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RESUMO

Régo, Geéssica Mylena Santana M. Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Marco de 2017. Amostragem e detecgdo de virus em
espécies de Bromeliaceae e de Orchidaceae. Orientador: Prof. Paulo Sérgio
Torres Brioso.

A familia Bromeliaceae € um dos grupos taxondmicos mais importantes da
Mata Atlantica e a familia Orchidaceae é representada por plantas de origem
nacional e importada que impulsionam o agronegdcio. O presente trabalho teve
como objetivos o levantamento e a deteccdo de virus em representantes das
familias Bromeliaceae e Orchidaceae através de testes bioldgico,
imunocromatografico e molecular. Além disso, visou a producdo de fragmentos
gendmicos amplificados dos virus identificados e preparacdo de quatro prototipos
de kit diagndstico molecular, a fim de facilitar a deteccdo desses virus em outros
levantamentos. A metodologia consistiu inicialmente na coleta de bromélias na
restinga, de abacaxizeiro comercial e de orquideas importadas e nacionais.
Foram detectados nas amostras coletadas de Bromeliaceae, o Pineapple
mealybug wilt-associated virus 1 em Aechmea nudicaulis e em Bromelia
antiacantha; em Ananas comosus, o Pineapple mealybug wilt-associated virus 1 e

o Pineapple mealybug wilt-associated virus 3, indica que as bromélias nativas
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podem servir de fonte de indculo alternativo para o inseto vetor, além das mudas
de abacaxizeiro com infeccdo viral. Ja, nos representantes de Orchidaceae
nacionais analisadas pode-se detectar o Cymbidium mosaic virus, o
Odontoglossum ringspot virus, o Orchid fleck dichorhavirus e nas amostras
importadas detectou-se o Cymbidium mosaic virus, o Odontoglossum ringspot
virus e o Cucumber mosaic virus, em infeccdo simples ou mista. Em nenhuma
das amostras, nacionais e importadas, foi detectado virus quarentenarios para o
Brasil. Os resultados obtidos evidenciam a necessidade de se fortalecer um
programa nacional de indexacdo de mudas para virus de forma a reduzir a fonte

de indculo desses virus no Brasil, a fim de ndo comprometer o agronegocio.
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ABSTRACT

Régo, Geéssica Mylena Santana M. Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Margo de 2017. Survey and detection of viruses in
Bromeliaceae and Orchidaceae species. Advisor: Prof. Paulo Sérgio Torres
Brioso.

The Bromeliaceae family is one of the Atlantic Forest’s most important taxonomic
groups and the Orquidaceae family representatives boost agribusiness. The
present study aimed the survey and detection of virus in representatives of the
families Bromeliaceae and Orchidaceae through biological,
immunochromatographic and molecular tests. In addition, this study aimed the
production of amplified genomic fragments of the identified viruses and the
preparation of four prototypes of molecular diagnostic kits in order to facilitate the
detection of these viruses in other surveys. The methodology consisted initially, in
the collection of bromeliads in the Restinga, commercial pineapple and imported
and national orchids. In the Bromeliaceae samples collected were detected, the
Pineapple mealybug wilt-associated virus 1 in Aechmea nudicaulis and in
Bromelia antiacantha; In Ananas comosus, the Pineapple mealybug wilt-
associated virus 1 and the Pineapple mealybug wilt-associated virus 3, indicating
that native bromeliads may serve as an alternative inoculum source for the insect

vector in addition to pineapple seedlings with viral infection. In the national
[



representatives of Orchidaceae analyzed were detected the Cymbidium mosaic
virus, Odontoglossum ringspot virus and the Orchid fleck dichorhavirus while in the
imported samples were detected the Cymbidium mosaic virus, Odontoglossum
ringspot virus and the Cucumber mosaic virus, in simple or mixed infection. In
none of the national and imported samples, quarantine viruses were detected for
Brazil. The results evidenced the need to strengthen a national program of
seedlings indexation for viruses in order to reduce the inoculum source of these

viruses in Brazil with the purpose of not compromise agribusiness.



1. INTRODUCAO

A Mata Atlantica do Rio de Janeiro é o local de maior ocorréncia de
bromélias e maior endemismo especifico do Brasil. Estudos apontam que quanto
maior 0 numero de bromélias em uma mata, maior é a sua diversidade estrutural,
pois as bromélias habitualmente aparecem associadas a individuos da fauna, seja
polinizadores ou se abrigando, como os insetos (Fontoura et al.,1991; Mestre et
al., 2001; Romero et al., 2010).

O Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ), situado no Estado
do Rio de Janeiro, é o abrigo de diversas espécies ameacadas de extincao,
pertencentes a fauna e flora do bioma Mata Atlantica. O Parque é considerado
como uma das principais unidades de conservacdo do Estado, pois nele
concentra-se 0 maior numero de pesquisas cientificas em desenvolvimento e
varias espécies novas ja foram catalogadas (PARQUE NACIONAL DA
RESTINGA DE JURUBATIBA, 2015).

Em levantamento realizado em areas do PNRJ foram registradas, em cinco
zonas de restinga, cerca de 10 espécies de Bromeliaceae. As bromélias
encontradas foram: Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker, Aechmea lingulata (L.)
Baker, Aechmea nudicaulis (L.) Grisebach, Bromelia antiacantha Bertoloni,
Neoregelia cruenta (R. Graham) L. B. Smith, Vriesea neoglutinosa Mez, Tillandsia



gardneri Lindley, Tillandsia recurvata (L.) L., Tillandsia stricta Soland in Sims,
Tillandsia usneoides (L.) L. (Cogliatti-Carvalho et al., 2001).

As bromélias formadoras de cisterna possuem a capacidade de atrair
centenas de espécies de animais devido a formacdo de um microclima em sua
estrutura e acumulo de agua, o que as tornam indispensaveis para a manutencao
da diversidade de fauna e flora local (Fontoura et al.,1991; Lima & Wanderley,
2007; Mestre et al., 2010; Romero et al., 2010).

Ndo ha relatos de trabalhos sobre levantamento de microrganismos
fitopatogénicos em bromélias de restinga ou no ecossistema restinga,
concomitantemente, de modo que nao ha parametros na area em relacdo as
bromélias e ao bioma estudado, quanto a presenca de virus.

Aliado as bromélias temos as orquideas que possuem nado s6 a floracéo
exuberante, bem como desempenham um papel semelhante as bromélias quanto
a manutencdo da biodiversidade de uma floresta. Elas sdo consideradas como
indicadoras ambientais, pois em areas degradadas ficam suscetiveis a sinais de
doenca e atagues de pragas (Damasceno, 2005).

No Brasil, os principais géneros de orquideas nativas sao Cattleya, Laelia,
Miltonia, Stanhopea e Oncidium (Alexandre & Duarte, 2015). As orquideas
importadas de maior expressao sdo Phalaenopsis e Dendrobium. O setor de
exportacdo de orquideas no Brasil diferencia-se da importacéo, o qual baseia-se
pela quantidade de producdo e qualidade caracterizada pela beleza estética
ornamental, como cachos longos e grandes flores. A exportacdo é direcionada,
principalmente, a colecionadores de espécies nativas e seus hibridos, que
valorizam o produto pela unidade (Junqueira & Peetz, 2010).

A comercializacdo de plantas ornamentais (incluindo espécies das familias
Bromeliaceae e Orchidaceae) a nivel mundial e a disseminacdo de exemplares
entre paises tem crescido consideravelmente. O comércio dessas plantas sem a
vistoria fitossanitaria adequada pode incorrer na disseminagcao de fitopatdogenos
(em especial, virus) entre as espécies locais e prejudicar o agronegaécio.

Segundo Lima Junior et al. (2015), as importacbes de flores e plantas
ornamentais no ano de 2014 alcancaram a cifra de US$ 46,81 milhbes e as
exportacbes destas, US$ 23,81 milhdes. Isto representa um crescimento do

mercado interno em até seis vezes nos ultimos dez anos para alcangar o valor



citado em importacdes, enquanto que a exportacdo se manteve estavel. Esse
comportamento, conforme Lima Janior et al. (2015), denota crescente demanda
do mercado interno por material importado.

As orquideas, bem como as bromélias, podem atuar como fonte de inéculo
de fitopatdgenos para espécies ornamentais nacionais e, desta forma, prejudicar
0 agronegOcio em noOsso pais.

Nesse contexto, a pronta e rapida deteccéo de virus se faz necesséria para
coibir a disseminacdo tanto em nivel de produtores, como de consumidores de
exemplares infectados com virus. Portanto, os objetivos deste trabalho foram:
Amostrar e identificar as espécies ou possiveis espécies virais presentes em
bromélias coletadas em area do PNRJ e em orquideas nacionais e/ou importadas.
i) Detectar e identificar molecularmente virus associados a bromélias nativas de
restinga, bem como em plantacdo comercial de abacaxizeiro; ii) Detectar e
identificar molecularmente o0s virus presentes em amostras da familia
Orchidaceae importadas e nacionais; iii) Elaborar quatro kits de diagndstico
molecular de forma a detectar e identificar molecularmente virus quarentenarios

ou ndo associados as respectivas espécies vegetais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Bromeliaceae

Dentre os Biomas Brasileiros que representam grande biodiversidade
destaca-se a Mata Atlantica ou Floresta Atlantica, termos usados para designar
um complexo vegetacional que engloba varios tipos de vegetacdo, ocorrendo
desde o Rio Grande do Sul até a regido Nordeste (Tabarelli et al. 2005).

A Mata Atlantica espalhava-se por cerca de um milhdo de kmz2, restando
atualmente apenas 17% da cobertura original, reduzidos a redutos isolados pelo
Brasil, resultado de constantes perturbagfes antropicas como exploracao ilegal de
madeira, agricultura, pecuaria e urbanismo (Metzger, 2009). Neste sentido,
Martinelli et al. (2008) aponta as bromélias como um dos grupos taxondmicos
mais relevantes, devido ao alto grau de endemismo na Mata Atlantica e valor
ecolégico decorrente, principalmente, de sua interacdo com a fauna contribuindo
significativamente para a abundante biodiversidade das comunidades em que
vive.

A familia Bromeliaceae € um dos grupos taxondmicos mais importantes da
Mata Atlantica devido a sua abundéancia, endemismo e interacdo com a fauna. No

Brasil sdo conhecidos 44 géneros e 1349 espécies de bromélias, onde o Estado



da Bahia e a regido Sudeste do pais contemplam a maior riqueza em
biodiversidade (Grant & Zijlstra, 1998; Luther, 2004; Forzza, et al., 2015).

Em relagdo a reproducdo, as bromélias podem ser sexuadas, mediante
sementes ou assexuadas mediante afilhos. O processo sexual leva a
recombinacdo genética, fator que € interessante pela ampliacdo da variabilidade
genética, porém tem como desvantagem a disponibilidade de sementes,
dificultando a propagacao massal de plantas (Guerra, 2006).

Quanto a morfologia botanica das bromélias, estas sdo hermafroditas,
apresentam normalmente inflorescéncia vistosa e bainha alargada na base. As
folnas podem apresentar margens lisas a espinacentes, o que tende a mudar
conforme o género. As flores podem ser trimeras, com perianto diferenciado em
calice e corola. Podem ser pistiladas ou estaminadas e actinomorfas a zigomorfas
(Moreira et al., 2006).

As bromélias podem ser terrestres, epifitas, rupestres e rupicolas. Podem
fornecer alimento aos passaros atraves das frutas, flores, sementes e 4gua, bem
como, contém matéria organica e materiais para nidificacdo, fundamentais na
postura de ovos para os anfibios, forrageamento para reptéis, construcdo de
ninhos das aves e esconderijo para mamiferos (Rocha et al., 2004).

A familia Bromeliaceae estd entre as poucas plantas que tem em sua
maioria polinizadores vertebrados, sendo assinaladas como plantas com
caracteristicas de ornitofilia, onde a maioria dos seus polinizadores sao passaros
(Sazima, 1989).

Um dos principais polinizadores dos taxa de Bromeliaceae séo os beija-
flores pela atracdo das bracteas vistosas e coloridas e pela presenca de néctar
abundante. Evolutivamente, especula-se a relacdo dos beija-flores de bico longo
com as bromélias, de modo que estas aves teriam influenciado na evolucédo do
grupo de plantas das bromélias (Nadkarni & Matelson, 1989; Martinelli, 1994,
Sazima et al., 1996; Varassin et al., 2000). O morcego é outro agente polinizador
gue se aproxima pelo odor forte em muitas flores de antese noturna. Além da
ornitofilia e quiropterofilia, ha relatos de polinizacdo por borboletas, abelhas,
mamangavas e besouros. (Moreira et al., 2006).

As bromélias exercem um papel essencial para manutencdo da

biodiversidade em sua area de ocorréncia, pois algumas espécies de larvas de



borboletas e rds sdo encontradas apenas associadas as bromélias (Mestre et al.,
2001; Jocque et al., 2010).

A fauna pode estar associada a familia Bromeliaceae de modo bromelicola,
utilizando as bromélias como abrigo; ou bromeligena, quando sdo dependentes
das bromélias para completar seu ciclo reprodutivo (Peixoto, 1995).

As espécies bromeligenas utilizam as bromélias como um tipo de “aquario”,
onde poderdo se reproduzir. Por exemplo, a espécie Dendropsophus haddadi,
que representa a ordem dos anuros, foi registrada em bromélias, utilizando-as
como microclimas, pois necessitam de ambientes brejosos ou alagados para sua
reproducdo. Outra espécie de anuro, Elachistocleis ovalis, foi encontrada nas
axilas das bromélias Portea leptantha (Harms), a qual serve de abrigo durante o
dia e a noite, quando a espécie nao esta em atividade (Peixoto, 1995; Andrade et
al., 2009; Mageski et al., 2014).

A agua acumulada nos tanques das bromelidceas é utilizada pela fauna
como fonte hidrica ou como parte do ciclo de vida de algumas espécies de
anfibios; as folhas séo utilizadas como alimento por alguns herbivoros e também
para insetos (Paula & Silva, 2004).

O comportamento da vegetacéo de espécies, como: Bromelia antiacantha,
Polystichum adiantiforme e Ouratea cuspidata representam uma caracteristica
importante na contencdo de dunas como descrito por Aradjo & Oliveira (1988),
onde afirma que o vento tende a modelar o relevo, mas a barreira que as plantas
realizam conseguem minimizar essa agao.

As bromélias também apresentam como caracteristica o potencial
medicinal de modo que os frutos de Bromelia antiacantha quando cozinhados e
chupados sdo considerados um remédio valioso contra a tosse, e também anti-
helmintico. A espécie Tillandsia usneoides combinada com manteiga de cacau ou
banha, € indicada para o tratamento de hemorroidas. O decocto € utilizado no
tratamento para hérnias. O decocto de Tillandsia stricta em uso interno € tido

como diurético (Reitz, 1983).



2.1.1 Bromélias em Restinga

A vegetacdo de restinga é encontrada nas praias e planicies costeiras, e
esta diretamente ligada ao solo arenoso, superficies baixas e em declive ao mar.
Normalmente sao influenciadas por florestas pluviais proximas (Fernandes &
Queiroz, 2015). S&o ecossistemas frageis (Gomes et al., 2016), o que gera a
necessidade de se ampliar os estudos e conservacdo destas areas, hoje muito
influenciadas por ag6es antropicas, em desequilibrio (Gomes & Silva, 2013).

Segundo a Resolugdo n°.261/1999 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) (BRASIL, 1999), “Entende-se como restinga, um conjunto
de ecossistemas que compreende comunidades vegetais floristica e
fisionomicamente distintas, situadas em terrenos predominantemente arenosos,
de origens marinha, fluvial, lagunar, edlica ou combinacdes destas, de idade
quaternaria, em geral com solos pouco desenvolvidos. Estas comunidades
vegetais formam um complexo vegetacional edéafico e pioneiro, que depende mais
da natureza do solo que do clima, encontrando-se em praias, corddes arenosos,
dunas e depressdes associadas, planicies e terragos”.

