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RESUMO

PROQUE, Douglas Reis Rodrigues. Virus em Rosa do Deserto. 2024. 60p. Dissertacao
(Mestrado em Fitossanidade e Biotecnologia Aplicada). Instituto de Ciéncias Bioldgicas
e da Saude, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2024.

A rosa do deserto [Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult.] é uma planta ornamental
que vem ganhando espaco no cenério de plantas ornamentais em diversos paises, dentre
eles o Brasil. Visto o destaque que a Rosa do Deserto apresenta no cenario econémico da
floricultura, este trabalho tem como objetivo detectar e identificar a presenga de virus
associado ao cultivo da cultura em questdo. Para a realizacdo deste trabalho foram
analisadas 303 amostras de plantas de Rosa do Deserto, a partir de cultivo comercial na
cidade de Seropédica, localizada no estado do Rio de Janeiro. As amostras foram
encaminhadas para o Laboratorio Oficial de Diagnoéstico Fitossanitario (L.O.D.F.)/
UFRRJ, no qual foram realizados testes bioldgico, sorolégico e molecular para detectar
e identificar a presenca devirus. Foi possivel identificar o Cucumber mosaic virus (CMV)
em 75 amostras das 303 amostras testadas. O isolado do CMV obtido foi transmitido por
enxertia mas nao por semente de A. obesum. O Teste Imunocromatografico e o Teste RT-
PCR foram os mais indicados para a detec¢do e identificacdo do virus em amostras de A.
obesum. Os resultados obtidos permitem a adocdo de estratégia de controle deste virus
em plantas de A. obesum a partir de sementes de plantas infectadas com o virus,
possibilitando um aumento daprodutividade desta planta ornamental no cenario mundial.

Palavras- chave: Adenium obesum, Cucumber mosaic virus, Planta Ornamental, Teste

Imunocromatogréafico, Teste de RT-PCR



ABSTRACT

PROQUE, Douglas Reis Rodrigues. Virus in Desert Rose. 2024. 60p. Dissertation
(Masters in Plant Health and Applied Biotechnology). Institute of Biological and Health
Sciences, University Federal Rural of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2024.

The Desert Rose [Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult.] is an ornamental plant
that has been gaining ground in the ornamental plant scene in several countries, including
Brazil. Given the prominence that the desert rose presents in the economic scenario of
floriculture, this work aims to detect and identify the presence of viruses associated with
the cultivation of the crop in question. To carry out this work, 303 samples of Desert Rose
plants were analyzed, from commercial cultivation in the city of Seropédica, located in
the state of Rio de Janeiro. The samples were sentto the Official Phytosanitary Diagnostic
Laboratory (L.O.D.F.)/ UFRRJ, where biological, serological and molecular tests were
carried out to detect and identify the presence of viruses. It was possible to identify the
Cucumber mosaic virus (CMV) in 75 samples of the 303 samples tested. The CMV isolate
obtained was transmitted by grafting but not by seed of A. obesum. The
Immunochromatographic Test and the RT-PCR Test were the most suitable for detecting
and identifying the virus in A. obesum samples. The results obtained allow the adoption
of a strategy to control this virus in A. obesum plants using seeds from plants infected
with thevirus, enabling an increase in the productivity of this ornamental plant on a global
scale.

Keywords: Adenium obesum, Cucumber mosaic virus, Ornamental Plant,

Immunochromatografic Test, RT-PCR Test
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1. INTRODUCAO

A construcdo da agricultura convencional se baseia em torno de dois objetivos: realizar
a maximizacdo da producdo e, consequentemente, a obtencao de maiores lucros (MICHEREFF
& BARROS, 2001). Diante do objetivo da agricultura convencional, Botelho et al. (2015)
relatam que o mercado de plantas ornamentais brasileiro tem apresentado grande relevancia no
agronegocio, influenciando na atividade econdémica e social com promog¢éo de renda e emprego,
tornando-se umas das principais atividades entre micro e pequenos produtores em todo o pais.
Segundo Brainer (2019) as importacdes e exportacdes de flores e plantas ornamentais tem
apresentado um aumento significativo ao longo dos anos, tal comportamento denota crescente

demanda nas atividades que envolvem material vegetal, destinados ao setor de floricultura.
No territorio brasileiro, a Rosa do Deserto [Adenium obesum (Forssk.) Roem. &
Schult.] se popularizou no decorrer dos Ultimos 20 anos, devido a ndo necessidade de &reas
grandes para realizar o seu cultivo, tornando-se uma atividade rentavel quando sua producéo é
destinada para fins paisagisticos em ambientes internos, podendo ser cultivada em vasos,
fazendo com que a mesma se apresente como promissora no mercado de flores do agronegécio
brasileiro ocasionando maior destaque na area de floricultura JUNQUEIRA & PEETZ, 2016).
As doencas das plantas surgem a partir de interagdes dindmicas entre 0 hospedeiro e 0
patdégeno (com ou sem vetor), em estreita relagio com o ambiente. Essas interacdes
influenciam-se mutuamente, levando a alteragdes fisioldgicas, histoldgicas e morfoldgicas nas
plantas. De maneira simplificada, as doencas se manifestam quando hd a presenca de
hospedeiros suscetiveis, patdgenos virulentos e condi¢es ambientais favoraveis (complexo
causal). Além disso, o patdgeno pode estar associado a um vetor ou ndo (AMORIN etal.,1994).
Segundo Duarte (2001), a ocorréncia de doengas virais pode causar grandes perdas as
culturas, tendo em vista a complexidade dos métodos de controle, ja que até o presente
momento ndo existem substancias de acdo efetiva contra particulas virais em plantas. Dessa
maneira, medidas indiretas sdo aplicadas como estratégia de controle, podendo ser utilizadas
plantas resistentes, erradicacdo das plantas infectadas e do vetor, entre outras. O mesmo autor
apresenta que com o crescimento significativo do cultivo de plantas ornamentais e a insercao
de novas espécies e variedades, existe a possibilidade de que virus antes relatados apenas em
outras espécies como plantas para fins alimenticios ou de importancia florestal, sejam
detectados nas plantas destinadas para decoracdo. Por isso é de extrema importancia a correta

identificacdo do fitopatdgeno relacionado a essas plantas.



A insercdo da Rosa do Deserto no territério nacional proporcionou uma nova fonte de
renda para os produtores de plantas ornamentais e com o crescimento de sua produgdo surge a
preocupacdo em relacdo as doencas e pragas presentes na espécie que podem gerar danos
econdmicos. Em outros paises ja foram relatados a presenca de virus que comprometem o
desenvolvimento da planta e diminui a producao destinada ao comércio. Tais relatos permitem
que sejam construidas davidas sobre a presenca dos virus nas plantas produzidas no Brasil,
visto que as informacg0es fitossanitarias sobre esta espécie sao escassas na literatura brasileira
(DA SILVA ROCHA,2021).

Sendo assim, torna-se indispensavel realizar pesquisas sobre a planta em questdo e
adotar metodologias laboratoriais para que seja realizado a correta identificacdo dos virus
associados a Adenium obesum que podem vir a causar danos na producao e/ou servir de fonte
de indculo para outras espécies hospedeiras, assim como, a criacdo de insumos que permitam
um diagndstico com maior precisdo e rapidez e, consequentemente, permitem que sejam
adotadas medidas preventivas para reduzir a disseminacdo de agentes viruliferos na area
plantada, assim como a obtencéo e divulgacdo de informacGes fitossanitarias sobre o cultivo

de Rosa do Deserto que sejam pertinentes aos produtores e consumidores brasileiros.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Detectar e identificar a presenca de virus em Rosa do Deserto que possam afetar a
producdo, relatar sua ocorréncia nas plantas e propor estratégia de controle para o virus

identificado, no estado do Rio de Janeiro.

2.2 Objetivos especificos

* Detectar o(s) virus associado(s) a virose em Rosa de Deserto e seus possiveis
hospedeiros;

« Identificar o(s) virus associado(s) a virose em Rosa de Deserto e sua transmisséo;

« Desenvolver prot6tipos de kits diagndstico para o(s) virus associado(s) a virose em Rosa
de Deserto;

« Levantamento parcial a nivel nacional do(s) virus associado(s) a virose em Rosa de
Deserto;



« Identificar possiveis fontes de resisténcia ao(s) virus associado(s) a virose em Rosa de
Deserto;

« Estabelecer possivel estratégia de controle para o virus em Rosa de Deserto.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Plantas Ornamentais

As plantas ornamentais sao aquelas que se destacam pela diferenciacdo no florescimento,
aspecto ou na pigmentacéo da folha ou pela fisionomia da planta. Podendo muitas vezes, serem
colocadas em recipientes que se destinam para a ornamentacdo de um ambiente, permitindo que
seja mantida uma relacdo minima entre 0 homem e a natureza (LORENZI & SOUZA, 2001;
COSTA & COLESANI, 2011).

O uso dessas plantas esta vinculado ao crescimento da urbanizacdo nas cidades. Como
resultado, a presenca de elementos naturais no cotidiano das pessoas se tornou essencial,
cumprindo diversas fungdes ecoldgicas, sociais e recreativas. Ademais, essas plantas ajudam a
melhorar a salde da populacdo e do meio ambiente, atuando no controle do microclima, na
reducdo da poluicdo do ar e do som, e até mesmo na qualidade dos ventos (COSTA &
COLESANI, 2011).

Os fatores climaticos presente no territorio brasileiro sdo favoraveis para o
desenvolvimento do cultivo comercial de plantas ornamentais, sendo esses baseados na
temperatura, umidade relativa, dentre outros fatores bidticos. Tais condi¢Ges propiciam a
diversificacdo de espécies vegetais, tornando vasto as opc¢des de plantas com caracteristicas
fisiondmicas que agradam e ganham a aten¢do de produtores, paisagistas e demais profissionais
atuantes na floricultura, tornando-se uma atividade econdmica relevante e lucrativa para a
agricultura moderna (PITTA, 2008). No entanto, as plantas cultivadas para comercializagéo,
seja no setor agricola, ornamental e/ou florestal, estdo sujeitas a doencas ocasionadas por
agentes fitopatogénicos como as bactérias, espiroplasmas, fitoplasmas, fungos,
plasmodioforideos, protozoarios, quitrideos, nematoides, straminipilas, virdides, virus
associado ou ndo a vetor (acaros, insetos, nematoides, plasmodioforideos, quitrideos) e aos
fatores ambientais, desempenhando papel de relevancia no cenario do agronegdcio, bem como
da agricultura familiar (BRIOSO & POZZER, 2013).



