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RESUMO

O Pineapple mealybug wilt-associated virus (PMWaV) em associacdo com a
cochonilha Dysmicoccus brevipes tem sido reportado como a causa da murcha
do abacaxizeiro. A disseminacdo do virus ocorre principalmente através de
material propagativo infectado e assintomatico. Neste trabalho foi validada uma
metodologia por PCR em tempo real, como estratégia, para o diagnostico dos
virus: PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3, em abacaxizeiro. Folhas de plantas
adultas e mudas de abacaxizeiro das cultivares Smooth Cayenne, Pérola e
Vitéria foram analisadas por RT-PCR convencional e em tempo real.
Cochonilhas D. brevipes provenientes de plantas com sintomas de murcha
também foram analisadas. Genes especificos para cada virus foram obtidos
em resposta a infec¢do. Analise in silico identificou quatro genes de referéncia
para folhas e material propagativo de abacaxizeiro sob estresse bidtico. O virus
PMWaV-3 foi prevalente nas plantas sintomaticas e assintomaticas, enquanto
que o PMWaV-2 foi encontrado nos abacaxizeiros assintomaticos, e associado
virus PMWaV-3 nas plantas doentes. O virus PMWaV-1 ndo mostrou relacao
direta com a doenca. Observou-se que o estado nutricional da planta interferiu
na manifestacdo dos sintomas e na presenca do PMWaV-2. Os trés virus foram
detectados em amostras da cochonilha D. brevipes. Confirmou-se também a
transmissao dos virus por esta espécie de cochonilhas, porém, nao foi vetor
eficiente para o PMWaV-1. Com este estudo disponibilizou-se um método de
diagnéstico que atende as exigéncias fitossanitarias para indexacdo e
certificacdo quarentenaria de mudas comerciais. 1sso contribui para prevenir a
disseminacdo do virus em material propagativo para novas areas e uma
ferramenta para estudo epidemiolégico da doenca. Essa € a primeira validacao
de um método rapido, sensivel e especifico, capaz de detectar os trés virus do

PMWaV em plantas em abacaxizeiros assintomaticos e sintométicas.

Palavras chaves: Ananas comosus var. comosus, material propagativo, PCR

tempo real, housekeeping, Dysmicoccus brevipes.



ABSTRACT

Pineapple mealybug wilt associated virus species (PMWaV) in association with
Dysmicoccus brevipes cause mealybug wilt of pineapple. Virus dissemination
occurs primarily through infected and asymptomatic propagative material. In
this work, we validated a molecular methodology by RT-qPCR, to detect of the
PMWaV-1, PMWaV-2 and PMWaV-3 virus in asymptomatic and symptomatic
plants. Leaves and tissue culture plantlets from pineapple cultivars Smooth
Cayenne, Pérola and Vitéria were analysed by conventional RT-PCR and
reverse transcription quantitative real-time (QRT-PCR). Mealybugs D. brevipes
obtained from symptomatic wilt plants were analyzed. A specific genes for each
virus of PMWaV was found in response to infection and was not expressed in
healthy plant. In silico assessment four housekeeping were selected for
accurate gene expression analysis in pineapple during biotic stress by RT-
gPCR. PMWaV-3 virus was prevalent in symptomatic and asymptomatic
plants, and associated with PMWaV-2 virus in the symptomatic wilt plants.
PMWaV-1 virus did not exhibited direct relation with the disease. The nutritional
status of plants influenced the onset of symtoms and presence of PMWaV-2
virus. The PMWaV-1, PMWaV-2 and PMWaV-3 virus were detected in
mealybugs colleted from diseased plants. Our results demonstrated
transmission of the PMWaV-2 and PMWaV-3 by mealybugs. However, D.
brevipes was not a good vector of PMWaV-1. This research provided a method
for indexing plants for production or certification healthy propagative material.
This prevent the spread of virus by propagation material to new crops areas and
an important tool for epidemiological study of the mealybug wilt of pineapple.
These is the first validation of an accurately method to detect three PMWaVs

virus in asymptomatic and symptomatic plants.

Keywords: Ananas comosus var. comosus, propagative material, qRT-PCR,

housekeeping, Dysmicoccus. Brevipes.
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1 INTRODUCAO

1.1 A IMPORTANCIA ECONOMICA DO ABACAXIZEIRO

O abacaxi € a terceira fruta mais consumida no mundo. E cultivado em todos
0s paises de regides tropicais e subtropicais. O destaque na producéo é para
Tailandia, Filipinas e Brasil. De 1,56 milhdes de toneladas de frutos brasileiros

produzidos, apenas 4% sé&o exportados (FAO, 2015).

No Brasil a Regido Nordeste destaca-se com a maior producdo nacional de
frutos, seguida da Regido Sudeste. O agronegdcio representa a principal fonte
de renda para 84% dos municipios capixabas. A cultura do abacaxizeiro
destaca-se na fruticultura, ndo apenas pela qualidade do fruto, mas
principalmente por sua rentabilidade, sendo uma excelente opg¢édo para a
diversificacdo agropecuéria do Estado que atualmente produz 50 mil toneladas
da fruta (IBGE, 2014).

No Brasil as doenc¢as sdo um risco a producdo, com destaque para a fusariose
e a murcha (VENTURA et al., 2006, 2009). A murcha do abacaxizeiro € uma
doenca viral causada pelo Pineapple mealybug wilt-associated virus em
associagdo com a cochonilha Dysmicoccus brevipes (GAMBLEY et al., 2008;
SETHER et al., 2009). A doenca afeta a cultura do abacaxizeiro no Hawaii,
Cuba, Australia e Brasil (GUNASINGUE; GERMAN, 1989; VENTURA;
ZAMBOLIM, 2002; SUBERE et al., 2011).

Nas regibes produtoras de abacaxi, a murcha consiste num dos problemas
mais graves, pois a disseminacdo do virus ocorre através do material
propagativo, produzido a partir de plantas assintomaticas infectadas
(VENTURA; COSTA, 2002; SETHER et al., 2005; GAMBLEY et al., 2008).
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Ndo existe um tratamento eficaz para eliminacdo do virus da planta. E
realizado o manejo na cultura em relacdo as cochonilhas e formigas, e a
utilizagcdo ineficaz de inseticida. Somando-se a isso, falta uma metodologia
segura para indexacdo dos virus relacionados a doenca. As técnicas
disponiveis ndo sdo sensiveis o0 suficiente para detectar virus, o que

supostamente ocorre nos abacaxizeiros assintomaticos.

1.2 O ABACAXIZEIRO

O abacaxizeiro, Ananas comosus var comosus, € uma planta monocotiled6nea,
herbacea semiperene, que pertence a familia Bromeliaceae (BARTHOLOMEW,
2008).

O abacaxizeiro compde-se de um caule curto e grosso, ao redor do qual
crescem as folhas em forma de calhas, estreitas e rigidas, em que se inserem
raizes axilares. O sistema radicular € fasciculado, superficial e fibroso,
encontrado em geral a profundidade de 0 a 60 cm da superficie do solo (PY et
al., 1984).

E uma planta de clima tropical, apresentando 6timo crescimento e melhor
qualidade do fruto na faixa de temperatura de 22°C a 32°C. Desenvolve-se
melhor em locais com alta incidéncia de radiacdo solar. Nao tolera
sombreamento. A aeracdo e drenagem do solo séo requisitos basicos para o
seu cultivo, por favorecerem o desenvolvimento do sistema radicular da planta.
Terrenos planos ou de pouca declividade sdo importantes, pois evitam a
erosado (PY et al, 1984).

A adaptacdo da planta a condicbes de deficiéncia hidrica decorre da
capacidade de armazenar agua na hipoderme das folhas, de coletar agua por
meio de suas folhas em forma de canaleta e de reduzir as perdas de agua na
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transpiracdo. A folha da posicdo D é a mais importante sob o aspecto do
manejo da cultura. Ela é a mais jovem entre as folhas adultas e,
metabolicamente, a mais ativa de todas. E considerada como a que melhor

representa o estado nutricional da planta (PY et al., 1984).

Estima-se que cerca de 70% da producdo mundial de abacaxi provém de
‘Smooth Cayenne’, enquanto que no Brasil o destaque é para a cv. Pérola. A
cultivar Vitoria esta em expansao no mercado, por ser resistente a fusariose e
apresentar caracteristicas organolépticas e agronémicas superiores as
cultivares S. Cayenne e Pérola (Figura 1). Essa nova cultivar € um hibrido dos
parentais cv. Primavera e cv. Smooth Cayenne, desenvolvido no Brasil
(VENTURA et al., 2006, 2009).

No Espirito Santo, a abacaxicultura é predominantemente da cultivar Pérola, e
esta concentrada nos municipios de Marataizes, Presidente Kennedy,
Itapemirim, Colatina, Linhares, Sooretama e Pinheiros.

b

Figura 1 Cultivares Pérola (A), Smooth Cayenne (B) e Vitdria (C). Fonte: VENTURA,;
ZAMBOLIM (2002).
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1.3 COCHONILHA DO ABACAXIZEIRO

As cochonilhas (Hemiptera: Coccoidea) sédo insetos que colonizam o
abacaxizeiro sugando a seiva da planta, pertencem a familia Pseudococcidae,
e as espécies principais associadas a transmissao dos virus sdo Dysmicoccus
brevipes e Dysmicoccus neobrevipes (CULIK, 2009). Na Australia, Tailandia e
Brasil tem sido encontrada apenas a D. brevipes, e no Havai, as duas espécies
(CULIK; GULLAN, 2005; GAMBLEY, 2008).

As cochonilhas vivem em coldnias, nas raizes e nas axilas das folhas do
abacaxizeiro (Figura 2). Com o aumento populacional e nos periodos quentes e
umidos, elas passam a infestar também os frutos, as cavidades florais e a parte
superior das folhas e mudas. Cada fémea coloca em média 295 ovos, 0
periodo de oviposicdo varia de 22 dias a 40 dias (SANTA CECILIA; REIS,
1985).

Figura 2 Colénia de cochonilha da espécie Dysmicoccus brevipes na base de folhas (A), e nas
raizes (B) do abacaxizeiro.

Sao insetos fitéfagos que se alimentam exclusivamente de fluidos vegetal. O
seu aparelho bucal sugador perfuram e penetram no tecido vegetal, com isso
danificam as plantas, reduzindo os fotoassimilados, afetando o crescimento e
distribuicdo de nutrientes na planta (SETHER et al., 2010).
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Em relacdo as cochonilhas existem as praticas culturais adotadas, para a
manutencao do plantio livre do vetor. Para evitar a proliferacdo da cochonilha
nas plantagcbes de abacaxi, o produtor deve sempre destruir os restos de
cultura anterior que servem de fonte de infestagdo para o proximo cultivo e
efetuar um bom preparo do solo, para destruir seus ninhos (MATOS et al.,
2007). Outra tentativa de controle é o uso de inseticida. Entretanto, devido ao
hébito das colbnias se localizarem nas raizes o produto ndo consegue atingir
0s insetos. A ineficacia do tratamento leva ao uso indiscriminado do produto,

gerando custos a producao, contaminacao do solo.

1.4 COMPLEXO VIRAL DA MURCHA DO ABACAXIZEIRO

A primeira descricdo dos sintomas observados na murcha do abacaxizeiro foi
no Havai e estava relacionada a doenca com a presenca das cochonilhas.
Carter (1945c) sugeriu a existéncia de um fator latente presente no abacaxi.
Isso porque a sua presenga no abacaxizeiro, na auséncia da saliva da
cochonilha, parecia ndo produzir sintomas de murcha, sendo o fator latente
conservado e reproduzido vegetativamente para as plantas. 1to (1962) sugeriu
que a doenga da murcha do abacaxizeiro € uma doenca viral transmitida por

cochonilhas.

Gunasinghe e German (1989) isolaram viribes filamentosos de RNA de fita
simples em abacaxizeiros que apresentavam sintomas da murcha e
propuseram definitivamente a etiologia viral da doenca, passando a ser

conhecida por Pineapple mealybug wilt-associated virus (PMWAYV).

A sigla PMWaV tem sido referida ao complexo viral formado pelos virus
PMWaV-1, PMWaV-2, PMWaV-3, PMWaV-4 e PMWaV-5 que em associacao

com as cochonilhas podem devastar uma plantacdo abacaxizeiro. N&o
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possuem ordem ainda definida, pertencem a familia Closteroviridae e ao
género Ampelovirus (MELZER et al., 2001; PERON, 2010). O PMWaV tem
como hospedeiro relatado apenas o abacaxizeiro (GAMBLEY et al., 2008).

No género Ampelovirus os virus sao flexiveis e longos, cerca de 1.400-2.200
nm de comprimento e 10-13 nm de didmetro. As proteinas estruturais da
maioria dos membros da familia € formado pela principal proteina do capsideo
(CP) e da cauda da proteina capsidial menor (CPM). O RNA é de cadeia
simples, linear e de filamento Unico, de sentido positivo. Os membros da familia
tém uma dos maiores genomas entre virus de plantas, até 20 Kb (ICTV, 2015;
MELZER et al., 2001).

Os Ampelovirus séo virus hospedeiros de planta. O virion € infeccioso e serve
como genoma viral e RNA mensageiro. A replicacdo ocorre no momento em
que o virus penetra na célula hospedeira. O RNA viral é traduzido, os ssRNAs
complementares sentido negativo sdo sintetizados pelo RNA genémico usado
como molde para novos RNAs gendmicos e consequentemente, novas
particulas virais (ICTV, 2015; VIRALZONE, 2011).

Para estudar a filogenia dos virus envolvidos na etiologia da murcha do
abacaxizeiro, o dsRNA de tecidos infectados de abacaxizeiros foi isolado e
identificado uma banda de 16Kb. O PMWaV-2 apresenta 10 ORFs e genoma
com aproximadamente 14 Kb (MELZER et al., 2001). O PMWaV-1 apresenta
genoma com 13,1 Kb e auséncia da CPd, caracteristica que esta fora do
padrdo para Ampelovirus. Para o PMWaV-3 foi observado genoma de 14 Kb, 7
ORFs e auséncia de uma proteina capsical duplicada (MELZER et al., 2001;
2008; SETHER et al., 2009) (Figura 3).
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Figura 3 Organizacdo dos genomas dos trés virus causador da murcha do
abacaxizeiro. E apresentado o tamanho aproximado de PMWaV-3, PMWaV-1 e
PMWaV-2. A cor compartilhada indica a semelhanca dos produtos proteicos. ORFla:
MTR, regido metiltransferase viral; HEL , regido de helicase viral; ORF1b: RdRp , RNA
dependente de RNA-polimerase; ORF2, pequena proteina hidrofébica; ORF3: Hsp70h,
proteina de choque térmico 70; ORF4 : proteinas p61 ou p46; ORF5: CP, proteina do
capsideo; ORF6, p24 ou CPD, proteina capsidial duplicada; ORF7: proteina p20;
ORF8: p22; ORF9: p6. Fonte: SETHER, et al. (2009).

A espécie do PMWaV-2 é a que possui maior semelhanca com os membros do
género Ampelovirus. O PMWaV-2 difere filogeneticamente do PMWaV-1 e
PMWaV-3, mas todos sdo membros do género Ampelovirus e podem ser
adquiridos e transmitidos por Dysmicoccus brevipes e Dysmicoccus
neobrevipes. A espécie do PMWaV-3, possui homologia maior com PMWaV-1
(Figura 4) (SETHER et al., 2009; ICTV 2015).

Cov-1
GLRaV-7

Ampelovirus

Figura 4. Arvore filogenética construida com sequéncias de aminoacidos completas do
gene HSP70h de membros da familia Closteroviridae. Fonte: MARTELLI (2012)
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1.5 AMURCHA DO ABACAXIZEIRO

A murcha do abacaxizeiro é causada pelo Pineapple mealybug wilt-associated
virus (PMWaV) em associagdo com a cochonilha Dysmicoccus brevipes
(VENTURA; COSTA, 2002; VENTURA; ZAMBOLIM, 2002; MELZER et al.,
2001, 2008; SETHER et al., 2005, 2009; GAMBLEY et al., 2008; MARTELLI E
CANDRESSE, 2010).

Essa doenca é a principal causa do fracasso da cultura no Havai. Na Costa do
Marfim e nos paises da Africa, a doenca causa até 70% de prejuizos, e em
Cuba, a cultivar Smooth Cayenne tem perdas de até 40% da producédo. Paises
como Australia e Tailandia, também tem a cultura afetada pela murcha (PY et
al., 1984; BORROTO et al., 2007, GAMBLEY et al., 2008).

A murcha do abacaxizeiro caracteriza-se por apresentar sintomas que se
iniciam pelo ressecamento das raizes, seguidos de murcha e descoloracdo
gradual das folhas, que encurvam em direcdo ao solo e secam as pontas.
Plantas infectadas frutificam com dificuldade ou podem ter seus frutos
atrofiados e murchos, impréprios ao consumo ou a industrializacdo (VENTURA;
COSTA, 2002; VENTURA; ZAMBOLIM, 2002). A doengca € agressiva e
raramente reversivel; ocorre em pés isolados, na mesma linha ou reboleira de

pequena dimenséo (Figura 5).
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Figura 5 Plantacdo de abacaxizeiro da cultivar Vitéria na Fazenda Experimental do Incaper,
Sooretama — ES. A area assinalada em vermelho apresenta sintomas de murcha em reboleira.

Entre a infestacdo da cochonilha e o aparecimento dos primeiros sintomas da
doenca, ocorre um periodo de incubagdo, que pode ser muito varidvel a
depender da idade da planta, do periodo alimentar das cochonilhas e do seu
namero na planta. Normalmente a sintomatologia se evidencia, de dois a trés
meses apos a infeccdo. No entanto, o desenvolvimento radicular ja € afetado

aos 42 dias apos a infestacao pela cochonilha (CUNHA et al., 1994).

No estadio final, as plantas, ao serem retiradas do solo, apresentam o sistema
radicular totalmente destruido, embora as raizes mais novas estejam sadias.
Nessa fase é rara a presenca de cochonilhas, ja que estas, por falta de
alimento, migram para plantas vizinhas em bom estado vegetativo. O
surgimento dos sintomas de murcha e a sua intensidade estdo ligados a
cochonilha, ao ambiente e a planta: vigor, idade, cultivar (SANTA-CECILIA,
2004; MATOS et al., 2007).

Em relagé@o a virose nenhum método de controle & conhecido. Existem relatos
de regressdo dos sintomas em plantas doentes, apés o tratamento com
inseticidas, mas sem a confirmacdo de que a carga viral tenha sido reduzida
(SANTA CECILIA et al., 2004; SETHER et al., 2009).
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1.5.1 Ocorréncia da doenca no cenario mundial

No Havai, a etiologia da murcha do abacaxizeiro envolve a alimentacdo da
cochonilha e a presenca de PMWaV-2. Embora a incidéncia de PMWaV-1 em
abacaxizeiro havaiano seja superior ao PMWaV-2, a presenca somente da
cochonilha, ou em combinagdo com PMWaV-1, nao resulta em doenga no
Havai (SETHER e HU, 2002a,b; SETHER et al., 2005).

