streak BSIMV Musa sp.cv.  HQ593112 7769 pb
betavirgamusae IM virus Mshule
Badnavirus Banana streak BSMYV Musa sp. AY805074 7650 pb
gammavirgamusae MY virus
Badnavirus Banana streak BSOLV Musa sp. AJ002234 7389 pb
deltavirgamusae OL virus
Badnavirus Banana streak BSUAV Musa sp. cv.  HQ593107 7519 pb
epsilonvirgamusae UA virus Likhako
Badnavirus Banana streak BSUIV Musa sp. cv.  HQ593108 7458 pb
zetavirgamusae Ul virus Kisansa
Badnavirus Banana streak BSULV Musa sp. cv.  HQ593109 7401 pb
etavirgamusae UL virus kibuzi
Badnavirus Banana streak BSUMV Musa sp. cv.  HQ593110 7532 pb
thetavirgamusae UM virus Mbwazirume
Badnavirus Banana streak BSVNV banana-da- AY750155 7801 pb
iotavirgamusae VN virus terra

Fonte: Autora (2024)
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Tabela 2. Amostras foliares de bananeira coletadas em diferentes estados da regido
Nordeste do Brasil, durante os anos de 2021, 2022 e 2023.

Quantidade de amostra Municipio Estado Cadigo
36 Unido dos Palmares Alagoas UpP
27 Santana do Mundau Alagoas SM
15 Murici Alagoas UM
4 Taquarana Alagoas TQ
19 Palmeira dos indios Alagoas Pl
20 Palmeira dos Indios - Serra Alagoas SP
3 Tanque d'arca Alagoas TD
5 Col6nia Leopoldina Alagoas CL
7 S&o Miguel dos Campos Alagoas SC
8 Pilar Alagoas PL
22 Coruripe Alagoas Cco
8 Marimbondo Alagoas MB
10 Belém Alagoas BL
72 Petrolina Pernambuco PT
20 Itaporanga d'ajuda Sergipe 1A
20 Casa Nova Bahia CN
20 Santo Antdnio de Jesus Bahia SAJ
14 Pombal Paraiba PB
21 Sousa Paraiba SS
10 Séo Gongalo Paraiba SG
30 Missdo Velha Ceard MV
15 Umari Ceara UM
3 Assu Rio Grande do Norte AS
20 Apodi Rio Grande do Norte AP
20 Mossoré Rio Grande do Norte MS
20 Alto do Rodrigues Rio Grande do Norte AR
21 Touros Rio Grande do Norte TO
20 Rio do Fogo Rio Grande do Norte RF

TOTAL =

510 amostras

Fonte: Autora (2024)
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Tabela 3. Primers para utilizados para amplificacéo da regidao genémica RT/RNaseH de

badnavirus infectando bananeiras.

Primer Sequéncia
BADNAFP/RP - F 5’-ATGCCITTYGGIITIAARAAYGCICC-3’
BADNAFP/RP - R 5’-CCAYTTRCAIACISCICCCCAICC-3’
BSOLV -F 5" ATCTGAAGGTGTGTTGATCAATGC 3’
BSOLV -R 5" GCTCACTCCGCATCTTATCAGTC 3’
BSGFV - F 5 ACGAACTATCACGACTTGTTCAAGC 3’
BSGFV - R 5> TCGGTGGAATAGTCCTGAGTCTTC 3’
BSIMV-F 5’ TGCCAACGAATACTACATCAAC 3’
BSIMV-R 5 CACCCAGACTTTTCTTTCTAGC 3’

Fonte: Autora (2024)

Tabela 4. Sequéncias depositadas no GenBank e utilizadas nas comparag6es par-a-par
(SDT) e na construcao da arvore filogenética e com base nos dominios da RT/RNaseH

dos Badnavirus.

Nome anterior da Nome atual da espécie Acrénimo NuUmero de acesso no
espécie GenBank
Banana streak - BSCAV HQ593111
CA virus
Banana streak - BSCAV KJO013511
CA virus
Banana streak Badnavirus deltavirgamusae BSOLV KJ013506
OL virus
Banana streak Badnavirus deltavirgamusae BSOLV JQ409540
OL virus
Banana streak Badnavirus deltavirgamusae BSOLV DQ451009
OL virus
Banana streak Badnavirus deltavirgamusae BSOLV DQ859899
OL virus
Banana streak Badnavirus deltavirgamusae BSOLV JQ409539
OL virus
Banana streak Badnavirus BSUAV HQ593107
UA virus epsilonvirgamusae
Banana streak IM  Badnavirus betavirgamusae BSIMV HQ593112
virus
Banana streak IM  Badnavirus betavirgamusae BSIMV KJ013508
virus
Banana streak IM  Badnavirus betavirgamusae BSIMV HQ659760
virus
Banana streak IM  Badnavirus betavirgamusae BSIMV KT895258
virus
Banana streak Badnavirus iotavirgamusae BSVNV DQ092436
virus Acuminata
Yunnan
Banana streak Badnavirus iotavirgamusae BSVNV AY750155

virus Acuminata
Yunnan
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Banana streak
virus Acuminata
Yunnan
Banana streak
Mysore virus
Banana streak
Mysore virus
Banana streak
Mysore virus
Banana streak
Mysore virus
Banana streak
Mysore virus
Banana streak
Mysore virus
Banana streak
Mysore virus
Banana streak
Mysore virus
Banana streak
GF virus
Banana streak
GF virus
Banana streak
GF virus
Banana streak
UM virus
Banana streak Ul
virus

