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RESUMO

O cultivo da cana-de-agUcar constitui uma das principais atividades socioeconémicas do
Brasil, que detém a maior area plantada e as maiores producdes de acucar e alcool do mundo. O
principal banco de germoplasma da cana-de-aclcar do mundo esta localizado na Estacdo de
Floracdo e Cruzamentos da Serra do Ouro, em de Murici-AL que conta com mais de 2600
genotipos e tem sido o ponto de partida para o desenvolvimento de dezenas de variedades que
recebem a sigla RB (Republica do Brasil). O cultivo de variedades RB ocupa quase 60% da area
cultivada com cana-de-aclcar no pais. Alguns desses materiais foram introduzidos durante a
década de 1970 quando ainda ndo se dispunha de ferramentas apropriadas para a deteccdo de
diversos fitopatdgenos, especialmente os virus. Dessa forma é provavel que muitos virus estejam
disseminados na Estacdo de Floracdo e Cruzamentos da Serra do Ouro. Alguns desses virus
podem se tornar uma ameaca para a manutencdo dos gendtipos. Portanto, € importante que o
material genético desse banco seja testado para a presenca de fitovirus utilizando-se metodologias
modernas e sensiveis. Diante do exposto o objetivo do presente trabalho foi verificar a incidéncia
e caracterizar os Badnavirus que ocorrem no banco de germoplasma da Serra do Ouro. A técnica
de PCR foi empregada para avaliar 200 geno6tipos incluindo aqueles mais frequentemente
utilizados nos cruzamentos. Os resultados indicaram que 36,5% dos gendtipos avaliados estavam
infectados. Trinta e dois produtos de PCR foram completamente sequenciados e as sequencias
obtidas utilizadas para reconstrucdo filogenética por meio de maxima verossimilhanca, incluindo
sequencias de diversos Badnavirus depositadas no Genbank. A arvore obtida sugere que cinco
espécies distintas estdo ocorrendo no banco de germoplasma, sendo duas espécies ja descritas
Banana streak virus e Sugarcane bacilliform MO virus e trés possiveis novas espécies. A alta
incidéncia e diversidade de Badnavirus observada nesse estudo podem levar a perda de
importantes materiais genéticos, dificultando o intercAmbio dos mesmos e apontam para a
necessidade de substituir os materiais infectados e de adotar medidas que dificultem a infeccdo de
outros gendtipos.

Palavras-chaves: Saccharum spp., Banana streak virus e Sugarcane bacilliform MO

virus



ABSTRACT

The sugarcane cultivation constitutes one of most important socio-economic activities in
Brazil, which provide the largest cropped area and the largest production of sugar and ethanol of
the world. The main sugarcane germplasm bank of the world is located at “Serra do Ouro”, in the
municipality of Murici, Alagoas state, Brazil, with over 2,600 genotypes and has been the starting
point for the development of dozens of varieties named RB (Republic of Brazil). The cultivation
of RB varieties occupies almost 60% of the sugarcane cropping area in the country. Some of
these genetic materials were introduced in the late 1970s when it had not yet suitable methods for
the detection of various plant pathogens, specially the viruses. Thus, it is probably that many of
these viruses were spread in the germoplasm bank of “Serra do Ouro”. Some of these pathogens
can become a thread for the genotypes maintaining. Thus, it is important to test the genetic
material of this bank to detect the presence of viruses using current and reliable methodologies.
In view of this, the aim of this study was to evaluate the disease incidence and to characterize the
Badnavirus that occur in the germplasm bank of “Serra do Ouro”. The PCR technique was
performed in order to evaluate 200 genotypes, including those most frequently used in the
crosses. The results indicated that 36.5% of the tested genotypes were infected. Thirty-two PCR
products were completely sequenced and these sequences were used for phylogenetic
reconstruction by maximum likelihood, including sequences of many Badnavirus deposited in
Genbank. The phylogenetic tree indicates that five distinct virus species are occurring in the
germplasm bank, and of these, two species already described, Banana streak virus and Sugarcane
bacilliform MO virus and three possible new species. The high disease incidence and Badnavirus
diversity observed in this study may lead to loss of important genetic materials, hindering its
exchange and indicate a need of replace the infected materials, and to adopt measures of control
to hinder the infection of other sugarcane genotypes.

Palavras-chaves: Saccharum spp., Banana streak virus e Sugarcane bacilliform MO

virus
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1. INTRODUCAO

O cultivo da cana-de-agUcar é uma importante atividade econémica do Brasil, que detém a
maior area plantada e as maiores producdes de agucar e alcool do mundo (AGRINUAL, 2005). A
expansdo da area cultivada e os altos indices produtivos sdo consequéncias de diversos fatores,
sobretudo do emprego de tecnologias de Ultima geracao e do desenvolvimento de variedades mais
produtivas, mais adaptadas e mais resistentes a fatores bidticos e abidticos.

Por outro lado os programas de melhoramento genético da cultura dependem da
variabilidade genética encontrada nos bancos de germoplasma. Um dos principais bancos de
germoplasma da cana-de-actcar do mundo esta localizado na Estacéo de Floracdo e Cruzamentos
da Serra do Ouro, localizado no municipio de Murici-AL e vinculado a Universidade Federal de
Alagoas. Esse banco conta com mais de 2600 gendtipos e tem sido o ponto de partida para o
desenvolvimento de dezenas de variedades que recebem a sigla RB (Republica do Brasil) e que
atualmente ocupam quase 60% da area cultivada com cana-de-agucar no pais (RIDESA, 2010).

O material genético que compBe o banco inclui muitas variedades e gendtipos
desenvolvidos no proprio banco e materiais provenientes de outros programas de melhoramento
do Brasil e de diversos paises. Alguns desses materiais foram introduzidos durante a década de
1970 quando ainda ndo se dispunha de ferramentas apropriadas para a deteccdo de diversos
fitopatdgenos, especialmente os virus.

Dessa forma é provavel que muitos virus, especialmente aqueles que causam infecgoes
latentes ou sintomas que podem ser confundidos com distarbios nutricionais como clorose, estrias
e amarelecimento, entre outros, estejam disseminados na Estacdo de Floracdo e Cruzamentos da
Serra do Ouro. Possivelmente alguns desses virus podem se tornar uma ameagca para a
manutencdo dos genoétipos. Esse parece ser o caso dos Badnavirus, um género com genoma de
DNA de fita dupla que retine 25 espécies, sendo pelo menos duas relatadas como patogénicas a
cana-de-acucar (KING et al., 2012).

O Sugarcane bacilliform IM virus foi o primeiro Badnavirus descrito sobre S. officinarum
apresentando estrias cloréticas ou em infeccdo latentes em Cuba (RODRIGUEZ LEMA et al.,
1985; LOCKHART & AUTREY, 1988). Essa espécie também ja foi relatada na Australia, nos
Estados Unidos e no Marrocos e tem como vetor a cochonilha Saccharicoccus sacchari Cockerell
(JONES & LOCKHART, 1993). Além de Saccharum spp., o virus infecta plantas de bananeira
em condigdes experimentais (LOCKHART, 1995).
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O outro Badnavirus que infecta a cana-de-acucar é Sugarcane bacilliform MO virus,
relatado nos Estados Unidos sobre S. officinarum (BOUHIDA et al., 1993) apresentando estrias
cloréticas. Ainda ndo se conhece o vetor desse virus em condi¢Bes naturais sendo transmitido
apenas por propagacdo vegetativa, mas em condicdes experimentais o virus pode infectar M.
acuminata (BOUHIDA et al.,1993).

