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RESUMO

Nascimento'J.P.M.; Lima M.O.; Peixinho'G.S.; Ferro; M.M.M.; Silva'S.J.C.; Veasey E.A.; Lima G.S.A.; Assunc¢do, I.P.. Incidéncia e caracterizagao
molecular de badnavirus em bancos de germoplasma de inhame no Brasil. Summa Phytopathologica, v.46, n.3, p.242-249, 2020.

Os badnavirus (familia Caulimoviridae) possuem genoma de dsDNA
semicircular encapsidado em particulas baciliformes. Dioscorea bacilliform
virus (DBV) ¢ um importante Badnavirus infectando varias espécies de
Dioscorea (inhame) no hemisfério sul. No presente estudo, 235 amostras foliares
de inhame foram coletadas em diferentes bancos de germoplasma mantidos
pela Escola Superior de Agricultura Luiz (ESALQ/USP), Universidade Federal
de Vicosa (UFV) e Universidade Federal do Reconcavo Baiano (UFRB). A
incidéncia média de badnavirus nas amostras avaliadas foi de 75,3%. As analises
moleculares e filogenéticas, realizadas a partir de 42 sequéncias nucleotidicas,
da regido da RT/RNaseH de badnavirus, revelaram a ocorréncia do Dioscorea
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bacilliform AL virus (DBALV) e Dioscorea bacilliform SN virus (DBSNV) em
diferentes espécies de inhame. Até o momento, somente o DBALV havia sido
relatado em inhame no Brasil, estando restrito a regido Nordeste. Portanto, este
¢ o primeiro relato do DBSNV infectando a cultura do inhame, no pais. Além
das espécies espissomais, também foram detectadas sequéncias endogenas, com
porcentagem de identidade de nucleotideos variando entre 89% e 100% com
endogenous Dioscorea bacilliform virus (eDBV), pertencentes aos grupos 9
e 12. Os resultados obtidos corroboram com a hipotese de que o DBALV ¢ o
DBSNYV estdo presentes em materiais propagativos de inhame e amplamente
disseminados no Brasil.

ABSTRACT

Nascimento'J.P.M.; LimaM.O.; Peixinho'G.S.; Ferro; M.M.M.; Silva'S.J.C.; Veasey E.A.; Lima G.S.A.; Assunc@o, I.P. Incidence and molecular
characterization of badnavirus in germplasm banks of yam in Brazil. Summa Phytopathologica, v.46, n.3, p.242-249, 2020.

Badnaviruses (family Caulimoviridae) have semicircular dsSDNA genomes
encapsidated into bacilliform particles. Dioscorea bacilliform virus (DBV)
is an important Badnavirus infecting several species of Dioscorea (yam) in
the southern hemisphere. In this study, 235 yam leaf samples were collected
from different germplasm banks maintained by “Luiz de Queiroz” College of
Agriculture (ESALQ/USP), Federal University of Vigosa (UFV) and Federal
University of Reconcavo da Bahia (UFRB). The average incidence of badnavirus
in the evaluated samples was 75.3%. Molecular and phylogenetic analyses,
carried out from 42 nucleotide sequences, of the badnavirus RT/RNaseH
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region, revealed the occurrence of Dioscorea bacilliform AL virus (DBALV)
and Dioscorea bacilliform SN virus (DBSNV) in different yam species. So
far, only DBALV has been reported in yams in Brazil, being restricted to the
Northeast region. Therefore, this is the first report of DBSNV infecting yam crop
in the country. In addition to the episomal species, endogenous sequences were
detected, and the percentage of nucleotide identity varied between 89% and 100%
with endogenous Dioscorea bacilliform virus (eDBV), belonging to groups 9 and
12. The obtained results corroborate the hypothesis that DBALV and DBSNV
are present in yam propagating materials and are widely disseminated in Brazil.

O inhame (Dioscorea spp.) é suscetivel a diversas doengas nas fases
de pré e pés-colheita que comprometem a sua producéo, armazenamento
e exportacdo (1).

As viroses sdo de particular importancia, uma vez que a produgio
de mudas ¢ realizada por propagacao vegetativa utilizando de pequenas
tuberas ou pedagos de tuberas, que promovem a perpetuagdo dos virus
e, consequentemente, o aumento da pressdo de indculo (2). Como
consequéncia do acimulo de virus no material propagativo, as plantas
também perdem o vigor e produzem tiberas de baixa qualidade (3).