Badnavirus iotavirgamusae

Badnavirus alphavirgamusae
Badnavirus alphavirgamusae
Badnavirus alphavirgamusae
Badnavirus thetavirgamusae

Badnavirus zetavirgamusae

Badnavirus
gammavirgamusae
Badnavirus
gammavirgamusae
Badnavirus
gammavirgamusae
Badnavirus
gammavirgamusae
Badnavirus
gammavirgamusae
Badnavirus
gammavirgamusae
Badnavirus
gammavirgamusae
Badnavirus
gammavirgamusae

BSVNV

BSMYV

BSMYV

BSMYV

BSMYV

BSMYV

BSMYV

BSMYV

BSMYV

BSGFV

BSGFV

BSGFV

BSUMV

BSUIV

KJ013510

KF724854
AY805074
EU140339
KR014107
KF724854
KF724855
KF724856
KJ013509
AY493509
KJ013507
HQ593110
HQ593109

HQ593108

Fonte: Autora (2024)

Tabela 5. Quantidade de amostras foliares de bananeira coletadas e testadas positivas

para o primer universal e primers espécie-especificos no Nordeste do Brasil.

Estado Quantidade de Positivas Positivas Positivas Positivas Infeccio
amostra para para para para mista
coletada Badnavirus BSOLV BSGFV BSIMV (BSOLV-

BSGFV)
Alagoas 184 145 92 94 00 69
Pernambuco 72 67 32 43 00 31

Sergipe 20 20 20 20 00 20

Bahia 40 40 32 29 00 25

Paraiba 45 45 33 36 00 17

Ceara 45 43 41 35 00 33

Rio Grande 104 97 66 92 00 54

do Norte
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TOTAL 510 457 316 349 00 249

Fonte: Autora (2024)

Tabela 6. Quantidade de amostras foliares de bananeira coletadas e testadas positivas

para o primer universal e primers espécie-especificos no estado de Alagoas.

Quantidade de Municipio FP/RP BSOLV BSGFV BSIMV

amostra
36 Unido dos Palmares 26 06 05 00
27 Santana do Mundad 18 08 16 00
15 Murici 13 06 13 00
04 Taquarana 3 00 03 00
19 Palmeira dos indios 13 13 13 00
20 Palmeira dos indios - Serra 16 13 16 00
03 Tanque d'arca 03 03 03 00
05 Col6nia Leopoldina 05 05 05 00
07 S&o Miguel dos Campos 07 06 00 00
08 Pilar 08 05 05 00
22 Coruripe 15 13 03 00
08 Marimbondo 08 08 05 00
10 Belém 10 06 07 00

TOTAL: 145 92 94 00

184 amostras

Fonte: Autora (2024)

Tabela 7. Quantidade de amostras foliares de bananeira coletadas e testadas positivas

para o primer universal e primers espécie-especificos no estado de Pernambuco.

Quantidade de Municipio FP/RP BSOLV BSGFV BSIMV
amostras
72 Petrolina 67 32 43
00

TOTAL: 72 amostras

Fonte: Autora (2024)



60

Tabela 8. Quantidade de amostras foliares de bananeira coletadas e testadas positivas

para o primer universal e primers espécie-especificos no estado de Sergipe.

Quantidade de Municipio FP/RP BSOLV BSGFV BSIMV
amostra
20 Itaporanga d'ajuda 20 20 20
00
TOTAL: 20
amostras

Fonte: Autora (2024)

Tabela 9. Quantidade de amostras foliares de bananeira coletadas e testadas positivas

para o primer universal e primers espécie-especificos no estado da Bahia.

Quantidade de Municipio FP/RP BSOLV BSGFV BSIMV
amostra
20 Casa Nova 20 20 20 00
20 Santo Antdnio de Jesus 20 12 09 00
TOTAL.: 40 32 29 00

40 amostras

Fonte: Autora (2024)

Tabela 10. Quantidade de amostras foliares de bananeira coletadas e testadas positivas

para o primer universal e primers espécie-especificos no estado da Paraiba.

Quantidade de Municipio FP/RP BSOLV BSGFV BSIMV
amostra
14 Pombal 14 13 10 00
21 Sousa 21 11 19 00
10 S&o Gongalo 10 09 07 00
TOTAL: 45 45 33 36 00
amostras

Fonte: Autora (2024)
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Tabela 11. Quantidade de amostras foliares de bananeira coletadas e testadas positivas

para o primer universal e primers espécie-especificos no estado do Ceara.

Quantidade de Municipio FP/RP BSOLV BSGFV BSIMV
amostra
30 Misséo Velha 30 29 28 00
15 Umari 13 12 07 00
TOTAL: 43 41 35 00

45 amostras

Fonte: Autora (2024)

Tabela 12. Quantidade de amostras foliares de bananeira coletadas e testadas positivas

para o primer universal e primers espécie-especificos no estado do Rio Grande do Norte.

