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RESUMO

Este trabalho teve o objetivo de realiza um levantamento e diagnostica os principais
patégenos causadores de doencas em orquideas nas microrregides de Campina Grande e do
Brejo Paraibano. Para isto, dez amostras de sete diferentes espécies de orquideas sao coletadas
e analisadas a partir da observacdo da sintomatologia, testes bioldgicos, caracterizagao
morfoldgica e testes moleculares. Ao observar os sintomas das amostras, foi possivel
identificar a infec¢do por fungos, virus e infecgdes mistas comprovando a presenca desses
patégenos na planta. Como teste bioldgico, realiza a inoculagcio mecanica via extrato vegetal,
onde, no decorrer de 5 dias, ndo foi possivel a visualizacio da sintomatologia que
comprovassem ou ndo a infeccdo de virus naquelas amostras, sendo assim, necessirios mais
testes moleculares ou sorolégicos por exemplo, para a confirmacdo da infeccdo. Na
caracterizacdo morfoldgica, sdo observados esporos hialinos, unicelulares, elipsoides e
fusiformescomprovando a presenca do fungo Colletotrichum em diferentes espécies de
orquideas. Na caracterizacdo molecular, primers especificos para o diagndstico de antracnose
causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides sao utilizados na realizacdo da PCR. Os
resultados obtidos foram positivos para a orquidea da espécie Cattleya Labiata Rubra. Com
resultados inéditos, o presente trabalho contribuiu para direcionar estudos futuros sobre esses
patégenos em orquideas na regido, evitando assim, a proliferacio desses patdgenos e

consequente perda da espécie.

Palavras — chave: Fungos. Identificacdo. Virus.



ABSTRACT

Orchids are ornamental plants that most call consumer attention for its unique and diverse
beauties. The orchid cultivation moves a significant numbers market with plants of certain
species reaching high market value. Diseases of orchids represent a major problem for
producers and growers, and in Brazil, the main diseases found in orchids are caused by
viruses and fungi. Therefore, this study aimed to carry out a survey and diagnose the main
disease-causing pathogens in orchids in microregions of Campina Grande and the Brejo
Paraibano. For this, ten samples of seven different species of orchids were collected and
analyzed from the observation of symptoms, biological tests, morphological and molecular
tests. By observing the symptoms of the samples, it was possible to identify yeast infection,
viruses and mixed infections proving the presence of these pathogens in the plant. As
biological testing, the mechanical inoculation was performed via the plant extract, where in
the course of 5 days was not possible to view the symptomatology which would conclusively
prove whether or not the virus infection in those samples, and thus require more molecular or
serological tests e.g. , to confirm infection. In the morphological characterization, hyaline
spores was observed, unicellular and fusiform ellipsoid confirming the presence of the fungus
Colletotrichum different species of orchids. Molecular characterization of specific primers for
the diagnosis of anthracnose caused by Colletotrichum gloeosporioides were used in the PCR.
The results were positive for Orchid Cattleya Labiata species rubra. With new results, this
study has contributed to direct future studies on these pathogens in orchids in the region, thus

preventing the proliferation of these pathogens and consequnte species loss.

Keywords: Fungi. Identification. Virus.
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1 INTRODUCAO

A floricultura brasileira é considerada uma atividade econdmica importante no
agronegocio do pais. O potencial dessa atividade, voltado tanto para o mercado interno como
externo, € considerdvel e oferece oportunidades promissoras (REIS, 2011). As orquideas, da
familiaOrchidaceae, sdo as plantas ornamentais que mais chamam a aten¢c@o do consumidor,
pelas suas belezas diversificadas.

A familia Orchidaceae, pertence aordem Asparagalese € considerada uma das
maiores familias do reino vegetal. Estima-se que existam 800 géneros, 35.000 espécies e
120.000 hibridos conhecidos (SOUZA; LORENZI, 2005) entre terrestres, epifitas e rupicolas.
As epifitas sobrevivem sobre darvores, realizando a fotossintese a partir de nutrientes
absorvidos pelo ar e pela chuva. As terrestres sobrevivem como “plantas comuns” na terra. E
as rupicolas, s@o consideradas um grupo de orquideas tipicamente brasileiras que tém as
rochas como suporte.

Correspondendo a cerca de 8% de todas as plantas monocotiledoneas, as orquideas
podem ser encontradas praticamente em todos os lugares do mundo. H4 uma estimativa que o
nimero de espécies de orquideas, no pais, chegue a 3.000 de 200 géneros, podendo ser
considerado o terceiro pais mais rico em espécies (BARROS, 1999).