No Brasil existe apenas um relato de Badnavirus em cana-de-alcar (SORDI & VEGA,
1991). Esse registro se baseou unicamente em microscopia eletronica e assim a identidade da
espécie ndo pode ser feita. Contudo, ha registros bem documentados desses virus no pais sobre
plantas de bananeira e bougainvillea (CHAGAS et al., 2001).

Considerando a importancia do banco de germoplasma da cana-de-aglUcar da Estacdo de
Floracdo e Cruzamentos da Serra do Ouro e auséncia de estudos a respeito de fitoviroses, o
objetivo do trabalho foi verificar a incidéncia e caracterizar os Badnavirus que podem ocorrer no

referido banco de germoplasma.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. A cana-de-acucar: classificacao botanica, origem e importancia econémica

A cana-de-aclcar é uma espécie vegetal de grande importancia para a agricultura
brasileira e mundial. Segundo Daniels e Roach (1987), trata-se de uma espécie alégama, da
familia Poaceae tribo Andropogoneae, género Saccharum. Dentro do género Saccharum, ocorrem
seis espécies: S. officinarum L. (2n = 80), S. robustum Brandes e Jeswiet ex Grassl (2n = 60-205),
S. barberi Jeswiet (2n = 81-124), S. sinense Roxb. (2n = 111-120), S.spontaneum L. (2n = 40-
128), e S. edule Hassk. (2n = 60-80). Como o0 genoma dessas espécies podem estar participando
de alguma forma das cultivares modernas, considera-se que a cana-de-agucar seja uma espécie de
grande complexidade genética ou hibridos interespecificos do género Saccharum. Apesar do
tempo decorrido desde a descricdo deste género, sua composi¢do, ainda é questionada, devido a
grande dificuldade na determinacédo de suas espécies, causada pela intensa hibridacao e a geracédo
de muitas formas intermediarias com numeros cromossémicos diferentes, aos polimorfismos
entre euploides e aneupldides e as pressdes de selecdo da natureza e do homem (AMALRAJ &
BALASUNDARAM, 2006).

A cana-de-acUcar € uma das culturas mais importantes no cenario socioecondmico
brasileiro, por ser a principal fonte de matéria-prima utilizada pela industria sucroalcooleira para
a producdo de aculcar e alcool. O Brasil ndo é apenas o maior produtor de cana, é também o
primeiro do mundo na producdo de aglcar e etanol, conquistando cada vez mais, 0 mercado
externo com o uso do biocombustivel como alternativa energética (VASCONCELOS, 2002).

As areas em producdo continuam com progressivo aumento, sendo que esse crescimento
representa a consolidacdo das novas variedades disponiveis no mercado, aliado ao crescimento
das éreas plantadas com variedades mais antigas (CONAB, 2012).

A éarea cultivada com cana-de-acucar que sera colhida e destinada a atividade
sucroalcooleira na safra 2012/13 esta estimada em 8.520,5 mil hectares, distribuidas em vérios
estados produtores conforme suas caracteristicas. Sdo Paulo é o maior produtor com 51,87%
(4.419,46 mil hectares), seguido por Goids com 8,52% (725,91 mil hectares), Minas Gerais com
8,47% (721,86 mil hectares), Parana com 7,17% (610,83 mil hectares), Mato Grosso do Sul com
6,37% (542,70 mil hectares), Alagoas com 5,23% (445,71 mil hectares) e Pernambuco com
3,84% (327,61 mil hectares). Nos demais estados produtores as areas Sao menores, com
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representacfes abaixo de 3% (CONAB, 2012). A produtividade media brasileira esta estimada
em 69.846 kg/ha, 4,2% maior que na safra 2011/12, que foi de 67.060 kg/ha (CONAB, 2012).

A cadeia produtiva da cana-de-agUcar, assim como 0s seus produtos e subprodutos,
principalmente o acUcar e o alcool, contribuem para a distribuicdo de riqueza, além de ser fonte
de energia liquida e renovavel propiciando a reducdo da poluicdo ambiental (MATSUOKA et. al
2005).

No sistema produtivo canavieiro brasileiro, o cultivo de variedades com boas
caracteristicas agroindustriais € a melhor forma de se obter ganhos da produtividade com baixo
custo. A atuacdo dos programas de melhoramento genético desta cultura contribuiu
expressivamente para o desenvolvimento do setor sucroalcooleiro nacional, com a liberagéo de
variedades mais produtivas e mais resistentes ao ataque de pragas e doencas (BARBOSA et al
2003).

Diante do exposto o objetivo do presente trabalho foi verificar a incidéncia e caracterizar
0s Badnavirus que ocorrem no banco de germoplasma da Serra do Ouro.

2.2. Melhoramento Genético da Cana-de-acgucar

O Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-agucar (PMGCA) da Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA), composta por 10
universidades federais (Universidade Federal de Alagoas, Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Universidade Federal de Sergipe, Universidade Federal de Vicosa, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Universidade Federal de Sdo Carlos, Universidade Federal do
Piaui, Universidade Federal do Parand Universidade Federal do Mato Grosso e Universidade
Federal de Goiés), as quais obtém as variedades RB (Republica Federativa do Brasil). Em
Alagoas, 0 PMGCA situa-se na Unidade Académica Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) da
UFAL, em parceria com o setor produtivo canavieiro. As inovacdes tecnoldgicas desenvolvidas
pelo PMGCA/CECA/UFAL e transferidas para o setor produtivo vém contribuindo
significativamente para a elevacdo da produtividade e da qualidade das unidades produtoras de
acucar, etanol e bioeletricidade (RIDESA 2010).

O PMGCA teve sua origem em 1971, quando foi estabecido o PLANALSUCAR-
Programa Nacional de Melhoramento da Cana-de-acUcar, que foi nomeado para atuar em areas
de pesquisas do antigo IAA- Instituto do Aclcar e do Alcool. O programa tinha como seu
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principal objetivo o de renovacdo da lista de variedades de cana-de-agucar existente, entre elas
algumas importadas, as quais se consolidavam na produgdo sucroalcooleira do pais, e que era
representada por variedades antigas que ja apresentavam evidéncias de deterioracdo e que néo
acompanhava a producdo por serem variedades especificas de algumas regides.

Na obtengdo de variedades RB, a RIDESA tem como ponto de partida um banco de
germoplasma da Estacéo de Floragdo e Cruzamento Serra do Ouro, situada em Murici - Alagoas
a 09°13’S; 35°50°W; 515m de altitude. A area total da Estacdo é de 32 hectares e apresenta
pluviosidade anual média de 2.363mm, temperaturas minima e maxima com média de 18,2°C e
27,9°C, respectivamente, distando 34 km do litoral. Por sua localizagdo e clima privilegiados,
permite o florescimento natural e profuso da cana-de-agUcar, necessario para a realizacdo de
hibridacbes previamente planejadas pelos pesquisadores das Universidades que compdem a
RIDESA.

Essa base de pesquisa teve sua origem em 1967, quando o Sindicato da Industria do
Acucar no Estado de Alagoas implantou a primeira colecdo de gendtipos de cana, realizando as
primeiras hibridacdes para as selecbes das variedades RB. De 1971 até 1989 essas atividades
passaram para o ambito do IAA-PLANALSUCAR, que nesse periodo obteve e liberou para o
setor produtivo nacional 19 variedades RB (BARBOSA et al., 2003). A partir de 1990, a Serra do
Ouro passou para a RIDESA, com gestdo da Unidade Académica Centro de Ciéncias Agrérias da
Universidade Federal de Alagoas.

