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RESUMO

Santos, N. M. Indexacao de bananeira para o Cucumber mosaic virus e
Banana streak virus

A bananeira (Musa spp.) é cultivada na maioria dos paises tropicais e
subtropicais. No entanto, durante sua producédo pode ser afetada por condi¢bes
ambientais adversas, pragas e doencas de acordo com a variedade plantada. Os
virus estdo entre os principais problemas fitossanitarios que limitam a producéo
da banana em varias regides do mundo, tornando-se ultimamente o principal
entrave para a livre movimentacdo internacional de germoplasma desta espécie.
A dificuldade de deteccao, identificacdo e posterior erradicacdo das viroses,
tornam o principio da prevencao da doenca, através da exclusédo, extremamente
importante. Dentre as viroses que ja foram relatadas em bananeiras
mundialmente, apenas o Cucumber mosaic virus e Banana streak virus ocorrem
no Brasil. O objetivo deste trabalho foi indexar o matrizeiro de bananeira,
localizado no campo experimental da Embrapa Mandioca e Fruticultura, para o
CMV e BSV, bem como avaliar a eficiéncia de alguns métodos em uso na
Embrapa para esta finalidade. Para isto foram utilizadas as seguintes técnicas:
sintomatologia apresentada, indexacao biolégica, DAS-ELISA, RT-PCR e PCR.
Nenhuma das matrizes apresentaram sintomas semelhantes aos causados pelo
CMV. A indexacdo para o CMV por DAS-ELISA permitiu confirmar a auséncia
deste virus nas amostras analisadas. Ajustou-se um protocolo para a extracao de
RNA total de qualidade de bananeira. As reacdes de RT-PCR para o CMV foram
ajustadas. No levantamento visual detectou-se quatro matrizes com sintomas
semelhantes aos causados pelo BSV. A indexacao utilizando teste biologico para
o0 BSV indicou a presenca de cinco matrizes infectadas. Avaliou-se nove
combinacBes de primers degenerados para o BSV, sendo que, apenas trés
amplificaram fragmentos especificos e nos tamanhos esperados. Os resultados
obtidos permitiram uma avaliacdo dos métodos de indexacdo para CMV e BSV

usados pela Embrapa Mandioca e Fruticultura em bananeira.

Palavras-chave: Musa spp., deteccdo, CMV, BSV.



ABSTRACT

Santos, N. M. Indexing banana to Cucumber mosaic virus and Banana streak
vVirus

The banana (Musa spp.) is cultivated in most tropical and subtropical countries.
However, during its production can be affected by adverse environmental
conditions, pests and diseases, according to the variety planted. Viruses are
among the main problems that limit plant banana production in various regions of
the world, ultimately becoming the main obstacle to the free international
movement of germplasm of this species. The difficulty of detection, identification
and eradication of viruses, make the principle of prevention of disease through the
exclusion extremely important. Among the viruses that have been reported only in
worldwide banana Cucumber mosaic virus and Banana streak virus occurring in
Brazil. The objective of this study was to index the banana matrices, located in the
experimental field of Embrapa Cassava and Fruits, CMV and BSV, and assess the
efficiency of some methods in use for this purpose at Embrapa. For this we used
the following techniques: symptomatology presented, biological indexing, the DAS-
ELISA, PCR and RT-PCR. None of the matrices showed symptoms similar to
those caused by CMV. Indexing for CMV by DAS-ELISA confirmed the absence of
virus in the samples analyzed. It set a protocol for the extraction of quality total
RNA from banana. The reactions of RT-PCR for CMV were adjusted. In the visual
survey detected five plants arrays with symptoms similar to those caused by BSV.
We evaluated nine combinations of degenerate primers for BSV, and that only
three amplified specific fragments with expected sizes. The results allowed an
evaluation of methods for CMV and BSV indexing used by Embrapa Cassava and

Fruits in banana.

Keywords: Musa spp., detection, CMV, BSV.



INTRODUCAO

A maioria das cultivares de bananeira (Musa spp.) originou-se do
Sudoeste Asiético, ainda que haja outros centros de origem secundarios, como
Africa Oriental e ilhas do Pacifico, além de um importante centro de diversidade
na Africa Ocidental (CASTRO et al., 2008).

A banana é uma das frutas mais importantes do mundo, tanto no que se
refere a producdo quanto a comercializagdo. Para muitos paises, além de ser
um alimento complementar da dieta da populagéo, apresenta grande relevancia
social e econbmica, servindo como fonte de renda para muitas familias de
agricultores, gerando postos de trabalho, no campo e na cidade, e contribuindo
para o desenvolvimento das regides envolvidas em sua producdo. Em muitos
paises, a banana é um importante produto de exportacdo (FIORAVANCO,
2003), ja no Brasil a maior parte de sua producdo € destinada ao mercado
interno.

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization) em 2008 o Brasil
ocupou o quarto lugar na producdo mundial de banana, com 8% do volume
total produzido, numa area de 6.998.150 hectares. Neste mesmo ano a india foi
0 maior produtor seguido pelas Filipinas e China. J4 no ano de 2009 o Brasil
produziu 7.193.189 toneladas de banana, o que significa um aumento medio de
3% na sua producdo em relacdo ao ano anterior.

A bananeira esta entre as culturas de maior importancia econémica para
0S paises tropicais e subtropicais. Pertence a familia das Musaceas, é cultivada
em todos os estados brasileiros principalmente em Sdo Paulo, Bahia, Santa
Catarina, Minas Gerais e Para (Tabela 1). Entretanto, certos fatores climaticos,
como a temperatura e o regime de chuvas, impdem limites a cultura,
favorecendo, por isso, sua concentracdo em alguns estados brasileiros
(BORGES et al., 2006).

De acordo com o levantamento estatistico da producdo agricola do
Brasil feito pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2010
a area plantada com bananeira foi de 521.853 hectares. A bananeira
diferencia-se das demais espécies de plantas frutiferas, pois apresenta um

fluxo continuo de producdo a partir do primeiro ano de cultivo, atraindo os



produtores, que obtém o retorno do capital investido rapidamente (BOAS et al.,
2002).

Tabela 1. Principais Estados produtores de banana no Brasil em 2010.

Estados Producdo em toneladas
Séao Paulo 1.271.500
Bahia 1.079.050
Santa Catarina 672.892
Minas Gerais 654.444
Para 514.922
Outros 2.810.876

Fonte: IBGE- Consultado em 22/06/2011.

Entre os maiores problemas do cultivo de banana no Brasil, esté a falta
de cultivares, com porte adequado e resisténcia as principais pragas e
doencas, e 0 manejo inadequado do sistema solo-agua-planta. A bananeira é
atacada por fungos, virus, bactérias e nematoides, ocasionando uma série de
doencas que prejudicam substancialmente a produtividade. As principais
doencas que acometem as bananeiras sdo: o mal-do-Panama, cujo agente
causal € o Fusarium oxysporum f. sp. cubense, a Sigatoka-amarela, causada
por Mycosphaerella musicola, o Moko ou murcha bacteriana da bananeira
causada por R. solanacearum, e Sigatoka-negra, causada por Mycosphaerella
fijiensis (CORDEIRO et al., 2005).

Todavia as viroses merecem atencdo especial, uma vez que 0s virus
podem ser transmitidos por insetos vetores e pelas mudas, que sé&o
propagadas de forma vegetativa, 0 que representa uma ameaca a producao,
tanto nas areas onde um virus € endémico, quanto naquelas livres de virus,
mas que recebem mudas provenientes de diferentes regides (SHARMAN et al.,
2000).

O virus do mosaico do pepino (Cucumber mosaic virus, CMV) apresenta
uma distribuicdo mundial. O CMV pertence ao género Cucumovirus, familia
Bromoviridae. E transmitido de forma n&o-circulativa por mais de 60 espécies
de afideos, sendo importantes para a bananeira as espécies Aphis gossypii, A.
craccivora, Myzus persicae (RAMIREZ & RIVERA, 1994; NIBLLETT et al.,
1994), Rhopalosiphum spp. (LOCKHART & JONES, 2000) e por inoculacéo
mecanica. Os sintomas do CMV em bananeira variam de ligeiras estrias

amarelas sobre folhas velhas, até severa necrose interna do pseudocaule,



nanismo e morte das plantas (BELALCAZAR CARVAJAL, 1991; NIBLETT et
al., 1994).

O virus das estrias-das-bananeiras (Banana streak virus, BSV) ja esta
presente em bananais da Asia, Austrdlia e América Latina. No Brasil sua
ocorréncia foi descrita pela primeira vez em associagdo com o CMV (BRIOSO
et al., 2000). O BSV pertence ao género Badnavirus, estando atualmente
classificado na familia Caulimoviridae. E disseminado na natureza de forma
nao circulativa pelas cochonilhas Planococcus citri e Saccharicoccus sacchari
(Hemiptera: Pseudococcidae) (VAN REGENMORTEL, 2000). As bananeiras
infectadas com o BSV podem apresentar sintomas de riscas foliares, lesbes
foliares cloréticas, mosaico, ma formacdo dos frutos e diminuicdo do cacho
(MEISSNER FILHO et al., 2000).

Este trabalho visou indexar o matrizeiro de bananeira, localizado no
campo experimental da Embrapa Mandioca e Fruticultura, para o Cucumber
mosaic virus e Banana streak virus, bem como avaliar a eficiéncia de alguns

métodos diagndsticos em uso na Embrapa para esta finalidade.
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A cultura da bananeira e suas viroses




RESUMO

Santos, N. M. A cultura da bananeira e suas viroses

Foi realizada uma revisdo de literatura sobre a cultura da bananeira e seus
problemas fitossanitarios. A seguir enfocou-se as principais viroses ja
identificadas mundialmente e as detectadas no Brasil. Inicialmente foram
descritas as principais caracteristicas do género Musa, bem como sua histoéria
e evolucdo, aspectos sécio-econdmicos e morfologia inerentes a cultura da
bananeira. Entdo descreveu-e as principais caracteristicas das variedades de
bananeiras que estavam presentes no matrizeiro. As viroses causadas pelo
Cucumber mosaic virus (CMV) e Banana streak virus (BSV) foram detalhadas,
no que se refere as caracteristicas do seu genoma, etiologia da doenca, formas
de transmissao, culturas hospedeiras e sua distribuicdo no territorio brasileiro.
Além disso, foram descritos os métodos mais utilizados de indexacdo para

viroses, justificando a necessidade de realizacéo de trabalhos nessa dire¢ao.

Palavras-chave: Cucumovirus, clorose infecciosa, Badnavirus, estrias-da-

bananeira.



ABSTRACT

Santos, N. M. The banana plantations and their viruses

A review of literature on the culture of the banana plant and its problems. The
following are the main focused on already identified viruses detected worldwide
and in Brazil. Initially, we described the main characteristics of the genus Musa,
as well as its history and evolution, socio-economic and morphology inherent in
banana plantations. And then described the main characteristics of banana
varieties that were present in greenhouse. Virus diseases caused by Cucumber
mosaic virus (CMV) and Banana streak virus (BSV) were detailed, as regards
the characteristics of your genome, disease etiology, modes of transmission,
distribution and host crops in Brazil. In addition, we describe the most used
methods of indexing for viruses, justifying the need for undertaking work in this
direction.

Keywords: Cucumovirus, infectious chlorosis, Badnavirus, stretch-the-banana.



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 GENERO MUSA

Bananeira é a denominacdo genérica para diversas espécies
pertencentes ao género Musa, dentro da familia Musaceae. A grande maioria
das plantas cultivadas para fins alimentares integra a secdo Eumusa (SEBRAE,
2008). As cultivares encontradas atualmente sdo um resultado do cruzamento
das espécies dipléides selvagens Musa acuminata e Musa balbisiana e
posterior selegéo.

As bananeiras produtoras de frutos comestiveis sdo plantas da classe
das Monocotileddneas, ordem Scitaminales, familia Musaceae, onde se
encontram as subfamilias Heliconioideae, Strelitzioideae e Musoideae. Esta
Gltima inclui, além do género Ensete, o género Musa, constituido por quatro
séries ou secdes: Australimusa, Callimusa, Rhodochlamys e (Eu-)Musa
(SIMMONDS, 1973).

Dentro do género Musa existem no minimo duas espécies, M. ingens
(2n=14) e M. beccarii (2n=18), que ndo sao classificaveis nestas secbes. A
separacao entre (Eu-) Musa e Rhodochlamys é artificial e ndo reflete bem os
graus de isolamento reprodutivo (SHEPHERD, 1990). A secéo (Eu-) Musa é a
mais importante, pois, além de ser formada pelo maior nimero de espécies do
género, apresenta ampla distribuicdo geografica e abrange as espécies de
bananas comestiveis (ALVES, 1999).

A classificacdo proposta por Cheesman (1948) citado por DANTAS &
SOARES FILHO (2000) para o género Musa, aceita atualmente em todo o
mundo, baseia-se no numero basico de cromossomos dividindo as espécies
em dois grupos: as espécies com n = 10 cromossomos; e as com n = 11
cromossomos que integram as secdes Rhodochlamys e (EU-)Musa,
respectivamente. Atualmente a maioria das variedades de importancia
econbmica sdo hibridos resultantes de cruzamentos de M. acuminata e M.

balbisiana.



1.2 HISTORIA E EVOLUCAO

N&o se pode indicar com exatiddo a origem da bananeira, pois ela se
perde na mitologia grega e indiana. Admite-se que ela seja originaria do
Oriente, sul da China ou Indochina. Ha referéncias da sua presenca na india,
Maldsia ou Filipinas, onde tem sido cultivada h& mais de 4.000 anos
(MOREIRA, 1987).

A Africa Ocidental recebeu suas primeiras mudas cultivadas ha mais de
trés mil anos, apesar de ainda nao haver consenso com relagdo aos
responsaveis por este transporte. Na Europa, permaneceu razoavelmente
desconhecida até o século X. Relatos sobre a fruta na literatura greco-romana
sédo esparsos. As navegacOes portuguesas e espanholas no século XV foram
as responsaveis pela rapida disseminacdo da bananeira na Ameérica, onde
encontrou condi¢cdes climaticas notaveis para seu desenvolvimento (ALVES,
1999).

No Brasil, o cultivo se espalhou rapidamente por entre as comunidades
indigenas. Em pouco tempo, passou a ser parte integrante de um numero
significativo de pratos tradicionais. Também se mostrou excelente matéria-
prima para a producéo de artefatos de uso diario, como cestos e balaios. Os
métodos de preparo do material foram gradualmente desenvolvidos e passados
de geracdo em geracao, sendo utilizados até hoje na elaboracdo de pecas de
artesanato (ALVES, 1999).

Na evolucdo das bananeiras comestiveis participaram principalmente as
espécies dipléides selvagens M. acuminata e M. balbisiana, de modo que cada
cultivar pode conter combinacdes variadas de genoma completo dessas
espécies. Esses genomas sao denominados pelas letras A (M. acuminata) e B
(M. balbisiana), cujas combinac¢des resultam grupos dipléides (AA, BB e AB),
triploides (AAA, AAB e ABB) e tetraploides (AAAA, AAAB, AABB, ABBB)
(ALVES, 1999) (Figura 1).



M. acuminata (AA) M. balbisiana (BB)
Musa spp.
Partenocarpia
. o AA — AB
Cultivares diploides Hibridacdo
Fertilizacao de sacos Polen A Polen B
embrionicos nao reduzidos

Cultivares triploides

Fertilizacdo de sacos
ewbrionicos nao reduzidos

, AAA+A AAB+A AAB+B  ABB+B
Cultivares tetraploides =AAAA =AAAB =AABB  =ABBB

Figura 1. Evolucédo das cultivares de bananas comestiveis (ALVES, 1999).

Apesar de ndo ser nativa do Brasil, o cultivo da bananeira no pais se
espalhou de tal maneira que hoje se destaca como a fruta mais consumida
pelos brasileiros. Assume importancia essencialmente como alimento de
consumo interno, onde participa da dieta alimentar de todas as classes sociais
e faixas de idade, sendo consumida, em especial, sob a forma in natura, ou na

forma de doces e passas, além de assada, frita e cozida.

1.3 ASPECTOS SOCIO-ECONOMICOS

No Brasil, além dos gendtipos do subgrupo Cavendish, diversas
variedades regionais sdo consideradas de interesse comercial, levando-se em
conta a preferéncia do consumidor. Nas ultimas décadas, tem sido crescente a
ampliacdo da area plantada com a bananeira cultivar Pacovan (Musa sp. AAB,
subgrupo Prata), a qual ocupa uma expressiva fatia do mercado Nordestino,
parte desta antes ocupada pela bananeira ‘Prata’ (Musa sp. AAB), variedade
semelhante, mas menos produtiva que cultivar Pacovan (NOBREGA, 2006).