Um dos principais representantes da flora pertencente a restinga séo as
bromélias, que exercem um papel fundamental no ambiente, pois a restinga trata-
se de um ecossistema com pouca disponibilidade hidrica, de modo que essas
plantas atuam como reservatoério de agua para a fauna.

Na area do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ), situado ao
norte do Estado do Rio de Janeiro, entre 0s municipios de Macaé, Carapebus e
Quissamd, foram catalogadas cerca de 10 espécies de Bromeliaceae, dentre as
quais: Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker, Aechmea lingulata (L.) Baker,
Aechmea nudicaulis (L.) Grisebach, Bromelia antiacantha Bertoloni, Neoregelia
cruenta (R. Graham) L. B. Smith, Vriesea neoglutinosa Mez, Tillandsia gardneri
Lindley, Tillandsia recurvata (L.) L., Tillandsia stricta Soland in Sims, Tillandsia
usneoides (L.) L. (Cogliatti-Carvalho et al., 2001).

Dentre as 10 espécies amostradas na area do PNRJ por Cogliatti —
Carvalho et al. (2001), as espécies mais abundantes na restinga foram Neoregelia

cruenta e Aechmea nudicaulis. Na area AAE (area aberta de Ericacea), descrita



como a area com maior diversidade, a espécie com maior predominancia foi
Bromelia antiacantha.

Em trabalho realizado por Gomes & Silva (2013) nas restingas do Espirito
Santo, com o0 objetivo de elaborar chaves ilustrativas para identificacdo de
brémelias, verificou-se a presenca de 45 espécies na area.

Verificou-se apenas um levantamento sobre determinagdo de
biodiversidade de microrganismos fitopatogénicos associados a bromélias em
restinga no Brasil, registrado no estado da Bahia.

Bromelia antiacantha (Bertol) € uma espécie de hébito terrestre, que
apresenta grande potencial de uso, dispondo de caracteristicas para fins
alimenticios, medicinais, ornamentais e industriais (Filippon et al., 2012).
Apresenta estruturas de armazenamento, possibilitando economia de agua, a qual
€ uma caracteristica adaptativa para a espécie, pois € encontrada em ambientes
xerofiticos, como em terrenos arenosos. Sua morfologia também dispbe de
protecdo adicional nas raizes contra organismos patogénicos do solo, devido a
presenca de compostos fendlicos em suas paredes celulares (Dettke & Milaneze -
Gutierre, 2008).

A espécie Neoregelia cruenta (Graham) L. P. possui distribuicdo pelo
sudeste do Brasil em formagdes arbustivas e planicies costeiras. E caracterizada
como espécie importante na germinagao de outras espécies por atuar na retencao
hidrica do solo (Mantuano, 2008).

A espécie Aechmea nudicaulis (L.) Griseb ocorre predominantemente em
faixas de vegetacéao de restinga (Pinheiro & Borghetti, 2001). Esteve listada entre
as dez espécies mais extraidas comercialmente no litoral do Estado do Parana
(Anacleto, 2005). Quando analisada no bioma da Mata Atlantica, em area
localizada na cidade de Ribeirdo Grande — SP, apresentou comportamento
helidfilo, ou seja, ocorrem em estratos mais altos, ou com clareiras. Sua floragao
aparece no periodo de estacdo chuvosa, entre os meses de outubro a janeiro,
atraindo a fauna de beija-flores da espécie Thalurania glaucopis Gmelin (Machado
& Semir, 2006).



2.1. 2 Importancia econémica das bromélias

As bromélias com maior potencial paisagistico sdo Alcanterea regina,
Aechemea blanchetiana, Neoregelia compacta e Alcantarea imperialis. Destacam-
se em sua maioria, por causa da sua arquitetura foliar em roseta e bracteas
coloridas. O cultivo destas bromélias surge como proposta para atenuar a
exploracdo de espécies nativas de modo que a sua producdo seja através de
sementes, brotos laterais ou micropropagacéo, e consiga alcancar a demanda do
mercado sem comprometer a preservacao dos exemplares (Tamaki et al., 2011).

As plantas ornamentais, onde as bromélias estdo inclusas em sua maioria,
nao recebem o incentivo em pesquisas para ampliar o setor produtivo de flores.
Esta € uma falha de organizacao da cadeia produtiva, pois o Brasil possui riqueza
em biodiversidade (Lirio et al., 2003).

Outra bromélia com representatividade econbmica no pais é o
abacaxizeiro, originario do Brasil, sendo uma das espécies de Bromeliaceae mais
conhecidas no mundo devido a popularidade de seu fruto (Manetti et al., 2009).
Segundo a Organizacdo das NacOes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO), o Brasil € o maior produtor mundial de abacaxi. E conforme o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) de 2013, o Brasil produziu 1,5 milhées
de toneladas da fruta.

A espécie Neoglaziovia variegata (Arr. Cam.) Mez, conhecida por “caroa-
verdadeiro” também se destaca pelo seu grande valor econémico, sendo utilizada
como produtora de fibras. Na medicina natural, como digestiva, depurativa e com
outras funcgbes, tem-se o uso da enzima “bromelina”, presente em algumas

espécies do género Bromelia (Lemos & Quirino, 2008).

2.1.3 Virus de Bromélias

No mundo, foram registrados em bromélias, os seguintes géneros de virus:
Badnavirus, Ampelovirus, Tospovirus e Nucleorhabdovirus. O género Badnavirus
compreende o0s seguintes virus: Pineapple bacilliform CO virus (PBCOV),
Pineapple bacilliform ER virus (PBERV); Ampelovirus [Pineapple mealybug wilt-

associated virus 1 (PMWaV-1), Pineapple mealybug wilt-associated virus 2
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(PMWaV-2), Pineapple mealybug wilt-associated virus 3 (PMWaV-3), Pineapple
mealybug wilt-associated virus 4 (PMWaV-4), Pineapple mealybug wilt-associated
virus 5 (PMWaV-5)], Tospovirus [Tomato spotted wilt virus (TSWV)] e um possivel
Nucleorhabdovirus [(Pineapple chlorotic leaf streak virus (PCLSV)] (Brioso &
Pozzer, 2012; Bhat et al., 2016; Brioso, 2017a).

O levantamento de microrganismos fitopatogénicos em bromélias de
restinga ou no ecossistema restinga € algo inédito de modo que ndo ha
parametros de comparacao em estudos quanto a presenca de virus.

Um dos principais problemas fitossanitarios para as espécies de abacaxi,
que geram grandes prejuizos aos produtores, sdo 0s virus que infectam o
abacaxizeiro: Tomato spotted wilt virus (TSWV) e Pineapple mealybug wilt-
associated virus (PMWaV).

Tomato spotted wilt virus (TSWV) tem como vetor diferentes espécies de
tripes. Os sintomas ocorrem inicialmente na parte clorofilada, com a manifestagcéo
de manchas pequenas. O progresso da infestacdo pode chegar ao meristema
apical e provocar a morte da planta. O controle desse agente leva em
consideracéo os locais de implantacdo da cultura e sua conducdo de modo que,
deve-se proceder a rotacdo de culturas e a sua instalacdo proximo a cultivos de
berinjela, tomate, batata e fumo, pois estas sdo hospedeiras do patégeno, bem
como o controle das ervas daninhas, que também atuam como hospedeiras.
(Matos, 2000).

O PMWaV (Pineapple mealybug wilt-associated virus) € um virus causador
da doenca conhecida popularmente por “Murcha do abacaxi”. A transmissao
ocorre por meio da cochonilha (Dysmicoccus brevipes), a qual secreta uma toxina
durante a alimentacdo na planta (Santos et al., 2010). Tal doenca pode levar a
planta a morte antes da frutificacdo, ou impedir sua frutificacdo normal. Os
sintomas perceptiveis sdo a coloragdo vermelho bronzeada e amarelada nas
folhas centrais e as margens curvam-se para baixo (Meissner Filho & Sanhes,
2010).

O virus PMWaV era definido como da familia Closteroviridae, mas com o
advindo de novas informacfes moleculares, as espécies de virus transmitidas por

cochonilhas foram inseridas no género Ampelovirus.
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2.2 Familia Orchidaceae

As orquideas pertencem a familia Orchidaceae. E constituida por mais de
25.000 espécies, encontradas em todas as formacgfes vegetais brasileiras. No
Brasil, temos registros de 2.498 espécies distribuidas em 221 géneros, sendo
1620 espécies endémicas do Brasil. (Zettler et al., 1990; Forzza et al., 2010;
Barros et al., 2015).

As orquideas podem-se apresentar como aquéticas, epifitas, hemiepifitas,
rupicolas, saprofitas e terricolas. As varias formas das orquideas podem ser
resultantes de sua capacidade adaptativa, assim obtém maior reserva de agua e
nutrientes (Pansarin, 2008; Barros et al., 2015).

A utilizacdo de maior destaque das orquideas é para fins ornamentais,
sendo uma das flores de maior valor comercial. Podem ser utilizadas na medicina,
como na China, onde as espécies de Dendrobium nobile sdo base para
tratamentos para gastrite atréfica cronica, diabetes, envelhecimento de pele e
doencas cardiovasculares (Zhang et al. 2007).

As orquideas do género Vanilla possui finalidade alimenticia. Sé&o
produtoras da baunilha, sendo, portanto, alvo de estudos da sua biologia para
render maior produtividade e lucratividade (Reis et al., 2011; Pedroso-de-Moraes
et al., 2012).

Apesar de a familia Orchidaceae estar entre as maiores familias de
Angiospermas no mundo, algumas espécies estdo ameacadas de extincao e isso
deve-se a dificuldade na propagacdo da espécie, que possui sementes com
pouca reserva e a dependéncia da associacao simbidtica com fungos micorrizicos
para germinacao (Zettler et al., 2001).

A producédo de orquideas para cultivos comerciais tornou-se viavel devido
as técnicas de semeadura in vitro, onde pode-se obter maximo aproveitamento, o
que nao ocorre, por exemplo, na multiplicagdo convencional de orquideas por
sementes. Os maiores cuidados decorrentes da utilizacdo da cultura in vitro é a
aclimatizacdo da plantula, a qual deve ser bem condicionada a fim de evitar
estresses e comprometer a sanidade da plantula (Moraes et al., 2002). Exigem

um substrato com textura relativamente grossa e drenagem livre, assemelhando-
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se as condi¢cbes naturais onde dispde de ar e luz, podendo ser utilizado o xaxim

ou uma alternativa sustentavel como a fibra de coco (Assis et al., 2005).

2.2.1 Importancia econémica das orquideas

No Brasil, as cidades com maior participacdo produtiva no mercado de
plantas ornamentais sao Atibaia e Holambra, mas a tendéncia é que o mercado
descentralize para outras areas produtivas em regides de todo o pais (Abreu,
2013).

As importacdes no ano de 2014 alcancaram US$ 46,81 milhdes em flores e
plantas ornamentais e US$ 23,81 milhdes em exportagdes. As espécies de mudas
importadas no Brasil sdo principalmente da Holanda e Tailandia, as quais
correspondem juntas a mais de 95% das importacdes, sendo 0s produtos
importados de maior expressao, respectivamente, as espécies dos géneros
Phalaenopsis e Dendrobium. Os exemplares destas espécies sdo normalmente
melhorados geneticamente e de grande exuberancia devido a sua floracéo vistosa
atendendo a demanda do mercado consumidor (SECEX/MDIC, 2014; Suzuki,
2014; Lima Junior et al., 2015)

O mercado de orquideas no Brasil ndo tem como principal enfoque, a
exportacdo de espécies de hibridos comerciais com grandes cachos e flores
exuberantes. A exportacdo atende aos interesses do mercado de colecionadores,
sendo os principais paises de destino em 2008, Japao (53,08%), Alemanha
(21,74%), EUA (12,27%) e Holanda (8,08%) e outros, como Ucrania, Taiwan,
Hong Kong, Africa do Sul e Chile (Junqueira & Peetz, 2010).

Entre os géneros nativos de orquideas do Brasil e de valor econdmico,
podemos citar: Cattleya, Laelia, Miltonia, Stanhopea e Oncidium (Alexandre &
Duarte, 2012).

2.2.2 Virus de orquideas

As viroses sé@o as doencas de maior gravidade para as orquideas, pois o
seu controle é a erradicacao das plantas infectadas. Os virus que possuem
registro de ocorréncia em orquideas na literatura séo listados dentro dos géneros:

Alphacarmovirus, Carlavirus, Closterovirus, Cucumovirus, Dichorhavirus,
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Nepovirus, Orthotospovirus, Platypuvirus, Poacevirus, Potexvirus, Potyvirus,
Tobamovirus, Tobravirus, Tombusvirus.

As principais viroses encontradas em orquideas no Brasil, quanto a
incidéncia e relevancia sao: Cymbidium mosaic virus, Odontoglossum ringspot
virus, Orchid fleck dichorhavirus assinaladas dentro dos géneros,
respectivamente, Potexvirus, Tobamovirus, Dichorhavirus (Klein, 2008).

Em estudo realizado por Alexandre et al. (2010), analisando 636 amostras
de orquideas, foi verificado que 85,5% das amostras ndo apresentaram infeccao.
No entanto, entre as orquideas infectadas, 42% apresentaram infeccdo pelo
Odontoglossum mosaic virus (ORSV), 37% por Cymbidium mosaic virus
(CymMV) e 20% de infeccéo mista (ORSV + CymMV).

O mercado de plantas ornamentais no Brasil ainda estd em crescente
expansao e, portanto, faz-se necessario um aprofundamento da realidade do pais
quanto a entrada de mudas e sementes exéticas de modo a corroborar com a
sanidade vegetal. O maior controle fitossanitario interno e da entrada de material
proveniente de exportacdo, irA permitir maior qualidade da producédo e,
consequentemente, aumento de competitividade no mercado de plantas

ornamentais (Alexandre et al., 2010).

2.3 Diagnostico de virus de plantas

2.3.1 Teste Bioldgico

Os testes biolégicos consistem no uso de plantas indicadoras, sensiveis ao
virus por inoculacdo mecénica e/ou de insetos vetores sob ambiente controlado.
O resultado deste teste € avaliado quanto a presenca ou auséncia de sintomas
nas plantas indicadoras. Observa-se o0s sintomas relatados na literatura para cada
grupo ou género de virus. No entanto, ndo obtemos precisdo em nivel de espécie

neste teste. Contudo, representa mais uma alternativa de suporte ao diagnostico.

2.3.2 Teste Imunocromatografico

7 bY

O teste e vantajoso devido a sua rapidez, baixo pregco e praticidade,

podendo ser utilizado a campo, por exemplo. O teste sorolégico consiste na
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reacdo enzimatica do antissoro e antigeno. O material infectado com virus ao
entrar em contato com a enzima, desencadeia a reacdo e pode ocorrer

aparecimento de cor, 0 que significa resultado positivo para presenca de virus.