Atualmente o banco de germoplasma da Serra do Ouro é composto de 2.607 genotipos,

provenientes de programas nacionais e internacionais (Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢do do banco de germoplasma da Serra do Ouro - RIDESA, localizada no
municipio de Murici, AL.

Espécies / Hibridos N° de Acessos

Saccharum officinarum 50
Saccharum sinense 7
Saccharum robustum 9
Saccharum spontaneum 3
5

Saccharum barberi
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Saccharum edule 1
Erianthus arundinaceus 4
Hibridos 2.528
Total 2.607

Fonte: (RIDESA,2010)

A estratégia basica do PMGCA-RIDESA para obtencdo de novas variedades RB baseia-se
em cruzamentos de individuos superiores, que sao realizados visando a sele¢do de gen6tipos que
apresentem caracteristicas vantajosas em produtividade agroindustrial e tolerancia aos principais
estresses - pragas, doencas, seca, geada, salinidade e florescimento (RIDESA, 2010).

Depois de completado todo o processo de fecundacéo inicia-se o periodo de maturacéo
das sementes, coleta das cariopses, secagem, beneficiamento, armazenamento e posterior remessa
para as Universidades Federais de Ensino Superior (IFES) que compde a RIDESA, que a cada
ano iniciam um novo ciclo de selecdo e experimentacdo de variedades RB. (RIDESA, 2010) A
adocdo destas tecnologias para novas variedades € o que tem contribuido para o avango
sustentavel do setor, pois ao considerar 0 avango em produtividade que ocorreu com a cana-de-
acucar nos ultimos 40 anos, verificou-se um aumento em mais de 30% na produtividade média
como também a evolucdo significativa na qualidade da matéria-prima. Neste sentido, a liberacdo
de novas variedades disponiveis no mercado aliado a0 manejo adequado pode contribuir para
elevacdo da produtividade com menores custos de producdo. (RIDESA, 2003).

Mais importante do que o nimero de variedades liberadas é o nivel de ado¢do das mesmas
pelo setor produtivo. De acordo com o censo varietal 2009, realizado pela RIDESA considerando
todas as IFES integrantes, as variedades RB ocupam 58% dos canaviais do Pais, chegando a
algumas regides a representar areas superiores a 70%. Ao considerar os ultimos censos realizados
pela RIDESA verificou-se tendéncia crescente na area plantada com variedades RB
impulsionadas principalmente pela liberacdo de novas variedades que tiveram plantio expressivo
em todo territorio nacional. (RIDESA, 2003).

O PMGCA/CECA/UFAL, se preocupa nao s6 com a criacdo, desenvolvimento e liberagédo
de novas variedades de cana-de-agucar para 0 mercado, mas também com a fitossanidade das

mesmas, objetivando solidificar um avango sustentavel para o setor sucroalcooleiro.
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2.3 Doencas da Cana-de-Acucar

Entre as principais doencas em cana-de-acucar podem der citadas as causadas por
bactérias como a escaldadura-das-folhas, que tem como agente causal Xanthomonas albilineans.
A bactéria coloniza os vasos do xilema, agindo de forma sistémica e podendo se disseminar
principalmente por meio de ferramentas de corte (facdo, colhedora), por mudas contaminadas,
além do vento e das chuvas (KIMATI, H et al, 2005). Podem causar perdas de até 100%, com a
queima das folhas e morte dos colmos. Também causada por bactérias, o raquitismo da soqueira
apresenta-se como uma das principais doencas da cana-de-aglcar onde quase todas as variedades
sdo suscetiveis. A doenca é causada por Leifsonia xylli. Ndo existe um sintoma caracteristico da
doenca, porém se observa o crescimento desordenado dos colmos, como o proprio nome da
doenca retrata, além de sintomas internos que é o desenvolvimento de uma coloragao
avermelhada nos feixes vasculares. Sua transmissdo se da, assim como a escaldadura, por
ferramentas de corte e também via plantio de toletes contaminados (MATSUOKA, 1975).

Os fungos também sdo causadores de algumas doencas de grande importancia para a
cultura da cana. O carvéo, causado Ustilago scitaminea, pertencente a classe dos Ustomycetes
infecta a planta através dos telidsporos e colonizam preferencialmente os tecidos meristematicos.
O principal sintoma da doenga ¢ a formacdo de uma estrutura chamada de “chicote”, induzida
pelo fungo, que pode chegar a até meio metro de comprimento. Sua disseminagdo ocorre através,
principalmente, do vento. Outra doenca de origem flngica que merece destaque é a ferrugem
marrom, causada pelo fungo Puccinia melanocephala. Geralmente apresentam coloragao
avermelhada ou marrom-alaranjada nas folhas, iniciando com pequenas manchas cloréticas que
evoluem para manchas alongadas de cores amareladas e tamanhos variaveis (MATSUOKA et al.,
2005). Sua principal forma de disseminacdo também se da através do vento, que transporta os
ureddsporos por longas distancias.

As principais doencas causadas por virus na cana-de-agucar sdo 0 mosaico e a sindrome
do amarelecimento foliar, no entanto outros virus menos estudados tém sido relatados causando
doengas nessa cultura (BOUHIDA, 1993).

O mosaico da cana-de-agucar ocorre em mais de 70 paises, sendo 0 Sugarcane mosaic
virus (SCMV) e o Sorghum mosaic virus (SrMV), pertencentes ao género Potyvirus, familia

Potyviridae os agentes etiologicos da doenca (ALEGRIA et al., 2003).
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Os sintomas caracterizam-se pelo mosaico nas folhas novas. Touceiras tem
desenvolvimento retardado, podendo ter sua altura reduzida & metade. Os sintomas mais
frequentes surgem em canaviais jovens e com bom crescimento vegetativo. Ocasionalmente em
variedades extremamente suscetiveis, 0s colmos podem apresentar sintomas de riscas e estrias
deprimidas que podem evoluir até a necrose do tecido sub-epidérmico. Neste caso o
encurtamento dos entrenos sao acentuados (BIANCHINI et al., 2005).

A sindrome do amarelecimento foliar (SAF), também conhecida por “amarelinho” foi
relatada no Brasil em 1989, mas comecou a se tornar problema sério a partir do inicio da década
de 90 (VEGA,; SCAGLIUSI; ULIAN, 1997). PlantagOes comerciais feitas com a variedade SP71-
6163, no Estado de Sdo Paulo, mostraram perdas de producdo de até 50%. Nesta época, as
investigacOes sobre a causa da doenca, conduzidas no Brasil e no exterior, levantaram varias
hipdteses, entre as quais fatores relacionados ao solo e clima ou mesmo a agentes bidticos, como
fungos, nematoides, virus e fitoplasmas. No entanto estudos demonstraram que o Sugarcane
yellow leaf curl virus, agente causal do amarelinho, pertencente ao género Luteovirus
(SCAGLIUSI; LOCKHART, 2000).

Outros virus vém sendo relatados sobre a cana-de-aclcar, mas em muitos casos a
importancia econdmica dessas viroses ainda carece ser determinada. Esse € o caso dos
Badnavirus (Familia Caulimoviridae), patégenos cujos relatos de ocorréncia vém aumentando na

cultura da cana-de-agUcar em varios paises.

