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Apresentacao

A bananeira (Musa spp.) ocupa papel de destaque entre as espécies
cultivadas, possuindo importancia econdémica e social para muitos
paises tropicais e subtropicais. O Brasil ocupa o quarto lugar entre

os maiores produtores e detém a segunda maior area de cultivo. O
consumo per capta de bananas no Brasil é um dos mais altos do mundo
e cerca de 98 % da producédo é destinada ao mercado interno. As
condicoes edafocliméaticas brasileiras fazem da cultura da banana uma
alternativa econémica importante para os produtores de varias regides
brasileiras, tendo em vista atender demandas dos mercados interno e
externo.

Os virus estao entre os principais problemas fitossanitarios que limitam
a producao da banana em varias regides do mundo, tornando-se
ultimamente o principal entrave para a livre movimentacao internacional
de germoplasma dessa espécie. As doencas causadas por virus
recebem atencao especial dos 6rgaos de defesa vegetal por serem de
dificil controle, muitas vezes requerendo a erradicacdo. Os virus tém
como uma das principais formas de dispersao a utilizacao inadvertida
de material propagativo contaminado.

A cultura de tecidos, associada a procedimentos de indexacao,
termoterapia, quimioterapia, crioterapia e cultura de meristemas,
representa alternativa tecnoldgica importante para a producao de



material propagativo sadio. E permite controlar a disseminacéo de virus
na cultura da banana no Brasil.

Este trabalho ressalta a importéncia do adequado emprego de tais
técnicas, com especial énfase a necessidade da escolha correta do
procedimento de indexacdo a ser utilizado para cada virus. E sugere
procedimentos de manejo que evitem a re-infeccao das mudas.

José Robson Bezerra Sereno
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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Cultura de Tecidos no
Controle de Viroses da
Bananeira no Brasil

Sebastido Pedro da Silva Neto
Marilia Santos Silva

Introducéo

A bananeira (Musa spp.) é considerada uma das fruteiras mais
importantes do mundo. A banana, com producao anual de 86 milhoes
de toneladas, representa a principal fonte de carboidratos para centenas
de pessoas ao redor do mundo. O Brasil cultivou, no ano 2007, uma
area de 515.346 ha, e é o quarto produtor mundial de bananas, com
producdo de 7.098.350 toneladas. Em virtude de problemas de ordem
fitossanitéaria, a produtividade brasileira é considerada baixa

(13.774 kg/ha) perante os principais paises produtores. A banana tem
grande importancia econdmica e social no Brasil, sendo a fruta mais
consumida no Pais na forma in natura, com consumo per capta de
36,8 kg/ano (FAOSTAT Database, 2009).

Entre os problemas fitossanitarios que podem causar grandes perdas
para a cultura da banana, estdo as viroses. Segundo Ploetz et al.
(2003), mundialmente a bananeira é acometida por sete virus: Banana
bunchy top virus (BBTV), Cucumber mosaic virus (CMV), Banana
streak virus (BSV), Banana bract mosaic virus (BBrMV), Banana mild
mosaic virus (BanMMV), Banana die-back virus (BDBV) e Abaca mosaic
virus (AbaMV), que podem comprometer de forma significativa a
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produtividade e viabilidade econdmica da cultura. A distribuicao desses
virus encontra-se na Tabela 1, conforme Frison e Sharrock (1998)

e Thomas et al. (2000), dos quais CMV e BSV estéo oficialmente
presentes no territério brasileiro (CORDEIRO et al., 2004); embora

o servico de quarentena tenha detectado outros em lotes de mudas
importadas (MARINHO; BATISTA, 2005), indicando o iminente risco de
introducao de outras viroses.

A técnica da cultura de tecidos tem sido aplicada na eliminacao de
viroses em muitas culturas, especialmente em espécies propagadas
vegetativamente, como é o caso da bananeira (RAZDAN, 2003). Pelo
fato de a bananeira ser acometida por grande nimero de viroses, que
podem causar impactos significativos na cultura, essa ferramenta
assume papel importante na bananicultura moderna, com vistas a
manutencao e propagacao de mudas de alta qualidade fitossanitéria.

A cultura de meristemas, associada a termoterapia, quimioterapia e
crioterapia, tem sido fundamental para a manutencao da sanidade de
germoplasmas, bem como para a limpeza de genétipos importantes em
programas de melhoramento. Esses protocolos devem ser utilizados
rotineiramente nos laboratérios de clonagem in vitro para estabelecer

e manter uma colecao de explantes livres de virus, a partir dos quais
se possa fazer a producao, em larga escala, de mudas certificadas.