2.3.3 Teste de PCR e RT-PCR

O significado de PCR é Polymerase Chain Reaction. Essa reacdo consiste
na amplificacdo do DNA ou cDNA (a qual é sintetizada a partir de uma fita simples
de RNA). As rea¢Bes do PCR sao feitas em méquinas chamadas termocicladores,
que dao condicdes de controle de tempo para cada ciclo e temperaturas. O RT-
PCR difere da técnica de PCR apenas na transformacdo de RNA em DNA,
através da enzima transcriptase reversa, por isso o prefixo RT da reacdo. Para
realizar a reacao é necessario amostras de DNA ou cDNA (DNA complementar);
oligonucleotideos, denominados também de primers, que sdo os iniciadores da
reacdo; DNA polimerase termo-estavel, solu¢do tampéao e nucleotideos livres para

polimerizacao.
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3. TRABALHOS

3.1 Amostragem e detecc¢do de virus em espécies de Bromeliaceae de
restinga no Estado do Rio de Janeiro

RESUMO

A familia Bromeliaceae € um dos grupos taxondmicos mais importantes da
Mata Atlantica. Objetivando verificar a presenca ou ndo de virus associados a
bromélias nativas de restinga da Mata Atlantica, procedeu-se a coleta de
bromélias nativas e abacaxizeiro comercial associado a teste bioldgico, soroldgico
e molecular. Foi detectado, molecularmente, o Pineapple mealybug wilt-
associated virus 1 em Aechmea nudicaulis e Bromelia antiacantha e em
abacaxizeiro, o Pineapple mealybug wilt-associated virus 1 e o Pineapple
mealybug wilt-associated virus 3 nas amostras coletadas. Tal resultado indica que
as bromélias nativas podem servir de fonte de in6culo alternativo para o inseto

vetor, além das mudas de abacaxizeiro com infecgao viral.
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ABSTRACT

The Bromeliaceae family is one of the most important Atlantic Forest’s taxonomic
groups. Aiming to verify the presence or absence of viruses associated with native
bromeliads of Restinga associated with the Atlantic Forest we collected native
bromeliads and commercial pineapple associated with biological, serological and
molecular tests. Pineapple mealybug wilt-associated virus 1 was molecularly
detected in Aechmea nudicaulis, Bromelia antiacantha and pineapple, the
Pineapple mealybug wilt-associated virus 1 and Pineapple mealybug wilt-
associated virus 3 were detected in the collected samples. This result indicates
that the native bromeliads can serve as an alternative inoculum source for the

insect vector in addition to pineapple seedlings with viral infection.

3.1.1 INTRODUCAO

A familia Bromeliaceae € um dos grupos taxonémicos mais importantes da
Mata Atlantica devido a sua abundéancia, ao seu endemismo e interacdo com a
fauna. No Brasil sdo conhecidos 44 géneros e 1349 espécies de bromélias, sendo
o Estado da Bahia e a regido sudeste do pais os que contemplam a maior riqueza
em biodiversidade.

A Mata Atlantica no Estado do Rio de Janeiro é o local de maior ocorréncia
de bromélias e maior endemismo especifico do Brasil. Estudos apontam que
quanto maior o niumero de bromélias, maior é a diversidade estrutural de uma
mata, aumentando associacdes com a fauna (Fontoura et al., 1991; Grant &
Zijlstra, 1998; Mestre et al., 2001; Romero et al., 2010; Forzza et al., 2015).

De acordo com Bonnet (2006), as bromélias desempenham funcdo de
extrema importancia em um ecossistema, servindo como protecdo, bercario e
fonte de nutrientes para espécies epifiticas e arboreas.

As bromélias se destacam economicamente por serem plantas alimenticias
e medicinais, como todas as espécies do género Ananas, uma fruta de 6timo
paladar apesar de algumas serem acidas. Pode ser utilizada para o preparo de

sobremesas, sucos e bebidas alcodlicas. No campo medicinal, ndo existem
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pesquisas com resultados concretos, entretanto, existem usos populares do
Ananas como digestivo, antidiftérico, combate aos calculos renais etc.

As bromélias também sdo apreciadas h& décadas como plantas
ornamentais, principalmente nos EUA, Europa e Japdo, onde seu cultivo
movimenta uma economia consideravel. No Brasil, Burle Marx, foi um dos
paisagistas pioneiros no uso de bromélias em jardins, conferindo um toque mais
natural e tropical aos ambientes (Grando, 2001). Em funcdo da grande procura
pelas bromélias de valor ornamental, o extrativismo tem se intensificado em seus
ambientes naturais, colocando algumas espécies em ameaca de extingcao
(Moreira et al., 2006).

No mundo foram registrados em espécies de Bromeliaceae (incluindo o
abacaxizeiro) virus dos géneros Badnavirus [Pineapple bacilliform CO virus
(PBCOV), Pineapple bacilliform ER virus (PBERV)], Ampelovirus [Pineapple
mealybug wilt-associated virus 1 (PMWaV-1), Pineapple mealybug wilt-associated
virus 2 (PMWaV-2), Pineapple mealybug wilt-associated virus 3 (PMWaV-3),
Pineapple mealybug wilt-associated virus 4 (PMWaV-4), Pineapple mealybug wilt-
associated virus 5 (PMWaV-5)], Tospovirus [Tomato spotted wilt virus (TSWV)] e
um possivel Nucleorhabdovirus [(Pineapple chlorotic leaf streak virus (PCLSV)]
(Brioso & Pozzer, 2012;; Bhat et al., 2016; Brioso, 2017a).

No Brasil, o PMWaV-1 foi registrado em A. comosus var. ananassoides
(Baker) Coppens & Leal, A. comosus var. bracteatus (Lindl.) Coppens & Leal, A.
comosus var. comosus (L.) Merrill, A. comosus var. erectifolius (L. B. Smith)
Coppens & Leal, A. comosus var. parguazensis (Camargo & L. B. Smith) Coppens
& Leal, Billbergia spp., Bromelia balansae Mez, Bromelia karatas L., Bromelia
goeldiana L. B. Smith, B. laciniosa Mart. ex Schult. & Schult.f., Dyckia spp.,
Pseudananas sagenarius (Arruda da Camara) Camargo, Tillandsia
sp.. O PMWaV-2 e PMWaV-3 foram assinalados em todas as variedades da
espécie Ananas comosus acima referenciadas e em A. macrodontes Morren. O
PCLSV foi assinalado somente em Ananas comosus var. comosus (Zaksevskas &
Alba, 1971; Zaksevskas & Alba, 1972; Kitajima et al., 1975; Nickel et al., 1995;
Nickel et al., 2000; Portugal et al., 2001; Velame et al., 2001; Santos et al., 2002;
Peron et al., 2009; Peron et al., 2010; Peron, 2011; Amorim, 2011; Santos, 2013;
Ferreira et al., 2014).


http://www.fito2009.com/fitop/fitoplablistavirolananas.html
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Em termos de distribuicdo de virus (seja em infeccdo simples ou mista) nos
Estados brasileiros para o género Ananas comosus var. comosus, o PMWaV-1,
PMWaV-2, PMWaV-3 foram relatados nos Estados da Bahia, do Espirito Santo,
de Minas Gerais, de Mato Grosso e do Para; o PMWaV-1 e PMWaV-2 nos
Estados da Paraiba e Parana; o PMWaV-2 e PMWaV-3 no Rio Grande do Sul.

Ja4 no caso dos outros géneros de Bromeliaceae citados acima foram
assinalados o PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3, somente no Estado da Bahia.

O PCLSV so foi registrado no Estado do Acre (Kitajima et al., 1975). No
Estado do Rio de Janeiro, somente foi detectado o PMWaV-1, PMWaV-2 e
PMWaV-3 associado ao inseto vetor Dysmicoccus brevipes (Cockerell)
(Hemiptera: Pseudococcidae).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi detectar e identificar
molecularmente virus associados a bromélias nativas de restinga no Parque

Nacional da Resinga de Jurubatiba.

3.1.2 MATERIAL E METODOS

3.1.2.1 Coleta das Amostras

O Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (RJ), localizado a 22° 22' 15"
S 41° 47" 13" W, corresponde a areas de trés municipios: Macaé, Carapebus e
Quissama, no Estado do Rio de Janeiro, sendo este o percurso realizado para a
coleta de materiais das espécies de Bromélias (Tabela 1).

Segundo a classificacdo de Alvarez (2013), o clima predominante na regido
€ do tipo tropical com inverno seco (Aw) com uma temperatura média anual entre
22 °C e 24 °C. A média anual de pluviosidade € de 1000 a 1300 mm.

Para se realizar a amostragem da diversidade de virus presentes em
bromélias no PNRJ, foram observadas trés espécies: Bromelia antiacantha,
Neoregelia cruenta (Graham) L. P. e Aechmea nudicaulis (L.) Grise.

Em trabalho realizado por Cogliatti — Carvalho et al. (2001) na restinga do
PNRJ, levantando a composi¢cado de Bromeliaceae em cinco zonas de restinga no

PNRJ, observou-se gque dentre 10 espécies encontradas, as mais abundantes
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foram Neoregelia cruenta e Aechmea nudicaulis e na area AAE (area aberta de
Ericacea), descrita como a area com maior diversidade,e, a espécie com maior
predominéancia foi Bromelia antiacantha.

As coletas das amostras de folhas de cada espécie das bromélias foram
realizadas em trés datas diferentes. A primeira coleta foi da espécie Neoregelia
cruenta. A segunda coleta, Aechmea nudicaulis e a terceira coleta foi das
amostras de folhas da espécie de Bromelia antiacantha. Cada amostra de folha &
referente a um ponto diferente do perimetro da area.

O material coletado nédo foi coletado mediante sintomas, sendo realizado
de modo indiscriminado. Agumas espécies apresentaram maior quantidade de
amostras de folhas com sintomas de clorose, como a Aechmea nudicaulis e

vermelhiddo em Neoregelia cruenta.

Tabela 1. Espécies da familia Bromeliaceae coletadas, em 2016, na Restinga de

Jurubatiba, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro:

NuUmero de
amostras de
Coleta Data folhas Espécies de Bromeliaceae
Neoregelia cruenta(Graham)
12 maio/15 20 .
Aechmea nudicaulis (L.)
22 julho/15 30 Griseb
32 setembro/15 10 Bromelia anticantha Bertol.
Total 60

Foram, também, coletadas amostras de abacaxizeiro ‘Pérola’ sintomaticas
com sintomas de vermelhiddo (Figura 1) no municipio de Bom Jesus de
Itabapoana (RJ), 202 km de distancia da Restinga de Jurubatiba (RJ).

Todas as amostras coletadas foram acondicionadas em caixa de isopor
com gelo durante o transporte e mantidas em freezer a -20°C para posterior

avaliacdo no Laboratério Oficial de Diagnostico Fitossanitario da UFRRJ.
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Figura 1. Plantas de abacaxizeiro ‘Pérola’ coletadas no municipio de Bom Jesus

de Itabapoana (RJ), apresentando sintomas de vermelhidéo.

Teste Biolégico

Todas as amostras de folhas de plantas de Bromeliaceae coletadas na
Restinga de Jurubatiba (RJ) foram inoculadas mecanicamente em folhas
expandidas de Chenopodium amaranticolor Coste & Reyn, a qual foi utilizada por
apresentar sensibilidade a uma maior gama de virus. Na inoculagcdo mecanica,
usou-se o0 extrato foliar de plantas coletadas, diluido dez vezes, com tampao
fosfato de sédio 0,01 M pH 7,6 contendo sulfito de sédio a 0,1% (p/v) e, como

abrasivo, "celite" (Sigma Aldrich Com.), na proporcéo de 0,1 g por grama de folha.

Teste Imunocromatografico

As amostras de folhas de plantas de Bromeliaceae coletadas na Restinga
de Jurubatiba (RJ) foram testadas quanto a presenca de virus com tiras
imunocromatograficas oriundas da empresa Agdia para os virus dos géneros
Carlavirus (PVS — Potato virus S), Closterovirus (CTV — Citrus tristeza virus),

Cucumovirus (CMV — Cucumber mosaic virus), Nepovirus (ArMV — Arabis mosaic
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virus), Potexvirus (CymMV — Cymbidium mosaic virus, PVX — Potato virus X),
Potyvirus (MDMV — Maize dwarf mosaic virus, PVY — Potato virus Y, ZYMV -
Zucchini yellow mosaic virus), Tobamovirus (ORSV - Odontoglossum ringspot
virus, PMMoV - Pepper mild mottle virus, TMV — Tobacco mosaic virus),
Tospovirus (INSV - Impatiens necrotic spot orthotospovirus, TSWV — Tomato
spotted wilt orthotospovirus), seguindo instrucbes do fabricante. O teste foi
realizado a temperatura ambiente a partir do macerado de 0,1 g em contato com a
solucéo tampéo e posterior insercao da tira imunocromatografica com o antissoro
para deteccdo dos virus de interesse. A leitura da tira imunocromatografica era
realizada sabendo que a fita, obrigatoriamente, deveria apresentar uma linha
vermelha como controle, indicando viabilidade da tira. Caso houvesse um ou mais
virus, a tira apresentaria duas ou mais linhas vermelhas correspondente a posicéo

destinada a cada virus.

Teste Molecular

A extracdo de RNA total foi feita com RNeasy Plant Mini kit (Qiagen Brasil)
e Teste de RT-PCR com SuperScript® Il One-Step RT-PCR System com
Platinum® Taqg DNA Polymerase (Thermo Fisher). As condi¢des, ciclo e primers
para a reacdo de RT-PCR e visualizacdo do amplicon viral foi utilizado o kit
BromeRNAvirus (Anexo 5.2), desenvolvido pelo Laboratorio Oficial de Diagndstico
Fitossanitario da UFRRJ, seguindo as instrucbes do mesmo.

A extracdo de DNA total foi realizada com DNeasy Plant Mini Kit e teste de
PCR com Redextract — N- AMP ™ Plant PCR Kit (Sigma). As condi¢ées, ciclo e
primers para a reacdo de PCR e visualizacdo do amplicon foi utilizado o kit
BromeDNAvirus (Anexo 5.1), desenvolvido pelo Laboratério Oficial de Diagndstico

Fitossanitario da UFRRJ, seguindo as instru¢ées do mesmao.

3.1.3 RESULTADOS

Nas amostras coletadas néo foram detectados qualquer possivel vetor de
virus associado a bromélias, como acaros, besouros, cochonilhas, pulgdes e

tripes.
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No Teste Biologico adotado nenhuma das amostras de bromélia coletadas,
apos a inoculacdo mecanica, originou sintoma nas folhas de C. amaranticolor.

Nos Testes com tiras Imunocromatograficas nenhuma das amostras
testadas deram reacao positiva para os virus assinalados nas respectivas tiras, ou
seja, virus dos géneros Carlavirus, Closterovirus, Cucumovirus, Nepovirus,
Potexvirus, Potyvirus, Tobamovirus, Tospovirus.

Nos Testes Moleculares, para RNA, houve reacdo positiva no caso do
abacaxizeiro da espécie Ananas comosus var. comosus para os virus PMWaV-1
e PMWaV-3 e nas bromélias Aechmea nudicaulis e Bromelia antiacantha
testadas para o PMWaV-1 (Figura 2).

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1,2% em tampao TAE 1X, corado com
brometo de etidio, de amplicon viral através do Teste de RT-PCR a partir de RNA
total foliar: Controle Negativo (1); 1 kb plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
(2); Controle Positivo — PMWaV-1 oriundo de folhas de abacaxizeiro (Ananas
comosus var. comosus) (3); Neoregelia cruenta (4), Aechmea nudicaulis (5),
Bromelia antiacantha (6).

Os oligonucleotideos especificos para PMWaV-1 foram testados em
amostras, produtos de RT-PCR de Neoregelia cruenta, Aechmea nudicaulis e
Bromelia Antiacantha indicadas nas linhas 4, 5 e 6, respectivamente. As amostras

das linhas 5 e 6, Aechmea nudicaulis e Bromelia antiacantha acusaram presenca
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do virus PMWaV- 1, pois amplificaram um fragmento de 590 pb, correspondente
ao peso molecular apresentado pelo controle positivo, proveniente de folhas de
abacaxizeiro (Ananas comosus var. comosus) (Figura 2).

Nos Testes Moleculares, para DNA, ndo houve reagao positiva no caso do

abacaxizeiro e das bromélias testadas (Figura 3).