2.4. Familia Caulimoviridae

A Familia Caulimoviridae engloba os virus que se replicam através da transcri¢do reversa
(King et al. 2012). De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), essa
Familia é composta pelos géneros Badnavirus, Caulimovirus, Cavemovirus, Petuvirus,
Solendovirus, Soymovirus, Tungrovirus, cujos numeros de espécies reconhecidas pelo ICTV

podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 2. Numero de espécies e espécies-tipo reconhecidas pelo ICTV (International Committee

on Taxonomy of Viruses) dos diferentes géneros pertencentes a familia Caulimoviridae.

Género Espécie tipo NuUmero de espécies

reconhecidas
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Badnavirus Commelina yellow mottle virus 25
Caulimovirus Cauliflower mosaic virus 9
Cavemovirus Cassava vein mosaic virus 2

Petuvirus Petunia vein clearing virus 2
Solendovirus Tobacco vein clearing virus 2

Soymovirus Soybean chlorotic mottle virus 4

Tungrovirus Rice tungro bacilliform virus 1

Os virus dessa familia apresentam particulas ndo envelopadas com morfologia isométrica
ou baciliforme. Suas dimensdes variam de 35-50 nm de diametro por 900 nm de comprimento
(para os baciliformes) ou 45-50 nm de diametro para os isométricos. O genoma dos caulimovirus
é uma molécula de DNA semicircular de fita dupla com cerca de 6-8 kb (FAUQUET et al.,
2005), possuindo geralmente uma regido intergénica poli (A) e descontinuidades de fita simples
ou gaps em sitios especificos de ambas as fitas (HARPER et al., 2002).

Os hospedeiros naturais dos caulimovirus incluem Angiospermas das classes
Dicotyledonae e Monocotyledonae. Dependendo do género, a transmissdo natural do virus pode
ocorrer via inseto-vetor, que sdo hemipteros das familias Aleyrodidae, Aphididae, Cicadellidae e
Pseudococcidae, por contato entre plantas, bem como por sementes ou pelo polen. A transmissao
pode ser também realizada por técnicas como a inoculacdo mecéanica e enxertia (FAUQUET et
al., 2005). Os sintomas caracteristicos associados aos caulimovirus compreendem: clareamento
de nervuras, estrias, mosaico, manchas necréticas, linhas e manchas cloréticas, nanismo,
enrolamento da folha, ma formacéo foliar e enrolamento de foliolos.

Os membros da familia Caulimoviridae sdo classificados como "Pararetrovirus”, termo
introduzido por Temin (1985) para definir virus de plantas que diferem dos retrovirus com base
no seu genoma de DNA e na sua integracdo irregular dentro do genoma hospedeiro para a
replicacdo. Sabe-se até entdo que as sequéncias gendmicas de alguns pararetrovirus vegetais,
como Petunia vein clearing virus (PVCV) (RICHERT-POGGELER; SHEPERD, 1997) e Banana
streak virus (BSV) (NDOWORA et al., 1999; HARPER et al., 2005), s&o integradas no genoma
hospedeiro, e que podem dar origem a virus epissomais (NDOWORA et al., 1999). Assume-se

geralmente que as sequéncias integradas sdo provenientes de eventos de infeccbes antigas
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(HARPER et al, 2005) ou sequéncias representativas intermedidrias entre caulimovirus e
retrotransposons LTR (BOUSALEM et al., 2008; LLORENS et al., 2009).

2.5. Género Badnavirus

O nome Badnavirus foi originado do termo “bacilliform DNA virus”, sendo Commelina
yellow mottle virus (ComYMYV) a espécie tipo deste género. Tal espécie foi detectada pela
primeira vez em Commelina diffusa L., na Ilha de Guadalupe (Caribe), por Migliori & Lastra
(1978). A partir desta citagdo inimeras espécies tém sido assinaladas a nivel mundial, tornando-
se 0 género mais numeroso dentro da Familia caulimoviridae e o segundo entre os fitovirus com
genoma de DNA (FAUQUET et al., 2005).

No Brasil, a primeira alusédo a respeito de um Badnavirus infectando cana-de-acUcar foi
citada por Vega & Sordi, (1991). Entretanto os autores basearam a identificagdo exclusivamente
em microscopia eletronica, fato que ndo possibilitou a determinacéo da(s) espécie(s) envolvidas.
Esse relato foi feito no Estado de Sdo Paulo, associado a doenca denominada estria clorotica e
aparentemente é o Unico relato de Badnavirus em cana-de-acUcar no Brasil. Posteriormente
vieram outros relatos de badnavirus infectando luca-elefante ou vela-de-pureza (Yucca
elephantipes Hort. ex Regel.) (RIVAS et al., 1993). Com clorose em bananeira (Musa spp.) cv.
Mysore com sintomas de estrias, Brioso et al. (1997). Em pimenta do reino (Piper nigrum L.)
apresentando mosqueado amarelo, Albuquerque et al. (1999) e Duarte et al. (1999). Em
Bougainvillea spectabilis Willd apresentando clorose, Chagas et al. (2001). Em plantas de
Schefflera sp. com clorose anelar, (BRIOSO et al., 2003). Em Bougainvillea glabra com clorose
Yamashita et al., (2004) e em Dioscorea sp. (inhame) também com clorose, Boari et al., (2005).
A Tabela 3 traz um registro atual da ocorréncia de Badnaviru.

No Brasil, (FIGUEIREDO et al., 2006) evidenciaram por PCR, com primers degenerados,
a presenca de pelo menos quatro possiveis espécies de Badnavirus, designadas: Banana streak
UB virus - prevalece nos Estados do Acre, Amazonas, Bahia, Ceara, Goias, Minas Gerais, Piaui,
Rio de Janeiro, Rondbnia, Santa Catarina, Sdo Paulo; Banana streak Brazil 2 virus - encontrada
no Estado do Amazonas e Ceard; Banana streak Brazil 3 virus - encontrada no Estado do Cearg;
Banana streak PZ virus - encontrada no Estado do Amazonas. Bem como evidenciaram um
numero expressivo de bananeiras hibridas (oriundas de diferentes Estados brasileiros) - diploides
(AA), tripldides (AAA, AAB) e tetrapldides (AAAB, AABB) livres de Badnavirus que poderiam
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ser utilizadas como matrizes para a cultura de tecidos visando a obtencdo de mudas sadias,
indexadas e certificadas para este género viral.

De acordo com King et al. (2012) os principais critérios usados para reconhecer uma
espécie de Badnavirus sdo: diferencas na faixa de hospedeiro; identidade de nucleotideos acima
de 80% na regido gendmica que codifica a Polimerase (Reverse Transcriptase + Ribonuclease H);
diferencas na sequéncia dos produtos génicos e na especificidade do vetor.

As perdas para as culturas afetadas por estes virus variam em funcdo da espécie botanica,
cultivar/ variedade e percentual de plantas infectadas, da idade e época de infec¢do na planta, da
viruléncia da estirpe/espécie viral, do sinergismo com outros virus. Dependendo da espécie de
Badnavirus infectando um determinado hospedeiro pode ter baixa expressdo econémica ou pode
causar perdas severas, seja em qualidade ou em quantidade da producdo, podendo, em casos
extremos, ocasionar a morte da planta. (AHLAWAT et al., 1996; COMSTOCK & LOCKHART,
1996; BHAT et al., 2003; GEIJSKES, 2003; BARANWAL et al., 2005; GEERING, 2009;
BESSE et al., 2010).

Tabela 3. Espécies de Badnavirus reconhecidas pelo ICTV (International Committee on

Taxonomy of Viruses).