3.1.1 Mercado das Plantas Ornamentais

A literatura aponta que a producdo e comercializacdo de flores e plantas no Brasil se
inicia a partir do ano de 1940, com a chegada dos imigrantes europeus, de origem italiana e
portuguesa, onde o0 que se era produzido tinha como destino decoragdes de festas de luxo da
alta sociedade paulista juntamente com eventos comemorativos (TSUBOI & TSURUSHIMA,
2009). Durante muitos anos, a floricultura era vista como uma atividade artesanal, em que ndo
se fazia necessario estudos ou investimentos em tecnologia, ja que ndo era uma atividade que
possuia representacdo no cenario agricola e econémico. No Brasil, tal mercado foi
impulsionado no inicio na décadade 1950, tendo seu fortalecimento da regido sudeste, com o
crescimento daproducgéo no Rio deJaneiro, voltadaao abastecimento domercado local, a partir
dos anos 1980 (AKI & PEROSA, 2002). Depois dessa época, a producdo de plantas
ornamentais tornou-se uma atividade econdmica relevante, tornando-se um dos ramos mais
lucrativos da agricultura moderna (PITTA, 2008).

O setor de flores e plantas ornamentais no Brasil tem se desenvolvido ao longo do
tempo, com uma contribuicdo significativa dos imigrantes, especialmente dos japoneses e
holandeses. A atuacdo dos holandeses, em particular, no estado de Sao Paulo, foi crucial para a
expansdo da produgdo, que se organizou progressivamente em nivel nacional. Como resultado,
a presenca dessas flores é notavel na cidade de Holambra, que se destaca como um importante
centro de distribuicdo nos principais mercados varejistas e atacadistas do pais (REIS &
MARAFON, 2020).

As plantas ornamentais apresentam valor estético e paisagistico, e diversos fatores
estdo relacionados com o seu cultivo, envolvendo o cuidado, 0 bem-estar e o desenvolvimento
de conhecimentos que envolve a planta. A comercializacdo de plantas para fins paisagisticos e
decorativos estd em expansdo no Brasil e sua conservacdo vem sendo realcada, assim como
para outras espécies de interesse econémico (DE ALMEIDA et al., 2024)

A adocdo de projetos de paisagismos em ambientes coletivos ou a realizacdo de
praticas de jardinagem caseira sdo fatores que também contribuiram para o crescimento
econémico no mercado em questdo, através do consumo de flores de corte, plantas em vaso,
folhagens e demais formas de cultivo de espécies que permite ao homem estar em contato com
a natureza, visto a recente percepcao da necessidade e importancia de tal ato. Dessa forma, os
produtores de plantas ornamentais tiveram que ampliar a sua producgédo, expandir seu
conhecimento e buscar maneiras de conseguir novas espécies para suprir ademandado mercado
consumidor, que tem buscado plantas exéticas (DA SILVA ROCHA,2021).



A busca por novas espécies de plantas ornamentais, seja exdtica ou ndo, € o que
abastece e mantem o mercado ocupado por floricultores, paisagistas, produtores e
colecionadores. Entre as diversas plantas destinadas a esse comércio a Rosa do Deserto
[Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult.], apresenta variedade nas cores de suas flores e
no formato do caule, caracteristicas essas que chamam atencdo do consumidor em todo o
mundo. No Brasil, o cenario comercial da espécie Adenium obesum é recente, no entanto, a
planta foi apresentada aos brasileiros ha duas décadas e, desde entdo, sua beleza ornamental
vem sendo reconhecida (COLOMBO et al., 2018).

A utilizacdo de espécies exoticas tem sido essencial para o comércio de plantas
ornamentais no territorio brasileiro (CAMILLO & TOMBOLATO, 2016). Segundo McBRIDE
e colaboradores (2014) as plantas do género Adenium sdo consideradas exoticas por
apresentarem formas arquitetdnicas diversificadas, assim como seu aspecto de crescimento e
cores de flores, fazendo com que a espécie ganhe espaco no mercado de flores e aumentando a
diversificacdo no setor. No entanto, no ano de 2020 de acordo com a Instru¢cdo Normativa
MAPA n° 64, de 02 de dezembro do ano mencionado, a espécie Adenium obesum foi
introduzida na lista de referéncia de espécies vegetais domesticadas ou cultivadas ornamentais
em territorio brasileiro (MAPA, 2020).

3.2 Rosa do Deserto [Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult.]
As plantas do género Adenium se apresentam com formas arquitetonicas
diversificadas, assim como seu aspecto de crescimento e a variagdo de cores de flores que pode

ocorrer, resultando em uma grande diversificacdo para o comércio (McBRIDE et al., 2014).

A Adenium obesum, comumente chamada de Rosa do Deserto, é uma Angiosperma
pertencente a familia botanica Apocynaceaee e sua distribuicdo geogréfica ocorre em regides
subtropicais, podendo ser encontrada algumas em regides temperadas (SENNBLAD &
BREMER, 2002). Segundo COLOMBO et al. (2015), a familia Apocynaceae é composta por
plantas diversificadas e que apresentam inumeras utilizagdes, sendomais destacadasas espécies
frutiferas, como a mangaba Hancornia speciosa Gomes, espécies madeireiras, como as perobas
Aspidosperma spp., e as ornamentais tropicais, como as Catharanthus spp., Beaumontia spp.,
entre outras.



A espécie Adenium obesum € classificada como uma planta xerdfita, suculenta,
arbustiva e ramificada, possui altura entre 0,4 e 4,0 m, suber de coloragdo diversa, de verde
acinzentadoa tonsleves decinza e marrom (PLAIZIER, 1980). Suas folhagens sdo de coloracéo
verde escuro, podendo ter um aspecto brilhoso e suas flores possuem formagéo tubular sendo
comum e predominante a coloracdo o branca, porém pode ocorrer variacdo e apresentar
tonalidades cor de rosa de acordo com a espécie e forma de propagacdo adotada (ROMAHN,
2012).

A Rosa do Deserto possui caule engrossado na base, como modificacdo para guardar
agua e nutrientes em locais aridos. Floricultores relatam que o engrossamento da base do caule
pode ser moldado e alcancar altos valores de mercado, porém essa caracteristica ndo se
manifesta quando a planta é propagada por meio vegetativo, somente se forem utilizadas
sementes. Por isso, é fundamental saber os fatores que podem interferir no processo fisioldgico
de germinagdo dessas plantas para que se tenha melhor aproveitamento e rendimento no seu
cultivo (SANTOS et al., 2015). Sendo assim, além de sua forma fisica diferenciada, pode ser
cultivada em vasos, nao necessitando de grande area de producdo, assim como ndo necessita de
um sistema de irrigacdo, visto que a anatomia do seu caule conta com um reservatério que
armazena agua e nutrientes por periodos de estiagem ou seca prolongada, essa vantagem
permite boas condices de exploracdo e excelentes perspectivas de crescimento de cultivo e

comercializacdo, ja que sua floracdo ocorre no periodo de um ano e apresenta flores de cores
variadas (MCLAUGHLIN e GAROFALO, 2002).

A Rosa do Deserto além de possuir caracteristica ornamental, possui grande potencial
antioxidante (ALSEINI, 2014), antimicrobiano (HOSSAIN, et al., 2014; AKHTAR et al.,
2016) e, também, a partir do seu extrato pode ser usada para o controle de caramujos (BAKRY
etal., 2011). Alguns estudos revelam que existe acao inibitoria em células cancerigenas (ARAI
etal., 2011). Nos ultimos anos, foi perceptivel o aumento quanto & comercializagdo de flores e
folhagens de corte, flores envasadas e mudas de plantas com finalidade ornamental para
utilizacdo em projetos paisagisticos. Apesar da elevagdo da producdo da Rosa do Deserto,
existem poucas informacOes atraves de pesquisas cientificas abrangendo tratos culturais, que
afetam o crescimento e florescimento (McBRIDE et al., 2014b), e fitopatdgenos associados a

Adenium obesum.

3.2.1 Origem, Distribuicdo Geografica e Uso da Rosa do Deserto



Adenium obesum. é uma planta oriunda da Africa tropical e da Aréabia, mas foi
introduzida e naturalizada em diferentes partes do mundo, incluindo o sudeste asiatico (Oyen,
2008 apud Talukdar, 2012). Esse mesmo autor relata que em alguns paises africanos tropicais
as rosas do deserto estdo se extinguindo devido a destrui¢do do seu habitat e a grande procura
pela planta. Bhattacharjee (2006) apud Talukdar (2012) mencionou que na india, o interesse
pela planta cultivada em vaso apresentava aumento, devido a sua popularidade paisagistica e
uso para decoracao de interiores. A origem precisa da espécie € relatada sendo do sul do Saara,
englobando Senegal, até o Sud&oe Quénia, apresentando grande diversidade na Ardbia Saudita,
Omad e lemen e no decorrer de seu processo de domesticacdo passou a ser relatada na Malésia,

no Paquist&o, na India, nas Filipinas, na Tailandia e na Indonésia, e posteriormente, na América
e demais continentes (AKHTAR; HOSSAIN; SADI, 2017).

O potencial e reconhecimento da Rosa do Deserto como planta ornamental ocorreu
apos o processo dedomesticacdo. Inicialmente, em seu local de origem o género Adenium eram
utilizadas como planta medicinal. A partir dela eram produzidos medicamentos para as doencas
de pele, o controle de piolhos, tratamento de doencas sexualmente transmissiveis, controle de
caries, feridas e infeccdes nasais; vermicidas, como o antiplasmodial, anti-tripanosomal, anti-
leishmania; dores musculares, de cabeca e de ouvido (HOSSAIN, 2018).

