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RESUMO - As espécies de Musa que produzem frutos comestiveis, bananas e platanos,
sdo economicamente importantes e cultivadas em escala comercial. As grandes areas
cultivadas e a propagacdo vegetativa das bananeiras propiciam a ocorréncia e
disseminacdo de pragas e doengas. Dentre estas, 0s virus sdo patogenos frequentes e
podem causar danos as plantas e frutos. No Brasil, apenas as espécies Banana streak
virus (BSV) e Cucumber mosaic virus (CMV) foram descritas, mas merece atencio
Banana bract mosaic virus (BBrMV) por ser uma praga quarentenaria Al. O objetivo do
presente trabalho foi detectar a presenca de virus das espécies BSV, CMV e BBrMV em
90 amostras foliares de bananeiras, mantidas sob diferentes formas de armazenamento.
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INTRODUCAO

As bananas utilizadas na alimentacdo, pertencentes ao género Musa, familia Musacea,
se desenvolvem a partir de brotacGes de pseudocaules geradas em um rizoma e seus frutos séo
desenvolvidos em pencas, por paternocarpia (DANTAS et. al., 1999). Segundo SOUZA e
TORRES FILHO (1999) a cultura da banana esta presente em todos os estados brasileiros, o
que demonstra sua adaptacdo ao clima nacional.

Inimeras pragas, como acaros, insetos, bactérias, fungos, nematoides, virus e viroides,
afetam a cultura da banana, com grande capacidade de devastar a cultura e reduzir a producéo.
Dentre elas, destacam-se 0s virus, pois ndao possuem controle quimico e podem causar
significativa reducdo da produtividade (COLARICCIO et al., 2013).

No Brasil, até 0 momento, apenas duas espécies de virus foram relatadas em cultivos
comerciais de banana, BSV e CMV. Estes dois virus induzem sintomas similares, podendo ser
confundidos e, com isso, ndo permitindo a identificacdo da virose visualmente (SANT’ANA

et al., 2016). Sem relato ainda no pais, mas que também causa impacto comercial a
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bananicultura, estd o Banana bract mosaic virus (BBrMV), género Potyvirus, uma praga

quarentenaria Al (Instru¢cdo Normativa 41, de 01/07/2008). O BBrMV é uma espécie do
género Potyvirus, familia Potyviridae, transmitido por pulgdes, que pode causar desde
sintomas brandos semelhantes aos induzidos por CMV até mais drésticos causando reducéo
de até 40% na producdo de cachos, sintomas esses por vezes atribuidos as infecgdes mistas
envolvendo BBrMV e CMV ou BBrMV e BSV (PIETERSEN & THOMAS, 2001).

O objetivo do presente trabalho foi detectar a presenca de virus das espécies BSV,
CMV e BBrMV em 90 amostras foliares de bananeiras, mantidas sob diferentes formas de

armazenamento.
MATERIAL E METODOS

Oitenta e nove amostras foliares de bananeiras de oito cultivares, provenientes de 11
municipios do estado de Sdo Paulo e um municipio do estado do Parana, foram analisadas
para a presenca de virus. Estas amostras estavam armazenadas a -20°C em sacos plasticos, a -
18°C em tubos com cloreto de célcio (CaClz) ou sob a forma herborizada.

Extracbes de RNA e DNA totais foram realizadas com todas as amostras, de acordo
com os métodos de SALZMAN et al. (1999) e DELLAPORTA et al. (1983), respectivamente.
Os &cidos nucleicos extraidos foram analisados em gel de agarose por eletroforese horizontal
em gel de agarose 1,0% em TAE (Tris + &cido acético glacial + EDTA 0,5 M, pH 8,0).

As RT-PCRs (transcricdo reversa do RNA seguida de reacdo em cadeia da polimerase)
foram realizadas com primers especificos para CMV (WILEY et al., 1993) e com primers
dirigidos para o gene da incluséo cilindrica de Potyviridae (HA et al., 2008). Para o controle
interno da reacdo foram utilizados primers dirigidos para o gene da desidrogenase NADH
mitocondrial (L1 & CHANG, 2006). As RTs foram realizadas com reagentes Promega e as
PCRs com reagentes NeoBio, de acordo com as instruces dos fabricantes. As PCRs para
deteccdo da presenca do BSV foram realizadas com reagentes NeoBio, de acordo com as
instrucdes do fabricante, e primers especificos para BSV (HARPER et al., 2002).

Os produtos obtidos foram analisados em em gel de agarose 1,5% em TAE. Apos a

corrida eletroforética, o gel foi visualizado sob luz UV em transiluminador e documentado.
RESULTADOS E DISCUSSAO
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Na tabela 1 estdo relacionadas as 90 amostras de folhas de bananeiras, mantidas sob trés
diferentes condicGes de armazenamento e avaliadas pela extracdo de DNA e RNA seguidas de
PCR e RT-PCR, respectivamente quanto a preservacdo do CMV e BSV.

Dentre as 56 amostras foliares armazenadas em sacos plasticos a -20°C, DNAs totais
foram obtidos das cultivares ‘Nanica’ (Sete Barras), ‘Prata’ (Cajati e Pariquera-Acu) e ‘Galil
7’ (Jacupiranga) (Tabela 1), todas com sintomas de estrias cloréticas nas folhas; entretanto,
somente as amostras de ‘Nanica’ foram positivas para o BSV (Tabela 1).

Nas amostras provenientes do herbario coletadas para a deteccdo dos fungos
Mycosphaerella fijiensis e M. musicola e mantidas para fins de controle positivo destes
fungos ndo foram obtidos resultados positivos para os virus avaliados. Essas amostras eram
constituidas por folhas de bananeira herborizadas com sintomas de Sigatoka Amarela e Negra,
para fins de preservacdo do fungo e sem informacdes sobre a presenca de virus, e por esse
motivo ndo é possivel estimar a porcentagem de viabilidade dos virus nesta forma de
armazenamento.