A termoterapia consiste na exposicao da planta ou parte dela a altas
temperaturas por um periodo de tempo determinado. Temperaturas
entre 30 °C e 40 °C podem inativar ou inibir a sua multiplicacao,
facilitando a excisao de um meristema limpo (RAZDAN, 2003). A
exposicao da planta matriz a compostos quimicos (quimioterapia) como
o ribavirin e ditiouracil, em associacao ao cultivo de meristemas, tem
sido promissora para a eliminacdo de virus (TORRES et al., 1998). A
utilizacdo de protocolos de criopreservacao para a erradicacao de virus
é relatada como crioterapia, obtendo-se sucesso em alguns casos
(HELLIOT et al., 2002).
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Tabela 1. Viroses, agentes causais e distribuicdo geografica.

Virose Agente causal Distribuicdo geografica

Abaca mosaic Potyvirus, possivelmente Asia (Filipinas) e
uma estirpe do mosaico da  Austrélia
cana de agucar

Banana bract mosaic  Banana bract mosaic Asia (Filipinas, india, Sri
potyvirus Lanka)
Banana bunch top Banana bunch top virus Africa, Asia e Oceania
Banana mosaic Cucumber mosaic virus Todos os continentes
Banana streak Banana streak badnavirus Todos os continentes
Banana die-back Banana die-back virus Africa (Nigéria, Benin,
Ghana)

Banana mild mosaic Banana mild mosaic virus Todos os continentes’
Fonte: modificado de Frison e Sharrock (1998); ' Thomas et al. (2000)

Como cada uma das viroses conhecidas que afetam a bananeira difere
em suas propriedades moleculares e biolégicas, as técnicas utilizadas
para seu efetivo manejo e controle também diferem. Adicionalmente, o
sucesso do controle dessas doencas virais depende da disponibilidade
de métodos confidveis de deteccado de virus bem como da correta
apreciacao do risco que cada uma representa.

Limpeza Clonal

A excisdo do meristema e a regeneracao de plantulas em meios de
cultura enriquecidos com reguladores de crescimento tém permitido

a propagacao de mudas livres de viroses e patégenos sistémicos. O
meristema da bananeira, que tem ao redor de 0,1 mm em didmetro e
0,25 mm de comprimento, é composto de células indiferenciadas e
em crescimento ativo, localizadas nos apices de gemas e raizes. Esses
tecidos nao sao vascularizados e sdo, consequentemente, menos
susceptiveis a infeccao por viroses sistémicas. Os explantes, em
cultura de tecidos, constituem-se na base para a rapida multiplicacao
de mudas e para procedimentos de termoterapia e quimioterapia que

aumentam a eficiéncia da eliminacao de virus (GRIFFITHS et al., 1990).

Os protocolos técnicos aproveitam as condicoes estéreis nas quais as

11
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plantas in vitro crescem e o reduzido espaco para tratar as plantulas e
manter o padrao juvenil das mesmas, de forma a obter explantes livres
de virus.

A multiplicacao in vitro dos explantes, assim obtidos, proporciona

a producao de grande quantidade de mudas sadias, que, ao serem
disponibilizadas aos produtores, geram maiores produtividades e
melhoraram a rentabilidade da bananicultura como negécio (ALVES

et al., 2004). Em geral mudas de banana produzidas por cultivo in vitro
se estabelecem mais rapidamente no campo; crescem com mais vigor;
tém um ciclo de producao mais curto e uniforme e apresentam maior
produtividade e qualidade de frutos quando comparadas com as mudas
convencionais. Os ganhos de produtividade sdo de 30 % em média
(VUYLSTEKE, 1998).

A erradicacao de viroses de banana utilizando cultura de meristema
associada com termoterapia, quimioterapia e crioterapia foi abordada
por Helliot et al (2002). Para CMV, termoterapia e crioterapia
resultaram na eliminacao do virus em 70 % a 77 % das plantulas,
respectivamente, enquanto, para BSV, cultura de meristemas e
termoterapia resultaram na eliminacao de virus em 37 % a 48 % das
mudas (HELLIOT et al., 2001). Os mesmos autores relatam que o
uso de meristemas proliferativos, termo, quimio e crioterapia resultou
na erradicacao do BSV em até 90 % das mudas. J& para BBTV,
encontraram que a erradicacdo pode ser muito mais efetiva, tendo-
se conseguido mais de 89 % de erradicacdo em plantulas in vitro,
utilizando-se somente a cultura de meristemas.

Producao de Mudas Clonadas em
Larga Escala

Para o caso da multiplicacao in vitro em larga escala (Fig. 1), as
matrizes de bananeiras sao indexadas antes da fase de estabelecimento
in vitro. Nesse caso, somente as matrizes que se mostrarem limpas
pela indexacao sao clonadas. Entretanto, no caso de programas

de melhoramento genético, em que é necessaéria a recuperacao de
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genétipos importantes, as ferramentas da cultura de tecidos podem ser
associadas a outras estratégias, como as citadas no paragrafo anterior,
para a limpeza de viroses pré-existentes no material.