Espécie de Badnavirus Acrénimo Ocorréncia no Brasil
Aglaonema bacilliform virus ABV Ausente
Banana streak GF virus BSGFV 7"
Banana streak MY virus BSMyV Presente
Banana streak OL virus BSOLV ?
Banana streak VN virus BSVNV ?
Bougainvillea chlorotic vein banding virus BCVBV MG, RJ, SP
Cacao swollen shoot virus CSSV Ausente
Canna yellow mottle virus CaYMV Ausente
Citrus yellow mosaic virus CiyYmv Ausente
Commelina yellow mottle virus ComYMV Ausente
Dioscorea bacilliform AL virus DBALV Presente

Dioscorea bacilliform SN virus DBSNV ?
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Gooseberry vein banding associated virus GVBaVv Presente
Grapevine vein clearing virus GVCV Ausente
Kalanchoé top-spotting virus KTSV Ausente

Pineapple bacilliform CO virus PBCOV ?
Pineapple bacilliform ER virus PBERV ?
Piper yellow mottle virus PYMV AM, MG, ES, PA, RJ
Rubus yellow net virus RYNV Ausente
Schefflera ringspot virus SRV MG, RJ, RN, RS, SP
Spiraea yellow leaf spot virus SYLSV Ausente
Sugarcane bacilliform IM virus SCBIMV ?
Sugarcane bacilliform MO virus SCBMoV ?
Sweet potato pakakuy virus SPPV Ausente
Taro bacilliform virus TaBV Ausente

*NCBI — National Center of Biotechnology Information
#lsolado de Badnavirus relacionado a possivel espécie, no entanto, os dados parciais disponiveis

séo insuficientes para confirmar a presenga ou auséncia da mesma.

No Brasil, relatos de perdas ocasionadas por Badnavirus tém sido associadas a clorose do
Inhame, ao mosqueado amarelo da pimenta do reino e a estria da bananeira, seja em infeccéo
simples ou mista com outros virus. Os principais sintomas associados com Badnavirus sao
clorose, estrias cloréticas e/ou necréticas, manchas (principalmente, em frutos), mosaico,
mosqueado, nanismo, vein banding, clorose e/ou necrose de nervura. Nas épocas frias 0s
sintomas foliares sdo mais pronunciados e tendem a se atenuar nos periodos mais quentes do ano.
Vale ressaltar, que nem sempre os Badnavirus sdo detectados em plantas sintométicas e podem
também esta presente em plantas assintomaticas (GAUHL et al., 1997).

De um modo geral os Badnavirus possuem gama restrita de hospedeiros, delimitada a
uma ou duas familias boténicas, sdo transmitidos principalmente por insetos da familia
Pseudococcidae (Hemiptera) de maneira semi-persistente, sendo que todos os estadios moveis do
vetor podem adquirir e transmitir o virus (LOCKHART e OLSZEWSKI, 1994).

Alguns Badnavirus sdo transmitidos mecanicamente, porém com dificuldade, a partir do

extrato tamponado da seiva. E o que ocorre, por exemplo, com Cacao swollen shoot virus e um



25

Badnavirus ndo identificado oriundo de cana-de-acucar (FRISON e PUTTER, 1993). No entanto,
até o momento ndo se conseguiu a transmissdo mecanica da maioria das espéecies deste género.

Badnavirus também podem ser transmitidos pela semente, como € o caso de Badnavirus
oriundo de bananeira (possivelmente, o Banana streak MY virus), Cacao swollen shoot virus,
Citrus yellow mosaic virus, Commelina yellow mottle virus, Kalanchoe top spotting virus, Piper
yellow mottle virus (HEARON e LOCKER, 1984, MEDBERRY et al., 1990; DANIELLS et al.,
1995; QUAINOO et al., 2008; HAREESH e BHAT, 2010).

As particulas dos Badnavirus sdo encontradas em todas as partes das plantas hospedeiras
(Iamina foliar, nervura, pseudocaule, raizes, casca de fruto). Ainda nao foi detectada a presenca
de inclusdes virais nas células infectadas por Badnavirus, no entanto, algumas espécies vegetais
infectadas podem apresentar, no citoplasma, estruturas membranosas como Canna sp. infectada
com o Canna yellow mottle virus ou tubulares como comelina infectada com 0 CoYMV e Rubus
idaeas infectada com o Rubus yellow net virus (JONES et al., 1974; JONES e ROBERTS, 1976;
DAHAL et al., 1998).

Genoma de Badnavirus contém uma Unica molécula de dsDNA variando de 7200-7800 pb
dependendo da espécie. A molécula forma um circulo aberto interrompido por descontinuidades
(uma fita principal e uma fita complementar) sitio-especificas, fazendo com que a mesma tenha
uma formato de molécula circular relaxada, que podem conter uma regido intergénica poli (A)
(MEDBERRY et al., 1990). Essas descontinuidades representam dominios relacionados a sintese
de DNA durante a replicacdo.

De um modo geral o genoma codifica para trés “Open Reading Frames” ORFs (HARPER
e HULL, 1998), sendo que as duas primeiras ORFs codificam, respectivamente, para uma
proteina de 20,8 a 23 kDa denominada de P1 (ORF1) de funcdo desconhecida e a proteina de
14,5 a 15 kDa denominada de P2 (ORF2) cuja funcdo esta associada & encapsidacdo do virion
(CHENG et al., 1996; JACQUOT et al., 1996; STAVOLONE et al., 2001). A terceira ORF
(ORF3) codifica uma poliproteina de 208 a 216 kDa que é proteoliticamente clivada e gera,
dentre outros produtos, a proteina de movimento, a proteina do capsideo viral, a aspartato
protease (AP) (responsavel pela clivagem da poliproteina), a transcriptase Reversa (RT) e a
Ribonuclease H1 (MEDBERRY et al., 1990; TZAFRIR et al., 1997; HARPER e HULL, 1998).
Em alguns casos podem estar presentes uma ou quatro ORFs adicionais, cujas funcdes ainda
estdo sendo estudadas (BOUHIDA et al., 1993; HAGEN et al., 1993).
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Os genomas de Badnavirus tém sido relatados como sendo altamente variaveis, portanto,
a maioria dos pares de primers para PCR utilizados para sua detecgéo foram desenhados a partir
de trés regides conservadas que ocorrem na ORF IIl (MEDBERRY et al., 1990), representando o
dominio tRNAMet e as regibes da RNase H e RT (LOCKHART; OLSZEWSKI, 1993;
GEERING et al., 2000). Adicionalmente, para a alta variabilidade genética de badnavirus, a
recente descoberta da integracdo de BSV no genoma da planta, acarreta em dificuldades de testes
confiaveis de diagndstico além de dificultar o intercAmbio internacional de germoplasma. A
integracdo de partes do genoma de BSV em espécies de Musa, foi primeiramente apontado por
LAFLEUR et al., (1996) através de hibridizacdo, e demonstrado adicionalmente por técnicas
moleculares e citogenéticas por HARPER et al., (1999), entre outros.

Em se tratando de bananeira (Musa spp.), dependendo da espécie de Badnavirus, é
conhecido ocorrer integracdo de sequéncias de DNA homologas as sequéncias de Badnavirus no
genoma da espécie botanica, essas sequéncias sdo denominadas de EPRVs (“Endogenous
Pararetrovirus Sequences”) (HARPER et al., 1999). Dois tipos séo conhecidos: (1) as que
mostram homologia com o genoma incompleto do virus e sdo incapazes de gerar virions e causar
infeccdo; (2) as que mostram homologia com o genoma completo do virus e sdo capazes de gerar
virions, apds certas condicBes de stress (em especial, a cultura de tecidos) a que a planta € sujeita
(estas sequéncias sdo denominadas “Endogenous Activatable BSV Sequences” — eaBSV5s),
caracterizando posteriormente a infec¢do epissomal (o DNA viral permanece circular na célula
do hospedeiro, ndo estando integrado ao DNA da mesma). Aparentemente, eaBSVs sé tem sido
detectado no genoma B (oriundo de M. balbisiana) (JAMES et al., 2011).