As espécies do PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3 foram detectadas na
Australia em abacaxizeiros, junto com um Ampelovirus ainda ndo descrito, o
Pineapple mealybug wilt-associated virus 5. Analises filogenéticas revelaram
que PMWaV-5 € uma espécie distinta e mais estreitamente relacionada com
PMWaV-1 (GAMBLEY et. al., 2008). Sether e colaboradores (2001) mostraram
que o PMWaV-1 foi detectado em um pequeno numero de amostras de
abacaxizeiros australianos. Com relacdo ao PMWaV-3, foi demonstrada a
transmissao por D. brevipes e D. neobrevipes na auséncia ou presenca de
PMWaV-1 ou PMWaV-2 (SETHER; HU, 2002).

Dentro de uma mesma regido australiana de producdo de abacaxi, foi
observado uma forte associacdo entre a murcha e a infeccdo com PMWaV-2.
Porém, PMWaV-1 e PMWaV-3 também foram detectados nas mesmas plantas
amostradas, independentemente da severidade da doenga. Em outra éarea, a
incidéncia de PMWaV-2 foi baixa, enquanto que a presenca do PMWaV-3 foi
fortemente associada a murcha. A espécie do PMWaV-5 néo foi associado com
a doenca nos locais estudados (GAMBLEY et al., 2008).

Os resultados dos estudos na Australia ndo fornecem nenhuma associacao
consistente entre a presenca de uma determinada espécie e a murcha. E

possivel que varios virus possam contribuir isoladamente ou em combinacao,
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para a etiologia da doenca, ou a interacdo sinérgica entre espécies diferentes
(GAMBLEY et al., 2008; SETHER et al., 2010; DEY et al., 2012).

Estudos em regibes do Havai e da Australia confirmaram a presenca do virus
PMWaV-1 em plantas assintomaticas, sem a ocorréncia da doenca, mesmo
quando induzidas por seus vetores. Contudo, seu diagndstico é importante por
estar envolvido na reducdo da produtividade, e para reduzir o risco de efeitos

sinérgicos com outros virus (GAMBLEY et al., 2008).

O agente causal da doenca em Cuba foi associada a espécie do PMWaV-2. No
entanto, foi relatado que plantas afetadas com a murcha estavam infectadas
com ambas as espécies, PMWaV-2 e PMWaV-3 (BORROTO et al., 2007).
Nestas pesquisas ndo foi encontrado o PMWaV-1 nas amostras analisadas
(HERNANDEZ et al., 2010).

No Brasil, as espécies encontradas foram do PWMaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-
3. Porém, a relagédo destes virus com o hospedeiro no desenvolvimento da

doenca ainda precisa ser elucidado.

Embora seja relatada a ocorréncia de cinco virus do complexo PMWaV, o
PMWaVv-4 e o PMWaV-5 ndo foram diretamente associados ao
desenvolvimento dos sintomas, ndao sendo, portanto, ainda considerados como

agentes patogénicos da murcha do abacaxizeiro (GAMBLEY et al., 2008).

1.5.2 Disseminacéo da doenca

A disseminacdo do virus da murcha do abacaxizeiro pode ocorrer de duas

maneiras: ser transmitido por mudas infectadas e/ ou através de cochonilhas.

O PMWaV tem ocasionado problemas a cultura, principalmente pelo fato de ser
disseminado pelo material propagativo e por apresentar diferentes espécies
(GAMBLEY et al., 2008; SETHER et al., 2005). Por vezes plantas doentes que
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nao manifestam sintomas sao classificadas como “sadias” apenas com base na
avaliacdo visual dos sintomas. Mudas provenientes dessas plantas
assintométicas sé@o as principias formas de levar a doenca para novas areas
(VENTURA; ZAMBOLIM, 2002).

O virus pode permanecer nos tecidos das plantas durante todo o ciclo da
cultura sem manifestar os sintomas de murcha, o que s6 ocorre quando ha
presenca do PMWaV-2 em associacdo as cochonilhas (VENTURA;
ZAMBOLIM, 2002). Entretanto, ha questionamentos sobre a coparticipacdo das
espécies PMWaV-1 e PMWaV-3 em relacdo a doenca.

A associacdo simbiodtica das cochonilhas com as formigas favorece sua
movimentagdo para as plantas vizinhas, surgindo sintomas da murcha em
reboleira (Figura 6). Sem as formigas, as populacbes de cochonilhas séo
pequenas e lentas, o que reduz o fluxo de infestacdo e probabilidade de perda
da producédo (SILVA et al., 1968; MENEZES, 1973; JAHN et al., 2003).

As cochonilhas tém a capacidade de se movimentar na planta, e suas larvas
possuem prolongamentos ao redor do corpo que facilitam a dispersao pelo
vento, podendo alcancar plantacdes adjacentes infectando novas plantas com
o virus (SETHER, et al., 1998).

Figura 6 Transporte das cochonilhas pelas das formigas.
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No ciclo do abacaxizeiro, a fase da iniciacdo floral natural € em média de 10
meses, seguido da reprodutiva de 6 meses, e a fase propagativa, entre 4 a 10
meses para mudas do tipo filhote e, de 2 a 6 meses, para mudas do tipo
rebentdo (REINHARDT et al., 2000). Tais mudas assintomaticas no campo ou
obtidas da técnica de cultura de tecidos sdo outra forma de disseminacéo do
virus do PMWaV.

Para acelerar a multiplicacdo e, simultaneamente, diminuir o potencial ou até
mesmo evitar a disseminacdo de pragas e patdégenos, técnicas de cultura de
tecidos tém sido empregadas para a propagacao in vitro do abacaxizeiro. A
técnica consiste na producdo de plantulas por gemas apicais e das axilas das
folnas. Em laboratorio sob condicbes de temperatura e luminosidade

controladas, sédo produzidas mudas clonais de abacaxizeiro uniformes.

Desde 1952, a técnica tem sido utilizada para eliminacdo de patdgenos a fim
de obter material de propagacdo com alta qualidade fitossanitaria (CRUZ-
CRUZ et al., 2013). Sether e colaboradores (2001) mostraram a eliminagéo do
PMWaV-1 em abacaxizeiros por meio da propagacdo de gemas axilares e
apicais. As analises do tratamento foram realizadas por RT-PCR e TBIA. As
mudas foram cultivados no solo por mais de 12 meses, e as plantas

mantiveram livre do PMWaV-1.

Mudas de cultura de tecido provenientes de abacaxizeiro assintomaticos, de
diferentes genotipos, foram examinadas por PCR convencional. De 20
amostras, trés apresentaram infectadas pelo complexo viral causador da
murcha do abacaxizeiro (AMORIM 2011). O cultivo in vitro de meristemas
apicais obtidos de abacaxizeiros infectados também né&o foi eficiente para
limpeza do PMWaV (SANTOS et al., 2012).
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A limpeza clonal de abacaxizeiros a partir da técnica de cultura de tecidos no
abacaxizeiro deve ser melhor avaliada. A metodologia € uma estratégia para o
estabelecimento de estoques de plantas matrizes livres de virus. Para disso,
um meétodo de diagndstico mais sensivel deve ser validado, devido a

necessidade de deteccéo viral em baixos titulos.

Tendo em vista que as mudas séo altamente eficientes na disperséo do virus,
as medidas de controle devem ser dirigidas inicialmente para a origem e 0
aspecto fitossanitario do material de plantio. No Pais néo existe legislacdo que
estabeleca normas especificas para essa doenca e os padrdes de identidade e
qualidade para a producdo e a comercializacdo de mudas de abacaxizeiro
(VENTURA; COSTA, 2002; GAMBLEY, 2008; SETHER et al., 2005). Isso esta
especialmente relacionado a falta de uma metodologia validada confidvel para

a indexacao dos trés virus em mudas e plantas assintomaticas.

1.5.3 Técnicas para deteccao do virus do PMWaV

Metodologias de diagndéstico tém sido empregadas para deteccdo do PMWaVs,
como, ELISA, analise de dsRNA, Tissue Blot Immunoassay (TBIA),
Transcriptase Reversa PCR (GUNASINGHE; GERMAN, 1989; SETHER et al.,
2001, 2005; BORROTO-FERNANDEZ, 2007). Porém, devido a sensibilidade
desses testes, ndo € possivel na maioria das vezes, a deteccao da infeccao em
plantas assintoméaticas, que é fonte de mudas para novo plantio. Nos diferentes
paises em que a murcha do abacaxizeiro afeta a cultura, a deteccdo das

espécies do virus foi determinado PCR convencional.

Técnicas moleculares mais sensiveis, qPCR, a partir do gene da CP do virus,
estdo limitadas para o estudos do PMWaV-2 devido aos relatos da sua
associacdo com a doenca (VENTURA; ZAMBOLIM, 2002). No entanto,
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existem questionamentos sobre a real participacdo das espécies PMWaV-1 e
PMWaV-3 em relacédo a doenca, exigindo a condicéo fitossanitaria completa do

abacaxizeiro para certificacdo das mudas comerciais.

E de grande importancia ter uma técnica sensivel e especifica para diagnostico
confiavel das plantas (JAMES et al., 2006; PALLAS et al., 2009; BUSTIN et al.,
2009; DUBIELA et al., 2013; GALLELLI et al., 2014). A analise por
quantificacao relativa em RT- PCR em tempo real (QRT-PCR) é uma técnica
gque atende a esses requisitos, e pode ser aplicavel para analise de

abacaxizeiros sintomaticos e assintomaticos.

7

Para andlise da expressdao do gene alvo por gRT-PCR, é essencial a
normalizacdo da técnica para ajustar variagcdes experimentais (NICOT et al.,
2005). A guantidade de amostra, a integridade do RNA, qualidade do cDNA,
bem como os tecidos ou as atividades celulares, s&o os fatores que podem

afetar a expressao do gene (TESTE et al., 2009).

Geralmente, os normalizadores sdo genes constitutivos, ou seja, que tem
expressao constante na mesma espécie, tecidos, estagios de desenvolvimento
e ndo sao afetados por condicBes experimentais. Um ou varios genes de
referéncia ou Housekeeping podem servir para esse controle interno. A
validacdo prévia de todos os genes de referéncia deve ser realizada, para
confirmar as suas estabilidades de expressao, a fim de evitar a interpretacéo
dos dados imprecisos, e subsequente falsas conclusdes (MA et al., 2012; LING
et al., 2014; RODRIGUES et al., 2014).

A avaliacdo dos genes de referéncia também pode ser realizadas por softwares
especificos. O GeNorm avalia o valor de estabilidade de expressdo para cada
gene e identifica o melhor par de genes de referéncia. O NormFinder estima o
desvio padrdo para cada gene e o compara com a expressao de outros genes.
A menor variacdo entre as comparagdes intra e inter-grupos é considerado o

gene mais estavel. BestKeeper é um método baseado no célculo de um indice
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de estabilidade e fornece a indicacdo mais elevada, porque compara todos os
genes em todas as amostras. O método delta Ct comparativo, compara 0s
valores de Ct basico e a expressdo relativa de pares de genes com cada
amostra (RODRIGUES et al., 2014).

A partir dessas andlises € determinado um ou mais genes de referéncia que
normalizam a técnica de quantificagdo em tempo real, permitindo avaliar a
expressao de genes sob diferentes condigbes experimentais. Para abacaxizeiro
sob estresses abiotico, quatro genes de referéncia ja foram analisados (MA et
al., 2012). Na condicdo do abacaxizeiro sob estresse biético nenhum trabalho

ainda foi realizado.

A validacao dos genes de referéncia, e por conseguinte, de uma metodologia
para deteccdo dos trés virus viabiliza o diagnéstico dos virus nas plantas,
levando a producéo e a certificacdo de mudas comerciais sadias. Além disso, o
método permite uma melhor compreenséo dos fatores relacionados a murcha
do abacaxizeiroda, a avaliagdo de técnicas para tratamento da doenca, e
direciona a estudos para desenvolvimento de genotipos resistentes aos virus
do PMWaV.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método para o diagnostico do virus da murcha do
abacaxizeiro, por meio da identificacdo genes especificos, para indexacédo e
certificacdo de material propagativo de abacaxizeiro livre do complexo do

Pineapple mealybug wilt-associated virus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar e validar genes de referéncia para estudo da expressao
génica em folhas e em mudas de abacaxizeiros infectados pelos virus do

complexo PMWaV;

o Estabelecer uma metodologia por PCR em tempo real capaz de detectar
0s virus: PMWaV- 1, PMWaV-2 e PMWaV-3 nas plantas;
. Avaliar a transmissao das trés espécies de virus pela cochonilha

Dysmicoccus brevipes.
. Analisar a presenca dos virus nas principais cultivares comerciais de

abacaxizeiro.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA DO MATERIAL UTILIZADO NAS ANALISES

Para andlise, plantas das cvs. Smooth Cayenne, Pérola e Vitéria, mudas de
cultura de tecido da cv. Vitéria, e cochonilhas Dysmicoccus brevipes foram
obtidas na Fazenda Experimental do Instituto Capixaba de Pesquisa,
Assisténcia Técnica e Extensdao Rural (Incaper), em Sooretama e do Centro
Regional de Desenvolvimento Rural-Centro Serrano (CRDR-CS), Domingos
Martins, Espirito Santo, Brasil. Todas as plantas foram mantidas em vasos no
telado do nucleo de Biotecnologia da Universidade Federal do Espirito Santo,

durante a realizagéo dos experimentos.

A selecdo das plantas no campo foi realizada pela analise visual dos sintomas
da murcha, coletadas isoladamente ou grupos de plantas com sintomatologia

variavel (Figura 7).



33

Coroa

Filhote

Filhote-
rebentdo

Rebentdo

Figura 7 Amostras utilizadas para extragdo do RNA do PMWaV. Plantas sintomaticas e
assintomaticas (A); distribuicdo das folhas do abacaxizeiro de acordo com a idade (B);
cochonilhas, Dysmicoccus brevipes na raiz da planta hospedeira (C); Folha “D” do abacaxizeiro
da cv. Vitoria, mostrando a parte aclorofilada e aclorofilada (D); mudas de abacaxizeiro cv.
Vitéria obtidas de cultura de tecido (E); mudas na planta matriz para propagacao de um novo
plantio (F); grupos de plantas com sintomatologia variavel (G).
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3.2 EXTRACAO E ANALISE DOS ACIDOS NUCLEICOS

A extracdo do RNA foi obtida pelo protocolo do Doyle e Doyle (1990)
modificado, método de Gibbs e Mackenzie (1997) adaptado, Reagente Trizol®
modificado, RNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN) e PureLink® RNA Mini Kit
(Applied Biosystems, Carlsbad, EUA).

Apoés a coleta ou retirada do ambiente de conservacdo, as amostras foram
lavadas em agua corrente, imersas em solucao alcodlica 70%, posteriormente

em agua destilada, e secas com papel-toalha.

Para o processo de lise celular, pesou-se 100mg de material vegetal, colocou-
se no tubo de 2 mL adicionou-se o tampao de extracdo do Kit comercial e 4
esferas de 5 mm. O tratamento ocorreu em moinho de bolas criogénico
(Laarmann, Holanda) a uma frequéncia de 30/s por 20 segundos. Para os
outros protocolos de extracdo e também para Kits comerciais, a trituracao foi
realizada em nitrogénio liquido até pé fino, de forma agil e sem deixar a
amostra descongelar. Posteriormente, o pé foi transferido para tubo
previamente gelado, e imediatamente pesado 100mg, e acrescentado 600u
tampdao ou reagente de extracdo. Os insetos foram macerados diretamente no

tampdao ou reagente de extracdo com bastéo de vidro.

Apbs o preparo da solucdo com material pulverizado seguiu-se o procedimento
de cada protocolo de extracdo, jA& que possuem etapas diferentes para
obtencdo do RNA total.

o Protocolo de Doyle e Doyle modificado

O lisado obtido do tampéao de extracdo CTAB (1% CTAB; 1,4 M NaCl; 20mM
EDTA; 100 mM Tris-HCI, pH 6,8; 1% PVP e 0,1% -mercaptoetanol) foi
submetido a agitacdo em vértex, alternada com imersdo em gelo, por 4 vezes,
seguida de centrifugacdo a 12.000 rpm (11.269 G) a 4°C por 15 minutos. Aos
sobrenadantes adicionaram-se 200 uL de fenol e 100 pyL de cloroférmio,
seguida de centrifugagcéo nas mesmas condi¢des citadas acima. Essa etapa foi
repetida e ao sobrenadante foram adicionados 300 uL de cloroférmio, seguida

de centrifugacdo nas mesmas condicdes. Ao novo sobrenadante adicionaram-
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se 500 pL de etanol absoluto e 50 uL de acetato de sddio 3 M para precipitacéo
por 12 horas a -20° C. O precipitado foi centrifugado por 50 minutos nas

condi¢cbes acima.

o Protocolo de Gibbs e Mackenzie adaptado

O lisado obtido do tampéo de extragdo CTAB 2% foi incubados a 55°C por 20
minutos. Adicionaram-se 300 uL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1),
seguida de centrifugacdo 14.000 rpm (15.339 G) a 4°C por 5 minutos.
Transferiu-se o sobrenadante para novo tubo e acrescentou-se 0,1 volume de
acetato de amoénio 7,5 M e 1 volume de isopropanol gelado. Centrifugou-se
durante 30 minutos a 14.000 rpm (15.339 G) a 4°C.

o Protocolo do Reagente Trizol® modificado

O lisado obtido do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, EUA) foi incubado
por 5 minutos a 30°C. Acrescentaram-se 200 ul de cloroférmio, agitou
vigorosamente por 15 segundos e incubou por 3 minutos a 30°C. Em seguida
centrifugou a 12.000 rpm (11.269 G) a 4°C por 15 minutos. Transferiu a fase
aquosa para novo tubo, adicionaram 500 pl de alcool isopropilico, incubou
durante 10 minutos a 30°C e centrifugou nas mesmas condi¢cdes por 10

minutos.

O pellet gelatinoso ficou depositado no fundo do tubo. Desprezou o
sobrenadante com cuidado para nao perder o pellet. Adicionaram-se 1000 pl de
alcool etilico 75° e centrifugou a 7.500 rpm (4.402 G) por 5 minutos, a 4°C.
Removeu-se o0 sobrenadante e deixou-se o pellet secar, por aproximadamente
10 minutos na camara de fluxo laminar e ressuspensos em 10 pyL de agua Mili
Q. A guantificacdo e andlise da pureza das amostras foram realizadas no
espectrofotometro Nanodrop® 2000 (Thermo Scientific, Carlsbad, EUA).