Foto: S.P. da Silva Neto

Fig. 1. Multiplicacdo in vitro de mudas de bananas apds indexacao
Indexacédo de Matrizes

Para detectar a presenca ou auséncia de virus, realizam-se testes
chamados de indexacao de viroses. As matrizes de bananeiras

devem ser selecionadas de acordo com sua caracterizacao genética e
desempenho agrondmico, obtido a partir do histérico da producéao da
planta. Depois de devidamente caracterizadas, as plantas eleitas devem
ser indexadas para todos os virus que afetam a cultura da banana na
regiao e, se possivel, para todos os virus ja detectados na bananeira
em outras partes do mundo (Tabela 1). Somente as plantas que se
mostram isentas de virus pela indexacdo devem ser utilizadas como
matrizes visando a producao de mudas por clonagem em larga escala.
Se possivel, as matrizes indexadas devem ser mantidas sob condicdes
de telado antiafidico para evitar a recontaminacdo com viroses
existentes no ambiente. Para assegurar esse estado de limpeza, as
matrizes devem ser reindexadas periodicamente e especialmente antes
de se fazer a coleta de explantes.
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Métodos de Indexacao

A eficiéncia da indexacao depende do método de deteccao adotado,

da diversidade genética do virus e do método de amostragem utilizado.
Técnicas de deteccao por sorologia e sondas de acidos nucleicos
podem ser utilizadas para indexacao de virus em bananeiras com
seguranca. A analise visual pode levar a interpretacdes erradas uma vez
que estirpes fracas ou viroses em estadios iniciais podem nem sequer
apresentar sintomas. Por isso, testes laboratoriais sdo necessarios para
um diagndstico preciso. Entre esses, os testes baseados em sorologia
(Elisa, Dot Blot) e Reacao da polimerase em cadeia (PCR) sdo os mais
utilizados na pratica.

Teste Elisa

O teste Enzyme-linked Immunosorbent Assay (Elisa) é uma técnica
soroldgica que se baseia na especificidade do reconhecimento do
antigeno do virus por anticorpos, produzindo reacdo de mudanca

de coloracao ou grau de absorbéncia nas amostras positivas, sendo
eficiente, rdpido e permitindo testar um grande nimero de amostras
por vez (TORRES et al., 1998). A mudanca de coloracao é proporcional
a concentracao de antigeno, desde que todos os passos da realizacao
do teste sejam cumpridos dentro de um padrao pré-estabelecido.

A avaliacao do resultado do teste Elisa é dependente do grau de
absorbancia da amostra, que, em Ultima anélise, correlaciona-se

com a cor da amostra, mediante a leitura da densidade 6ptica por
espectrofotometria em leitora de microplacas (Fig. 2). Sua avaliacao

é feita comparando a leitura (absorbancia) da amostra com leituras de
padrdes negativos (plantas sadias) e positivos (plantas contaminadas).

Um fator essencial para a fidelidade do teste Elisa é a inclusao,

na mesma placa de leitura, de vérias amostras-controle contendo
material sadio e infectado. Em virtude de a identificacdo de amostras
positivas depender dos valores relativos de absorbancia obtidos

nas amostras padrdo negativo (controles), é fundamental que estas
sejam de alta qualidade e confiabilidade. A absorbancia para todas as
amostras negativas (controles negativos) deve ser determinada, e suas
respectivas médias e variancias usadas para estabelecer os limites
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decisorios do valor de absorbancia indicativo do ponto de corte entre
amostras positivas e negativas.

\B QS0

—

Fig. 2. Indexacé@o de matrizes de bananeiras pelo teste Elisa; preparacdo de amostras

(esquerda) e visualizacdo de uma placa mostrando duas células com reacdo positiva (direita).

De acordo com Sutula et. al. (1986), o estabelecimento do limite
decisério entre o que é positivo e 0 que é negativo em um teste Elisa é
um problema crucial na montagem e avaliacado do teste. Infelizmente,
em alguns casos, o problema nao é levado em consideracao por alguns
laboratérios de indexacao, fazendo com que a tomada de decisao
entre positivo-negativo permaneca altamente empirica, podendo
induzir a erros e comprometer o resultado do Elisa. Para minimizar
erros, esses autores sugerem que seja utilizada uma populacao de
amostras-padrao reconhecidamente negativas e positivas e que

seus resultados de absorbancia sejam comparados a fim de fornecer
resultados que estatisticamente nao incorram em falsos positivos e (ou)
falsos negativos. O uso comum de limites decisérios pré-fixados pode
comprometer a confiabilidade do teste.

Tendo em vista essas limitagcdes, a experiéncia pratica na indexacao
de viroses em bananeiras permite dizer que o teste Elisa somente é
adequado e confidvel para esta espécie, quando os cuidados a seguir
sao tomados:

e Testar quantidade suficiente de plantas para tornar-se familiar com
a faixa de absorbancia dos resultados negativos e determinar o
intervalo de confianca do limite decisoério.