Na regido nordeste, dependendo de cada espécie, as orquideas podem ser encontradas
nas serras, sertdo, restinga ou litoral. Diversos géneros apresentam caracteristicas de cultivo e
potencialidade conveniente para cultivo nesta regido, como por exemplo, resisténcia as
queimadas. Durante a época seca, quando se pensa que as orquideas foram desgastadas
totalmente pelo fogo, em possiveis queimadas na regido, elas surgem com novos brotos tao
logo cheguem as primeiras chuvas. Outra caracteristica que as tornam adequadas para regido é
sua temperatura ideal de cultivo. As temperaturas mais adequadas para alguns tipos de
orquideas sdo as dos dias quentes, acima de 30 °C no verdo, clima predominante na regido.

Com uma quimica pouco conhecida, outro fator importante sobre as orquideas, além
do seu potencial comercial, € o uso na fitoterapia. O mercado farmacéutico brasileiro oferece
extratos das raizes de espécies que promovem a cicatrizacdo de lesdes, estancamento de
sangue, possuindo também propriedades antimicrobianas e antioxidantes, tornando-as assim
uma promissora area do agronegécio. Em vista disso, as orquideas devem apresentar folhas e
flores de boa qualidade, tal como qualquer ornamental, o que implica, entre outros fatores, na
auséncia de doengas e pragas (CARDOSO, 2005; KUBO, 2006).

Apesar da grande biodiversidade e de todas as vantagens existentes no cultivo de


https://pt.wikipedia.org/wiki/Ordem_(biologia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Asparagales
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orquideas, uma das maiores limitacdes para a sua produg¢do € a incidéncia de doencas,
principalmente doencas causadas por fungos e virus. O fungo mais frequente encontrado nas
orquideas € o Gloesporium, seguido de Phytophtora cactorum,Pythidium ultimum e Botrites
cineria, dentre outros. Em relacdo aos virus em orquideas foram descritas cerca de 30
espécies de virus, pertencentes a diversos géneros. De acordo com a literatura, em termos
mundiais, o virus do género Potexvirus que causa o mosaico do Cymbidium (Cymbidium
mosaic virus - CymMV) e o virus do género Tobamovirus que causa a mancha anelar do
Odontoglossum (Odontoglossum ringspot virus - ORSV) sdo os mais comumente
identificados infectando orquideas de variados géneros (MORAES, 2013).

O cultivo de orquideas representa portanto,uma atividade que se configura como uma
boa alternativa para diversificacdo agricola no nordeste brasileiro e a produ¢do, como forma
de renda familiar. Porém, as doengas se tornam um dos principais fatores limitantes para essa
producdo. Na Paraiba, ainda ndo existem estudos que mostrem quais sao os principais fungos
e virus que atacam e possivelmente matam as orquideas da regido, apesar dos danos e
prejuizos que esses microrganismos trazem aos produtores e orquidodfilos. Portanto, este
trabalho teve como objetivo o levantamento e diagndstico dos principais virus e fungos que
atacam as orquideas cultivadas na cidade de Lagoa seca, localizada na regido metropolitana
de Campina Grande e na cidade de Areia localizada no Brejo paraibano, auxiliando um

possivel controle e consequente reducao da incidéncia desses patdgenos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

e Diagnosticar as principais doencas causadas por fitopatdgenos em orquideas
cultivadas na cidade de Lagoa Seca localizada na regido metropolitana de Campina

Grande e na cidade de Areia localizada no Brejo paraibano

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (Coletar amostras foliares das orquideas localizadas na regido de Campina Grande e
Brejo paraibano, com sintomas de doengas causadas por fungos e virus;

e Identificar os principais tipos de virus e fungos causadores das doencas;

e Realizar teste bioldgico, a caracterizacdo morfoldgica e o teste molecular nas amostras

colhidas;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CARACTERIZACAO E IMPORTANCIAS DAS ORQUIDEAS

As orquideas ocorrem em quase todas as regides da terra, com excecdo dos polos e
desertos, sendo mais frequente e exuberante nos trépicos (SILVA, 2009). E um dos grupos de
plantas mais diversificados, pois, as adaptacdes a diferentes ambientes e polinizadores fizeram
com que as orquideas desenvolvessem grande variedade de estruturas vegetativas e florais
relacionadas a sua sobrevivéncia (SHIRAKI; DIAZ, 2012).