Quantidade de Municipio FP/RP BSOLV BSGFV BSIMV

amostra
03 Assu 03 00 03 00
20 Apodi 20 08 20 00
20 Mossord 14 15 09 00
20 Alto do Rodrigues 20 20 20 00
21 Touros 20 14 20 00
20 Rio do Fogo 20 09 20 00

TOTAL: 97 66 92 00

104 amostras

Fonte: Autora (2024)
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CAPITULO 1

DETECCAO EPISSOMAL E SEQUENCIAMENTO DO GENOMA COMPLETO
DE Badnavirus alphavirgamusae (BSGFV) EM BANANEIRA NO BRASIL
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RESUMO

A banana € a fruta in natura mais consumida no mundo, o que confere a cultura uma
grande importancia socioecondmica. O Brasil é o quarto maior produtor mundial,
produzindo 6,8 milhdes de toneladas e produtividade de 15t/ha, sendo considerada baixa.
Um dos principais fatores que contribuem para essa baixa produtividade é a auséncia de
cultivares resistentes a doencas, incluindo aquelas ocasionadas por virus. Para analise dos
virus associados a bananeiras (Musa sp.) foram coletados amostras foliares
assintomaticas ou apresentando sintomas semelhantes a infeccBes por badnavirus em
areas de cultivos no Nordeste brasileiro entre 2021 e 2023, realizado extracdo de DNA
total, amplificacdo por PCR e as amostras testadas positivas foram usadas como molde
para amplificacdo por RCA do genoma viral e submetidas a sequenciamento de alto
rendimento usando a plataforma lllumina MiSeq no Laboratério Central de Tecnologias
de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD), da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). Com isso, foi montada uma sequéncia de Badnavirus
alphavirgamusae (BSGFV). Em anélises de comparac@es pareadas, o isolado de BSGFV,
compartilhou entre 98,4% a 99,0% de identidade com outras sequéncias de BSGFV que
infectam banana disponiveis no GenBank. Na arvore filogenética de Inferéncia
Bayesiana, o isolado do presente estudo agrupou com com o virus BSGFV em um clado
isolado, confirmando as analises de comparacdo pareadas. O novo isolado de BSGFV é
uma provavel sequéncia recombinante, com breakpoints de recombinacdo nas posi¢des
de nucleotideos inicial 954 e final 2360, que abrange o final da ORF1, ORF2 e inicio da
ORFIII. Até entdo, essa é a primeira sequéncia de genoma completo caracterizada a partir
de bananeira no Brasil.

Palavras-chave: Badnavirus, Banana streak GF virus, Caulimoviridae, Sequenciamento

de nova geracdo, Musa, Musaceae.



64

4.1 INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas no mundo, sendo o quarto maior
produtor de bananas (Musa sp.), ficando atras da india, China e Indonésia, segundo os
dados da FAO (FAOSTAT, 2021). A producdo brasileira de bananas esta distribuida nos
27 estados brasileiros, sendo a segunda fruta mais importante em area colhida, quantidade
produzida, valor de producdo e consumo, ficando atras apenas da laranja (EMBRAPA,
2021). A nivel nacional, destacam-se o0s estados de Sao Paulo, Bahia, Minas Gerais, Ceara
e Pard, que juntos representam 51,6% da producdo nacional (IBGE, 2022). Na regido
Nordeste, além da Bahia e Ceara, se destacam Pernambuco, Alagoas e Sergipe (Amaro et
al., 2021). A cultura constitui uma importante fonte de receita para os agricultores, ja que
seu cultivo é realizado principalmente por pequenos e médios produtores. A banana
também desempenha um papel fundamental como fornecedora de nutrientes essenciais,
tais como vitaminas, minerais e fibras, contribuindo para a seguranga alimentar da
populacédo geral. Por ser uma fruta versatil, pode ser consumida de véarias maneiras, tanto

in natura, cozida, ou usada em bolos, doces e outros alimentos (Perrier et al., 2011).

A produtividade brasileira de 15 t/ha, sendo considerada baixa. Um dos principais
fatores que contribuem para isso € a auséncia de cultivares resistentes a doencas,
incluindo aquelas ocasionadas por virus. A estria da bananeira é uma das doencas mais
importantes para a cultura, sua transmissdo € em maioria através de cochonilhas
(Hemiptera: Pseudococcidae) de maneira semi-persistente. Essa doencga causa perdas
significativas de producdo e afeta a qualidade dos frutos. Um complexo de nove diferentes
espécies do badnavirus banana streak virus (BSV) causa a estria da bananeira e esta
amplamente distribuida em todas as areas de cultivo do mundo (Bhat et al, 2016; Bhat et
al., 2023). Os virus do complexo BSV pertencem ao género Badnavirus (familia
Caulimoviridae), que engloba virus com genomas semi circulares de DNA de fita dupla
(dsDNA) com tamanho de 7,0-9,2 kbp e encapsidados em particulas baciliformes néo-
envelopadas (Teycheney et al., 2020). Em grande parte das espécies desse género, 0
genoma viral codifica ao menos trés open reading frames (ORF), referidas como ORFs
1, 2 e 3. A proteina codificada pela ORF1 esta associada ao virion (Cheng et al., 1996),
enquanto a ORF2 codifica uma proteina de ligagdo a acidos nucleicos (Jacquot et al.,
1996). Ja a ORF3, representa quase 80% do genoma dos badnavirus e codifica uma
poliproteina incluindo dominios conservados como capsideo viral, proteina de