O conhecimento disponivel na literatura sobre a distribuicdo geogréfica, a
caracterizacdo dos habitats e os aspectos fenologicos das espécies de Adenium ainda é bastante
limitado. Aprofundar essas informagfes é fundamental para um melhor entendimento da
biologia dessas espécies, especialmente em relacdo ao seu potencial adaptativo frente a
diferentes condi¢des ambientais. Um conhecimento mais preciso pode guiar a busca por novos
gendtipos que se adaptema variadas situacdes ambientais e impulsionar os avangos nas praticas
culturais. Além disso, € crucial ressaltar a relevancia de estudos experimentais que explorem
diferentes condicdes de cultivo, incluindo tanto os aspectos fenoldgicos quanto o crescimento
dessas plantas (DA SILVA ROCHA, 2021)

3.2.2 Variedades das Espécies no Brasil

O género Adenium abrange um conjunto de espécies com caracteristicas notaveis que
ainda sdo pouco exploradas por floricultores, colecionadores e entusiastas de plantas

ornamentais. As variagc0es observadas nesse género evidenciam seu grande potencial,
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ressaltando a importancia do conhecimento sobre a variabilidade e a diversidade genética para
0 aprimoramento das espécies, especialmente do A. obesum, uma das mais conhecidas. Entre
as diversas espécies de Adenium, algumas se destacam como gigantes, alcancando alturas
superiores a quatro metros, como € o caso de Adenium socotranum e Adenium somalense. Em
contrapartida, existem também espécies ands, como Adenium oleifolium e Adenium crispum,
que ndo ultrapassam 0,5 metro de altura (DA SILVA ROCHA, 2021)

Adenium obesum € a espécie que demonstra a maior variagdo morfoldgica,
especialmente em relagcdo ao tamanho das flores, além de apresentar diferencas na forma e no
indumento das folhas. Essa diversidade fenotipica é notavel e contribui para a popularidade da
planta entre colecionadores e entusiastas de jardinagem (MCLAUGHLIN; GAROFALO, 2002)

No Brasil, a variedade de cultivares de Rosa do Deserto disponiveis para 0s
consumidores é bastante limitada. Até o momento, apenas cinco cultivares estdo em processo
de registro no Sistema Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC), que s&o: HSW B401, HSW
D106, HSW RS401, HSWRX210 e HSW V404. O desenvolvimento de novas cultivares € um
processo que demanda tempo e investimentos significativos, resultando em altos custos de
producéo e exigindo uma equipe técnica qualificada e infraestrutura especializada. Por essa
razdo, o registro e a protecdo das novas cultivares sdo etapas cruciais que ndo devem ser
subestimadas por empresas e melhoristas. Porém, existem poucos programas de melhoramento
dedicados a espécie Rosa do Deserto no Brasil (DA SILVA ROCHA, 2021)

As plantas destinadas ao comercio brasileiro sdo oriundas de empresas do setor de
flores e plantas ornamentais, em sua maioria composta por pequenos e médios empreendedores,
que realizam atividades de hibridacdo, avaliacdo, selecdo e clonagem de materiais superiores,
disponibilizando-os para comercializacdo sem qualquer registro ou protecdo, ou seja, as
variedades comercializadas da espécie Adenium obesum, ndo sdo registradas (DA SILVA
ROCHA, 2021)

Alguns floricultores afirmam que o mercado ja conta com mais de 500 padrdes de
cores diferentes. As antocianinas, uma classe de flavonoides, sdo as responsaveis pelas cores
das pétalas, variando entre rosa, alaranjado, amarelo, vermelho, roxo, azul e pretas (nira)
(KATSUMOTO et al., 2007). Essas cores estdo presentes nas flores da Rosa do Deserto, que
também exibem variacbes, como areas esbranquicadas, amareladas ou avermelhadas, em
diferentes intensidades. A diversidade de cores € atribuida a fatores genéticos, mas os fatores
ambientais ondeas plantas sdo cultivadas também desempenham um papel crucial na expressdo
dessas caracteristicas (DA SILVA ROCHA, 2021).



3.2.3 Formas de Propagacéao
A Rosa do Deserto pode se propagar de duas maneiras: por meio da reproducao
sexuada, utilizando sementes, ou pela reproducdo assexuada, através de estaquia e enxertia.
Embora a propagagdo por sementes seja importante para programas de melhoramento da
espécie, a polinizacdo enfrenta desafios, pois as flores masculinas e femininas apresentam
problemas de esterilidade, resultando em uma baixa producdo de sementes (DA SILVA
ROCHA, 2021)

O métododeestaquia tem se revelado eficaz para os produtores; no entanto, a dilatacdo
da base do caule ocorre abaixo da superficie do solo, 0 que ndo é atraente para 0 mercado
ornamental, uma vez que a estética da base dilatada ndo fica visivelmente exposta. Por outro
lado, a enxertia é vista como uma opc¢do viavel e desejavel, especialmente para variedades
hibridas, embora exija um nivel maior de habilidade por parte do viveirista (MCLAUGHLIN
& GAROFALO, 2002; KANCHANAPOOM et al., 2010).

A propagacdo in vitro representa uma alternativa viavel para a Rosa do Deserto e seus
hibridos. O cultivo in vitro, atraves da manipulacdo de explantes, condic6es de cultivo, meios
de cultura e reguladores de crescimento, possibilita a producdo em larga escala de mudas
destinadas ao mercado ornamental. Contudo, o cultivo in vitro da Rosa do Deserto ainda esta

em fase de pesquisa, com o objetivo de estabelecer protocolos eficazes para o seu cultivo
(KANCHANAPOOM et al., 2010; COLOMBO et al., 2018).

3.3 Doengas em plantas ornamentais

A fitopatologia é a ciéncia dedicada ao estudo das doencas em plantas e suas causas. Seu
principal objetivo é investigar as enfermidades que afetam os vegetais, analisando a interagéo
entre a espécie vegetal (hospedeiro) e os fitopatdgenos, que incluem uma variedade de
organismos como bactérias, espiroplasmas, fitoplasmas, fungos, plasmodioforideos,
protozoarios, quitrideos, nematdides, estraminipilas, virdides e virus. Esses agentes podem
atuar isoladamente ou em conjunto com vetores como &caros, insetos, plasmodioforideos,
quitrideos e nematoides, além de serem influenciados por fatores ambientais (BRIOSO, 2012;
BRIOSO & POZZER, 2012; BRIOSO & POZZER, 2013).

As doengas de plantas representam toda modificacdo no seu processo fisiologico ou das
suas estruturas, de acordo com as caracteristicas de uma determinada doenca. N&o € apropriado

“acusar” um dado organismo como a causa concreta de uma doenga, visto que 0 organismo
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ocasiona o desenvolvimento dadoenca sob a influéncia de outros fatores. A utilizacdo do termo
organismo causal € apropriada, pois entende-se que 0 mesmo é parte do complexo causal
(RAVA & SARTORATO, 1994).

As plantas ornamentais, assim como qualquer ser vivo, estéo sujeitas a adquirir doencgas
a partir dos agentes causais, chamados de “patogenos”. Esses podem ser agrupados em bioticos
que sdo compostos pelos fitopatdgenos, e abidticos que compreende fatores ambientais e
antropicos (temperatura, excesso ou pouca umidade do solo, luz, oxigénio, poluicdo do ar,
deficiéncia nutricional, toxicidade de minerais e pesticidas e praticas culturais improprias),
formando assim uma condicao limitante para a cultura (BELLE, 2008; FIGUEIREDO, 2008).

As doencgas em plantas ornamentais, geralmente séo causadas por agentes infecciosos de
natureza parasitaria, resultando em alteracdes fisioldgicas e na transmissdo de um tecidodoente
para um tecido sadio (AMORIM, 1994). Em regides tropicais de temperatura elevadas e
presenca de umidade, o cultivo de plantas ornamentais com sua densidade de plantio,
proporciona o um ambiente favoravel para o surgimento de doencas, que por sua vez limitam a
producéo e qualidade das plantas (BAIA etal., 2011).

Quandose trata de doengas em plantas ornamentais existe uma particularidade em relacdo
a intensidade e lesdo ocasionada pela doenca, por se tratar de plantas cujo cultivo possui suas
préprias caracteristicas e existéncia de grande numero de espécies vegetais, assim como a
diversidade de condigdes ambientais que as plantas demandam. As doengas causam danos
financeiros, podendo ser de forma direta, ocasionando queda na producéo, interferindo na sua
qualidade, assim como sua beleza fisica. Porém, se um diagnostico é dado de forma correta, o
tratamento possibilita um estudo das peculiaridades das doengas pela interacdo planta —
patégeno-ambiente, reduzindo os riscos de perda na producdo (PITTA, 1990).

Os insetos podem ter um impacto significativo nas plantas ornamentais, principalmente
através datransmissdo de doencas que afetam seu vigor e aparéncia e em casos Severos, essas
infeccbes podem levar a morte da planta. O aparelho bucal dos insetos pode ser classificado
como sugador ou mastigador, e ambos permitem a entrada de fitopatdgenos nas plantas,
principalmente a entrada de microrganismos viruliferos (JOYCES & TAKEMATSU, 2010).

3.4 Pragas

Os &caros e insetos fitéfagos sdo classificados como pragas quando suas populacdes

alcancam niveis que podem causar danos significativos do ponto de vista econdmico. Esses
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ataques podem afetar diversas partes das plantas, resultando em reducdo do valor comercial,

diminuicdo da producéo e, em casos extremos, até a morte das plantas (IMENES, 2002).

3.4.1 Acaros

Acaros sdo classificados como artropodes extremamente pequenos e que normalmente
se alojam na parte inferior das folhas das plantas. Eles se distinguem dos insetos por serem
tetrdpodes, ou seja, possuem quatro pares de pernas. No entanto, em sua fase juvenil,
apresentam trés pares de pernas. Mesmo apresentando a segmentagdo do corpo (cefalotérax e
abdbémen), sdo muito proximos das aranhas. Os &caros possuem dois fragmentos, sendo o
idiossoma, que € 0 corpo e 0 gnatossoma que representa o aparato bucal, que é formado por um
par de queliceras acima da abertura oral e subcapitulo, composto pela unido das coxas do palpo,
que ddo origem ao tubo de alimentacdo. Os &caros fitdfagos utilizam as queliceras como
estiletes para cortar as folhas (FLECHTMANN, 1975).

As folhas daRosa do Deserto ao serem atacadas por acaros, costumam apresentar lesoes
cloréticas em ambos os lados (GALLO et al, 2002) e, também, apresentam sinais de folhas
retorcidas, chamados de encarquilhamento, com pontuacGes esbranquicadas. Entre os
principais grupos destacam-se o0s &caros da Leprose (Brevipalpus phoenicis), acaros-vermelhos

(Tetranychus ludeni), acaros-brancos (Polyphagotarsonemus latus) (PICANCO, 2013).

3.4.2 Pulgdes ou afideos

Os pulgbes sdo insetos diminutos, com tamanhos que variam de 1,0 a 6,0 mm de
comprimento. Possuem um corpo macio e podem apresentar uma coloracdo diversificada,
incluindo verde, marrom, preto, amarelo e avermelhado. (IMENES, 2002; FARINHA, 2006).
Esses organismos sdo identificados por possuirem dois apéndices abdominais laterais,
conhecidos como sifunculos, cuja fungdo ainda ndo € bem definida. Além disso, possuem um
apéndice central chamado codicola, que serve para aelimina¢do de um liquido agucarado. Eles
também apresentam um par de antenas filiformes. As formas aladas contam com dois pares de
asas membranosas, sendo o par anterior maior que o posterior. Esses seres costumam ser
encontrados em coldnias, especialmente nas areas de crescimento das plantas, como brotacoes
e folhas novas (IMENES, 2002).