15

Fotos: S. P. da Silva Neto
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® Incluir quantidade suficiente de amostras negativas (controle) em
cada teste realizado para assegurar representatividade da faixa de
absorbancia negativa previamente estabelecida.

e Sempre incluir um controle positivo.

e Encontrar amostras controle e testar as amostras quanto ao tipo de
hospedeiro, tecido analisado, idade e posicdao dentro da placa de
andlise.

e [E altamente recomendavel a repeticdo das amostras.

e (Os resultados devem ser fornecidos citando claramente o limite
decisorio positivo-negativo utilizado para a tomada de decisao.

e Reagentes devem ser bem estocados e utilizados com
concentracoes especificas para a planta (no caso bananeira),
previamente estabelecidas por ampla experimentacao.

e O teste deve ser executado por pessoas bem treinadas (exatidado
das pipetagens).

e Os resultados devem ser interpretados com base em limites
decisoérios positivo-negativo bem estabelecidos para a cultura
(banana).

Testes baseados em Polymerase Chain Reaction (PCR)
O processo chamado Polymerase Chain Reaction — PCR (Reacdo da
polimerase em cadeia) é uma metodologia de andlise relativamente
simples e muito sensivel para a deteccao de virus, no qual um nimero
virtualmente ilimitado de cépias de fragmentos selecionados de

DNA pode ser gerado em um periodo curto de tempo (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Baseia-se na amplificacao enzimatica de
sequéncias especificas de DNA ou RNA (via RT-PCR), envolvendo trés
passos que se repetem ciclicamente: (1) desnaturacdo do DNA, a

92 °C - 94 °C; (2) anelamento do primer, a 40 °C — 60 °C; (3) extensao
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do primer, a 72 °C. O método é catalizado por uma DNA polimerase
termo-estavel (geralmente Taq DNA polimerase de Thermus aquaticus).
O resultado é analisado por meio de eletroforese.

De acordo com Delanoy et al. (2003), o acido nucleico do virus pode
ser detectado por meio de PCR, que amplifica sequéncias do genoma
viral e permite sua visualizacdao apds eletroforese. As sequéncias
amplificadas podem ser posteriormente identificadas utilizando sondas
de DNA especificas para o virus em questao. Por isso, o método é
acurado, uma vez que detecta sequéncias nucleotidicas especificas
dos virus alvo. A detecgao por PCR é muito Gtil para virus que sao
dificeis de purificar e estao presentes em quantidades minimas nos
hospedeiros.

J& a técnica PCR multiplex foi desenhada para detectar varias
sequéncias-alvo (mais de um virus) numa mesma amplificacao e podem
detectar diversos virus ao mesmo tempo. Os métodos baseados em
PCR sao, em geral, utilizados para indexar estoques iniciais de matrizes
de bananeira quando a acurécia é altamente relevante. A utilizacao
dessa técnica nao tem se mostrado adequada para todas as viroses
que acometem a bananeira. No caso do BSV, seus resultados tem

se mostrado erraticos. Outra limitacao da técnica é o fato de nao ser
quantitativa. Para tanto, faz-se necesséario desenvolver metodologias
para deteccao de virus de bananeira por PCR em tempo real.

Para deteccao de virus de genoma RNA, é necesséaria uma etapa prévia
a PCR, de transcricao reversa (reverse transcription, RT) da sequéncia
alvo de RNA, para gerar um fragmento de cDNA (DNA complementar)
molde para a PCR. Portanto, nesse caso, a técnica denomina-se RT-
PCR, e tem tido sua utilizacao implementada na diagnose molecular de
virus, cujo material genético seja RNA, por nao requerer procedimentos
trabalhosos, evitar as contaminacodes, e ser vidvel em experimentos de
larga escala. Le Provost et al. (2006) implementaram a técnica M-IC-
PCR (Multiplex-Immunocapture-PCR) para a deteccao de BSV, cujas
sequéncias homodlogas estao presentes no hospedeiro.
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Escolha do Tecido Amostral

Um passo importante na indexacao de bananeiras é a adequada escolha
da parte do tecido vegetal a analisar, uma vez que a concentracao de
particulas virais na planta varia de acordo com o virus. Por exemplo,
nervuras centrais das folhas devem ser utilizadas para BBTV, bracteas
devem ser escolhidas no caso de BBrMV e a segunda folha a partir do
topo no caso de BSV (UMA et al., 2002). Alguns autores preferem
utilizar amostras de folhas velhas para BSV. No caso de CMV, a
distribuicao é variavel entre folhas da mesma planta, ou mesmo entre
partes da mesma folha. A experiéncia pratica tem mostrado que os
tecidos do limbo préximos a nervura central sdo mais adequados para
deteccao de CMV.