movimento, aspartato protease, transcriptase reversa (RT) e ribonuclease H (RNase H),
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que sdo responsaveis pela replicacdo dos badnavirus (Medberry et al., 1990; Geering;
Hull, 2012). Os badnavirus sdo conhecidos como pararetrovirus porque se replicam por
meio de um intermediario de RNA, que também serve como modelo para a tradugéo de
proteinas (Geering; Hull, 2012; Bhat et al., 2016).

Adicionalmente, o genoma nuclear de todas as cultivares interespecificas de
bananeira abrigam sequéncias endogenas de BSV (eBSVs) (Chabannes et al., 2013,
Umber et al., 2022). Sequéncias infecciosas de eBSVs podem ser ativadas por estresse
abiodtico e bidtico, levando a infecBes espontaneas por virus cognatos, impactando
diretamente na diagnose e melhoramento genético da bananeira, além de aumentar a

preocupacdo com o risco de surtos da estria da bananeira (Umber et al., 2022).

No Brasil, ha relatos do virus da estria da banana (BSV) em diferentes estados, no
entanto, até o presente momento, apenas trés espécies foram identificadas de forma
epissomal: Badnavirus deltavirgamusae (BSOLV), Badnavirus alphavirgamusae
(BSGFV), Banana streak Uganda virus (BSUgBYV), Badnavirus gammavirgamusae
(BSMYYV), BSBAYV (Brioso et al., 2011, Figueiredo et al., 2006, Poltronieri et al., 20009,
Carnelossi et al., 2014, Farias, 2016; Farias et al., 2018; Caldas, 2019). Essas espécies
foram identificadas com base na dectecdo com primers espécie especificos e/ou
sequenciamento da regido RT-RNAseH, usada para demarcar as espécies que pertencem
a este género de acordo com o critério de > 80% de identidade nucleotidica, adotado pelo
Comité Internacional em Taxonomia de Virus — ICTV (Teycheney et al., 2020). No
entanto, nenhum isolado das espécies de BSV que ocorrem no Brasil teve seu genoma
completamente caracterizado. Portanto, o presente estudo, teve como objetivo analisar o
viroma de DNA circular associado a bananeiras (Musa sp.) infectadas por BSV na regido

Nordeste do Brasil.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Amostras de plantas e amplificagéo viral

Entre os anos de 2021 e 2023, foram coletadas amostras foliares de bananeiras
assintomaticas e com sintomas indicativos de infeccdo por BSV, como estrias clordticas,
em areas de producdo nos estados de Sergipe, Bahia, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio

Grande do Norte e Ceara.
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As amostras foliares foram acondicionadas em sacos de papel e armazenadas em
ultra freezer a -80°C até o seu processamento no Laboratério de Fitopatologia Molecular
e Virologia Vegetal, do Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias, da Universidade
Federal de Alagoas, Rio Largo - AL.

O DNA total foi extraido, individualmente, a partir de cada amostra foliar
seguindo o protocolo CTAB (Doyle & Doyle, 1987) adaptado por Ramos-Sobrinho,
2020. As amostras foram testadas, por PCR, usando um primers para amplificacdo da
regido gendmica da RT-RNase H do género Badnavirus (Yang et al., 2003). Para
caracterizacdo molecular do viroma de DNA cicular, preparacdes individuais de DNA
total foram usadas como molde para amplificacdo por circulo rolante (RCA) (Inoue-
Nagata, 2004) usando o kit de amplificacéo Illustra TempliPhi (Cytiva) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Posteriormente, o produto de RCA foi submetido a uma nova
amplificacdo por PCR, utilizando os primers BadnaFP/BadnaRP (Yang et al., 2003), para
deteccdo da forma epissomal do virus.

4.2.2 Sequenciamento de alto rendimento

Um pull de amostras foi formado com as reacfes RCA, que posteriormente foi
submetida ao sequenciamento de alto rendimento (HTS) usando a plataforma Illumina
MiSeq no Laboratorio Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida
(LaCTAD), da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) (Campinas, Séo Paulo,
Brasil). As bibliotecas paired-end foram construidas usando o kit Illumina DNA Prep

(IMlumina Inc., Califérnia, EUA) seguindo o protocolo do fabricante.