As orquideas pertencem a familia Orchidaceae, que € considerada a mais numerosa de
todo o Reino Vegetal, com mais de 800 géneros, 35.000 espécies e 120.000 hibridos (FARIA,
et al., 2010). Divide-se em cinco subfamilias: Apostasioideae, Cypripedioideae,Vanilloideae,
Orchidoideae, Epidendroideae. A familia Apostasioideae, possui plantas com poélen pastoso,
e as flores possuem duas anteras férteis (Diandrae), que se autofecundam espontaneamente e
o labelo € muito parecido com as sépalas e pétalas. Na familia Cypripedioideae,encontram-se
plantas também com pdlen pastoso e sem pseudobulbos, com caules abreviados ou alongados
e folhas de bases embainhadas (SHIRAKI, 2006).Na familia Vanilloideae, as plantas possuem
poélen pastoso, com uma antera fértil incumbente e folhas sem bases embainhadas.J4 na
familia Orchidoideae, as plantas possuem folhas herbiceas e a grande maioria possuem
pequenas tuberas, além das raizes. Por dltimo, na familia Epidendroideae, as plantas possuem
polen coeso, com antera incumbente (SHIRAKI, 2006). O Caderno Orquidofilo, 3* Edicao,
Ed. Brasil Orquideas, afirma que dentre essas subfamilias da Orchidaceae, existem cerca de
trés tipos de plantas caracterizadas de acordo com o lugar do seu habitat de origem. Elas sdao
classificadas em epifitas, rupicolas e terrestres. As orquideas epifitas usam os troncos das
arvores como suporte, sem trazer qualquer dano a mesma, pois realizam a fotossintese a partir
de nutrientes absorvidos pelo ar e pela chuva. As orquideas rupicolas vivem sobre pedras em
pleno sol. Muitas vezes protegem a ponta das raizes mergulhando-as por baixo do limo que
nasce nas fendas das rochas. J4 as orquideas terrestres apresentam um grande nimero de
formas e coloridos, o que promove um grande fascinio por parte dos orquidéfilos. Tem uma
forma curiosa de se manter em pé, a disposi¢do das raizes carnosas € 0 peso muitas vezes
maior que a propria parte aérea forma a base de sustentacio (APRENDENDO COM AS
ORQUIDEAS, 2011). O cultivo de orquidea movimenta um mercado de ndmeros
expressivos, sendo que, plantas de determinadas espécies atingem alto valor, alcangando
cifras da ordem de milhares de dolares por planta (RODRIGUES, 2005). Assim, pela

possibilidade de se estabelecer em diversos habitats, as diversas plantas da familia


https://pt.wikipedia.org/wiki/Vanilloideae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Orchidoideae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Epidendroideae
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Orchidaceae despertam grande interesse comercial, uma vez que as orquideas podem ser
cultivadas em grande diversidade de condi¢cdes (CARDOSO, 2005).

Mesmo apresentando um alto custo de producdo, j4 que as técnicas agrondmicas
empregadas sdo, em geral, exclusivas para o sucesso do cultivo, as orquideas sdo muito
apreciadas mundialmente (MORAES, 2013). Como possuem um lento desenvolvimento
acarretando em um maior tempo de cultivo antes de sua comercializacdo, as espécies da
familia Orchidaceae apresentamalto custo. Esta caracteristica contribui para elevacao do valor
unitdrio dessas plantas (CARDOSO, 2005; VICHIATOet al., 2007). Igualmente, deve-se
considerar que o elevado nimero de espécies e hibridos possibilita a ocorréncia de grande
variedade de formas, tamanhos e cores de folhas e flores, o que também auxilia a tornar essas
plantas de grande importincia econdmica e permite que sejam produzidas em todo o mundo,
sempre com grande aceitacdo no mercado (CARDOSO, 2005).

No Brasil, em 2014 foram comercializados 1.261.011 vasos de orquideas. Deste total,
30,81% sao da espécie Phalaenopsis; 18,18% Dendrobium e 15,65% sdo da espécie
Cymbidium (CEASA, 2015). Em 2015, a producéo de flores faturou R$ 6 bilhdes, registrando
8% de crescimento (G1 AGRO, 2016).

Mesmo com a grande importancia ambiental e econdmica das orquideas poucos sdo 0s
estudos cientificos visando a identificacdo e o controle de microrganismos causadores de
doencas nessas plantas (SANTOS, 2012). As doencas das orquideas representam, na
atualidade, um grande problema para os produtores e cultivadores e, no Brasil, as principais

doengas encontradas nas orquideas s@o as causadas por virus e fungos (SANTOS, 2012).