Doengas virais acometendo o inhame foram inicialmente relatadas
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na década de 1930, em Serra Leoa e Porto Rico (4). Sintomas brandos ¢
severos de mosaico foram posteriormente relatados em D. rotundata na
Nigéria (5). Membros dos géneros Potyvirus, Cucumovirus, Potexvirus
e, em destaque pela importancia e distribui¢@o geografica, do género
Badnavirus (familia Caulimoviridae), tém sido descritos em diferentes
espécies de inhame (2, 6, 7).

A familia Caulimoviridae engloba virus de plantas que possuem o
genoma formado por DNA de fita dupla (dsDNA), com tamanho de 7,2
a9,2 Kb (8) e sdo classificados como pararetrovirus que nao se integram
ao genoma do hospedeiro para se replicar, ndo sendo necessario
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entdo o genoma destes virus codificar a proteina integrase (9). As
sequéncias virais podem estar integradas aleatoriamente no genoma de
plantas hospedeiras e sdo conhecidas como sequéncias endégenas de
pararetrovirus (Endogenous Pararetroviral Sequences - EPRVs) (10).

As EPRVs de Caulimoviridae cada vez mais tém sido identificadas
em muitas espécies de plantas hospedeiras (11). Estas EPRVs
apresentam um padrao de arranjo similar com repeti¢des em tandem,
duplicacdes internas, fragmentacdes e inversdo do genoma viral.
Estas sequéncias de pararetrovirus podem resultar em genomas virais
parciais e ndo funcionais, mas também podem promover a ativacao de
um genoma viral funcional que causara infecgdo no hospedeiro (10).

De todos os géneros da familia Caulimoviridae, Badnavirus possui
o maior numero de espécies descritas e caracteriza-se por apresentar
particulas baciliformes com 95-130 nm de comprimento e 24-35 nm
de didmetro (12), seu genoma contém uma Unica molécula dsDNA
circular com tamanho aproximado de 7200-7600 pb, que contem
descontinuidades sitio-especificas e que podem conter uma regido
intergénica poli A. Badnavirus é o segundo maior género em numero
de espécies descritas dentre 0os que possuem genoma composto por
DNA, superado apenas pelos Begomovirus.

A primeira espécie de badnavirus caracterizada em inhame foi
um isolado obtido de D. alata, proveniente da Nigéria, e nomeado
Dioscorea alata bacilliform virus (DaBV) (13). Posteriormente, Seal
& Muller (2) em estudos sobre a diversidade molecular de isolados de
Badnavirus, infectando inhame, nas ilhas sul do Pacifico identificaram
uma nova espécie: Dioscorea sansibarensis bacilliform virus (2, 14, 15).

Atualmente, sete espécies de badnavirus que infectam Dioscorea
spp. sdo reconhecidas pelo ICTV: Dioscorea bacilliform AL virus
(DBALV), Dioscorea bacilliform AL virus 2 (DBALV 2), Dioscorea
bacilliform ES virus (DBESV) Dioscorea bacilliform RT virus 1
(DBRTV1), Dioscorea bacilliform RT virus 2 (DBRTV2), Dioscorea
bacilliform SN virus (DBSNV) e Dioscorea bacilliform TR virus
(DBTRYV) (16). No entanto, estudos realizados na Africa e sul do
Pacifico sugeriram a ocorréncia de uma alta diversidade de Badnavirus
em inhame com a possivel presenca de até¢ doze espécies (14). O
DBALYV causa distor¢ao foliar severa e esta amplamente disseminado,
sendo encontrado em infec¢des simples e/ou mistas com Yam mosaic
virus € Yam mild mosaic virus, ambas espécies de potyvirus (17).

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo interceptar e
identificar molecularmente espécies de badnavirus em cinco espécies
de inhame mantidas em trés Institutos de ensino dos estados da Bahia,
Minas Gerais e Sao Paulo.

MATERIAL E METODOS

Obtenc¢ao das Amostras

As amostras das cinco espécies de inhame analisadas foram obtidas
nos bancos de germoplasma da Escola Superior de Agricultura Luiz
de Queiroz (ESALQ/USP), Universidade Federal de Vigosa (UFV) e
Universidade Federal do Reconcavo Baiano (UFRB).