4.2.3 Montagem de sequéncia de novo

A qualidade das leituras do Illumina foi avaliada usando o programa FastQC
v.0.11.5 (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), e as leituras de baixa
qualidade (pontuacdo Q < 20) e as sequéncias do adaptador foram cortadas usando
Trimmomatic v.0.38 (Bolger et al., 2014). As leituras cortadas do Illumina foram
montadas de novo no SPAdes v.3.15.4 (Bankevich et al., 2012). Para avaliar
adicionalmente a qualidade dos contigs circulares, leituras aparadas foram mapeadas
contra as sequéncias do genoma do género Badnavirus usando Bowtie2 (Langmead &
Salzberg, 2012) e ajustadas manualmente no IGV v.2.4.13 (Robinson et al., 2017). Por
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fim, os contigs baseados em Illumina foram analisados usando BLASTn (Altschul et al.,
1990) para procurar suas sequéncias de virus mais intimamente relacionadas disponiveis
no banco de dados ndo redundante NCBI-GenBank. As ORFs virais previstas foram

identificadas usando o NCBI-ORF Finder (www.nchi.nlm.nih.gov/orffinder).

4.2.4 Demarcacao de espécies virais e analise de recombinacéo

O conjunto de dados foi composto pelo novo isolado de Musa spp. e genomas
completos das espécies de BSVs que infectam banana, obtidos pelo NCBI-GenBank.
Além disso, as sequéncias de nucleotideos de RT-RNase H foram recuperadas dos
genomas completos. Ambos os conjuntos de dados do genoma completo e RT-RNase H
foram usados para comparacfes de sequéncias de nucleotideos pareados por meio do
programa SDT (Sequence Demarcation Tool v. 1.2) (Muhire et al., 2013). Para detectar
eventos de recombinacdo, os genomas completos foram analisados por nove métodos,

usando o Recombination Detection Program (RDP) v.4. (Martin et al., 2015).
4.2.5 Andlise filogenética

Alinhamentos multiplos de sequéncias nucleotidicas baseado no genoma
completo e nas sequéncias de nucleotideos RT-RNase H dos badnavirus provenientes de
banana e outros isolados disponiveis no GenBank foram preparados para o conjuno de
dados utilizando o algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004) e ajustados manualmente no pacote
MEGA 7.0 (Tamura et al., 2013). O alinhamento do conjunto de dados foi utilizado para
gerar arvores filogenéticas de inferéncia bayesiana no portal CIPRES (Miller et al., 2010)
usando MrBayes v.3.2.3 (Ronquist et al., 2012). O melhor modelo de substituicdo de
nucleotideos foi determinado para cada conjunto de dados usando o MrModeltest v.2.3
(Posada & Buckley, 2004) de acordo com o Akaike Information Criterion (AIC). As
analises consistiram em duas repeticdes com quatro cadeias cada para 10 milhdes de
geragBes e amostragem a cada 1.000 geragdes. As primeiras 2.500 &rvores por corrida
foram descartadas como um burn-in. Os valores de probabilidade posterior (Rannala &
Yang, 1996) foram determinados a partir da arvore de consenso da regra da maioria
reconstruida com as 15.000 arvores restantes. As arvores filogenéticas foram visualizadas
e editadas em FigTree v.1.4 (ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) e Inkscape v.1.1

(https://inkscape.orag/pt/).
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4.2.6 Andlise de recombinacéo

Possiveis sequéncias parentais e pontos de interrup¢do de recombinacao foram
determinados usando os métodos rdp, Geneconv, Bootscan, Maximum Chi Square,
Chimaera, SisterScan e 3Seq implementados no Recombination Detection Program
(RDP) v. 3.44 (Martin et al.,, 2010). Os alinhamentos foram escaneados com
configuracBes padrdo para os diferentes métodos e a significancia estatistica foi inferida
por um valor de P menor que um corte corrigido por Bonferroni de 0,05. Apenas eventos
de recombinacdo detectados por pelo menos trés métodos diferentes foram considerados
confidveis. Por¢des supostamente recombinantes de genomas foram comparadas por
BLAST com o banco de dados de nucleotideos ndo redundantes do GenBank para
identificar espécies adicionais que podem ter servido como sequéncias parentais.
Evidéncias de evolucdo ndo semelhante a uma arvore foram avaliadas para conjuntos de
dados CP e Rep usando o método Neighbor-Net (Bryant & Moulton, 2004) implementado
no SplitsTree v. 4.10 (Huson & Bryant, 2006).

4.3 RESULTADOS

Um total de 22 amostras foliares de bananeira testaram positivas através de
amplificacdo por PCR para infeccao epissomal de badnavirus (Tabela 1). Foi formado um
pull com duas amostras selecionadas para o sequenciamento de alto rendimento (HTS),
sendo elas, uma proveniente de Unido dos Palmares (UP21) e uma de Santana do Mundau
(SM15), ambas do estado de Alagoas. O sequenciamento Illumina produziu uma Unica
sequéncia de genoma completo de badnavirus com 7263 pb de comprimento, denominada
como UFAL2024 (Figura 1). As ORFs 1 (483 — 1010 pb); 2 (1007 — 1345 pb) e 3 (1342
— 6837 pb) foram previstas a partir do genoma viral e foram encotradas caracteristicas
adicionais do género, como sequéncia do sitio de ligacdo do primer tRNA™, TATA box
e sinal de poliadenilagdo. Com base no limite de identidade de nucleotideos >80% para a
demarcacao de espécies de Badnavirus, a analise SDT mostrou que a sequéncia desses
isolados pertencem a Badnavirus alphavirgamusae (BSGFV) com genomas completos
compartilhando 98,2% - 99,0% de identidade (Figura 2). A arvore de Inferéncia
Bayesiana a qual mostrou que o isolado UFAL2024 agrupou com isolados previamente
conhecidos de Badnavirus alphavirgamusae (BSGFV), confirmando as analises SDT
(Figura 3).