Segundo Manica (1998) a banana tem um grande aproveitamento, pois

o fruto ainda verde é utilizado para fazer farinha de banana, tortas forrageiras



10

ou consumido depois de cozidos. Na industria, a banana é utlizada para o
preparo de puré de banana acidificado, néctar de banana, banana-passa,
banana aromatizada, banana cristalizada, banana em calda, bananada ou doce
de massa de banana, esséncias, vinho, vinagre, geléia e aguardente. A banana
€ fruta de alto valor nutritivo, muito rica em acglcar e sais minerais,
principalmente calcio, fésforo e ferro, e vitaminas A, B1, B2 e C. Facil de digerir
pode ser dada as criancas a partir dos seis meses de idade. Como quase ndo
tem gordura, é indicada nas dietas baixas em colesterol. Pode ser consumida
ao natural, como sobremesa, ou ser usada nos mais variados tipos de prato:
salada de frutas, bolos, tortas, vitaminas, sorvetes, mingaus, recheios de aves
e carnes, farofas, musses e sanduiches.

Embora seja uma das principais frutas brasileiras exportadas, a banana
esta longe de liderar as exportacbes para 0s paises mais desenvolvidos, que
possuem 0s mercados mais exigentes do mundo. O produto nacional, de modo
geral, ndo atende as exigéncias dos mercados europeus e norte-americanos,
principalmente em relacdo as qualidades organolépticas da banana. A
ocorréncia de escurecimento da casca da banana, em funcdo das baixas
temperaturas nos estados do Sudeste e Sul, limita a producdo de banana
nestas regides, onde se encontra maior tecnologia na producdo de banana
(MATTHIESEN & BOTEON, ano néo publicado).

Para exportacdo as areas potenciais para a producdo estdo nos vales
dos grandes rios do Nordeste, pois além do clima ideal, apesar dos ventos
fortes, a maior proximidade dos mercados importadores é um fator decisivo.
Entretanto, a regido ainda nao possui tecnologias de producado, pos-colheita,
comercializacdo e transporte ideais para o mercado internacional de banana.
Uma excecao € a regido do Vale do Rio Acu no Rio Grande do Norte, onde se
encontra um polo producdo de banana de altissima qualidade para esses
mercados, comandado pela multinacional Del Monte (MATTHIESEN &
BOTEON, ano néo publicado).

Embora exista um namero expressivo de cultivares de banana no Brasil,
guando se considera aspectos como preferéncia dos consumidores,
produtividade, tolerancia a pragas e doencas, resisténcia a seca, porte e
resisténcia ao frio, restam poucas com potencial para serem usadas

comercialmente. Os cultivares mais difundidos no Brasil sdo: Prata, Pacovan,
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Prata Ana, Maca, Mysore, Terra e d’Angola, do grupo AAB, e Nanica, Nanicao
e Grande Naine, do grupo AAA, utilizados principalmente na exportacdo. Os
cultivares Prata e Pacovan séo responsaveis por aproximadamente 60% da
area cultivada do Brasil (ALVES, 1999).

No Brasil, segundo ao GCEA/IBGE (2010) a regido Nordeste ocupou o
primeiro lugar na producéo, seguidos pela regido Sudeste e Sul (Tabela 2).
Estas Ultimas regides possuem maior nivel tecnoldgico e produtores mais
organizados, além de estarem mais préximas dos paises do extremo sul da
América, desta forma podem torna-se exportadores. Nessas regides, as
variedades tipo Cavendish (Nanica e Nanicdo) sdo as mais predominantes,
seguidas da cultivar Prata (CORDEIRO, 2000).

Tabela 2. Producéo brasileira de banana por regiéo fisiografica em 2010

Regido Producdo em toneladas
Norte 781.310
Nordeste 2.671.374
Sudeste 2.261.470
Sul 1.031.666
Centro-oeste 257.864
Total 7.003.684

Fonte: IBGE - Consultado em 22/06/2011.

Dado o seu enorme potencial, a bananicultura € motivo de interesse
cada vez maior da parte dos pesquisadores e produtores do mundo inteiro. O
uso da propagacao vegetativa a partir de mudas provenientes de brotos laterais
de plantas adultas gera um baixo nimero e desuniformidade na producédo de
mudas para plantios de grandes areas, podendo também constituir um
mecanismo de disseminacdo de pragas e doencas como o mal-do-Panama,
broca, nematoides, virus, moko e podriddo mole. Atualmente a producdo em
larga escala de mudas de bananeira tem sido realizada em laboratério
utilizando a técnica de micropropagacdo a partir de apices caulinares e/ou
gemas lateral, onde é possivel multiplicar cultivares promissores, bem como a
conservacao in vitro e intercambio de germoplasma (SANTOS-SEREJO et al.,
2009).

Ocorreram muitos avancos no conhecimento sobre a diversidade de

viroses da bananeira, sobre a sua biologia molecular, assim como o
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desenvolvimento de métodos para sua deteccdo, especialmente na ultima
década. O numero de viroses relatadas em bananeiras aumentou de cinco em
1996 (DIEKMANN & PUTTER, 1996) a pelo menos 12 em 2007 (Tabela 3)
(GEERING, 2009).

Tabela 3. Espécies de virus que ja foram relatadas em bananeira

Espécies Género Familia Abreviatura  Referéncias

Abacé bunchy top virus ~ Badnavirus Nanoviridae ABTV Sharman et al.
(2008)

Banana bunchy top  Badnavirus Nanoviridae BBTV Burns et al.

virus (1995)

Banana bract mosaic Potyvirus Potyviridae BBrMmV Bateson & Dale

virus (1995)

Banana mild mosaic Néo Flexiviridae BanMMV  Gambley &

virus identificado Thomas (2001)

Banana streak  Badnavirus Caulimoviridae BSV-Cav Geering et al.

Cavendish virus (2000)

Banana streak GF  Badnavirus Caulimoviridae BSGFV Geering et al.

virus (2000)

Banana streak OL virus ~ Badnavirus Caulimoviridae BSOLV Harper & Hu
(1998)

Banana streak Mysore  Badnavirus Caulimoviridae BSMyV Geering et al.

virus (2005b)

Banana streak Vietnam  Badnavirus Caulimoviridae BSV-VN Lheureux et al.

virus (2007)

Banana virus X N&o Flexiviridae BVX Teycheney et al.

identificado (2005)

Cucumber mosaic virus ~ Cucumovirus Bromoviridae CMV Lockhart &
Jones (2000)

Sugarcane mosaic Potyvirus Potyviridae SCMV Gambley et al.

virus (2004)

Fonte: Geering (2009).

1.4 MORFOLOGIA

A bananeira € uma planta herbacea, caracterizada pela exuberancia de
suas formas e dimensfes das folhas. Possui tronco curto e subterraneo,
denominado de rizoma, que constitui um 6rgao de reserva, onde se inserem as
raizes adventicias e fibrosas. O pseudocaule, resultante da unido das bainhas
foliares termina com uma copa de folhas longas e largas, com nervura central
desenvolvida. Do centro da copa emerge a inflorescéncia com bractea de
coloracdo normalmente roxo-avermelhada, em cujas axilas nascem as flores.

Cada grupo de flores reunidas forma uma penca (mao) com um ndmero
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variavel de frutos (dedos), originados por partenocarpia (Figura 2) (DANTAS et

al., 1999).
' Engago \

Réquis >
feminino

Folhas

Réaquis
masculino J

Bainha foliar Cacho

Pseudocaule

Raizes

Figura 2. Estrutura e partes da bananeira (SOFFNER, 2001).

Os frutos inicialmente s&do verdes, tonando-se amarelos com a
maturacao, posteriormente comecam a escurecer e nesse estadio diz-se que a
planta morreu. Entretanto, durante o desenvolvimento ha formacéo de rebentos
(filhos), que surgem na base da planta, possibilitando a constante renovacéo e
a vida permanente dos bananais (DANTAS et al. 1999).

As raizes da bananeira sao inicialmente fasciculadas, brancas e tenras,
e a medida que envelhecem vao se tornando amareladas e endurecidas,
apresentando-se suberosas quando maduras. De comprimento variavel, podem
atingir de 5 a 10 m, dependendo do gendtipo e das condicBes edaficas. Em
geral, 70% das raizes sdo encontradas a uma profundidade de até 20 cm. O
rizoma € definido morfologicamente como um caule horizontal que desenvolve
folhnas na parte superior e raizes adventicias na parte inferior. Um rizoma €&
constituido de duas zonas: o cortex que desempenha um papel de protecéo, e
o cilindro central, de onde o sistema radicular e a parte aérea originam-se.

Cortando um rizoma longitudinalmente, observa-se a gema apical de
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crescimento localizada no centro de uma regidao de formato conico,
denominada colo da bananeira (LIMA et al., 2003).

O pseudocaule, estrutura constituida pelas bainhas das folhas da
bananeira, corresponde ao que € normalmente denominado caule ou tronco da
bananeira. A folha da bananeira constitui-se de bainha foliar, pseudopeciolo,
nervura central e limbo foliar. As bainhas das folhas da bananeira se fixam no
rizoma de forma concéntrica, gerando arcos cujas extremidades ndo se tocam
e determinando o aparecimento de um ponto em que se observa um pequeno
conjunto de células denominado gema lateral de brotagdo. A gema apical sofre
sucessivas biparticoes, dando origem a uma folha com gema lateral de
brotacdo. A bananeira, assim, apresenta tantas gemas laterais quantas forem
as folhas geradas. A producdo de folhas de uma bananeira compreende o
periodo que se estende do plantio ao florescimento, momento a partir do qual o
processo cessa. As partes do cacho sdo o pedunculo (engago), a raque, a
inflorescéncia feminina, a inflorescéncia hermafrodita e a inflorescéncia
masculina (LIMA et al., 2003).

Os frutos da bananeira se originam das flores localizadas na
inflorescéncia feminina. Existe uma grande variagdo no tamanho, namero e
formato dos frutos que dependem da cultivar e das condi¢cbes de vegetacao da
planta. Os frutos podem ser eretos a curvos, atingirem comprimento de até 50
cm e diametro até proximo a 10 cm. A casca apresenta coloracdo que vai do
creme-palha a quase preta, passando por verde-clara, amarela e avermelhada
(MOREIRA, 1987). O coracdo da bananeira é a estrutura que compreende a

inflorescéncia masculina (LIMA et al., 2003).

1.5 CARACTERISTICAS DAS CULTIVARES A SEREM INDEXADAS

O programa de melhoramento genético da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical, em parceria ou ndo com outras instituicbes, tem nos
ultimos anos, recomendado cultivares que possam atender as exigéncias do
mercado consumidor, as condicbes ambientais em que serdo cultivadas, bem
como o destino da producdo (industria ou consumo in natura). A seguir s&o

apresentadas caracteristicas de cultivares de grande interesse comercia que
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foram selecionadas pelo CNPMF e serdo indexadas para o Cucumber mosaic
virus e Banana estreak virus.

A cultivar Caipira € uma variedade tripldide com genoma AAA, cujo
nome original é Yangambi Km 5, oriunda da Africa Ocidental, introduzida no
Brasil pela Embrapa Mandioca e Fruticultura. Ela € uma planta rudstica, com
pseudocaule verde-amarelo-palido, com manchas escuras proximas a roseta
foliar. As folhas sdo eretas e estreitas, com margens dos peciolos
avermelhados. O cacho € cilindrico. A raquis masculina é desprovida de
bracteas. Os frutos sdo curtos e grossos, possui sabor levemente adocicado,
podendo ser consumida in natura ou processada artesanal e industrialmente na
forma de farinha e doces. Suas principais caracteristicas agronémicas sao
adequadas para o estado do Amazonas. E uma cultivar conhecida
internacionalmente pelas suas caracteristicas de resisténcia aos principais
problemas fitossanitarios da cultura (GASPAROTTO et al.,, 1999). Segundo
Oliveira & Silva et al. (2008) esta cultivar destaca-se pelo vigor vegetativo,
sendo resistente a Sigatoka-negra, Sigatoka-amarela e ao mal-do-Panama.

A Nam (Prata Baby) é uma cultivar tripléide com genoma AAA de porte
médio a alto, introduzida da Tailandia, resistente a Sigatoka-amarela e ao mal-
do-Panama. Depois de avaliada em diversos locais, foi recomendada em Santa
Catarina com o nome de Prata Baby. No mercado seus frutos atingem preco
superior ao da Prata-Ana (OLIVEIRA & SILVA et al., 2008).

A cultivar Grande Naine, pertencente ao grupo genémico AAA, é uma
variedade tipo Cavendish, mutante de Nanica, de alta produtividade, suscetivel
as sigatokas amarela e negra e resistente ao mal-do-Panama. E a cultivar mais
usada na Martinica. Apresenta altura que varia entre 2,0 e 3,0 m. Comparada a
cultivar Nanica possui roseta foliar ndo tdo compacta. Mas de cor idéntica a do
pseudocaule, peciolo e limbo. A parte superior da planta (bainha e peciolo) é
marcadamente cerosa. A cor do peciolo e da nervura central varia entre verde-
claro e amarelo-palido-esverdeado (DONATO et al., 2006).

A cultivar Thap Maeo é um tripléide de genoma AAB, que apresenta porte alto,
alta rusticidade, resisténcia as sigatokas negra e amarela e ao mal-do-Panama.
Sob condicdes de solo de boa fertilidade, apresenta produtividade média de até
35 t/ha™ (OLIVEIRA & SILVA et al., 2008). Em solos de baixa fertilidade na

regido amazobnica, tem apresentado um bom grau de rusticidade e
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produtividade na faixa de 25 t/ha™. E uma variante da Mysore, selecionada na
Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas - BA, cujas plantas
encontram-se livres do virus das estrias da bananeira (BSV), apresenta
pseudocaule menos manchado, mais vigor e cachos maiores (GASPAROTTO
et al., 1999).

A Pacovan é resultante de uma mutacdo da Prata, pertencente ao grupo
AAB e é mais produtiva e vigorosa do que esta cultivar. Tem porte alto,
superior ao da Prata. O pseudocaule é verde claro, com poucas manchas
escuras. O cacho é pouco cbnico, coracdo médio e frutos grandes, com quinas
proeminentes mesmo quando maduros, apices em forma de gargalo e sabor
azedo-doce, mais acido do que a prata. A cultivar é suscetivel as Sigatokas
amarela e negra e ao mal-do-Panama, todavia apresenta boa tolerancia a
broca-do-rizoma e aos nematdides. Também tem boa aceitacdo pelos
consumidores (http://minhasfrutas.blogspot.com. Acesso em: 23 mar. 2011).
Segundo Silva et al. (1999) apresenta um bom potencial de produtividade sob
irrigacdo, podendo atingir 35/40 t/ha/ciclo em cultivos bem conduzidos.
Apresenta também bom vigor, ndo sendo necessario o escoramento.

Prata And é uma cultivar do grupo AAB, variedade tipo Prata,
identificada em Cricima, Santa Catarina, ocupa a maior area cultivada entre
as regides sudoeste da Bahia e Norte de Minas Gerais, com frutos bem aceitos
no mercado interno, porte baixo a médio e baixa produtividade (DONATO et al.,
2008). A Prata Ana também € conhecida como Prata-rio, Enxerto ou Prata-de-
Santa-Catarina. Possui pseudocaule muito vigoroso de cor verde-clara,
brilhante, com poucas manchas escuras préximo a roseta foliar. O porte é
médio a alto, cacho conico, raquis com bracteas persistentes, coracdo grande e
frutos pequenos, com quinas, apices em forma de gargalo e sabor acre-doce
(azedo-doce). A cultivar € suscetivel as sigatokas amarela e negra e ao mal-do-
Panama4, todavia apresenta boa tolerancia a broca-do-rizoma e aos nematoides
(http://minhasfrutas.blogspot.com. Acesso em: 23 mar. 2011). Apresentam
frutos que atendem a preferéncia do mercado brasileiro, sendo umas das
cultivares mais plantada principalmente nas areas de melhor nivel técnico,
sendo predominante nos perimetros irrigados (CORDEIRO & MOREIRA,
2006).



17

FHIA-02 é um tetrapldide com genoma AAAA, introduzida de Honduras,
pertencente ao subgrupo Cavendish (Williams x SH33-93), porte baixo, ciclo
vegetativo variando de 320 a 350 dias, bom perfilhamento e com cachos que
podem atingir até 60 kg com mais de 10 pencas. Possui resisténcia as
sigatokas negra e amarela, sendo suscetivel ao mal-do-Panama. (DONATO et
al., 2006).

A cultivar Calypso, pertencente ao grupo gendmico AAAA é um hibrido
de Gros Michel, originario da Jamaica, com porte médio, com resisténcia a
Sigatoka-negra e ao mal-do-Panama (LIMA et al., 2005).