Amplificacio da regiio RT/RNase/H e sequenciamento

O DNA total das amostras foi extraido a partir da utilizagdo de 100 a
200 mg de tecido foliar, conforme protocolo descrito por Doyle & Doyle
(18). Aliquotas de DNA foram utilizadas para as rea¢des de amplificacdo
por PCR (Polymerase Chain Reaction). Os oligonucleotideos utilizados
foram BadnaFP (5’ATGCCITTYGGIITIAARAAYGCICC-3%)
¢ BadnaRP (5’CCAYTTRCAIACISCICCCCAICC-3") (17), os
quais amplificam os dominios RT/RNase/H da ORF 3 do genoma
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Tabela 1. Espécies, acessos e locais de procedéncia das amostras de
inhame utilizadas neste estudo.

Banco de . N° de
Germoplasma Espécie Acessos

ESALQ/USP Dioscorea bulbifera 44
ESALQ/USP Dioscorea cayenensis 72
ESALQ/USP Dioscorea trifida 53
UFV Dioscorea alata 10
UFRB Dioscorea rotundata 4
UFRB Dioscorea alata 12
UFRB Dioscorea trifida 2

de espécies de badnavirus ja descritas. Os produtos de PCR foram
purificados utilizando o kit GFX ™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare) e enviados para sequenciamento
na Macrogen Inc. em Seul, Coréia do Sul.

Comparacao de sequéncias, andlise filogenética e de
recombinacao

As sequéncias foram editadas usando o programa CodonCode
Aligner (CodonCode Corporation®) gerando uma sequéncia
consenso de cada um dos isolados analisados, posteriormente, as
sequéncias foram submetidas ao algoritmo BLASTn (Nucleotide
Basic Local Alignment Search Tool).

Foram realizadas comparagdes pareadas entre as sequéncias
obtidas e sequéncias de badnavirus depositadas no GenBank, com
auxilio da ferramenta Sequence Demarcation Tool v. 1.2 (SDT)
(19). Em seguida, foi estimada a percentagem de identidade de
sequéncias de nucleotideos entre os isolados. De acordo com
os critérios do ICTV, para determinacao de espécies do género
Badnavirus, foram considerados valores de identidade da RT/
RNase/H superiores a 20% (8).

As sequéncias foram alinhadas utilizando o algoritmo MUSCLE,
do software MEGA 6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
(20). As analises filogenéticas de Maxima Verossimilhanca
(MV) foram obtidas aplicando-se o modelo de substituicao de
nucleotideos General Time Reversible com distribuigdo gama
(GTR+G@). A confiabilidade da arvore obtida respeitou a analise
boostrap com 1000 repetigdes.

Analise para detectar locais (breakpoints) de recombinagdo e
possiveis sequéncias parentais foi realizada utilizando o software
RDP v.4.0 (Recombination Detection Program) (21).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Amplificacdo da regido RT/RNase/H e sequenciamento

Um total de 235 amostras, das diferentes espécies de inhame
pertencentes aos trés bancos de germoplasma, foram analisadas, das
quais 177 testaram positivas para badnavirus, com a amplificagao
de um fragmento de aproximadamente 580pb. Constatou-se uma
incidéncia de 75,3%, sendo que a amostragem realizada a partir do
banco de germoplasma da UFRB apresentou maior incidéncia (87,5%).

Das 177 amostras positivas na PCR, 113 foram enviadas para
sequenciamento. Deste total, 42 amostras foram vidveis para a
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obten¢do da sequéncia especifica referente aos dominios RT/
RNase/H da ORF 3 de badnavirus.

Constatou-se alta incidéncia de badnavirus nos trés bancos
de germoplasma avaliados. Estes resultados corroboram com os
encontrado por Lima et al (22), que observaram 93,7% de incidéncia
de badnavirus ocorrendo em plantios comerciais de inhame na regido
Nordeste do Brasil. Em ambos estudos, a detecg@o e incidéncia foram
obtidas por PCR, técnica, que apesar de ndo ser capaz de discriminar
sequéncias integradas ao genoma da planta das sequéncias epissomais,
ainda ¢ uma ferramenta de uso rotineiro para detec¢ao das espécies
pertencentes ao género Badnavirus. Portanto, deve-se considerar que
a incidéncia pode ser superestimada e ndo sendo condizente com a
realidade. Indexacdes realizadas por PCR, em genotipos de inhame,
pertencentes ao Centre de Coopération Internationale en Recherche

Agronomique Pour le Développement (CIRAD,Franca), evidenciaram
que 81% das amostras analisadas estavam infectadas por badnavirus.
Entretanto, quando as mesmas amostras foram indexadas, via PAS-
ELISA, foi detectada apenas 60% de incidéncia de badnavirus,
demonstrando que a PCR amplificou sequéncias endogenas além das
sequéncias epissomais (23).