3.2 DOENCAS CAUSADAS POR FUNGOS

A base da saide das plantas € o resultado de vérios fatores, tais como: ambiente de
cultivo adequado, fornecimento de nutrientes na medida correta, dgua necessdria, luz e
temperatura adequadas, dentre outros. Uma planta sauddvel possui metabolismo eficiente que
metaboliza compostos orginicos simples, em compostos orginicos complexos. Devido ao
acumulo desses compostos, por qualquer motivo, que fungos e outras pragas a procura desses
compostos que servem como alimentos, atacam as plantas, ocasionando doencas. Um dos
principais agentes patogénicos que atacam as orquideas sdo os fungos, podendo limitar o
desenvolvimento dessa planta. A identificacdo rdpida e correta do patdgeno constitui a base

para o sucesso na estratégia de controle de uma doenga (SOUSA, 2010).
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3.2.1 Antracnose

A antracnose ¢ uma doenca que ataca orquideas causada por fungos do género
Colletotrichumque é encontrada com frequéncia em climas tropicais. Esse fungo ocorre
principalmente em orquideas enfraquecidas. Visualmente hd formacdo de indimeros anéis
concéntricos dentro de cada mancha de coloragdo castanho-pardacenta. Essas manchas sdao
arredondadas a irregulares, deprimidas, coalescentes ou ndao. Os esporos tém avidez por 4gua,
sendo facilmente dispersos pelos respingos da dgua das chuvas ou de irrigacdo por aspersao,

espalhando eficientemente no ambiente (SHIKARI; DIAZ, 2012).

Figura 1 - Imagem de folha com formacao de inimeros anéis concéntricos, manchas
arredondadas irregulares, deprimidas, coalescentes indicando a doenca antracnose

Fonte: BLANCO, 2015

3.2.2 Ferrugem

A ferrugem € causada por varios géneros de fungos, entre eles Sphenospora, Uredo e
Hemileia.Essa doencga € disseminada pelo vento e por respingos de dgua. Os sintomas iniciais
ocorrem apenas nas folhas, exclusivamente na face inferior. Inicialmente se observam
pequenas pustulas de coloragdo amarelo-laranja ou marrom avermelhada. Essas pustulas, em
fun¢ado da idade, podem enegrecer e se desenvolver de modo concéntrico de forma a lembrar a

aparéncia de um alvo e regides clordticas que sao observadas na regido foliar oposta a pustula.

(MANTOVANI, 2013).
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Figura 2 - Imagem de uma folha com pustulas de coloracdo amarela-laranja que se
desenvolveram de modo concéntrico e formaram regides clordticas indicando a doenga

Fonte: CRISTINA,2010

3.2.3 Mofo Cinzento

Os agentes causadoresdo mofo cinzento sdo os fungos: Botrytis cinerea e Botrytis sp.,
quese disseminam pelo vento, ataca pétalas, sépalas e labelo das flores, principalmente as
mais velhas. Pode causar sérios prejuizos em cultivos comerciais quando ha grande
quantidade de flores abertas e proximas (MANTOVANI, 2013). Tém inicio com pequenas
manchas circulares, em qualquer parte da superficie das flores. Em geral as lesdes sdo
circundadas por um halo de coloracdao rosada, com a evolu¢do da doenca, observa-se a
formacdo de uma massa pulverulenta de coloragdo cinza, constituida por um grande nimero

de propdgulos. As flores atacadas severamente murcham e caem. (MANTOVANI, 2013).

Figura 3 - Imagem de uma planta com pequenas manchas circulares, lesdes circundadas por
um halo de coloragdo rosada indicando a doenga mofo cinzento

Fonte: ORQUIDEA EM FOCO, 2008

3.2.4 Murcha de Fusarium

O fungo Fusarium oxysporum € um patdégeno vascular que infecta orquideas,

principalmente através dos ferimentos resultantes dos cortes em rizomas e raizes, durante a
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divisdo das plantas para propagacdo. Os sintomas se iniciam pelas folhas basais, que
amarelecem, secam e caem. Ocorre obstrucdo dos vasos pela formacdo de estruturas de
barreira pela planta (que tenta se defender do fungo) e presenca de micélio e esporos do
préprio patégeno, resultando em resisténcia ao livre fluxo da seiva e, conseqiientemente, em
sintomas de murcha. Em cerca de 30 dias, a planta pode ter reduciao no seu desenvolvimento

ou até morrer nas raizes e evoluir até tomar a parte aérea. (BACCHI, et al., 2001)

Figura 4 - Imagem de uma folha basal, amarelecida e seca indicando a doenca de murcha de
Fusarium

Fonte: MANTOVANI, 2013
3.2.5 Podridao Negra (Podridao do pseudobulbo)