A andlise de evolugéo reticulada de badnavirus que infetam bananeira revelou

forte evidéncia de recombinagdo com um importante mecanismo evolutivo que molda a
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diversidade genética desses virus (Figura 4). A analise neighbor-net mostrou que o
isolado UFAL2024, e outros BSGFV previamente caracterizados sdo provavelmente de
origem recombinante. Para melhor confirmar o padrdo de recombinacdo, 0os genomas
completos foram analisados utilizando o pacote RDP4. Ao menos oito eventos de
recombinacéo independentes associados a P-values estatisticamente significativos foram
detectados por ao menos 5 métodos (Tabela 2). Trés eventos de recombinacdo foram
preditos para o isolado UFAL2024, nos quais este foi identificado como um provavel
recombinante ou sequéncia parental. O isolado UFAL2024 e BSOLV foram detectados
como menor parental e maior parental no evento de recombinacdo 3, com breakpoints
localizados na regido codificadora (ORF 1) (Figura 4; Tabela 2). O evento de
recombinacéo 4, o isolado UFAL2024 foi identificado como provavel recombinante, com
breakpoints localizados entre os nucleotideos 954 a 2630, que corresponde as regides
codificadoras (ORFs 1, 2 e 3). Neste evento, BSMYV e BSCAYV foram previstos como
sequéncias menor e maior parentais, sugerindo que pode ser um evento de recombinagéo
interespécie (Figura 4; Tabela 2). Enquanto, o evento de recombinagdo 6 detectou o
isolado UFAL 2024 e BSCAYV, respectivamente, como maior € menor parental, com

breakpoints localizados na regido codificadora da ORF 3 e regido intergénica. (Tabela 2).

4.4 DISCUSSAO

A banana é uma importante cultura alimentar basica cultivada em paises tropicais
e subtropicais. A banana sobremesa é a fruta fresca mais exportada no mundo, tanto em
volume como em valor, representando uma fonte essencial de rendimento e emprego para
centenas de milhares de familias rurais nos paises em desenvolvimento (Scott, 2021),
como o Brasil, sobretudo na regido Nordeste (Ribeiro et al., 2013; ABRAFRUTAS et al.,
2024).

A estria da bananeira, doenca causada por um complexo de espécies do badnavirus
banana streak virus (BSVs), esta presente em todas as areas de cultivo de banana em
escala mundial e considerada a principal ameaca para a sua producao (Chabannes et al.,
2013, Sharma et al., 2014; Bhat et al., 2016; Duroy et al., 2016, Tripathi et al., 2019,
Chabannes et al., 2021; Umber et al., 2022; Bhat et al., 2023).

Desde 1999 ¢ conhecido que o genoma de Musa balbisiana (Harper et al., 1999)
e mais recentemente M. acuminata (Chabannes et al., 2021) abriga um grande nimero de

sequéncias endogenas de badnavirus (eBSVs), que tem desafiado o melhoramento, o
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trafego de germoplasma e a diagnose viroses causadas por BSV na cultura da banana
(Harpper et al., 1999; Chabannes et al., 2013, Sharma et al., 2014; Duroy et al., 2016,
Tripathi et al., 2019, Chabannes et al., 2021; Umber et al., 2022).

Sequéncias de eBSVs inseridas na sua forma integral no genoma de cultivares
hibridas de Musa podem ser ativadas por varias condi¢des de estresse, como propagacao
in vitro, hibridizagdo e/ou condigBes desfavordveis como estresse hidrico e térmico
(Iskra-Caruana et al., 2010; Chabannes et al., 2013; Chabannes et al., 2021; Umber et al.,
2022) representando um risco potencial de grande escala disseminacdo de BSVs se a
ativacdo for combinada com transmisséo vetorial transmissao das particulas virais (Meyer
et al., 2008; Umber et al., 2022).

A ocorréncia de badnavirus na forma epissomal (BSVs) e integrada (eBSVs) no
no genoma da banana, impacta diretamente na precisdo da diagnose dessas Viroses.
Embora os primers de PCR descritos por Yang et al. (2003) sdo bem conhecidos por
serem incapazes de distinguir entre sequéncias de RT-RNase H epissomicas (BSVs) e
integradas (eBSVs), ainda é uma ferramenta importante e frequentemente usada para
deteccdo de badnavirus, mesmo podendo causar resultados falso-positivos (Geering &
Hull, 2012; Bhat et al., 2016; Luo et al., 2022). Uma alternativa que tem sido utilizada
com sucesso para evitar resultados diagndésticos equivocados, consiste na caracterizacdo
de BSV baseada em amplificacdo de circulo rolante (RCA) seguida por detec¢do com
primers universais e/ou espécie-especificos (James et al., 2011a, James et al., 2011b).
RCA também é usado com sucesso no enriquecimento de amostras de badnavirus para o
sequenciamento de alto rendimento (HTS) (Sharma et al., 2014, Ramos-Sobrinho et al.,
2020; Lima et al., 2023, Diaz-Lara et al., 2020).