Para evitar a deteccdo de sequéncias enddgenas, Silveira et al.
(24) realizaram a indexacdo biologica do Banana streak virus (BSV),
via transmissdo por cochonilha, em acessos de bananeira do banco
de germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Os resultados
demonstraram uma incidéncia de apenas 20%, valor inferior ao obtido,
por PCR, que foi de 87,5%.

Comparacido de sequéncias, e analise filogenética e de
recombinacio

Tabela 2. Lista de espécies de Badnavirus utilizadas para as comparagdes de sequéncias e analise filogenética, com seus respectivos acronimos

e nimeros de acesso no GenBank.

Espécies Acronimo N° de acesso no GenBank
Dioscorea bacilliform sansibarensis virus DBSNV DQ22073
Dioscorea bacilliform alata virus DBALV AMO072673
Dioscorea bacilliform alata virus DBALV AMO072707
Dioscorea bacilliform alata virus DBALV AMS503392
Dioscorea bacilliform virus DBV AM944586
endogenous Dioscorea bacilliform virus eDBV KF829956
endogenous Dioscorea bacilliform virus eDBV KF829978
endogenous Dioscorea bacilliform virus eDBV KF829987
endogenous Dioscorea bacilliform virus eDBV KF829975
Commelina yellow mottle virus CYMV NC001343
Cacao swollen shoot virus CSSV NCO001574
Sugarcane bacilliform IM virus SBIMV NC003031
Banana streak OL virus BSOLV NC003381
Citrus yellow mosaic virus CYMV NC003382
Taro bacilliform virus TBV NC004450
Kalanchoe top-spotting virus KTSV NC004540
Banana streak Mysore virus BSMV NC006955
Banana streak GF virus BSGFV NC007002
Banana streak virus BSV NC007003
Sugarcane bacilliform Mor virus SBMORV NC008017
Dracaena mottle virus DMV NC008034
Bougainvillea spectabilis chlorotic vein-banding virus BSCVBV NCO011592
Pelargonium vein banding virus PVBV NC013262
Sugarcane bacilliform virus SBV NCO013455
Rice tungro bacilliform virus RBTV X57924

Tabela 3. Ocorréncia de Badnavirus em amostras de inhame pertencentes aos bancos de germoplasma analisados.

Banco de germoplasma N° amostras testadas

Amostras PCR positivas

Incidéncia de badnavirus

ESALQ/USP 169
UFV 50
UFRB 16

129 76,3%
34 68%
14 87,5%
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Tabela 4. Acessos e espécies de inhame mantidos nos bancos de
germoplasma utilizados para a detec¢do de badnavirus e analises
filogenéticas.

Acessos Espécie Origem
CA41 Dioscorea alata UFRB*

RX4 Dioscorea alata UFV*

RX2 Dioscorea alata UFV
DC262D Dioscorea cayenensis ESALQ/USP*
DB351 Disocorea bulbifera ESALQ/USP
DB65 Disocorea bulbifera ESALQ/USP
RX1 Dioscorea alata UFV

STIS Dioscorea alata UFV

DC310 Dioscorea cayenensis ESALQ/USP
CARAS Dioscorea alata UFV
DC21C Dioscorea cayenensis ESALQ/USP
DC2940 Dioscorea cayenensis ESALQ/USP
PEZ1 Dioscorea alata UFV

PEZ2 Dioscorea alata UFV

MOES Dioscorea alata UFV
MIMOS5 Dioscorea alata UFV

PEZ3 Dioscorea alata UFV

JAPE4 Dioscorea alata UFV

FLO4 Dioscorea alata UFV

MOE2 Dioscorea alata UFV

DC572 Dioscorea cayenensis ESALQ/USP
DCT3 Dioscorea alata UFV

JAPE2 Dioscorea alata UFV

JAPE3 Dioscorea alata UFV

PEZ4 Dioscorea alata UFV
DC13D Dioscorea cayenensis ESALQ/USP
DC268 Dioscorea cayenensis ESALQ/USP
DC252 Dioscorea cayenensis ESALQ/USP
FLO3 Dioscorea alata UFV