A replicagdo dos Badnavirus é similar aos dos Retrovirus, pois sua transcricdo é
assimétrica para dar um RNA intermediario (RNA de fita simples — ssRNA) através de
transcricdo reversa, de forma a produzir um RNA com alguns dos produtos génicos. Esta € a
razdo de alguns autores denominarem os virus do género Badnavirus como pararetrovirus.

O tipo de replicacdo é citoplasmatica/nuclear, ou seja, o virion chega a célula, sendo
desencapsidado pela acdo de proteinases celulares e libera o dsDNA gendmico, que é
transportado para o nucleo, as descontinuidades do DNA sédo reparadas e “mini-cromossomos”
sdo formados. Tal DNA é transcrito pela RNA polymerase Il do hospedeiro (HARPER e HULL,
1998; HULL, 2001; SCHENK et al., 2001). O RNA transcrito é traduzido nos ribossomos,
resultado nos produtos protéicos relacionados aos genes virais existentes (FUTTERER et al.,
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1997; POOGGIN et al., 1999). O RNA pré-genémico € retrotranscrito pela transcriptase reversa
no citoplasma produzindo novos dsDNA genomicos (MEDBERRY et al., 1990). Os dsDNA
gendmicos sdo encapsidados com a proteina capsidial, produzindo novos virions.

Em geral, os Badnavirus sdo detectados através de microscopia eletrénica de transmissao,
microscopia eletronica de imuno-adsorgao, testes soroldgicos, como ELISA e suas modalidades
ou testes baseados no DNA (VEGA e SORDI, 1991; DELANOQY et al., 2003; RIVAS et al.,
2005; 2006; FIGUEIREDO et al.,, 2006; ANDRADE, 2007; POLTRONIERI et al.; 2009;
ALEXANDRE et al., 2010; BRIOSO et al., 2011; JAMES et al., 2011; PENG et al., 2012). Os
testes baseados em DNA utilizam primers especificos ou degenerados e sdo mais sensiveis e
praticos, no entanto geralmente ndo conseguem distinguir as formas epissomais do virus das

sequencias integradas ao genoma do hospedeiro.

2.6. Badnavirus na cultura da cana-de-agucar

A cana-de-acUcar é vulneravel a diversas doencas disseminadas pelo uso de colmos
contaminados, sendo que a monocultura em extensas areas favorece o surgimento de epidemias.
A planta matriz pode se mostrar infectada sem apresentar qualquer sintoma externo, aumentando
0s riscos de disseminacdo de doencas para novas areas (CHATENET et al., 2001).

Atualmente duas espécies de Badnavirus, foram descritas infectando cana-de-actcar no
mundo Sugarcane bacilliform IM virus e Sugarcane bacilliform MO virus. A primeira foi descrita
em Cuba sobre S. officinarum apresentando estrias cloréticas ou em infeccdo latentes
(RODRIGUEZ LEMA et al., 1985; LOCKHART e AUTREY, 1988). Essa espécie também ja foi
relatada na Austrédlia, nos Estados Unidos e no Marrocos e tem como vetor a cochonilha
Saccharicoccus sacchari Cockerell (JONES e LOCKHART, 1993). Além de Saccharum spp., 0
virus infecta plantas de bananeira em condicdes experimentais (LOCKHART, 1995).

O outro Badnavirus que infecta a cana-de-agucar é Sugarcane bacilliform MO virus,
relatado nos Estados Unidos sobre S. officinarum (BOUHIDA et al., 1993) apresentando estrias
cloréticas. Ainda ndo se conhece o vetor desse virus em condi¢des naturais sendo transmitido
apenas por propagacao vegetativa, mas em condi¢des experimentais o virus pode infectar M.
acuminata (BOUHIDA et al.,1993).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Obtencéo das amostras

Foram coletadas amostras de folhas jovens de cana-de-aglcar provenientes do banco de
germoplasma da Estacdo de Floracdo e Cruzamento da Cana-de-Acucar da Serra do Ouro, situada
em Murici — Alagoas, nas seguintes coordenadas 09°13°S; 35°50°W. A esta¢do, que ocupa uma
area de 32 hectares, se localiza a 34 km de distancia geogréfica do litoral e esta situada a 515m de
altitude. A pluviosidade anual média é de 2.363mm e as temperaturas minima e maxima médias
sdo0 18,2°C e 27,9°C, respectivamente.

No total foram amostrados 200 genotipos incluindo-se os principais materiais genéticos
utilizados nos cruzamentos da RIDESA. Algumas plantas coletadas exibiam sintomas de clorose
e estrias cloréticas (Figura 1), enquanto outras estavam assintométicas. ApoOs as coletas as
amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Virologia Vegetal do Centro de Ciéncias

Agrérias da Universidade Federal de Alagoas.

3.2. Andlise da Incidéncia de Badnavirus

A incidéncia de badnavirus na Estacdo de Floragcdo e Cruzamentos da Serra do Ouro foi
baseada em PCR, sendo obtida pela razdo entre 0 nimero de amostras positivas e o total de

amostras analisadas.
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Figura 1. Plantas de cana-de-agucar apresentando clorose (A e B) e estrias cloréticas (C),

sugestivos de infecgéo viral.

A extracdo do DNA total foi realizada a partir de discos foliares de aproximadamente 1
cm de didmetro seguindo-se o protocolo descrito por Doyle & Doyle (1987). O DNA total serviu
de molde para as rea¢des de amplificacdo por PCR na presenca dos oligonucleotideos BadnaFP
(5’-ATGCCITTYGGIITIAARAAYGCICC-3) e BadnaRP (5°-
CCAYTTRCAIACISCICCCCAICC-3’) desenhados com base nos dominios RT/RNaseH da
ORF 3 do genoma de vérios Badnavirus ja descritos (YANG et al., 2003).

As reagoes foram realizadas em volume total de 60 pL, contendo 6 pL de tampao 10X
(KCI 100 mM, Tris-HCI 100 mM pH 9,0, Triton-X 1%), 4,8 uL de dNTPs 2,5 mM, 1,8 pL de
MgCl, 50 mM, 3 pL de cada oligonucleotideo (10 uM), 1 U da Taq DNA Polimerase, 1 uL de
DNA (10 a 100 ng) e 40 pL de 4dgua ultrapura. As condi¢des de amplificacao foram: desnaturagdo
inicial de 94°C por 4 min, 94°C por 30 s, 50°C por 30 s, 72°C por 30 s. Os ciclos foram repetidos
35 vezes exceto 0 passo inicial e a extensdo final a 72°C por 10 min. Apds a amplificacdo, os
produtos foram analisados em gel de agarose a 0,8%, em tampédo TBE (Tris-Borato, EDTA 0,5M

pH 8,0), corado com brometo de etideo e visualizado sobre luz ultravioleta.