A podriddo negra € causada por fungos dos géneros Pythium e Phytophthora. Esse é
um dos mais sérios problemas no cultivo de orquideas. Os sintomas podem ser observados
emplantas adultas com infec¢do produzindo manchas negras encharcadas, que progridem de
forma ascendente, da raiz para as folhas das plantas. Com a evolucdo da doenca os érgios
atacados apresentam podriddo mole e se destacam, sendo, em casos extremos, observada a
morte das plantas. Ocorre o tombamento, quando o ataque ocorre em plantas

jovens(MANTOVANI, 2013).
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Figura 5 - Imagem de uma folha commanchas negras encharcadaindicando a doenga
podriddo negra
AL Y
4
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S

Fonte: MANTOVANI, 2013

3.2.6 Cercosporiose

A Cercosporiose ¢ uma doenca € causada pelo fungo Cerscospora spp eocorre
principalmente na parte inferior das folhas das plantas, principalmente nas mais velhas. Na
face superior do limbo foliar observa-se uma 4rea clordtica que, eventualmente, se torna
necrética, na drea correspondente 2 lesdo na face inferior. E um fungo encontrado tanto em
temperaturas baixas como em temperaturas altas e consequentemente tem ampla distribui¢ao

(MANTOVANTI, 2013)

Figura 6 - Imagem de uma folha comdrea cloréticaque, eventualmente, se torna necrética
indicando a doenga Cercosporiose

Fonte: MANTOVANI, 2013

3.3 DOENCAS CAUSADAS POR VIRUS

Além das doencas flngicas, as orquideas sdo também atacadas por virus, mindsculos

seres que invadem as células, danificando seus processos metabdlicos e de multiplicacdo, o
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que acaba por causar a morte das mesmas (COOKE, 2016).

Embora o Brasil figure como um pais altamente promissor no mercado internacional
de flores e plantas ornamentais, os problemas fitossanitarios, especialmente no que se refere
as doencas causadas por virus, ainda sdo obstidculos que devem ser superados para o
crescimento das exportagdes brasileiras (DUARTE & ALEXANDRE, 2010). As viroses
podem causar sérios prejuizos as culturas visto que, uma vez instaladas, sdo de dificil
controle. A alta incidéncia dos virus, em orquideas cultivadas, pode ser atribuida a grande
estabilidade das particulas virais no extrato infectado e a facil disseminacdo dos virus de
plantas infectadas para sadias, por meio de tratos culturais e instrumentos de poda
(ALEXANDRE, 2012).

Em orquideas foram descritas cerca de 30 espécies de virus, pertencentes a diversos
géneros (ALEXANDRE; DUARTE, 2013). Apesar desses vérios géneros e tipos de virus
existentes, o virus mais frequente em orquideas sao os Odontoglossum ringspot virus - ORSV
(Tobamovirus) e o Cymbidium mosaic virus- CymMV (Potexvirus) (DUARTE, 2012). A alta
incidéncia desses virus, em orquideas cultivadas, pode ser atribuida a grande estabilidade das
particulas virais no tecido infectado e a facil disseminacao dos virus de plantas infectadas para
sadias, por meio de tratos culturais e instrumentos de poda (ALEXANDRE; DUARTE, 2013).

Outro virus encontrado frequentemente em orquideas é o Orchid fleck virus- OFV,
sendo muito comum em Oncidium na natureza. A inoculacdo do virus € feita de forma
mecanica por objetos cortantes ou picadas de insetos. O controle € preventivo feito pela
desinfeccdo dos instrumentos de trabalho, pela eliminacdo dos insetos picadores e pela

destruicao da planta infectada (JESUS, 2016).
3.3.1 Cymbidium mosaic virus (CyMYV)

Muito embora os efeitos sejam, a principio, pouco aparentes, o CyMV € o virus mais
perigoso, pois, como apresenta sintomas menos graves, muitas vezes as plantas sdo dadas
como sauddveis, o que propicia a extensdo da contaminacdo por toda a colegdo (COOKE,
2016). Estes virus podem induzir mosaico, anéis clordticos e/ou necréticos, manchas
clorédticas e/ou necréticas e, em geral ndo estdo associados a reducdo de crescimento e morte
da planta. Porém, devido a estabilidade dos virus, sdo transmitidos por instrumentos de corte e
se disseminam pela cultura com facilidade.

Os danos causados por esses virus sdo devido a depreciacdo das plantas, podendo levar
a diminui¢do da producdo ou qualidade das folhas e flores (MANTOVANI, 2013). Os

sintomas deste virus nas folhas sdo dificilmente detectdveis, pois, ocorrem leves riscos
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cloréticos nas nervuras. De modo geral, ndo atrapalha o crescimento da planta, nem sua
capacidade de floracio (COOKE, 2016).Sao bastantes varidveis, dependendo de fatores
ambientais, idade do tecido vegetal, género e variedade da planta, tempo de inoculagdo, entre
outros. Algumas plantas infectadas sdo assintomdticas e podem ocorrer isoladamente ou em
infeccdo dupla (MANTOVANI, 2013). O CyMV pode infectar uma planta, sem afetar sua

produtividade ou vigor, por muitos anos.

