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ABSTRACT

Figueiredo, D.V.; Meissner Filho, PE.; SilvaNeto S. P; Brioso, PS.T. Detection and analysis of Banana streak virus (BSV) sequences variability
of banana from Brazil. Summa Phytopathologica, v.32, n. 2, p. 118-123, 2006.

PCR assay using degenerate primers, designed to Badnavirus
genus, was used to detect and analyse the variability of BSV strains
sequences from banana. The virus was detected in diploid (AA),
triploids (AAA; AAB) and tetraploids (AAAB) banana cultivars.
Four BSV sequences patterns (BSVBR-1, BSVBR-2, BSVBR-3 and
BSVBR-4 strains) were found, and distinguished by eletrophoresis.
The strain BSVBR-1 was found in the states of Acre, Amazonas,
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Bahia, Ceard, Goids, Minas Gerais, Piaui, Rio de Janeiro, Ronddnia,
Santa Catarinaand Sao Paulo, while BSVBR-2 strain was detected in
the states of Amazonas and Ceara. BSVBR-3 and BSVBR-4 strains
were found only in the state of Ceard. This work demonstrated the
presence of different BSV strainsin Brazil and the existence of health
bananacultivarsaswell ascultivarsfree of BSV integrated sequences.

RESUMO

Figueiredo, D.V.; Meissner Filho, PE.; SilvaNeto, S.P; Brioso, P.S.T. Detecgéo e andlise da variabilidade de sequéncias do Banana streak virus
(BSV) em bananeiras no Brasil. Summa Phytopathologica, v.32, n. 2, p. 118-123, 2006.

A técnica de PCR utilizando-se “primers’ degenerados para o
género Badnavirus foi utilizada para a detecgéo e andlise da
variabilidade de sequiéncias do Banana streak virus (BSV) provenientes
debananeiras. A partir destametodol ogia seqliéncias do virus puderam
ser detectadas em cultivares dipldides (AA), tripl6ides (AAA; AAB)
e tetrapldides (AAAB). Foram encontrados quatro padrdes de
seqiiéncia do BSV (estirpes BSVBR-1, BSVBR-2, BSVBR-3 e
BSVBR-4), diferenciadas através da andlise do perfil eletroforético

dasamostras amplificadas. A estirpe BSVBR-1 preval ece nos estados
do Acre, Amazonas, Bahia, Ceara, Goiés, Minas Gerais, Piaui, Rio de
Janeiro, Ronddnia, Santa Catarina, e S80 Paulo, enquanto que, aestirpe
BSVBR-2 foi encontrada em amostras oriundas do Amazonas e do
Ceard. As estirpes BSVBR-3 e BSVBR-4 foram encontradas apenas
no Ceara. Este trabalho revela a presenca de diferentes estirpes do
BSV no Brasil, bem como a existéncia de cultivares de bananeiras
sadiaselivresde seqiiénciasviraisdo BSV integradas ao seu genoma.

Palavras-chave adicionais: Musa spp., “Polymerase Chain Reaction”, PCR.

A bananeira (Musa spp.) € uma das fruteiras mais cultiva-
das nos paises tropicais e seus frutos representam a quarta
mai simportante mercadoriacomerciaizadano mundo (8). O Brasil
destaca-se como 0 segundo produtor mundial (11).

O Banana streak virus (BSV) tem se tornado um dos mais
importantes virus em bananeiras e platanos por ser distribuido
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em maisde 40 paisesdaAfrica, Asia, Europa, Oceaniae Améri-
cas do Sul e Central (10) e pelo fato de evidénciasindicarem a
integracdo de seqiiéncias do genoma de Musa, causando pro-
blemano intercambio de germoplasma (6, 7, 12).

O Banana streak virus pertence ao género Badnavirus,
estando atualmente classificado nafamiliaCaulimoviridae (14).
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E disseminado na natureza de forma n&o circulativa pelas co-
chonilhas Planococcus citri Russo e Saccharicoccus saccha-
ri Ckll (Hemiptera: Pseudococcidag). As particulas virais sdo
baciliformes, ndo envelopadas, medindo de 120 a 150 nm de
comprimento por 23 a30 nm de diametro, contendo um dsDNA
circular deaproximadamente 7,4 kpb (14).