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1,2% em tampao TAE 1X, corado com
brometo de etidio, de amplicon viral através do Teste de PCR a partir de DNA
total foliar: 1 kb plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) (1); Controle Positivo
— Amplicon de Badnavirus oriundo de folhas de bananeira (Musa spp.) amplificado
com os primers BadnaFP/ BadnaRp (2); amostra foliar de Neoregelia cruenta (3),
Aechmea nudicaulis (4), Bromelia antiacantha (5), Abacaxizeiro (Ananas comosus

var. comosus) (6)

Os oligonucleotideos especificos para o género Badnavirus foram
utilizados nas amostras, produtos de RT-PCR de Neoregelia cruenta, Aechmea
nudicaulis, Bromelia antiacantha, Abacaxizeiro (Ananas comosus var. comosus),
linhas 3, 4, 5 e 6, respectivamente. O controle positivo (linha 2) de Badnavirus de

folnas de bananeira (Musa spp.) contava com um fragmento de 579 pb. Né&o
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houve amplificacdo deste fragmento para as amostras na eletroforese, acusando

auséncia de virus do género Badnavirus bromélias de restinga (Figura 3).

3.1.4 DISCUSSAO

A partir de espécies encontradas na literatura em trabalhos direcionados ao
levantamento de fauna, é relatado como potenciais vetoras de virus em
Bromeliaceae no Brasil, tanto em espécies de restinga, como em ornamentais e
frutiferas, os besouros, as cochonilhas e os tripes (Monteiro et al., 2001; Monteiro
et al., 2011). E, embora no Estado do Rio de Janeiro tenha sido citado 73 virus
até 2017 (Brioso, 2017b), os resultados obtidos através dos Testes Biolégico e
Imunocromatografico neste trabalho indicam a auséncia de virus no Estado do
Rio de Janeiro em relacdo as espécies de bromélias coletadas na Restinga de
Jurubatiba (RJ), indicando que os testes ndo foram eficazes.

Os amplicons virais obtidos tanto de bromélias nativas como de
abacaxizeiro estdo de acordo com o mencionado por Sether et al. (2005), onde o
PMWaV-1 apresentou o0 mesmo peso molecular de 590 pb.

Embora Santos (2013) mencione a predominancia do PMWaV-2 (seja em
infeccdo simples ou mista) para espécies de bromélias, 0 mesmo ndo ocorreu no
caso das bromélias da Restinga, no caso do Estado do Rio de Janeiro, j& que
houve a predominancia do PMWaV-1. Convém mencionar que os dados obtidos
por Santos (2013) foram restritos a bromélias coletadas junto ao Banco de
Germoplasma (BAG) de Abacaxizeiro da Embrapa-Bahia e, portanto, sujeito a

acao humana.

Pelos resultados obtidos, neste trabalho, pode-se afirmar que, as bromélias
da Restinga de Jurubatiba (RJ), tratam-se do primeiro registro no mundo de
Aechmea nudicaulis e Bromelia antiacantha infectadas pelo PMWaV-1 em
condi¢cBes naturais, bem como, o primeiro registro no Estado do Rio de Janeiro,
de PMWaV-1 e PMWaV-3 em abacaxizeiro comercial. No entanto, na mesma
area de coleta, a bromélia da espécie Neoregelia cruenta apresentou resultado
negativo para o PMWaV-1.
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As espécies de bromélias Aechmea nudicaulis apresentaram clorose e em
algumas amostras o vermelh&o, no entanto esses fatores podem ser indicios, mas
ndo é suficiente para o diagnostico, pois Neoregelia cruenta tem como
caracteristica da espécie a vermelhiddo nas folhas, pronunciada nas pontas e sua
reacao para PMWaV-1 foi negativa.

Trata-se, portanto, do primeiro levantamento e detec¢do de virus em

espécies de Bromeliaceae realizado no Estado do Rio de Janeiro.

3.1.5 CONCLUSAO

Dentre as trés espécies de Bromeliaceae amostradas no PNRJ apenas
duas espécies, Aechmea nudicaulis e Bromelia antiacantha acusaram presenca
de virus nas amostras e apresentaram amplificacdo do fragmento de peso

molecular de 579 pb compativel ao PMWaV-1.
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3. 2 Levantamento e deteccéo de virus em espécies de Orchidaceae
nacionais e importadas

RESUMO

Mudas de orquideas importadas de paises, como Holanda, Taiwan,
Tailandia chegam ao Brasil. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
qualidade fitossanitaria, com relacédo a virus, de mudas de orquideas importadas
e nacionais através dos testes imunocromatografico e de RT-PCR. Nas amostras
nacionais analisadas, detectou-se o Cymbidium mosaic virus, o Odontoglossum
ringspot virus, o Orchid fleck dichorhavirus, j& nas amostras importadas, detectou-
se 0 Cymbidium mosaic virus, o Odontoglossum ringspot virus, Cucumber mosaic
virus, em infeccdo simples ou mista. Em nenhuma das amostras, nacionais e
importadas, foi detectado virus quarentenarios para o Brasil. Os resultados
obtidos evidenciam a necessidade de se fortalecer um programa nacional de
indexacdo de mudas de orquideas para virus de forma a reduzir a fonte de

in6culo desses virus no Brasil a fim de ndo comprometer o agronegécio.

ABSTRACT

Orchid seedlings imported from various countries arrive in Brazil from several
countries, such as: Holland, Taiwan, Thailand. This study aimed to evaluate the
phytosanitary quality, related to viruses, of imported and domestic orchid seedlings
through immunochromatographic and RT-PCR tests. Cymbidium mosaic virus,
Odontoglossum ringspot virus, and Orchid fleck dichorhavirus were detected in the
national samples analyzed while Cymbidium mosaic virus, Odontoglossum
ringspot virus, and Cucumber mosaic virus were detected in the imported
samples, in single or mixed infection. In none of the national and imported
samples, quarantine viruses were detected for Brazil. The results evidenced the
need to strengthen a national program of orchid seedlings indexing for viruses in
order to reduce the inoculum source of these viruses in Brazil with the purpose of

not compromise agribusiness.
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3.2.1. INTRODUCAO

As orquideas pertencem a familia Orchidaceae, a qual € constituida por
mais de 25.000 espécies. No Brasil, temos registros de 221 géneros, sendo 1620
espécies endémicas do Brasil. Possuem diversos fins desde o papel de indicador
ambiental, uso medicinal e ornamental, na qual € mais conhecida, fornecendo
flores de alto valor comercial (Zettler et al., 1990; Kersten, 2006; Zhang et al.
2007; Forzza et al., 2010; Barros et al., 2015).

O mercado de ornamentais no Brasil cresce, apesar de ainda se apresentar
pouco descentralizado. As importacbes no ano de 2014 alcancaram US$ 46,81
milhdes em flores e plantas ornamentais e US$ 23,81 milhdes em exportagdes.
Pode-se dizer que o mercado interno cresceu em até seis vezes nos ultimos dez
anos para alcancar o valor citado em importagfes, enquanto que a exportacéo se
manteve estavel. Esse comportamento denota crescente demanda do mercado
interno (Lima Junior et al., 2015).

O cenério de entrada e saida das orquideas requisitadas € representado
pelas importagbes, principalmente da Holanda e Tailandia, as quais
correspondem juntas a mais de 95% das importacdes, sendo 0s produtos
importados de maior expressao, respectivamente, as orquideas do género
Phalaenopsis e Dendrobium. Os exemplares destes géneros sdo normalmente
melhorados geneticamente e de grande exuberancia devido a sua floracao
vistosa, atendendo a demanda do mercado consumidor. Os paises alvos para
exportacdo sao Japao, Alemanha, EUA e Holanda, no entanto a mercadoria de
interesse ndo é semelhante a importada, onde a exigéncia de mercado sdo 0s
grandes cachos e flores exuberantes. A exportacdo atende aos interesses do
mercado de colecionadores (SECEX/MDIC, 2014; Suzuki, 2014; Junqueira &
Peetz, 2016).

O comércio dessas plantas sem a vistoria fitossanitaria adequada pode
incorrer na disseminacdo de viroses entre as espécies locais. As orquideas
ornamentais importadas podem se tornar fonte de indculo para espécies
ornamentais nacionais. Neste contexto, a adocdo de medidas para virus

guarentenarios faz-se necessario para coibir a entrada de exemplares infectados
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com virus que nao foram registrados no pais anteriormente, sendo necessaria a
diagnose nas plantas, antes de sua chegada aos consumidores.

Dentre os virus citados em representantes da familia Orquidaceae temos
0s virus dos géneros: Alphacarmovirus (Carnation mottle virus), Carlavirus
(Calanthe mosaic virus), Cucumovirus (Cucumber mosaic virus), Closterovirus
(Dendrobium vein necrosis virus), Dichorhavirus [Orchid fleck dichorhavirus (=
Dendrobium leaf streak virus, Laelia red leaf spot virus, Phalaenopsis necrosis
virus)], Nepovirus (Tomato ringspot virus), Orthotospovirus (Capsicum chlorosis
virus, Impatiens necrotic spot orthotospovirus, Tomato spotted wilt
orthotospovirus), Poacevirus (Caladenia virus A), Potexvirus (Cymbidium mosaic
virus), Platypuvirus (Donkey orchid symptomless virus), Potyvirus [Bean yellow
mosaic virus, Calanthe mild mosaic virus, Ceratobium mosaic virus, Clover yellow
vein virus, Colombian datura virus, Cypripedium calceolus virus, Cypripedium
chlorotic streak virus (= Cypripedium necrotic leaf stripe virus), Dasheen mosaic
virus, Diurus virus Y, Dendrobium mosaic virus, Habenaria mosaic virus, Pecteilis
mosaic virus, Phalaenopsis chlorotic spot virus, Sarcochilus virus Y, Spiranthes
mosaic virus 2, Spiranthes mosaic virus 3, Turnip mosaic virus, Vanilla mosaic
virus, Watermelon mosaic virus (= Vanilla necrosis virus)], Tobamovirus
(Odontoglossum ring spot virus, Tobacco mosaic virus), Tobravirus (Tobacco
rattle virus), Tombusvirus (Cymbidium ringspot virus) e, virus ndo bem
caracterizados e de género indeterminado: Dendrobium virus, Dendrobium
rhabdovirus, Grammatophyllum bacilliform virus, Long orchid rhabdovirus,
Masdevallia isometric virus, Phalaenopsis bacilliform virus, Short orchid
rhabdovirus, Trichopilia isometric virus.

Os virus quarentenarios para o Brasil sdo os citados nas Instrucfes
Normativas (IN 6/ 2005, IN 52/ 2007, IN 41/ 2008, IN 59/ 2013, IN 01/ 2015) do
MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) que podem incidir em
espécies e/ou hibridos de orquideas importadas. Tais virus se distribuem em
quatro espécies e/ou possiveis espécies virais [Tomato ringspot virus (género
Nepovirus), Phalaenopsis chlorotic spot virus (género Potyvirus), Capsicum
chlorosis virus (género Orthotospovirus), Impatiens necrotic spot orthotospovirus

(Género Orthotospovirus)].
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Dentre os virus com maior incidéncia e relevancia em representantes de
Orchidaceae no Brasil, destacam-se o Cymbidium mosaic virus (género
Potexvirus), Odontoglossum ringspot virus (género Tobamovirus) e o Orchid fleck
dichorhavirus (género Dichorhavirus). O controle dos virus consiste em medidas
preventivas, pois ainda nao foi possivel desenvolver um método curativo, uma vez
que, tratam-se de parasitas obrigatorios que utilizam células vivas para se
replicarem (Klein, 2008; Alexandre et al., 2010; Alexandre & Duarte, 2012).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi detectar e identificar
molecularmente o0s virus presentes em amostras da familia Orchidaceae

importadas e nacionais.

3.2. 2. MATERIAL E METODOS

3.2.2.10rigem do material de estudo

As amostras de plantas da familia Orchidaceae (Dendrobium nobile,
Dendrobium hybrid, Oncidium hybrid, Phalaenopsis amabilis, Phalaenopsis
hybrid) recebidas rotineiramente pelo Laboratério Oficial de Diagndstico
Fitossanitario da UFRRJ foram oriundas da Holanda, Tailandia, Taiwan e Brasil,
seja na forma in vitro ou ndo, no periodo de 2016 a 2017.

As amostras de plantas importadas eram assintoméaticas, com excec¢do de
uma planta de Phalaenopsis amabilis que apresentava distorgéo foliar (Figura 4).
As amostras de plantas nacionais eram sintomaticas (Figura 2, Figura 3).

Foram analisadas 502 plantas importadas, sendo 21 plantas de
Dendrobium nobile, Quatro plantas de Dendrobium hybrid, Oito plantas de
Oncidium hybrid, 386 plantas de Phalaenopsis amabilis e 83 plantas de
Phalaenopsis hybrid. Também foram analisadas 20 plantas do comércio nacional:
Uma planta de Arundina bambusifolia (oriunda de Ourinhos — Sao Paulo), 15
plantas de Phalaenopsis amabilis (oriunda de Holambra —SP), Quatro plantas de

Oncidium hybrid (municipio de Atibaia — Sdo Paulo), provenientes de orquidarios.
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Teste Imunocromatografico

As amostras de orquideas importadas e nacionais foram testadas quanto a
presenca de virus com tiras imunocromatogréaficas oriundas da empresa Agdia
para os virus dos géneros Carlavirus (PVS — Potato virus S), Closterovirus (CTV —
Citrus tristeza virus), Cucumovirus (CMV — Cucumber mosaic virus), Nepovirus
(ArMV — Arabis mosaic virus), Potexvirus (CymMV — Cymbidium mosaic virus,
PVX — Potato virus X), Potyvirus (MDMV — Maize dwarf mosaic virus, PVY —
Potato virus Y, ZYMV - Zucchini yellow mosaic virus), Tobamovirus (ORSV -
Odontoglossum ringspot virus, PMMoV - Pepper mild mottle virus, TMV — Tobacco
mosaic virus), Orthotospovirus (INSV - Impatiens necrotic spot orthotospovirus,
TSWYV — Tomato spotted wilt orthotospovirus) seguindo instrucoes do fabricante.

Teste Molecular

A extracdo de RNA total foi realizada com RNeasy Plant Mini kit (Qiagen
Brasil) e Teste de RT-PCR com SuperScript® Il One-Step RT-PCR System com
Platinum® Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher). As condic¢des, ciclo e primers
para a reacado de RT-PCR e visualizagdo do amplicon viral foram utilizados o kit
Orgvirus (Anexo 5.4) e o kit Orgquarvirus (Anexo 5.3) (no caso de virus
quarentenarios para o Brasil), desenvolvidos pelo Laboratério Oficial de
Diagnostico Fitossanitario da UFRRJ, seguindo as instru¢cdes do mesmo.

A extracdo de DNA néo foi efetuada em orquideas porque os registros de

incidéncia de virus no mundo nesta familia sdo apenas de virus com RNA.

3.2.3. RESULTADOS

De 522 amostras de plantas avaliadas, 10 apresentaram algum tipo de
virus, sendo 2 amostras apresentando CymMYV, isoladamente; 3 amostras com
infeccdo mista de CymMV e ORSV; 4 amostras com infecgdo mista de CMV,
CymMV e ORSV e uma amostra com infeccdo mista de CMV e ORSV.

As orquideas nacionais de Oncidium spp. provenientes do municipio de

Atibaia apresentaram infeccdo mista de CymMV/ORSV em 2 amostras (Figura 3).
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As mudas de origem de Holambra — SP apresentaram infeccdo simples de
CymMV em Phalaenopsis spp. em apenas uma amostra (Figura 2) e uma planta
de Arundina bambusifolia (oriunda de Ourinhos — S&o Paulo) com infeccdo mista
de CymMV/ORSV. A partir destes dados, calculamos que 20% das amostras
nacionais tem incidéncia de um virus ou infeccdo mista.