Os pulgdes se alimentam da seiva das plantas, o que resulta em sintomas como
amarelecimento, enrugamento, deformacdo e definhamento, podendo até levar a morte da

planta devido ao seu enfraquecimento. Durante a alimentacdo, esses insetos excretam um
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liquido agucarado que se deposita nas folhas, criando um ambiente propicio para o crescimento
de fungos que causam a doenca denominada de Fumagina. Essa fungos reduzem a é&rea
disponivel para a fotossintese e a respiracdo da planta. Além disso, o liquido agucarado oriundo
dos pulgdes atrai formigas doceiras, que comegam a conviver com os pulgdes, oferecendo
protecdo contra seus predadores naturais. Por meio das picadas de prova e de alimentacéo, 0s
pulgbes podem transmitir virus (IMENES, 2002; FARINHA, 2006).

3.4.3 Tripes

Os tripes possuem a cabeca com formato quadrangular e um par de antenas filiformes,
apresentam dois pares de asas estreitas e franjadas na fase adulta, na qual os permite ser
caracterizado. Encontram-se em col6nias na face inferior das folhas, em ramos e nichos de
flores e frutos e seu tamanho varia de 0,5 a 13,0 mm de comprimento, sendo assim sao
extremamente pequenos. A coloragéo é variavel, sendo claros em sua fase jovem e no decorrer
de sua fase adulta vdo escurecendo. Os tripes sugam a seiva e com isso as partes vegetais
afetadas sofrem descoloracdo e apresentam manchas com pontuac6es necrosadas no local das
picadas. O ataque severo resulta em lesdes nas areas afetadas que se assemelham a queimaduras,
apresentando um brilho prateado. Na parte inferior das folhas, € comum observar pequenas
pontuacdes aquosas escuras, originadas dos excrementos do inseto. Além disso, esses insetos
podem transmitir fitopatdgenos, especialmente virus, por meio de suas picadas durante a
alimentacdo (IMENES, 2002).

3.4.4 Mosca Branca ou aleirodideos

Os aleirodideos sdo insetos pequenos, medindo cerca de 1,0 mm de comprimento. Na
fase adulta, apresentam dois pares de asas membranosas cobertas por uma poeira branca, o que
lhes confere o nome popular de “mosca branca” ou “piolho farinhento”. Seus ovos possuem um
pedunculo e as formas jovens sdo apteras e fixas, frequentemente sendo confundidas com
coccideos. Esses insetos se instalam na parte inferior das folhas, formando grandes coldnias
envoltas em filamentos cerosos. Eles se alimentam da seiva das plantas, o que pode levar ao
definhamento e até a morte das mesmas. Além disso, os aleirodideos podem transmitir viroses

e favorecer o desenvolvimento de fumagina (IMENES, 2002).

3.5 Virus
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De acordo com Agrios (2005), os virus sdo compostos por nucleoproteinas que conferem a
eles a capacidade de causar doencas. Essas entidades patogénicas apresentam caracteristicas
notaveis, como seu tamanho reduzido, que sO permite sua visualizacdo por meio de
microscopios eletronicos. Além disso, a sua multiplicacdo ocorre exclusivamente em células
vivas da planta hospedeira. Estima-se que aproximadamente 90% dos virus que infectam
plantas tenham RNA como seu material genético. Entre os géneros mais importantes que
infectam hortalicas, sdo citados os cucumovirus (familia Bromoviridae, género Cucumovirus),
os potyvirus (familia Potyviridae, género Potyvirus), os tospovirus (familia Tospoviridae,
género Orthotospovirus), os geminivirus (familia Geminiviridae, principalmente o género
Begomovirus) e os tobamovirus (familia Virgaviridae, género Tobamovirus), quando se leva
em consideracdo a importancia econémica das culturas que sdo afetadas e 0s prejuizos que
podem causar. Dos virus citados acima, somente 0s geminivirus possuem DNA como material
genético. Os tobamovirus sdo disseminados através das plantas por meio dos tratos culturais, e
0s demais, por insetos. Assim, 0s cucumovirus e potyvirus sdo transmitidos por afideos
(pulgdes); os tospovirus e geminivirus sdo transmitidos por tripes e mosca branca,
respectivamente (LIMA, 2013).

Os virus sdo caracterizados por serem parasitas intracelulares obrigatdrios, os mesmos
ndo sdo capazes de gerar energia para realizacdo dos processos bioldgicos, que sdo necessarios
para o desenvolvimento de um organismo. Sua transmissdo na natureza é realizada por diversas
maneiras, podendo ser realizada através de ferimentos, por vetores ou outras formas que
possibilitem que a parede celular sofra alguma danificagdo para que se possa atingir o
citoplasma, isso quando se trata de virus que infectam plantas (RIVAS, 2008; RIVAS et al.,
2021).

Os sintomas externos presentes nas plantas tendema ser sistémicos, existindo mais de
um tipo. A planta pode apresentar lesdes cloréticas ou necroticas, sua folha e nervura podem
sofrer espessamentos, apresentando também clorose, mosaico ou nanismo. No entanto, apenas
0s sintomas apresentados nem sempre séo suficientes para a identificacdo correta e segura da
doenca (KIMATI et al, 2005).

A diagnose correta e precisa € resultado da identificacdo do agente causal, assim como o
conhecimento da distribuicdo na area que ocorre o plantio, tais informacdes sdo de extrema
importancia para que se possa definir e estabelecer medidas eficazes de controle. Tendo isso
em mente, diversos métodos vém sendo desenvolvidos para que ocorra a deteccdo e

identificacdo dos virus em plantas, sendo utilizado de testes bioldgicos, fisico-quimicos,
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sorologicos e moleculares para a diagnose de doencas virais (LIMA, 2013). Uma pesquisa na
literatura, revela a presenca de Tomato spotted wilt virus em Rosa do Deserto na Florida
(ADKINS & BAKER, 2005) e no mesmo local, existe relatos da presenca do Cucumber mosaic
virus na mesma espécie (BAKER et al., 2003).

3.5.1 Cucumber mosaic virus (CMV) (= Cucumovirus CMV)

O Cucumber mosaic virus, conhecido como virus do mosaico do pepino, ocasiona
doencas como mosaico ou clorose infecciosa da bananeira, sendo um virus cosmopolita
ocorrendo em todo o territério brasileiro (MEISSNER FILHO; BRIOSO, 2000). Uma de suas
primeiras aparicdes foi em pepino, onde Doolittle em 1916, que constatou sua presenca no
mesmo e em outras cucurbitaceas. Apds sua descoberta, 0 virus tem ocorrido no mundo inteiro,
infectando mais de 1.200 espécies em mais de 100 familias de monocotiledéneas e
dicotiledoneas (ZITTER; MURPHY, 2009).

O CMV pertence a familia Bromoviridae, sendo composta por seis géneros, 0
Alfamovirus (1 espécie), Anulavirus (3 espécies), Bromovirus (7 espécies), Cucumovirus (4
espécies), llarvirus (32 espécies), e Oleavirus (1 espécie) sendo o CMV pertencente ao género
Cucumovirus (BUJARSKI etal., 2012; ICTV, 2023).

O CMV possui particulas isométricas com diametro variando de 28 a 30 nm e apresenta
um capsideo composto por 180 subunidades protéicas com massa molecular de 24 kDa
(PALUKAITIS et al., 1992). Palukaitis et al. (1992) apresenta que: “seu genoma contém trés
RNAs de fita simples, senso positivo, designados de RNA 1, RNA 2 e RNA 3, que séo
encapsidados em particulas individuais, além de um quarto segmento subgenémico. O RNA 1
contém 3357 nucleotideos e codificaa proteina 1la de 111 kDa (ORF 1a), que € necessaria para
a replicacdo do genoma do virus. O RNA 2, com 3050 nucleotideos, codifica a proteina 2a de
97 kDa (ORF 2a), que esta envolvida na replicacdo do virus, e a proteina 2b de 15 kDa (ORF
2b), que esta relacionada com a supressao do mecanismo de silenciamento génico do
hospedeiro, sendo responsavel pela disseminacao sistémica e pela viruléncia do virus. O RNA
3 codifica a proteina 3a, proteina de movimento (MP) com 30 kDa, requerida para 0 movimento
do virus de célula a célula e a longa distancia, e a proteina da capa proteica de 24,5 kDa, a qual
é traduzida a partir do RNA 4 subgenémico com 1034 nucleotideos. Este RNA 4 ¢ sintetizado
a partir do RNA 3”.

Segundo Aranda et al. (1993), alguns de seus isolados podem apresentar um RNA
pequeno, sendo chamado de RNA satélite (satRNA), ou RNA5, de 335 a 390 nucleotideos,

14



geralmente presente no subgrupo 1, dependendo do virus para a sua replicacéo e encapsidacéo.
Este RNA ndo codifica proteinas, mas pode acarretar na alteracdo dos sintomas induzidos pelo
virus (KAPER & WATERWORTH, 1977) e a presenca do mesmo, geralmente acentua os
sintomas causados pelo CMV por afetar seu nivel de replicagdo (PALUKAITIS et al., 1992).
Além de ser conhecido por infectar bananeira, 0 CMV age também em plantas
ornamentais e olericolas, incluindo alface, tomateiro, pimentdo, abobora, meldo, e inimeras
outras espécies (KITAJIMA, E.W. 2020). Por isso a importancia em relacdo a danos de

producdo nos setores ornamentais causados pelo virus.

3.5.2 Tomato spotted wilt virus (TSWV) (= Orthotospovirus tomatomaculae)
O Tomato spotted wilt virus pertence a familia Tospoviridae, do
género Orthotospovirus, apresenta particulas esféricas ou pleomdrficas com diametro entre 80
e 110 nm. Seu genoma é formado por trés segmentos de RNA denominados S ("small*), M
("medium”) e L ("large”). O S RNA possui duasfases abertas de leitura - ORFs (ambisense) que
codificam uma proteina ndo estrutural (gene NSs) e a proteina do nucleocapsideo (gene N). O
M RNA tambeém possui duas ORFs (ambisense) que codificam a proteina de movimento (NSm)
e um precursor das glicoproteinas (G1/G2), e o L RNA apresenta uma Unica ORF (senso
negativo) que codifica a polimerase viral (gene L) (VAN REGENMORTEL et al., 2000).
As plantas infectadas por TSWV apresentam sintomas variados, sendo este de acordo
com a especie de planta hospedeira e cultivar, com a idade da planta, 0 momento da infeccéo e
com as condicOes edafoclimaticas. Os sintomas da doenga podem ser vistos nos caules, folhas,
frutos efou peétalas das plantas infectadas, no entanto, os sintomas mais frequentes sdo
encontrados nas folhas, onde as mesmas apresentam manchas cor-de-bronze, marmoreados e
mosaicos, manchas e pontuacdes cloroticas e necroticas, arabescos e anéis necroticos e/ou
cloréticos. J& nos frutos sdo mais observados anéis necréticos e/ou cloréticos e deformagdes.
As plantas infectadas normalmente apresentam tamanho reduzido (RAMALHETE, 2007).
Conhecido como virus do bronzeado do tomateiro, 0 Tomato spotted wilt virus afeta
culturas horticolas e, também, ornamentais tanto em producdo em estufas como em ar livre
(PEREIRA & CORTEZ, 1994).