Os acidos nucléicos extraidos com protocolos convencionais foram tratadas
com DNase (RQ1 RNase-Free DNase, Promega) de acordo com orientacao do

fabricante.

o Kits de extragdo comerciais
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Para analises no gPCR, a extracdo do RNA foi realizada com kit comerciais de
acordo com orientacdo do fabricante. O principio de ambos os métodos é o
mesmo, no entanto, o Kit QIAGEN possui uma etapa de filtragem do lisado.
Isso evita que a coluna subseqliente, ao qual sera selecionado o RNA, ndo

sofra rupturas ou entupimento com residuos do macerado.

3.3 Confeccao dos primers

Para determinar os genes de referéncia e especifico, para o abacaxizeiro
infectado com PMWayV, foi realizada uma analise in silico, considerando dados
da literatura e genes que ja haviam sido usados para estudo da expresséo
génica em abacaxizeiro, e em plantas infectadas por virus. Através do banco
de dados do NCBI foi verificado quais dos genes escolhidos haviam
depositados para o abacaxizeiro (NICOT et al.,, 2005; JAIN, et al., 2006;
BUSTIN et al., 2009, MA et al., 2012; LIU et al., 2012; RODRIGUES et al.,
2014).

Os genes que codificam a regido conservada da proteina de choque térmico,
Hsp70h, de cada estirpe, foram selecionados para confeccdo dos primers
especificos para amplificagdo PCR convencional e PCR em tempo real, com
base nos estudos de Sether e Hu (2005) e Gambley (2008).

Utilizando software Primer3, os primers referentes aos genes candidatos foram
desenhados. Através do BLAST e CLUSTAL multiple sequence alignment
foram realizados o anelamento das sequéncias, para verificar a especificidade
das sequéncias selecionadas, e posteriormente prosseguiu para a confeccéo

dos primers (Figura 8).
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Pesquisa na literatura genes de referéncia para =
abacaxizeiro

Verificar as sequéncias nos bancos de dados para
o genoma do abacaxizeiro — Databases NCBI

Seleciio dos genes de referéncias

Desenho dos primes:
software primer3 ou NCBI| Primer-BLAST

Especificidade dos primers: L ‘ Genes de referéncia
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Genes especificos _

Preparo do primers
Validactio dos primers
Software Real- Time

Estabilidade dos genes de referéncia:
Programas geNorm, NormFinder, delta-Ct

Figura 8 Analise in silico dos genes especificos e de referéncia para o preparo dos
primers para validacao da técnica de RT-PCR em tempo real.

3.4 CONDICOES PARA A SINTESE cDNA E ANALISE POR RT-PCR

A partir 1ug de RNA foi realizada a sintese do cDNA com primer randémico
(250 ngult) e kit M-MLV Reverse Transcriptase (Promega), de acordo com
orientacoes fabricante.

A partir de 2 pL de cDNA, 1uL mix primer F e R (100 nguL), utilizando o kit
GoTag® Flexi DNA Polymerase (Promega), de acordo com orientacdo do
fabricante, foram realizadas as reacdes PCR convencional no Termocilador
Mastercycler personal (Eppendorf®) com a seguinte ciclagem: 94°C por 1 min,
seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 seg, com temperatura de anelamento de
57°C para PMWaV-1 e 51°C para PMWaV-2 e PMWaV-3 por 30 seg, 72°C por

1 min, e 72°C por 3 min.
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Os testes foram realizados em duplicada, e os produtos da PCR foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1%, corados com brometo de
etideo, e visualizados no sistema de captura de imagem L-HE-Pix/L-Pix IMAGE
(Loccus Biotecnologia, Cotia, Brazil). A avaliagdo da integridade do RNA foi
confirmada por RT-PCR com gene da actina. A parte aclorofilada da folha D,

coletada no momento da extra¢éo, foi usada como controle.

3.5 CONDICOES PARA AS ANALISES NO PCR EM TEMPO REAL

Os cDNAs para o experimento no PCR em tempo real foram preparados a
partir de 100ng de RNA total com Kit High Capacity cDNA (Applied Biosytems,
Carlsbad, EUA). Para determinar a curva padrao foi feita diluicdo seriada do
RNA total (100 ng, 10 ng, 1 ng, 0,1 ng e 0,01 ng) de um abacaxizeiro infectado
com PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3, indexado previamente em RT-PCR
convencional. A partir de 10 ng de RNA total foram realizadas as analises

subsequentes.

Para um volume final de 20 uL de reacgao utilizou-se, 10 yL SYBR Green PCR
kit Master Mix (Applied Biosystems, Carlsbad, EUA), 1uL mix primer F e R, a 50
nguL para PMWaV-1; 25 ngulL para PMWaV-2, GAPDH e 18S; 50 nguL para
PMWaV-3, ACT e Ef1a. Essa mistura foi incubada a 95°C por 10 min, seguida
por 40 ciclos a 95°C por 15 s e 60°C por 1 min, no equipamento 7500 Fast
Real-time PCR (Life Technologies, Carlsbad, EUA). A curva de melting foi
gerada a 95°C por 15 s e 60°C por 1 min e 95°C por 15 s. Os dados foram
analisados usando SDS Software System 7500 versdao 2.0.1 (Applied
Biosystems).

Apo6s quarenta ciclos de amplificacdo todas as amostras foram submetidas a
andlise da curva de dissociacao, a fim de validar a auséncia de produtos ndo
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especificos e dimeros de iniciadores. Foi avaliada também a eficiéncia dos
primers, e em seguida a andlise e determinacdo do controle interno, para
uniformidade dos dados (LING et al., 2014). Através do algoritmo NormFinder e
GeNorm foi determinado o gene de maior estabilidade (TESTE et al., 2009; MA
et al., 2012).

Os resultados foram apresentados a partir dos valores de Ct (cycle threshold)
em 3 replicatas bioldgica e experimental em placas, normalizados com gene de
referéncia mais estavel, para planta adulta e mudas. O RNA total de
abacaxizeiro sadio foi utilizado como amostra controle. O abacaxizeiro
infectado com os 3 virus, indexados por PCR convencional, foi utilizado como

controle positivo.

3.6 DISTRIBUICAO DOS VIRUS PMWaV-1, PMWaV-2 E PMWaV-3 NOS
TECIDOS DE ABACAXIZEIRO

A técnica RT-PCR convencional e método de extracdo Doyle e Doyle foram
utilizados para verificar a distribuicdo dos virus nos diferentes tecidos: raizes,
folhas velhas (A e B), folhas novas (C, D, E e F), coroa, gemas apicais e
laterais e mudas (PY et al.,, 1986). Da mesma folha foi usada a regido
clorofilada e aclorofilada. Para o diagnostico na cochonilha a extragdo foi
realizada pelo método Gibbs e Mackenzie (Figura 9).

Para a padronizacdo da técnica em tempo real a extracdo do RNA viral foi
realizada com kits comerciais e reagente Trizol®. As amostras utilizadas foram
regido aclorofilada e clorofilada da folha da posicdo D na planta, e mudas
originadas da técnica de cultura de tecidos, infectadas e ndo-infectadas (Figura

9). Os genes de referéncias foram padronizados para ambas as amostras.
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LISE CELULAR

Nitrogénio liquido/
Moinhe de bolas

DOYLE E DOYLE (1990) REAGENTE TRIZOL®)/ GIBBS E MACKENZIE (1997)
RNEASY® PLANT MINI KIT RT-PCR

Fabarciic

Planta e Mudas Regifio clorofilada, Mudas da técnica de Cochonilhas D. brevipes
convenconais aclorofilada l cultura de tecido l
DistribuicGo do PMWaV Validar metodologia Transmissdo do PMWaV

Figura 9 Amostras e metodologias utilizadas para as diferentes analises realizadas na

pesquisa.

3.7 SEQUENCIAMENTO DOS PRODUTOS DA PCR

3.7.1 Clonagem

Para confirmar a especificidade da reacdo o produto da PCR foi purificado
utilizando-se o Kit Pure Link™ Quick PCR Purification (Invitrogen, Germany),
de acordo com as instrugbes do fabricante. O resultado foi confirmado por
eletroforese em gel de agarose 1,2%. O gene de interesse foi inserido no vetor
pPGEM-T easy® através de uma reacédo de ligagédo, de acordo com o fabricante.
A mistura de ligagao foi preparada empregando-se um volume final de 5 pL
constituidos de 1,5 pL produto de PCR, 0,5 uL da enzima T4 DNA ligase (6U),
2,5 pyL do tampéo de ligagdo para a enzima T4 DNA ligase (2x) e 0,5 pL da
solugéo contendo o vetor pGEM-T easy a 50 ng/uL. Agua Milli-Q foi utilizada
para completar o volume total. Esta reacao ficou incubada a aproximadamente
a 10° C por 18 horas.



41

3.7.2 Transformacédo da Bactéria Escherichia coli DH5_ com o Plasmideo

Recombinante pGEM-T easy

As suspensdes de células competentes DH5_, estocadas a -80° C, preparadas
no proprio laboratério, foram mantidas em banho de gelo até completar o seu
descongelamento. A cada 100 uL de célula DH5_ foram adicionados 5 pL da
reacao de ligacdo. A mistura resultante foi homogeneizada gentilmente. Em
seguida, um choque térmico por eletroporacdo (P1= 1700) foi realizado e as
células devolvidas ao gelo. Apds este periodo, 400 uL de meio LB liquido foram
adicionados ao tubo contendo a célula transformada e a reacdo de ligacdo. A
nova mistura foi mantida a 37° C por 1 hora sob agitacdo em incubadora
refrigerada. Apos esse periodo as células foram plaqueadas em placas de Petri
contendo meio seletivo LB sdlido (LB: 0,5% extrato de levedura, 1% bacto-
triptona, 1% NaCl e 1,5% Agar) suplementado com 20 yL do antibiético de
selecdo ampicilina a 50 mg/mL, 100 yL de IPTG 0,1 M e 20 pyL de Xgal 50ng/
ML, e incubada por 18 horas a 37° C em estufa. Em seguida, um clone de cada
amostra foi transferido para meio LB liquido e incubados a 37°C por 12 h.
Aliguota de cada clone foi transferida para tubos contendo glicerol 50%,
imediatamente congelados e estocados a - 80°C. Das células restantes foi
realizada a extracdo com o Kit Charge Switch® - Pro — Plasmid MiniPrep

(Invitrogen) seguindo as instru¢des do fabricante.

3.7.3 Analise de restricdo dos clones obtidos e sequenciamento

A confirmacédo da clonagem foi realizada através de uma reacao de restricao
dos plasmideos isolados utilizando-se as enzimas ECORI-3 (Invitrogen) para
liberacdo do inserto. A restricdo foi realizada empregando-se um volume final
de 10 pL constituidos de 1 yL do DNA plasmidial a 1000 ng/uL, 1 uL da
enzima, 1 uL do tampao de enzima (10x). Esta reacéo foi mantida a 37° C por 1
horas. O produto de digestédo foi analisado em gel de agarose 1,2%, corado
com solucdo de brometo de etidio a 1 pg/mL e visualizado sob luz UV. As
amostras obtidas da espécie do PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3 foram
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enviadas para Macrogen Inc. (Seoul, Coréia do Sul) para sequenciamento em
Sanger. A identidade das sequéncias para cada espécie foi determinada
utilizando BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

3.8 TRANSMISSAO DO PMWaV-1, PMWaV-2 E PMWaV-3 POR MEIO DAS
COCHONILHAS

Para avaliar a transmissdao do PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3 por meio do
vetor, abacaxizeiros da cultivar Smooth Cayenne infectado e colonizados por
cochonilhas foram selecionados. Amostras de cochonilhas e folhas dessas
plantas foram indexadas, por PCR convencional, para a confirmacdo da
presenca dos trés virus (Figura 9). Dessa planta foram transferidos dez insetos
para cada muda livre de virus, avaliadas previamente por PCR em tempo real
(Figura 10). Ap6s 75 dias, os ensaios foram executados para detectar cada

uma das espécies dos virus nas mudas e cochonilhas presentes.

Figura 10 Processo de transmissao viral para mudas por meio das cochonilhas. A)
Abacaxizeiro infectado com 3 espécie de virus. B) Cochonilhas infectadas obtidas das
plantas doentes. C) Mudas de cultura de tecido sadias que receberam as cochonilhas
infectadas para avaliar a transferéncia dos virus.

As mudas infectadas, obtidas desse processo, foram utilizadas como controle
positivo, para padronizacdo da técnica de PCR em tempo real, no material

propagativo originado da técnica de cultura de tecido.

3.9 PRESENCA DOS VIRUS EM DIFERENTES CULTIVARES DE
ABACAXIZEIRO
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Para avaliar a presenca dos virus nas cultivares com valor comercial, ‘Smooth
Cayenne’, ‘Pérola’ e ‘Vitoria’, plantas foram coletadas no campo e mantidas no

telado da Universidade por 30 dias para adaptagao.

As plantas foram coletadas e agrupadas de acordo com a presenca e
severidade dos sintomas, considerando a coloracao e o nivel de encurvamento
das folhas. As plantas com sintomas leves apresentavam-se avermelhadas
(grupo 2), o que as caracteriza e as diferencia, das plantas assintomaticas
(grupo 1), que mantiveram a cor verde. A cor vermelha mais intensa
representava os abacaxizeiros com sintomas mais avancgados (grupo 4), sendo
percebivel que as plantas com sintomas severos, possuiam encurvamento das
folhas desde a base até o apice, enquanto que as plantas com muitos sintomas
(grupo 3), as folhas dobravam-se somente na base junto ao caule, e tinham as
margens do limbo dobradas para dentro. A queima na ponta das folhas

aparecem em todos os estadios da doenca (Figura 11).

Figura 11 Abacaxizeiros da cv. Pérola agrupados de acordo com a sintomatologia. Da
esquerda para direita € observado o agravamento dos sintomas da murcha do abacaxizeiro. As
plantas foram coletadas e agrupadas de acordo com sintomas: grau 1 - plantas com
auséncia de sintomas; grau 2 - plantas com sintomas leve; grau 3 — plantas com
sintomas intenso; e grau 4 — plantas com sintomas severo.
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Cada grupo era composto por 6 plantas e foi classificado em: grau 1 - plantas
com auséncia de sintomas; grau 2 - plantas com sintomas leve; grau 3 —

plantas com sintomas intenso; e grau 4 — plantas com sintomas severo.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 ANALISE DOS GENES E PRIMERS SELECIONADOS

4.1.1 Genes selecionados

Andlise de bioinformatica para avaliar os genes e desenho dos primers é
crucial para o sucesso no diagnostico RT-PCR. Os genes de referéncia: ACT,
Effa, GAPDH e 18S ribosomal foram selecionados para normalizacdo da
técnica do PCR em tempo real, com base na revisédo de literatura, e depositos

no banco de dados do NCBI (Anexo).

Subere e colaboradores (2009), utilizaram o gene da CP para analisar a carga
viral do PMWaV-2, através da quantificacdo absoluta em PCR tempo real. No
nosso estudo, o gene da HSP 70 foi o escolhido, por ser a regido conservada
de cada espécie do PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3, disponibilizando um

método acessivel para diagndstico dos trés virus.

A escolha do gene da HSP 70 também se baseou nos estudos de Melzer e
colaboradores 2001. Com primers degenerados, que amplificam o gene
conservado HSP70, seguidos de clonagem e sequenciamento, foram
identificados as espécies virais diferentes, designados como PMWaV-1,
PMWaV-2 e PMWaV-3 (MELZER et al., 2001). Posteriormente, o diagndstico
por PCR Convencional das espécies, nas regibes onde a doenga ocorre,
também foram realizadas utilizando tal gene. A existéncia desses dados,
reforcou a selecdo desse gene, como teste, para o desenho dos primers, e a
deteccao de forma especifica e sensivel do RNA dos virus por PCR tempo real
(Tabela 1).

A sequéncia do gene da HSP 70 para a espécie do PMWaV-1, PMWaV-2 e

PMWaV-3, e respectivamente, seus acessos no banco de dados, HE583225.1,
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EU01667.5 e FJ209047.1, utilizados para confeccdo do primers foram

mostrados no Anexo B.

Tabela 1 Lista dos primers desenhados para a deteccao das espécies do PMWaV
por PCR convencional e tempo real.

Primers PCR Convencional PCR Tempo Real

PMWaV-1 R ACAGGAAGGACAACACTCAC GCAGGCGGTAGTAAACGAA
PMWaV-1 F CGCACAAACTTCAAGCAATC  AAGTGCCTCCTCCGAAATC
PMWaV-2 F  CATACGAACTAGACTCATACG ACGGTACCAGCCGACTACA
PMWaV-2 R CCATCCACCAATTTTACTAC CAGCGGTCGGTTCATTTAC

PMWaV-3 F AGTTCACTGTAGATTTCGGA  TGACGTTGTCGGTGTGTTC

PMWaV-3 R ATTGATGGATGTGTATCG ACCACCGCCTGTACGTTTA

Andlise in silico mostrou a especificidade das sequéncias desenhadas para o
PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3, com o gene da HSP 70 especifico, de cada
espécie de virus (Anexo C). Nas andlises realizadas, também n&o foi

observado alinhamento das sequéncias dos primers com o abacaxizeiro.

A regido em que os primers especificos do PCR convencional (letra maiuscula)
e PCR em tempo real (letra minascula) alinham no gene da HSP70 da espécie
do PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3 sdo apresentados no Anexo D. O
alinhamento do primer para PMWaV-1, no gene Hsp70 referente ao PMWaV-2
e -3; do primer para PMWaV-2, no gene Hsp70 referente ao PMWaV-1 e
PMWaV-3; e do primer para PMWaV-3, no gene Hsp70 referente ao PMWaV-1
e PMWaV-2, mostraram a especificidade das sequéncias desenhadas.
Utilizando o programa BLAST no NCBI (SRIVASTAVA et al., 2011) e CLUSTAL

multiple sequence alignment by Kalign (2.0)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/207667269?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K9R89N44014
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4.2 DETECCAO MOLECULAR DO PMWaV POR PCR CONVENCIONAL

4.2.1 Lise celular do material vegetal

O tratamento de lise celular ao qual foram submetidas as amostras, tanto para
folhas de planta adulta, quanto para as mudas, foram eficientes para extracao
dos acidos nucléicos e posterior amplificacdo do RNA viral no PCR
convencional e tempo real (Tabela 2). No sistema de moinho de bolas a
maceragcdo ocorreu em 20 s, enquanto que, no nitrogénio liquido em grau e
pistilo sdo gastos em torno de 10 min por amostra. A precisdo da quantidade
de amostra e a maior simplicidade do processo fazem com que o
processamento no equipamento seja mais vantajoso, quando comparado ao
manual. As chances de contaminacado, e consequentemente, o custo, também

sdo menores no sistema de moinho de bolas.

Tabela 2 Quantificagdo e andlise da pureza realizadas no espectrofotdbmetro Nanodrop® 2000
de abacaxizeiros submetidos a diferentes tratamentos para lise celular.