As orquideas importadas da Tailandia e Holanda apresentaram infeccéo
mista de CMV, CymMV/ORSV em 4 amostras de Phalaenopsis spp., infeccao
mista de CMV e ORSV em uma amostra de Phalaenopsis spp € uma amostra
com infeccdo simples de CymMV em Phalaenopsis . Desse modo, calculamos
que 1,2% das amostras de orquideas importadas apresentam algum virus.
Observou-se, portanto, que a incidéncia de virus em amostras importadas é

menor quando comparado as nacionais.

A fita imunocromatografica utilizada para deteccdo rapida de virus de
CymMV, ORSV e infeccdo mista de CymMV e ORSV pode apresentar de uma a
trés linhas. Uma linha na fita imunocromatografica significa que a linha controle
esta funcionando e que ndo ha incidéncia de virus. Duas linhas indicam que além
da linha controle, também ha outra linha que representa a incidéncia de um dos
virus, seja CymMV ou ORSV, conforme posicdo da linha na fita. Trés linhas

apontam infeccdo mista na amostra apresentando CymMV e ORSV.

A amostra de Phaleonopsis hybrid, inserida nos materiais nacionais
apresentava sintomas de lesdes cloréticas nas folhas, os quais sdo descritos
como sintomas de CymMV (He et al.,, 2011). Detetectou-se a partir do teste
imunocromatogréfico, a presenca do virus CymMV, isoladamente representado
por duas linhas da tira imunocromatogréafica, sendo uma a linha controle e a outra

a linha de presenga de CymMV (Figura 1) .
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Figura 1. A) Lesdes cloréticas em Phaleonopsis hybrid originaria do municipio de

Holambra, SP; B) Teste soroldgico acusando a presenca de CymMV.

O teste imunocromatografico quando realizado com o macerado de
Oncidium sp., que apresentava lesdes clordticas, detectou infeccdo mista de
CymMV e ORSV na amostra. O resultado € expresso na fita com a presenca de

trés linhas vermelhas (Figura 2).
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Figura 2. A) Visdo geral da amostra de Oncidium sp. de orquidea proveniente de

Atibaia, SP, apresentando lesdes cloréticas; B) Teste sorolégico indicando
infeccdo mista (CymMV + ORSV).
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As amostras de orquideas importadas foram analisadas e detectou-se em
material sintomatico presenca do virus CMV. Os sintomas de CMV sdo mosaicos,
cloroses e folhas distorcidas (Kull & Arditti, 2002). Este foi o primeiro relato do

virus CMV em material importado de orquideas no pais (Figura 3).

Figura 3. Sintomas de distor¢cdo foliar em Phaleonopsis amabilis de Taiwan e

teste imunocromatografico acusando a presenca de CMV.

Os oligonucleotideos especificos para CMV, CymMV e ORSV foram
testados com amostras de Phaleonopsis amabilis infectada e sadia. As amostras
infectadas séo representadas pelas linhas 3, 4 e 6, onde 0s respectivos virus e a
quantidade de pares de base por fragmento esperado, sdo: CMV (491-507 pb);
CymMV (844-849 pb); ORSV (845-847 pb). As demais linhas 1 e 5 s&o o controle
negativo para estes virus; linha 2, o marcador molecular 1 kb plus DNA Ladder; e
linha 7 representa uma Phaleonopsis sadia (Figura 4).
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 1,2% em tampao TAE 1X, corado com
brometo de etidio, de amplicon viral através do Teste de RT-PCR a partir de RNA
total foliar. Controle Negativo (1, 5); 1 kb plus DNA Ladder (2); Phalaenopsis
amabilis infectada com: CMV (3), CymMV (4), ORSV (6); Phalaenopsis amabilis
sadia (7).

Os oligonucleotideos especificos para o género Potyvirus foram utilizados
nas amostras, produtos de RT-PCR de Phaleonpsis amabilis, Dendrobium nobile
e Oncidium nobile, indicadas pelas linhas 3, 4 e 5, respectivamente. O controle
positivo de Potyvirus contava com um tamanho de fragmento de 700 pb, linha 2.
N&o houve amplificacdo do fragmento para as amostras de plantas importadas,

acusando auséncia de virus quarentenarios em amostras importadas (Figura 5).
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 1,2% em tampao TAE 1X, corado com
brometo de etidio, de amplicon viral através do Teste de RT-PCR a partir de RNA
total foliar. 1 kb plus DNA Ladder (1); Controle Positivo - Potyvirus (2, 7); Amostra
foliar plantas importadas de: Phalaenopsis amabilis (3), Dendrobium nobile (4),

Oncidium nobile (5); Controle negativo (6).

3.2.4. DISCUSSAO

A presenca de CymMV, ORSV e OFV nas amostras representantes de
orquideas nacionais estad de acordo com o mencionado por Alexandre et al.
(2010) para o Estado de Sao Paulo, seja em Phalaenopsis ou Dendrobium. Além
disso, foi possivel detectar pela primeira vez na orquidea do género Arundina, a
infeccdo mista de CymMV e ORSV.

Os resultados obtidos no caso de orquideas importadas evidenciaram
auséncia de virus quarentenarios e uma baixa incidéncia de outros virus (em
especial, 0 CymMV e o ORSV) sendo pela primeira vez, detectado a presenca de

CMV em amostras importadas.
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Embora, o CMV seja comum no territério nacional, a presenca do mesmo
em material importado deve ser levada em consideragdo de forma a nao vir a
prejudicar o agronegocio com possiveis estirpes virais exoticas.

Trata-se, portanto, do primeiro trabalho de levantamento de virus, no Brasil,

a partir de mudas importadas.

3.2.5. CONCLUSAO

Pdde-se detectar nas amostras nacionais os virus Cymbidium mosaic virus,
Odontoglossum ringspot virus, Orchid fleck dichorhavirus e nas amostras
importadas, Cymbidium mosaic virus, Odontoglossum ringspot virus e Cucumber
mosaic virus, em infeccdo simples ou mista. Ndo houve incidéncia de virus
guarentenarios em nenhuma das amostras, nacionais e importadas.

Verificou-se que 20% das amostras nacionais tem incidéncia de algum
virus ou infec¢do mista e em relacdo as amostras importadas, o valor representa
1,2% das amostras que apresentam algum virus, evidenciando, portanto, que a
incidéncia de virus em amostras importadas € menor quando comparado as
nacionais.

Os resultados obtidos evidenciam a necessidade de se fortalecer um
programa nacional de indexac¢do de mudas para virus de forma a reduzir a fonte

de in6culo desses virus no Brasil a fim de ndo comprometer o agronegdcio.
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4. CONCLUSAO GERAL

Foram detectados nas amostras coletadas de Bromeliaceae, o Pineapple
mealybug wilt-associated virus 1 em Aechmea nudicaulis e em Bromelia
antiacantha.

Pbéde-se detectar nas amostras nacionais os virus Cymbidium mosaic virus, 0
Odontoglossum ringspot virus, o Orchid fleck dichorhavirus e nas amostras
importadas, o Cymbidium mosaic virus, o Odontoglossum ringspot virus e o
Cucumber mosaic virus, em infeccdo simples ou mista. Nao houve incidéncia de

virus quarentenarios em nenhuma das amostras, nacionais e importadas.
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ANEXOS
5.1 Protétipo de Kit diagndstico de virus em espécies de Bromeliaceae

KIT BromeDNAVirus

Uso pretendido

O Kit BromeDNAVirus, produzido para fins de diagnéstico de virus
(contendo DNA) citados em espécies de Bromeliaceae, foi desenvolvido visando a
rapida identificacdo molecular destes virus a fim de impedir sua disseminacédo no
pais.

Os virus (contendo DNA) de incidéncia em espécies de Bromeliaceae se
distribuem no género Badnavirus [Pineapple bacilliform CO virus (PBCOV),
Pineapple bacilliform ER virus (PBERV)].

O Kit BromeDNAVirus oferece através do Teste de PCR (Polymerase
Chain Reaction), um método diagnéstico sensivel de deteccdo das espécies e/ou
géneros virais acima referenciados sendo que os iniciadores (primers) utilizados
no Teste de PCR baseiam-se em regides do genoma viral conservadas e podem

detectar estirpes virais ainda nao identificadas no pais.
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Armazenamento

O Kit BromeDNAVirus deve ser armazenado a -10 °C

A mistura de iniciadores (primers) liofilizados apés reconstituido em 200 pl
de agua (destilada, deionizada e autoclavada) livre de DNAse é estavel durante
um ano quando armazenado a -10 °C.

O efeito do congelamento e descongelamento dos iniciadores (primers)

reconstituidos ndo esta documentado.

Precaucdes

- Limpar a bancada de laboratério com Alcool Etilico a 70% antes do uso;

- Usar sempre luvas de latex descartaveis;

- Se estiver usando um Termociclador sem tampa aquecida, use uma camada de
6leo mineral esterilizado para evitar a evaporacao da amostra;

- E muito importante usar materiais e solugdes livres de DNase durante o
procedimento;

- O Kit BromeDNAVirus foi otimizado com o0s materiais, equipamentos e reagentes
descritos abaixo, portanto, recomenda-se utilizar, principalmente, os mesmos

itens para se obter éxito nos resultados.

Reagentes

e Agarose Ultra Pura;

e Agua Destilada, Deionizada e Esterilizada;

e Alcool Etilico 95%;

e Brometo de Etidio (10 mg/ml);

e Controle Positivo (DNA amplificado de Badnavirus);

e Gelo;

¢ Kit Redextract-N-AMP™ Plant PCR Kit (Sigma Aldrich Com.);
e Marcador de Massa Molecular (1kb DNA Ladder);

¢ Nitrogénio Liquido;

¢ DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN Brasil);



Solugéo tampéao TAE 10X.

Materiais e Equipamentos

Agitador Magnético (Vortex);
Almofariz e Pistilo;

Autoclave;

Balanca Analitica;

Bloco Térmico;

Caixa de Isopor;

Caneta Pillot;

Cuba de Eletroforese;
Deionizador de Agua;

Destilador de Agua;

Freezer;

Geladeira;

Jaleco;

Luvas de Latex;

Maquina de Gelo;

Maquina Fotografica;
Microcentrifuga;

Micropipeta (P20, P200, P1000);
Papel Aluminio;

Papel Toalha;

Ponteiras para Micropipeta (P20, P200, P1000);
Tesoura,

Termociclador;

Transiluminador de Luz Ultravioleta;

Tubos de Polipropileno de 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml.

Procedimento Detalhado
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Para executar este procedimento € indispensavel o uso de luvas de latex
descartaveis e Jaleco.
1 — Amostras de Bromeliaceae sao obtidas e pesadas, em Balan¢a Analitica, nas
seguintes propor¢cbes: 0,1 g para amostras tenras (MUDAS, PLANTAS,
PLANTULAS, FOLHAS) ou 0,03 g de amostras espessas (RAIZ) sendo
depositadas em almofarizes;
2 - Adicionar nitrogénio liquido e pulverizar a amostra com o auxilio do pistilo;
3 - O macerado (na forma de pd) transferido para tubo de polipropileno
(EPPENDORFF) de 1,5 ml;
4 — Adicionar, com a Micropipeta (P1000), 400 ul de tamp&o AP1 ao macerado;
5 — Vortex por um minuto;
6 — Colocar o tubo a 65 °C por 10 minutos em Bloco Térmico, fazendo a inversao
do tubo por duas a trés vezes;
7 — Adicionar, com a Micropipeta (P200), 130 yl de tampao AP2;
8 — Misturar;
9 - Incubar por cinco minutos no gelo;
10 — Centrifugar, em Microcentrifuga, a 13500 x g (15000 rpm) por cinco minutos
e meio;
11 — Coletar, com a Micropipeta (P1000), sobrenadante e aplicar na mini-coluna
Lilas (QIASHREDDER) colocada em tubo de 2 ml,
12- Centrifugar, em Microcentrifuga, a 13500 x g por dois minutos e meio;
14 - Transferir, com a Micropipeta (P1000), 450 pl do filtrado para tubo de
polipropileno (EPPENDORFF) de 1,5 ml. Descartar a minicoluna Lilas;
15 — Adicionar, com a Micropipeta (P1000), 1,5 volumes (675 ul) de tampéao
AP3/E (contendo Etanol) ao filtrado. Misturar pela pipetagem;
16 — Pipetar, com a Micropipeta (P1000), 650 ul da mistura na minicoluna branca
colocada em tubo de dois ml (Tubo de Coleta);
17 — Centrifugar, em Microcentrifuga, a 5900 x g por um minuto;
18 — Descartar o filtrado e reusar o tubo de coleta;
19 — Pipetar, com a Micropipeta (P200), o resto da amostra do passo 16 e repetir
0 passo 17 utilizando a mesma minicoluna branca colocada em tubo de dois ml
(Tubo de Coleta);

20 - Centrifugar, em Microcentrifuga, a 5900 x g por um minuto;
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21 - Descartar o filtrado e o Tubo de Coleta;

22 — Depositar a minicoluna branca em tubo de dois ml

23 - Adicionar, com a Micropipeta (P1000), 500 yl de tampdo AW (contendo
Etanol);

25 - Centrifugar, em Microcentrifuga, a 5900 x g por um minuto;

26 - Descartar o filtrado e reusar o Tubo de Coleta;

27 — Adicionar, com a Micropipeta (P1000), 500 pl de tampdo AW (contendo
Etanol) a minicoluna branca colocada em tubo de dois ml (Tubo de Coleta);

28 - Centrifugar, em Microcentrifuga, a 13500 x g por dois minutos e meio;

29 - Descartar o filtrado e o Tubo de Coleta;

30 — Transferir a minicoluna branca para tubo de polipropileno de 1,5 ml e pipetar,
com a Micropipeta (P200), 50 ul de tampao AE;

31 — Incubar por cinco minutos a temperatura ambiente (15 — 25 °C);

32 — Centrifugar, em Microcentrifuga, a 5900 x g por um minuto para eluir;

33 — Descartar a coluna, fechar tubo de polipropileno contendo o filtrado. DNA
extraido;

34 — Identificar o tubo de polipropileno com Canela Pillot e manter no Freezer (-10
°C) até posterior uso, no Teste de PCR;

35 - Retirar do tubo de polipropileno, com o auxilio de Micropipeta (P20), 4 ul do
DNA extraido que sera utilizado no Teste de PCR, a partir do uso dos produtos
constantes no Redextract-N-AMP™ Plant PCR Kit segundo instru¢cbes do
fabricante e, tendo os primers especificos e condicbes de amplificagdo no
Termociclador para o agente alvo registrado no formulario FOR-PCR.VV;

36 - ApGs a amplificagcdo no Termociclador das amostras de DNA procede-se a
eletroforese em gel de agarose a 1,2% em tampao TAE 1X, contendo brometo de
etidio, a 88 volts por 25 - 30 minutos, e posterior visualizacdo dos amplicons
(fragmentos gendmicos amplificados) em Transiluminador de Luz Ultravioleta;

37 - Registrar o resultado no formulario FOR-PCR.VV associado ao KIT
BromeDNAVirus;

38 - Guardar todo o material utilizado e limpar o local de trabalho.
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RESULTADOS

- O teste pode detectar isolados das espécies virais citadas que ainda ndo foram
detectados ou ainda ndo tenham as sequéncias disponibilizadas nos bancos de
dados disponiveis (NCBI - National Center for Biotechnology Information, EMBL -
European Molecular Biology Laboratory).