3.6 Técnicas de diagnéstico de virus

15



Existem inumeras técnicas desenvolvidas para a deteccao de virus, que podem variar
em complexidade. Algumas abordagens sédo simples, como o uso de plantas indicadoras,
enquanto outras sdo mais precisas, incluindo métodos soroldgicos e moleculares (ALMEIDA,
2009).

Segundo Daniel (1999), para a implementacdo das técnicas, é essencial que haja uma
alta repetitividade e sensibilidade na distingdo do virus alvo em relagdo a outros fitopatdgenos
potenciais, a fim deevitar resultados falso positivos. Além disso, as técnicas devem ser rapidas,

de fécil manuseio e apresentar um custo acessivel.

3.6.1 Teste Biologico (Gama parcial de hospedeiro)

O método bioldgico envolve a transmissdo do virus por meio de enxertia ou inoculacdo
mecanica. Esse processo pode ser aplicado a dois grupos de plantas hospedeiras: o primeiro
consiste em plantas lenhosas, que incluem diferentes cultivares de copa ou porta-enxerto,
sensiveis a certas viroses. O segundo grupo é formado por plantas herbaceas, conhecidas como
plantas indicadoras. A escolha dessas plantas € feita conforme a doencaque se deseja identificar
(FAJARDO & NICKEL, 2015).

Com a técnica biologica é possivel a identificacdo do virus, mas ndo determina
especificamente a espécie viral que causa os sintomas. A maior limitacdo deste método € o
espaco e tempo requerido e para e manter e observar as plantas até que o diagnostico final seja
realizado (NICKEL & FAJARDO, 2009).

Utilizando as plantas herbaceas, a inoculacdo € realizada mecanicamente. O método
consiste na utilizacdo das folhas infectadas com virus, as mesmas sdo maceradas em solucao
tampdo e o extrato é friccionado na superficie das folhas da planta indicadora, anteriormente
triturada com agentes abrasivos, que por sua vez causam pequenos ferimentos no limbo foliar
das plantas, facilitando a entrada das particulas virais no tecido vegetal. Apds realizado esse
processo, as plantas devem ser mantidas em casa de vegetacdo e observadas, no periodo de
cinco a vinte dias. Dado esse tempo, as plantas indicadoras apresentardo sintomas, caso o virus
tenha realmente sido transmitido (FAJARDO & NICKEL, 2015).

3.6.2 Teste Soroldgico
O Teste Imunocromatografico € um teste sorolégico, conhecido como ensaio de fita,
dipstick ou ensaio de fluxo lateral, é utilizado na deteccdo de diferentes patdgenos e substancias

como horménios e pesticidas (ROCHA, 2012). O teste em questdo € vantajoso devido a sua
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rapidez, e praticidade, podendo ser utilizado em campo e por pessoas nao treinadas, visto a
facilidade de aplicacéo e leitura dos resultados (PEAK et al., 2000; CHIAO et al., 2004).

Composto por dois anticorpos com ligacdo distintaa epitopos presentes em uma molécula
analisada, um dos anticorpos € o de detecgdo, ele é marcado com um gerador de sinal (esfera
de latex ou ouro coloidal) e outro de captura. O anticorpo de detec¢do é desidratado em uma
membrana, de modo que seja dissolvido em contato com meio aquoso, contendo a molécula a
ser detectada. Ap0s vinte minutos, aproximadamente, o sinal de cor gerado pela rea¢do podera
ser quantificado e/ou qualificado (PEAK et al., 2000).

O teste sorologico em questdo, consiste na reacdo enzimatica do antissoro e antigeno. O
material infectado com virus ao estabelecer contato com a enzima, desencadeia a reacdo e pode
ocorrer aparecimento de cor na fita, o que significa resultado positivo para presenca de virus
(REGO, 2017).

3.6.3 Testes moleculares

As técnicas moleculares tornaram-se de extrema importancia para diagnosticar a presencga
de virus nas plantas, devido a sua precisdo e eficacia. O teste em questdo se distingue dos testes
sorolégicos pela molécula identificada, uma vez que se baseia na identificacdo do material
geneético dos virus, tornando possivel identifica-lo, mesmo quando estdo em estagio de laténcia
e em concentracgdes reduzidas (TOMAZETTI, 2016).

A maioria dos virus que afetam as plantas, possuem o RNA fita simples como material
genético, por essa razdo é necessario executar a transcriptase reversa, para que se possa produzir
cDNA (ZHU et al., 2010). Por esse motivo as técnicas de RT-PCR (Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction) e gPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction), se
demonstram precisas e eficazes no monitoramento e diagnose de virus (HAJIZADEH, et al.,
2012; LOPEZ-FABUEL etal., 2013).

Lima ¢ Fajardo (2012) relatam que “a RT-PCR se baseia na amplificacdo e deteccdo do
material genético dosvirus de RNA e a PCR na amplificacdo e deteccdo do material genético
dos virus de DNA, em amostras vegetais infectadas. Para a detecgdo, € necessario que pelo
menos uma parte da sequéncia de nucleotideos do genoma viral seja conhecida, pois isso
permite a criacdo dos iniciadores, ou primers, utilizados na reacdo. O processo envolve as
enzimas transcriptase reversa e Taq DNA polimerase, sendo automatizado por meio de um
termociclador programado para realizar a transcricdo reversa do RNA em DNA complementar

e, em seguida, executar maltiplos ciclos da PCR, que visam a producéo de um grande nimero
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de copias do fragmento alvo deste DNA. Assim, a amplificacdo seletiva de um segmento do
genoma viral € realizada a partir do RNA viral utilizado como molde. Os produtos resultantes
dareacdo séo visualizados através de eletroforese em gel de agarose. O brometo de etideo, um
corante amplamente utilizado, se intercala na molécula de DNA e altera o comprimento de onda
emitido sob luz ultravioleta, permitindo a visualizacdo na forma de uma banda.

Dentre os métodos moleculares, ou seja, aqueles baseados na deteccdo do &cido nucleico,
a transcricdo reversa associada a reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) é o mais utilizado.
A principal vantagem desse método é a sua elevada sensibilidade. Mesmo quando a amostra
vegetal apresenta quantidades reduzidas do patdgeno, a amplificacdo por PCR permite sua
deteccdo. Caso ndo seja observado nenhum DNA de dimensédo desejado no gel de agarose, a
amostra vegetal pode ndo estar infectada ou a concentracdo do virus se encontra abaixo do
limiar de deteccdo para esse método ou os primers utilizados ndo possuem homologia com a
sequéncia viral suficiente (LIMA & FAJARDO, 2012).

MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta do material

A coleta do material foi realizada no decorrer dos anos de 2022, 2023 e até 0 més
novembro de 2024. Inicialmente foram coletadas no ano de 2023 algumas plantas em vasos
que apresentavam sintomas e plantas sem presenca de sintomas. Essas amostras foram cedidas
pela produtora de Rosa do Deserto que reside na cidade de Seropédica, localizada no Rio de
Janeiro, situado em 22°47'43.44"S e 43°38'45.276"W. Sua producdo é realizada no quintal de
sua casa e a espécie cultivada no local é Adenium obesum e as plantas sdo comercializadas
através de sua pequena empresa, chamada L & E Rosas do Deserto. Todas as plantas sdo
cultivadas em vasos, cujo tamanho varia de acordo com o tamanho da planta, algumas ao ar
livre e outras em estufa envolto por sombrite 50% para isolamento solar. Posteriormente, a
produtora mencionada passou a realizar o envio de amostras para o Laboratorio Oficial de

Diagnostico Fitossanitario, sendo essas compostas por folha, flores, talos e raiz.

Foram analisadas o total de 303 amostras, escolhidas pela prépria produtora, sendo

que algumas das plantas escolhidas apresentavam sintomas de mosaico nas folhas e outras ndo
apresentavam (Figura 1).
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Figura 1: Realizacdo da coleta presencial na casa da produtora. localizada em Seropédica, estado
do Rio de Janeiro. (A) Diversas variedades de Rosa do Deserto cultivadas pela produtora; (B) Rosa
do Deserto plantada em vaso para comercializacdo; (C) Folha de Rosa do Deserto com sintoma de
mosaico. Fonte: Proprio autor
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4.2 Local de analises das amostras
As analises foram realizadas no Laboratério Oficial de Diagnostico Fitossanitario
(L.O.D.F.), localizado na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, Rio de
Janeiro. Situa-se a 22° 45" Se 43° 43"W, no km 07 da BR 465 (conhecida como antiga Rio-Sao

Paulo). O laboratério em questdo é credenciado junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para diagndstico fitossanitario em produtos de origem vegetal.

Os testes bioldgicos foram efetuados na casa de vegetacdo designada pelo L.O.D.F,,
localizado no mesmo endereco mencionado acima e 0s demais testes foram realizados dentro

das instalagbes do L.O.D.F.

4.3 Transmissdo Mecanica

Para a inoculacdo mecanica foi utilizado como fonte de virus folhas com sintoma de
mosaico de A. obesum e como planta indicadora foi utilizada plantas de Curcubita pepo cv.
Caserta, com seis dias ap0s a germinagdo. O indculo foi preparado com 0,1g das folhas das
mesmas maceradas em almofariz e pistilo, previamente limpos e autoclavados, contendo 0,1g
de celite e 9 mL de tampéo de fosfato de sodio 00,1M; pH 7,6 + 0,1% de sulfito de sédio. As
folhas de Curcubita pepo cv. Caserta foram friccionadas somente com o indculo e lavadas com
agua corrente, sendo mantidas em casa de vegetacdo por 15 dias para que pudessem ser
observados o aparecimento desintomas. O procedimento descrito foi efetuado em trés periodos

distintos.