As variedades Maravilha e Prata Grauda sao hibridos tetrapléides
(AAAB) de Prata And obtidas na Federacion Hondurefia de Investigacion
Agricola (FHIA), em Hoduras. A cultivar de bananeira Prata Grauda (SH3640)
apresenta porte médio a alto. Foi introduzida no Brasil na década de 90, pela
Embrapa Mandioca e Fruticultura. Seus frutos possuem tamanho superior aos
da 'Prata-And&’, apresentam polpa de coloracdo creme com sabor e aroma
semelhantes aos dessa cultivar. Produz aproximadamente 30% a mais que a
Prata Ana. Apresenta resisténcia ao mal-do-Panama, porém €& suscetivel as
sigatokas amarela e negra. Ja a variedade Maravilha (FHIA 01) foi avaliada em
varios locais e selecionada pela Embrapa Mandioca e Fruticultura para a regido
de Rio Branco (AC). Os frutos sdo mais acidos e a producdo sdo maiores que
os da Prata Ana. Apresenta resisténcia a Sigatokas-negra e ao mal-do-Panama
e moderada suscetibilidade a Sigatoka-amarela (OLIVEIRA & SILVA et al.,
2008).

As cultivares Pacovan Ken, Japira, Vitoria e Preciosa (PV42-85) séo
hibridos tetrapléides com genoma AAAB resultantes do cruzamento da cultivar
Pacovan (AAB), com o hibrido dipléide M53 (AA), desenvolvidas pela Embrapa
Mandioca e Fruticultura. Estas cultivares apresentam numero e tamanho de
frutos e produtividade superiores além de possuirem frutos mais doces que o0s
da Pacovan. As cultivares sao resistentes a Sigatoka-amarela, Sigatoka-negra
e ao mal-do-Panama. A depender do local, as cultivares apresentam
comportamentos distintos, o que levou a sua selecdo em regides diferentes
(OLIVEIRA & SILVA et al., 2008). O nome Ken é uma homenagem ao seu
criador, Dr. Kenneth Shepherd.

A variedade Tropical € um hibrido tetrapléide com genoma AAAB, de
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porte médio a alto, resultante do cruzamento da cultivar Yangambi n°® 2 com um
hibrido dipléide, desenvolvido pela Embrapa Mandioca e Fruticultura. Os frutos
sdo semelhantes aos da cultivar Macga. A Tropical, além de resistente a
Sigatoka-amarela, € também tolerante ao mal-do-Panama. As caracteristicas
organolépticas dessa variedade sdo diferentes entre as regides, sendo que no
Norte de Minas é bastante semelhante a cultivar Macé (BORGES et al. 2006).

A variedade Caprichosa, (BRS Caprichosa ou PC42-01) é um hibrido
tetrapléide com genoma AAAB, obtida pela Embrapa Mandioca e Fruticultura,
resultante do cruzamento entre Prata Comum (AAB) x dipléide M53 (AA)
lancada em 2004 e possui porte alto. Os frutos tém sabor adocicado com
acidez semelhante aos da cultivar Prata Comum. A planta apresenta resisténcia
as sigatokas amarela e negra e ao mal-do-Panama (OLIVEIRA & SILVA et al.,
2008).

A variedade Garantida (BRS Garantida) € um hibrido tetraploide com
genoma AAAB, obtida pela Embrapa Mandioca e Fruticultura resultante do
cruzamento entre Prata S&o Tomé (AAB) x dipléide M53 (AA). Possui porte alto.
Seus frutos e producéo séao superiores aos das cultivares Prata Sdo Tomé e
Prata Comum. Apresenta resisténcia as sigatokas amarela e negra e ao mal-
do-Panama (OLIVEIRA & SILVA et al., 2008).

Em 2008, a Embrapa Tabuleiros Costeiros em parceria com a Embrapa
Mandioca e Fruticultura, lancou a cultivar Princesa. Ela € um hibrido tetrapléide
com genoma AAAB resultante do cruzamento da cultivar Yangambi n°2 com o
dipléide M53. A cultivar foi avaliada em Propria (SE) e em Cruz das Almas (BA).
Essa cultivar atinge uma produtividade em torno de 15 a 20 t/ha e apresenta
porte menor que o da Maca. Possui a vantagem de ser tolerante ao mal-do-
Panama, além de ser resistente a Sigatoka-negra. A cultivar vem atender a
demanda por frutos do tipo Maca, em escassez devido a sua suscetibilidade ao
mal-do-Panama (OLIVEIRA & SILVA et al., 2008).

O PA 42-44 €& um hibrido tetraploide com genoma AAAB, tipo Prata,
(Prata And x M53), resistente a sigatokas amarela e negra (BORGES et al.
2006). Foi desenvolvido pela Embrapa por meio do programa de melhoramento
genético de bananeira no Brasil (DONATO et al., 2006). Apresenta bom
perfilhamento, porte médio e caracteristicas tanto de desenvolvimento quanto

de rendimento idénticas 4s da Prata Ana. Sua produtividade média é de 20
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t/ha/ano. Sob condi¢cbes de solo de boa fertilidade, apresenta rendimento
médio de até 40 t /ha/ano. Difere da Prata Ana por ser resistente a Sigatoka-
amarela e ao mal-do-Panama (SILVA et al., 2008).

O FHIA 21 é um hibrido tetraploide AAAB, tipo Terra obtido em
Honduras. Apresenta pseudocaule verde com manchas arroxeadas, porte
médio a alto, cachos cilindricos, frutos quase eretos, com pedicelo grosso,
quinas bem definidas, com casca verde claro quando verde e amarelo claro
guando maduro e cora¢do que vai reduzindo de tamanho a medida que os
frutos se desenvolvem. Os frutos apresentam polpa tipicamente rosada e
menos firme que das outras cultivares do subgrupo Terra. A cultivar é
resistente as sigatokas amarela e negra e ao mal-do-Panama sendo muito
suscetivel a broca (http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br. Acesso em:
23 mar. 2011).

A cultivar FHIA-18, tetrapldide AAAB, introduzida de Honduras, produz
frutos tipo Prata. Apresenta porte médio, ciclo vegetativo de 353 dias, bom
perfilhamento, os cachos podem atingir até 40 kg, com mais de 10 pencas. E
resistente a Sigatoka-negra, moderadamente resistente a Sigatoka-amarela e

suscetivel ao moko e ao mal-do-panama (FRANCELLI, 2003).

1.6 VIROSES E A INDEXACAO DE PLANTAS

As viroses constituem um grupo importante de pragas de plantas, sendo
causadores de doencas extremamente danosas para a agricultura. Até o
momento, somente o Banana streak virus e o Cucumber mosaic virus foram
registrados em bananeiras cultivadas no Brasil (FIGUEIREDO & BRIOSO,
2007; COLARICCIO et al., 2006). Entretanto todo cuidado deve ser tomado
guanto as outras viroses que afetam a bananeira no mundo, tendo em vista o
grande fluxo de mudas importadas que tem ocorrido no Brasil, oriundas de
laboratérios localizados na Africa, Europa, Asia e América Central, regides
onde outras viroses foram relatadas em bananeiras (FIGUEIREDO et al., 2003;
MARINHO & BATISTA, 2005).

A dificuldade de deteccao, identificacdo e posterior erradicacdo destes

virus, tornam o principio da prevencdo da doenca, através da exclusdo da
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praga, extremamente importante. Entre os doze virus ja relatados em
bananeiras os mais difundidos s&o: o Banana bunch top virus (BBTV), o
Banana streak virus (BSV), o Banana bract mosaic virus (BBrMV), o Banana
mild mosaic virus (BanMMV) e o Cucumber mosaic virus (CMV) (ATKINSON et
al., 2003).

Dentre os virus de bananeira exoticos para o Brasil, encontram-se o
BBTV, familia Circoviridae, género Nanavirus, praga de quarentena Al para o
Brasil (MAPA, Instrugdo Normativa SDA N° 38, 14 de outubro 1999), que
ocorre em varios paises da Asia, Africa, Oceania e Havai, transmitido de forma
persistente pelo afideo Pentalonia nigronervosa Coquerel, e o BBrMV, familia
Potyviridae, género Potyvirus, que, ndo ocorre no Brasil e nao esta
regulamentado como praga de quarentena (MARINHO & BATISTA, 2005).

O BanMMV (THOMAS et al., 2000; GAMBLEY & THOMAS, 2001),
familia Flexiviridae, tem se mostrado difundido entre germoplasma de Musa e
plantanos, assim como tem sido observado em bananas da Africa, América,
sudeste da Asia, e Australia (LOCKHART, 1995; THOMAS et al., 2000).

As viroses sdo geralmente gerenciadas por medidas de controle
integrado, incluindo plantio de mudas sadias produzidas em viveiros, e
adotando-se medidas para prevenir sua reinfeccao pela eliminacdo de fontes
de in6culo e controle de vetores.

Alguns grupos tém procurado desenvolver bananeiras transgénicas
para resisténcia a virus. Eles sdo a Universidade de Tecnologia de Queensland
(QUT) visando resisténcia a BBTV e ao BBrMV, a Universidade de Hawaii (UH)
buscando resisténcia ao BBTV e o John Innes Institute (JIC) que desenvolve
plantas resistentes ao BSV. O primeiro exemplo de resisténcia a virus pelo uso
de plantas transgénicas publicado em 1986 (ABEL et al., 1986, citado por
ATKINSON et al., 2003) foi a producdo de fumo com resisténcia ao virus do

mosaico do fumo pelo uso da capa protéica.
1.6.1 Cucumber mosaic virus
O CMV causa a doenca conhecida como clorose infecciosa, que foi

descrita pela primeira vez na Australia por Magee em 1930 (CORDEIRO et al.,

2004). Desde entdo, ela tornou-se largamente disseminada pelo mundo, e
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atualmente considera-se que ocorra em todas as regides onde se cultiva
banana. E um dos virus mais comuns na natureza (FIGUEIREDO & BRIOSO,
2007). No Brasil, a ocorréncia do CMV em bananeira foi relatada nos estados
de Pernambuco (MEDEIROS, 1963), Rio de Janeiro (RIBEIRO et al., 1975),
Ceard (LIMA & GONCALVES, 1988), Minas Gerais (MACIEL-ZAMBOLIM et al.,
1994), Sdo Paulo (COLARICCIO et al., 1996) e Para (TRINDADE et al., 1998).

O Cucumber mosaic virus possui particulas isométricas com 28 a 30 nm
de didmetro, é um virus de RNA fita simples, senso positivo com genoma
tripartido (PALUKAITIS et al., 1992) pertence ao género Cucumovirus, familia
Bromoviridae (FAUQUET et al., 2005).

As estirpes do CMV foram divididas nos subgrupos | e Il, com base
em dados sorolégicos, mapeamento de peptideos da capa protéica (CP), e
hibridizacdo de acido nucléico (EDWARDS & GONSALVES, 1983; OWEN &
PALUKAITIS, 1988; WAHYUNI et al.,, 1992). A analise filogenética do CMV
usando o gene da capa protéica e a sequéncia da regido nao traduzida na
extremidade 5 confirmou o agrupamento e também levou a subdivisdo do
subgrupo | em IA e IB (ROOSSINCK et al., 1999), e a subdivisdo entre os
subgrupos IA e IB foi relatada (CHEN et al., 2007).

A andlise em gel de eletroforese de RNA isolados de virions de CMV
levaram a identificacdo de trés grandes RNAs gendmicos (1, 2 e 3) e um
pequeno RNA subgenémico, o RNA 4 (PEDEN & SYMONS, 1973; HABILI &
FRANCKI, 1974). RNA 4 é derivado do RNA 3.

O CMV nao é considerado um virus quarentenario, pois encontra-se
disseminado mundialmente. Entretanto a introducdo de novas estirpes em
determinados ambientes deve ser evitada sob pena de ocorréncia de danos
severos, em caso de introducdo de estirpes mais virulentas (BOUHIDA &
LOCKHART, 1990).

O CMV possui cinco Open reading frames (ORFs) (Figura 3). A ORFs 1a
e 2a, codificada no RNA 1 e 2, respectivamente, sdo 0S componentes virais
relacionados com a replicacdo. A ORF 2b, um gene que se sobrepde a ORF
2a, é expressa a partir de um RNA subgendmico, RNA 4A, codificando uma
proteina de 15 KDa (DING et al., 1994) e também codifica um gene supressor
de silenciamento pés transcricional (BRIGNETI et al., 1998). O RNA 3 codifica

a proteina 3a, a proteina de circulacdo viral e da capa protéica, expressa a
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partir de RNA 4 subgendmico (EDWARDSON-CHRISTIE, 1991; PALUKAITIS
etal., 1992; ROOSSINCK, 2001).

1a ORF
(111 K)

5'CAP 7o RNA1
" ' — 3357 nt
2a ORF
5'CAP 0719 OH RNA2
- 3 0OH

- 3050 nt

2b ORF

(11K) RNA 4A

5' CAP 30H
- 689 nt

3a ORF CP ORF
30 K 24 K
SCAR puey - vom RNA3
2216 nt
CP ORF
(4K)

5' CAP you RNA4

— 1031 nt

Figura 3. Organizagdo do genoma de CMV. Numero de nucleotideos (nt) e tamanho
das proteinas estdo em preto. K = kilodalton (ROOSSINCK, 2002).

Algumas estirpes de CMV contém um RNA satélite, conhecido por
CARNA 5 (WOOD & COUTTS, 1975; LOT & KAPER, 1976; HANADA &
TOCHIHARA, 1980; GAFNY et al., 1996). O Cucumber mosaic virus satélite
RNA, um dos mais estudados, geralmente atenua os sintomas da infeccao pelo
CMV (ZERMINI JR. et al., 2006). A presenca de CARNA 5 é geralmente
associada a baixas concentra¢des do virus em plantas infectadas e diminui a
sua eficiéncia de transmissdo. Em bananeiras infectadas com CMV este RNA
satélite pode atenuar ou exacerbar os sintomas (KAPER & TOUSIGNANT,
1977; GAFNY et al., 1996.; ESCRIU et al., 2000).

Os principais vetores do CMV sdo os pulgdes Aphis gossypii, Myzus
persicae e Rhopalosiphum spp. (LOCKHART & JONES, 2000) que transmitem
o virus de forma nao persistente. O CMV tem a gama mais ampla de
hospedeiros de qualquer virus conhecido, infectando mais de 1.000 espécies
de plantas, incluindo monocotiledéneas e dicotiledéneas, plantas herbaceas,
arbustos e arvores (EDWARDSON & CHRISTIE, 1991). Numerosas estirpes de
CMV foram caracterizadas e podem ser encontradas em todas as partes do
mundo. Assim, o CMV pode ser considerado um virus cosmopolita e com
versatilidade para se adaptar a novos hospedeiros e ambientes (ROOSSINCK,
2002).
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Em hortalicas, na maioria das vezes, a transmissdo do CMV
isoladamente é mais eficiente do que em mistura com outros virus, tanto
através de aquisi¢do simultdnea como sequencial (PINTO, 2004). A trapoeraba
(Commelina sp.) é hospedeira do CMV (BOARI et al., 2000) e pode constituir
fonte de in6culo do mesmo patégeno em pomares.

O CMV é considerado como uma virose de importancia econémica em
aipo, cucurbitaceas, alface, pimenta, tomate, varias leguminosas, plantas
ornamentais e banana. Desta forma, faz-se necessario um controle das
culturas préximas ao bananal, além do controle também dos vetores através de
monitoramento, eliminacdo de hospedeiros ou através de controle bioldgico.
Esta virose aparece como uma das mais importantes em culturas anuais da
Argentina, Leste da China, Croacia, Franca, Egito, Grécia, Israel, Italia, Japéo,
Portugal, Espanha e algumas regides dos Estados Unidos (GALLITELLI, 2000).

Algumas estirpes de CMV nao séo transmissiveis ou séo transmitidas de
forma ineficiente por pulgbes. Essas diferengas na transmissibilidade séo,
provavelmente, ndo so atribuiveis a variagcbes na composicao de aminoacidos
do capsideo do virus, mas também devido a segmentos especificos do
genoma cuja estrutura pode afetar a interacdo proteina/proteina ou
RNA/proteina (GALLITELLI, 2000).

Os sintomas da infeccdo pelo CMV incluem a producédo de estrias
amarelas ou esverdeadas entre as nervuras, que pode ser confundida com
deficiéncia de zinco, e a formacdo de mosaico nas folhas, ocorrendo o
enrolamento dos seus bordos. Em periodos frios com temperaturas abaixo de
24°C, pode ocorrer a necrose das folhas centrais e do centro do pseudocaule e
até morte de plantas. As plantas infectadas podem nao produzir frutos ou eles
apresentarem manchas ou anéis necréticos. As plantas severamente afetadas
produzem cachos ou frutos mal formados, pouco desenvolvidos e com
maturacdo irregular. Em algumas bananeiras os sintomas podem ser
suprimidos por temperaturas elevadas (PEREIRA et al., 1999; PLOETZ, 1994,
citado por MEISSNER FILHO, 2009).

Infeccdo pelo CMV em Musa pode ser detectada por ELISA (Enzyme
linked immunosorbent assay), utilizando anticorpos mono ou policlonais, ou por
testes de transcricdo reversa seguidos da reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR) (DIEKMANN & PUTTER, 1996) e pela leitura de sintomas.
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No controle integrado do CMV, recomenda-se o plantio no campo de
mudas de cultura de tecidos com tamanho em torno de um metro, uma vez que
mudas pequenas e novas sdo muito atrativas para os pulgbes (JONES &
ISKRA, 1993), 0 uso de plastico brilhante para repelir pulgdes, controlar ervas
daninhas, evitar plantio de mudas de bananeira proximas a hortalicas e outras
culturas hospedeiros do virus, bem como a remocdo precoce de plantas
infectadas (GRAVENA, 2003).