DC85 Dioscorea cayenensis ESALQ/USP
DC201 Dioscorea cayenensis ESALQ/USP
FLO1 Dioscorea alata UFV

DC69 Dioscorea cayenensis ESALQ/USP
DC86 Dioscorea cayenensis ESALQ/USP
DC96 Dioscorea cayenensis ESALQ/USP
DC56C Dioscorea cayenensis ESALQ/USP
DC56 Dioscorea cayenensis ESALQ/USP
DCT1 Dioscorea alata UFV
CARA3 Dioscorea alata UFV

DCT2 Dioscorea alata UFV
DB379B Disocorea bulbifera ESALQ/USP

*ESALQ/USP - Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz/Universidade
de Sdo Paulo; UFV - Universidade Federal de Vigosa; UFRB - Universidade
Federal do Reconcavo Baiano.

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 46, n. 3, p. 242-249, 2020

Analise de comparagdes de sequéncias parecadas revelaram que
cinco sequéncias descritas neste trabalho apresentaram porcentagem
de identidade de nucleotideos variando entre 83-98% com isolados de
Dioscorea bacilliform AL virus (AM503392, AM072707 e AM072673),
enquanto que 36 sequéncias apresentaram identidade nucleotidica entre
89-100% com badnavirus endégenos (EPRVs) ou também chamados
de endogenous Dioscorea bacilliform virus (eDBV), conforme
nomenclatura proposta por Staginnus et al. (26). Destas sequéncias,
34 apresentaram maior porcentagem de identidade nucleotidica com
eDBVs do grupo 9 (KF829987 e KF829975), conforme classificagdo
proposta por Kenyon et al. (15), e com um isolado de Dioscorea
bacilliform virus (DBV — AM944586). No entanto, duas sequéncias,
obtidas no presente estudo, apresentaram identidade de nucleotideos
com eDBVs pertencente ao grupo 12, proposto por Umber (26), cujo
os numeros de acesso sdo KF829956 e KF829978. Foi observado ainda
que a sequéncia DB379B, obtida a partir de amostras de Dioscorea
bulbifera, apresentou identidade de 85% com isolado de Dioscorea
bacilliform sansibarensis virus (DBSNV - DQ822073), descrito em
inhame na Africa (2). Portanto, este ¢ o primeiro relato de DBSNV
no Brasil sendo que, até o momento, somente 0 DBALV havia sido
descrito (22).

As analises filogenéticas revelaram que os 42 isolados de DBSNV,
provenientes dos bancos de germoplasma monitorados, pertenciam
a quatro grupos distintos. No grupo I, 34 isolados obtidos de D.
cayenensis ¢ D. alata, procedentes dos bancos de germoplasma da
ESALQ/USP e UFV, agruparam com badnavirus endégenos eDBV9
(15) e com um isolado de DBV. No grupo II, apenas dois isolados
oriundos da espécie D. bulbifera, obtidos do banco de germoplasma
da ESALQ/USP, agruparam com isolados endégenos eDBV12 (26).
No grupo 111, cinco isolados provenientes de D. alata e D. cayenensis,
mantidos nos trés bancos de germoplasma, agruparam com trés isolados
do DBALY, espécie relatada em inhame no Brasil (27), enquanto que
no grupo I'V um isolado obtido de D. bulbifera, procedente do banco de
germoplasma da ESALQ, agrupou com o DBSNV, espécie, até entdo,
ndo relatada no Brasil.

Diante dos resultados obtidos, foi possivel constatar a presenga
do DBALV e DBSNV nos acessos de inhame mantidos nos distintos
bancos de germoplasma avaliados.