Utilizando esta mesma metodologia descrevemos pela primeira vez no Brasil a
sequéncia completa do novo isolado da espécie Badnavirus alphavirgamusae, BSGFV-
BR-AL (UFAL2024) que infecta bananeira na sua forma epissomal. Apesar de outros
badnavirus, a exemplo de BSOLYV e o proprio BSGFV terem sido encontrados infectando
bananeiras no pais, nenhum deles teve 0 seu genoma completamente caracterizado
(Carnelossi et al., 2014, Farias et al., 2018).

Este relato contribui para a melhor compreenséo da diversidade de badnavirus
associada a esta socioeconomicamente importante cultura e pode auxiliar no
desenvolvimento de ferramentas moleculares mais confiaveis para o diagnostico de rotina

e caracterizacdo de genomas virais,
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BSGFV-BR-AL (UFAL2024) provavelmente surgiu de um evento de
recombinacéo, tendo como parentais os BSVs previamente descritos, BSCAV e BSMYV.
Eventos de recombinagdo tem sido relatado como um importante mecanismo evolutivo
atuando na diversificacdo genética de badnavirus que infectam culturas economicamente
importantes, como cacau (Theobroma cacao), banana (Musa spp.), cana-de-agUucar
(Saccharum spp.) e Dioscorea spp (Sharma et al., 2015; Béomer et al., 2018; Ramos-
Sobrinho et al., 2020; Lima et al., 2023).

Sharma et al. (2015) detectou tracos de recombinacdo entre os badnavirus da
banana e da cana-de-agUcar que indicaram que esse grupo de badnavirus ou seus
ancestrais podem ter infectado os hospedeiros comuns em algum momento durante a
evolucdo. O padrdo comum de tracos de recombinacéo em ambos 0s grupos de badnavirus
sugeriu ainda que a evolucdo de ambos 0s grupos de badnavirus é predominantemente
moldada por fatores semelhantes. E interessante notar que muitos pontos de interrupgéo
de recombinacdo foram detectados usando sequéncias semelhantes aos parentais, 0 que
indica que a diversidade genética completa dos badnavirus da banana e da cana-de-agucar

nao é amostrada atualmente.

O levantamento da diversidade e prevaléncia de badnavirus ocorrendo nas areas
de cultivo da regido Norderste do Brasil, revelou que os badnavirus BSGFV e BSOLV
estdo amplamente disseminados nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba,
Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe e altas taxas de incidéncia podem ser
observadas para as duas espécies, provavelmente devido a integracdo desses virus no
genoma da hospedeira (Lima, 2024; comunicacdo pessoal). Neste mesmo estudo, as
infeccdes epissomais foram causadas por BSMYV. Entretanto, BSGFV e BSOLV foi
realizada apenas na deteccdo com primers espécie-especificos sem distingdo previa entre
sequéncias enddgenas e epissomais. Contudo ndo conseguimos, recuperar 0 genoma

completo de BSMY'V nesse estudo.

Uma explicacéo para o ocorrido é que badnavirus naturalmente replica em baixos
titulo viral na hospedeira (Dahal et al., 2000), e suas populacbes em banana podem
compreender uma mistura de virus com diferentes graus de adaptacdo. Portanto, que o
RCA pode ter amplificado preferivelmente o genoma do virus mais adaptados que estava
replicando em maior taxa. Isso foi observado, em estudo comparando a diversidade de
begomovirus quando amplificacdo por RCA seguida de detec¢do com primers espéecie-

especificos e sequenciamento de alto rendimento usando DNA total como molde. O
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sequenciamente HTS foi capaz de recuperar maior diversidade de espécies detectando
tanto virus mais adaptados como os menos adaptados (Quadros et al., 2023). RCA pode
levar a um viés de amplificagdo, uma vez que o titulo viral pode influenciar a escolha do
modelo da DNA polimerase phi29 (Gallet et al., 2017) e, portanto, pode nao refletir a

composicdo real da populacéo viral.

Portanto, é provavel que a diversidade de espécies de BSV ocorrendo na regido
Nordeste seja subestimada. Estudos adicionais sobre a caracterizacdo de genomas de
badnavirus que infectam banana sdo essenciais para revelar a real diversidade de espécies

e variabilidade molecular de populagdes desses virus em Musa spp.