- Controles Positivos devem ter a massa molecular de seus respectivos amplicons
indicada no FOR-PCR.VV e facilmente detectavel apos a eletroforese. A faixa de
massa molecular dos amplicons indicada no formulario tem relagdo com a origem
do isolado viral amplificado.

- Controle Negativo (amostra sem a presenca do DNA extraido) ndo deve

apresentar qualquer amplificacao.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1,2%, corado com brometo de etidio, de
amplicon viral através do Teste de PCR a partir de DNA total de Bromélia. 1 kb
DNA Ladder (1); Controle Positivo — Badnavirus oriundo de bananeira (Musa spp.)
(2); amostra foliar de Neoregelia cruenta (3), Aechmea nudicaulis (4), Bromelia
antiacantha (5), Abacaxizeiro (Ananas comusus) (6).
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Limitacdes

O que se segue € uma descricdo de fatores que podem limitar o
desempenho do teste ou interferir com os resultados de teste adequados.
- Os iniciadores (primers) liofilizados sé@o estaveis durante um ano a partir da data
de sua confeccéo, quando armazenados a -10 °C.
- Recomenda-se a utilizagcdo da mistura de iniciadores (primers) reconstituida em
um ensaio. Se forem realizados ensaios subsequentes, a mistura de iniciadores
deve ser aliquotada e armazenada a -10 °C. O efeito do congelamento e
descongelamento dos iniciadores reconstituidos ndo estd documentado.
- O sucesso do Teste de PCR depende da qualidade do DNA.
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1 - IDENTIFICACAO

Nome do Ensaio

Amplificacdo de fragmento gendmico de espécies de Badnavirus a partir de espécies de Bromeliaceae

Numero do Registro:

Tipo - DNA (x) — Material a ser analisado () - Virus

AMOSTRA

Material - 1. Folhas, 2. Mudas, 3. Mudas (plantas) in vitro, 4. Plantas, 5. Plantulas, 6. Raiz

Data Solicitagéo
Responsavel pela Reagéo de RT- Ndmero do Teste
PCR
01 Ndmer Descri¢cao das Amostras
0
1 Controle Negativo
2 1 kb DNA Ladder
3 Controle Positivo
4
5
6
7
8
2 - COMPONENTES DA REACAO
Componentes Volume Quantidade de Amostra para o Gel
1. Agua destilada, deionizada e autoclavada 04 pl 16 pl
2. REDExtract-N-Amp PCR reaction mix 10 pl
3. Primer BadnaFP 01 pl
4.  Primer BadnaRP 01 pl
5. DNA extraido com DNeasy Plant Mini kit 04 pl
Volume Total 20 pl

3 -CICLO UTILIZADO

Termociclador: PTC 200 (MJ Research)

Tempo Total: 2h10’

94 °C/ 3 minutos, 35 ciclos de 94 °C/ 30 segundos, 50 °C/ 30 segundos, 72 °C/ 1 minuto, 72 °C por trés minutos; 4 °C por cinco minutos.

Distribuicdo no Gel (esquerda para a direita):

Amostra-4,5,6,7,8

Eletroforese:

Tampao: TAE 1X

Titulo da Fotografia do Gel:

Agarose - 1,2% com brometo

Resultado
Voltagem (volts): 88 Fragmento -
Negativo ( ) -
Tempo (minutos): Fotografia:
Positivo () - 25-30 e ndotirada ()
e tirada ()

[[4 - OBSERVACAO

- Extragdo do DNA total com DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN BRASIL) e Teste de PCR com Redextract-N-AMP™ Plant PCR Kit

(Sigma)

Primers: BadnaFP (5° — ATGCCITTYGGIITIAARAAYGCICC- 3') e Badna RP (5 — CCAYTTRCAIACISCICCCCAICC - 3’) - fragmento

esperado — 579 pb

Local

Data

Assinatura do Responsavel pelo Ensaio
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5.2 Prototipo de Kit diagndstico de virus em espécies de Bromeliaceae

KIT BromeRNAVirus

Uso pretendido

O Kit BromeRNAVirus produzido para fins de diagnodstico de virus
(contendo RNA) citados em espécies de Bromeliaceae foi desenvolvido visando a
rapida identificagdo molecular destes virus a fim de impedir sua disseminacdo no
pais.

Os virus (contendo RNA) de incidéncia em espécies de Bromeliaceae se
distribuem nos géneros Ampelovirus [Pineapple mealybug wilt-associated virus 1
(PMWaV-1), Pineapple mealybug wilt-associated virus 2 (PMWaV-2), Pineapple
mealybug wilt-associated virus 3 (PMWaV-3), Pineapple mealybug wilt-associated
virus 4 (PMWaV-4), Pineapple mealybug wilt-associated virus 5 (PMWaV-5)],
Tospovirus [Tomato spotted wilt virus (TSWV)] e um possivel Nucleorhabdovirus
[(Pineapple chlorotic leaf streak virus (PCLSV)],

O Kit BromeRNAVirus oferece através do Teste de RT-PCR (Reverse
Transcriptase — Polymerase Chain Reaction), um método diagndstico sensivel de
deteccdo das espécies e/ou géneros virais acima referenciados sendo que os
iniciadores (primers) utilizados no Teste de RT-PCR baseiam-se em regides do
genoma viral conservadas e podem detectar estirpes virais ainda nao

identificadas no pais.

Armazenamento

O Kit BromeRNAVirus deve ser armazenado a -10 °C.

A mistura de iniciadores (primers) liofilizados reconstituido em 200 pl de
agua (destilada, deionizada e autoclavada), livre de RNAse, é estavel durante um
ano quando armazenado a -10 °C.

O efeito do congelamento e descongelamento dos iniciadores (primers)

reconstituidos ndo estd documentado.
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Precaucdes

- Limpar a bancada de laboratério com Alcool Etilico a 70% antes do uso;

- Usar sempre luvas de latex descartaveis;

- Se estiver usando um Termociclador sem tampa aquecida, use uma camada de
6leo mineral esterilizado para evitar a evaporacao da amostra;

- E muito importante usar materiais e solucdes livres de RNase durante o
procedimento;

- O Kit BromeRNAVirus foi otimizado com 0s materiais, equipamentos e reagentes
descritos abaixo, portanto, recomenda-se utilizar, principalmente, os mesmos

itens para se obter éxito nos resultados.

Reagentes

e Agarose Ultra Pura;

e Agua Destilada, Deionizada e Esterilizada;

e Alcool Etilico 95%;

e Brometo de Etidio (10 mg/ml);

e Controle Positivo (DNA amplificado de PMWaV-1);

e Dietil Pirocarbonato de Sédio (DEPC);

e Gelo;

e Kit SuperScript® One-Step RT-PCR System with Platinum® Tagq DNA
Polymerase (Thermo Fischer);

e Marcador de Massa Molecular (1kb DNA Ladder);

¢ Nitrogénio Liquido;

¢ RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN Brasil);

e Solucéo tampao TAE 10X.

Materiais e Equipamentos

e Agitador Magnético (Vortex);

e Almofariz e Pistilo;
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e Autoclave;

e Balanca Analitica;

e Caixa de Isopor;

e Caneta Pillot;

e Capela de Exaustéo;

e Cuba de Eletroforese;

e Deionizador de Agua;

e Destilador de Agua;

o Freezer;

o Geladeira;

e Jaleco;

e Luvas de Latex;

e Maquina de Gelo;

e Maquina Fotogréfica;

e Microcentrifuga;

e Micropipeta (P20, P200, P1000);
e Papel Aluminio;

e Papel Toalha;

e Ponteiras para Micropipeta (P20, P200, P1000);
e Tesoura;

e Termociclador;

e Transiluminador de Luz Ultravioleta;

e Tubos de Polipropileno de 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml.

Procedimento Detalhado

Para executar este procedimento € indispensavel o uso de luvas de latex

descartaveis e Jaleco.

1 — Amostras de Bromeliaceae sdo obtidas e pesadas, em Balan¢a Analitica, nas

seguintes propor¢cbes: 0,1 g para amostras tenras (MUDAS, PLANTAS,
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PLANTULAS, FOLHAS) ou 0,03 g de amostras espessas (RAIZ) sendo
depositadas em almofarizes;

2 - Adicionar nitrogénio liquido e pulverizar a amostra com o auxilio do pistilo.
Adicionar, com o auxilio de micropipeta (P1000), 450 ul de tampao RLT
(acrescido de 4,5 ul de Beta-mercaptoetanol com a micropipeta P20) a amostra

pulverizada. Misturar com o pistilo;

3 - Transferir, com o auxilio do pistilo, a suspenséo para tubo de polipropileno de
1,5 ml. Fechar o tubo, misturar o contetudo pela agitacdo vigorosa em Vortex por

30 segundos;

4 - Abrir o tubo, transferir o lisado para coluna lilas (QlAshredder) do kit, colocada

no tubo de polipropileno de 2 ml. Fechar o tubo de polipropileno;

5 - Centrifugar a 13500 x g (15000 rpm) por 2 minutos em Microcentrifuga.
Descartar coluna, transferir o sobrenadante para um novo tubo de polipropileno

de 1,5 ml com o auxilio de Micropipeta (P1000);

6 — Adicionar, com a Micropipeta (P1000), 0,5 volumes de etanol (ao redor de 250

Ml) 96% gelado, misturar gentilmente pela inversao do tubo;

7 - Transferir 650 ul, com a Micropipeta (P1000), para coluna rosa (Mini Spin
Column) colocada no tubo de polipropileno de 2 ml, centrifugar a 8000 x g (10000

rpm) por 15 s. Descartar o filtrado;

8 - Se necessario, repetir o passo 7 com o0 volume excedente aos 650 ul,

utilizando a Micropipeta (P200);

9 - Adicionar 700 pl de tampao RW1 a coluna rosa colocada no tubo de
polipropileno de 2 ml, centrifugar, na Microcentrifuga, a 8000 x g (10000 rpm) por
15 s. Descartar o filtrado;

10 - Reusar o tubo de polipropileno com a coluna rosa;

11 - Adicionar, com a Micropipeta (P1000), 500 ul de tamp&o RPE a coluna rosa
colocada no tubo de polipropileno de 2 ml e centrifugar, na Microcentrifuga, a
8000 x g (10000 rpm) por 15 s. Descartar o filtrado;
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12 - Adicionar, com a Micropipeta (P1000), 500 ul de tampao RPE a coluna rosa
colocada no tubo de polipropileno de 2 ml, centrifugar, na Microcentrifuga, a 8000
X g (10000 rpm) por 2 minutos. Opcional - Transferir a coluna rosa para tubo de
polipropileno (Collection Tube) de 2 ml e centrifugar a 13500 x g por um minuto

para secar a membrana;

13 — Transferir a coluna rosa para tubo de polipropileno de 1,5 ml, adicionar, com
a Micropipeta (P200), 50 ul de agua (destilada, deionizada, tratada com DEPC e
autoclavada) na coluna. Centrifugar, na Microcentrifuga, a 8000 x g (10000 rpm)

por 1 minuto;

14 — Descartar a coluna, fechar o tubo de polipropileno contendo o filtrado. RNA

extraido;

15 — Identificar o tubo de polipropileno com Canela Pillot e manter no Freezer (-10
°C) até posterior uso, no Teste de RT-PCR,;

16 — Antes do Teste de RT-PCR, retira-se o tubo de polipropileno identificado do
Freezer, coloca-se em caixa de isopor com gelo e, apds descongelamento, com o
auxilio de Micropipeta (P20) retira-se 4 pul do RNA extraido que sera utilizado no
Teste de RT-PCR, a partir do uso dos produtos constantes no Kit SuperScript®
One-Step RT-PCR System with Platinum® Tag DNA Polymerase, os iniciadores
(primers) especificos para cada espécie viral e as condi¢cdes de amplificacdo do
genoma viral assinaladas no Termociclador, conforme registrado no FOR-RT-
PCR.VV (acompanha o Kit);

17 - Ap6s a amplificacdo no Termociclador das amostras de RNA procede-se a
eletroforese em gel de agarose a 1,2% em tampao TAE 1X, contendo brometo de
etidio, a 88 volts por 25 - 30 minutos, e posterior visualizagdo dos amplicons

(fragmentos gendmicos amplificados) em Transiluminador de Luz Ultravioleta;

18 - Registra-se o resultado no formulario FOR-RT-PCR.VV associado ao KIT
BromeRNAVirus.
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RESULTADOS

- O teste pode detectar isolados das espécies virais citadas que ainda ndo foram
detectados ou ainda ndo tenham as sequéncias disponibilizadas nos bancos de
dados disponiveis (NCBI - National Center for Biotechnology Information, EMBL -
European Molecular Biology Laboratory).

- Controles Positivos devem ter a massa molecular de seus respectivos amplicons
indicada no FOR-RT-PCR.VV e facilmente detectavel apds a eletroforese. A faixa
de massa molecular dos amplicons indicada no formulario tem relagdo com a
origem do isolado viral amplificado.

- Controle Negativo (amostra sem a presenca do RNA extraido) ndo deve

apresentar qualquer amplificacao.

590 pb

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1,2% em tampédo TAE 1X, corado com
brometo de etidio, de amplicon viral através do Teste de RT-PCR a partir de RNA
total foliar: Controle Negativo (1); 1 kb plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
(2); Controle Positivo — PMWaV-1 oriundo de folhas de abacaxizeiro (Ananas
comosus var. comosus) (3); Neoregelia cruenta (4), Aechmea nudicaulis (5),
Bromelia antiacantha (6)
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Limitacdes

O que se segue € uma descricdo de fatores que podem limitar o
desempenho do teste ou interferir com os resultados de teste adequados.
- Os iniciadores (primers) liofilizados sdo estaveis durante 1 ano a partir da data
de sua confeccéo, quando armazenados a -10 °C.
- Recomenda-se a utilizagcdo da mistura de iniciadores (primers) reconstituida em
um ensaio. Se forem realizados ensaios subsequentes, a mistura de iniciadores
deve ser aliquotada e armazenada a -10 °C. O efeito do congelamento e
descongelamento dos iniciadores reconstituidos nédo estd documentado.
- O sucesso do Teste de RT-PCR depende da qualidade do RNA.
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Kit BromeRNAVirus

FOR-RT-PCR.VV - 01/00

1 - IDENTIFICACAO

Nome do Ensaio
Amplificagdo de fragmento genémico de espécies de Ampelovirus e/ou Tospovirus a partir de espécies de Bromeliaceae

AMOSTRA
Numero do Registro:
Material - 1. Folhas, 2. Mudas, 3. Mudas (plantas) in vitro, 4. Plantas, 5. Plantulas, 6. Raiz

Tipo - RNA (x) — Material a ser analisado ( ) — Virus

Data Solicitacdo
Responsavel pela Reacdo de | Numero do Teste
RT-PCR
01 Ndmer Descri¢cao das Amostras
o]
1 Controle Negativo
2 1 kb DNA Ladder
3 Controle Positivo
4
5
6
7
8
2 - COMPONENTES DA REACAO
Componentes Volume Quantidade de Amostra para o Gel
1. Agua destilada, deionizada (tratada com DEPC) e autoclavada 17 pl 16 pl
2. 2 X Mix Reaction Si “:
3. Primer Forward: PMWaV-225 ou PMWwaV-223 ou PMWaV-263 ou o1 El
PMWaV-4LODFf ou PMWaV-5LODFf ou gL3637*
4. Primer Reverse: PMWaV-226 ou PMWaV-224 ou PMWaV-264 ou
PMWaV-4LODFr ou PMWaV-5LODFr*
5. SuperScript® 1ll_One-Step RT-PCR_System with Platinum® Tag DNA 02 pl
Polymerase
6. RNA extraido com RNeasy Plant Mini kit 04 ul
Volume Total 50 pl
PMWaV-225 e PMWaV-226 (PMWaV-1)*
PMWaV-223 e PMWaV-224 (PMWaV-2)*
PMWaV-263 e PMWaV-264 (PMWaV-3)*
PMWaV-4LODFf e PMWaV-4LODFr (PMWaV-4)*
PMWaV-5LODFf e PMWaV-5LODFr (PMWaV-5)*
gL 3637 e gL4435c (Tospovirus)*