O primeiro relato de DBALV, em inhame, no Brasil, ocorreu nos
estados da Bahia e Pernambuco (27). Posteriormente, um estudo sobre
a variabilidade genética de isolados de badnavirus em Dioscorea spp.,
provenientes de areas produtoras dos estados de Alagoas, Paraiba e
Pernambuco, sugeriram que DBALV ocorria, exclusivamente, em
inhame na regido Nordeste do Brasil (22, 28). Nessa regidao, o DBALV
foi detectado em D. alata e D. cayenensis, encontrando-se amplamente
disseminado devido a constante substitui¢do de material propagativo
(tuberas) e a proximidade entre as areas de cultivo (16). Pesquisas sobre
incidéncia e distribuicdo de virus que infectam inhame em paises da
Africa e Sul do Pacifico revelaram que DBALV também ¢ prevalente
nas areas de plantio comercial de inhame (14, 15, 29, 30).

O isolado DB359, obtido de D. bulbifera, proveniente do banco de
germoplasma da ESALQ/USP, foi identificado como sendo pertencente
a espécie DBSNV. Este virus foi originalmente descrito no Benin,
na Africa, causando sintomas de deformacio e mosaico foliar (2).
Posteriormente, 0 DBSNV também foi relatado em amostras de D.
alata e D. rotundata, provenientes da Nigéria, Gana, Togo e Benin (14).
Diante da amostragem e analises das espécies de inhame mantidas nos
bancos de germoplasma, constatou-se a primeira ocorréncia do DBSNV
no Brasil. Até entdo, haviam somente relatos da ocorréncia do DBALYV,
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Figura 2. Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanca baseada em sequéncias da regiio RT/RNase de isolados de Badnavirus provenientes
de amostras de inhame obtidas durante levantamentos realizados nos bancos de germoplasmas e outras espécies de Badnavirus disponiveis no
GenBank. O Rice tungro bacilliform virus (RTBV), género Tungrovirus, foi utilizado como grupo externo.

em inhame, na Regido Nordeste do Brasil (22, 27, 28). Este, também,
constitui o primeiro relato de DBSNV em D. bulbifera, sugerindo que,
assim como DBALYV, a espécie viral ndo possui hospedeiras especificas
dentro do género Dioscorea.

Apesar do ICTV reconhecer sete espécies de badnavirus capazes
de infectar inhame, estudos baseados em PCR e RCA indicaram
elevada diversidade destes virus na costa sul do Oceano Pacifico,
Africa, sugerindo a ocorréncia de pelo menos 4 outras espécies de
possiveis badnavirus infectando Dioscorea spp. (16, 29). Esta alta
diversidade deve-se, em parte, devido a existéncia de um grande niumero
de espécies de inhame como D. alata, D. cayenensis, D. rotundata,
D. sansibarensis em areas de cultivo no continente africano, ¢ D.
bulbifera, D. dumedorum, D. numularia e D. penthaphylla nas ilhas
do sul do Pacifico (13, 14, 15, 29). Além disso, esta grande diversidade
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também pode refletir a alta variabilidade das espécies de badnavirus
infectando inhame. Por exemplo, a frequéncia de mutacdo estimada
para populacdes de DBALYV, provenientes do Nordeste do Brasil, é
em torno de 10, semelhante aquelas encontradas para outros virus de
DNA e RNA (28).

Os demais isolados analisados durante o levantamento demonstraram
alta identidade com sequéncias de badnavirus endégenos (eDBV), dos
quais 34 isolados agruparam com eDBVs do grupo 9 (15) e com um
isolado de Dioscorea bacilliform virus — DBV, proveniente do Benin
(AM944586), enquanto que dois isolados agruparam com eDBVs
do grupo 12 (26). O isolado de DBV (BN4dr/AM944586), utilizado
durante a realiza¢do do levantamento, foi descrito como sendo uma
possivel nova espécie de badnavirus que infecta inhame em regides da
Africa ocidental (14), que, posteriormente, foi descrito como eDBVs do
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grupo 9, conforme classificagio definida por Kenyon (15). Portanto, de
acordo com Seal et al. (23), para diferenciar se sequéncias como eDBV's
estdo integradas ao genoma do inhame ou presentes como sequéncias
epissomais, testes adicionais como PAS-ELISA, ISEM e Southern
Blotting sdo recomendados para confirmar a sua presenga nos acessos
dos bancos de germoplasma avaliados, e verificar a probabilidade
dessas sequéncias serem ativadas, culminando em possiveis infecgdes.