Asbananeirasinfectadas com o BSV podem apresentar sin-
tomas deriscasfoliares, |esdes foliares cloréticas, mosaico, ma
formagao dos frutos e diminui¢éo do cacho (10). Tais sintomas
podem ser confundidos com aqueles causados pelo Cucumber
mosaic virus (CMV), e aparecem esporadicamente, podendo
estarem ausentes por muitos meses (9).

Segundo Lockhart & Olszewski (9), os principais métodos
disponiveis paraaindexagéo devirusem bananeirase em pléata-
nos sdo a inspecdo visual, baseada na observagdo de sinto-
mas; detecgdo por microscopia eletronica das particulas virais
em extratos; indexagdo biol 6gica; deteccdo do dsRNA viral por
eletroforese e métodos sorol 6gicos. Entretanto, tais metodolo-
gias podem levar aresultados fal sos negativos quando aplica-
das nadetecgéo do BSV. Além disto, 0 BSV apresentaum alto
grau de heterogenei dade gendmica e sorol 6gica entre seus iso-
lados (9). Tal heterogenei dade impde uma séria restri¢cdo quan-
to autilizago de técnicas sorol 6gicas e molecul ares para a sua
deteccdo em germoplasma de Musa.

No mundo, o BSV foi descrito infectando bananeiras dos
grupos AA, AB, AAA, AAB, AABB e AAAB. No Brasil, o
BSV sofoi relatado nas cultivares Mysore e Pacovan (AAB) g,
até o momento, nenhumatécnicamolecular de diagndstico tem
sido empregada para a detecgéo e controle deste virus no terri-
tério naciona (2, 10). Em vista disso, este trabalho teve por
objetivo detectar e analisar a variabilidade de seqiiéncias do
BSV amplificadas por PCR, provenientes de onze estados bra-
sileiros.

MATERIAL E METODOS

Coletadeamostras

Amostras foliares de bananeira de diferentes cultivares,
oriundas do campo e de cultura de tecido, com ou sem sinto-
mas, foram col etadas em diferentes localidades dos estados do
Acre, Amazonas, Bahia, Cearg, Goiés, Minas Gerais, Piaui, Rio
de Janeiro, Rondénia, Santa Catarinae Sao Paulo, sendo acon-
dicionadas em sacos pléasticos, etiquetadas e mantidas a tem-
peratura de -20 °C até uso.

Como controle positivo foi utilizado um isolado do BSV
oriundo de folhas infectadas de bananeira ‘Mysore', proveni-
ente de Piracicaba (SP), em infec¢do mista com o Cucumber
mosaic virus (2).

Extracdodo DNA total debananera

Na purificacdo do DNA total das amostras coletadas foi
utilizado o produto DNAZzol (Life Technologiesdo Brasil Ltda),
eametodologiado processo foi realizada conforme arecomen-
dacdo do fabricante. Na quantificacdo do DNA total extraido
foi adotado o coeficiente de densidade ética (DO), onde 1 DO
corresponde a 50 pg DNA/ml a0 comprimento de onda de 260
nm (13). O produto extraido foi visualizado através de el etrof o-
rese, avoltagem constante de 80 volts por 30 minutos, atempe-
raturaambiente, em gel de agarose a1 % (p/v) contendo brome-
todeetidio (5 pg/ml).
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TestedePCR

Para a reacdo de PCR foram adicionados em um tubo de
polipropileno (0,2 ml) 5 ul de tamp&o 10X PCR daenzimaTaq
DNA polimerase, 3 ul damisturadedNTP (2,5 mM dATP+ 2,5
mM dCTP+2,5mM dGTP+2,5mM dTTP), 50 pmolesdo oligo-
nucleotideo “BADNA 2" (1) e 50 pmoles do oligonucleotideo
“MYS3" (1), 2 ul deMgCl2 50 mM, 1.25 U DNA polimerase
(Tag DNA pol, Life Technologies do Brasil Ltda), 100 ng de
DNA e &guadestilada estéril para50 ul devolumefinal. O tubo
foi colocado no termociclador programéavel PTC-200 (MJRese-
arch), realizando umcicloinicial de 94 °C/5 minutos, 42 °C/2
minutos, 72 °C/3 minutos; 25 ciclosde 94 °C/1 minuto, 42 °C/2
minutos, 72 °C/3 minutose, um ciclo final de 94 °C/1 minuto, 42
°C/2 minutos, 72 °C/10 minutos.