No laboratorio foi separada uma amostra de Commelina nudiflora testada positiva
para o CMV e outra negativa (Figura 2 A e 2F). Visto que os sintomas apresentados nas folhas
das rosas do deserto eram parecidos com os da Commelina nudiflora, a planta em questéo foi

utilizada como controle positivo. Foram utilizados extratos feitos a partir da flor, folha, caudéx
e raiz da Rosa do Deserto no teste em questdo (Figura 2 B, C, D, F).
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Figura 2: Realizacdo da inoculagdo mecénica nas instalagbes do laboratério Oficial de Diagnéstico
Fitossanitario. (A) tampéo; (B) extrato Comelina positivo; (C) Caudéx; (D) Comelina positivo Folha; (E) Flor;
(F) raiz; e (G) folha. Fonte: Prdprio autor.

4.4 Enxertia, Vetor e Transmissdo por Semente
A transmissdo atraves deenxertia consistiu na utilizacdo deestacas de Rosa do Deserto
infectadas onde, as mesmas foram enxertadas em espécie de Rosa de Deserto sadia. Foi

utilizado o método de enxertia por garfagem. Este método envolve a introducdo de um
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segmento de ramo (garfo) de uma planta desejada em um porta-enxerto, facilitando a fusao

entre as duas partes para criar uma nova planta.

O teste de transmissdo por inseto vetor foi realizado através de afideos coletados em
Rosa do Deserto. Os pulgdes foram retirados das flores de Rosas do Deserto com o auxilio de
um pincel. Apos coletados os mesmos foram inseridos em plantas sadias para realizacdo da
picada de prova e, consequentemente, limpar seu aparelho bucal. Apos esse processo foram
capturados, colocados em placa de petri, na qual foi induzido a um ambiente escuro no periodo
de 30 minutos. Apos esse tempo foi inserido folhas de Rosa do Deserto que apresentavam
sintomas de mosaico na placa petri para que os pulgdes se alimentassem por aproximadamente
30 minutos. Na sequéncia, os pulgdes foram transferidos, com o auxilio de pincel, para plantas
de Nicotiana tabacum L. e foram sendo observadas durante sete dias.

Para analisar a transmissdo por sementes, foram coletadas 100 sementes de rosa do
deserto [Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult.] testada positiva para o CMV e 100
sementes de rosa dodeserto [Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult.] testadanegativa. As
sementes foram plantadas em bandeja plastica com substrato e mantidas em casa de vegetacdo,

para que ndo ter ocorréncia de possiveis vetores. Apos 15 dias, as 200 plantas recém germinadas
foram submetidas a Teste Imunocromatografico.

4.5 Teste Imunocromatografico
Para o teste foi utilizado o kit ImmunoStrip® Tests (Agdia Inc.) para o Cucumber
mosaic virus (CMV) o mesmo foi retirado da geladeira onde € armazenado (sob a faixa de
temperatura de 5°C - 10°C) e mantido em temperatura ambiente por 30 minutos. Com o auxilio

de uma tesoura desinfestadacom alcool 70% foram cortadase pesadas0,15g deamostra vegetal
proveniente da Rosa do Deserto e depositadas sobre papel aluminio.

A bolsa plastica existente no kit ImmunoStrip® Tests (Agdia Inc.), foi marcada de
acordo com o numero da amostra e em seguida utilizando uma pinca, também desinfestadacom
alcool 70%, a amostra vegetal foi colocada dentro da bolsa. Na sequéncia a bolsa foi tampada
para que a solugdo tampéo néo saisse e com o auxilio de um pistilo aamostra inserida na solucéo
foi macerada e ap6s esse processo foi colocada a tira imunocromatografico na lateral da bolsa

pléstica, onde foi submersa no extrato tamponado da amostra até 0,5 cm. Depois de
aproximadamente 20 minutos obteve-se o resultado.

22



4.6 Teste Molecular
4.6.1 Extracdo de RNA

A extracdo de RNA das amostras coletadas foi realizada de acordo com o protocolo
do kit RNeasy Plant Mini kit (QIAGEN Brasil) utilizado no Laboratério Oficial de Diagndstico
Fitossanitario (L.O.D.F.). Utilizou-se para o procedimento 0,1g de partes do tecido, como
nervuras e limbo de folhas jovens de Rosa do Deserto, caudeéx, raiz, flores e polen. Os tecidos
foram triturados separadamente em almofariz com auxilio de pistilo (previamente tratado com
solucdo de DEPC e autoclavado), em presenca de nitrogénio liquido. Apos, foi acrescentado
nas amostras 450 pL de tampao RLT, sendo entdo transferidas para tubos de polipropileno de
15 mL. As amostras foram submetidas a agitacdo vigorosa em Vortex Mixer
(FisherVortexGenie2) durante 30 segundos, sendo os lisados transferidos para a coluna lilas
(QlAshredder) do kit. As colunas foram centrifugadas a 16100 x g (13179 rpm) por dois
minutos. A coluna foi descartadae a solugcdo resultante foi transferida para um novo tubo de
polipropileno de 1,5 mL e adicionado 0,5% de etanol 95% gelado, misturado pela inversédo do
tubo. Com auxilio de micropipeta, 650 pL da solugdo foi transferida para a coluna rosa (Mini
Spin Column), colocada no tubo de polipropileno de 2 mL e centrifugada a 8000 x g (10000
rpm) durante 15 segundos. O filtrado resultante foi descartadoe o tubo reutilizado com a coluna
rosa, na qual foiadicionado no mesmo 700 pLL detampao RW1 e centrifugadaa 8000 x g (10000
rpm) por 15 segundos; posteriormente, o filtrado foi descartado e na mesma coluna rosa, foi
acrescentado 500 uL de tampao RPE e, centrifugado a 8000 x g (10000 rpm) por 15 segundos.
Descartou-se o filtrado e 500 puL. de tampao RPE foi novamente adicionado a coluna rosa e
centrifugadoa 8000 x g (10000 rpm) por dois minutos. Em seguida, a coluna rosa foi transferida
para um novo tubo de polipropileno de 1,5 mL e adicionado 50 uL de agua (destilada,
deionizada, tratada com solugéo de DEPC e autoclavada) na coluna e centrifugada a 8000 x g
(10000 rpm) por um minuto. Por fim, a coluna foi entdo descartada e o tubo contendo o filtrado
(RNA total extraido) foi identificado e mantido no freezer a temperatura de -25°C até posterior
uso no teste de RT-PCR.

4.6.2 Confeccdo dos Primers
As sequéncias dos oligonucleotideos sintéticos (“primers”) foram as descritas para o
Cucumber mosaic virus assinalados na literatura oriunda da capa proteica do virus. Os primers

elaborados foram sintetizados pela empresa Thermo Fischer.
23



4.6.3 Testede RT-PCR

Foi adotada a metodologia descrita no procedimento POP-72.RT-PCR, desenvolvido
pelo Laboratério Oficial de Diagnostico Fitossanitario da UFRRJ. Este procedimento consiste
em retirar, com o auxilio de uma micropipeta P20, 4 pul do RNA extraido de um tubo de
polipropileno identificado pelo nimero da amostra. Em seguida, utilizam-se os produtos do Kit
SuperScript® One-Step RT-PCR System with Platinum® Tag DNA Polymerase, conforme as
instrucdes do fabricante. E importante garantir que os primers especificos e as condigfes de
amplificacdo no termociclador estejam adequados para a praga alvo. Apo6s a amplificacdo da
amostra de RNA no termociclador, procede-se a eletroforese em gel deagarose a 1,2% contendo

brometo de etidio.

4.6.4 Eletroforese
Os produtos das reacdes de RT-PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1,2% em tampdo TAE 1X com a presenca de brometo de etidio (10 mg/ ml), sendo
aplicado 18 uL do produto do RT-PCR nas canaletas do gel e deixadas por 25 minutos em
corrente elétrica de aproximadamente 88 volts. Os fragmentos amplificados (Amplicon)
separados por eletroforese foram visualizados através do transiluminador de luz ultravioleta.
As amostras que apresentaram bandas compativeis com a altura esperada, foram consideradas

positivas.

4.7 Prototipo de kit Diagndstico
Com os dados obtidos através dos Testes Imunocromatograficos e de RT-PCR foi
elaborado um prot6tipo de kit de diagnostico sorologico e/ou molecular, respectivamente, que
incluem manual informativo, tira imunocromatografica especifica, primers especificos,

condicOes e material de amplificacdo, amostra controle.

4.8 Estratégia de Controle
Baseado nos dados obtidos foi elaborado uma possivel estratégia de controle para o
virus detectado em Rosa de Deserto. As estratégias foram elaboradas a partir do complexo
causal.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Testes Bioldgico
5.1.1 Transmissdo Mecanica,

O teste realizado por meio de inoculacdo mecénica apresentou resultados negativos
para algumas partes da Rosa do Deserto utilizada. As folhas de Curcubita pepo cv. Caserta que
foram inoculadas com extrato proveniente da folha, caudex e raiz ndo apresentaram nenhum
sintoma referente a presenca de virus, apés sete dias. Para uma confirmacdo, as amostras
passaram mais oito dias em observacdo na casa de vegetacgdo, totalizando 15 dias e ndo foram
constatadas alteracbes nos materiais. Apenas a Curcubita pepo cv. Caserta inoculada com o

extrato da trapueraba (Commelina nudiflora L.) (Controle Positivo) e com o extrato da flor da
Rosa do Deserto, apresentaram resultado positivo (Figura3).

Figura 3: Sintomas de mosico apresentado apds a inoculagdo mecénica. (A)extrato da flor da rosa do deserto;
e (B) extrato commelina nudiflora L. Fonte: Prdprio autor

Apo6s a inoculacdo, foi realizado o Teste Imunocromatrografico com o0s extratos e
somente o extrato utilizando a flor da Rosa do Deserto e da Commelina nudiflora L.,
apresentaram resultado positivo para o0 Cucumber mosaic virus (CMV).

Existe uma série deestudosque apresentam diversas informacdes referentes a presenca
de substancias quimicas toxicas com potencial para uso farmacéutico e de uso antiviral nas
rosas do deserto (FARAH et al. 2016). Diante disso, é possivel que essas substancias possam

influenciar o impedimento da transmisséo do CMV de folha, caudex ou raiz, realizada
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mecanicamente, gerando os resultados negativos, ou seja, tal resultado pode ser atribuido pela
presenca das substancias inibidoras encontradas na Rosa do Deserto.

O resultado apresentado permite observar que as tentativas de inoculacdo mecéanica foram
ineficazes ao utilizar como indicadora Curcubita pepo cv. Caserta., mesmo ela sendo uma
planta indicadoracomum para a presenca do CMV. Reforgando assim, que a possivel causa dos
resultados negativos obtidos por esse método, pode realmente ser pela presenca de substancias
inibidoras presente na Rosa de Deserto. Segundo Brioso (1986) algumas plantas possuem

substéncias inibidoras para o teste de inoculagdo mecanica.