Viroses a serem indexadas

No Brasil, até o momento somente CMV e BSV tém sido relatados
afetando a cultura da banana. Entretanto todo cuidado deve ser
tomado quanto a indexacao também das outras viroses que afetam

a bananeira em ambito mundial, tendo em vista o grande fluxo de
mudas importadas que tem entrado no Brasil, oriundas de laboratérios
localizados na Africa, Europa, Asia e America Central, regides onde
todas as viroses estdo presentes (Tabela 1). O servico de quarentena
vegetal brasileiro tem detectado BSV e BBrMV em lotes de mudas
importadas (FIGUEIREDO et al., 2003; MARINHO; BATISTA, 2005).

Cucumber Mosaic Virus (CMV)

O complexo de sintomas provocados pelo CMV em bananeiras recebe
o nome de mosaico-da-bananeira. A doenca foi descrita pela primeira
vez na Austrélia em 1930 (CORDEIRO et al., 2004). Desde entdo, ela
tornou-se largamente disseminada pelo mundo, e atualmente
considera-se que seja encontrada em todas as regides onde se cultiva
banana. No Brasil, a doenca tem apresentado surtos em bananais
jovens localizados no Vale do Sao Francisco. E um dos virus mais
comuns na natureza, com mais de 800 hospedeiros conhecidos
(FIGUEIREDO; BRIOSO, 2007). Por isso, em condicdes onde a
populacao de vetores € alta, e existem bananais em formacao, a doenca
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se instala. Os principais vetores do CMV sao os pulgoes Aphis gossypii,
Myzus persicae e Rhopalosiphum spp. Os sintomas variam de lesoes
na forma de mosaico que se concentram no terco médio do limbo foliar
(Fig. 3A), podendo causar necroses conforme a idade da planta e grau
de infestacdo. Quando ocorre em mudas muito jovens, pode provocar
a morte da planta. O agente causal pertence ao género Cucumovirus,
possui particulas esféricas com 28 nm a 30 nm de didametro e genoma
RNA fita simples. Sua deteccao pode ser feita por meio de Elisa, porém
a utilizacdo de RT-PCR é mais sensivel (LOCKHART; JONES, 2000). O
CMV nao é considerado um virus quarentendrio porque sua ocorréncia
encontra-se disseminada pelo mundo. Entretanto a introducao de novas
estirpes em determinados ambientes deve ser evitada sob pena de
ocorréncia de danos severos, em caso de introducao de estirpes mais
virulentas (BOUHIDA; LOCKHART, 1990).

Para o caso de ser necessaria a limpeza clonal de material elite
contaminado com CMYV, a cultura de meristemas simplesmente nao
se mostra eficiente. Entretanto, Helliot (2003) relata que a cultura de
meristemas associada com quimioterapia e crioterapia resultaram em
eliminacao do virus em 70 % a 77 % dos casos, respectivamente.

Banana Streak Virus (BSV)

A interacdo BSV-bananeira é uma complexa interacdo patégeno-
hospedeiro. O virus BSV pertence ao género Badnavirus e apresenta
genoma DNA circular fita dupla. O BSV foi observado pela primeira
vez na Costa do Marfim em 1966. E transmitido pelas cochonilhas
Planococcus citri e Saccharicoccus sacchari. O sintoma mais
caracteristico da infeccao é a presenca de manchas escuras
perpendiculares a nervura principal das folhas (Fig. 3B). Os sintomas
podem variar de leves a drasticos, dependendo do estado fisiolégico
da planta hospedeira e da interacao com outros virus como BBrMV
(PIETERSEN; THOMAS, 2001). O material genético de BSV possui

a habilidade de se integrar ao genoma da bananeira (LOCKHART;
JONES, 2000). A insercao e presenca do BSV (genoma completo) no
genoma B (Musa balbisiana) ja foi comprovada (PLOETZ et al, 2003).
Por esse fato, argumenta-se ser muito dificil encontrar um clone de
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bananeira que nao esteja infectado por BSV, sobretudo em cultivares
que possuem em sua constituicao genética o genoma B, como as
cultivares Maca, Prata, Terra e a maioria dos hibridos. A presenca do
genoma completo de BSV inserido no genoma da bananeira ndo implica
em dizer que esse material esteja contaminado; mas simplesmente

que o BSV esté presente no genoma daquela variedade e que por isso
ela é passivel de ter uma infeccao epissomal. A infeccao epissomal

é desencadeada normalmente por estresses aos quais a planta é
submetida; entre eles, o causado pelo cultivo in vitro, ou associacoes
com outras viroses (LOCKHART, 1995).

Fotos: S.P. da Silva Neto

Fig. 3. Folha de bananeira adulta com sintomas de CMV (A) e BSV (B).

A indexacao do BSV tem se mostrado complicada e passivel de
resultados equivocados. Tem havido uma tendéncia de utilizar o
método PCR em detrimento do Elisa. Entretanto, a utilizacao da técnica
béasica de PCR para indexagao de BSV nao tem se mostrado adequada,
tendo em vista a falta de repetibilidade dos resultados. Além disso, o
resultado positivo obtido por PCR pode nao significar patogenicidade,
porque o virus pode estar integrado no genoma vegetal e nédo se
replicar e causar doenca.