3.3. Caracterizacédo de Badnavirus

Os produtos da amplificacdo foram purificados utilizando-se o kit GFX PCR DNA and
Gel Band Purification (GE Healthcare). O sequenciamento foi realizado comercialmente
(Macrogen Inc., Seul, Coréia do Sul), diretamente a partir dos produtos de PCR purificados. As
sequéncias de nucleotideos foram inicialmente submetidas ao algoritmo BLASTn para atribuicdo
preliminar das espécies com base no nivel limite de 80% estabelecido pelo ICTV (GEERING &
HULL, 2011). As sequéncias foram alinhadas com base no algoritmo MUSCLE disponivel no
programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2011). Arvores iniciais foram construidas usando o método
Neighbour-Joining. Estas foram posteriormente comparadas com as arvores de consenso
construidas a partir de analise de méxima verossimilhanga com "bootstrap” de 2000 repetigdes.
Sequéncias de outras espécies pertencentes a familia Caulimoviridae, disponiveis no GenBank,

foram incluidas nas analises para comparagdo (Tabela 4).
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ComparagOes pareadas (“pairwise sequence comparison”, PASC) foram geradas
utilizando-se o programa DNAMAN versdo 6 (Lynnon Biosoft Corporation) a fim de estimar a
porcentagem de identidade entre as sequéncias de nucleotideos dos isolados. As sequéncias foram
alinhadas com base no algoritmo MUSCLE disponivel no programa MEGA 5 (TAMURA et al.,
2011).

Tabela 4. Sequencias depositadas no Genbank e utilizadas na construcdo da arvore filogenética e

nas comparacgdes par-a-par.

Virus (Acrénimo) N° de acesso no Genebank
Banana streak Mysore virus (BSMYV) NC006955
Banana streak OL virus (BSOLV) NC_003381
Banana streak VN virus (BSVNV) NC_007003
Bougainvillea chlorotic vein banding virus NC_011592
(BCVBV)

Cacao swollen shoot virus (CSSV) NC_001574
Citrus mosaic virus (CiMV) NC_003382
Commelina yellow mottle virus (ComYMV) NC_001343
Dioscorea bacilliforma SN virus (DBSNV) NC_009010
Dracaena mottle virus (DrMV) NC_008034
Kalanchoe top-spotting virus (KTSV) NC_004540
Pelargonium vein banding virus (PIVBV) NC_013262
Rice tungro bacilliform virus (RTBV) X57924
Sugarcane bacilliform IM virus (SCBIMV) NC_003031
Sugarcane bacilliform Mor virus (SCBMV) NC_008017
Taro bacilliform viruso (TaBV) NC_004450




31

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Incidéncias de Badnavirus no banco de germoplasma da cana-de-acucar da Serra do

Ouro

Dentre as 200 amostras de cana-de-agUcar avaliadas para a deteccdo de Badnavirus
mediante a técnica de PCR, 73 foram positivas, correspondendo a uma incidéncia de 36,5%. Os
amplicons tiveram tamanho aproximado de 580 pb (Figura 2), conforme o esperado para as
amplificagdes com os primers utilizados (YANG et al., 2003). A tabela 5 em anexo relaciona
todas as amostras testadas, discriminando as positivas e negativas. Dentre as amostras positivas
encontram-se diversos genotipos muito utilizados por pesquisadores da RIDESA para o
desenvolvimento de variedades superiores.

Até o presente estudo existia apenas um relato de cana-de-acUcar infectada com
Badnavirus no Brasil (SORDI e VEGA, 1991). Baseado apenas em microscopia eletronica, sendo
impossivel identificar a espécie correspondente do virus. Sua ocorréncia em cana-de-agucar,
também foi assinalada em Cuba, Estados Unidos, Marrocos e Australia (COMSTOCK e
LOCKHART, 1990; LOCKHART e AUTREY,1988; VISWANATHANETAL.,1996).

A incidéncia de 36,5% ¢é considerada alta, principalmente para um banco de germoplasma
e de certa forma é preocupante, pois 0s Badnavirus podem ser transmitidos pelo pdlen e pela
semente (FRISON E PUTTER, 1993). Assim, cruzamentos envolvendo plantas infectadas podem
resultar em plantulas doentes, as quais por sua vez podem ser selecionadas e multiplicadas
vegetativamente originando grandes areas comerciais completamente infectadas. Por outro lado
as plantulas infectadas podem mostrar subdesenvolvimento e serem descartadas ao longo dos
ciclos de selecdo levando a perdas de materiais genéticos promissores.

Outro fator que deve ser levado em consideracdo € que a incidéncia de Badnavirus
aumente no banco de germoplasma, em decorréncia da dispersdo desses virus por vetores,
implementos agricolas e polen. Considerando os efeitos negativos do virus na fisiologia da planta
(reducdo na atividade fotossintética, alteracGes hormonais, nanismo, deformacdes...) e que esses
efeitos se agravam com o tempo, 0s genotipos infectados podem ser perdidos, trazendo um

prejuizo muito grande ao Programa de Melhoramento Genético da RIDESA.
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Figura 2. Amplicons obtidos a partir do DNA total extraido de plantas de cana-de-agucar na
presenca dos primers BADNAFF e BADNAFP. M, marcador (1 Kb plus DNA ladder); 1:
controle positivo; 2 a 28: Isolados de cana-de-aglcar da Serra-do-ouro, Murici, Alagoas; 29:

controle negativo.

4.2. Caracterizacdo dos Badnavirus de ocorréncia no Banco de Germoplasma da Estacéo de

Floracéo e Cruzamentos da Serra do Ouro

Das 73 amostras positivas por PCR 32 foram sequenciadas e as sequéncias nucleotidicas
correspondentes empregadas para analise filogenética utilizando-se maxima verossimilhanca. A
arvore filogenética resultante apresentou um ramo monofilético significativamente suportado
pelos valores de bootstrap (Figura 3). Os isolados caracterizados foram distribuidos em cinco
grupos, os quais provavelmente correspondem a cinco espécies distintas de Badnavirus.

O grupo | concentrou o maior nimero de isolados (13), 0s quais correspondem a espécie
Banana streak OL virus (BSOLV), até entdo relatada apenas em plantas de Musa spp. em
diversos paises (LOCKHART e OLSZEWSKI, 1993), inclusive no Brasil (BRIOSO et al., 2000).
Os grupos II, 111 e IV, com quatro, um e dois isolados, respectivamente, ndo agruparam com
nenhuma das sequéncias depositadas no Genbank utilizadas nesse trabalho, sugerindo a presenca
de nova espécie de badnavirus ainda ndo descritas. O grupo V englobou 12 isolados que

agruparam com o Sugarcane bacilliform MO virus (SCBMV).
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As andlises pareadas (Figura 4) corroboraram integralmente os resultados obtidos na
filogenia, ou seja, cada grupo da &rvore incluiu apenas isolados que compartilhavam 80% ou
mais de identidade de sequéncia, o que de acordo com o ICTV é um critério decisivo para
demarcacao de espécies do género Badnavirus.

A alta diversidade de espécies de Badnavirus no Banco de germoplasma da Estacdo de
Floracdo e Cruzamentos da Serra do Ouro, possivelmente é consequéncia da introducdo de
gendtipos de cana-de-agucar procedentes de diversos paises, pratica iniciada durante a década de
1970, guando esses virus ainda eram desconhecidos e ainda ndo se dispunham de ferramentas
apropriadas para sua detecgéo.