A presenga de sequéncias virais endogenas (EPRVs) integradas
em genomas de plantas tem sido relatada para uma ampla gama de
familias botéanicas, das quais podem ser citadas: Musaceae, Solanaceae
e Poaceae (11, 31). Porém, para espécies da familia Dioscoreaceae,
relatos destas sequéncias integradas em seu genoma ainda sdo escassos.
As analises de sequéncias de amostras de inhame, provenientes da regido
do sul do Pacifico, indicaram uma possivel presenga de sequéncias de
badnavirus integradas em genomas de inhame (15). Bousalem et al (29)
analisaram 121 sequéncias provenientes de inhame, obtidos de regides
do Caribe, América do Sul e Africa e detectaram a presenca de 12
espécies pertencentes ao género Badnavirus e aventaram a possibilidade
da presenca de EPRVs no genoma da planta. Estudos realizaram
a confirmacdo e caracteriza¢do de sequéncias endogenas (eDBV)
integradas ao genoma de espécies de inhame, pertencentes ao complexo
D. cayenensis-rotundata (2, 26). No entanto, a natureza infecciosa dos
eDBY, relatados para inhame, ainda ndo esté totalmente estabelecida.

Ha poucos relatos de EPRVs capazes de gerar particulas infecciosas,
pois a maioria destas néo ¢ capaz de infectar a hospedeira (11). Hd ainda
relatos de que EPRVs podem conferir vantagens ao seu hospedeiro,
fornecendo resisténcia aos seus virus cognatos (2). A detecgio confiavel
de espécies de badnavirus de inhame representa um desafio, uma vez
que ¢é necessario utilizar ferramentas que possam detectar e diferenciar
as sequéncias epissomais das sequéncias integradas. A técnica de PCR,
bem como a sorologica tém sido amplamente utilizadas para deteccdo
de badnavirus em amostras de inhame (4, 32). Contudo, ndo podem
ser aplicadas para detecgdo de sequéncias endogenas pelo fato de ndo
fornecer uma diferenciacio das sequéncias epissomais e integradas.
Técnicas como PCR-Imunocaptura jd foram relatadas como sendo
capaz de distinguir sequéncias epissomais das EPRVs de BSV,
porém para inhame a utilizagdo desta técnica nao forneceu resultados
confiaveis (2). Uma abordagem alternativa utilizando RCA (Rolling
circle amplification) como método de diferenciacdo de sequéncias
epissomais e integradas de BSV, em cultivares de banana (Musa spp.),
sendo possivel inclusive detectar de maneira diferencial sequéncias
integradas de Sugarcane bacilliform virus (SCBV), em cana de agtcar,
e Cauliflower mosaic virus (CaMV), em nabo, mostrou-se bastante
eficiente (32). Como observado para BSV, esta técnica pode ser utilizada
para detecgao de formas epissomais de badnavirus no inhame.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram a presenga
de DBALV ¢ DBSNV nos bancos de germoplasma avaliados. A
deteccdo de DBALV pode ser explicada pelo fato de que os acessos
de D. alata e D.caynensis, disponiveis nos Bancos de Germoplasma,
foram, em grande parte, oriundos da regido Nordeste, onde altos niveis
de incidéncia de DBALV sao registrados. No entanto, ndo se pode
descartar a hipotese de que DBALV tenha sido incorporado aos Bancos
de Germoplasma por meio da introdugdo de material propagativo, visto
que os acessos sdo mantidos em cultivo protegido.

Embora este seja o primeiro relato de DBSNV infectando inhame
no Brasil, ndo se pode afirmar que sua existéncia no pais seja recente,
uma vez que, até entdo, os estudos de incidéncia de badnavirus que
infectam inhame estavam restritos apenas a regido Nordeste, onde é
relatada prevaléncia do DBALV. Diante dessa constatagao, torna-se de
extrema importancia a continuidade de estudos que possam fornecer

248

informagdes mais precisas sobre a ocorréncia de DBSNV em areas
produtoras do pais, afim de possibilitar o uso de medidas de controle
efetivas visando evitar a dispersdo para areas livres da ocorréncia destas
duas espécies de badnavirus.

Apesar de Bousalem et al. (29) relatarem a detecgdo de um evento
de recombinagéo entre dois isolados de badnavirus, DeBV-B ¢ DeBV-A,
obtidos de D. alata, as analises realizadas ndo detectaram a ocorréncia
de recombinacao, estando esse fato possivelmente relacionado com a
pequena regido gendmica analisada.
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