Para outras culturas ja foram produzidas plantas transgénicas com
resisténcia ao CMV pela proteina da capa protéica, o que até 0 momento ndo
foi feito para bananeira (ATKINSON et al., 2003).

1.6.2 Banana streak virus

O Banana streak virus (BSV), familia Caulimoviridae, género Badnavirus,
€ 0 agente causal da doenca conhecida como estrias-da-bananeira (KIMATI et
al., 2005). Atualmente, séo reconhecidas pelo ICTV (International Committee
on Taxonomy of Viruses) trés espécies do BSV: o Banana streak Mysore virus,
0 Banana streak OL virus e o Banana streak GF virus (ICTVdB, 2011).

O BSV apresenta particulas baciliformes com largura de 30 nm e
comprimento que varia de 120 a 150 nm (HULL et al., 2005). Possui genoma
composto de DNA circular de fita dupla com tamanho aproximado de 7,4 kb e
trés ORFs (Open reading frames) (Figura 4). As ORF | e Il potencialmente
codificam duas pequenas proteinas (22,8 kDa e 14,5 kDa, respectivamente) de
funcdes desconhecidas. A ORF Ill codifica uma poliproteina de 208 kDa
consistindo numa provavel proteina de movimento célula a célula, proteina
capsidial, protease aspartica e uma replicase viral, a qual possui funcdes de
transcriptase reversa e ribonuclease H. Acredita-se que esta poliproteina apés
a sua traducéo é clivada em suas unidades funcionais pela protease aspartica
(HARPER & HULL, 1998).

Estudos recentes revelaram que sequéncias virais podem ocorrer
dispersas no genoma de plantas, originarias de uma infec¢éo viral anterior que
se fixou na linhagem parental (GAYRAL & ISKRA-CARUANA, 2009). O

genoma do BSV possui habilidade de se integrar ao genoma da bananeira
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ORF1
ORF2

ORF3

Figura 4. Organizacdo do genoma do BSV. O circulo completo representa o genoma
de DNA de fita dupla. Em preto s&o indicadas as sequéncias conservadas de Badnavirus. As
posi¢cBes das trés ORFs de BSV séo dadas por setas cheias (HARPER et al., 2004).

(LOCKHART & JONES, 2000). A insercao e presenca do BSV (genoma
completo) no genoma B (Musa balbisiana), ja foi comprovada (PLOETZ et al.,
2003), porém o mecanismo desta integracdo ainda € desconhecido, visto que
nenhum fitovirus descrito até agora exige um passo de integragcdo como parte
de sua replicagdo (STAGINNUS & RICHERT-POGGELER, 2006).

NDOWORA et al. (1999), comprovaram a presenca, ho genoma da
bananeira, de EPRV (endogenous pararetroviral sequences) que Ss&o
sequéncias virais integradas ao genoma de plantas. Para 0 genoma da
bananeira, ja foram descritos dois tipos de EPRV relacionados ao BSV: um tipo
gue contém o genoma completo do virus e que pode originar particulas virais e
causar infeccdo epissomal; e outro tipo com sequéncias incompletas do BSV,
nao relacionadas a manifestacdo da doenca (JAUFEERALLY-FAKIM et al.,
2006). A hipdétese de que a propagacdo Iin vitro pode atuar como
desencadeadora da infeccdo a partir das EPRV ganhou forca com estudos
realizados por DALLOT et al. (2001) e COTE et al. (2010), ainda que 0s
mecanismos para que tal evento ocorra nao sejam entendidos.

Acredita-se que o BSV esteja distribuido mundialmente em Musa spp.
(LOCKHART & OLSZEWSKI, 1993), e até recentemente ndo era considerado
um problema sério para a cultura da banana. O primeiro registro da doenca foi
na Costa do Marfim em 1966 (LASSOUDIERE, 1974), mas o agente causal
desta virose nao foi isolado até 1986 (LOCKHART 1986). Posteriormente o
BSV foi detectado na Nigéria, Tanzania, Madagascar, Brasil, india, Austria,
Guadalupe e Cuba (ARIAS et al., 2002).
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Desde entdo, a doenca foi e continua sendo registrada em muitos paises
(JONES & LOCKHART, 1993; DIEKMANN & PUTTER, 1996;
TUSHMEREIRWE et al., 1996; LOCKHART & JONES 2000). O virus causa
uma extensa gama de sintomas e danos com consequéncias que variam de
moderado a severo. Em Uganda, foi registrada uma epidemia séria do virus em
1996, com algumas plantacdes que continham 100% de plantas infectadas
(TUSHMEREIRWE et al., 1996). Quando associado a virus de particula
filamentosa, provavelmente o BanMMV, os danos apareceram de forma mais
severa.

No Brasil, 0 BSV foi primeiramente descrito em bananeiras por Brioso et
al. (2000) e posteriormente, por Marinho & Batista (2005), em mudas de
bananeira provenientes de cultura de meristemas, importadas da Costa Rica.
Foi relatado também em varias cultivares de bananeiras (pertencentes a
diferentes grupos genémicos AA, AAA, AAB, ABB, AAAB, AABB) em infecgdes
simples ou em associacdo com o CMV, em amostras provenientes da Bahia,
Ceard, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Santa Catarina e
Séo Paulo (BRIOSO, 2004).

Mesmo que inicialmente ndo tenha sido considerado economicamente
importante, nos ultimos anos o BSV tem despertado preocupacéo devido ao
aumento de relatos de infeccdo nas cultivares de bananeira e hibridos
micropropagados (LE PROVOST et al., 2006). Gendtipos resultantes de
cruzamentos entre M. acuminata e M. balbisiana, incluindo uma variedade de
novos hibridos mostraram a tendéncia de produzir propagulos infectados pelo
BSV, mesmo utilizando-se plantas assintomaticas em cultura de tecidos
(DALLOT et al., 2001).

No mundo, o BSV foi descrito infectando bananeiras dos grupos AA, AB,
AAA, AAB, AABB e AAAB. No Brasil foram relatadas quatro estirpes de BSV e
este infecta principalmente, a variedade Mysore (AAB) (CORDEIRO & MATOS,
2003). O virus nao é transmitido de forma mecanica. Para Lockhart (1995), a
nao transmissdo mecanica do BSV pode ser atribuida aos altos niveis de
compostos fendlicos e latex presente em Musa. Ele € transmitido
principalmente por mudas infectadas e, de forma semi persistente pelas
cochonilhas Planococcus citri e Pseudococcus sp. (LOCKHART & JONES,
2000) e Saccharicoccus sacchari (PIETERSEN & THOMAS, 2001). Os
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sintomas de estrias descoloridas ao longo das nervuras das folhas, inicialmente
podem ser confundidos com aqueles causados pelo CMV, porém com o
desenvolvimento da doenga as estrias tornam-se necréticas ao longo do limbo
foliar (COLARICCIO, 2009).

Com experimentos de transmissédo, identificou-se dois novos vetores
para o BSV, a Pseudococcus comstocki Kuwana e a Dysmicoccus brevipes
Cockerell. A aquisicdo do virus pela cochonilha foi detectada utilizando-se a
PCR, onde foram analisados cochonilhas adultas, ninfas e ovos (SU, 1999).

O P. comstocki é um coccideo de larga distribuicdo geogréfica, existindo
em varios paises do mundo. No Brasil ja foi encontrado no Distrito Federal, e
nos Estados do Rio de Janeiro e de S&o Paulo. Tem aspecto caracteristico das
espécies do género Pseudococcus, sendo o seu corpo revestido de uma cera
farinhcea que nas bordas do corpo se prolonga em filamentos finos
correspondentes a grupos de glandulas cericigenas existentes no tegumento.
Além do citros, essa espécie € encontrada em outros hospedeiros, como
bananeira (Musa sp.), pereira (Pyrus comunis), batata (Solanum sp.), cafeeiro
(Coffea arabica), na planta ornamental Clivia miniata e em varias espécies de
plantas daninhas, particularmente Cyperus rotundus, conhecida como tiririca
(SILVA et al., 1968).

No Brasil P. comstocki nunca foi observado em outros hospedeiros
sendo nas plantas citricas. Em muitos pomares, 0s capins e as ciperaceas,
principalmente a tiririca (Cyperus rotundus) apresentam as raizes
frequentemente atacadas por um Pseudococcus, mas a espécie ndo é a
mesma que ataca as laranjeiras, geralmente é P. brevipes
(http://lwww.acervodigital.ufrrj.br/. Acesso em: 06 abr. 2011).

Em experimentos realizados por Silveira et al. (2006) usando cochonilha
P. citri como vetora, os sintomas da infeccdo pelo BSV em mudas
micropropagadas de bananeira da cultivar Caipira, foram visiveis 15 dias apos
a inoculacéo, sendo que 100 % das plantas inoculadas apresentaram sintomas.
Esses resultados foram semelhantes aos obtidos por Soares et al. (2000)
guando inocularam plantas da cultivar Caipira com o BSV usando a mesma
espécie de cochonilhas. Nesta ocasido plantas de Mysore com sintomas de
BSV e de Caipira micropropagadas foram avaliadas por PCR verificando-se

que a Mysore utilizada nos experimentos estava infectada pelo BSV e as
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mudas de Caipira apresentavam-se sadias. Ainda segundo 0s mesmos autores
0s sintomas permaneceram visiveis nas plantas inoculadas durante toda a fase
experimental. Ramirez & Rivera (1994) observaram 0os mesmos sintomas em
plantas de bananeira infectadas com BSV usando P. citri e mantidas em
campo.

Os métodos atualmente utilizados para a deteccdo do BSV sédo: a
inspecdo visual periédica da presenca dos sintomas, imunomicroscopia
eletronica de transmisséao, ELISA (Enzime-Linked Immunosorbent Assay), PCR
(Polymerase Chain Reaction), IC-PCR (Immunocapture-PCR) (LOMBARDI,
2010) e recentemente o RCA (Rolling-circle amplification) (JAMES, et al.,
2011).

Para controle do BSV devem-se utilizar mudas indexadas e instalar os
novos bananais em areas livres de plantas daninhas, de insetos vetores e
realizar inspecdes periddicas. Nos casos de plantas ja infectadas recomenda-
se a sua erradicagdo (CORDEIRO et al., 2004). Ha apenas um grupo (John
Innes Institute — JIC), tentando gerar resisténcia ao BSV pela producao de
plantas transgénicas. A heterogeneidade de BSV epissomal torna o
desenvolvimento de resisténcia genética um grande desafio (ATKINSON et al.,
2003).

1.6.2.1 A COCHONILHA VETORA Planococus citri

Dentre os géneros da familia Pseudococcidae, destaca-se o género
Planococcus, cujas espécies sao consideradas importantes pragas em varios
agroecossistemas (CORREA, 2006). Esse género é originario do Velho Mundo
e contém 43 espécies descritas (BEN-DOV, 1994), sendo que seis ocorrem nas
Américas Central e do Sul (WILLIAMS & WILLINK, 1992) destacando-se P. citri
conhecida como cochonilha branca, cochonilha-farinhenta ou cochonilha-dos-
citros.

Os insetos da familia Pseudococcidae sdo conhecidos como cochonilhas
farinhentas por apresentarem o corpo recoberto por uma secrecao pulverulenta
de cera branca (RIPA & RODRIGUEZ, 1999). E um inseto sugador de seiva

gue coloniza especialmente a regido do pedunculo dos frutos, produz o
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honeydew, que serve como substrato para o desenvolvimento da fumagina,
acarretando a depreciagao dos frutos comercializados (GRAVENA, 2003).

A cochonilha P. citri apresenta uma ampla distribuicdo geogréfica,
ocorrendo em regides tropicais, subtropicais e temperadas, portanto, em todo o
Brasil, colonizando plantas cultivadas em condicbes de campo e casa de
vegetacdo. E uma praga polifaga, isto é, ataca diversas espécies vegetais.
Infesta, por exemplo, anonaceas (pinha, fruta-do-conde, atemoia, etc.), café
(arabica e robusta), goiaba, algodéao, videiras, etc. Outras culturas atacadas
sdo: banana, carambola, coco, gengibre, macadamia, manga e as plantas do
género Citrus em geral (LLORENS, 1990 citado por GRAVENA, 2003).

Segundo Balachowsky (1935) citado por Morandi Filho (2008), ja era
considerada, na época, um dos insetos fitéfagos mais agressivos aos pomares
frutiferos. Atacava também, figo, Robinia, Pittosporium, Platanus e plantas
cultivadas em estufas, como anturios, orquideas, cactaceas e bromeliaceas.

Os danos diretos provocados pelas cochonilhas séo resultantes da acao
das picadas e, sobretudo, da acéo téxica da saliva, ndo diferindo dos danos
causados pelos demais hemipteras. Os danos indiretos estdo relacionados
com a secrecao acucarada desses insetos, que se depositam nas folhas
favorecendo ao desenvolvimento da fumagina (Capnodium citri Berk & Desm.),
a qual prejudica a fotossintese e a respiracdo das plantas (COSTA LIMA,
1942).

No Brasil, a ocorréncia da cochonilha P. citri foi relatada nas culturas de
graviola, atemdia, fruta do conde, goiabeira, figueira, videira, mangueira, dentre
outras (WILLIANS & WILLINK, 1992), e em plantas de citros (SILVA et al.,
1968; GRAVENA, 2003).

1.6.3 METODOS DE INDEXACAO DE VIROSES

Indexar € demonstrar a presenca ou nao de uma virose conhecida nas
plantas em analise. No mundo ha milhares de viroses descritas, cada uma
possuindo uma especifica gama de hospedeiros. A sintomatologia produzida
varia bastante, dependendo do virus ou da estirpe presente, da planta
infectada e das condicdes do ambiente. Varios métodos podem ser utilizados

para esta finalidade, como a inoculacdo mecéanica ou por enxertia de plantas
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indicadoras, sorologia por ELISA, exame de amostras no microscépio
eletronico ou deteccédo da presenca do DNA/RNA viral por reacdo em cadeia
da polimerase (PCR/RT-PCR) (MEISSNER FILHO, 2009).

Segundo Lockhart & Olszewski (1993), entretanto, tais metodologias
podem levar a resultados falsos negativos quando aplicadas na deteccdo do
BSV. Além disto, o0 BSV apresenta um alto grau de heterogeneidade genémica
e sorologica entre seus isolados. Tal heterogeneidade imp6e uma séria
restricdo quanto a utilizacdo de técnicas sorolégicas e moleculares para a sua

deteccéo.

1.6.3.1 LEITURA DE SINTOMAS

Embora a sintomatologia seja o mais facil dos métodos de deteccao de
viroses e outras doencas, bem como pragas, nem sempre € confiavel. Em
alguns casos, 0s sintomas classicos podem ser exibidos permitindo a
identificagéo exata da virose envolvida. No entanto, pode ocorrer mais de uma
virose na planta ao mesmo tempo, 0 que pode alterar 0s sintomas expressos.
Sintomas causados por virus diferentes podem ser semelhantes e em alguns
hospedeiros infectados eles podem até ser assintomaticos (THOMAS, 1998). A
indexacdo com base na sintomatologia pode levar a erros de interpretacao,
uma vez que os sintomas causados por viroses podem ser confundidos com o0s
produzidos por outros fatores como deficiéncia mineral, fitotoxidez. Além disso,

plantas com infeccéo latente ndo serdo detectadas (MEISSNER FILHO, 2009).

1.6.3.2 METODO BIOLOGICO

Nesse método, utilizam-se plantas que exibem sintomas caracteristicos
guando sao inoculadas com um determinado virus, as quais sdo chamadas de
plantas indicadoras (TORRES et al.,, 1998; BRIOSO, 1986 citado por
SILVEIRA, 2001). As plantas indicadoras para as viroses podem ser utilizadas
basicamente de duas maneiras: inoculadas mecanicamente com o extrato
tamponado das folhas da planta a ser testada ou sendo enxertadas com
tecidos das plantas em teste (STEVENS, 1983 citado por MEISSNER FILHO,

2009). Para viroses que ndo sdo transmitidas mecanicamente ou nao €
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possivel utilizar enxertia, uma alternativa de indexa-las com plantas indicadoras
é a utilizacdo do seu inseto vetor nos testes de transmissdo para detectar a
presenca de virus nas amostras em andlise (SILVEIRA et al., 2008).

O estado nutricional e um bom desenvolvimento sdo importantes para
gue a planta indicadora apresente sintomas claros. Além disso, a planta deve
ser cultivada em ambiente que propicie a expressao dos sintomas das viroses
presentes, cuidando-se principalmente para as variagbes de temperatura
(FRISON, 1994 citado por MEISSNER FILHO, 2009). S&o métodos
relativamente baratos e sensiveis, mas exigem a manutencdo de lotes de
plantas indicadoras para os testes, cujos resultados demoram de semanas a
meses. Também é necessario que as plantas sejam cultivadas em telados ou
casa de vegetacdo a prova de insetos para realizacdo dos trabalhos
(MEISSNER FILHO, 2010).