Osprodutosamplificadosforam visualizados através de el e-
troforese em gel de agarosea 1,0 % (p/v), contendo brometo de
etideo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No levantamento nacional parcial foram col etadas 95 amos-
tras foliares de bananeiras, com ou sem sintomas de infec¢cdo
viral (Tabela 1). De todas as amostras analisadas foi possivel
extrair o DNA tota apartir dasfolhas de bananeira, sendo estes
visualizados em gel de agarose 1% (p/v), corado com brometo
de etidio. Este DNA foi utilizado para as reagfes de PCR.

Das 95 amostras coletadas, 59 foram positivas no teste de
PCR (Tabela 1). Entretanto, apenas 35 apresentavam sintomas
foliaresdeinfeccdo pelo BSV naépocadacoleta(Tabelal). Os
dados apresentados demonstraram que a auséncia de sintomas
nao se correlaciona, por vezes, com os resultados obtidos na
reacdo de PCR. Isto pode ser explicado devido a esporadicida-
de dos sintomas causados pelo BSV, sendo algumasvezes mais
pronunciados durante a estagdo friado ano (4). Além disso, 0s
sintomas causados pelo CMV sdo muito semelhantes aqueles
causadospelo BSV (9).

As amostras positivas provenientes do Acre, do Amazo-
nas, da Bahia, do Ceara, (‘Prata An& e ‘Magd'), de Goias, do
Piaui, do Rio de Janeiro de Rondbnia e de Sdo Paulo que foram
amplificadas utilizando os*“ primers’ degenerados (BADNA 2e
MY S3'), mostraram um padréo de amplificacdo contendo frag-
mentos de aproximadamente 750 pb (FiguralA). O mesmo pa
drdo foi obtido apartir do controle positivo (FiguralA). Entre-
tanto, trés amostras tetrapl 6ides, oriundas do Ceard e uma tri-
pl6ide do Amazonas (Tabela 1) apresentaram produtos amplifi-
cados com padrfes distintos daqueles observados nas demais
amostras (Figura1B).

A partir do perfil eletroforético dos produtos amplificados
observou-se a presenca de, pelo menos, quatro padres de
seqliéncias amplificadas para 0 BSV no territorio nacional, e
desta forma correspondentes a quatro estirpes do virus. Estas
estirpesforam denominadasdeBSV-BR1, deBSV-BR2, deBSV -
BR3edeBSV-BR4 (FiguralB).

A estirpe BSV-BRL foi encontrada nas amostras do Acre,
Amazonas, Bahia, Ceard (‘' PrataAnd e‘Magd'), Goiés, Minas
Gerais, Piaui, Rio de Janeiro, Rondéniae Sao Paulo. A BSV-BR2
foi detectada em amostras provenientes do Amazonas (‘ Prata
Zulu') eCeara (‘ Pacovan Apodi’). JABSV-BR3eBSV-BR4 fo-
ram encontradas somente nas amostras provenientes do Ceara,
nascultivaresFHIA-21 e PV-03-44, respectivamente.

119



Tabela 1. Presenca do Banana streak virus (BSV) confirmada por PCR, em diferentes cultivares de bananeiras, provenientes de diferentes
localidadesdo Brasil.