Os dados obtidos nesse trabalho sugerem que os badnavirus que foram introduzidos e se
estabeleceram no banco de germoplasma da serra do ouro, estdo sendo disseminados por vetores
ou por instrumentos utilizados no corte da cana. Essa hipdtese é plausivel, pois se observou
diferencas nas variedades em que os Badnavirus foram detectados. Por exemplo, os isolados mais
relacionados ao BSV (Grupo | da é&rvore filogenética) foram detectados em variedades
procedentes do Havai, Austrélia, india, Porto Rico, Barbados e Brasil. Outra hipotese seria a de
que apo6s a introducdo os Badnavirus estariam se disseminando integrados ao genoma do
hospedeiro, como ocorre com o0 BSV em bananeira (LOCKART, 1995), por meio de gréos de
polen ou através de sementes de gendtipos produzidos no préprio banco. Contudo, se esperaria
uma maior uniformidade das sequiéncias de isolados de uma mesma espécie, uma vez que a
replicacdo seria por meio da DNA polimerase do hospedeiro, que apresenta maior precisao que a
replicase viral (MEDBERRY et al, 1990).

O SCBV tem sido encontrado em Vvarias espécies de cana-de-agUcar ao redor do mundo e
é especialmente comum em S. officinarum e em canas nobres (COMSTOCK e LOCKHART,
1990) as quais sdo utilizadas em programas de melhoramento. Embora SCBV esteja presente na
maioria das areas de plantio de cana, pouco se sabe sobre a variabilidade, viruléncia e efeitos
desse virus sobre a producdo. Mesmo que alguns testes tenham sido realizados para a detec¢do do
SCBV, estes ainda possuem sérias limitacOes. A alta variabilidade relatada entre isolados de
SCBV (SMITH et al., 1996; BRAITHWAITE et al.,, 1997) e a estreita relagio com o BSV
(LOCKHART e OLSZEWSKI, 1993) tem implicado em sérios problemas para a diagnose.

Braithwaite e colaboradores (1997), fazendo comparacdes entre as regides intergénicas e a
RNase H de quatro isolados de SCBV e dois isolados de BSV, revelaram a similaridade de 90%
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entre alguns dos isolados das duas espécies, o que levantou a hip6tese de que eles poderiam se
tratar do mesmo virus e ndo de espécies diferentes (LOCKHART e AUTREY, 1991), que
existiria um continuo em vez de isolados diferentes (BRAITHWAITE et al., 1997) e isso
explicaria a aparicdo de BSV em cana-de-acucar com grande frequéncia. No entanto neste
trabalho os isolados de cada espécie apresentaram diferencas significativas (menor que 80%)
comprovando a separagdo em espécies distintas.

Segundo Muller e colaboradores (2011) a analise filogenética baseada na regido
RT/RNaseH também demonstrou que ndo ha uma separacao clara entre SCBV e BSV em grupos
de Badnavirus distintos. A estreita relacdo entre SCBV e BSV com a estrutura polifilética de
BSV (GAYRAL e ISKRA-CARUANA, 2009) é um forte argumento que suporta a hipotese de
que banana e cana-de-agucar tenham um ancestral em comum, ou ainda que a banana pode ter
sido o hospedeiro ancestral para SCBV bem como para outros badnavirus que agrupam com BSV
(GAYRAL e ISKRA-CARUANA, 2009).

A alta incidéncia e diversidade de Badnavirus observadas nesse estudo reforcam a
tendéncia do aparecimento de espécies de BSV em Cana-de-acUcar. A emergéncia de novas
espécies de badnavirus, ou mesmo a disseminacdo de espécies agressivas ja existentes, podem
levar a perda de importantes materiais genéticos e dificultar o intercAmbio dos mesmos e
apontam para a necessidade de substituir os materiais infectados e de adotar medidas que
impecam a infeccdo de outros genotipos.
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Figura 3. Arvore de maxima verossimilhanca baseada nas sequéncias de um fragmento de 579

pares de bases correspondente a regido RT/RNase H do genoma de badnavirus. Os nimeros nos

ramos indicam valores de "bootstrap™ (2.000 repeticdes).
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mais relacionados.
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5. CONCLUSAO

Foi verificada alta incidéncia (36,5%) de Badnavirus na Estacdo de Floracdo e
Cruzamentos da Cana-de-Agucar da Serra do Ouro. Os Badnavirus detectados pertecem a cinco
espécies distintas, sendo duas ja conhecidas (Banana streak virus e Sugarcane baciliforme Mo

virus) e trés provaveis novas espécies.
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7. ANEXO

Tabela 5. Gendtipos provenientes do Banco de Germoplasma de cana-de-agucar da Serra do

Ouro testados para a presenca de Badnavirus pela técnica de PCR.

Amostras

© 00 N o o BB w N P

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

Genotipos

RB956911
RB951560
RB955964
RB951557
RB925268
RB92579
RB918744
RB918639
RB918590

RB918577
RB915079
RB867515
RB863129
RB80457
Q134
Q75
PR69-2169
PR62-66
POJ3150
L70-65
H70-5040
H70-2665
H70-936
H70-143

PCR (+/-)

Amostras

101
102
103
104
105
106
107
108
109

110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124

Genotipos

PO12878
PHIL54-60
NCO339
NCO310
NCO292
NA63-90
NAS56-31
N21
MEX68-
200
MERG60-12
LCP81-10
L65-69
JAG4-20
RB751194
RB758540
RB751194
RB75126
RB739359
RB745464
RB735275
RB735220
RB70141
RB72454
Q136

PCR
(+/-)

+
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25 H70-2329 - 125 Q135 -

27 H69-7861 - 127 Q120 -

29 H69-5100 * 129 Q86 -

31 RB988137 - 131 RB842784 -

33 RB99706 - 133 RB835089 -

35 H67-6724 - 135 RB83594 -

37 H66-2857 - 137 RB83102 *

39 H57-5174 - 139 RB815606 *

41 H59-9018 - 141 RB806043 -

43 H66-2097 - 143 RB8060 -

45 H67-6724 - 145 RB855536 -

47 RB988113 - 147 RB845257 -

49 RB988101 - 149 RB845210 *

51 RB97323 - 151 CP51-22 -

53 RB971755 * 153 CP51-22 -
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55 RB975198 - 155 CP48-103 -

57 RB977508 - 157 CO6806 -

59 RB977619 - 159 CP27-139 *

61 RB977617 - 161 CB53-98 *

63 RB977625 - 163 B59136 *

65 RB98706 * 165 BJ7504 -

67 RB98710 - 167 B70710 -

69 RB98710 - 169 BR7904 -

71 RB981806 * 171 CB45-155 -

73 RB981809 * 173 CB56-20 *

75 RB987580 - 175 BO17 *

77 RB987905 * 177 C062175 *

79 RB987933 - 179 CO453 *

81 RB987935 - 181 IN84-58 *

83 RB987965 - 183 RB862615 -
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85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

RB987970
RB988067
RB988082
RB988101
RB9866419
RB9771649
RB979539
RB988137
RB99371
RB99381
RB99396
RB99400
RB99710
RB991508
RB991512
RB979341

185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200

RB935907
RB946900
RB936010
RB938702
RB931566
RB865230
RB867515
RB872552
RB931565
RB931555
RB862821
IAC52/179
COS245
C0O331
C0O434
CB36-24
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*RB = Republica do Brasil, Q = Queensland, Australia, PR = Porto Rico, PJ e POJ =
Proefstation Oost Java = Java, Indonésia, H = Havai, EUA, PO = Usina Barra — SP, desenvolvida
na Serra do Ouro, PHIL = Filipinas, Mex = México, L = Louisiana/Canal Point, EUA, B =
Barbados, NCO = Africa do Sul, NA = Norte da Argentina, N = Africa do Sul, LCP
Louisiana/Canal Point, EUA, CP = Canal Point, EUA, CO = Coimbatore, india, BJ = Barbados,

CB = Campos, Brasil.