1.6.3.3 METODO SOROLOGICO

Os meétodos soroldgicos constituem a ferramenta mais comumente
utilizada para a identificacdo rapida, simples e precisa da grande maioria dos
virus de plantas. A maior limitacdo para o uso da sorologia € a disponibilidade
de anti-soros de boa qualidade. A obtencdo desses anti-soros depende da
purificacdo das particulas virais, um processo longo e trabalhoso, que pode
levar a resultados insatisfatérios caso componentes da planta ndo sejam
totalmente eliminados. Entretanto considerando a simplicidade e eficiéncia das
técnicas sorologicas, a pronta disponibilidade de muitos anti-soros deveria ser
uma prioridade em todos os laboratérios envolvidos na diagnose de viroses
vegetais. O ELISA (Enzyme-linked imunosorbent assay) € hoje padrdo em
testes sorologicos, em razdo de sua sensibilidade, versatilidade e simplicidade
(ZERBINI JR. et al., 2006).

No ELISA direto, ou sanduiche duplo de anticorpos (Double Antibody
Sandwich ELISA, DAS-ELISA) inicialmente o anticorpo livre é adicionado as
cavidades da placa e incubado a 37°C, para que ocorra a adsorcéao do IgG as
cavidades da placa. O excesso de anticorpo é removido com lavagens
sucessivas. Em seguida, é adicionado o antigeno, na forma de extrato vegetal

tamponado. Apés nova incubacdo, o excesso de material é removido e, em
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seguida, o anticorpo conjugado a uma enzima (normalmente fosfatase alcalina
ou peroxidase) é adicionado. Em amostras contendo o virus de interesse, o
virus presente no extrato vegetal terd que se ligar ao anticorpo inicialmente
adicionado, e o conjugado anticorpo-enzima, ao virus. Em amostras sadias, o
conjugado ndo se ligard a nenhum antigeno e sera removido com a lavagem.
Finalmente, adiciona-se o substrato da enzima, normalmente um composto
incolor. Caso o conjugado esteja presente, a enzima convertera o substrato em
um composto de cor amarela, caso esta enzima seja a fosfatase alcalina. A
intensidade da cor serd proporcional a quantidade de antigeno presente na
amostra (ZERBINI JR. et al., 2006).

O CMV possui dois grandes sorogrupos. Ha disponibilidade de anti-
soros especificos para cada subgrupo do CMV. Como os dois subgrupos
ocorrem em bananeira o0s anticorpos policlonais sdo mais indicados para
indexacéo, pois conseguem detectar os dois subgrupos do CMV. Anticorpos
policlonais e monoclonais foram desenvolvidos para o BBTV, BSV, CMV,
BBrMV (DIEKMANN & PUTTER, 1996).

1.6.3.4 METODO MOLECULAR

O avanco mais significativo na indexacdo de virus em plantas foi o
advento da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Este € um ensaio muito
sensivel, mas que néo deixa de ter seus problemas. Componentes da seiva de
bananeira podem inibir a reacdo e, também, é necessario algum conhecimento
sobre o genoma do virus em estudo (THOMAS, 1998). A PCR € mais sensivel
do que os métodos sorologicos, mas para sua realizacdo sdo necessarios
alguns equipamentos, e pessoal treinado. A técnica tem um custo maior do que
0 ELISA e o preparo das amostras para o teste € mais trabalhoso do que os
métodos soroldgicos, uma vez que é necessario o isolamento do RNA ou DNA
da amostra. A RT-PCR/PCR detecta o RNA/DNA do virus em analise e para
tanto € necessario conhecer pelos menos parte da sequéncia deste virus. Com
esta informacdo € possivel mandar sintetizar oligonucleotideos que serao
utilizados para sua deteccao (ZERBINI & ALFENAS-ZERBINI, 2007).

Quando a sequéncia a ser detectada € constituida de RNA, como € o

caso da grande maioria dos virus de plantas, a reacdo PCR deve ser precedida
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de uma transcricdo inversa do RNA viral (RT) em DNA complementar (cCDNA).
O método de RT-PCR foi utilizado por Hu et al. (1995) para detec¢cdo do CMV
em bananeira.

Uma reacdo de PCR é composta de ciclos, contendo trés passos cada
um. Inicialmente, a reacdo é aquecida a 94°C por 30 segundos a 1 minuto
(desnaturacgéo), para que as fitas duplas de DNA se separem. Em seguida, a
reacdo é incubada a 37-60°C por 1-2 minutos (anelamento), para que 0s
oligonucleotideos se alinhem com o DNA. Finalmente, a reacdo é incubada a
72°C por 1 a 3 minutos (extensdo), para que a DNA polimerase sintetize as
novas moléculas de DNA (ZERBINI JR. et al., 2006).

A sequéncia dos oligonucleotideos utilizada vai depender do que se
deseja amplificar e é a responsavel pela especificidade da reacédo. Por
exemplo, caso a sequéncia dos oligonucleotideos corresponda a regides
altamente conservadas do genoma viral, fragmentos de diferentes estirpes ou
mesmo espécies serao amplificados. Ao contrario, caso a sequéncia dos
oligonucleotideos corresponda a regibes variaveis do genoma, apenas a
estirpe que deu origem aos oligonucleotideos tera o fragmento amplificado.
Apés o término da reacdo PCR, o produto de amplificacdo é submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio e
observado sob luz ultra—violeta. A deteccao de bandas e seu tamanho indicam

gue a amostra contém ou nao o virus em analise (ZERBINI JR. et al., 2006).
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RESUMO

SANTOS, N. M. Indexagao de bananeira para o Cucumber mosaic virus e
Banana streak virus

A bananeira pode ser afetada por muitas doencas, a exemplo mosaico do
pepino causado pelo Cucumber mosaic virus (CMV) e da estrias da bananeira
causada pelo Banana streak virus (BSV). O controle de viroses baseia-se
principalmente no uso de mudas livres do virus. Portanto, torna-se importante o
uso e aperfeicoamento das técnicas de indexacdo. Este trabalho objetivou
indexar o matrizeiro de bananeira da Embrapa Mandioca e Fruticultura para o
CMV e BSV por diferentes métodos. Para o CMV avaliou-se sua detecc¢éo por
sintomatologia e sorologia (ELISA). Inicialmente avaliou-se diferentes
protocolos para extracdo de RNA total de bananeira. Este RNA foi utilizado em
RT-PCR. Na indexacdo para o0 BSV empregou-se a sintomatologia
apresentada, a indexacéo por metodo biologico, bem como diferentes primers e
condicBes de PCR, utilizando-se amostras de plantas infectadas e sadias. Pela
sintomatologia e por ELISA ndo se detectou o CMV nas matrizes de bananeira.
Selecionou-se método para a obtencdo de RNA total de bananeira de
gualidade. Na indexacdo das matrizes para o BSV, por teste biologico,
detectou-se o virus em cinco plantas. Avaliou-se nove combinac¢des de primers
degenerados para o BSV, sendo que, trés amplificaram fragmentos nos
tamanhos esperados. Apesar dos resultados obtidos, pesquisas futuras séo
necessarias para a realizacdo de mais ajustes nas reacdes da PCR para o BSV
e posterior indexacdo de todo o matrizeiro. Para o CMV os métodos testados

podem ser utilizados para sua indexacao.

Palavras-chave: ELISA, teste biolégico, RT-PCR, PCR, fitossanidade
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ABSTRACT

SANTOS, N. M. Indexing banana to Cucumber mosaic virus and banana
streak virus

Banana is affected by many diseases, such as cucumber mosaic caused by
Cucumber mosaic virus (CMV) and banana streak caused by Banana streak
virus (BSV). The control of viruses is mainly based on the use of virus-free
seedlings. Therefore, it is important to improvement techniques for indexation.
This study aimed to index banana matrices to CMV and BSV by different
methods. We evaluated CMV detection by symptoms and serology (ELISA).
Protocols for RNA total extraction was tested to obtain quality RNA from banana
and then used in RT-PCR. In the case of BSV we evaluated symptomology,
biological indexing method and PCR using different primers and PCR conditions
with samples from infected and healthy plants. Using symptomology and ELISA
we did not detect CMV in banana matrices. It has been possible to obtain a
quality total RNA from banana and hence performance of RT-PCR. Indexation
of matrices for BSV by biological test detected the virus in five plants. Of the
nine combinations of degenerate primers for BSV tested, three amplified
specific fragments in the expected sizes. Despite the results obtained here,
future research is needed to carry out further adjustments in the PCR reactions

for BSV and subsequent indexing of the all matrizeiro for PCR.

Keywords: ELISA, bioassay, RT-PCR, PCR, phytossanitary
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INTRODUCAO

A banana é uma das frutas mais consumidas no mundo, sendo
produzida na maioria dos paises tropicais. Em 2009 sua producdo mundial
chegou a 97 milhdes de toneladas, figurando a india como o principal pais
produtor. O Brasil, neste mesmo ano, ocupou O quinto lugar, com uma
producdo de 6,7 milhBes de toneladas e 479.614 hectares de area plantada
com bananeira. Filipinas, China e Equador também séo importantes produtores
da fruta (FAO, 2011).

No Brasil, praticamente toda a producdo de banana é consumida in
natura e o seu cultivo tem papel fundamental na fixagdo da mao-de-obra rural.
A banana constitui elemento importante na alimentacdo de populacdes de
baixa renda, ndo soO pelo seu alto valor nutritivo, mas também pelo seu baixo
custo. Sabe-se que uma unica banana supre cerca de um quarto da quantidade
de vitamina C recomendada diariamente para criancas. Contém, ainda,
vitaminas A e B, muito potassio, pouco sodio e nenhum colesterol. Além do
elevado valor nutritivo, a banana tem alto significado socioeconémico, pois
mobiliza um grande contingente de mao-de-obra, permite retorno rapido ao
produtor e € geradora de divisas para o pais (GANGA, 2002).

De acordo com o IBGE em 2010 a bananicultura representou uma
importante atividade agricola para o Brasil, ocupando uma area cultivada de
491.468 ha, com producdo de sete milhdes de toneladas. Os maiores
problemas do cultivo da bananeira no Brasil séo a falta de cultivares produtivas,
com resisténcia as principais pragas e doencas (SILVA et al., 2006).

A bananeira é infectada principalmente pelas seguintes viroses: Banana
bunchy top virus (BBTV), Banana bract mosaic virus (BBrMV), Cucumber
mosaic virus (CMV) e Banana streak virus (BSV). No Brasil ocorrem o CMV e
BSV. O CMV produz sintomas de mosaico nas folhas das plantas infectadas e
guando ocorrem quedas de temperatura pode ocorrer necrose das folhas. O
CMV é transmitido de uma bananeira para outra pelos afideos, sendo que a
principal fonte de virus ndo € a bananeira, mas outras plantas hospedeiras
como a trapoeraba e hortalicas. Pode ser disseminado a longas distancias
através de mudas infectadas (CORDEIRO et al., 2004).
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O BSV possui distribuicdo cosmopolita. A severidade da infeccao
causada pelo BSV é bastante variavel, dependendo das condi¢cdes do
ambiente, da variedade infectada e da estirpe presente. Este virus é prejudicial
para a bananeira porque afeta o crescimento, a producédo e a qualidade dos
frutos. Os sintomas mais comuns da infeccdo pelo BSV sdo a producdo de
estrias cloroticas nas folhas que, com o passar do tempo, tornam-se necréticas.
A transmissado do virus pelas cochonilhas € muito eficiente e realizada pelas
formas jovens. Os Unicos hospedeiros conhecidos deste virus pertencem a
familia Musaceae. Sua dispersdo no campo pode ser realizada pela cochonilha
e pelo uso de material infectado (MEISSNER FILHO, 2010).

A indexacdo permite atestar a sanidade de mudas produzidas em
laboratério ou pela multiplicacdo convencional. Varios métodos podem ser
utilizados para esta finalidade, como a inoculagdo mecanica ou por enxertia de
plantas indicadoras, sorologia por ELISA, exame de amostras no microscopio
eletrénico ou deteccédo da presenca do DNA/RNA viral por reacdo em cadeia
da polimerase — PCR/RT-PCR (MEISSNER FILHO, 2010). O presente estudo
teve como objetivo indexar o matrizeiro de bananeira, localizado no campo
experimental do CNPMF, para o CMV e BSV, bem como avaliar a eficiéncia de

alguns métodos em uso no CNPMF para esta finalidade.
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2.2 MATERIAL E METODO

Os experimentos foram realizados na Embrapa Mandioca e
Fruticultura, localizada na cidade de Cruz das Almas — BA. Selecionou-se 21
cultivares de bananeira de interesse comercial que foram mantidas em telado
no campo experimental da CNPMF para posterior indexacédo para CMV e BSV
(Tabela 4).

Tabela 4. Cultivares de bananeiras provenientes do Banco de Germoplasma e do
Programa de melhoramento da Embrapa Mandioca e Fruticultura mantidas no
matrizeiro de banana e indexadas para CMV e BSV.

Gendtipo Grupo Subgrupo | Procedéncia
gendmico

Caipira AAA Oriunda da Africa Ocidental, introduzida no Brasil pela
Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Prata Baby AAA Introduzida da Tailandia, avaliada em diversos locais e
recomendada no Estado de Santa Catarina pela
Empresa Estadual de Pesquisa de Santa Catarina
(Epagri).

Grande Naine AAA Cavendish | Introduzida pela Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Pacovan AAB Prata As bananas do subgrupo prata foram introduzidas no
Brasil pelos portugueses.

Thap Maeo AAB Introduzida da Tailandia e selecionada pela Embrapa
Mandioca e Fruticultura.

Prata Ana AAB Prata As bananeiras do subgrupo prata foram introduzidas no
Brasil pelos portugueses. Foi identificada em Cricilima,
Santa Catarina

FHIA-02 AAAA Cavendish | Introduzida de Honduras

Calypso AAAA Gros Michel | Originaria da Jamaica

Maravilha ou AAAB Prata Ana Introduzido de Honduras, avaliado em varios locais e

FHIA 01 selecionada, na década de 90, pela Embrapa Mandioca
e Fruticultura para a regido do Rio Branco (AC)

Prata Grauda AAAB Hibrido gerado em Honduras e introduzido no Brasil, na
década de 90, pela Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Pacovan Ken AAAB Prata Hibrido desenvolvido pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura em 2001.

Japira AAAB Prata Hibrido desenvolvido pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura.

Vitéria AAAB Hibrido desenvolvido pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura.

Preciosa AAAB Hibrido desenvolvido pelo programa de melhoramento
genético de banana da Embrapa Mandioca e
Fruticultura.

Tropical AAAB Hibrido desenvolvido pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura.

Garantida AAAB Hibrido desenvolvido pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura.

Princesa AAAB Hibrido desenvolvido pela Embrapa Tabuleiros
Costeiros em parceria com a Mandioca e Fruticultura.

Caprichosa AAAB Hibrido desenvolvido pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura, langcado em 2004.

PA42-44 AAAB Hibrido desenvolvido pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura.

FHIA-18 AAAB Introduzido de Honduras, foi avaliada em varios locais
e selecionada pela Embrapa Mandioca e Fruticultura.

FHIA-21 AAAB Introduzida de Honduras, este hibrido € um platano tipo
francés, que foi desenvolvido em 1987.

Fonte: Tabela elaborada com base em publicacdes diversas da CNPMF— Cruz das Almas- BA.
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2.2.1. INOCULACAO MECANICA DE CMV EM FUMO

O isolado do virus do mosaico do pepino (Cucumber mosaic virus, CMV)
utilizado nos trabalhos, foi obtido na Embrapa Hortalicas, sendo mantido em
casa de vegetacdo em plantas de fumo (Nicotiana tabacum TNN) inoculadas
mecanicamente.

Para a inoculagdo mecanica do CMV em plantas de fumo (Nicotiana
tabacum TNN) utilizou-se o tampéo fosfato de sodio a 0,02 M, pH 7, contendo
sulfito de sédio a 0,02 M. O in6éculo obtido de folhas de fumo foi macerado em
almofariz esterilizado. Utilizou-se celite como abrasivo e as plantas foram
inoculadas com o auxilio do pistilo, logo ap6s a inoculacdo as folhas foram
lavadas com agua. As plantas foram monitoradas para observacdo da
expressdo dos sintomas. Como nédo foi possivel obter plantas de bananeira
infectadas com CMV para serem utilizadas nos trabalhos, plantas de fumo
inoculadas mecanicamente com o virus foram utilizadas como controle positivo
para os testes preliminares de extracdo de RNA total, reacOes de transcricao

reversa (RT) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

2.2.2 LEVANTAMENTO DE SINTOMAS DO CMV E BSV NO MATRIZEIRO
DE BANANA

As matrizes selecionadas séo hibridos, sendo que seis séo tripldides e
qguinze tetrapldides. No telado elas estavam organizadas em blocos com cinco
repeticbes (Figura 5). Inicialmente foram cultivadas em vasos plasticos e
posteriormente transferidas para o solo.