Estado n° de amostras Grupo Genbmico Cultivar PCR* Sintomas*
Acre 01 AAAB FHIA-21 + +
02 AAA Caipira + +
03 AAA Caipira - -
01 AAB Thap Maeo + +
Amazonas 01 Prata Zulu + +
03 AAB FHIA-21 + +
02 AAAB PV-53 + +
02 AAB PV-85 + +
01 AAB PV-142 - -
01 AAB PV-4285 - -
AAAB
01 AA Khai Nai On + +
01 AA Madu - -
08 AAA Caipira + 05+/03-
01 AAA Caipira - -
01 AAA Dois Cachos - -
Bahia 03 AAB Mysore + +
01 AAB Mysore - -
02 AAB Thap Maeo + 01+/01-
01 AAB Thap Maeo - -
01 AAB Figue Pome Naine - -
01 AABB FHIA 03 - -
01 AAA Grand Naine - -
01 AAB Maci - -
01 AAB Maca + -
05 AAB Mysore - -
Ceara 05 AAB Pacovan - -
01 AAAB Pacovan Apodi + +
01 AAB Prata Ana + +
01 AAB Prata Ana - -
01 AAAB FHIA-21 + -
01 AAAB FHIA-21 - -
01 AAAB Pioneira - -
01 AAAB PV-03-44 + -
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Estado n° de amostras Grupo Gendmico Cultivar PCR* Sintomas*
01 AAA Caipira + -
01 AAA Grand Naine + -
01 AAA Nanicéo + -
01 AAB Marmelo + -
Goiés 01 AAB Prata Ana + -
01 AAB Terrinha + -
01 AAAB FHIA-21 + -
01 AAAB FHIA-18 + -
01 AAAB Pioneira + -
Minas 01 AAB Mysore + +
Gerais 01 AAB Prata Ana - -
Piaui 05 AAB Pacovan + +
02 AAB Mysore + -
01 AAB Mysore - -
Riode 02 AAB Prata - -
Janeiro 01 AAB Prata + -
03 AAB Prata Ana + +
Rondénia 01 ABB Prata Zulu + -
02 AAA Nanica + 01+/01-
02 AAA Nanica - -
01 AAB Maca + -
01 AAB Pacovan + -
Santa 01 AAB Prata Ana + -
Catarina 01 AAAB Catarina - -
01 AAAB FHIA-18 - -
01 AAAB SH 3640 - -
S0 Paulo 01 AAB Mysore ** + +

* Amostras seguidas de + indicam presenca confirmada do BSV por PCR e presenca de sintomas, enquanto seguidas de — negativa para o

BSV e ausénciade sintomas.

** Amostra utilizada como controle positivo
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio de fragmentos do genoma do Banana streak virus (BSV)
amplificados com “primers’ degenerados, a partir de amostras foliares de bananeira: A. ‘Mysore' - S8o Paulo (1); ‘Mysore’ - Bahia (2 e 3). B.
‘Mysore’ - Sdo Paulo (4); Prata Ana - Ceara (5); ‘PV-03-44' - Ceara (6); ‘ Pacovan Apodi’ - Ceara (7); ‘FHIA-21'- Ceara (8); (L) Marcador de
massa molecular 1 kb DNA “Ladder” (Life Technologies do Brasil Ltda); Controle negativo sem DNA (CN); Bananeira‘Mysore’ sadia (MS).

A andlise destes resultados demonstra que os padroes €le-
troforéticos do BSV nas amostras da Bahia sdo similares aque-
les do Acre, Goiés, Minas Gerais, Piaui, Santa Catarina, Sao
Paulo, Rio de Janeiro e Rondbnia, o que reforcaaidéiade que
as cultivares de bananeiras infectadas com 0 BSV nesses esta-
dos tém, possivelmente, a mesma origem. Contudo, pode-se
inferir que os estados do Amazonas e do Ceara tenham recebi-
do cultivares de bananeiras de outras localidades.