Em virtude de sequéncias do DNA do BSV estarem integradas no
genoma da bananeira, no caso de nao haver replicacao viral, o virus
somente é detectado por PCR e nao por testes sorolégicos. No caso
de haver replicacao viral, tanto PCR quanto métodos sorolégicos
podem detectar o BSV. Assim, um resultado de deteccado de BSV
positivo por PCR e negativo por Elisa indica que ha integracao, mas
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ndo ha replicacdo que resulte em doenca. Por isso, o uso da técnica
PCR normal nao se presta para diagnosticar a presenca de infeccao
epissomal ou mesmo infeccdo natural por BSV; sendo que Le Provost
et al. (2006) indicam a técnica Immunocapture-Polimerase Chain
Reaction (IC-PCR) como a mais indicada para diagnose de BSV.

Para a eliminacao do BSV em materiais propagativos iniciais, as técnicas
da cultura de meristema e termoterapia resultaram na eliminacao do
virus em 37 % a 48 % das mudas. Entretanto, usando meristemas
proliferativos, termo, quimio e crioterapia, resultaram na erradicacao do
BSV em 69 % a 90 % das plantas (HELLIOT et al., 2001).

Banana Bunch Top Virus (BBTV)

Dos virus que afetam a bananeira, BBTV é o mais sério, podendo

ter um efeito devastador nas lavouras (DALE, 1987), sendo a maior
ameaca a producdo de bananas em varios paises da Asia. Ainda ndo
foi detectado no continente americano. O primeiro relato da ocorréncia
desse virus se deu em Fiji em 1889, embora existam evidéncias
anteriores (THOMAS; ISKRA-CARUANA, 2000). Seu potencial de
destruicao é alto, tendo sido responsavel por reducdes na producao

da ordem de 55 % a 95 % (THOMAS et al., 2000). A transmissao é
feita pelo pulgdo da bananeira (Pentalonia nigronervosa) e por material
propagativo contaminado (PLOETZ et al., 2003). Encontra-se disseminado
pelos continentes da Asia, Africa, incluindo Egito, e Oceania, conforme
Tabela 1. A indexacado tem sido feita por Elisa ou por PCR.

Para a limpeza de material contaminado com BBTV, a cultura de
meristemas se mostrou eficiente. Helliot et al. (2001) relatam que a
erradicacdo do virus foi acima de 90 %, obtida usando somente cultura
de meristemas.

Banana bract mosaic virus (BBr\IV)

BBrMV foi detectado em 1979 pela primeira vez nas Filipinas (THOMAS
et al., 2000). Seu agente causal é um potyvirus. E transmitido de forma
nao persistente pelos afideos Aphys gossypii e Rhopolasiphum maidis.
Forma estrias cloréticas nas folhas e bracteas. Provoca a disposicao
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em leque das folhas e reducédo do tamanho dos frutos. As frutas com

0 sintoma desse virus ndao granam e sao rejeitadas para o comércio.

Ele tem provocado perdas da ordem de 40 % da producao nas
Filipinas. Encontra-se disseminado pela Asia e Oceania. Est4 incluido

na lista de virus de importancia quarentenéaria nao ocorrente no Brasil.
Pode ser detectado por Elisa ou por PCR. No ano 2005, o servico de
quarentena brasileiro detectou a presenca desse virus em lotes de
mudas importadas e determinou a destruicdo das mesmas, por se tratar
de praga quarentenaria (MARINHO; BATISTA, 2005). Até o presente
momento, nao existem relatos de limpeza clonal em BBrMV.

Banana mild mosaic virus (BanMMV)

Possui ocorréncia amplamente disseminada em todos os continentes
(THOMAS et al., 2000). Sua sintomatologia é variadvel, podendo
resultar em perdas significativas na produtividade. BanMMV possui
particulas em filamentos longos de 580 nm x 14 nm, com genoma
RNA fita simples de 7.4 kb. Possui propriedades comuns com o género
Potexvirus, mas nao todas. A deteccao inicial era feita por microscopia
eletrébnica, mas posteriormente desenvolveu-se antissoros para Elisa,

e primers para RT-PCR. A limpeza clonal de BanMMYV ainda nao foi
relatada.