Realizou-se o levantamento de sintomas de CMV e BSV nessas
matrizes durante oito meses em trés leituras que foram feitas nos meses de
outubro de 2010, em abril de 2011 e outra em junho de 2011.
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Figura 5. Croqui do matrizeiro de banana mantido em telado no campo
experimental da CNPMF
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2.2.3 INDEXACAO PARA O CMV POR ELISA DIRETO

As 21 matrizes de bananeira (Tabela 4) foram avaliadas entre os meses
de outubro a novembro de 2010 quanto a presenca do CMV por meio de ELISA
direto com anti-soros do kit AGDIA SRA 44501/1000 SET CMV, seguindo as
orientacdes do fabricante, disponivel no site http://www.agdia.com.

Nos testes preliminares utilizando amostras de fumo sadio e infectados
avaliou-se duas dilui¢des, 1:5 e 1:10, para maceracao das amostras. Com base
nestes resultados estabeleceu-se a diluicdo mais indicada para realizacdo do
teste sorolégico.

Coletou-se duas amostras foliares de cada planta do matrizeiro de

banana. Como controle positivo utilizou-se amostras de fumo infectado por
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inoculacdo mecéanica com o CMV e amostras foliares de fumo sadio como
controles negativos. Essas plantas eram mantidas em casa de vegetacdo a
prova de insetos e sem controle de temperatura. Para a sensibilizacdo da
placa, foi necesséario preparar um tampédo de cobertura utilizado para diluir o
anticorpo de cobertura. Para a preparacdo do tampéo de cobertura foram
dissolvidos em 1000 mL de agua destilada 1,59 g de carbonato de sodio
(anidro) e 2,93 g de bicarbonato de sodio. A solucéo foi preparada préximo da
hora de seu uso e foi armazenada a 4 °C. Em seguida o anticorpo de cobertura
foi diluido a 1:200 em tampéao de cobertura. Aplicou-se 100 pL de anticorpo em
cada orificio da placa e incubou-se em camara Umida durante uma noite em
refrigerador.

Para a preparacéo de um litro de tampéao de lavagem (PBS-T) dissolveu-
se em agua destilada 8,0 g de cloreto de soédio, 1,15 g fosfato de sédio
dibasico, 0,2 g de fosfato de potassio monobasico, 0,2 g cloreto de potassio e
0,5mL de Tween-20. Na manha seguinte removeu-se o0 anticorpo de cobertura,
se realizou-se duas lavagens com PBS-T.

O tampéao de extracdo das amostras foi preparado diluindo-se 1,3 g de
sulfito de sddio anidro, 20 g de polyvinilpirolidona (PVP) MW 24-40.000, 2 g de
albumina de ovo, 20 mL de Twen-20 em 1 L de PBS-T. As amostras de fumo
utilizadas como controle positivo e negativo, e amostras de bananeira a ser
indexada foram maceradas em sacos plasticos com o auxilio de um rolo de
madeira e diluidas na propor¢cdo 1:5. Coletou-se 100 yL do macerado e
aplicou-se em cada orificio da placa, incubando a placa por duas horas a
temperatura ambiente em local protegido de luminosidade. Apds este tempo,
foram realizadas sete lavagens com o tampao de lavagem PBS-T.

. Poucos minutos antes do seu uso foi realizada a diluicdo do antissoro
conjugado A e o conjugado B (SRA 44501) a 1:200 em tampéao ECI. O tampéo
ECI que foi preparado na dissolucdo de 2 g de albumina de soro bovino
(Bovine serum albumin — BSA) e 20 g de PVP em 1 L de PBS-T. Aplicou-se
100 uL do conjugado em cada orificio da placa e novamente incubou-se a
placa por duas horas a temperatura ambiente. Repetiu-se o processo de
lavagem com o tampao PBS-T, agora por oito vezes.

Finalmente aplicou-se o substrato contendo p-nitrofenilfosfato de sédio

na concentragdo de 1 mg/mL em tampao PNP. O tampdo PNP foi obtido
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dissolvendo-se 0,1 g de cloreto de magnésio, 97 mL de dietanolamina em 800
mL de agua destilada, ajustando-se o pH para 9,8 com acido cloridrico e
completando-se seu volume 1 L com 4gua destilada.

As leituras das reacOes obtidas foram feitas no aparelho ELx800
Universal Microplate Reader (BIO-TEK INSTRUMENTS, INC.) apo6s 45 e 60
minutos da aplicacdo do substrato (4-pnitrofenilfosfato), utilizando-se filtro de
405 nm. Os resultados obtidos foram comparados com as leituras obtidas nas
amostras provenientes de plantas sadias, considerando-se positivas as
amostras, cuja leitura foi o dobro da obtida nas amostras de plantas sadias e
com absorbancia superior a 0,1.

2.2.4 INDEXACAO PARA O CMV POR RT-PCR

Inicialmente as técnicas para extracao de RNA total, transcricao reversa
e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram ajustadas, utilizando-se
amostras foliares de Nicotiana tabacum sadias e infectadas com o CMV.
Concluidos esses ajustes selecionou-se oito cultivares do matrizeiro de
bananeira (Vitéria, Pacovan, Prata Baby, Prata Ana, Preciosa, Tropical, FHIA
21 e Pacovan Ken). Seis acessos do BAG de bananeira da CNPMF com

sintomas semelhantes ao CMV também foram indexados por RT-PCR.

2.2.4.1 EXTRACAO DE RNA TOTAL

Todo o material utilizado para a extracdo do RNA foi autoclavado
(ponteiras, béqueres, espatulas) a 121 °C por 20 minutos, ja o almofariz e o
pistilo foram esterilizados a 180 °C por 4 horas e 30 minutos.

Para a extracdo de RNA total das amostras foliares de fumo e de
bananeira foram testados produtos comerciais a base de tiocianato de
guanidina e fenol (Tri Reagente, produzido pela Ludwig Biotecnologia Ltda. e o
Brazol, fabricado pela LGC-biotecnologia Ltda.). A extracdo do RNA total das
amostras foi feito a partir de 200 mg de tecido foliar, macerado com nitrogénio
liquido, e seguindo as orientacdes de cada fabricante.

Para a extracdo de RNA total de bananeira foi testado um protocolo,

descrito por Wang et al. (2010). Como controle da extragao utilizou-se uma
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amostra de fumo infectado e uma de fumo sadio. Seguindo as orientacdes
deste protocolo preparou-se um tampdo de extracdo contendo 4M de
isotiocianato de guanidina, 42 mM de citrato de sodio, 0,83% de lauril
sarcocinato de sédio, 2,5% de PVP 4000. Para cada amostra foi usado 4,250
pL de tampéo de extracdo. Adicionou-se a este tampéao de extracdo 500 uL de
acetato de sédio (2 M) e 250 pL de B-mercaptoetanol.

Cinco gramas de tecido fresco foram maceradas em nitrogénio liquido e
cuidadosamente transferidas para tubos de 45 mL contendo tampéo de
extracdo. Adicionou-se cinco mL de cloroférmio-isoamilico 24:1 (v/v) ao tubo,
agitou-se vigorosamente e incubou-se por cinco minutos no gelo. Em seguida
centrifugou-se a 12000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Transferiu-se
cuidadosamente o sobrenadante para um novo frasco e acrescentou-se igual
volume de fenol-cloroférmio-isoamilico 25:24:1. Agitou-se vigorosamente e
repetiu-se a centrifugacdo nas mesmas condi¢des. Coletou-se o sobrenadante
e adicionou-se o0 mesmo volume de isopropanol e incubou-se por 60 minutos a
-20 °C. Outra centrifugagéo foi realizada, nas mesmas condi¢des, descartando
0 sobrenadante. Realizou-se duas lavagens com etanol a 75%. O sedimento foi
dissolvido em 200 pL de agua DEPC.

Apés a extracdo, foi verificada a pureza e a concentracdo do RNA
mediante eletroforese em gel de agarose a 1% e medicbes em

espectrofotometro (GE Healthcare Nano Vue plus).

2.2.4.2 SINTESE DE FITA COMPLEMENTAR (cDNA)

Nas reacdes de transcricdo reversa (RT) utilizou-se a transcriptase
Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV). Testou-se diferentes quantidades de
RNA 2,0, 4,0, 6,0, 10,0 e 20,0 ug e estabeleceu-se a melhor quantidade para
realizar a sintese de cDNA para cada um dos kits utilizados.

Como néo foi possivel obter uma amostra de bananeira infectada com
CMV, na RT-PCR utilizou-se primer especifico para o género Musa,
denominado Musa 25 S rRNA com as seguintes sequéncias 5° GTA AAC GGC
GGG AGT CAC TA 3’ (Forward) e 5 TCC CTT TGG TCT GTC GTT TG ¥
(Reverse) identificado por Van den Berg et al. (2006), que produz uma banda

de 106 pares de base.
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Para as reacdes, utilizando o kit de transcriptase da Invitrogen
empregou-se 3,0 yL de RNA (~ 6 ug), 1,0 yL de primer CMV-R (10 mM) e 7,0
ML de agua DEPC. Apoés homogeneizagao, incubou-se a reacédo a 65°C por 5
minutos no termociclador Applied Biossystems Veriti™ 96 Well — Thermal
Cycler e em seguida transferiu-se imediatamente para o gelo. Acrescentou-se
4,0 yL de tampao da reacao (Buffer 5X- 250 mM Tris-HCI, 375 mM KCI, 15 mM
MgCl,e 0,1 M DTT), 2,0 uL de DTT (0,1M), 1,0 uL de dNTP (10 mM), 1,0 uL de
agua DEPC e 1,0 yL de M-MLV (200 U/ uL- Invitrogen). Incubou-se esta reacéo
por 50 minutos a 37°C seguido de 15 minutos a 70°C, finalizando a 4°C.

Para cada reagao utilizando o kit da Promega foi adicionado 1,0 yL de
RNA (~2 ug), 1,0 yL de primer CMV-R (10 mM), e 13 pyL de agua DEPC
totalizando 15 pL para esta reacao inicial. Incubou-se em termociclador a 65°C
por 5 minutos. Retirou-se do termociclador e colocou-se imediatamente no
gelo. Em seguida acrescentou-se 5 yL de tampao da reagao (Buffer 5X —
50mM Tris-HCI, 75 mM KCI, 3 mM MgCl, e 10 mM DTT), 1,25 uL de dNTP (10
mM), 2,75 uL de agua DEPC e 1,0 yL de M-MLV (200U/uL) totalizando 10 pL.
Incubou-se agora por 60 minutos a 65 °C, seguido de 15minutos a 70 °C
finalizando com uma temperatura de 4 °C.

Ja para o kit da New England Bio Labs (NEB) empregou-se 1,0 uL de
RNA (~2 ug), 1,0 yL de primer CMV-R (10 mM), e 18,75 uL de agua DEPC
totalizando 20,25 pL. Levou-se ao termociclador Applied Biossystems Veriti™
96 Well — Thermal Cycler para incubar a 65°C por 5 minutos. Retirou-se do
termociclador e colocou-se imediatamente no gelo. Em seguida acrescentou-se
2,5 uL de tampao da reagao (Buffer 10X- 50 mM Tris-HCI, 75 mM KCI, 3 mM
MgCl, e 10 mM DTT), 1,25 pL de dNTP (10 mM), e 1,0 uL de M-MLV (200
U/uL) totalizando 4,75 pL e incubou-se por 60 minutos a 65 °C, seguido de 15
minutos a 70 °C finalizando com uma temperatura de 4 °C.

Apenas as amostras de fumo foram utilizadas para os testes com
transcriptase Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) fornecidas pela
Invitrogen, Promega e New England Bio Labs. Para as amostras de bananeira

foram realizadas reacdes apenas com kit da Invitrogen.
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2.2.4.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE - PCR

Utilizou-se para a realizagcdo do PCR sequéncias de primers da capa
protéica de ambos os subgrupos do CMV, disponiveis no trabalho de Hu et al.
(1995). Os primers, denominados CMV1 Forward (5" CAT CGA CCA TGG ACA
AAT CTG AAT CAA C 3') e CMV2 Reverse (5 CTC TCC ATG GCG TTT AGT
GAC TTC AGC AG 3') amplificam uma banda de aproximadamente 745 pb.

Um PCR gradiente foi realizado variando-se a temperatura de
anelamento de 50°C a 65°C, utlizando os primers CMV1 e CMV2,
estabelecendo-se como 58 °C a melhor temperatura de anelamento do primer.

Outro primer denominado CMV-Fboa (5 TAT GAT TAA GAA RCT TGT
TTC GCG 3 e CMV-Rboa (5° GCC GTA AGC TGG ATG GAC AA 3)
sintetizados com base na comparacéo de sequéncias de oito isolados do virus
descritos por WYLIE et al. (1993) foi testado. Esses oligonucleotideos permitem
a sintese de um fragmento de 488 pb para o CMV-I e de 500 pb para o CMV-II.
Esse fragmento inclui dois tercos do gene da proteina capsidial
(correspondendo ao terminal 3’) e parte da regido 3’ ndo traduzida (BOARI,
1998). Testou-se diferentes concentracdes do primer (0,3, 0,4 e 0,6 mM) por
reacao.

As condicdes para a PCR constaram de uma desnaturacao inicial a 94
°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos a 94 °C por 45 segundos, 58 °C por 30
segundos e 72 °C por 2 minutos, com uma extensao final de 10 minutos a 72
°C, finalizando a 4 °C. Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados
em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo sob luz ultravioleta em

fotodocumentador da via Gel Logic 200 — Imaging system).

2.2.5 INDEXACAO DE BANANA PARA O BSV POR TESTE BIOLOGICO

Como plantas teste foram utilizadas mudas de bananeira Caipira sadias,
micropropagadas pela CAMPO (Cia. de Producéo Agricola), localizada na area
da Embrapa Mandioca e Fruticultura em Cruz das Almas - BA. ApGs a etapa de
enraizamento in vitro, as mudas foram aclimatizadas em tubetes durante 30
dias em estufa. Apds isso, as plantas foram transplantadas para sacos de

polietiieno de 30 x 15 cm com capacidade para 2,5 litros, contendo solo
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adubado, e cultivadas em casa de vegetacdo sem controle de temperatura e
umidade (Figura 6).
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Foto: Neide Moura dos Santos

Figura 6. A) Mudas de bananeira Caipira apés 30 dias na estufa para o
processo de pré aclimatacdo. B) Mudas de bananeira apGs o transplante para
0s sacos de polietileno.

Para as 21 matrizes em avaliacdo (tabela 4), utilizou-se trés plantas
teste. Como testemunha usou-se trés plantulas que nao foram infestadas com
cochonilhas e trés infestadas com cochonilhas nado viruliferas (vindas
diretamente da colbnia). Para o controle positivo foram utilizadas trés plantas
infestadas com cochonilhas que foram alimentadas em folhas de Mysore com e
sem sintomas de BSV. Foram utilizados ainda mais dois controles positivos
infestados com cochonilhas alimentadas em folhas das variedades Perak e
Madu, pertencente ao BAG de banana e cuja infecgcdo com o BSV foi detectada
por testes biologicos realizados anteriormente por Silveira et al. (2008).

Nesses ensaios foram utilizados instares jovens da cochonilha
Planococus citri criadas em abdbora (Cucurbita maxima L.), cultivar cabotcha,
no insetario da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Com o auxilio de pincel e
uma luminaria aproximadamente dez instares jovens da cochonilha foram
transferidos da abobora para amostras de tecidos foliares das bananeiras a
serem testadas e colocadas em placas de Petri, onde permaneceram por 24
horas para o acesso de aquisi¢do (Figura 7). Esse método foi realizado com

base em trabalhos desenvolvidos por Silveira (2001).
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4 Fotb: Neide Moura dos Santos

Figura 7. A) Cochonilhas P. citri criadas em abdbora (Curcubita méaxima L.) no
insetario do CNPMF. B) Cochonilhas sendo transferidas da abdbora para
amostras foliares para o acesso de aquisigao.

Algumas cochonilhas, apdés passarem 24 horas para o0 periodo de
aquisicdo em amostras foliares de Mysore (controle positivo) foram transferidas
imediatamente para as plantas testes para o acesso de transmissdo. Outras
cochonilhas foram mantidas em placas de Petri sem contato com lamina foliar
infectada por mais 24h, 36h, 48h e 72h para depois serem transferidas para a
transmissao, respectivamente. Esta observagéao teve como objetivo avaliar por
guanto tempo a cochonilha permanecia virulifera.

As mudas de bananeira Caipira, 40 a 60 dias ap6s a aclimatizacao,
medindo entre 12 cm e 20 cm de altura e com quatro a seis folhas, foram
infestadas com P. citri. Os tecidos foliares juntamente com as cochonilhas
foram transferidos para as plantas teste e presas nas mesmas com o auxilio de
fita crepe. A seguir essas plantas foram cobertas com campanulas individuais,

preparadas com garrafas PET com uma janela lateral telada (Figura 8).