Relatos recentes vém demonstrando que, quando alguma
Musa spp. (bananeiras ou platanos) é propagada por culturade
tecido, as plantas resultantes podem desenvolver infeccbes
comoBSV (7, 12). O seqiienciamento e clonagem do DNA ge-
ndmico da cultivar de pldtano Obino I’ Ewai revelou umainter-
face entre as seqiiéncias do BSV e Musa, e um complexo BSV
integrante denominado EPRV (“Endogenous pararetrovirus
sequences’) (7). A comparacéo entre o DNA do virion presente
em infecgdes naturais e o DNA “episomal” de infecges asso-
ciadas a cultura de tecidos de diferentes Musa spp. revelou que
ambosforam altamente similares, se ndo idénticos (12). Relatos
adicionais demonstram que as seqiiéncias capazes de originar
infecc8o episomal estéo integradas somente no genoma B e
gue sequiéncias integradas no genoma A aparentemente ndo se
expressam (5).

Estes trabal hos sugerem que todas as bananeiras hibridas,
portadoras do genoma B, estariam potencialmente infectadas
como BSV, equeaunicamaneirade diagnosticar apresencado
BSV eminfeccéo episomal, ou sgja, detectar apresencade viri-
ons que poderiam ocasionar sintomas, seria através de PCR de
imunocaptura. Entretanto, tais trabalhos ndo levam em consi-
derac@o a grande variago antigénica existente entre os isola-
dos do BSV. A mesma variagdo que levou os pesquisadores
Lockhart & Olszewski (9) aafirmarem quetécnicas sorol dgicas
seriam ineficientes no diagnéstico do BSV podendo revelar re-
sultados falsos negativos. Além do mais, estes trabalhos néo
se baseiam em grandes amostragens de diferentes localidades,
pararea mente poderem afirmar que todas as bananeiras porta-
doras do genomaB apresentam EPRVs.

Em nossos resultados encontramos 36 amostras de diferen-
tes localidades que apresentaram resultado PCR negativo, sen-
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do um consideravel nimero destas bananeiras hibridas, tripl 6i-
des e tetrapl6ides (Tabela 1). Este resultado sugere que ainte-
gracdo das EPRV s no genomade Musa, provavelmente, ndo se
deu em momentosiniciais da histéria evolutiva da plantae que
ha possibilidade de que matrizes livres de BSV ainda sgjam
encontradas.

Neste trabalho, o DNA utilizado foi extraido diretamente
das folhas das bananeiras, dispensando etapas de purificacdo
ou semi-purificagdo viral. Tal procedimento garante um diag-
néstico mais preciso de seqiiéncias do BSV, pois deste modo
sequéncias integradas no genoma de Musa e procedentes de
infeccdo “episoma” ou natural, poderdo ser detectadas. Po-
rém, apresenta a desvantagem de néo se poder distinguir entre
0 que é originario do virion ou de seqiiéncias integradas. Os
“primers’ utilizados para a reagdo sdo degenerados, ou sgja,
desenhados a partir de sequiéncias consenso conservadas para
0 género Badnavirus, o que sobrepfe os problemas associa-
dos a variabilidade genémica encontrada entre os isolados do
BSV ().

No Brasil, até entdo, 0 BSV s6 havia sido detectado em
bananeiras do grupo gendmico AAB (‘Mysore' e ‘Pacovan’)
(2, 3). Nos resultados obtidos detectou-se, molecularmente,
seqliéncias do BSV pelaprimeiravez no pais nos grupos geno-
micosAA,AAA,ABB eAAAB (Tabelal). Isto demonstraque
0 virus e/ou sequiéncias do BSV podem estar amplamente dis-
tribuidos no territdrio nacional devido ao modo de propagacéo
da bananeira. No entanto, a auséncia do virus em diferentes
amostras, indica que existe a possibilidade de se obter mudas
livres de virus desde que se intensifique um programa de certi-
ficag@o de mudas de bananeira.

Assim, a metodol ogia empregada neste trabalho se mostra
uma poderosaferramenta, que podera ser utilizada paragarantir
0 movimento seguro de germoplasma e diagnosticar a presenca
em potencia do BSV em bananeiras oriundas de campo ou de
cultura de tecidos. Esta medida poderia contribuir para o au-
mento do plantio de mudas sadias e, conseqlientemente, parao
aumento da producdo, atendendo tanto ao mercado interno
quanto ao externo.
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