3 - CICLO UTILIZADO

Termociclador: PTC 200 (MJ Research)

45 °C/ 30 minutos, 95 °C/ 5 minutos, 35 ciclos de 95 °C/ 30 segundos, 54 °C/ 40 segundos, 72 °C/ 40 segundos, 72 °C por 10 minutos; 4 °C por
cinco minutos (Ampelovirus)

45 °C/ 30 minutos, 95 °C/ 5 minutos, 35 ciclos de 95 °C/ 30 segundos, 50 °C/ 40 segundos, 72 °C/ 40 segundos, 72 °C por 10 minutos; 4 °C por
cinco minutos (Tospovirus)

Tempo Total: 2h00’



https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/12574026
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/12574026
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Distribuicao no Gel (esquerda para a direita): Eletroforese: Titulo da Fotografia do Gel:
Amostra-4,5,6,7,8 Tampdao: TAE 1X Agarose - 1,2% com brometo
Resultado
Voltagem (volts): 88 Fragmento -
Negativo ( ) -
Tempo (minutos): Fotografia:
Positivo ( ) - 25-30 e ndotirada( )
e tirada ()

[ 4 - OBSERVAGAO

Extragdo do RNA total com RNeasy Plant Mini kit (Qiagen Brasil) e Teste de RT-PCR com SuperScript® |1l One-Step RT-PCR System
with Platinum® Tag DNA Polymerase (Thermo Fisher)

Primers:

PMWaV-225 (5-ACAggAAggACAACACTCAC-3’) e PMWaV-226 (5-CgCACAAACTTCAAgCAATC-3’) - fragmento esperado — 590 pb

(PMWaV-1)*

PMWaV-223 (5-CCATCCACCAATTTTACTAC-3’) e PMWaV-224 (5-CATACgAACTAgACTCATACg-3) - fragmento esperado — 610 pb
(PMWaV-2)*

PMWaV-263 (5-ATTgATggATgTgTATCg-3) e PMWaV-264 (5-AgTTCACTgTAgATTTCggA-3') - fragmento esperado — 499 pb
(PMWaV-3)*

PMWaV-4LODFf (5-AATgACCggCCAACAAQTCT-3’) e PMWaV-4LODFr (5-TTCTgTTgCACAACCgACCT-3’) - fragmento esperado —
963 pb (PMWaV-4)

PMWaV-5LODFf (5-TCCATTTACATgCCgACggT-3’) e PMWaV-5LODFr (5-TCggCTggTACAgAACACAC-3’) - fragmento esperado —
338 pb (PMWaV-5)

gL3637 (5-CCTTTAACAGT(A/T/G) GAAACAT-3') e gL4435c (5-CAT(AIT/G)GC(A/ G)CAAGA(A/G)TG(A/G)TA(A/G)ACAGA-3') -
fragmento esperado — 800 pb (Tospovirus)**

ki Sether, D.M,; Melzer, M.J.; Busto, J.; ZEe, F; Hu, J.S. Diversity and mealybug
transmissibility of ampeloviruses in pineapple. Plant Dis. 89: 450-456. 2005.

**  Zheng, VY.-X.; Yang, C.-J; Yeh, S.-D.; Jan, F.-J. |Identification and characterization of a tospovirus causing
chlorotic ringspots on Phalaenopsis orchids. Eur J Plant Pathol. 120:199—-209. 2008.

Local Data Assinatura do Responsavel pelo Ensaio




5.3 Prototipo de Kit diagndstico de virus quarentenarios para o Brasil em
orquideas importadas

KIT OrqQuarVirus

Uso pretendido

O Kit OrgQuarVirus produzido para fins de diagnostico de virus
quarentenarios para o Brasil, a partir de espécies e/ou hibridos de Orquideas
importadas, foi desenvolvido visando a rapida identificacdo molecular destes virus
a fim de impedir sua disseminacao no pais.

Os virus quarentenarios para o Brasil sdo os citados nas Instrucfes
Normativas (IN 6/ 2005, IN 52/ 2007, IN 41/ 2008, IN 59/ 2013, IN 01/ 2015) do
MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento) que podem incidir em
espécies e/ou hibridos de Orquideas importadas. Tais virus se distribuem em
quatro espécies e/ou possiveis espécies virais [Tomato ringspot virus (TORSV),
Phalaenopsis chlorotic spot virus (PhCSV), Capsicum chlorosis virus (CaCV),
Impatiens necrotic spot orthotospovirus (INSV)] assinaladas nos géneros
Nepovirus, Orthotospovirus, Potyvirus.

O Kit OrgQuarVirus oferece através do Teste de RT-PCR (Reverse
Transcriptase — Polymerase Chain Reaction), um método diagndstico sensivel e
de deteccdo dos virus quarentenarios para o Brasil acima referenciados sendo
qgue os iniciadores (primers) utilizados no Teste de RT-PCR baseiam-se em
regides do genoma viral conservadas e podem detectar estirpes virais ainda nao

identificadas no pais.

Armazenamento

O Kit OrgQuarVirus deve ser armazenado a -10 °C

A mistura de iniciadores (primers) liofilizados apés reconstituido em 200 ul
de agua (destilada, deionizada e autoclavada) livre de RNAse é estavel durante
um ano quando armazenado a -10 °C.

O efeito do congelamento e descongelamento dos iniciadores (primers)

reconstituidos ndo esta documentado.



Precaucdes

- Limpar a bancada de laboratério com Alcool Etilico a 70% antes do uso;

- Usar sempre luvas de latex descartaveis;

- Se estiver usando um Termociclador sem tampa aquecida, use uma camada de

0leo mineral esterilizado para evitar a evaporacao da amostra;

- E muito importante usar materiais e solucdes livres de RNase durante o

procedimento;

- O Kit OrgQuarVirus foi otimizado com os materiais, equipamentos e reagentes

descritos abaixo, portanto, recomenda-se utilizar, principalmente, os mesmos

itens para se obter éxito nos resultados.

Reagentes

Agarose Ultra Pura;

Agua Destilada, Deionizada e Esterilizada;

Alcool Etilico 95%;

Brometo de Etidio (10 mg/ml);

Controle Positivo (DNA amplificado de virus dos géneros Nepovirus ou
Potyvirus ou Orthotospovirus, existentes no Brasil);

Dietil Pirocarbonato de Sédio (DEPC);

Gelo;

Kit SuperScript® One-Step RT-PCR System with Platinum® Tagq DNA
Polymerase (Thermo Fischer);

Marcador de Massa Molecular (1kb DNA Ladder);

Nitrogénio Liquido;

RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN Brasil);

Solucéo tampéao TAE 10X.

Materiais e Equipamentos

Agitador Magnético (Vortex);

Almofariz e Pistilo;



e Autoclave;

e Balanca Analitica;

e Caixa de Isopor;

e Caneta Pillot;

e Capela de Exaustéo;

e Cuba de Eletroforese;

e Deionizador de Agua;

e Destilador de Agua;

o Freezer,

e Geladeira;

e Jaleco;

e Luvas de Latex;

e Maquina de Gelo;

e Maquina Fotogréfica;

e Microcentrifuga;

e Micropipeta (P20, P200, P1000);
e Papel Aluminio;

e Papel Toalha;

e Ponteiras para Micropipeta (P20, P200, P1000);
e Tesoura;

e Termociclador;

e Transiluminador de Luz Ultravioleta;

e Tubos de Polipropileno de 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml.

Procedimento Detalhado

Para executar este procedimento € indispensavel o uso de Luvas de latex

descartaveis e Jaleco.

1 — Amostras de Orquidea sé@o obtidas e pesadas, em Balanca Analitica, nas
seguintes propor¢cbes: 0,1 g para amostras tenras (MUDAS, PLANTAS,
PLANTULAS, FOLHAS) ou 0,03 g de amostras espessas (RAIZ, CAULES,
FRUTOS, E/ OU SEMENTES) sendo depositadas em almofarizes;



2 - Adicionar nitrogénio liquido e pulverizar a amostra com o auxilio do pistilo.
Adicionar com o auxilio de micropipeta (P1000), 450 ul de tampao RLT (acrescido
de 4,5 pl de Beta-mercaptoetanol com o auxilio da Micropipeta P20) a amostra

pulverizada. Misturar com o pistilo;

3 - Transferir, com o auxilio do pistilo, a suspenséo para tubo de polipropileno de
1,5 ml. Fechar o tubo, misturar o contetudo pela agitacdo vigorosa em Vortex por

30 segundos;

4 - Abrir o tubo, transferir o lisado para coluna lilas (QlAshredder) do kit, colocada

no tubo de polipropileno de 2 ml. Fechar o tubo de polipropileno;

5 - Centrifugar a 13500 x g (15000 rpm) por 2 minutos em Microcentrifuga.
Descartar a coluna, transferir o sobrenadante para um novo tubo de polipropileno
de 1,5 ml com o auxilio de Micropipeta (P1000);

6 — Adicionar, com a Micropipeta (P1000), 0,5 volumes de etanol (ao redor de 250

pl) 96% gelado, misturar gentilmente pela inversao do tubo;

7 - Transferir 650 ul, com a Micropipeta (P1000), para a coluna rosa (Mini Spin
Column) colocada no tubo de polipropileno de 2 ml, centrifugar a 8000 x g (10000

rpm) por 15 s. Descartar o filtrado;

8 - Se necessario, repetir o passo 7 com o volume excedente aos 650 ul,

utilizando a Micropipeta (P200);

9 - Adicionar 700 pl de tampdo RW1 a coluna rosa colocada no tubo de
polipropileno de 2 ml, centrifugar, na Microcentrifuga, a 8000 x g (10000 rpm) por
15 s. Descartar o filtrado;

10 - Reusar o tubo de polipropileno com a coluna rosa;

11 — Adicionar, com a Micropipeta (P1000), 500 pl de tampao RPE a coluna rosa
colocada no tubo de polipropileno de 2 ml, centrifugar, na Microcentrifuga, a 8000

X g (10000 rpm) por 15 s. Descartar o filtrado;

12 - Adicionar, com a Micropipeta (P1000), 500 pl de tampao RPE a coluna rosa
colocada no tubo de polipropileno de 2 ml e, centrifugar, na Microcentrifuga, a

8000 x g (10000 rpm) por 2 minutos. Opcional - Transferir a coluna rosa para tubo



de polipropileno (Collection Tube) de 2 ml e centrifugar, na Microcentrifuga, a

13500 x g por um minuto para secar a membrana,

13 — Transferir a coluna rosa para tubo de polipropileno de 1,5 ml e, adicionar,
com a Micropipeta (P200), 50 uyl de agua (destilada, deionizada, tratada com
DEPC e autoclavada) na coluna. Centrifugar, na Microcentrifuga, a 8000 x g

(20000 rpm) por 1 minuto;

14 — Descartar a coluna, fechar tubo de polipropileno contendo o filtrado. RNA

extraido;

15 — Identificar o tubo de polipropileno com Canela Pillot e manter no Freezer (-10

°C) até posterior uso, no Teste de RT-PCR,;

16 — Antes do Teste de RT-PCR, retira-se o tubo de polipropileno identificado do
Freezer, coloca-se em caixa de isopor com gelo e, apds descongelamento, com o
auxilio de Micropipeta (P20) retira-se 4 pl do RNA extraido que sera utilizado no
Teste de RT-PCR, a partir do uso dos produtos constantes no Kit SuperScript®
One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase, os iniciadores
(primers) especificos para cada espécie viral e as condi¢cdes de amplificacdo do
genoma viral assinaladas no Termociclador conforme registrado no FOR-RT-
PCR.VV (acompanha o Kit);

17 - Ap6s a amplificacdo no Termociclador das amostras de RNA procede-se a
eletroforese em gel de agarose a 1,2% em tampéo TAE 1 X, contendo brometo de
etidio, a 88 volts por 25 - 30 minutos, e posterior visualizagcdo dos amplicons

(fragmentos genémicos amplificados) em Transiluminador de Luz Ultravioleta;

18 - Registra-se o resultado no formulario FOR-RT-PCR.VV associado ao KIT

OrgQuarVirus.

RESULTADOS

- O teste pode detectar isolados das espécies virais citadas que ainda nao foram
detectados ou ainda ndo tenham as sequéncias disponibilizadas nos bancos de
dados disponiveis (NCBI - National Center for Biotechnology Information, EMBL -

European Molecular Biology Laboratory).



- Controles Positivos devem ter a massa molecular de seus respectivos amplicons
indicada no FOR-RT-PCR.VV e facilmente detectavel apds a eletroforese. A faixa
de massa molecular dos amplicons indicada no formulario tem relagdo com a
origem do isolado viral amplificado.

- Controle Negativo (amostra sem a presenca do RNA extraido) ndo deve

apresentar qualquer amplificacéo.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1,2% em tampao TAE 1X, corado com
brometo de etidio, de amplicon viral através do Teste de RT-PCR a partir de RNA
total foliar. 1 kb plus DNA Ladder (1); Controle Positivo - Potyvirus (2, 7); Amostra
foliar plantas importadas de: Phalaenopsis amabilis (3), Dendrobium nobile (4),

Oncidium nobile (5); Controle negativo (6).

Limitacdes

O que se segue € uma descricdo de fatores que podem limitar o
desempenho do teste ou interferir com os resultados de teste adequados.
- Os iniciadores (primers) liofilizados sao estaveis durante 1 ano a partir da data
de sua confecc¢ado, quando armazenados a -10 °C.
- Recomenda-se a utilizagdo da mistura de iniciadores (primers) reconstituida em
um ensaio. Se forem realizados ensaios subsequentes, a mistura de iniciadores



deve ser aliquotada e armazenada a -10 °C. O efeito do congelamento e
descongelamento dos iniciadores reconstituidos ndo estd documentado.
- O sucesso do Teste de RT-PCR depende da qualidade do RNA.
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FOR-RT-PCR.VV - 01/00

1- IDENTIFICACAO

Nome do Ensaio
Amplificacdo de fragmento gendmico de CaCV ou INSV ou PhCSV ou ToRSV a partir de mudas de Orquidea

AMOSTRA
Numero do Registro:

Material - 1. Caules, 2. Estacas com raiz, 3. Estacas sem raiz, 4. Folhas com peciolos, 5. Frutos, 6. Mudas, 7. Mudas (plantas) in vitro, 8. Plantas, 9. Plantulas, 10. Raiz, 11. Sementes,
12. Sementes Pré-germinadas

Tipo - RNA (x) — Material & ser analisado () - Virus

Data Solicitagao
Responsavel pela Reacdo de RT-PCR NuUmero do Teste
01 Numero Descricdo das Amostras

1 Controle Negativo (amostra sem a presenca de RNA extraido)

2 1 kb DNA Ladder

3 Controle Positivo

4

5

6

7

8
2 - COMPONENTES DA REACAO
Componentes Volume Quantidade de Amostra para o Gel
1. Agua destilada e autoclavada g “: 6ul
2. 2 X Mix Reaction 01 i|
3. Primer CaCV4f ou IS-F ou PhCSV-F ou RdR-F ou Pot 1 01 pl
4. Primer CaCV777c ou IS-R ou PhCSV-R ou RdR-R ou Pot 2 8‘21 “:
5. SuperScript® 111 One-Step RT-PCR System with Platinum® Tagq DNA Polymerase :
6. RNA extraido com RNeasy Plant Mini kit 50 pl
Volume Total

3-CICLO UTILIZADO

Termociclador: PTC 200
45 °C/ 30 minutos, 95 °C/ 5 minutos, 35 ciclos de 95 °C/ 30 segundos, 53 °C/ 60 segundos, 72 °C/ 60 segundos, 72 °C por 10 minutos; 4 °C por cinco minutos.