Método para 3Grau de Pureza 2Grau de Pureza
lise celular Abacaxizeiro 1C9qcentra<;éo
média de RNA
(A260/A280) (A230/A260) total (ng/pl)

Nitrogénio A 2,01 1,93 174

liquido B 2,02 1,89 186

C 1,82 1,60 152

D 1,86 1,80 129

E 2,00 1,60 197

Moinho bolas F 2,10 1,80 263

G 2,07 1,40 183

H 2,08 1,60 148

1) O RNA total de todas as amostras foi extraido com RNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN); 2) Absorbancias A260/A230 (contaminacéo

por polissacarideos ou polifendis); 3) Absorbancia 3A260/280 (contaminagéo por proteinas) devem estar entre 1,8 e 2,1.
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4.2.2 Métodos de extracao

A extracdo dos acidos nucléicos foi a etapa determinante. Devido a presenca
da grande variabilidade e quantidade de compostos secundarios em plantas,
nao existe um método padrdo para o isolamento de acidos nucléicos que possa

ser utilizado para todas as espécies (CAMPOS et al., 2010).

Os trés métodos de extracao selecionados, Doyle e Doyle, Gibbs e Mackenzie
e pelo o reagente Trizol®, apresentaram resultados satisfatérios para obtencéo
do RNA total. Porém, devido as diversos tipos de amostras utilizados, foi
observado particularidades no que se refere a parte da planta e a eficiéncia de

determinado protocolo (Tabela 3).

Tabela 3 Protocolos de extracdo do RNAtotal e amostras utilizadas nas andlises.

Protocolo Material indicado

Doyle e Doyle regido aclorofilada das folhas, mudas e gemas
Gibbs e Mackenzie Cochonilha

Trizol® regido clorofilada, cultura tecidos, e cochonilha
Kits comerciais todas as amostras, e raiz

Para extracdes da parte clorofilada da planta, assim como, para as mudas de
cultura de tecido, recomenda-se o protocolo do Trizol®. No primeiro contato
com o macerado, a clorofila foi oxidada e, apenas em uma etapa de
separacao, a fase aquosa, que contém os &cidos nucléicos, ficou limpida,

formando um pellet incolor e garantindo a amplificacédo posterior.

A agilidade do protocolo Trizol® esta no fato de exigir somente uma etapa de
separacdo e ndo precisar de tempo para precipitacdo. Aléem disso, para
reduzir custo, o protocolo original sugere 1 mL de reagente nas extracées, no
entanto, metade da quantidade é o suficiente. O protocolo também sugere
incubagéo do pellet ressuspenso a 60°C por dez minutos, entretanto essa
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etapa nao foi realizada, sem prejuizos para o resultado. O método do Trizol® é

0 mais aplicado atualmente na extracdo de RNA de plantas.

A eficiéncia do Trizol® pode ser explicada pelo contato direto do material
vegetal clorofilado com o fenol. Este separa 0 RNA das proteinas e o
cloroférmio age na retirada do fenol e contaminantes, além de solubilizar
lipideos (CAMPOS et al., 2010). Também se deve ressaltar, a eficiéncia do
isocianato guanidina, usado para inibir a atividade de RNAses em todas as

etapas do processo.

Tecidos ricos em polifendis ou polissacarideos impde uma maior dificuldade
para extracdo. O CTAB tem a capacidade de separar os polissacarideos dos
acidos nucléicos. Possilvemente esse foi o fator determinante para a eficiéncia
do isolamento do RNA pelo método de Doyle e Doyle, devido ao predominio

da regido aclorofilada por polissacarideo, em relacéo a regiao clorofilada.

E muito importante para o sucesso do isolamento de RNA que os polifendis e
polissacarideos, ndo se liguem aos &acidos nucléicos interferindo na
quantidade, qualidade e integridade da amostra (SUZUKI et al., 2005;
ZAMBONI et al., 2008; CAMPOS et al., 2010). Provavelmente essa € a
explicacdo para a inviabilidade do reagente Trizol® para a extracdo da regiéo
aclorofilada. As amostras extraidas com esse reagente ficaram com pellet

esbranquicgado.

Para extracdes de cochonilhas, o método de Gibbs e Mackenzie foi eficiente,
simples, rapido e baixo custo em relacdo aos outros métodos utilizados. Ao
utilizar até 3 insetos, ndo houve interferentes no extrato para inibir reacao de
PCR (AMORIM, 2011). Esse método de extracdo foi utilizado para deteccéo
do virus da videira nas plantas e cochonilha Pseudococcus longispinus
(KUNIYKI et al., 2006). Para extracdo de material vegetal de abacaxizeiro foi

inviavel, provavelmente devido ao tecido fibroso e/ ou por nédo utilizar fenol.
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O isolamento do RNA para anélise no PCR em tempo real deve ser realizado
com Kit comercial, apesar de mais oneroso. Para técnicas moleculares mais
sensiveis, como estudos de expressao génica, é necessario o isolamento do
RNA com alta qualidade (CAMPOS et al.,, 2010). Métodos convencionais
podem ser usados para extracdo, no entanto, € necessaria a purificagdo das

amostras com Kit comercial.

4.2.3 Selecao plantas doentes e sadias

Por meio da PCR convencional, plantas doentes infectadas com os trés virus, e
amostras de plantas assintomaticas foram selecionadas para padronizacdo da
técnica em PCR tempo real. A presenca do PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3
foi evidenciada nas plantas doentes caracterizados aos amplicons com 589pb,

609pb e 495pb, respectivamente (Figura 12).

M A1 A2 A3 S1 82 83 S84 S5 A1 A2 A3 81 S2 S3 S84 S5 M A1 A2 A3 S1 S2 S3 84 S5 M

= - e e . e o 5o = < 50000
- -~ 3 =
PMWaV-1 PMWaV-2 PMWaV-3

Figura 12 Detec¢do do PMWaVs por RT-PCR. (A) PMWaV- 1, amplicon com 589pb; (B)
PMWaV-2, amplicon em 609pb; (C) PMWaV-3, amplicon em 495pb. Os Al, A2 e A3 sédo
amostras de abacaxizeiros assintomaticos, e S1, S2, S3, S4 e S5, amostras de abacaxizeiros

doentes. (M) Marcador de peso molecular 100bp DNA.

Das 68 plantas analisadas, 46 abacaxizeiros eram assintomaticos, sendo 20
infectados com o virus do PMWaV-3, e 26 plantas selecionadas para a

pesquisa com resultado negativo, na avaliacdo por PCR tempo real.

Observou-se para plantas sintomaticas a ocorréncia dos virus PMWaV-2 e
PMWaV-3, para cvs. Pérola e Vitoria. Na cultivar Smooth Cayenne, os virus
PMWaV-2 e PMWaV-3 ou PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3 predominaram

tanto nas plantas com sintomas, quanto nas assintomaticas.
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4.3 DISTRIBUICAO DO PMWaV NA PLANTA

Os resultados das analises na planta adulta mostraram que é muito escasso a
presenca de plantas sadias no campo. Na expectativa de encontrar alguma
parte da planta ndo infectada, para obtencdo de mudas sadias, outras regides

do abacaxizeiro foram analisadas.

Para a extracdo do RNA viral, a escolha da regido basal da folha D (FD), foi
baseado na disponibilidade de nutrientes, e por ser o local em que as
cochonilhas se encontram sugando o abacaxizeiro. Por meio da PCR
convencional, com primer degenerado foi observado que todas as folhas,
exceto a da posicdo A (FA), nao havia virus (Figura 15). Essas folhas estavam
presentes nas mudas na ocasidao do plantio, sendo um local desfavoravel aos
patdégenos (PY et al., 1984).

Havia uma perspectiva de encontrar gemas laterais ou mudas tipos rebentao,
proximas as folhas velhas, A e B, sem virus. Entretanto, estas amostras
também estavam infectadas (Figura 13). Deve-se considerar a presenca das
cochonilhas na base das folhas e nas raizes das plantas, garantindo a infeccéo

nesta area.

Na regido clorofilada da folha D (FDC), do mesmo modo, foi encontrado
PMWaV. A parte clorofilada da folha, quando comparado a aclorofilada, parece
ser mais favoravel a manutencédo da viabilidade viral, fator importante para o
transporte e armazenamento das folhas pré-diagnostico (AMORIM, 2011). No
entanto, amostra da regido clorofilada deve ser coletada o mais proximo
possivel da aclorofilada, pois, observou-se por PCR em tempo real, que o titulo

viral diminui em direcdo a ponta das folhas (SUBERE et al., 2012).
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FA FDC FF GA CO MC

Sﬁnpb .......

Figura 13 Andlise por RT-PCR de 6rgédos do abacaxizeiro infectado pelo PMWaV. O
amplificon em 350pb, caracteristico dos primers degenerados, evidencia a presenca
do complexo viral da murcha na folha da posi¢cdes D, aclorofilada (FDA) e clorofilada
(FDC), e folha F (FF). Na gema apical (GA), na coroa (CO) e mudas convencionais da
planta matriz (MC) também estavam infectadas. As folhas de posicdo A (FA) nao
apresentaram banda. Marcador de peso molecular 100bp (M).

Gemas apicais (GA) da cv. Smooth Cayenne sintomaticas, antes da
frutificacdo, e as folhas F (FF) e a coroa (CO) da mesma cultivar, pés-
frutificacdo, passaram por andlises. Foi verificado a presenca do PMWaV-1,
PMWaV-2 e PMWaV-3 nas 3 amostras (Figura 13). A freqiéncia de uma
consistente banda do virus para as gemas apicais mostrou ser um fator
preocupante. Essa regido € utilizada como fonte de explante na técnica de
cultura de tecidos, com intuido de produzir mudas livre de patégenos. Além
disso, era esperado que os tecidos do fruto pudessem impedir a passagem do
virus até a coroa, podendo esta vir a ser uma fonte de explante (gemas) livres

dos virus.

Além desses testes, 16 mudas convencionais de diferentes posicdes (MC),
obtidas de abacaxizeiros cvs. Vitoria e Pérola assintomaticas, foram
analisadas. Todas as amostras apresentavam infectadas pelo virus do
PMWaV-3, assim como na planta matriz. Vale ressaltar que, esse €

frequentemente o material, utilizado no campo, para propagacao da cultura.

Os resultados mostram pela primeira vez a infeccdo pelo PMWaV em folhas

jovens, nas gemas, coroas e mudas de abacaxizeiro. Aliados a isso, pode-se
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afirmar que o complexo viral esta distribuido pela planta, exceto nas folhas

velhas.

Mudas obtidas de cultura de tecido também foram avaliadas. As analises por
PCR convencional mostraram que, 20 amostras obtidas ao acaso de 200
clones, provenientes de matriz de abacaxizeiro assintomatico, ndo houve
amplificacdo dos virus. Foi esse resultado que sugeriu a avaliacdo dessas
amostras por PCR em tempo real, para verificar se de fato, ocorre a limpeza
clonal através da técnica de cultura de tecidos, e disponibiliza metodologia para

certificacdo de mudas comerciais.

4.4 PADRONIZACAO DO PCR EM TEMPO REAL PARA O DIAGNOSTICO
DO PMWaVv-1, PMWaV-2 E PMWaV-3 EM FOLHAS E MUDAS DE
ABACAXIZIERO

4.4.1 Especificidade da técnica

Na analise dos primers desenhados, para deteccdo das espécies dos virus
PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3, e genes de referéncia, a eletroforese em
gel de agarose, mostrou fragmentos individuais do tamanho esperado (Figura
14).
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Figura 14. Eletroforese em gel de agarose dos primers para deteccao das espécies
dos virus PMWaV-1 (V1), PMWaV-2 (V2) e PMWaV-3 (V3), e genes de referéncia de
abacaxizeiro candidatos.

As curvas de amplificagdo foram geradas a partir da diluicdo seriada da
amostra controle, planta infectada com os virus PMWaV-1, PMWaV-2 e
PMWaV-3, indexada por PCR convencional. A curva de dissociacdo mostrou
amplificacdo especifica para cada gene, confirmada pela presenca de um Unico
pico na respectiva temperatura de melting (Figura 15 e 16). Na tabela 5
encontra-se os valores da temperatura de melting de cada par de primer
especifico e controle enddgeno.
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Figura 15 Curva de dissociacdo dos diferentes primers, mostrando a presenca de um unico
pico na respectiva temperatura de melting para os 3 virus.
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Figura 16 Curva de dissociacdo dos diferentes primers desenhados para genes de referéncia
em abacaxizeiro infectado por virus, para normaliza¢éo da técnica de gPCR.

Os resultados da PCR em tempo real, de acordo com a curva padréo,
apresentaram primers com coeficiente de determinacéo (R?) em torno de 0,998
e slope de -3,528, revelando uma eficiéncia de amplificacdo de

aproximadamente 100%, mostrando-se confiavel para a deteccéo dos virus do
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PMWaV (Tabela 5), tal como sugerido na literatura (LIU et al., 2012; DEY et al.,
2012; CHENG et al., 2013).

Tabela 5 Lista dos primers com os valores da eficiéncia de amplificagdo, coeficiente de
correlacdo e temperatura de melting.

Eficiéncia de
Primers* **R2 Temperatura de
amplificagcéo (%) melting (°C)
PMWaV-1 F TR 91.27 0,972 77
PMWaV-1 R TR
PMWaV-2 F TR 94.55 0,985 76
PMWaV-2 R TR
PMWaV-3 F TR 101.52 0,921 76,5
PMWaV-3 R TR
ACTFTR 100.59 0,999 79
ACTRTR
EF1a F TR 101.21 0,998 78
EF1a RTR
18SFTR 101.35 0,976 77
18S R TR
GAPDH F TR 100.33 0,998 77
GAPDHR TR
*TR = Tempo Real **R2 = Coeficiente de correlagdo

A amostra usada para gerar as curvas de amplificacdo foi obtida da folha da
posicdo D, do abacaxizeiro adulto sintomatico, amostra S4, indexada no PCR
convencional. Em uma analise com 40 ciclos no PCR tempo real, foram
encontrados valores de Ct igual a 25 para o PMWaV-1(1), Ct de 21 para o
PMWaV-2 (2), e Ct de 19 para o PMWaV-3 (3). Nao houve amplificacao (regiao
4) para abacaxizeiro sadio, amostra Al e para o NTC (Figura 17). Para muda
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infectada foi encontrada curva de amplificacdo com mesmo padrao para os 3

VIrus.
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Figura 17 Curva de amplificacdo do abacaxizeiro infectado pelos trés virus (S4).
PMWaV-1(1), PMWaV-2 (2) e PMWaV-3 (3). Auséncia de amplificacdo para
abacaxizeiro sadio (A1) e o NTC (4).

A especificidade dos primers foi avaliada em relacdo ao abacaxizeiro, e a cada
gene da HSP 70 das diferentes espécies do virus. Na figura 18 esta
apresentado o desenho experimental de uma placa de PCR tempo real com as
amostras utilizadas como controle experimental. O P nas linhas, representa
primers especificos, sendo Cl, o controle interno da reacdo. A cada letra
acompanhada de um numero, na coluna, representa uma amostra, sendo o A
de planta assintomatica, e S de planta sintomatica. E importante observar que

todas as amostras foram avaliadas com o controle interno, validando a reacéo.

Na figura 20 a planta Al, o controle negativo da reacao, esteve em contato com
os trés primers, e ndao ocorreu amplificacdo. Esta planta encontrava-se com
caracteristica assintomatica no campo, e nao apresentou banda especifica
para nenhum dos trés virus, no PCR convencional, utilizando primers

especificos do gene HSP 70, validados em diversos trabalhos.
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1 2 3 4 5 6 7 &8 9 10 11 12

A F1 F1 F1 F1 F1 Pl Pl Pl F1
1 1 C1 511 §11 511 C- C- C-
B F2 F2 P2 P2 F2 P2 F2 P2 P2
511 511 s C- C- C-
C P2 P3 P3 P2 P3 P3 P2 Pr3 P3
1l 1 C1 511 511 511 - - C-
D I I o il Cl a
1 1 C1 511 511 51
A3 AL A3 52 52 52
F F2 P2 P2 P2 F2 P2 P2 P2 P2
A2 AT A3 52 52 52 + c+ C+
o F3 F3 F3 P2 P3 P3 ] P3 P3
Lok AL A3 52 §2 52 c+ Ct C+
H Cl Cl | il Cl |

AZ A2 A3 52 52 52

Figura 18 Desenho experimental de uma placa de PCR tempo real com as amostras
utilizadas como controle experimental. O P nas linhas, representa primers especificos,
sendo ClI, o controle interno da reacdo. A cada letra acompanhada de um namero, na
coluna, representa uma amostra, sendo o A de planta assintomatica, e S de planta
sintomatica.

Na figura 19 a amostra infectada com a espécie do PMWaV-3 (A3) e a amostra
infectada com a espécie do PMWaV-2 (C1), ndo amplificou primer do PMWaV-
1 e PMWaV-2, e nao amplificou PMWaV-1 e PMWaV-3, respectivamente,
mostrando a especificidade do primer 2 e 3, corroborando com dados de
bioinformética. O primer desenhado para o PMWaV-1 ndo anela na HSP 70 do
PMWaV-2 e PMWaV-3; o primer do PMWaV-2 ndo anela no gene do PMWaV-
3; e o0 primer do PMWaV-3 nédo anela no gene da HSP 70 do PMWaV-2.
Considerando a amostra infectada com PMWaV-1 e PMWaV-3 (S11), excluiu-

se a possibilidade de anelamento com primer para PMWaV-2.
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Figura 19 Expressdo génica do abacaxizeiro sadio e infectado. A actina foi gene de
referéncia para normalizar a gPCR. Foi observado auséncia de expressao nas plantas
sadias, e infeccdo pelo PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3 nas plantas doentes. As

amostras foram apresentadas em duplicata biolégica.

Nas analises realizadas por PCR convencional e tempo real ndo foi encontrado
nenhuma planta controle somente com a espécie do PMWaV-1 ou com
PMWaV-1 e PMWaV-2, mostrando experimentalmente a especificidade do
primer 3, ja que existe a possibilidade do primer do PMWaV-3 anelar no gene

do PMWaV-1, gerando resultado falso positivo para a espécie do PMWaV-3.

