Deteccao de Cucumber mosaic virus em espécies de Phaleonopsis importadas
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RESUMO

Régo, G.M.S.; Souza, R.M.; Rivas, E.B.; Brioso, P.S.T. Deteccao de Cucumber mosaic virus em espécies de Phaleonopsis importadas. Summa

Phytopathologica, v.47,n.4, p.228-230, 2021.

No Brasil, mudas de orquideas sdo importadas de vérios paises, como:
Holanda, Taiwan e Tailandia e estdo sujeitas a inspec¢des fitossanitarias. Este
trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade fitossanitaria, com relagao
aos virus de mudas de orquideas importadas e nacionais através de Teste
Imunocromatografico e de RT-PCR. Detectou-se o Cucumber mosaic virus
em amostras de orquideas importadas em infec¢do simples ou mista. Embora o

CMV nio seja um virus quarentenario brasileiro e nenhum virus nesta categoria
tenha sido detectado, as amostras examinadas evidenciaram a necessidade de
fortalecer um programa nacional de indexag¢ao de virus, evitando a introducao
de virus de outros paises através de orquideas importadas, de forma a minimizar
os riscos de fontes de indculo e introdugdo de potenciais novas variantes desses
virus, disseminando e prejudicando o agronegécio brasileiro.

.Palavras-chave: Orquidea; Cucumovirus, Teste Imunocromatografico, Teste de RT-PCR

ABSTRACT

Régo, G.M.S.; Souza, R.M.; Rivas, E.B.; Brioso, P.S.T. Detection of Cucumber mosaic virus in imported Phalaenopsis species. Summa

Phytopathologica, v.47, 1.4, p.228-230, 2021.

In Brazil, orchid seedlings are imported from several countries,
such as: Holland, Taiwan, Thailand, and are subject to phytosanitary
inspections. This study aimed to evaluate the phytosanitary quality,
considering viruses from imported and domestic orchid seedlings, through
immunochromatographic test and RT-PCR. Cucumber mosaic virus (CMV)
was detected in imported orchid samples as single or mixed infection.

Although CMV is not a Brazilian quarantine virus and no virus in this
plant category was detected, the examined samples evidenced the need to
strengthen a national virus-indexing program, preventing the introduction
of foreign viruses via imported orchids, in order to mitigate the risks of
inoculum sources and introduction of potential new variants of these viruses,
which can spread and impair Brazilian agribusiness.
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As orquideas pertencem a familia Orchidaceae, a qual é constituida
por mais de 25.000 espécies. No Brasil ha registros de 221 géneros,
sendo 1620 espécies endémicas no pais. Possuem diversos fins, como
indicador ambiental, uso medicinal ¢ ornamental. E mais conhecida
como ornamental, fornecendo flores de alto valor comercial (11, 1).

O mercado de ornamentais no Brasil cresce, apesar de ainda se
apresentar pouco descentralizado. O cenario de entrada e saida das
orquideas requisitadas ¢ representado pelas importagdes, principalmente
da Holanda e Tailandia, as quais correspondem juntas a mais de 95%
das importagdes, sendo os produtos importados de maior expressao,
respectivamente, as orquideas dos géneros Phalaenopsis € Dendrobium
(10).

O comércio dessas plantas sem a vistoria fitossanitaria adequada
pode incorrer na disseminag@o de viroses entre as espécies locais. Desta
forma, as orquideas ornamentais importadas podem ser portadoras de
viroses que se ndo detectadas, podem se tornar fonte de inoculo para
espécies ornamentais nacionais.
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Dentre os virus citados em representantes da familia Orquidaceae
temos os virus dos géneros: Alphacarmovirus, Carlavirus, Cucumovirus,
Closterovirus, Dichorhavirus, Nepovirus, Orthotospovirus, Poacevirus,
Potexvirus, Platypuvirus, Potyvirus, Tobamovirus, Tobravirus,
Tombusvirus e, virus nao bem caracterizados e de género indeterminado
(4,6,5,28).