O conhecimento sobre os BSVs no Brasil € crucial para proteger a agricultura
nacional e garantir a seguranca alimentar. Através do mapeamento da doenca e do
desenvolvimento de técnicas de controle, podemos evitar perdas significativas na

producdo agricola e garantir a sustentabilidade do setor.
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CONCLUSAO

e Esse é o primeiro relato do sequenciamento do genoma completo de um
badnavirus infectando banana no Brasil;

e Através do sequenciamento do genoma completo, utilizando sequenciamento
Illumina MiSeq, foi possivel detectar o Badnavirus alphavirgamuase em bananais

de Alagoas.
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Figura 1. Organizacdo gendmica dos badnavirus recém-descobertos Badnavirus
alphavirgamusae (BSGFV-BR) infectando Musa spp. A regido recombinante foi
detectada pelo pacote RDP4, ¢ indicado por caixa verde.

BSGFV-BR-AL
7,263 bp

Fonte: Autora (2024)
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Figura 2. Gréafico bidimensional codificado por cores representando as porcentagens de
identidade de nucleotideos par-a-par para sequéncias do genoma completo dos isolados
virais obtidos de banana infectados por badnavirus depositadas no GenBank e o isolado
obtido nesse trabalho. A escala representa porcentagem, de identidade referente a cada
cor.
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Figura 3. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana baseada na sequéncia do genoma

completo dos virus provenientes de coletas em areas de plantio de banana no nordeste
brasileiro e outros badnavirus obtidos no GenBank.
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Figura 4. Neighbor-net mostrando genomas completos baseados em evolugdo néo
semelhante a uma arvore de badnavirus que infectam banana. Os isolados relatados aqui

séo mostrados em negrito e vermelho.
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Tabela 1. Amostras submetidas & amplificacdo do DNA viral circular por RCA.

Amostra PCR PCR RCA PCR do
primer universal primer espécie- RCA
especificos
BL3 + - + -
BL4 | + - + +
Cco1 + - + -
MV22 + - + +
PL6 + - + +
PL7 + - + i}
PL8 + - + +
PT1 + - + -
PT2 + - + -
PT3 + - + -
PT4 + - + -
PT5 + - + -
PT6 + - + -
PT7 + - + -
PT8 + - + +
PT9 + - + -
PT10 + - + -
PT11 + - + -
PT12 + - + -
PT13 + - + -
PT14 + - + -
PT15 + - + +
PT16 + - + -
PT17 + - + -
PT18 + - + -
PT19 + - + -
PT20 + - + -
SAJ5 + - + +
SAJ6 + - + -
SAJ7 + - + _
SAJ8 + - + +
SG2 + - + +
SM1 + - + +
SM15 + - + +
SS18 + - + +
SS19 + - + +
SC5 + - + -
UP1 + - + -
UP10 + - + -
UP12 + - + +
UP13 + - + +
UP14 + - + -
UP15 + - + -
UP16 + - + -
UP17 + - + -
UP18 + - + -
UP20 + - + -
uP21 + - + +
UP23 + - + -
UP27 + - + -
UP28 + - + +
UP30 + - + -




Tabela 1. Conclui.

UP31
UP32
UP34
UP36

+ + + +

+ + + +

+ + +

Fonte: Autora (2024)
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Tabela 2. Eventos putativos de recombinacgéo detectados nos badnavirus que infectam
a banana, com base em sequéncias genémicas completas

Breakpo

Eve ints
nts Beg En
in d

654 70

1 7 52
11

2 855 99
77

3 484 6
23

4 954 60
65

5 39 8
662 73

6 1 98
154 22

7 4 02
10

8 955 88

Recombinant

~KJ013506_B
SOLV

HQ593107_B
SUAV

HQ593107_B
SUAV

ANCO007002_
BSGFV

UFAL2024

EU140339_B
SMYV

AHQ593108_
BSUIV

AHQ593107_
BSUAV

AHQ593110_
BSUMV

Parents

Minor

HQ593107_BSUAV

HQ593109_BSULV

KJ013507_BSGFV
UFAL2024

KF724855_BSMYV

Unknown

(KJO13509_BSMYV
)

KJ013511 BSCAV

HQ593111_BSCAV

KJ013511 BSCAV

Major

DQ859899_BSOLV

DQ092436_BSVNV

KJ013506_BSOLV
JQ409539_BSOLV

KJ013511 BSCAV

AY805074_BSMYV

Unknown
(UFAL2024)

Unknown
(DQ451009 BSOLV

)

Unknown
(KJ013509_BSMYV

)

Metho
ds

RGBM
C3

RGBM
CS3

RGBC
S3

RBMC
S3

GBMC

S3

BMCS

RMCS

RGBM

Low
est

2.5E-
24

1.1E-
14

4.7E-
09

4.7E-
09

4.5E-
07

1.5E-
05

2.8E-
04

3.5E-
17

P values

High
est

2.5E-
09

3.7E-
06

1.3E-
02

1.3E-
02

1.9E-
03

1.1E-
02

2.5E-
02

4.9E-
03

!Numbering starts at the 5’ end of the minus-strand primer-binding site and increases clockwise. 2R, RDP;
G, GeneConv; B, Bootscan; M, MaxChi; C, Chimera; S, SisScan; 3, 3SEQ. 3The P values are for the

methods indicated in bold (highest) and red (lowest). * The recombinant sequence may have been
misidentified (one of the identified parents might be the recombinant). (?) The actual breakpoint position

is undet

Fonte: Autora (2024)