A sequéncias similares, obtidas do alinhamento do resultado sequenciamento
com o0s gene da HSP 70 de cada virus, foram submetidos a uma pesquisa
BLAST, e mostraram autenticidade as sequéncias especificas depositadas
(Figura 20).
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A >168728-035_A13_WV1_SP6.abl 1332 PMuav-1
AGGGAAATGAATCACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGG
CGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGCAGGLGGTAGTAAACGAACCGACCGC
AGCCGGATTGAGTGCTTTCATAACTACCCCGAAAACTTCTGTGAATTATT
TGTTAGTCTATGATTTCGGAGGAGGCACTTAATCGAATTCCCGCGGLLGL
CATGGCGGCCGERAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAG
TCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAMA
CCCTGRCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCA
GCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTG
CGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGLG
GCGGATGTGATGATTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCT
AGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCG
GCTTTCCCCRTCAAGCTCTARATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTT
AGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAMAAACTTGATTAGGGTGATGGTTC
ACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGETTTTTCGCCCTTTGACGTTGG
AGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTC
AACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTC
GGCCTATTGATTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATT
TTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTA
CGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAA
TGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGT
ATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAA
AGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTT
TGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGETGAAA
GTAAAAAATGCTTAAMAATAATTTGGGTGCCCCAATGGGGTTACATCCAA
ATTGGATTCCACAACCGGGAAMAAACCTTTGAAAATTTTCCGCCCCGAAG
AAACGTTTTTCCAAGGGTAGGACCTCTATTAAGGTCTCGCCTTGTGGGGG
CGGGTATTTACCCGCTATTTTACCCTTCTGAT

Alinhamento do resultado do sequenciamento com gene dos respectivos virus

>1c1|Query_167217:73-180 PMiaV-1

>168728-0835_C13_WV2_SP6.abl 1421 PMuWaVv-2
AAAAAATGACATCACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGETCGACCTGCAGG
CGGCCGCEAATTCACTAGTGATTACGGTACCAGCCGACTACAACTCTTTT
AAACGTAGTTTTATAACTAACTGCATGAAAGACTTGGGTATTCCAGTAAG
GGCTATAGTAAATGAACCGACCGCTGAATCGAATTCCCGCGBCCGCCATG
GCGGCCGEEAGCATGCGACGTCGGECCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGT
ATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCT
GGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTG
GCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCA
GCCTGAATGGCEAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGLGCGGLGE
GTGTGGTEGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGLCCTAGCG
CCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGLTT
TCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGECTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTG
CTTTACGGCACCTCGACCCCAAMMAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGT
AGTGEGCCATCGCCCTGATAGACGETTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTC
CACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACC
CTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCC
TATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAA
CAMAATATTAACGCTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCA
TCTGTGCGGTATTTCACACCGCATCAGGTGGCACTTTTCGGEGAAATGTG
CGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCARATATGTATCC
GCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGA
AGAGTATGAGTATTCAACATTTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGC
GGCATTTTGCCTTCCCGGTTTTTGCTCACCCAGAARACGLTGGGTGAAAA
TAAAAAGTTGCTTAAAAATAATTTGGGEGGCCCAAATGGGGTTACATCCC
AAATGGGATCTCCAACACCGGEGAAAAATCCTTGEAGAGTTTTTCCCCCC
GAAAAMACATTTTTTCAAAGGAGAAGAACTTTTTARAGTTCTTGCTAATT
GGGCCGGEGGTATTATCCCCCATTTATGCCCC AAGAAAAAATTTG

»160728-035_E13_WV3_SP6.abl 1434 PMWaV-3
AGACCATACATCACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGETCGACCTGCAGGC
3GCCGCGAATTCACTAGTGATTACCACCGCCTGTACGTTTATCGAACTCA
ATTTGCAACTTTCATATATAAAACTGCGTAAATAAGAGTTGTAAGCTGCA
3GTACAGAACACACCGACAACGTCAAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATRG
26GCCGEEAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTA
[TACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTG
SCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGG
JGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGLGCAG
CCTGAATGGCGAATGEACGCGCCCTATAGCGECGCATTAAGCGCGGCGEE
[GTGGTGETTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGL
CCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTT
CCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGC
TTTACGGCACCTCGACCCCAMMAMACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTA
sTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCC
ACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCC
[ATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCT
ATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAAC
AAAATATTAACGCTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCAT
CTGTGCGGTATTTCACACCGCATCAGGTGGCACTTTTTCGGGGARATGTG
CGCGGAACCCCTATTTGGTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCC
JGCTCATGAGAAAAAAAACCCTGATAAAAGCGTTCAAAAAATATTTGAGA
AAGGGAGAAATATAGAGTATTTCACAAATTTTCCGGGGGCGCCCCTTATT
TCCCTTTTTTTGGGGGAATTTTGCCTTCCCCGGTTTTTGTTCCCCCCCAA
AAAAACTGGGETGGGAAAAGAAAAAAAAGAT TGAAAAATATAATTTGTGGG
SCACAACCAGAGGGTGTTTACCCACTATGGATCTTCCCACACCGAGGAGA
AAAACTCTTTTAGAGATTTTTTCTCCCCCACACAAAGAATATTTTAATGT
TGAAGGAACGGTTTTTTAATATTATAGTATTATTGEGTGTGGCGCCGTA

GGCGCCGCGCAAMATAATTTTCTCAAMAGACATGGTGEGGAGTGACTCTA
CCCGCTCACGAAMAAGATCAT

TTCTCACAATATATACTTAACCTGGGACCTAATAAGCAACTATCCACGCC
[CCGGCATGAGCCAACTCTTCTTCTTATTCAAGT

TGCAGGCGGTAGTAAACGAACCGACCGCAGCCGRATTGAGTGCTTTCATAACTACCCCGAAAACTTCTGTGAATTATTTGTTAGTCTATGATTTCGGAGGAGGCACTT

>1cl|Query 133503:68-176 PMWaV-2

GTGATTACGGTACCAGCCGACTACAACTCTTTTAAACGTAGTTTTATAACTAACTGCATGAAAGACTTGGGTATTCCAGTAAGGGCTATAGTAAATGAACCGACCGLTG

>1cl|Query_229953:71-175 PMWaV-3

TTACCACCGCCTGTACGTTTATCGAACTCAATTTGCAACTTTCATATATAAAACTGCGTAAATAAGAGTTGTAAGCTGCAGGTACAGAACACACCGACAACGTCA

Figura 20 A) Dados obtidos a partir do sequenciamento do produto da PCR
convencional utilizando primers do PCR tempo real da espécie do PMWaV-1, PMWaV-
2 e PMWaV-3. B) Alinhamento das sequéncias provenientes do sequenciamento ao

gene HSP 70 corresponde a cada virus.

O grau de identidade das amostras do produto da PCR, as sequéncias
especificas depositadas, usadas para desenhos do primers, foram de 97% para
PMWaV-1 (Gene: HE583225.1), 98% para PMWaV-2 (Gene: EU016675.1) e
98% para PMWaV-3 (Gene: FJ209047.1). Nao houve alinhamento com outros
virus ou com genes do abacaxizeiro (Figura 21). Tais dados corroboraram com

analise in silico.

O reafirmam a
especificidade do primers para deteccdo do PMWaV-1, PMWaV2 e PMWaV-3,

e assim seu uso para o diagnostico dos virus em plantas sintomaticas e

resultado da clonagem seguido do sequenciamento

assintomaticas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/207667269?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K9R89N44014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/207667269?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K9R89N44014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/344029983?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NBS9YS1N014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/207667269?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K9R89N44014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/154000873?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K9PVC48A014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/207667269?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K9R89N44014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/207667269?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K9R89N44014
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Figura 21 Produto do alinhamento das sequéncias similares, obtidas do alinhamento
do resultado sequenciamento com os gene da HSP 70 de cada virus. A autenticidade
as sequéncias especificas depositadas nos bancos de dados foram de: A) 97% para
PMWaV-1(Gene: HE583225.1); B) 98% para PMWaV-2 (Gene: EU016675.1); e 98%
para PMWaV-3 (Gene: FJ209047.1).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/207667269?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K9R89N44014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/207667269?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K9R89N44014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/344029983?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NBS9YS1N014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/207667269?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K9R89N44014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/154000873?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K9PVC48A014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/207667269?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K9R89N44014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/207667269?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K9R89N44014
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4.4.2 Selecao dos genes de referéncia para controle interno e estudo
expresséo génica

Para avaliar com precisdo 0s niveis de expressdo de genes é essencial
normalizar os dados da PCR quantitativa em tempo real com genes de
referéncia adequados (JAIN et al.,, 2006; FAN et al., 2013). Neste estudo,
examinaram-se os genes candidatos: ACT, Effa, GAPDH e 18S. Através do
delta-Ct observou-se que, a diferenca entre os abacaxizeiros sadio e infectado
foi de Ct até 1 para os quatro genes (Figura 22). Esse resultado apresenta-se
dentro dos valores estabelecidos, permitindo a normalizacdo da técnica nas

folhas da planta adulta e mudas utilizando um dos 4 housekeeping.
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Figura 22 Curva de amplificacdo dos genes de referéncia analisados, mostrando o
delta-Ct entre os abacaxizeiros sadio e infectado com PMWaV-1, PMWaV-2 e
PMWaV-3 para os genes de referéncia. O delta Ct nos 4 genes de referéncia testados
foi menor que 1.
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A estabilidade dos genes de referéncia foram realizadas por meio do GeNorm e
NormFinder, revelando para folhas o gene da actina como o mais estavel
dentre os estudados, enquanto nas mudas foi o Ef-la (Tabela 6).
Coincidentemente, a actina também foi considerada o melhor gene de

referéncia para analise do abacaxizeiro sob estresse abibtico (MA et al., 2012).

Tabela 6 Valores de estabilidade para genes de referéncia estudados.

Mudas Folhas
Gene
NormFinder GeNorm NormFinder GeNorm
actin 0,014 0,17 0,257 0,025
EF-1a 0,014 0,163 0,246 0,031
GAPDH 0,461 0,217 1,376 0,378
18S rRNA 0,654 0,441 0.593 0,020

NormFinder: M<1.5 GeNorm: M< 0.5

Com a determinagcdo dos genes de referéncia, tornou-se possivel a
normalizacdo da técnica para o diagndstico dos virus relacionados com a
murcha, e a quantificacdo de genes no hospedeiro infectado. Este é o primeiro
relato da padronizacdo de genes de referéncia para analise de perfis de
expressao de transcritos com a tecnologia de RT-gPCR em abacaxizeiro
infectado.
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4.4.3 Sensibilidade da técnica

A técnica de PCR em tempo real, permitiu a deteccdo, ciclo a ciclo,
considerando a intensidade de fluorescéncia emitida em decorréncia da
amplificacdo da sequéncia de alvo, logo no inicio da fase exponencial. Na PCR
convencional a deteccdo ocorre na fase do platd, e a analise é baseada no

produto final da reacéo.

A sensibilidade da técnica de gPCR € dependente de varios fatores, como, o
uso de controle interno para cada amostra, validado nesse estudo, e a
otimizacdo da técnica. A curva de diluicdo foi utilizada para determinar a
concentracdo dos primers, e do RNA para execucdo das analises. A planta
sadia foi importante para determinar o limite de corte do Ct, e inclusive para
padronizar a concentracao ideal dos primers, ndo haver formacéo de dimeros,

gue deveria corroborar com o resultado apresentando nas amostras do branco.

A eficiéncia primers é uma ferramenta que esta intimamente ligada a
sensibilidade da reacdo, no PCR em tempo real. O desenho das sequéncias é
primordial para o sucesso na deteccdo. Um valor de eficiéncia dos primers
proximo a 100%, como ocorreu nos dados deste trabalho, permite a
amplificacdo do alvo com valor de Ct o mais real possivel na fase exponencial

da reacéo.

A propagacdo vegetativa do abacaxizeiro favorece a disseminacdo do virus
através de plantas assintométicas infectadas. Estudos realizados mostraram
gue plantas sem sintomas que apresentaram resultado negativo na PCR
convencional, foram detectadas como positivas por PCR tempo real (GALLELLI

et al., 2014). Estudo de Dey e colaboradores (2012), mostrou que 90% dos
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abacaxizeiros com resultado inconclusivo para PMWaV-2, indexados por PCR
convencional, apresentaram titulos virais na analise por quantificacdo absoluta

em PCR tempo real.

Existem relatos na literatura de amostra com valor de Ct maior que 35
considerado resultado negativo fiavel, inconclusivo, ou ainda, amplificagdo
tardia para gPCR com 40 ciclos (KOKKINOS E CLARK, 2006; ABREU et at.,
2012, LIU et al.,, 2012, GALLELLI et al.,, 2014). Nesse estudo, para o0
diagnéstico das plantas, foi determinado abacaxizeiro livre de virus, a que néo
apresentou amplificacdo e quando o valor de Ct foi indeterminado, acusado
pelo software. Amostras em que a curva de amplificacdo era duvidosa e com

valores altos de Ct, igual ou superior a 34, foi considerado indeterminado.

Na rotina dos laboratérios de diagndstico, amostras com Ct duvidoso € sempre
realizado reandlises para garantir o resultado. Nos testes realizados nesse
trabalho, especialmente nas mudas e para determinar amostra sadia da planta

adulta, foram realizadas varias repeticoes.

Ao avaliar clones de abacaxizeiros produzidos a partir da técnica de cultura de
tecidos, observou-se que nao houve amplificacdo, por PCR convencional, em
20 mudas, escolhidas ao acaso de 200 clones. Na andlise por PCR em tempo
real os valores de Ct dessas amostras foram altos (Tabela 7). Ao comparar 0s
dois métodos, observou-se que as amostras, de mudas e de folhas,
consideradas como indeterminadas, coincidiram com resultado negativo no gel

de agarose.
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Tabela 7 Indexacao por PCR tempo real de mudas de abacaxizeiro obtidos da técnica
de cultura de tecidos.

Mudas de cultura

de tecido PMWaV-1 PMWaV/-2 PMWaV-3
CT1 394 28 |
CT2 39,8 352 33,
CT3 338 342 33,0
CT4 l 33,8 |
CT5 I 32,4 |
CT7 383 340 353
CT9 36,7 342 |
CT10 356 334 385
CT11 l l !
CT12 l l |
CT13 I 33,9 37,0
CT14 371 352 352
CT15 I 384 |
CT16 33,1 N7 382
CT17 | 33,9 !
CT18 | 335 |
CT19 386 35,8 |
|
CT20 | 346
Branco I I |
Controle negativo 36,0 75 379
Controle positivo 273 208 233
(I) Ct com valer indeterminado ou auséncia de amplificacdo (CT) Cultura de fecido

Aproximadamente 70 abacaxizeiros foram selecionados, indexados por PCR
convencional e em tempo real para detecc¢ao dos virus PMWaV-1, PMWaV-2 e
PMWaV-3. Na tabela 8 € apresentado os distintos resultados encontrados,
considerando plantas adultas sintomaticas e assintomaticas, e alguns

exemplos de amostras, considerando a sensibilidade das técnicas.

O resultado falso negativo, por meio da PCR convencional, para as folhas e
mudas: CT16, A7, S6, S7, S12 para virus 1; CT1, CT5, CT10, CT16, A5, A7 E
S13 para virus 2; e CT2, CT3, S7 para o virus 3, comprova a sensibilidade da

técnica do PCR em tempo real (Tabelas 7 e 8).
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Tabela 8 Comparacdo dos métodos de diagnostico por PCR convencional e tempo real, em
amostras de abacaxizeiro sintomaticas e assintomaticas

Grupo de plantas Cadigo PCR convencional qPCR2?
PMWaV/-1 PMWaV-2 PMWaV-3 PMWaV/-1 PMWaV/-2 PMWaV-3

v - . - TN TN TN

Assintomaticas A5 - - + N 30/5 3VE
AS + 35N 35/N 20/
A7 - - + 29/8 29/8 288
Al + + + 22/8 21/8 19/8
Af + + + 278 228 2178
S6 - + + 335 19/5 20/ S
57 - + - 3218 218 325
g - + + 36/ N 22/5 218

Sintomiticas 59 + + + 2718 238 2118
s10 + + + 2005 18/5 20/ 3
s11 + - + 21/8 35N 22/ 8
812 - - + 29/8 AN 2178
813 - - + I'N 30/8 2008

1 Presenca amplicon: (+) & (-) auséncia;  2{1) Ct com valor inderteminado ou auséncia de amplificacio 3) Deteccdo do virus : sim (S) e nd0 (M)

Os dados também confirmam a disseminacéo do virus PMWaV-1, PMWaV-2 e
PMWaV-3, por meio de mudas assintomaticas infectadas. Com o decorrer do
tempo, a replicacao viral e/ ou a presenca do vetor levam ao surgimento dos
sintomas, acometendo o desenvolvimento e produtividade do abacaxizeiro. Dey
e colaboradores (2012), mostraram a influéncia das cochonilhas na

manutencao da carga viral da espécie do PMWaV-2.

Em muitas regies produtoras de abacaxizeiro as espécies do PMWaV-1 e
PMWaV-3 nédo estéo relacionadas com sintomas da murcha do abacaxizeiro,
no entanto, no nosso resultado foram apontadas seis plantas apresentaram

infeccdo associada a essas duas espécies.
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Em relacdo a etiologia da doenca observou-se a prevaléncia do PMWaV-3 nas
plantas assintomaticas e sintomaticas. Esse é um fator preocupante, ja que
expde a cultura a risco. O acumulo de diferentes virus, a distinta sensibilidade
das cultivares em resposta a infeccdo e as condigcdes ambientais podem
contribuir para a etiologia da doenca, ou contribuir para a severidade dos
sintomas (GAMBLEY et al., 2008; BASSO et al., 2010). Os resultados refletem
a importancia de conhecer o estado fitossanitario da planta, independente da

manifestacdo ou ndo dos sintomas.

Existem viroses que nao produzem sintomas visualmente perceptiveis ou
facilmente distinguiveis, entretanto, podem afetam a cultura. O PMWaV-1 nao
estq associado diretamente ao desenvolvimento dos sintomas na Australia e
Havaii, no entanto, ha relatos da sua influéncia na queda da produtividade do
abacaxizeiro (GAMBLEY et al., 2008). Muitas vezes a baixa produtividade das
lavouras € associada a deficiéncias nutricionais ou estresses abidticos,

passando despercebida a presenca do virus nas plantas.

Considerando ainda, a analise feita em relacdo a etiologia da murcha, ficou
exposto que, ndo pode ser feita nenhuma relacdo entre as caracteristicas
visuais dos sintomas do abacaxizeiro, com a presenca de determinado virus.
Testes considerando a sintomatologia das plantas e a presenca dos virus, em
genotipos comerciais, reafirmam esses dados (Figura 23). Talvez essa seja a
explicacéo para a divergéncia nos diversos estudos, em relacdo as espécies do
PMWaV que estédo relacionadas com a doenca. A coleta do material é fator

subjetivo, que pode influenciar no resultado.
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Figura 23 Deteccdo viral do PMWaV em relagdo a sintomatologia da murcha do
abacaxizeiro na cultivar Pérola. A planta sadia (0), representa o controle negativo.
Para cada grupo de plantas foram utilizados triplicata biolégica e experimental. Os 4
grupos de plantas foram separados de acordo com os sintomas: auséncia de sintomas
(1), pouco sintomas (2), muito sintomas (3) e sintomas severos (4).

A analise da cultivar Pérola mostrou que o surgimento e severidade dos
sintomas esta relacionada com o aparecimento das diferentes espécies. No
grupo de plantas com auséncia de sintomas, a espécie do PMWaV-3
predominou. A espécie do PMWaV-1 apareceu em um numero pequeno de

plantas doentes, e em 6 abacaxizeiros.