Figura 7 - Imagem de uma folha com mosaico, anéis cloréticos e/ou necréticos, manchas
clordticas e/ou necroéticas indicando a presenca do Cymbidium mosaic virus

Fonte: ORQUIDEA EM FOCO, 2008

3.3.2 Odontoglossum ringspot virus(ORSYV)

O ORSYV pertence ao género Tobamovirus, cuja espécie tipo € o Tobacco mosaic virus
(MORAES, 2013). Este virus, embora altamente destrutivo, tem seu controle facilitado pelos
seus sintomas, bastante caracteristicos e facilmente visiveis. Nas folhas, sdo manchas
irregulares de colorido vermelho. Estas manchas ou pintas geralmente possuem regides
necrosadas (mortas). Os brotos podem ficar aleijados (tortos, fortemente pigmentados, e sem
vigor) e nas flores, surgem manchas descoloradas, com aspecto de "aquarela desbotada".Ao
contrario do CyMV, o ORSV vai degradando o vigor da planta, terminando por matd-la,por

inviabilidade de brotacdo, ao cabo de alguns anos (COOKE, 2016).



25

Figura 8 - Imagem de uma planta com manchas irregulares de colorido vermelho e regides
necrosadas indicando a presenga de Odontoglossum ringspot virus

Fonte: ALEXANDRE; DUARTE, 2013

3.3.3 Orchid fleck virus (OFV)

O virus da mancha das orquideas Orchid fleck virus é transmitido de forma persistente
pelo 4caro Brevipalpus californicus (Banks) (KUBO, 2006). Foi detectada pela primeira vez
no Japao em orquideas do género Cymbidium (DOI et al., 1969; MORAES, 2013).

O OFYV foi relatado em vdrios géneros de orquideas pelo mundo: Angraecum,
Aspasia, Baptistonia, Bifrenaria, Brassia, Bulbophyllm, Calanthe, Cattleya, Coelogyne,
Colmanara, Cymbidium, Dendrobium, Diplocaulobium, Dockrillia, Encyclia, Flickingeria,
Hormidium, Liparia, Masdevallia, Maxillaria, Miltonia, Odontoglossum, Oncidium,
Paphiopedilum, Pascatorea, Phaius, Phalaenopsis, Polystachya, Renanthera, Stanhopea,
Stenia, Trigonidium, Zygopetalum (KITAJIMA et al., 2001). Os sintomas de OFV sdo
variados, quando comparados entre os géneros de orquideas (MORAES, 2013). De maneira
geral, as plantas infectadas por este virus podem apresentar anéis necréticos concéntricos em
torno de uma lesdo necroética central, lesdes necréticas ovaladas com halo clorético e

pontuagdes pequenas e necroticas na superficie foliar (KUBO, 2006).
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Figura 9 - Imagem de uma folha com anéis necréticos concéntricos em torno de uma lesio
necroética central, lesdes necréticas ovaladas com halo clorético e pontuagdes pequenas e

necroticas na superficie foliar indicando a presenca do virus Orchid fleck virus
- - = ‘ = i

Fonte: MORATIS, 2013

3.4 TESTES DE DIAGNOSTICOS DE VIRUS E FUNGOS EM PLANTAS

A diagnose precisa, resultado da correta identificacdo do agente que estd causando
doenca em uma planta, assim como também informacdes da sua distribui¢do na drea plantada,
sdo informagdes extremamente importantes na definicdo e no estabelecimento de medidas
eficientes de controle a serem adotadas. Dessa forma, varios métodos tém sido desenvolvidos
para a deteccdo e identificacdo de patdégenos de plantas, sendo a diagnose de doencas baseada,
principalmente, em resultados obtidos nos testes bioldgicos, soroldgicos e moleculares

(BASSO, 2014).
3.4.1 Testes biologicos

Os diagnésticos pelo método bioldgico para detec¢do de fitopatdgenos, principalmente
virus, envolvem apenas observagdo visual de sintomas exibidos pelas plantas. A transmissao
de virus ocorre por meio da enxertia ou por inoculagdo mecénica, podendo ser realizado em
dois grupos de plantas hospedeiras, denominadas indicadoras, empregadas de acordo com a
doenca a ser identificada. Na inocula¢do mecanica, cada amostra deve ser submetida por meio
de inoculagdo mecanica para uma gama de plantas hospedeiras indicadoras que complemente
todos os virus que sdo potenciais patégenos para a cultura em questao (SANCHES; SAKATE,
2013). As plantas enxertadas sdo mantidas em casa de vegetacdo para a avaliacdo final dos

sintomas (LIMA; FAJARDO, 2012).
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3.4.2 Caracterizaciao Morfologica