Foto: Neide Moura dos Santos

Figura 8. A) Tecidos foliares juntamente com as cochonilhas sendo transferidos
para as plantas teste. B) Plantas sendo cobertas com campéanulas individuais.
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Para a confeccao das campéanulas foram utilizadas garrafas PET de 2,0
L, tela de nylon, lixa, adesivo de contato, a base de borracha sintética e
solventes orgéanicos (Cascola Extra sem Toluol) e estilete. As garrafas PET
foram cortadas ao meio com o auxilio do estilete, em cada uma das partes foi
feito uma abertura lateral, posteriormente coberta com um pedaco de tela.

As cochonilhas permaneceram 48 horas nas mudas de banana Caipira
protegidas pela campéanula, para realizagdo do acesso de transmissdo, e
depois foram mortas com a pulverizacdo de Diazinon 600 CE 10 mL/10 litros.
Diazinon ou diazinona é um inseticida e acaricida organofosforado, classe
toxicologica Il (altamente téxico), com autorizacdo de uso no Brasil como:
domissanitario, agrotoxico de uso agricola, na jardinagem amadora e produto
veterinario para o controle de ectoparasitas em gados, carneiros e animais
domeésticos. O produto estd disponivel no mercado na forma de po,
concentrado emulsionavel, liquido ou granulado. As plantas foram avaliadas

semanalmente quanto a presenca de sintomas até 60 dias ap0s a inoculagao.

2.2.6 INDEXACAO DE BANANEIRA PARA O BSV POR PCR

Para indexacdo por PCR selecionou-se nove acessos do BAG de
bananeira da Embrapa Mandioca e Fruticultura com resultados positivos na

indexacéao biolégica para o BSV realizado por Silveira et al. (2006) (Tabela 5).

Tabela 5. Acessos selecionados do BAG de bananeira da Embrapa Mandioca e
Fruticultura com resultados positivos na indexacao biologica para o BSV para
indexacao por PCR

Amostra Acesso Grupo genbmico
1 Madu AA

2 BB-IAC BB

3 Muga AAA

4 Who Gru AAA

5 Mysore AAB

6 Pulut AAB

7 Platina AAAB

8 Teparod ABBB

9 Nemwa Daeng ABB
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Acessos de diferentes grupos gendmicos foram selecionados para
avaliar alguns primers descritos na literatura para a detecgdo do BSV em
nossas condi¢gdes. Como controle negativo utilizou-se amostras foliares de
bananeira Caipira (AAA) micropropagada pela Campo e mantidas em casa de

vegetacao.
2.2.6.1 EXTRACAO DE DNA

O DNA gendmico das plantas de bananeira em analise (Tabela 5) e mais
o controle negativo (Cultivar Caipira) foram isolados de acordo com o protocolo
descrito por Doyle & Doyle (1987) com algumas modificacbes. Foram utilizadas
amostras de folhas jovens de cada gendtipo em analise. As laminas foliares
foram coletadas e mantidas em gelo no campo. Antes de serem maceradas as
amostras foram lavadas em agua corrente com detergente. Em seguida foram
maceradas em almofariz de porcelana, contendo nitrogénio liquido, até a
obtencdo de um po fino. Aproximadamente 300 mg de material macerado foi
transferido para microtubos de 2,0 mL.

Posteriormente, foi adicionado 1 mL de tampao de extracdo (Tabela 6).
Os microtubos foram agitados no vortex e incubados em banho-maria a 65°C
por 45 minutos (homogeneizados a cada 15 minutos). Os tubos foram retirados
do banho-maria e acrescentou-se 700 uL de cloroférmio: alcool Isoamilico
(24:1), homogeneizou-se suavemente e centrifugou-se por 10 minutos a 10.000

rpm.

Tabela. Tampé&o de Extracdo de DNA (Doyle & Doyle, 1987)

SOLUCOES/REAGENTES/ CONCENTRACAO FINAL
CTAB a 10% 2,0%

NaCla5 M 1,4M

Tris HCla 1 M pH 8,0 0,1M

EDTA a05M 20,0 mM

2- mercaptoetanol 0,8%

PVP (Polivinilpirrolidona) 2,0%

H,O de mili-Q

Coletou-se o sobrenadante para novos tubos de 1,5 mL e adicionou-se
isopropanol, equivalente a 2/3 do volume coletado. Incubou-se a - 20°C por

cinco minutos, sendo os tubos novamente centrifugados nas mesmas
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condicOes e descartou-se o sobrenadante. Adicionou-se 600 yL de tampé&o TE
(Tris- HCI 10 mM, pH 8,0 + EDTA 1 mM) e incubou-se por 1hora e 30 minutos
na geladeira.

Em seguida adicionou-se 200 pL de acetato de aménio a 7,5 M. Fechou-
se 0 microtubo, misturou-se suavemente por inversao para homogeneizar a
solucdo e novamente incubou-se na geladeira por 15 minutos. Depois
centrifugou-se por 15 minutos a 8000 rpm e transferiu-se o sobrenadante para
um novo microtubo de 1,5 mL e adicionou-se 800 uL de etanol absoluto
misturando suavemente por inversdo. Incubou-se por uma hora a -20°C,
centrifugou-se por 10 minutos a 14000 rpm. Descartou-se o sobrenadante e
realizou-se duas lavagens com 500 pL de etanol 70% para eliminar os residuos
de sais presentes no DNA.

Repetiu-se a centrifugacdo descartando o sobrenadante. O precipitado
foi lavado duas vezes com 500 uL de etanol 70%. As amostras de DNA foram
deixadas a temperatura ambiente por 20 minutos para secagem e entdo
ressuspendidas em 100 yL de TE (Tris- HCI 20 mM, pH 8,0 + EDTA 1 mM) + 2
ML de ribonuclease (RNAse 10 mg/mL).

Apés a extracdo, foi verificada a pureza e a concentracdo do DNA
mediante eletroforese em gel de agarose a 15% e medicbes em
espectrofotometro (GE Healthcare Nano Vue plus). Armazenou-se o DNA a -
20°C.

2.2.6.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE - PCR

As nove combinacdes de primers testadas foram: BADNA1A/MYS3’
(~400/600pb),  BADNA1A/BADNA4  (~400/600pb),  BADNAL1A/BADNA3
(~1840pb), BADNA2/BADNA4  (~600pb), BADNA2/MYS3  (~450pb),
SCBVVF5/BADNA3 (~1800pb), SCBVVF5/BADNA4 (~550pb),
SCBVVF5/SCBVVR5 (~220pb), e BADNAT/BADNA3 (~1200pb). As
sequéncias de cada um deles e suas respectivas origens estdo apresentadas
na tabela 7.

Foram realizados testes preliminares utilizando as nove amostras

positivas e a amostra sadia utilizando diferentes concentraces de DNA (7,5
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ng, 10 ng, 12,5 ng, 25 ng, 37,5 ng e 50 ng) e de primer (0,2 yM, 0,3 pM, 0,35
MM e 0,4 uM) na reagao da PCR.

Estabeleceu-se uma reacdo padrdao da PCR para todas as combinacdes
de primers (Tabela 8), a serem avaliadas. Considerando a temperatura de
anelamento de cada um dos primers foram estabelecidas as melhores

combinagdes a serem utilizadas.

Tabela 7. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificacdo dos
genes estudados de BSV

Primer Sequéncia do primer Referéncia
Harper et al.
BADNA1A* 5 CTN TAY GARTGG YTNGTNATG CCN & (2002)
Ahlawat et al.
BADNA2 ! 5 TAY ATH GAY GAY ATH YT 3 (1996)
BADNA3 ? 5 TAACTTTGC CTACCGACATACCJ Wetzel (1992)
Harper et al.
BADNA4 ? 5 TCC AYTTRC ANAYNSCYCCCCANCCY (2002)
Ahlawat et al.
MYS3? 5 CCC CAT RCANCC RTCNGT YTC 3 (1996)
Braithwaite et al.
SCBVVF5*! 5 TCAAAG TTT GAT TTG AAG AGC GGG 3’ (1995)
Braithwaite et al.
SCBVVRS5 ? 5 CTC CGA GAAAAC CAATAT GTCATC 3 (1995)
BADNAT * 5 CCC GGG MYMWNG CTCTGATACCA 3 Wetzel (1992)
- Forward
2~ Reverse

Tabela 8. Componentes basicos da reacdo para a preparacao do coquetel para
realizacdo do PCR

REAGENTES CONCENTRACAO FINAL  UMA REACAO
Agua Mili-Q 9,0 uL
dNTP 0,2mM 1,2 uL
Tampao 10X 1X 1,5 uL
MgCl, 25 mM 1,5mM 0,9 uL
Taq (5U/uL) 1,0U 0,2 uL
Primer F (10 M) 0,4 uM 0,6 L
Primer R (10 yM) 0,4 uM 0,6 L
DNA 5 ng/pL 7,5ng 1,5 L

A seguir, sdo apresentados os ciclos utilizados para cada uma das
combinac¢des. Para algumas reacfes foram necessérias testar mais de uma

temperatura de anelamento.
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Condic¢des da PCR usadas para a combinagdo BADNA1A/MYS3

94°C ........... 3 min.
94°C ........... 0,45 seg.
50°C........... 0,30 seg. { 4X
72°C ........... 0,45 seg.
94°C ........... 0,45 seg.
55°C ........... 0,30 seg. L 30X
72°C ........... 0,45 seg.
72°C ........... 5 min.

8°C

94°C ........... 3 min.

94°C ........... 0,45 seg.
37°C........... 0,30 seqg. ( 5X
72°C ........... 0,45 seg.

94°C ........... 0,45 seg.
539/54°C..... 0,30 seg. »30X
72°C ........... 0,45 seg.

72°C ........... 5 min.

8°C

94°C............ 3 min.
94°C ........... 0,45 segq.
47°C ........... 0,30 seg. » 5X
72°C ........... 0,45 segq.
94°C ............ 0,45 seq.
559/57°C ...... 0,30 seg. » 30X
72°C ............ 0,45 seg
72°C ........... 5 min

8°C

94°C ........... 3 min.

94°C ........... 0,45 segq.

45°C ........... 0,30 seg. » 5X
72°C ........... 0,45 seg.
94°C........... 0,45 seq.
48°/50°C...... 0,30 seg. » 30X
72°C ........... 0,45 seg.

72°C ........... 5 min.
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Condicdes da PCR usadas para a combinagcdao BADNA2/BADNA4

94°C ........... 3 min.

94°C ........... 0,45 seg.
399/37°C..... 0,30 seg. 14X
72°C ........... 0,45 seg.
94°C........... 0,45 seg.
57°/55°C..... 0,30 seg. 20X
72°C ........... 0,45 seg.

72°C ........... 5 min

8°C

94°C ........... 3 min.
94°C ........... 0,45 seg..
379/40°C..... 0,30 seg. ( 5X
72°C ........... 0,45 seg.
94°C .......... 0,45 seg.
559/54°C..... 0,30 seg. » 30X
72°C........... 0,45 seg.
72°C ........... 5 min.

8°C

94°C............ 3 min.

94°C .......... 0,45 seg.
559/53°C..... 0,30 seg. » 17X
72°C........... 0,45 seg.

94°C .......... 0,45 seg.
499/47°C..... 0,30 seg. » 17X
72°C .......... 0,45 seg.

72°C ........... 5 min.

8°C

94°C ........... 3 min.

94°C ........... 0,45 segq.
559/56°C...... 0,30seg. &+ 17X
72°C ........... 0,45 segq.

94°C ........... 0,45 seg..
58¢/59°C...... 0,30seg. » 17X
72°C ........... 0,45 seg.
72°C........... 5 min.
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Condicdes da PCR usadas para a combinacdao SCBVVF5/SCBVVR5

94°C ........... 3 min.
94°C ........... 0,45 seg.
550C ........... 0,30 seg.. > 17X
72°C ........... 0,45 seg.
94°C ........... 0,45 seg.
50°C .......... 0,30 seg. »17X
72°C ........... 0,45 seg.
72°C ........... 5 min
8°C

94°C ........... 3 min.

94°C ........... 0,45 seg.
57°C......... 0,30 seg. » 5X
72°C ........... 0,45 seg.

94°C ........... 0,45 seg.
49°/51°C..... 0,30 seg. } 30X
72°C ........... 0,45 seg.

72°C ........... 5 min.

8°C

Os produtos amplificados foram analisados por meio de eletroforese em
gel de agarose a 1,5% e visualizados apés coloragcéo por brometo de etidio no

fotodocumentador da via Gel Logic 200 — Imaging system).
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 INOCULACAO MECANICA DE CMV EM FUMO

Quando plantas de fumo foram inoculadas mecanicamente com o CMV,
os sintomas da infeccao foram observados, em todas as repeticdes, apos sete
dias (Figura 9). Essas plantas foram mantidas em casa de vegetagdo e
posteriormente testadas e usadas como controles positivos nos testes de RT-
PCR e ELISA.

Foto: Neide Moura dos Santos

Figura 9. Fumo com sintoma causado pelo CMV.

2.3.2 LEVANTAMENTO DOS SINTOMAS DO CMV E BSV NO MATRIZEIRO
DE BANANEIRA

No levantamento visual do matrizeiro de bananeira realizado em trés
épocas diferentes (outubro de 2010, abril de 2011 e junho de 2011) foi
observado quatro matrizes apresentando sintomas semelhante aos causados
pelo BSV (Tabela 9). Contudo, os sintomas ndo foram observados em todas as
repeticdes. Nao detectou-se sintomas semelhantes aos ocasionados pelo CMV
em nenhuma das plantas matrizes.

Para Jones & Lockhart (1993) o diagnostico baseado apenas em
sintomas foliares ndo deve ser o Unico método usado para a indexagéo devido
a hatureza esporadica da expressdo do sintoma do BSV ao longo do ano,

podendo estar totalmente ausentes ou leves a ponto de ndo serem
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identificados a depender das condi¢cdes ambientais (temperatura e duracao do
dia) e das caracteristicas do hospedeiro.

Tabela 9. Matrizes de bananeira com sintomas de BSV apos leituras visuais
realizadas em trés periodos diferentes.

Genotipo Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3
out./2010 abr./2011 jun./2011

Caipira

Prata Baby

Grande Naine

Pacovan

Thap Maeo

Prata Ana X
FHIA-02

Calypso

Maravilha

Prata Grauda

Pacovan Ken

Japira

Vitéria X
Preciosa

Tropical

Garantida X
Princesa

Caprichosa

PA42-44

FHIA-18

FHIA-21 X
X = matrizes com sintomas semelhantes do BSV

2.3.3. INDEXACAO PARA O CMV POR ELISA DIRETO

Em testes preliminares avaliou-se duas diluicbes para maceracdo das
amostras de fumo infectadas com CMV, observando-se que a diluicdo a 1:5
apresentou melhores resultados nos testes realizados. Quando as amostras
foram maceradas na diluicdo de 1:5 a absorbancia média obtida no ELISA foi
de 0,561, enquanto que na diluicdo de 1:10 a absorbancia média foi de 0,343.

Amostras foliares das 21 matrizes de banana, com duas repeticdes cada
uma, foram avaliadas por ELISA direto para CMV ndo sendo detectada a
presenca do virus em nenhuma dessas amostras (Tabela 10). Resultados

semelhantes foram obtidos por Silveira et al. (2004) na indexacao biologica e
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sorolégica por ELISA dos acessos do BAG de banana da Embrapa Mandioca e
Fruticultura. Em todas as amostras de fumo infectadas com CMV e utilizadas
como controle positivo foi possivel confirmar a presenca do virus pelo ELISA.

Tabela 10. Resultado da indexacdo das matrizes de bananeira para CMV
utilizando o ELISA direto

Gendtipo Leitura ap6s 60 min.
Caipira 0,003
Prata Baby 0,013
Grande Naine 0,011
Pacovan 0,000
Thap Maeo 0,000
Prata Ana 0,004
FHIA-02 0,008
Calypso 0,005
Maravilha 0,015
Prata Grauda 0,020
Pacovan Ken 0,008
Japira 0,001
Vitéria 0,000
Preciosa 0,001
Tropical 0,048
Garantida 0,002
Princesa 0,036
Caprichosa 0,010
PA42-44 0,001
FHIA-18 0,006
FHIA-21 0,006
Fumo infectado 0,311
Fumo sadio 0,004

Em trabalhos realizados por Hu et al. (1995), bananeiras com sintomas
severos do CMV provenientes de Oahu apresentaram resultado negativo em
ELISA e positivo em Dot blot e RT-PCR. Ja as amostras de bananeiras
infectadas por CMV provenientes do Havai deram o resultado positivo para o
ELISA guando utilizou-se a diluicdo 1:100. Estes resultados foram atribuidos a
cultivar e ndo a estirpe do virus. Colariccio et al. (1996) detectaram o CMV
utilizando ELISA e Western blot direto de folhas de bananeira infectada.