Os virus quarentenarios para o Brasil s3o os citados nas Instrugdes
Normativas do MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento) que podem incidir em espécies e/ou hibridos de
orquideas importadas. Tais virus se distribuem em quatro espécies e/
ou possiveis espécies virais [ Tomato ringspot virus (género Nepovirus),
Phalaenopsis chlorotic spot virus (género Potyvirus), Capsicum
chlorosis virus (género Orthotospovirus), Impatiens necrotic spot
orthotospovirus (Género Orthotospovirus)] (3).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi o de detectar e identificar
molecularmente, virus presentes em amostras da familia Orchidaceae
importadas. Foram analisadas 502 plantas importadas, sendo 21 plantas
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de Dendrobium nobile, 4 plantas de Dendrobium hybrid, 8 plantas de
Oncidium hybrid, 386 plantas de Phalaenopsis amabilis e 83 plantas
de Phalaenopsis hybrid. As amostras de plantas importadas da familia
Orchidaceae, género Phalaenopsis eram assintomaticas. Com excegdo
de uma planta de Phalaenopsis amabilis que apresentava distor¢ao
foliar.

Os testes aplicados na detecgdo dos virus foram: (1)
Imunocromatografico e (2) RT-PCR. Para (1), utilizou-se o
Kit Agdia, seguindo o protocolo do fabricante ¢ para (2) os
kits RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen Brasil) para a extragao de
RNA. Os primers utilizados no RT-PCR foram: CMVLODF-F
(5’-TATGATAAGAAGCTTGTTTCGCGCA-3’) ¢ CMVLODF-R
(5’-TTTTAGCCGTAAGCTGGATGGACAACCC-3’) pois estes sdo
os primers que abrangem todas as estirpes virais conhecidas do CMV
no Brasil e se relaciona a capa proteica do virus (9). O ciclo utilizado
no termociclador PTC-200 (MJ Research) foi realizado inicialmente
de 45°C/30 minutos, seguido de 95°C/5 minutos, depois 35 ciclos de
95°C/30 segundos, 58°C/40 segundos, 72°C/40 segundos, com extensao
final a 72°C/10 minutos; e resfriamento a 4°C/5 minutos. O amplicon
foi visualizado em transiluminador de ultravioleta em gel de agarose
a 1,2% contendo brometo de etidio (7).

As orquideas importadas da Tailandia e Holanda apresentaram

CMV

infecgdo mista de CMV, CymMV/ ORSV em quatro amostras de
Phalaenopsis spp., infeccdo mista de CMV e ORSV em uma amostra
de Phalaenopsis spp e uma amostra com infecg¢@o simples de CMV
em Phalaenopsis. Estes resultados foram observados nos testes
imunocromatografico e confirmados na RT-PCR através de amplicons
de 491-507 pb esperados para CMV.

Alguns materiais apresentaram sintomas como o descrito por Wong
(6) em orquidea, onde o CMV ocasiona folhas distorcidas, sendo esse
o material examinado.

Os resultados obtidos para orquideas importadas a partir de testes
imunocromatograficos evidenciaram a auséncia de virus quarentenarios
e uma baixa incidéncia de outros virus (em especial, o CymMV e o
ORSV); sendo pela primeira vez, detectado a presenga de CMV em
amostras importadas de orquideas, seja em infec¢do simples ou mista.

Embora o CMV seja comum no territério nacional, a presenca
do mesmo em material importado deve ser levada em consideracdo
de forma a ndo vir a prejudicar o agronegdcio com possiveis estirpes
virais exoéticas. Os resultados obtidos evidenciam a necessidade de se
fortalecer um programa nacional de indexacdo de virus em mudas de
orquideas, de forma a impedir o aumento de fontes de indculo, mesmo
que ndo sejam quarentenarios no Brasil, pois pode vir a comprometer
0 agronegocio.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose a 1,2% com brometo de etidio — amplificacdo de RNA por RT-PCR com primers especificos parao CMV
(Amplicon de 491-507 pb). 1,5. Controle negativo; 2. Marcador de massa molecular (100 pb DNA Ladder, Thermo Fisher) ; 3. CMV (491-507
pb); 4. CymMYV (844-849 pb); 6. ORSV (845 — 847 pb); 7. Controle do ambiente durante a extragdo do RNA; 8. Phalaenopsis amabilis sadia.

Figura 2. Sintoma de distor¢do foliar em Phaleonopsis amabilis de Taiwan e Teste Imunocromatografico acusando a presenca de CMV.
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