Banana die-back virus (BDBV)

Agente causal sorologicamente relacionado com o género Nepovirus.
Foi detectado pela primeira vez na Nigéria em 1996 (HUGHES;
THOMAS, 2000). Posteriormente, os sintomas foram também
observados na Republica do Benin e em Gana. Seus sintomas incluem
clorose foliar, necrose marginal das folhas e morte da folha “vela”. Os
seguidores tornam-se progressivamente mais afetados e a planta mae
pode chegar a morrer. O agente causal, que consiste de particulas
virais isométricas de 28 nm de didmetro, ainda nao foi totalmente
caracterizado, por esse motivo a indexacao é dificil e o risco de
disseminacdo desse virus para outros paises fora da Africa é alto
(PLOETZ et al, 2003). Nao ha relatos de erradicacao do BDBV em
tecidos vegetais contaminados por meio de limpeza clonal.
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Abaca mosaic virus (AbaMV)

Abaca mosaic virus (AbaMV) é relacionado a membros do género
Potyvirus pertencentes ao subgrupo do virus do mosaic da cana-de-
actcar (SCMV). E um virus filamentoso de 680 nm de comprimento. O
primeiro relato de AbaMYV foi feito nas Filipinas em 1925, infectando
a cultura da Abaca. Em seu leque de hospedeiros incluem-se muitas
espécies da familia das gramineas, e das musdaceas, inclusive muitas
variedades de bananeiras (THOMAS; MAGNAYE, 2000). E transmitido
de forma nao persistente por varias espécies de afideos, entre eles:
Aphys gossypii e Rhopalosiphum maidis. Pode ser indexado por Elisa
ou por RT-PCR. A limpeza clonal para AbaMV nao foi relatada até o
momento.

Controle de Qualidade
Pos-laboratoério

Os procedimentos envolvendo a producao in vitro de mudas a partir de
matrizes indexadas garantem que as mudas produzidas sao livres de
virus, mas requerem manejo especial durante as fases de aclimatacao
e estabelecimento inicial da lavoura. A susceptibilidade das mudas a
reinfeccao durante essas fases nao pode ser negligenciada, e requer
medidas de controle.

Durante a aclimatacao

Ap6s a fase de multiplicacao in vitro, os explantes devem ser retirados
dos recipientes em que foram cultivados até entao e aclimatados

sob condicdes de luz, temperatura e umidade controladas. A fase de
aclimatacao é uma fase de adaptacao em que a plantula proveniente
do cultivo in vitro, em que as condicoes do laboratério sdo préximas
do 6timo, deve se adaptar as condicbes ambientais. Em geral, a muda
de banana passa cerca de 45 dias sob um gradiente crescente em luz
e temperatura, e decrescente em luz e umidade, até estar pronta para
o plantio no campo (SILVA NETO, 2008). Essa fase deve ocorrer em
casas de vegetacao protegidas contra a entrada de insetos vetores de
virus, pelo uso de tela antiafidica. As instalacdes do viveiro devem ser
cuidadas com muita atencao para evitar a presenca de ervas daninhas
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hospedeiras de virus. Ao final da fase de aclimatacao, uma amostra
significativa das mudas deve ser reindexada a fim de se assegurar que
o lote de mudas continua livre de virus apds a aclimatacao.

Durante o estabelecimento inicial de bananais no Brasil
As mudas jovens, ao serem plantadas no campo, passam por um
periodo inicial de estresse, no qual seu tecido tenro faz com elas se
tornem susceptiveis a infeccado de virus a partir da coexisténcia de
vetores e hospedeiros no mesmo ambiente. Por isso, o agricultor deve
ter especial cuidado quanto ao controle de ervas daninhas hospedeiras
de virus que acometem a bananeira. No Brasil, especificamente, é
comum a presenca de trapoeraba (Commelina spp.) e plantas da

familia das cucurbitadceas dentro dos bananais (SILVA NETO, 2003).
Essas plantas hospedam o CMV e devem ser controladas. Também,
nessa fase, deve-se fazer o controle de afideos vetores por meio de
pulverizagcOes com os inseticidas recomendados, tendo em vista que
sdo importantes vetores de CMV. A presenca de plantas citricas e de
cana-de-acucar nas proximidades ou no interior dos bananais reforca a
necessidade de controle do inseto Planococcus citri, principal vetor do
BSV. A probabilidade de infeccao da bananeira jovem é inversamente
proporcional ao seu tamanho, idade e teor de lignina nos tecidos.
Assim, no Brasil, em locais com histérico de CMV e BSV, e onde ocorre
a presenca de vetores, é recomendavel a utilizacdo de mudas maiores e
com maior grau de endurecimento.

Consideracdes Finais

Embora a utilizacdao de mudas indexadas, produzidas por cultura de
tecidos, seja uma das ferramentas mais efetivas para se evitar a
disseminacao de viroses na bananicultura, muitos dos virus existentes
sdo de dificil deteccao, e requerem infraestrutura laboratorial e know
how que nem sempre estao disponiveis em alguns paises ou regioes.
De acordo com Jones (2002), a possibilidade de que infeccdoes virais
nao detectaveis na fase de indexacao possam ser disseminadas através
de mudas micropropagadas é um problema que tem preocupado

os servicos de quarentena de varios paises, e dificultado o transito
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internacional de mudas de bananas. Por isso, medidas fitossanitarias
adequadas como a indexacdao de mudas importadas nos portos de
entrada e medidas quarentendarias devem ser tomadas para evitar a
entrada de mudas contaminadas em regides livres. E fundamental
que os servicos de quarentena vegetal lancem mao de laboratérios
de indexacao bem equipados e logisticamente disponiveis, bem
como a analise de risco junto a regido de origem (JONES, 2009).