Tempo Total: 2h10°

Distribuicdo no Gel (esquerda para a direita): Eletroforese: Titulo da Fotografia do Gel:
Amostra-4,5,6,7,8 Tampdao: TAE 1X Agarose - 1,2% com brometo
Resultado
Voltagem (volts): 88 Fragmento -
Negativo ( ) -
Tempo (minutos): Fotografia:
Positivo ( ) - 25-30 e ndotirada( )
e tirada ()

[ 4= OBSERVACAO

Extracdo do RNA total com RNeasy Plant Mini kit (Qiagen Brasil) e Teste de RT-PCR com SuperScript® I1l One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase
(Thermo Fisher)

Primers:

CaCV4f (5°-TCTACCGTCAGGCAACTTACCGAG-3’) e CaCV777c (5°-ATAATCATCCACAGACAAATTGGCACTAAA-3’) - fragmento esperado — 774 pb

INSVIS-F (5’-TAACACAACACAAAGCAAACC-3") e INSVIS-R (5’-CCAAATACTACTTTAACCGCA-3") - fragmento esperado — 906 pb

PhCSVLODF-F (5>~ TGAAATATCGCACCGGGCT -3’) e PhCSVLODF-R (5’- GGTGTGGCTGAACCGC -3’) - fragmento esperado - 297 pb

ToRSVRAR-F (5’-GAAGAGCTAGAGCCTCAACCAGG-3") e ToRSVRAR-R (5’-CGCCTGGTAATTGAGTAGCCC-3") - fragmento esperado — 411 pb

Geénero Potyvirus - Pot 1 (5-GACTGGATCCATT(C/G/T)TC(A/G/T)AT(AIG)CACCA-3") ¢ Pot 2 (5-GACGAATTCTG(C/T)GA(C/T)GC(C/GIT)GATGG(C/T)TC-3") — fragmento
variavel (temperatura de anelamento 53°C)

Local Data Assinatura do Responsavel pelo Ensaio
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5.4 Prototipo de Kit diagndstico de virus em orquideas para o Brasil

KIT OrgVirus

Uso pretendido

O Kit OrgVirus produzido para fins de diagnostico de virus citados em
espécies e/ou hibridos de Orquideas no Brasil foi desenvolvido visando a rapida
identificacdo molecular destes virus a fim de impedir sua disseminacao no pais.

Os virus de incidéncia em espécies e/ou hibridos de Orquidea no Brasil se
distribuem em quatro espécies virais [Cucumber mosaic virus (CMV), Cymbidium
mosaic virus (CyMV), Odontoglossum ringspot virus (ORSV), Orchid fleck
dichorhabdovirus (OFV)] assinaladas nos géneros Cucumovirus, Potexvirus,
Tobamovirus, Dichorhabdovirus.

O Kit OrgVirus oferece através do Teste de RT-PCR (Reverse
Transcriptase — Polymerase Chain Reaction), um método diagndéstico sensivel de
deteccdo dos virus acima referenciados sendo que os iniciadores (primers)
utilizados no Teste de RT-PCR baseiam-se em regides do genoma viral

conservadas e podem detectar estirpes virais ainda ndo identificadas no pais.

Armazenamento

O Kit OrqVirus deve ser armazenado a -10 °C.

A mistura de iniciadores (primers) liofilizados apds reconstituido em 200 pl
de agua (destilada, deionizada e autoclavada) livre de RNAse € estavel durante
um ano quando armazenado a -10 °C.

O efeito do congelamento e descongelamento dos iniciadores (primers)

reconstituidos ndo estd documentado.

Precaucdes

- Limpar a bancada de laboratério com Alcool Etilico a 70% antes do uso;

- Usar sempre luvas de latex descartaveis;
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- Se estiver usando um Termociclador sem tampa aquecida, use uma camada de
0leo mineral esterilizado para evitar a evaporacao da amostra;

- E muito importante usar materiais e solucdes livres de RNase durante o
procedimento;

- O Kit OrgVirus foi otimizado com o0s materiais, equipamentos e reagentes
descritos abaixo, portanto, recomenda-se utilizar, principalmente, os mesmos

itens para obter éxito nos resultados.

Reagentes

e Agarose Ultra Pura;

e Agua Destilada, Deionizada e Esterilizada;

e Alcool Etilico 95%;

e Brometo de Etidio (10 mg/ml);

e Controles Positivos (DNA amplificado de CMV);

e Dietil Pirocarbonato de Sédio (DEPC);

e Gelo;

e Kit SuperScript® One-Step RT-PCR System with Platinum® Tagq DNA
Polymerase (Thermo Fischer);

e Marcador de Massa Molecular (1kb DNA Ladder);

¢ Nitrogénio Liquido;

¢ RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN Brasil);

e Solugéo tampao TAE 10X.

Materiais e Equipamentos

e Agitador Magnético (Vortex);
e Almofariz e Pistilo;

e Autoclave;

e Balanca Analitica;

e Caixa de Isopor;

e Caneta Pillot;
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e Capela de Exaustéo;
e Cuba de Eletroforese;
e Deionizador de Agua;

e Destilador de Agua;

e Freezer;
e Geladeira;
e Jaleco;

e Luvas de Latex;

e Magquina de Gelo;

e Maquina Fotogréfica;

e Microcentrifuga;

e Micropipeta (P20, P200, P1000);

e Papel Aluminio;

e Papel Toalha;

e Ponteiras para Micropipeta (P20, P200, P1000);
e Tesoura,;

e Termociclador;

e Transiluminador de Luz Ultravioleta;

e Tubos de Polipropileno de 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml.

Procedimento Detalhado

Para executar este procedimento € indispensavel o uso de luvas de latex

descartaveis e Jaleco.

1 — Amostras de Orquidea séo obtidas e pesadas, em Balanca Analitica, nas
seguintes proporgbes: 0,1 g para amostras tenras (MUDAS, PLANTAS,
PLANTULAS, FOLHAS) ou 0,03 g de amostras espessas (RAIZ, CAULES,
FRUTOS, E/ OU SEMENTES) sendo depositadas em almofarizes;

2 - Adicionar nitrogénio liquido e pulverizar a amostra com o auxilio do pistilo.
Adicionar com o auxilio de micropipeta (P1000), 450 pl de tampéo RLT (acrescido
de 4,5 yl de Beta-mercaptoetanol com o auxilio da Micropipeta P20) a amostra

pulverizada. Misturar com o pistilo;
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3 - Transferir, com o auxilio do pistilo, a suspenséo para tubo de polipropileno de
1,5 ml. Fechar o tubo, misturar o contetdo pela agitacdo vigorosa em Vortex por
30 segundos;

4 - Abrir o tubo, transferir o lisado para coluna lilas (QIAshredder) do kit, colocada

no tubo de polipropileno de 2 ml. Fechar o tubo de polipropileno;

5 - Centrifugar a 13500 x g (15000 rpm) por 2 minutos em Microcentrifuga.
Descartar a coluna, transferir o sobrenadante para um novo tubo de polipropileno
de 1,5 ml com o auxilio de Micropipeta (P1000);

6 — Adicionar, com a Micropipeta (P1000), 0,5 volumes de etanol (ao redor de 250

pl) 96% gelado, misturar gentilmente pela inversao do tubo;

7 - Transferir 650 ul, com a Micropipeta (P1000), para a coluna rosa (Mini Spin
Column) colocada no tubo de polipropileno de 2 ml, centrifugar a 8000 x g (10000

rpm) por 15 s. Descartar o filtrado;

8 - Se necessario, repetir o passo 7 com o0 volume excedente aos 650 ul,

utilizando a Micropipeta (P200);

9 - Adicionar 700 pl de tampdo RW1 a coluna rosa colocada no tubo de
polipropileno de 2 ml, centrifugar, na Microcentrifuga, a 8000 x g (10000 rpm) por
15 s. Descartar o filtrado;

10 - Reusar o tubo de polipropileno com a coluna rosa;

11 - Adicionar, com a Micropipeta (P1000), 500 ul de tampao RPE a coluna rosa
colocada no tubo de polipropileno de 2 ml, centrifugar, na Microcentrifuga, a 8000
X g (10000 rpm) por 15 s. Descartar o filtrado;

12 - Adicionar, com a Micropipeta (P1000), 500 ul de tampao RPE a coluna rosa
colocada no tubo de polipropileno de 2 ml e, centrifugar, na Microcentrifuga, a
8000 x g (10000 rpm) por 2 minutos. Opcional - Transferir a coluna rosa para tubo
de polipropileno (Collection Tube) de 2 ml e centrifugar, na Microcentrifuga, a

13500 x g por um minuto para secar a membrana;

13 — Transferir a coluna rosa para tubo de polipropileno de 1,5 ml e, adicionar,

com a Micropipeta (P200), 50 ul de agua (destilada, deionizada, tratada com
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DEPC e autoclavada) na coluna. Centrifugar, na Microcentrifuga, a 8000 x g

(20000 rpm) por 1 minuto;

14 — Descartar a coluna, fechar tubo de polipropileno contendo o filtrado. RNA

extraido;

15 — Identificar o tubo de polipropileno com Canela Pillot e manter no Freezer (-
10°C) até posterior uso, no Teste de RT-PCR,;

16 — Antes do Teste de RT-PCR, retira-se o tubo de polipropileno identificado do
Freezer, coloca-se em caixa de isopor com gelo e, apds descongelamento, com o
auxilio de Micropipeta (P20) retira-se 4 pul do RNA extraido que sera utilizado no
Teste de RT-PCR, a partir do uso dos produtos constantes no Kit SuperScript®
One-Step RT-PCR System with Platinum® Taqg DNA Polymerase, os iniciadores
(primers) especificos para cada espécie viral e as condi¢cdes de amplificacdo do
genoma viral assinaladas no Termociclador conforme registrado no FOR-RT-
PCR.VV (acompanha o Kit);

17 - Ap6s a amplificacdo no Termociclador das amostras de RNA procede-se a
eletroforese em gel de agarose a 1,2% em tampao TAE 1 X, contendo brometo de
etidio, a 88 volts por 25 - 30 minutos, e posterior visualizagcdo dos amplicons

(fragmentos gendmicos amplificados) em Transiluminador de Luz Ultravioleta;

18 - Registra-se o resultado no formulario FOR-RT-PCR.VV associado ao KIT

OrqgVirus.

RESULTADOS

- O teste pode detectar isolados das espécies virais citadas que ainda ndo foram
detectados ou ainda n&o tenham as sequéncias disponibilizadas nos bancos de
dados disponiveis (NCBI - National Center for Biotechnology Information, EMBL -
European Molecular Biology Laboratory).

- Controles Positivos devem ter a massa molecular de seus respectivos amplicons
indicada no FOR-RT-PCR.VV e facilmente detectavel apds a eletroforese. A faixa
de massa molecular dos amplicons indicada no formulario tem relagdo com a

origem do isolado viral amplificado.
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- Controle Negativo (amostra sem a presenca do RNA extraido) ndo deve

apresentar qualquer amplificacéo.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1,2% em tampao TAE 1X, corado com
brometo de etidio, de amplicon viral através do Teste de RT-PCR a partir de RNA
total foliar. Controle Negativo (1, 5); 1 kb plus DNA Ladder (2); Phalaenopsis
amabilis infectada com: CMV (3), CymMV (4), ORSV (6); Phalaenopsis amabilis
sadia (7)

Limitacdes

O que se segue € uma descricdo de fatores que podem limitar o
desempenho do teste ou interferir com os resultados de teste adequados.
- Os iniciadores (primers) liofilizados sao estaveis durante 1 ano a partir da data
de sua confeccédo, quando armazenados a -10 °C.
- Recomenda-se a utilizagdo da mistura de iniciadores (primers) reconstituida em
um ensaio. Se forem realizados ensaios subsequentes, a mistura de iniciadores
deve ser aliquotada e armazenada a -10 °C. O efeito do congelamento e
descongelamento dos iniciadores reconstituidos ndo estd documentado.
- O sucesso do Teste de RT-PCR depende da qualidade do RNA.
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FOR-RT-PCR.VV - 01/00

1-

IDENTIFICACAO

Nome do Ensaio

Am|

plificacdo de fragmento gendmico de CMV ou CyMV ou OFV ou ORSV a partir de mudas de Orquidea

AMOSTRA

Numero do Registro:

Material - 1. Folhas, 2. Mudas, 3. Mudas (plantas) in vitro, 4. Plantas, 5. Plantulas, 6. Raiz, 11. Sementes, 12. Sementes Pré-germinadas

Tipo - RNA (x) — Material a ser analisado ( ) - Virus

Data Solicitacéo
Responsavel pela Reagdo de RT-PCR Numero do Teste
01 Numero Descricdo das Amostras
1 Controle Negativo (amostra sem a presenca de RNA extraido)
2 1 kb DNA Ladder
3 Controle Positivo
4
5
6
7
8
2 - COMPONENTES DA REACAO
Componentes Volume Quantidade de Amostra para o Gel
7. Agua destilada, deionizada (tratada com DEPC) e autoclavada 17l 6ul
. . 25l
8. 2 X Mix Reaction 01 ul
9.  Primer CMVLODF-F ou CYMVLODF-F ou OFVLODF-F ou ORSVLODF-F* 0L pl
10. Primer CMVLODF-R ou CYMVLODF-R ou OFVLODF-R ou ORSVLODF-R* 0421 “:
SuperScript® 111 One-Step RT-PCR System with Platinum® Tag DNA Polymerase 04 u
11. RNA extraido com RNeasy Plant Mini kit 50 pl
Volume Total

3-CICLO UTILIZADO

Termociclador: PTC 200 (MJ Research)

45 °C/ 30 minutos, 95 °C/ 5 minutos, 35 ciclos de 95 °C/ 30 segundos, 58 °C/ 40 segundos, 72 °C/ 40 segundos, 72 °C por 10 minutos; 4 °C por cinco minutos.

Tempo Total: 2h10’

Distribuicdo no Gel (esquerda para a direita): Eletroforese: Titulo da Fotografia do Gel:
Amostra-4,5,6,7,8 Tampdo: TAE 1X Agarose - 1,2% com brometo
Resultado
Voltagem (volts): 88 Fragmento -
Negativo () -
Tempo (minutos): Fotografia:
Positivo () - 25-30 . néo tirada ( )
. tirada ()
[4=0OBSERVACAO

Extracdo do RNA total com RNeasy Plant Mini kit (Qiagen Brasil) e Teste de RT-PCR com SuperScript® 11l One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA
Polymerase (Thermo Fisher)

Primers:

CMVLODF-F (5’-TATGATAAGAAGCTTGTTTCGCGCA-3") e CMVLODF-R (5-TTTTAGCCGTAAGCTGGATGGACAACCC-3") - fragmento esperado — 491-507
pb

CYMVLODF-F (5-CGCCGTATTTGCCCTTGTTG-3") e CYMVLODF-R (5>-GCGTTATTCAGTAGGGGGTG-3") - fragmento esperado — 844-849 pb

OFVLODF-F (5-GCTAGCCGTCTCTACGGAGT-3’) e OFVLODF-R (5’-AGTTCTCCGATGTTGGGACT-3") - fragmento esperado - 662 pb

ORSVLODF-F (5’-ATTTAAGCTCGGCTTGGGCT-3’) e ORSVLODF-R (5’-CTACCCGAGGTAAGGGGGAA-3’) - fragmento esperado — 845-847 pb

Local Data Assinatura do Responsavel pelo Ensaio
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