5.1.2 Enxertia,
O teste de enxertia foi realizado com o auxilio da produtora e, ap0s a realizacdo da
enxertia, a planta foi submetida ao Teste Imunocromatogréfico, revelando a presenca do virus.

5.1.3 Vetor
O teste utilizando o pulgdo Aphis gossypii Glover, 1877 (Homoptera : Aphididae)
(Figura 4), apresentou resultado negativo para a presenca de CMV. O pulgdo em questdo nédo
permaneceu na planta indicadora. Sendo assim, mesmo que tenha sido realizado a picada de
prova o virus ndo foi transmitido. A fonte de inoculo para a realizagdo desse teste foi uma folha
de Rosa de Deserto testada positiva e os pulgdes foram transferidos para planta de fumo

(Nicotiana tabacum L.), considerada uma planta indiciadora para 0o CMV.

O teste em questdo foi realizado apenas com as folhas e, possivelmente, substancias
inibidoras impecam que os pulgbes adquiram o virus na picada de prova e o transmitam. Outra
questdo pode ser que o inseto utilizado como vetor do isolado do CMV em Rosa do Deserto,
ndo seja eficiente na transmissdo do CMV tendo como fonte de indculo folhas de Rosa do
Deserto. De acordo com Brioso (1986) no qual foi utilizado diversos isolados do Cucumber
mosaic virus em diversas plantas, inclusive na dedal-de-dama (Allamanda cathartica L.) que

pertence a mesma familia da Adenium obesum, onde foi possivel observar que houve varia¢do
nos resultados ao ser testado algumas espécies de afideos vetores do CMV.
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Figura 4: Pulgdo utilizado no teste de transmisséo por vetor (A) Visualizagdo em microscépio do Aphis
gossypii; (B) Afideo encontrado nas flores de rosa do deserto

5.1.4 Transmissdo por semente

Todas as amostras apresentaram resultado negativo, conforme figura 5. Foram
selecionadas 15 plantas provenientes de sementes, tanto das plantas negativas como, das
testadas positivas para 0 CMV, para o teste molecular e ambas apresentaram resultados
negativos.
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Figura 5: Bandejas com mudas de rosa do deserto, sendo: (A) Mudas a partir de semente de rosa do deserto; e
(B) teste Imunocromatogréafico

5.2 Teste Imunocromatografico
Utilizando o Teste Imunocromatografico foi possivel observar que das 303 amostras
de Rosa do Deserto analisadas, 75 apresentaram resultados positivos e 228, apresentaram
resultados negativos. Também foram testadas duas amostras de Commelina nudiflora, sendo
uma controle negativo e uma positiva para 0 CMV (Figura 6).
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Figura 6: realizagdo do teste imunocromatogréfico: (A) Commelina nudiflora testada positiva para CMV;
Commelina nudiflora testada negativa para CMV.

As variedades que apresentaram resultado positivo para o CMV foram: BMA, Florent
Ev 189, Chocolate, Variegada Branca Dobrada, Viluva Negra, Golden Temple, Rihanna, Matriz
Producdo Amarela, Variegada Rosa Dobrada, Variegada Lolita, Grace, Chantily, NR 12,
Swazicum, Magical Princess, Black Belle, Variegata Bia, Rubi EIf, Malan, Variegada Pandora,
Matriz F-01, Swallow, Black Mistery, ACR 10, Bridal Buque , Akira, Encantus, JA 55, BRD
23, Juliete, Variegada Branca com Vermelho Dobrada, LM 580, Maria, Marilia, Rubi EIf,
Sindy, Arabicum 1, Red CIiff x Red Cliff, BRD8 x Blue boy, LM 873, Fabiana x Infinity,
Mister Okomura, Felix x romantic, Chibi Maruko, Vilva Negra, Yang Ning, Polaris, Maria,
Magpnifica, lolanda, Pluma Buque, ACR 1, Genésia, Pluma Buqué, Encantus, ACR 32,
Amarela, Arretada, Variegada Cris, Polaris, LM44, LM 185, Vilva Negra ,Variegada Labareda,

Variegada Rosa Riscada, Mustang, Chernobyl, AP. Rosa, 3, Rubi EIf, 4, Purple Blue, MKMK
Black e Saammuummee.

As variedades que apresentaram resultado negativos para o CMV foram: He Feng,

Thinting of You, Margaret Star, Infinit, Miss Donut, Fall In Love, Ferrari, Star Cluster, Pansy
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Paris, Peony, Renda, Dancing Queen, Julius Cesar, Golden Bliss, Red Velvet, Nusa, Lancaster,
Carnation, Wealthy, Pessanha, LG 29, ACR-03, LM 424, Miss Vietnam, Arya, Jesy, Matriz
Roxa, Florent, EV 184 Mileid, Sansdo, Washingtom, LM 741, Jupiter, Musella, RC 503,
Isabelle, Matriz F-02 , Beauty, Caroline, LBG- 1, Indigo Glase , Crista BRO , Ravi, Single
Purple flower, TW4, Purple Swallow , Gema de ovo, Tweety , Meet the love, ACR 10, Bridal
Buque , Yujido, Double Blueboy, Joana, Yoko, Bridal Buque, Lotus Cloud, JA-74, LM 758,
ACR 13, Fil6, Golden Temple, M9, Ciclope, Kamilla, LM 550, Romantic Edige, Ghost, Thalita,
RAS52 X Sansdo, Isis, Viuvinha, BRO 102, Rihanna, Black Coffe, Grace, Capitu, ARM 82, NR
12, Infinit x Cherry-BP, LM 596, Fall in love x LM 758, Ametista Bicolor x LM 596, BRD x
Matriz roxa. Pendente, Santa Claus x BrancaACR 03 x Carnation, Canario, ACR 03 x EV 58,
FM 22 x Margaret Star, Arabicum 2, FM 22 x canério, Cherry, EV 58, Matriz 1 x Renda, M9
X Renda, Encantus, Juliete, Black lady, Variada floral , Palminha Buque, BRD 100, Mustang,
LM 442, Mister Okomura, Marilia, BRD 46, Vilva Negra, LM 992, Céu Estrelado, LK 574,
Canério, Luna, Viluva Negra, LK 306,.Miracle, Cristata Vermelha Singela, Fil6, LK 265, ACR
43, Pérola Bouquet, Capixaba, ACR 44, Chibi Maruko, ACR 50, Pequi, Maracuja, Francesinha,
Vampira, Black Chrry, Matriz Producdo 1, Respect, Pomerana, Dakota, Miss Vietnam,
Spartuacus, Monique, ACR 58 Variegada, Paraibana, Magnifica, Golden Cicada, Francesinha,
JA-19, BRD99, Emilia, Aurora, Red velvet, Matriz Cristata, Porcha, Estrela purpura, NR 12,
LM 550, Variegada LK 371, Lola, Juliane, LM 937, Manhattan, Scarlet, ACR 65, JA 55,
Swallow, YE 1, Akira, Lucy Pink, Oprah, Pitaya, Safira Rosa, Lk 103, VVariegada Viuva Negra,
RA 55, LK 341, Washington, Black Vulgan, Fall in Love, Miss Vietnam, Variegada ACR-80,
Amarelinda, Camponesa, Bridal Buqué, Genesia, Céu Estrelado, Suprema, Dalia, LM 233,
Variegada Ali, Magical Princes, LM 741, Polar, Mister Okomura, ACR 85, Carnation, Pamela,
Puple Medai, BRD 07, Babalu, Julieta, Grape Amarillis, ACR 100, ACR 23, Pluma Buqué, LK
523, Pink Pony (HU-9), Céu estrelado Singela, Manarola, LK266, Variegata Rosa Riscada,
Variegata Marisya, Encantus, Variegata Rafa, Zaia, Florentina, Duquesa, Variegata Chernobil,
ACR 83, Estrela Negra, Magnifica, RA 04, ETNA, Variegata AP Rosa, Isabelle, Arabicum
Black Skin, Julieta, LM 768, M10, ACR 82 e BRD Buqué.

As variedades apresentadas acima, sao denominadas a partir de cruzamento realizados
pelos produtores, sendo assim ndo sdo de fato variedades registradas. Segundo relato da

produtora, visto que a quantidade de produtores de rosa do deserto tem aumentado no territério
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brasileiro, muitas dessas variedades podem ser a mesma, porém com denominacdo diferente,

uma vez que néo existe o controle nacional.

Segundo Da Silva Rocha (2021) as empresas do setor de flores e plantas ornamentais,
assim como 0s pequenos e médios produtores, realizam atividades de hibridacdo, avaliacéo,
selecdo e clonagem de materiais superiores. Apds esses processos, disponibilizam esses
produtos para a comercializacdo sem qualquer tipo de registro ou protecédo legal e no Brasil,
existem poucos programas de melhoramento voltados para a espécie Adenium obesum, sendo
até o momento, cinco cultivares estdo em processo de registro no Sistema Nacional de Protecédo
de Cultivares (SNPC): HSW B401, HSW D106, HSW RS401, HSW RX210 e HSW V404.

Os resultados descritos anteriormente, foram das amostras enviadas para o laboratorio
pela produtora, sendo de diferentes matrizes, que sao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados obtidos através do teste Imunocromatografico de diversas matrizes de rosa do deserto.

Matriz Positivo CMV Negativo CMV Quantidade

Folha 67 206 273
Caudex 1 0 1
Folha e broto 0 5 5
Folha e flor 5 7 12
Broto/talo 0 7 7
Flor 1 2 3
Planta Inteira 1 1 1
TOTAL 75 228 303

Foram separadas as duas amostras de Rosa do Deserto testada positiva e negativa para
CMV, no qual foram analisadas as matrizes flor, folha, caudex e raiz. Esse teste apresentou
resultado positivo para a presenca do CMV, sendo assim, é possivel identificar a presenca do
virus em toda parte da planta com o teste em questao (Figura 7).
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Figura 7: Teste Imunocromatografico realizado em diferentes matrizes e com resultado positivo para CMV:
(A) raiz; (B) folha; (C) Caudex; e (D) flor. Fonto: préprio autor

Segundo Baker et al. (2003), o Cucumber mosaic virus, foi identificado em plantas
sintomaticas por teste sorologico para a presenca de proteina capsidial do CMV com um teste
ImmunoStrip disponivel comercialmente pela Agdia, Elkhart, IN, representanto o primeiro
relato de infeccdo por CMV em Rosa do Deserto no Estado da Flérida - Estados Unidos da
América.

Com o resultado relatado do trabalho anteriormante citado, nota-se que o teste sorolégico

é eficaz, tornando possivel uma detecgdo rapida e segura da presenca do CMV.