Para a espécie do PMWaV-2, a deteccdo ocorreu nas plantas com muito
sintomas e sintomas severos da doenca. Em diversas regides produtoras de
abacaxizeiro, o PMWaV-2 esta diretamente relacionado com desencadeamento
dos sintomas quando associado as cochonilhas, Dysmicoccus brevipes (HU et
al.,, 2012). O fato curioso na analise deste experimento nas condi¢cdes
brasileiras foi a auséncia de deteccdo do PMWaV-2 nas plantas com poucos

sintomas (grupo 1).

A explicacdo pode estar na regressao dos sintomas nesse grupo de plantas,

devido ao suporte nutricional recebido com adubacdo e tratamento com
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inseticidas, em meses anteriores. Ja foi relatado para outros genotipos, o
retorno do vigor das plantas com sintomas da murcha do abacaxizeiro no
campo, apds a nutricdo da planta e eliminacdo das cochonilhas. Sether (2009)
prop0s que, plantas afetadas com murcha podem recuperar-se de sintomas de

murcha, mas permanecem infectadas com o complexo viral.

Os sintomas da murcha frequentemente aparecem em reboleiras, devido ao
transporte das cochonilhas pelas formigas e a preferéncia do inseto por plantas
com vitalidade. No periodo da coleta essa caracteristica na plantagéo foi pouco
observada devido ao estddio avancado da doenca. Havia um forte
comprometimento das raizes das plantas sintomaticas, que se apresentavam
secas, grande parte mortas, e com pequeno numero de insetos. A presenca de
formigas, a procedéncia do material de plantio, as condi¢des fisiologicas das
plantas e do solo, a alta temperatura ambiente e periodos de precipitacéo,

contribuem para elevar o nivel populacional da praga (LACERDA, 2009).

De acordo com Basso e colaboradores (2010) a propagacdo vegetativa
favorece infeccdes virais multiplas, com expressao diferencial de sintomas em
funcdo da combinacdo da hospedeira com a espécie viral. As particularidades
de cada cultivar devem ser definidas, pois, influenciam no manejo da cultura e

apontam caracteristicas para o desenvolvimento de uma planta resistente.

Baseado nisso, plantas da cv. Vitéria, com as mesmas caracteristicas da cv.
Pérola, foram coletadas no campo no periodo p6s adubacdo e chuvas.
Contrariamente ao esperado, foi revelado a amplificacdo das 3 espécies do
PMWaV em todos os grupos, independente da existéncia ou severidade dos
sintomas. Coincidentemente, plantas da cv. Smooth Cayenne do campo, e
mantidas no telado, assim como da cv. Pérola anteriormente analisadas, apos

irrigacéo e adubacéo, apresentaram o mesmo resultado (Figura 24).
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Figura 24 Deteccdo viral do PMWaV em relagdo a sintomatologia da murcha do
abacaxizeiro na cultivar Vitoria. A planta sadia (0), representa o controle negativo e
planta infectada com as 3 espécies. Para cada grupo de plantas foram utilizados
triplicata biologica e experimental. Os 4 grupos de plantas foram separados de acordo
com os sintomas: auséncia sintomas (1), pouco sintomas (2), muito sintomas (3) e
sintomas muito severos (4) e (5), controle positivo.

Pode ser sugerido que as variaveis clima, gendtipo e nutricdo da planta
justificam tais resultados. Além disso, os dados reforcam que a classificacao
visual dos sintomas, em relagdo a presengca ou auséncia de determinada

espécie do PMWayV é falha.

Os resultados demonstraram a sensibilidade e especificidade da técnica para o
diagnéstico em PCR tempo real das espécies do PMWaV-1, PMWaV-2 e
PMWaV-3 em abacaxizeiros. Com validacdo do método de diagndstico é
possivel selecionar a planta sadia para producdo das mudas. Contribui também
para entender melhor a murcha do abacaxizeiro, e para validar um método

para controle da doenca.

A escassez de abacaxizeiro livre de virus no campo, favoreceu a valida¢do da
metodologia nas mudas, disponibilizando uma ferramenta para certificagcao de

material propagativo que atende as recomendacgfes fitossanitarias para
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producdo de material propagativo livre de virus. A Portaria n° 47 de 02
marco/2009 do Ministério da Agricultura, exige que os Laboratérios
comercializem mudas de abacaxizeiros com nivel zero de tolerancia aos virus
PMWaV.

A metodologia por PCR tempo real utilizando mudas, permite confirmar a
limpeza clonal originada da técnica de cultura de tecidos. Por meio da técnica
do PCR convencional, Sether e Hu (2002) relataram que o PMWaV-1 pode ser
eliminado por meio do uso de gemas da cultura de tecido. Cheong e
colaboradores (2012) também mostraram a eliminag&o de cinco virus, a partir
de cultura de tecidos da gema apical da cana. Amorim (2011) relatou que de 20
mudas de cultura de tecido de diferentes gendtipos, trés mudas estavam

infectadas pelo PMWaV.

4.5 TRANSMISSAO DOS VIRUS DO PMWaV PELAS COCHONILHAS
Dysmicoccus brevipes

Para obter clones infectados, para padronizacdo da técnica do PCR em tempo
real, foi necessario fazer a transmissdo dos virus, de uma planta matriz, por
meio de cochonilhas, para as mudas. Antes de realizar a transferéncia foi
confirmado, por PCR convencional, a presenca das trés espécies na planta e a
aquisicdo dos virus pelas cochonilhas que a colonizavam (Figura 25). As

mudas sadias foram selecionadas por PCR em tempo real.

Figura 25 Aquisicdo dos virus da murcha do abacaxizeiro pelas cochonilhas D. brevipes. (V1)
PMWaV-1 (600pb), (V2) PMWaV-2 (609 pb) e (V3) PMWaV-3 (495pb). (M) marcador 100pb.
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Apo6s 75 dias foi verificado a transmissdo viral nas mudas, nas cochonilhas
presentes nas mudas infectadas, e na planta matriz. Fato curioso foi auséncia
da transmissdo do virus do PMWaV-1 pela cochonilhas, D. brevipes. Nos
insetos que colonizavam as mudas, também ndo foi detectado esse virus
(Figura 26 A).

A deteccdo do PMWaV-2 e PMWaV-3 foi observada na amostra CT14 e na
cochonilha que a colonizava e confirmada através do tempo real, e em outras
cinco mudas para qual foram transferidas as cochonilhas. Contudo, observou-

se que o vetor ndo um bom transmissor do PMWaV-1 (Figura 26 A e B).

l PMWav-1
A B . PMWav-2
W PrVaV-3

Muda Cochonilha o

A A

Datecgdo dos virus do PMWay

ey ™

M vi v2 v3 vi V2 V3 M M Cla Ol oyoCn2 o cnE Cnd a4

Figura 26 Transmissdo do PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3 para mudas pelo vetor. A) Na
amostra CT14 e na cochonilha que a colonizava, foi detectado por PCR convencional o
PMWaV-2 (V2) e PMWaV-3 (V3). B) Foi detectado por PCR tempo real o PMWaV-2 e PMWaV-
3 nas mudas infectadas analisadas, e o PMWaV-1 esteve presente nas amostras: CT12 e CT
14. CN foi muda sadia, e CP, planta matriz da qual foi retirada as cochonilhas para a
transmissao viral.

Outro fato considerado foi a espécie da cochonilha. A transmissédo viral pode
ocorrer pelas cochonilhas Dysmicoccus brevipes e Dysmicoccus neobrevipes
(SETHER et al., 1998; MARTELLI et al., 2010). Somando-se a isso, as
cochonilhas da fauna do Espirito Santo sdo pouco conhecidas (CULIK et al.,
2007). Assim, a especificidade entre o vetor e cada estirpe do PMWaV, devem
ser verificados com cautela, pois implicam diretamente no sucesso do manejo

da cultura.
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Sether e colaboradores (2005), mostrou que para a transmissdo do virus
PMWaV-3, reinoculacdes frequentes de cochonilhas foram realizadas para a
inducéo da doenga. No nosso estudo, cada muda foi inoculada com 10 insetos,

e ndo ocorreu a transmissao do PMWaV-1 de forma eficiente.

H& relatos de que o PMWaV-3 pode ser transmitido por D. brevipes e D.
neobrevipes na auséncia ou presenca de PMWaV-1 ou PMWaV-2; porém
outros estudos mostram que a D. brevipes reduziu a eficiéncia da transmisséo
PMWaV-3. As caracteristicas fisiolégicas ou comportamentais do vetor ainda
sdo desconhecidas (SETHER, 2005). A regido em que a doenca ocorre

também pode influenciar na relacéo da estirpe com transmissor.

4.6 OTIMIZACAO DA METODOLOGIA PARA DIAGNOSTICO DE ROTINA

O diagndstico molecular dos virus do PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3,
através da PCR tempo real utilizando kit de extracdo comercial € mais sensivel,
confiavel e agil, quando comparado a PCR convencional. Na rotina atende as
exigéncias para a indexacgao de plantas sob quarentena, em que as despesas

com os frutos estacados € incomparavel com o valor da andlise.

Laboratérios podem investir ainda, no sistema TagMan em multiplex. A técnica
permite aumento da especificidade, sensibilidade e reducdo do valor por
analise (DUBIELLA et al., 2013). A partir dos primers validados nesse trabalho,
basta confeccionar as sondas especificas com fluoréfluros distinto, para

deteccédo de cada virus.

A producgdo de mudas comerciais com valor acessivel é crucial para cultura. No
nosso trabalho foram realizados testes para otimizar a metodologia. Amorim

(2011) mostrou que folhas de abacaxizeiro podem ficar armazenadas por 30
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dias a temperatura inferior a 20°C, viabilizando processamento de varias
amostras no mesmo periodo. A pulverizacdo das amostras em moinho de bolas
e extragdo do RNA com reagente Trizol® associado ao emprego da PCR
convencional, para indexacdo das plantas assintomaticas, e confirmacdo dos
resultados falso negativo com PCR em tempo real, propiciam reduzir o valor de

producao por muda.

A partir de um abacaxizeiro livre de virus podem ser propagadas em torno de 8
mudas convencionas, ou aproximadamente 20 gemas para cultura de tecido,
gue originam em 18 meses, aproximadamente 50.000 mudas (VENTURA;
ZAMBOLIM, 2002).

Sem duvida, propagacédo clonal de material infectado tem contribuido para a
prevaléncia deste virus na cultura do abacaxi em todo o mundo. Isso é
agravado, pois a sintomatologia € insuficiente para determinar a auséncia de
PMWaV, pois no abacaxizeiro, plantas podem hospedar o virus sem manifestar
sintomas de murcha. No entanto, com a metodologia validada ficou possivel a
aquisicdo de mudas comerciais sadias para o plantio, que podem originar
mudas convencionais para 0s proximos cultivos, ou aquisicdo de mudas

comerciais certificadas.
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5 CONCLUSOES

Foi validado um método molecular, especifico, sensivel e rapido para a
deteccdo dos virus PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3 por meio do PCR em

tempo real, em folhas de abacaxizeiro e mudas.

Quatro genes de referéncia, para abacaxizeiro na fase adulta e mudas obtidas
de cultura de tecido infectado com PMWaVs foram padronizados, permitindo

analise da expressao génica de transcritos nessas condicdes.

A metodologia contribuiu para a compreensao da doenca: o PMWaV-1 nao
exibiu relacdo direta com a doenca. O PMWaV-3 foi prevalente nas plantas
sintomaticas e assintomaticas. As plantas assintomaticas sempre estavam
infectadas, mostrando a real influéncia na disseminacéo do virus. A distribuicdo
de cada virus, independente do gendtipo, mostrou ser diferente de acordo com
estado nutricional da planta. O Dysmicoccus brevipes adquire os trés virus,

porém, nao foi um vetor eficiente para o PMWaV-1.

Foi validado um método de diagndstico que permite selecionar plantas matrizes
sadias que deverdo ser usadas para producdo de mudas, e como
recomendacdo para analise de amostras nos processos de fiscalizacdo

fitossanitaria e de quarentena.

A padronizagdo do método de deteccdo viral nas mudas viabiliza uma
alternativa para os laboratérios e viveiristas fazerem a certificacdo e a
comercializacdo do material propagativo de abacaxi livre de virus. Isso
soluciona os atuais problemas de defesa fitossanitaria na cultura do
abacaxizeiro, garantindo o cumprimento das normativas do MAPA para a

producdo de material propagativo sadio.
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Com o uso de mudas livres de virus, 0 método de deteccéo proposto possibilita
fazer o monitoramento da populacdo de cochonilhas nas areas de novos
plantios e contribuir com as estratégias para o controle dos vetores e reducdo
da incidéncia das doencas, com consequente aumento da produtividade e

qualidade do abacaxi.
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ANEXO A

Genes de abacaxizeiro selecionados para a confeccdo dos primers como
housekeeping, para normalizacdo da técnica de real time para quantificagédo relativa:
Actina, EF-10, GAPDH e 18S ribossomal.

Ananas comosus actin (Act) mRNA, complete cds
enBank: HO143720.1

-

L

»gi|21820E2433|gh|EQ14E720.1| Ananas como=us actin (Act] =mBHA, complete od=
ST T T TAGEAT O ATARA R A T R e A T T e AR AT AT DA T CTOET I TR e AR A TEE A MIT
AR TR T AR T e T T e A A T A T A O A AT CT IO D CAGCATTETEEETDETT
e A A T eI E I eR T B T e A T P A AR e AT GO T AT ET GEEC AT GREE D DI AE T D AR
eAEEEE T AT T A O T AR e T A D A A T T e e e AT T e T CA AR TEEEA T A AT EEAEARE
AT e A A T T T A AR e e T O D E T e T T T O T ARG A TTET CTIE I TIACT R ARE
T T A A D D A A A R TR e PR E A e A T OO A A A TCATET T IGAGRICTTTARTET OO TR
AT AT T AT A T e T e T T O O T T T AT T AR EET CET ACCAC TG TAT D ETEC T EEAT
T e T e T e A A A T e T O D DA T T AT AR EECTAT RO CT OO CADED AT OCTODETE
T T T e D T A T T A D A T A T T A T ARG AT O T CACTEARAGREET TR TCTT IR
A T e A R A A T T T A AT A T A A EEA A A AT RO CTACETEECACTTEACTTTEAS
AR T EA A T AR B B A T O T e T T oA eA A AT TTACEAGITEOCTEATEED TR EET IR
T A T T AT e A AT T O e T D O e AT T T T T O A AT T T AT TEETAT R A MED
TeleEET AT T A AR A T T A e T O A T A T A AT AT ET GEAT AT CAGEAREEADCTETAT
BT AN AT T T AT e T e T A e T AT E T T O O T e TAT T T AT CETAT GARC A R EEREAT IR
CTeCTCTTECT DA AR AT R MR T A M EE T OET DD DD DT AR AAGTACRETETCTEEAT
TEEEEEE T AT O T T T O O T e A T T T O A e A AT ET EEAT T T AR AGEETEAETAT AT EAR
T e T AT T T T A A AR TR T I T AR AT T IO TEEATTE

=10 AT3DIC:

JBWO098ED02.b_008.abi Pineapple root tip cDNA library Ananas comosus cDNA
clone JBWO098ED2 similar to elongation factor 1-alpha, mRNA sequence
GenBank: DT2332483.1

EST GenBank

»gi|T2EEE3TE|gb|DT3354E3.1|DT23354E3 JEWOREEDZ.b_DOE.abi Pineapple root tip cDHR
library Anana=s comp=usr clHA clome JEWOEBEDZ =imilar to elongation factor l-alpha,
mBHA =equence

AR TTET TARGEAARTT IR T O T A T AR AR EE T T AT ACAADCDDGATAREATCOOCTTOETOOC

AT TR T T e AR T AR A A TEAT TRARABET CAM D CA N TORACT EETATAAEEEDDDEADT

T AT AT AR A O DD DR AT AR T T e AR T EE T ATEC T OO OETACT DEAT TR DT ACADTTODCAC
AT TETTAAET T e TR AT T A TR A A T TR A T R O T T TR CANGE AT TOEAGALEEAET
CCARET T T TEAAEA A EE T AT R EEECT T TG T TARGATE AT T D CEADCARECDCATEETIE T IEAGAC
CTTCTCOGRET AO 00D OCTTeECDET TT Ie DT OE TR CATEREEC AR DETIECTETCEERAETE
ATCAMERETET O ARAREARGEAT O CACTEECEC A ABETCADC ARG OB A AGAREARETERAR
AGATAATTATTTAAATEET IGAETOCTAR
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Ananas comosus glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA,
partial cds
GenBank: HM104185.1

GenBank Graphics

»gi| 306415452 | gh | EM104185 1| Ananas comp=us glyceraldehpde-3-phosphate dehpdrogena e
{GARFDH) mBHR, partial od=

T A T AR TeA T T Ay AT T I AR T AT E AT AT F T e CAC e AT A TECARBCATCATEATATTARE

ELRAREEAT T T ARG RO CTI CI T I e O AR AL TR T CACTET TT T IeRALTCAEEARDICTCAGE
AGATOCOCTEEEET e AEEO0EE TG TE AT
BRI e T AT C T e AN G e T e e e D e AR AR B TCAT AT T TCTECT CCTACTAAEEATRODCDEATE
TEAGARGERATACRAEO TEACATTEACATTETCTCCAATECTARCTECACCA
CT. AECTAAEETCAT AT EATAGETT TEETATTATTEAEEECTTAATEADCAT
AETGECACTCTATTACRE T ACACAGAREACTET e ATEETCCATC ARG ARGEACTEEAERGETEEAREA

Ananas comosus gene for 185 rRNA
zenBank: 0287381

GenBank Grs

=

>gi| Z396L00 | dbj |[DZSTEE.1| Anana= comp=u=s gene for 1B3 rBHA

TR T T AR R A T AT T R A A T AT A AT A A A T AR A T ET AR AT RO AR TR T CATTARR
T AT TR T AT T I eI T I AT eI AR T AT AT R AT AR DT AT AAT T CTAGAGCTAATADETRAC
R A T T T e A A R R T AT T T AT T A AT AR R AR ET AR TEORREC T CT RO OETTEITITS
AT AT T AT AT A T A N A T O e A R R AT T RN AR AT AT AR ATTT TR ITA
TR T T T AT e A AT A T R T A O A T T R T R AL R T A B AGARTTAREETTOGATTOC
R R B TR R A A R T A D A A T A A R R A A R AR AR Rl AR ATTAD D CARTOTTEA
A R A T AT A AR T A A A T A A A A T A N R R T T I ORI T T GETAAT T REA AT ZAETACAATC
AR T T T A D R A T O AT T A e A A E T T e T O AR AR DR T AATT O T AR O AT
AR ETAT AT T T AT T eI T R AT T AR R R AR T ORI AT TEEAD T T REET I I ET ORI TEET OO0
AT T T A D T e R R T T O T T T e e T AT T T O T T R D T TAAT TR DR ETEET
T R eI T T AT T T AR R A R TT AR T R T A R AR A MO C A AR T TG ATACATTAGIAT
R T AR AT A A AT T T T T AT T eI eI T R T I O R e AT DR EACTARTEATTARACAGEEATA
e A T T T AT T T A T A T A e e T A A A T T T T AT I TAT AR AR DA R TR ATTEOEARR
BRI R A AT T T T T AT T AR T A A A A DR A A AT T R e T AR GADFAT CAGATADDETCC
T T A A A T A A T O D R A D A R e AT R R D e AT ET T T TTARGEACT ORI TR ADTTITA
TR R T A T T T T T e T T L e e e e, e T AT e T e A R T e A R T TT AR R A AT TR SR
AR A A D R T R R T R R T T AA T T T AT T A A A R E AR AT TTAD CRARET DT AR
T A AT T A R A T A T A T T T T A AT T T AT R T e T GE T eI AT GEOCETICTTASITS
LA AT T eI T eI T AR T T O DT T AR R AT R AR A T AT T e TAACTARTTAT RO GEREET
R T T D R T T T T A A e e T T A T e D DA T A e D TR AR ETT TR R ARTARCREE
T TR T e T T AR AT T I T e O A e R T AT A T T AT ETATT AR GAGT CTATARCTTT
AT A R T A AT T T T AR A A TT T AT O T AT R AT AGATCATTRCARTTETTEETCTT
A A A R T T T A T A A T AT A T e T TR TR ET OO TR O TTT S TAC AR
T T T A D A T T R AR T R T e T AR AR T e T R AT DR R EAT R TR EET TR DR
O A T T A A A T A T A T TTAT CATITACAGEARCEACRA LS




ANEXO B
Sequéncias dos genes da HSP 70 para a espécie do PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-

3, e respectivamente, seus acessos no banco de dados, HE583225.1, EU01667.5 e

FJ209047.1, utilizados para confecgéo do primers.