Das 32 amostras foliares de bananeiras desidratadas com CaCl,, 12 foram positivas para a
extracdo do DNA e oito para extracdo do RNA, entretanto apenas em amostras de bananeiras
‘Prata’, provenientes de Miracatu, 0 BSV pode ser detectado (Tabela 1).

O armazenamento a -20°C de folhas infectadas mostrou-se adequado para a preservacéo
do BSV, entretanto quanto as amostras armazenadas em CaCl,, apesar de ter sido possivel
detectar o virus demonstrando ser uma condicdo viavel, para a manutencdo do BSV, talvez
sejam necessarias avaliacbes periddicas mais frequentes e com amostras com diagndstico
positivo para o BSV, para avaliar corretamente a eficiéncia da preservacdo deste virus em
tecido foliar desidratado.

Um dos pontos criticos para a obtencdo de &cidos nucleicos vidveis para a posterior
utilizacdo em ensaios moleculares € a trituracdo da amostra até a sua reducdo em pé fino e a
execucdo deste procedimento em baixa temperatura. Por esta razdo, todas as amostras foram
trituradas em presenca de nitrogénio liquido; mesmo com esse procedimento houve grande
variabilidade na obtencdo de acido nucleico adequado a realizacdo dos ensaios moleculares.

O CMV e o0 BBrMV néo foram detectados em nenhuma das 90 amostras avaliadas. Isto
pode ser devido a diversos fatores, como a degradagdo do RNA, a baixa concentragdo do virus

no tecido foliar e o fato das amostras ndo estarem infectadas por estas espécies virais. Além
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destes, a ndo deteccdo de CMV nas amostras pode ser devido a distribuigdo irregular deste

virus folhas e plantas de bananeiras, pois foram utilizados tecidos do limbo foliar. Hu e
colaboradores (1995) ndo detectaram 0 CMV em algumas amostras de folhas de bananeiras
que apresentavam sintomas drasticos, e consideraram que a regido da folha a ser utilizada no
ensaio e a diluicdo do RNA total obtido aumentam a confiabilidade da detec¢édo do CMV por
RT-PCR. Estes autores encontraram que o tecido da nervura principal de folhas jovens de
bananeiras é a melhor regido para se obter tanto altas leituras de absorbancia em ELISA,
quanto os melhores resultados em RT-PCR.

Portanto, novas avaliagbes devem ser feitas com material vegetal infectado e desidratado

a fim de se determinar a manutencgéo da viabilidade do material genético viral.

CONCLUSAO

O armazenamento de amostras foliares a -20°C foi eficiente na preservacdo do BSV em
diferentes cultivares de bananeira, enquanto para as amostras armazenadas a -20°C em CacCl;
0 material genético do BSV foi preservado apenas na cv. ‘Prata’ proveniente de Miracatu;
outros ensaios devem ser realizados, com materiais sabidamente infectados por BSV e/ou
CMV, para a determinacao da(s) melhor(es) condi¢Ges de armazenamento para a preservacao

de cada uma das espeécies de virus que infectam a bananeira.

Tabela 1. Amostras foliares de bananeiras, mantidas em diferentes condicGes de
armazenamento, e respectivas avaliacdes moleculares.

Municipio Nimero de Cultivar Extragdo de acido nucleico*  Armazenamento
amostras
Cajati, SP 7 Prata DNA +/RNA +
Jacupiranga, SP 12 Galil 7 DNA +/RNA +
Jacupiranga, SP 6 Gand Naine DNA -/ RNA + folhas em
Pariquera-Acu, SP 11 Prata DNA +/RNA + sacos plasticos
Sete Barras, SP 10 Naniquinha DNA -/ RNA + a-20°C
. DNA +/RNA +
Sete Barras, SP 10 Nanica (BSV +)
Total de amostras 56
Cajati, SP 1 Prata DNA +/RNA +
Eldorado, SP 1 Nanicédo DNA +/RNA -
Eldorado , SP 3 Prata DNA +/RNA - folhas
Eldorado, SP 1 Nanica DNA -/ RNA + desidratadas com
Itariri, SP 1 Prata DNA +/RNA -
Jacupiranga, SP 3 Prata DNA +/RNA - CaCl,
Jacupiranga, SP 1 Nanica DNA +/RNA -
Juquig, SP 1 Prata DNA +/RNA +
Miracatu, SP 5 Prata DNA +/RNA +
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(BSV +)
Pariquera-Acu, SP 1 Grand Naine DNA -/ RNA -
Pariquera-Acu, SP 1 Prata DNA +/RNA -
Pariquera-Acu, SP 1 Maca DNA -/ RNA +
Pariquera-Acu, SP 1 Naniquinha DNA -/ RNA -
Pariquera-Acu, SP 1 Ouro DNA -/ RNA +
Pariquera-Acu, SP 3 Nanica DNA +/RNA +
Pedro de Toledo, SP 3 Prata DNA +/RNA +
Registro, SP 1 Naniquinha DNA -/ RNA -
Registro, SP 1 Prata DNA -/ RNA -
Registro, SP 1 Nanica DNA -/ RNA -
Sete Barras, SP 1 Prata DNA +/RNA -
Total de amostras 32
Antonina, PR 1 Maca DNA +/RNA - folhas
Sdo Paulo, SP 1 Missouri DNA +/ RNA - herborizadas
Total de amostras 2

*Avaliacdo da extragdo dos acidos nucleicos, em gel de agarose, onde “+” refere-se a presenga de DNA total
obtido na amostra e “-’refere-se a auséncia de DNA total.
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