5.3 Teste RT-PCR

5.3.1 Teste molecular
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Os resultados sdo apresentados na figura 8, onde: Canaleta 1 foi inserido 0 DNA
amplificado do CMV com primers especificos para o CMV em Comelina nudiflora infectada,
apresentando resultado positivo. Na canaleta 2 0 marcador de massa molecular (1 kb plus DNA
Ladder, Thermo Fisher). Nas canaletas 4 e 5, sdo respectivamente o0 DNA amplificado da folha
e florda Rosa do Deserto, onde apresentaram resultado positivo para a presenca de CMV e, nas
canaletas 3, 6 e 7 onde foi inserido o DNA amplificado dafolha de Rosa do Deserto sadia, onde

apresentou ausencia do CMV.

| 1] 6

| —-—
- 8 -

Figura 8: Resultado obtido através do teste molecular. Fonte: Prdprio autor.

A massa molecular obtida pelo Amplicon para a presenca do CMV esta de acordo com 0
assinalado para este virus na literatura mundial.

5.3.2 Kit Diagnostico
Apbs a realizacdo dos devidos teste sorologico e molecular para a deteccdo do virus CMV,
foi desenvolvido um protétipo de kit diagnostico (vide Anexo), no qual permite a pronta

identificacdo do CMV para fins de diagnostico fitossanitario e de certificagdo de mudas quanto a
presenca do CMV.
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5.4 Estratégia de Controle
Como estratégia de controle para o cultivo de plantas de Rosa de Deserto sugerimos:
- Eliminar as plantas de Rosa de Deserto infectadas com o0 CMV apds a coleta de suas
sementes;
- Utilizacdo de mudas oriundas de plantas de Rosa de Deserto devidamente certificadas
através do uso do Kit Diagnostico desenvolvido neste trabalho para a presenga ou nao
do CMV;
- Utilizar sementes de plantas de Rosa de Deserto infectada ou ndo com o0 CMV para a
producdo de plantas sadias. Pois, independente da presenca de virus ou nao, as sementes

permanecem com auséncia de CMV.

6. CONCLUSAO
O método de inoculagdo mecénica revelou-se ineficaz na deteccdo do Cucumber
mosaic virus a partir de folhas de Rosa do Deserto, possivelmente devido as suas propriedades

inibidoras.

O teste realizado com as sementes demonstrou ser eficaz como método de controle,

uma vez que as plantas originadas dessas sementes apresentaram resultados negativos para a
presenca do Cucumber mosaic virus.

O teste imunocromatografico e molecular, por sua vez, comprovou a presenca do

Cucumber mosaic virus, comprovando a eficiéncia e rapidez do teste.

Os resultados obtidos neste trabalho identificam pela primeira vez a presenca do

Cucumber mosaic virus no Brasil, em plantas de rosa do deserto
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KIT RDmolVirus

Uso pretendido

O Kit RDmolVirus produzido para fins de diagndstico de Cucumber mosaic
virus (CMV) em variedades e/ou hibridos de Adenium obesum (Rosa do Deserto)
no Brasil foi desenvolvido visando a rapida identificacdo molecular destes virus a
fim de impedir sua disseminacao no pais.

O Kit RDmolVirus oferece através do Teste de RT-PCR (Reverse
Transcriptase — Polymerase Chain Reaction), um método diagndéstico sensivel de
deteccdo dos virus acima referenciados sendo que os iniciadores (primers)
utilizados no Teste de RT-PCR baseiam-se em regides do genoma viral
conservadas e podem detectar estirpes do CMV ainda néo identificadas no pais.

Armazenamento
O Kit RDmolVirus deve ser armazenado a -10 °C

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

O efeito do congelamento e descongelamento dos iniciadores (primers)
reconstituidos n&o estd documentado.

Precaucdes
- Limpar a bancada de laboratério com Alcool Etilico a 70% antes do uso.
- Usar sempre luvas de latex descartaveis

- Se estiver usando um Termociclador sem tampa aquecida, use uma camada de
6leo mineral esterilizado para evitar a evapora¢ao da amostra.

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

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

itens para obter éxito nos resultados.

Reagentes

e Agarose Ultra Pura

e Agua Destilada, Deionizada e Esterilizada

e Alcool Etilico 95%

e Brometo de Etidio (10 mg/ml)

e Controles Positivos (DNA amplificado de CMV)

e Dietil Pirocarbonato de Sédio (DEPC)

e Gelo

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

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

e Nitrogénio Liquido

¢ RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN Brasil)

e Solucao tampéo TAE 10X

Materiais e Equipamentos

e Agitador Magnético (Vortex)
e Almofariz e Pistilo

e Autoclave

e Balanca Analitica

e Caixa de Isopor

e Caneta Pillot

e Capela de Exaustao

e Cuba de Eletroforese

e Deionizador de Agua
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e Destilador de Agua

o Freezer

e Geladeira

e Jaleco

e Luvas de Latex

e Maquinade Gelo

e Magquina Fotogréfica

e Microcentrifuga

e Micropipeta (P20, P200, P1000)

e Papel Aluminio

e Papel Toalha

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

e Termociclador

e Transiluminador de Luz Ultravioleta

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

Procedimento Detalhado

Para executar este procedimento € indispensavel o uso de Luvas de latex
descartaveis e Jaleco.

1 — Amostras de Rosa de Deserto sdo obtidas e pesadas, em Balanca Analitica,
nas seguintes proporcoes: 0,1 g para amostras tenras (MUDAS, PLANTAS,
PLANTULAS, FOLHAS) ou 0,03 g de amostras espessas (RAIZ, CAUDEX,
FRUTOS, E/ OU SEMENTES) sendo depositadas em almofarizes

2 - Adicionar nitrogénio liquido e pulverizar a amostra com o auxilio do pistilo.
Adicionar com o auxilio de micropipeta (P1000), 450 pl de tampao RLT (acrescido

de 4,5 pl de Beta-mercaptoetanol com a micropipeta P20) a amostra pulverizada.
Misturar com o pistilo
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3 - Transferir, com o auxilio do pistilo, a suspenséo para tubo de polipropileno de
1,5 ml. Fechar o tubo, misturar o contetddo pela agitacdo vigorosa em Vortex por
30 segundos

4 - Abrir o tubo, transferir o lisado para coluna lilas (QIAshredder) do kit, colocada
no tubo de polipropileno de 2 ml. Fechar o tubo de polipropileno.

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

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

ul) 96% gelado, misturar gentilmente pela inversao do tubo

7 - Transferir 650 pl, com a Micropipeta (P1000), para coluna rosa (Mini Spin

Column) colocada no tubo de polipropileno de 2 ml, centrifugar a 8000 x g (10000
rpm) por 15 s. Descartar o filtrado

8 - Se necessario repetir o passo 9 com o volume excedente aos 650 pl, utilizando
a Micropipeta (P200)

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

10 - Reusar o tubo de polipropileno com a coluna rosa

11 — Adicionar, com a Micropipeta (P1000), 500 pl de tamp&o RPE a coluna rosa

colocada no tubo de polipropileno de 2 ml, centrifugar, na Microcentrifuga, a 8000
X g (10000 rpm) por 15 s. Descartar o filtrado

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

para secar a membrana.
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13 — Transferir a coluna rosa para tubo de polipropileno de 1,5 ml, adicionar, com
a Micropipeta (P200), 50 ul de agua (destilada, deionizada, tratada com DEPC e

autoclavada) na coluna. Centrifugar, na Microcentrifuga, a 8000 x g (10000 rpm)
por 1 minuto

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

extraido.

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

16 — Antes do Teste de RT-PCR, retira-se o tubo de polipropileno identificado do
Freezer, coloca-se em caixa de isopor com gelo e, ap6s descongelamento, com o
auxilio de Micropipeta (P20) retira-se 4 yl do RNA extraido que sera utilizado no
Teste de RT-PCR, a partir do uso dos produtos constantes no Kit SuperScript®
One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase, os iniciadores
(primers) especificos para o CMV e as condi¢Bes de amplificacéo (vide abaixo) do

genoma viral assinaladas no Termocilador conforme registrado no FOR-RT-
PCR.VV (acompanha o Kit)

TAMANHO
DO
Sense), R (Reverse. Downotieam, | CONPICAO DE | AMPLICON | pececencyn
: =15 ' AMPLIFICACAO | (pb — pares
Antisense)
de base
nucleotidica)
SINTESE DE cDNA
E PRE-
DESNATURACAO:
45°C/ 30 minutos,
94°C/ 2 minutos*;
AMPLIFICACAO
Forward - CMVLODF-F - 5'- (Desnaturagéo, Journal
TATGATAAGAAGCTTGTTTCGCGCA-3; Anelamento, Virological
Reverse - CMVLODF-R - 5'- Extenséo): 35 491 - 507 pb Methods
TTTTAGCCGTAAGCTGGATGGACAACCC- | ciclos de 94°C/ 30 89:75-88.
3 segundos, 58°C/ 40 2000
segundos, 72°C/ 40
segundos;
EXTENSAO FINAL:
72°C/ 5 minutos;
4°C/ 5 minutos - 2 h
30 min.
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17 - Apo6s a amplificacdo no Termociclador das amostras de RNA procede-se a
eletroforese em gel de agarose a 1,2% em tampao TAE, contendo brometo de

etidio, a 88 volts por 25 - 30 minutos, e posterior visualizacdo dos amplicons
(fragmentos gendmicos amplificados) em Transiluminador de Luz Ultravioleta.

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

RESULTADOS

- O teste pode detectar isolados do Cucumber mosaic virus (CMV) citadas que
ainda nao foram detectados ou ainda ndo tenham as sequéncias disponibilizadas
nos bancos de dados (NCBI - National Center for Biotechnology Information,
EMBL - European Molecular Biology Laboratory).

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

- Controle Negativo (amostra sem RNA extraido) ndo deve apresentar qualquer

amplificacao.

Limitacdes
O que se segue é uma descricdo de fatores que podem limitar o

desempenho do teste ou interferir com os resultados de teste adequados.

- Os iniciadores (primers) liofilizados séo estaveis durante um ano a partir da data
de sua confeccao, quando armazenados a -10°C.

- Recomenda-se a utilizacdo da mistura de iniciadores (primers) reconstituida em
um ensaio. Se forem realizados ensaios subsequentes, a mistura de iniciadores
deve ser aliquotada e armazenada a -10°C. O efeito do congelamento e

descongelamento dos iniciadores reconstituidos ndo estd documentado.

- O sucesso do Teste de RT-PCR depende da qualidade do RNA.
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- A contaminacéo por DNA de extratos de RNA pode causar falsos positivos ou

reacoes de bandas multiplas.