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURMAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURMAL

FEATURES
s0uUrc

ORIGIN

el
121
181
241
331
36l
421
481

541
hr

HES83225

596 bp

RMA

linear

heat shock protein 7@, isclate 18, genomic RMA.

HES83225

HES83225.

1 GI:244829983

Pineapple mealybug wilt-associated virus 1 (PMWav-1)

Pineapple mealybug wilt-gssociated wirus 1

VRL 22-AUG-2811
Pineapple mealybug wilt-assocciated virus 1 partial hsp7@ gene for

VWiruses; ssRNA wviruses; ssRMA positive-strand wviruses, no DNA
stage; Closteroviridae; Ampelovirus.

1

Koohapitagtam,M. and Hongprayoon,R.
Detection of pineapple ampelovirus by using RT-PCR method
Unpublished

2 (bases 1 to 598)
Koohapitagtam,H.
Direct Submission
Submitted (11-AUG-2811) to the INSDC. Kochapitagtam M., Pest

Management, Natural Resources, 92118, 92118, THAILAND

e

acaggaagga
tttatcgtza

ataaattgaa
tagacggtgc
gattggtaca
taccagcagc
ctataaatst
ctaccccgaa
atagttcctt
actatctggg

Location/Qualifiers

1..5%@

Jforganism="Pineapple mealybug wilt-associated wvirus 1"
/mol_type="genomic RNA"
/isoclate="18"
/host="Ananas comosus™
/db_xref="taxon:1l86983"
Jecountry="Thalland:Prachuabkirikhan™
feollected_by="Maneerat Koohapitagtam"
/identified_by="Maneerat Koohapitagtam"

£1..259@

/gene="hsp7a"

<1..>59@

/gene="hsp7a@"
/codon_start=3
/product="heat shock protein 7&"
[protein_id="CCD3@532.1"
fdb_xref="GI:344829934"

ftranslation="RKDNTHAIGLGALLEKDLEVYRDIKRYFGLNKFNKDVY LDKLKP
TIEWVWVDNWGCSIGPYDGARGKAKSYLT LASDFITOLYVQLATIKMTNQQVSVSVCEVPA
AYNSYQRGFIFESCKLSSINYQAVVNEP TAAGLSAFITTPEASVNY LLVYDFGGGTFD

SSLLVVGPAYWGEVLDSMGDNY LGGROVDNRLLEVCA™

caacactcac
tatazaaagg
acccacaatc
gagagggaaa
actagcgatc
ttacaattct
gcaggeggta
agctictegtg
actcgtgett
Aggcagggac

goccataggtt
tatttcggac
gaggtagteg
goccaaatcag
aagatgacga
tatcaaaggg
gtaaacgaac
aattatttgt
ggacctgogt
gtagataaca

tgggeecact
tcaacaagtt

ttgacaactg
ttctcacttt
atcaacaagt
gttttatttt
CEaCCgCage
tagtctacga
acgtgggagt
gattgcttga

gttggaaaaa
caacaaagat
gggttgttct
agcctotgat
atctgtgtct
tgaaagttgt
tggattgagt
tttcggagea
actggattcg
agtttgtgce

gacttagagg
gtgtatctcg

ataggaccag
tttataacgg
gtttgttcag
aagttgagct
gctttcataa
ggcactttig
atgggagata
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/207667269?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K9R89N44014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/207667269?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K9R89N44014

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

ORIGIN

EUB16675 618 bp RMA linear WRL 31-JUL-2&&7
Pineapple mealybug wilt-associated virus 2 isclate P23 heat shock
protein 7@ (HSP78) gens, partial cds.

EUBle675

EUB16675.1 GI:154886873

Pineapple mealybug wilt-associated virus 2 (PMWaV-2)
Pineapple mealybug wilt-associated virus 2

Viruses; ssRNA viruses; ssRMA positive-strand viruses, no DNA
stage; Closteroviridae; Ampelovirus.
1 (bases 1 to &l@)
Chiemsombat,P. and Maneechote,P.
PCR method for the detection of pineapple closteroviruses
Unpublished
2 (bases 1 to &l@)
Chiemsombat,P., Maneechote,P. and Wongsuwan,P.
Direct Submission
Submitted (@5-]UL-2807) Plant Pathology, Kasetsart University,
Malaiman Road, Kamphasngsaen, Nakhon Pathom 73148, Thailand
Location/Qualifiers
1..618
forganism="Pineapple mealybug wilt-associated virus 2"
/mol_type="genomic RMA"
/serotype="PMdav-2"
fisolate="pI13"
/isolation_source="infected pineapple leaves"
/host="pineapple”
fdb_xref="taxon:136234"
Jeountry="Thailand"
/PCR_primers="fwd_seq: catacgaactagactcatac, rev_seq:
ccatccaccaattttactac”

<l..»8l@
/gene="HSP7@"
<1..»61@

/gene="HSP7@"

Jfcodon_start=3

fproduct="heat shock protein 78"

/protein_id="AB5578@5.1"

/db_xref="GI:154200874"
/translation="YELDSYVLKLKPVHRVEVFKDGSVMLGGIGEGPDRTVSWTDIIS
LFSKALIKEAEQSTGLRVTGAVVTVPADYNSFERSFITNCMKDLGIPVRAIVNEPTAA
ALYSLSILQEKDLFLSVFDFGGGTFDVSFYRKLGDVVCVLFSYVGDNFLGGRDIDRAVA
AEVKARVGESIDTATLSLFRAASIKEEVTNEPRAKTHVVELYDG"™

1 catacgaact agactcatac gtgctaaaat tassaccagt gracagagtg gaagtgttca
61 aggacgggtc ggtaatgcta gggggtattg gtgeaggccc tgataggaca gtctctgtaa
121 cggatatcat atcccttttt tctaasgcac ttatasaggas agcggesacag tctactggac
181 tacgcgtaac gggtgcgegtg gtascggtac cagocgacta caactotttt azacgtagtt
241 ttataactaa ctgcatgeaa gacttgggta ttcocagtaag ggctatagta aatgaaccga
381 ccgctgcage gttatattct ttatctatat tacaagaaaa ggatttattt ctgtctgttt
26l ttgactttgg tggagggecg tttgatgtgt ctittgttag asaactcgga gatgtggtat
421 gcgtactgtt tagocgttgge gatesactitt tagggggaag ggatatcgac agggoggtag
481 cagctgaggt gaaggcaaga gtgggcgaat ctattgatac agctacattg tcattatttig
541 cagcgtccat taaagaggag gtgactaatg agccgagggc amagacgcac gtagtaaaat

6@l tggtggatgg
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LOCUS Flieaea7 499 bp ss-RMA linear VRL 26-AUG-z2ale
DEFINITION Pineapple mealybug wilt-associated wvirus 3 isoclate PT3 heat shock
protein 7@-like protein (HSP78h) gene, partial cds.
ACCESSION  Fl289e47
WERSION Flieaed47.1 GIL:287667269
KEYWORDS .
SOURCE Pineapple mealybug wilt-associated wvirus 3 (PMWav-3)
ORGANISM Pineapple mealybug wilt-associated wirus 3
Viruses; ssRNA viruses; ssRMA positive-strand viruses, no DNA
stage; Closteroviridae; Ampelovirus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 499)
AUTHORS Shen,B.-N., Zheng,¥.-X., Chen,W.-H., Chang,T.-¥., Ku,H.-M. and
Jan,F.-1.
TITLE Occurrence and Molecular Characterization of Three Pineapple
Mealybug Wilt-Associated Viruses in Pineapple in Taiwan
JOURNAL  Plant Dis. 93 (2), 1956 (2e0%)
REFERENCE 2 (bases 1 to 499)
AUTHORS lan,F.-J.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (12-5EP-2888) Department of Plant Pathology, MNatiocnal
Chung Hsing University, 258 Kuo-Kuang Road, Taichung 48227, Taiwan
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..45%
Jorganism="Pineapple mealybug wilt-associated virus 3"
/mol type="genomic RNA"
/isclate="PT3"
/host="Ananas comosus (pineapple cultivar Tainung No. 17)"
fdb_xref="taxon:373861"
Jocountry="Taiwan"
Jfcollection_date="Nowv-2ea7"
/note="acronym: PMlLaV-3"
gene <1..>499
/gene="H5P7&h"
DS <1..>4399
/gene="HSP7@h"
Jcodon_start=1
/product="heat shock protein 7@-like protein”
/protein_id="ACI25895.1"
/db_xref="GI:287657278"
Jtranslation="IDGCVSESGTIYVVPTVVGYRTDGT FATGLGALLERNLTVYRDIK
RYFGLMKFNKDTYTSKLKSEVEVWVDDWTCK IGPVDGSKGKARSVIALASDFVTGLCA
ITAVEMTGOPYT LSV CSYPAAYNSY LRSFIVESCKLSSINV)AVVHEPTAAGLSAFIDT
PKSTWN"
ORIGIN
1 attgatggat gtgtatcgga asgcggtaca atatacgtac ccactgtcgt aggttacaga
6l accgacggta ctttcgocat cggtttgggae geactactcg aacgtaactt aacagtttac
121 cgcgatatta aacggtattt cgggttgaac aaatttaaca sagatactta cacttcaaaa
181 ctcaaatcag magtggaggt agtcgttgat gactggacgt gtaaaatcgg toococgttgat
241 ggatcgaaag gaaaggcacg atcagttatt gotctagcat cagattitgt gacaggtctt
381 tgtgctatag ctgttaaaat gacgggacaa ccggtgacgt tgtcggtigtg ttctgtacct
36l gcagcttaca actcttattt acgcagocttt atatatgaaa gttgtaaatt gagttcgata
421 aacgtacagg cggtggtaaa tgaaccaact goagcoaggcc tocaghbgogtt tatagatatt
481 ccgasatcta cagtgaact
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ANEXO C
Especificidade das sequéncias desenhadas, primer F primer R, para o PMWaV-1,

PMWaV-2 e PMWaV-3, com o gene da HSP 70 especifico, de cada espécie de virus.

PMWaV-1
PCR TEMPO REAL - Especificidade do Primer F
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LY T - s KN e
Diseiption b
[ il 1 il PR oiach ptet 10 ] W2 M2 1M 076 I0U% [Ehrralh]
[ o
B Lond
] 1o
u I
= i
o I
i o
=] %
o I
L] 1o
[ s
[~ T
[ Lo
o 1o
@ Loid
[~ il

DB

EPERDEEDE




PMWaV-2
PCR TEMPO REAL - Especificidade do Primer F
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PCR TEMPO REAL - Especificidade do Primer R
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PMWaV-3
PCR TEMPO REAL - Especificidade do Primer F
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Sequances producing significart alignmaents:
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@ % 30 100% MEIRGI010
a@ % 30 00% KPOZTI0SY
L % 30 100% KPOETI0AN
a S% 30 100% EPOITI0N]
5] Si% 30 100% EPOZTI0ET
a i 30 100% EESDTSALG
" S4% 30 00% LMOISETE i
& 4% 30 100% EsamEE0 s
PMWaV-3
PCR TEMPO REAL - Especificidade do Primer R
Sequences producing significart alignments:
Solect: Al Mons Selocted
5 Mgreeanty (= [evinsd - Cocdlaidh Ceahics [sisnce lma il rmaufs o
m u:_ Ident | Accession
W0% 0T 100% grs0ssiEd
W% 076 100% GUSERMET 1
Wos 076 100% [oomgsel
Wo% 076 100% FL2pecary
W% 076 100% EFasTRs g
Wi 078 100% EFsnTRie)
a4% 30 100% Lh7IA0LI
SI% 30 100% L(WSEliNnd
W% 30 100% pERsiEan
BI% 12 100% CREawTi
BFe 12 T00% XM GE300085 %
BOR 12 100% CRMMITRd
BO% 13 100% LM4EE4451
BS% 12 100% LaDoETI0d
BI% 12 100% XM QOBOFIN0E
B% 12 100% XM QOGGETIEE Y
B9% 02 100% CRoonme
% 4T 100% CRIdBatY
Ba% AT 100% CRMZSELY
B% 4T 00N EM OTS0HA01
BN 4T 100% CREOTH Y




ANEXO D

96

Regido em que os primers especificos do PCR convencional (letra maiuscula) e PCR

em tempo real (letra mindscula), alinham no gene da HSP70 das espécies do PMWaV-
1, PMWaV-2 e PMWaV-3.

PHHav-1
plfr
plrr
plfe
plrc

PHiaW-1
plfr
plre
plfc
plrc

PHiRaW-1
pife
plrr
plfc
plre

PHira¥ =1
plfe
plrr
plfe
plre

PHHa¥-1
plfr
plrr
plfe
Plrc

PHHaW-1
plfr
plrr
plfc
plrc

PHiaY-1
plfr
plrr
plfc
plre

PHira¥ =1
plfe
Plrr
plfe
plre

PHHay-1
plfr
plrr
plfe
Plrc

PHHa¥-1
plfr
pler
plfc
plrc

A B A A T A A LA T AT T T A AL TATTAAA A A AR CTTAGSAS

AT AT T GAL A A T O AL AT A TAaT TS CAAC TGRS T TG TTCTAT AGEACCAG

O

TG Tl A al Al G Al T aGT TET LA T TTAGICTCTEATT T TATAACESE

CTATEAAT T zeagpoggtaptamsacgaa L DA CoCAGCTEEAT TRAGTELTTITLATAL
EEEEE-. l-l“.t“t“’“}..‘l.‘- LR R R LR R R L PR R R R R

T L L L L L L L L L L T L T T T T T T T T I P

CTAfCCBALaECT TCTET AT TATTIETTASTCTAL pas s eppappappescstTTE




PHHaV=-2
p2fe
pirs
pird
B2FEE

PHHa-2
pafe
pIre
part
pire

pifc
alre
pirs
pirr

[ TR
pifc
pire
pIr¥
pire

pafe
pirc
BIFe
plrr

PHHEY -2
pife
Farc
plrd
pIrr

PMHaV=-2
plife
Parc
pird
BIFE

PHHa-2
pafe
pIre
parf
pire

B~
pifc
BIre
parf
pare

FHiay=2
pifc
pire
pIrF
pire

pafe
pirc
[
pIrr

AT A T A T AT AT T AAAAT T AAAA LAl TOCA LA TG TATTCA
AT A R N T A T ATA e s s s s s s s e s s s S S

LSS COGETIAGT A TCTAGS00ET ATT O TRa A3 CET AaTARAL I TETETETAL

e T T T T T T T T T A AT T A T LA s GO SGA L B TOTEL TEEL

AR EE RN R RN RO S O E e E
R R R R e

T B0T AL AT GG T ST AL ST AL L AGC L BAL TAC AACTCTTTTALROSTASTT
srssmmssEEsssmE e N CCAFEE FRCEAE T T v v s rn s na

T AT AR T A TR AT A G T TR ET AT T CAGTARGGE  TATASTAARTEALIDEE

R R N R O R R Y R R R R

llllllllllllllllllllllllllll|.ld.lla.l.La.a.-d.a.l.a.d.id.a.'t...tl..-n:l.

T T TATAT T T TATCTATAT TACAARAAAAGEATT TATT TCTGTC TSI T

EEE e TR IR EETEEEEETTEEEIEETESITET TSR

TTRSCTT TR T T T TASTOTOTOTTT TOT TARAAALI TOSAA TOTOITAT

BT A T AT T A AT T A Ga T AL TTTTT Al 0340504 TATCAEAGHGCHE TS

............................ o
R R N N S 08 S 0 0 0 S 0 0 S S G S

A TG ST e S ST G Al T T A T T EA T AL S G TACAT TS TLATTATITG

AR R R R RS  EE EEE
R R R R e

T O™ T B BT Ca L T TRl B L e e A i 2a LB D8 T el TaanaT

B T 1 S

97



PHIWEY-3
pifr
parf
pafc
pIre

PHIEY-3
pifr
p3rf
p3fc
p3re

PHlEY-3
pifr
p3rf
pafc
pare

PHIWEY-3
pifr
p3rf
pafc
parc

PHIEY-3
pifr
p3rf
p3fc
p3rc

PHIWEY-3
pifr
p3rf
p3fc
p3rc

PHlEY-3
pifr
p3irf
pafc
p3rc

PHIWEY-3
pifr
p3rf
pafc
parc

PHlaY-3
pir
p3rf
p3fc
p3rc

AT T AT AT TG TAT OGCAAAGC GO TACAATATACGTACCCACTOTCOTAGO TTACAGA

............................................................