Eiras et al. (2001) conseguiram com o DAS-ELISA detectar a presenca

do CMV em N. glutinosa previamente inoculada mecanicamente com o virus,
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usando kit de antissoros da AGDIA especificos para os subgrupos CMV | e Il.
Em 2004, Furuya et al., detectaram a presenca do CMV em bananeiras da
regido da Indonésia. Os avancos e aperfeicoamento das técnicas e dos
produtos utilizados na indexagao de viroses vém permitindo cada vez mais o

Seu uso.
2.3.4. INDEXACAO PARA O CMV POR RT-PCR
2.3.4.1 EXTRACAO DE RNA TOTAL

A partir da quantificagdo em espectrofotdmetro e analise qualitativa em
gel de agarose a 1% (Figura 10a), verificou-se que foi possivel extrair RNA total
de fumo usando os produtos comerciais disponiveis no laboratorio de virologia
da CNPMF. Obteve-se um RNA total de fumo de melhor qualidade quando se
utilizou o protocolo de extracéo descrito por Wang et al. (2010) (Figura 10Db).

Figura 10a. Eletroforese em gel de agarose a 1% de RNA total de fumo
extraido utilizando o Tri Reagente. 1-5 - amostras de fumo infectado; 6-9 -
amostras de fumo sadio.

288
188

Figura 10b. Eletroforese em gel de agarose a 1% de RNA total de fumo
extraido seguindo protocolo proposto por Wang et al. (2010). FS — fumo sadio e
Fl — fumo infectado

Foi extraido o RNA total de oito cultivares do matrizeiro de bananeira
(Vitéria, Pacovan, Prata Baby, Prata And, Preciosa, Tropical, FHIA 21 e
Pacovan Ken) e seis acessos do BAG de bananeira do CNPMF que

apresentavam sintomas semelhantes ao CMV. Sendo que, em nenhum destes
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acessos do BAG, foi confirmada a presenca do CMV nas condi¢des em que
foram avaliados no laboratorio de virologia do CNPMF. A andlise qualitativa da
extracdo de RNA total de bananeira, em gel de agarose a 1%, mostrou as
bandas 28S e 18S indicando a obtencdo de RNA de qualidade quando se
utilizou o protocolo proposto por Wang et al. (2010) (Figura 11). N&o se obteve
RNA total de qualidade de bananeira quando foram utilizados os produtos

comerciais disponiveis no laboratério (Tri Reagente e Brazol.

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose a 1% de RNA total de bananeira
extraido seguindo protocolo proposto por Wang et al. (2010). 1 a 6 - amostras
de bananeira do BAG. 7- Prata Baby; 8 - Prata And; 9 — Preciosa; 10 —
Tropical; 11- FHIA 21; 12- Pacovan Ken.

De acordo com Wang et al. (2005) ndo foi possivel extrair RNA de
gualidade de amostras foliares de Ginkgo biloba usando os produtos
comumente utilizados para esta finalidade, como o Trizol. Para solucionar este
problema foi avaliado um tampao semelhante ao utilizado nos experimentos
aqui apresentados. Para Wang et al. (2004) a alta concentracdo de B-
mercaptoetanol usado serviu para inibir a acdo de RNAses assim como reduziu
a oxidacdo dos compostos fenolicos e das ligacdes destes compostos com
acidos nucléicos, o que poderia causar danos irreversiveis ao RNA.

Trabalho semelhante foi desenvolvido por Fang et al. (1992), onde o
aumento de concentracdo de sais no tampdo de extracdo reduziu a
interferéncia dos polissacarideos, aumentou a solubilidade e reduziu a co-
preciptacdo destes compostos com o DNA nas etapas finais da extracao.

Xu et al. (2006) trabalhando com uma fruta chinesa (Rosa roxburghii
Tratt) que € uma planta rica em polifendis, carboidratos e outros metabdlitos
secundarios, caracteristicas semelhantes as encontradas em bananeira,
obtiveram resultados satisfatérios quando usaram tampdo de extracdo com

composicado semelhante aos usados neste experimento. Ainda segundo esses



61

autores altas concentragdes dos antioxidantes PVP e B-mercaptoetanol
preveniram a oxidagcdo fendlica e a formagdo de complexos fendlicos.
Reduzindo a oxidacdo fendlica e impedindo as ligacdes covalentes destes
compostos com o0s acidos nucléicos garantimos a qualidade do RNA extraido.
Porebski et al. (1997) também observou que compostos fendlicos podem se
ligar covalentemente aos acidos nucléicos reduzindo a qualidade e quantidades
de DNA disponivel apés a extracao.

2.3.4.2 SINTESE DE FITA COMPLEMENTAR — CDNA

Obteve-se resultados satisfatérios com todos os kits de transcriptase
testados (Invitrogen, Promega e New England Bio Labs), todavia os testes
demonstraram que a concentracdo de RNA pode influenciar na qualidade da
reacdo. Em todas as reacdes de transcricdo reversa realizadas com o RNA
total extraido de fumo sadio e infectado foi possivel obter os resultados
esperados na PCR. Para as amostras de bananeira apenas as reacodes
utilizando extracbes de RNA totais com base no protocolo proposto por Wang
et al. (2010) levaram a resultados satisfatorios na PCR. O sucesso desta etapa

parece ser devido a extracdo de RNA de qualidade.

2.3.4.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE — PCR PARA CMV

Foi possivel amplificar fragmentos do CMV, com os primers testados
para as amostras de fumo sempre que a extracdo de RNA total possuia boa
gualidade. Para todas as temperaturas de anelamento testadas no PCR-
Gradiente, usando amostras provenientes de fumo infectado, houve
amplificacdo de fragmentos do genoma viral no tamanho esperado (745 pb),
enquanto nas amostras de plantas sadias ndo se detectou nenhuma banda
(Figura 12).
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1018
206—

745 pb

Figural2. PCR gradiente com temperaturas variando de 50°C a 65°C utilizando
primer CMV1 e CMV2, descrito por Hu et al. (1995). 1Kb — marcador de peso
molecular — DNA Ladder. S — amostra de fumo sadio. | — amostra de fumo
infectado com CMV.

Para as amostras de bananeira a eficiéncia da reacgao foi confirmada
pela amplificacdo do controle interno especifico para o género Musa (Musa 25
S rRNA), conforme descrito por Santos (2010), pois ndo havia disponivel

nenhuma amostra de bananeira infectada com o virus (Figura 13).

1kb FS FI V P FS Fl. Vv P FS el VP

1018 745 pb
506 — 488/500 pb
106 pb

N W

Musa 25 S rRNA CMV1ie2 CMV1e?2
Vanden Berg et al. (2006) Huetal (1995) Wylie et al. (1993)

Figura 13. PCR para CMV utilizando o primer de controle interno Musa 25 S
rRNA, e dois pares de primer para o CMV, conforme Hu et al. (1995) primer
CMV 1 e 2, assim como os primers descritos por Boari (1998). 1kb- marcador
de peso molecular-DNA Ladder; FS- fumo sadio; FI- fumo infectado; V- amostra
de bananeira Vitoria e P- amostra de bananeira Pacovan.

Eiras et al. (2000) utilizando RT-PCR e oligonucleotideos para regiao 3’
da capa protéica do CMV conseguiram amplificar um fragmento com 486 pb
em amostras de fumo (Nicotiana glutinosa) inoculadas com um isolado do CMV

obtido de bananeira proveniente do municipio de Miracatu — SP.
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2.3.5. INDEXACAO DE BANANEIRAS PARA O BSV POR TESTE
BIOLOGICO

O método biolégico permitiu a deteccdo do BSV em sete plantas das 21
matrizes de bananeira avaliadas (Tabela 12). Os primeiros sintomas (estrias
cloréticas iniciando da nervura principal) foram observados aos trinta e cinco
dias ap6s a inoculacdo, geralmente em apenas uma das plantas teste. Para as
trés cultivares usadas como controle positivo, duas deram resultado positivo no
teste realizado. Nas plantas utilizadas como testemunhas no teste, sem
cochonilhas e com cochonilhas néo viruliferas, ndo se detectou sintomas de
BSV.

Tabela 12. Resultado da indexacédo de 21 matrizes de bananeira por método
biologico para o BSV

Gendtipo 35 dias ap6s 45 dias apos 60 dias apos 100 dias ap6s
ainoculagcdo ainoculacdo a inoculagéo a inoculacéo

Caipira X
Prata Baby

Grande Naine

Pacovan

Thap Maeo

Prata And

FHIA-02

Calypso

Maravilha

Prata Grauda

Pacovan Ken

Japira

Vitoria

Preciosa

Tropical X

Garantida X
Princesa X

Caprichosa X

PA42-44

FHIA-18

FHIA-21

Mysore (controle positivo) X
Madu (controle positivo) X
Perak (controle positivo) X

Caipira (controle negativo)

X = deteccao do BSV
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Em experimentos realizados por Silveira et al. (2007), o periodo de
expressao dos sintomas variou de 15 a 70 dias apos a inoculacdo e as plantas
testes inoculadas com cochonilhas alimentadas nas folhas da ‘Mysore’
apresentaram sintomas 15 dias apés a inoculacdo. Ainda segundo esses
autores, 100% das plantas inoculadas expressaram o sintoma do BSV, quando
se utilizou 20 a 30 cochonilhas e trés plantas teste para cada acesso.

Em trabalhos realizados em Taiwan por Hwang & Su (1998) quando
plantas de cinco a dez centimetros de altura foram inoculadas com BSV, a taxa
de infeccdo chegou a 75%, enquanto o periodo de incubacdo médio foi de 22
dias. Quando plantas de 30 cm de altura foram inoculadas com BSV, os
valores correspondentes foram 50% infectados, com um periodo de incubacao
de 80 dias. Para plantas de 50 cm de altura, apenas 25% foram infectados
apos um periodo de incubacao de 135 dias.

Todas as plantas teste inoculadas com cochonilhas alimentadas nos
acessos utilizados como controle positivo expressaram o sintoma semelhante
ao BSV, contudo, as mudas inoculadas com indculo proveniente do acesso
Madu s6 expressaram sintomas 100 dias apés a inoculacdo (Tabela 12).

O teste biolégico evidenciou que a cochonilha permaneceu virulifera até
36 horas ap0s o acesso de aquisicdo. Uma vez que uma das trés plantas de
bananeira Caipira que foi inoculada com o BSV apdés este tempo, expressou

sintomas leves de infeccao pelo BSV 60 dias apos a inoculacéo.
2.3.6. INDEXACAO DE BANANEIRA PARA O BSV POR PCR
2.3.6.1 EXTRACAO DE DNA
A andlise em gel de eletroforese a 1% mostrou que a extracdo do DNA
das dez amostras foliares de bananeira (uma sadia e nove infectadas pelo

BSV) foi realizada com sucesso (Figura 14). ApOs quantificacdo, as amostras

de DNA foram diluidas para 5 ng/uL e utilizadas para as rea¢fes da PCR.



65

Figural4d. Quantificacdo, em gel de agarose a 1% de DNA de bananeira. A -
Marcador de peso molecular lambda (5 gL a 10 ng/uL). S — amostra de banana
sadia (10 yL + 4 pL de corante). 1 a 9 — amostras de banana infectadas com
BSV (10 uL + 4 L de corante para cada amostra).

2.3.6.2 PCR PARA O BSV

Todas as reagOes foram realizadas com DNA na concentracdo de 7,5 ng
e 0,4 uM de primer. Com a combinacao dos primers BADNA1A + MYS3 foi
possivel amplificar bandas nos tamanhos esperados (600 pb). Todavia, houve
amplificagdo também na amostra supostamente sadia. A reagdo da PCR
resultante dos acessos Who Gru (amostra 4) e Platina (amostra 7) apresentou
os melhores resultados para esta combinacéo de primer (Figura 15), quando se
utilizou a temperatura de 47 °C para o ciclo curto e 53 °C para o ciclo longo.

Com a combinacdo BADNA2 + MYS3 (450 pb) para todas as amostras
positivas testadas ocorreu amplificacdo de fragmentos no tamanho esperado
(Figura 16), quando a temperatura de anelamento foi de 37 e 55 °C para o ciclo
curto e ciclo longo, respectivamente.

Para a combinacdo BADNA1A + BADNA4 (~400/600 pb) (Figura 17)
apenas para algumas amostras obteve-se amplificacdo de fragmentos nos
tamanhos esperados com temperatura de 47 °C no ciclo curto e 56 °C no ciclo

longo.
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600 pb

Figural5. Gel de agarose a 1,5% com reacdo de PCR com a combinacéo de
primers BADNA1A + MYS3. S — Amostra de bananeira sadia; 1-9 — Amostras
de bananeiras infectadas com BSV. 1Kb - marcador de peso molecular DNA
Ladder.

1kb S i1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figural6. Gel de agarose a 1,5% com reacdo de PCR com a combinacéo de
primers BADNA2 + MYS3. S — Amostra de bananeira sadia; 1-9 — Amostras de
bananeiras infectadas com BSV. 1Kb - marcador de peso molecular DNA
Ladder.

1kb S i 2 3 4 5 6 7 8 9

600 pb

Figural?7. Gel de agarose a 1,5% com reacdo de PCR com a combinacado de
primers BADNA1A + BADNA4. S — Amostra de bananeira sadia; 1-9 —
Amostras de bananeiras infectadas com BSV. 1Kb - marcador de peso
molecular DNA Ladder.
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Figueiredo & Brioso (2007), usando a combinagao de primer BADNA1A
+ BADNA4 conseguiram diagnosticar a presenca do BSV em amostras de
bananeiras provenientes de micropropagagao.

As outras combinacdes de primers testadas, BADNA1A + BADNAS3,
BADNA2 + BADNA4, SCBVVF5 + BADNA3, SCBVVF5 + BADNA4, SCBVVF5
+ SCBVVR5 e BADNAT + BADNAS3, ndo amplificaram fragmentos nos
tamanhos esperados para as condicbes em que foram avaliados. A
heterogeneidade do BSV pode ter influenciado nos resultados obtidos.

Para Lockhart & Olszewski (1993) os resultados até entdo obtidos pela
PCR para o BSV podem ser otimizados adaptando os métodos de extragdo de
DNA de bananeira, uma vez que os compostos fendlicos e secundarios
presentes na bananeira podem contaminar o DNA obtido. Além disso, ja se
sabe que segmentos do genoma do BSV podem estar integrados ao genoma
de algumas variedades de bananeira comprometendo a confiabilidade da sua
deteccéo por PCR.

Uma alternativa para aperfeicoar a extracdo de DNA em plantas ricas
em compostos fendlicos foi proposta por Porebski et al. (1997), envolvendo
uma modificacdo no tampéo de extracdo, aumentando a concentracao de sais
para a remocdo de polissacarideos e o0 uso do PVP para remocdo dos

polifendis, além de tratamento com RNAse e uso de fenol-cloroférmio.
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2.4 CONCLUSOES

As matrizes de bananeira ndo apresentaram sintomas de infeccdo pelo

CMV e foram ELISA negativas, isto é uma forte evidéncia de sua sanidade.

Os sintomas do BSV foram observados nas cultivares Prata Ana, Vitoria,
Garantida e FHIA-21.

O teste biol6gico detectou a presenca do BSV nas cultivares Caipira,

Tropical, Garantida, Princesa e Caprichosa.

O uso do protocolo de extragdo de RNA total, proposto por Wang et al.
(2010), possibilitou a extracdo de RNA total de qualidade de bananeira.

A analise por PCR, de plantas BSV positivas por indexacao bioldgica,
demonstrou que os primers relatados por diferentes pesquisadores para a
sua deteccédo, nao estdo apresentando boa resposta nas condicfes em que

foram avaliados na Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Nas condicbes em que foram indexadas as matrizes Prata Baby, Grande
Naine, Pacovan, Thap Maeo, FHIA 02, Calypso, Maravilha, Prata Grauda,
Pacovan Ken, Japira, Preciosa, Caprichosa, PA 42-44 e FHIA 18 foram
consideradas livres do CMV e BSV.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, o matrizeiro de bananeira com 21 diferentes cultivares foi
indexado para o CMV por ELISA direto e para o BSV por teste biolégico. As
dificuldades encontradas e o tempo gasto para ajustar a metodologia de
extracdo de RNA total de bananeira de qualidade, aliado ao tempo disponivel
para a apresentacdo destes resultados ndo permitiram que todo o material
avaliado fosse indexado para o CMV por RT-PCR. A néo identificacdo de uma
planta de bananeira infectada com o CMV dificultou a continuacédo dos ajustes
no ELISA e RT-PCR.

A deteccdo do BSV por indexacdo biologica € uma excelente alternativa,
uma vez que ndo € um metodo muito especifico e permite a deteccdo de
diferentes isolados. A variabilidade genética do BSV associado a possibilidade
da existéncia de suas sequéncias integradas no genoma de bananeira, tem
dificultado o seu diagnéstico utilizando a PCR.

A purificacdo e o sequenciamento das estirpes de CMV e BSV presentes no
BAG de banana, em trabalhos futuros, permitirdo o conhecimento da sua
variabilidade genética. Os experimentos com avaliacdo e ajustes de métodos
de indexacao para CMV e BSV em bananeira precisam ser continuados para

definir questdes levantadas neste trabalho.
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