As viroses estao entre os problemas de mais dificil controle que
afetam a bananicultura, pois as medidas de convivio com viroses
sdo pouco efetivas e a erradicacdo acaba sendo a Unica alternativa.
Por causa dessa particularidade, uma das vantagens competitivas da
bananicultura no Brasil esta na isencao, até o momento, das viroses
BBTV, BBrMV, BanMMV, BDBV e AbaMV no territério brasileiro. Isso
representa uma vantagem competitiva para os produtores de banana
brasileiros e deve ser preservada.

Para se alcancar a sustentabilidade na cultura da banana, é muito
importante a utilizacdo de mudas de boa qualidade e isentas de virus.
Para isso, a producao de mudas sadias por meio de clonagem in vitro
via cultura de tecidos a partir de matrizes indexadas é de fundamental
importancia. E essencial que o processo de indexacdo seja feito
utilizando a metodologia mais indicada para as diversas viroses que
afetam a cultura, com especial atencao para a escolha adequada do
tecido. O processo de aclimatacdo da muda produzida in vitro deve ser
feito em instalacdes adequadas, de forma a evitar a recontaminacao
da muda por vetores existentes no local. Da mesma forma, o usuario
final da muda (agricultor) deve estar bem esclarecido sobre o manejo
do bananal nas fases iniciais do estabelecimento da lavoura. Com
especial atencao para o controle de ervas daninhas hospedeiras de
viroses, controle de insetos vetores, bem como para a nao utilizacao
de culturas intercalares com espécies hospedeiras dos virus que afetam
a bananeira. Procedendo dessa forma, garantem-se a produtividade e
a qualidade do bananal, estende-se a vida util do mesmo e alcanca-se
mais facilmente a autossustentabilidade do bananal.
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Tissue Culture for Control
of Banana Viruses in Brazil

Abstract

Among the phytosanitary constraints affecting banana production
worldwide, viruses cause heavy losses. To date, seven virus infecting
Musa spp. have been reported: AbaMV, BBMV, BBTV, BBrMV, BDBYV,
BSV and CMV. These viruses can be transmitted in vegetative planting
material. Successful control of virus diseases should begin with virus-
free planting material produced by tissue culture from virus indexed
mother plants. Sensitive and reliable methods of virus detection are
available to banana viruses, but they must be used carefully in the
banana tissue culture plantlet production system, so that seedlings can
be even more reliably certified as virus-free. Two banana viruses are
known to be present in Brazil, CMV and BSV. For reliable detection

of banana viruses using Elisa and PCR methods, knowledge of the
serological diversity of the virus is important. For BBTV and CMV, a
few distinctive strains have been reported, while little is known about
the serological properties of BBMV, BBriMYV, BanMMYV, BDBV and

BSV. Elisa is used to detect BBTV and CMV, and PCR has been used
to detect the other. In case of BSV, PCR based methods of detection
must be used carefully because the BSV genetic material is integrated
in banana genome. Therefore further studies is needed, but to date the
use of Elisa after PCR is advisable, and the IC-PCR method is accepted
as the more safe for BSV. After in vitro production, acclimatization

of plantlets should be kept protected in an insect-proof, vector-free
nursery, and sanitation measures should be enforced. After planting

in the field, virus-free plantlets at an early stage of growth should be
protected of vectors contact, once they are more vulnerable to virus
infection, especially CMV. Measures to repel aphids and control of
weeds must be taken. Planting seedlings near vegetable crops known
to be hosts of viruses should be avoided.

Index terms: Musa, micropropagation, virus-free plantlets, clonal
cleaning, virus management.



	Sumário - clique diretamente sobre o item desejado
	Introdução
	Limpeza Clonal
	Produção de Mudas Clonadas em Larga Escala
	Indexação de Matrizes
	Métodos de Indexação
	Teste Elisa
	Testes baseados em Polymerase Chain Reaction (PCR)

	Escolha do Tecido Amostral
	Viroses a serem indexadas
	Cucumber Mosaic Virus (CMV)
	Banana Streak Virus (BSV)
	Banana Bunch Top Virus (BBTV)
	Banana bract mosaic Virus (BBrMV)
	Banana mild mosaic Virus (BanMMV)
	Banana die-back Virus (BDBV)
	Abaca mosaic virus (AbaMV)


	Controle de Qualidade Pós-laboratório
	Durante a aclimatação
	Durante o estabelecimento inicial de bananais no Brasil

	Considerações Finais
	Referências
	Abstract