A A TACTT TG CATCRET T TR ACTACTOOAACOTAACTTAACAGT TTAL

777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777

A TAT TAAA GG TAT T TGO TTCAACALAT T TAACARAGATACTTACACTTCALAR

CTCARAT CAGAAGTGOAGETAGT COT TGATGACTGEACG TATARAATCGETCCCAT TGAT

BOAT AR RAARG G AL ATCAGT TATTECTCTAGCATCAGATTTTETGACAGETLTT

TETGCTATAGCTOT TAARATGALGGOACAACCEOTEACGTTGTCRETETATTCTGTALLT
--------------------r-------------tﬂ:gﬁﬁcgﬂtg‘t‘kc-------

AT T A AT T TAT T TACGCAG T T TATATATOARAGTTOTAMATTGAGTTCOATA

EEEEEEEEEEEEE TSR TSRS EEEEEEEEEESEREEEEEEESEEEEEEEEEEEER

AL TACAGG G TOO TARATEAAC CARCTOCAGCAGGLCTCAGTOLETTTATAGATATT

COGARPATCTACAGTGAACT

COGARATCTACAGTGAALT
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ANEXO E
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A auséncia de alinhamento do primer referente ao PMWaV-2 (pf2 e pr2) e PMWaV-3
(pf3 e pr3), no gene Hsp70 do PMWaV-1.

CLUSTAL multiple sequence aligrment by Kalign (2.8)

PHrzV-1
paf

PHRzV-1
p2f

PHAaV-1
p2f

PHHaV-1
p2f

PHrzV-1
paf

PHRzV-1
p2f

PHAaV-1
p2f

PHHaV-1
p2f

PHrzV-1
paf

PHizV-1

p2f

CLUSTAL

PHila\-1
pir

PHila\-1
p3r

PHHaV-1
p3r

PHHaV-1
p3r

PHHaV-1
p3r

PHHaV-1
p3r

PHila\-1
p3ir

PHila\-1
pir

PHila\-1
p3r

PHHaV-1
p3r

A A A A AT A LA TARET TTOEEaE AT AT TEEAAAANGACT TAGAEE

T AT AT AT AT AL A G TAT TTO GG LT AR CAAGTTCAA AR LEATATATATCTIE

AT AT T AL A O A A AT CAGGTACTGAT TEA Al TEEEETTGTTCTAT AGEACCAS

A G T EACACEa AR B CAAATCARTTOT CACTTTAGICTCTEATTTTATARLES

GATTEET AL AT A AT ANGATEACGAATCAACANETATCTETATCTATTTETTCAS

TG T A AT TOT TAT CALL EGEETTT TAT T TT TEALAGT TETARGT TEAGIT

T AT AR T T e A BaT A TAAACAA LA CElACCTGoAT TRASTECTTTCATAL
semmmss e e - CEEtE - - - -CCEZCCACEECE s s e

T A OO GA AR T T AT AL T TAT T TG T TAGT CTACCAT TTCGAAGEAGECALTTTTS

ATAETTCCT TACTETEaT TEEACCTECaTALET GOEAETACTERAT TCEAT GOEAGATA

ACTATCT GEGAGEAGEEATETAGAT AL LoATTECTTEALGT TTATEIE

nultiple sequence aligrment by Ealign (2.8}

A A A L A AT LA G CATAGET TTEGEE AT GTTEEAAAALGACTTAGAEE
---------EC--CEC---CECC--------------oo tgt--------- Eo- - E

T AT T AT AT AL LG ETAT T TG T LA AAGTT CAACAALEATETATATLTIE

BT = m === = m e s

AT AT T A O A AT GARETACTEET TEACAACTEEEETT AT TCTAT S5GACCAG

TAGACGETGGAAAGEEAANGCCAMATCART TCTCACTTTAGCCTCTEATT TTATAACSS

ST T EaT Al AATAG AT ALGA T A GAATCAACAACTATITETGTITGTTTETTCAS

T G T A AT T TAT LA GEEETTTTAT TTT TEALAGTTETAAGT TEAGIT

T AT AT T e AE el GETAGTAAAEAS DG TGl ACCTEEAT TEAGTECTTTCATAL

T A G G T T T AT AT TAT T TAT TAGT L TACGAT TTCGGAGCAGGECACTTTTS

ATAGTTCCTTACT L GTaET TEEACCTECATACGTGEEACTACTEEATTCGAT GEEAGATA

ACTATCTGEEAGE ACEEACGTAGATAMCAGATTGCT TEAAGTTTGTEIE



CLUSTAL multiple sequence aligrment by Kalipn (2.8)

PHHaV-1
p3f

PHHaV-1
p3f

PHiav-1
p3f

PHiaV-1
p3f

PHHaY-1
p3f

PHHaV-1
p3f

PHHaV-1
p3f

PHHaV-1
p3f

PHHaV-1
p3f

PHHaV-1
p3f

A A A A AT LA G CATAGETTT EEEEE AT OT TEEAAALLGACTTAGSESE

T AT T A T AT AL S G TAT T T EEA T CAS LA TTCAACALACATETGTATITIS

ATAAT T EAAA O A A AT OEAGETACTEAT TEACAM TEEEITT GTTCTAT A0GACCAG

e e e = TEG T m = m e s ETEEE e

T GET O EAGAEEGARN B LA TCAGT TCTCALTTTAGLCT CTCATTTTATAALES

e -] 4 - - DR e DD R bt bbb

BATTEET Al AL TAS GAT ALGAT A GAATCAACAAETATITETATITETTTETTLAS

TG TT A AT TOT TAT CAALEGEETTT TAT T TTTGALAGT TETAAGTTEAGET

T AT AR T T A e e GET AT AR EAL L AT CErAGC T GEAT TRAGTELTTTCATAL

TG AT T T G T GAAT TAT T TAT TAGT CTACGAT TTCGEASEAGGCACTTTTS

ATAETT LT TAC T GTEET T e CCTECGTALGT GEEACTACTEEATTIGAT GOEAGATA

ACTATCTGoCAEELAGEEATETAGATAMCAGATTECTTEAAGTTTATEIE

CLUSTAL multiple sequence aligrment by Kalipn (2.8)

PHHaV-1
pir

PHHaV-1
pir

PHHaV-1
pir

PHhzV-1
p2r

PHHaV-1
pir

PHHaV-1
pir

PHHaV-1
pir

PHhzV-1
p2r

PHHaV-1
pir

PHHaV-1
pir

A A B A LA T A AT AR ET TTOEEEE AT TATTEEAAALAGACTTAGAESE

T AT aT A TAT AL L A e TAT T TLEEa T AAC AN TT LA AAACATATATATCTIE

AT AT T G A O A A AT A GETAGTEET TEA AL TEEGETTATTITAT AGEACCAS

TAGAEET Ol EAGAeEGAAn LA TCAGTTCTCAITTTAGICTCTEATTTTATASLGSE

GATTEET Al A TAGGAT ALGATEAGAAT A CARETATITETATITATTTETTLAZ

T A AT A AT T T TAT LA EEGETTT TAT T TT TRALAGTTETASGTTEAGIT

T AT AR T ECAEEGETACTAMA - CEAA I IGAC CECAGCTEEATTEAGTACTTTCATA
S e e G EETL~@ECCEECC - mPOEE

AT A e G T T T T AT TATTTGT TAGTCTAC GATTTCGEAGEAGGETACTTTT

GATAGTTOCTTACTOETGET TEGRACCTECGTACGTOECGAATALTARAT TCGATGEEAGAT

A TAT T EAGE AREEA L ETARATAACACAT TR TTEALSTTTATEG
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ANEXO F
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A auséncia de alinhamento do primer referente ao PMWaV-1 (pfl e prl) e PMWaV-3
(pf3 e pr3), no gene Hsp70 do PMWaV-2.

CLUSTAL multiple sequence aligrment by Kalign (2.8)

PHiaV-2
plf

PHiaV-2
plf

PHiaWV-2
plf

PHiaV-2
plf

PHiaV-2
plf

PHiaV-2
plf

PHiaV-2
pif

PHiaV-2
plf

PHiaV-2
plf

PHiaV-2
plf

PHiaWV-2
plf

CLUSTAL

PHiHav-2
plr

PHia\v-2
plr

PHHaV-2
plr

PHHaV-2
plr

PHHaV-2
plr

PHHaV-2
plr

PHHa\ -2
plr

PHHaV-2
plr

PHiHav-2
plr

PHia\v-2
plr

PHHaV-2
plr

CAT A G T AGA I T AT AL GTAC TALLATTALAACCAETGCACAGAETEEALETETTIA

AGEACEEETCEETAATECTAGGAGATATTGETCAAGGIICTGATAGRACAGTCTCTETAL

AT AT AT AT O T T T T T TAAAG AT TAT AL GGGl EEAACAGTCTACTEGAT

T GCET AN CEaTGCaETSETAACOETACCAGLCGATACAACTC AAATETAGTT

TTATAACT AL T AL AT AL AT TEOCET AT TCCAGTAAGEELITATAGTAAATGAACTEA

O TEC A T TATAT TCT TTAT CTATATTACAAGALALGEATTTATTTCTETCTATTT

TTEACT T TEaTERAGEEACSTTTGATGTATCTTT TAT TAGAAAAC TOGEARATETGETAT

GEETACTET T TAGIET TG GATAACTTT TTACGGEELAGEEATATCEACAGEECGETAG

e e e DL EECEETE D

CAETEAGET CALEE AR GAETAGEGICAAT TATTEATACAGITACATTETCATTATTTG

= L - T

e e OCAT TAAAGAGEASETAA CTAAT A LGAGEGCAAAGACELATGTAGTARLRAT

TGETEEATEE

multiple sequence aliprment by Kalipn (2.8)

AT A Ga s TGS T AT AL T T AL LA T TALA A CCAGT GCACA G TEGALETETTIA

A GEAT e AATACTACGGGaTATTGE TCAAGEI L TEATAGRATAGTCTCTOTAL

AT AT AT AT O T T T T T T T AAA G T AT TAT ARACGALGICEAATACT CTACTGGAL

TS GT AN EEET AT e TAACEETACCAGC CEATTACAAT D AALCETAGTT

AT A T A T G AT AL S T T E T AT T CAGTALGGEI TATAETARATEAACCEL

OO TG A S e TATATTCT TTATCTATATTACAAGAAAAGEATT TATTTCTGTCTETTT

TTEACTTTeETeaAeEaA LT TTOATETATCTTT TAT TAGAAAAC TOSGAGATETEETAT

BOETACTAT T TAGC T TEa AT AT TT T TAGGEOGLLGERATATCOAlAGEEEATLAS

A TEaGET EAs e A GAETEEG  CAAT TAT TEATACAGITACATTETCATTATTTS

----- o T - R e e

T CCAT TAA GAG G ETRACTAAT GAG  CGAEoCCAaACa TEATGTACTARALT

TEETGGATSE



CLUSTAL multiple segquence aligrment by Kalign (2.8)

PHHaV-2
p3f

PHHaV-2
p3if

PHHaV -2
p3f

PHHaV-2
p3f

PHHaV-2
p3f

PHHaV-2
p3if

PHHaV -2
p3f

PHHaV-2
p3f

PHHaV-2
p3f

PHHaV-2
p3if

PHHaV -2
p3f

AT G T AR T AT AT A TALAA T T AL MO AGTECACAGAETEEALSTETTIA

AGEAEEETCEaT AL TG TAGEEEETATTGETEAAGEICCTGATAGGEAAGT CTCTATAL

AT AT AT AT T T T T T T T AL C AT TAT AR EL A GG AL ASTCTAL TEEAT

T ET A T S GET e TAACGETAC AGC A TACAACTCTTTTARALGTAGTT

T AT AT AL TG AT A TTEEETAT TECAGTAAGEEI TATAGTASATGAACCGL

O TE A ETTATAT TCT TTATCTATAT TACASGALASGEATTTATTTCTATLTGTTT

TTEALTTToETaGAGEGACSTTTGATETGTCTTT TaT TAGAALAC TOSGAGATET GATAT
ettt = = T~ - L ttg--------- tocg-----gtE----

GOETACT AT T TAGLGTT GG GAT AR TTT TTAGGEGEALGGEEATATCGACAGGECCATAS

------ BT D= == m = = m e m e s

LA TEAGET CAs e A A ETEEE CAA T  TAT TEATACAGITACATTETCATTATTTS

AT AT TARA NG G ETEACTAAT GG CEAEEECAACACGIACETACTALSAT

TGETEEATSE

CLUSTAL multiple sequence aligrment by Kalign (2.8)

PHHaV-2
p3r

PHHaV-2
p3r

PHHaV-2
p3r

PHHa\-2
p3r

PHHa\-2
p3r

PHHa\-2
p3r

PHHaV-2
p3r

PHHaV-2
p3r

PHHaV-2
p3r

PHHaV-2
p3r

PHHaV-2
p3r

AT A A TAGa T AT Al S TOTALAATT AL AL AT LA AGAETEGALETETTIA

AGGACGGETEATAATGCTAGEEGATATTGETEAAGG CCTAATAGGACAGT CTCTATAL

AT AT AT AT T T T T T T AAN G AT TAT LA G AL GIEEAATAGTCTACTRGEAC

B e = T

AT AN GEETEGETEETAACEETACCAGCCEACTACALITC ALACETAGTT
- -CgtE-CagE--CEEtEgt-- - = mm e oo -

T AT AT A T E AT G BT TEEETAT TOCAGTALGEEI TATAGTARATIRALCCGA

O T e T TATAT TOT TTATCTATATTALAAGAALAGEATT TATTTCTGTCTATTT

T T T TEETEEAGEGAC e TTTGATETATCTTT TAT TAGAALAC TOGGAGATETGATAT

GOETACTAT T TAGLETTGEGAT AT TT TTAGGAGRALGGEATAT COAC ARG EATAG

TG T EAA e A GA T TEE R CAAT TAT TEATACAGITACATTETCATTATTTE

T O AT TR ELEETRACTAAT GAG LA EEECAAMEA TGl ACGT AETALMAT

TEETEEATSE
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ANEXO G
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Auséncia de alinhamento dos primers referente ao PMWaV-1 (pfl e prl) e PMWaV -2

(pf2 e pr2), no gene Hsp70 para PMWaV-3.

CLUSTAL multiple sequence aliprment by Ealipn (2.8}

PHHaV-3
pfl

PHHaV-3
pfl

PHHaV-3
pfl

PHHaV-3
pfl

PHHaV-3
pfl

PHHaV-3
pfl

PHHaV-3
pfl

PHHaV-3
pfl

PHHaV-3
pfl

CLUSTAL

PHHaW-3
pri

PHHaV-3
prl

PHHaV-3
prl

PHHaV-3
prl

PHHaV-3
prl

PHHaV-3
prl

PHHaW-3
pri

PHHaW-3
pri

PHHaW-3
pri

AT AT GEAT T AT AT GEALAG e TACAATATACGTACCCACTGTOETAGAT TACAGL

A A G ET AT T TG CATOEaT TTEEEAG L ACT A TOGAAIGTAACTTAACAGTTTAL

T AT T A L TAT T T EGaT TE LA AL AT TTAL A ACAT ACTTACACT T - 200

T AL AT A A AT EE AR ET AET LT TEAT AL T GRAL ETOTALAATIGETCOOETTEAT

GEATCEAAA e AN BEC AL AT AT TATTE I TCT AR AT CAGATTTTETEACAGETCTT

TETECTATAGC T AT TASARTRACGGEACALIIGETRACGTTATCAGTETETTCTETACLT

S T T A AT T TAT T TALG A TTTATAT AT CALAGTTET AAATTEAGT TCGATA

AT A A e G aT e T ARAT G A L AT G AR AR T CAGT GOSTTTATAGATATT
---E--CEEgCEETagtaEEC EE - s e e e e e

COGALATCTACAGTEAACT

multiple sequence aligrment by Kalign (2.8)

ATT AT GEAT ETETATCGEALAGC G TACAATAT ACETACCCACT T GTAGET TACAGA

AN GaTA T TT OGO LT AT TTEEAAG AT AT AAAIGT Al TTAACAGTTTAL

T AT TA L TaT T T EGET TR CALAT TTAL A AEAT AT TACACTTCARAL

T AT A A GT e A GET AET CAT TEATEAL TR ETATALAATIGETCOIETTEAT

memmmmssessses s s meeem e mee P e m e em e e L f e e ————

BTG AN G AN S A DA T AT TAT TG TCT A ATCAGAT TTTETGACAZETLTT

R B = o

T TATAGCTAT TARAATGACGGEAC AL IEETEACETTATCGETETETTCTETALIT

BT T A AT T AT T TG A TTTATAT AT EAAAGTTET ALATTGAGTTCGATA

AT A A G e ET ALATEA S LA TG AR AGE I CT CAGTGOETTTATAZATATT

COGALATCTACAGTSARCT



CLUSTAL multiple sequence aligrment by Ealign (2.8)

PHHaV-3
pZf

PHHa\-3
p2f

PHHa\-3
p2f

PHHaV -3
pzf

PHHaV -3
pf

PHHaV -3
pf

PHHaV-3
pIf

PHHzV-3
pZf

PHHaV-3
pZf

AT T AT AT ETaTATCGEAAL G GETACAATAT ADGTACCCAITGTOGTAGAT TACAGA

A G ET AT TT e AT L EaT TTEEEAE A TAITIGAAIETAACTTARCAETTTAL
T -] L - -t [t T EE e T

O AT AT T AL TAT TT L EEE T T e A AL AT TTAL AL AZAT AT TACACTTCALLL

CT LA T CAG ARG A aaT AT COT TEAT AT GRACETETALAAT GETCODETTGAT

BEATC GG a A AT ART TATTEI TCT AECATCACAT TTTETGACAGETCTT

TATGTATAGCTOT TASAAT AL GE0A AT IEOTEACGETTATCGETETET TCTETACLT

GG T A AT T TATTTACGCAGC TT TATAT ATGAAAGTTET ASATTGAGT TCGATA

A TA LA GaT ST ARATEAA AT A CAGOICTCAGT LT TTATAGATATT

COGAMATCTACAGTZAACT

CLUSTAL multiple sequence aligrment by Ealign (2.8)

PHHaV-3
p2r

PHiaV-3
pZr

PHaV-3
pZr

PHuaV-3
pZr

PHHaV-3
p2r

PHiaV-3
pZr

PHaV-3
pZr

PHHaV-3
pZr

PHHaV-3
p2r

AT AT G TETETATCOGEALAGCGETACAATATACETACCCATGTOCTAGAT TACAGA

A EET AT T T e CAT AT TTEEaaE AT Al TUGAAIET ARSI TTARCASTTTAL

AT AT TS TAT T T EaaT TEAACALAT TTAL AL ACAT ACTTACACTTCALAL

T AT LG AN ET oA EaT AT AT TEATEA T GEAC ETATALAATOGETCCOETTEAT

BT A A A S A AT AGT TAT TE TCTAG AT CAGAT TTTETGACAGETOTT

TOTECTATAGCTET TAAAATEACGAEACAAT CEETEACETTATCAETETETTCTETACIT
e - T L it - R Rt o SR

B T T A AT T TAT TTA LA TT TATAT ATALAGT TET ASATTGAGTTCGATA

ANGTACAGECETOET AGATEAACAACTGAGCAGECCTCAGT GUOTTTATAGATATT

COSARATCTACAGTEAALCT
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