A identificacdo dos fungos € baseada quase que exclusivamente em sua morfologia
tanto macro como microscopicamente (CORREA, et al., 2009). A caracterizagdo morfoldgica
microscopica pode ser realizada a partir da microscopia optica. As técnicas de microscopia
t€ém como objetivo a constru¢do de imagens ampliadas (MANSUR, 2012), onde pode-se

observar a estrutura das hifas, micélio e dos esporos dos fungos, para a possivel identificacao.
3.4.3 Testes Moleculares

Em geral, sdo testes mais especificos e precisos, por que ndo se relacionam apenas
com proteina, como ocorre nos métodos sorolégicos, mas com o genoma viral, incluindo os
genes que codificam as proteinas (ZERBINI et al., 2006). A PCR (Reacdo de cadeia da
polimerase) € uma técnica in vitro, que permite a amplificacdo de uma &rea especifica de
DNA que fica entre duas regides do DNA de sequéncias conhecidas. E utilizada para
patégenos cuja sequéncia de nucleotideos seja composta de DNA. Para patégenos com
sequencias composta de RNA deve-se utilizar a RT(transcri¢do reversa) para a sintese do
DNA complementar (cDNA) antes da realizacdo da PCR (SAKATE; SANCHES, 2013).

Dentre os métodos moleculares, ou seja, aqueles baseados na deteccdo do acido
nucleico, a transcri¢do reversa associada a reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) é o
mais utilizado (NICKEL; FARJADO, 2015). A RT-PCR possibilita a amplificacdo de
fragmentos do material genético do virus utilizando-se um par de oligonucleotideos que sdo
complementares as regides que flanqueiam a sequéncia a ser amplificada e as enzimas
transcriptase reversa (apenas para virus de RNA) e Tag DNA Polimerase (virus de RNA e
virus de DNA), esta ultima, termoestdvel. A reacdo ocorre por meio da incubacdo em
termocilador, no qual é submetida, geralmente, de 25 a 35 ciclos sucessivos de desnaturagao,
anelamento e extensdo que resultam na amplificacdo exponencial (2 n, onde n=ntmero de

copias) do fragmento do DNA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO, ) COLETA E CARACTERIZACAO DE ORQUIDEAS COM
CARACTERISTICAS DE INTERESSE

Inicialmente foi realizado um levantamento da producdo e cultivo de orquideas
cultivadas na cidade de Lagoa seca localizada na regido metropolitana de Campina Grande e
na cidade de Areia localizada no Brejo paraibano,pois sdo as cidades que mais cultivam
orquideas. Em seguida, foram coletadas dez amostras, como mostra a Tabela 1,de sete
espécies diferentes de orquideas (Figura 10). As mesmas foram guardadas em sacos de papel
para evitar perda de amostra até o local da realizag¢do da pesquisa.

As orquideas foram selecionadas considerando sintomas de perda continua e gradual
do vigor da planta, producdo reduzida, coloracdo anormal das folhas, folhas com aparéncia
atipica, brotacdo irregular, engrossamento e amadurecimento irregular dos ramos, manchas
arredondadas, irregulares, deprimidas ou coalescentes, manchas necroticas, pequenas pustulas
alaranjadas na parte inferior das folhas, dentre outros, que apontam para a elevada incidéncia
de doengas causadas por virus ou por fungos.

Os testes bioldgicos e moleculares para diagndstico das doengas das amostras
coletadas foram realizadas no Laboratério Oficial de Diagnostico Fitossanitdrio da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. A caracterizagdao morfoldgica foi realizada no
Laboratério de Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal de Campina Grande na
Paraiba (UFCG), no Centro de Desenvolvimento Sustentdvel do Semidrido (CDSA), campus

Sumé.



Tabela 1 - Amostras de orquideas para andlises

NOME CIENTIFICO NOME POPULAR MUNICIPIO DE
COLETA
Spathoglottis Orquidea-grapete Areia
unguiculata
Maxillaria leucaimata Mini Orquidea Areia
Barb. Rodr
Arundina Orquidea-Bambu Areia
bambusifolia
Paradisanthus N3ao informado Areia
micranthus (Barb.
Rodr) Schitr
Cattleya labiata Nao informado Areia
Epidendrum Orquidea crucifixo Areia
cinnabarinum
Macxillaria sp. Mini Orquidea Areia
Dendrobium Nao informado Lagoa Seca

bronckartii amabile

Nao inf d L
Cattleya labiata rubra a0 1ntormado agoa Seca

Spatoglottis Nio informado Areia
unghiculata.

Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 10 - Espécies de orquideas das quais as amostras para a pesquisa foram coletadas: A)
Spathoglottis unguiculata; B) Arundina Bambusifolia; C)Dendrobium bronckartii amabile;
D) Cattleya Labiata; E) Paradisanthus micranthus (Barb. Rodr) Schitr; F) Maxillaria sp.; G)
Epidendrum cinnabarinum

Fonte: Elaborado pela autora

4.2 EXTRACAO DE RNA DAS AMOSTRAS

O método utilizado para a extragdo de RNA das amostras coletadas das orquideas foi o
descrito no kit de extracdo de RNA, RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen Brasil). Com a utilizacao
desse protocolo, aproximadamente 0,100 gramas de tecido vegetal jovem e com sintomas de
doencas foram macerados utilizando cadinho e pistilo, previamente autoclavados, com o
auxilio de nitrogénio liquido até obten¢ao de um po.

A amostra pulverizada, foi transferida para tubos de polipropileno de 1,5 mL, entdo
foram adicionados 450 pl de tampao RLT. Previamente preparado, o tampao RLT foi feito
com a dilui¢do de 990 pl de RLT em 10 pl de B-mercaptanol. Para uma mistura total do
conteddo adicionado, as amostras foram agitadas vigorosamente por 30 segundos em Vortex.
A amostra foi transferida para tubo lilds (QIAshredder) colocado em um tubo de polipropileno
de 2 mL, proveniente do Kit de extragdo de RNA utilizado, e centrifugada a 13500 rcf
(15000rpm) por 2 minutos.

O sobrenadante foi transferido para um tubo de polipropileno de 1,5 mL com o auxilio
de uma micropipeta, entdo foram adicionados 0,5 de etanol 100% gelado misturado
gentilmente pela inversdo do tubo. Em seguida, 650 pul da amostra foram transferidos para
coluna rosa (Mini Spin Column), proveniente do kit de extracdo de RNA, e colocado em um

outro tubo de polipropileno de 2 mL, centrifugado a 8000 crf (10000 rpm) por 15 segundos,
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com posterior descarte do filtrado. Em seguida, 700 pl de tampao RM1 foi adicionado ao tubo
rosa (Mini Spin Column) e centrifugado novamente a 8000 rcf (10000rpm) por 15 segundos,
com posterior descarte de filtrado. Nesse mesmo tubo, 500 ul de tampdo RPE foram
adicionados. A amostra foi centrifugada a 8000 rcf (10000rpm) por 15 segundos e o filtrado
foi descartado. Esse procedimento foi repetido, com tempo de centrifugacdo de 2 minutos e
descarte do filtrado. A coluna rosa foi transferida para um novo tubo de
polipropileno de 1,5 mL, no qual 50 ul de dgua (destilada, deionizada e tratada com DEPC e
autoclavada) foram adicionados e centrifugados a 8000 rcf (10000rpm) por 1 minuto. Apds

descarte da coluna, o tubo de polipropileno de 1,5 mL continha o RNA extraido.

Figura 11 - Equipamentos utilizados em etapas da extracdo de RNA: A)Amostras pesadas em
balanca analitica em aproximadamente 0,100 g; B) Vortes utilizado para agitagdo vigorosa; C)
Centrifuga utilizada para separacao do RNA; D) pipetas utilizadas para pipetagem

Fonte: Elaborado pela autora

4.3 EXTRACAO DE DNA DAS AMOSTRAS

O método utilizado para a extracdo de DNA das amostras coletadas das orquideas foi o
descrito no kit de extracio de DNA, DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen Brasil). Em torno de
0,100 gramas de tecido vegetal jovem e com sintomas de doencas foram macerados utilizando
cadinho e pistilo previamente autoclavados, com o auxilio de nitrogénio liquido até a
obtenc¢ao de um po.

A esse p6 foram adicionados 400 pl tampao AP1, proveniente do kit de
extracdo de DNA, e colocados no Vortex por 1 minuto, sendo posteriormente aquecidas por
10 minutos a 65°C. Um volume de 130 ul de tampdo AP2, também proveniente do kit de
extracdo de DNA foram adicionados as amostras, misturados, incubados por 5 minutos na

presenca de gelo e centrifugados a 13200 rpm por cinco minutos e meio.
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O sobrenadante foi adicionado em minicolunas lilds (Qiashredder) dokit de extrag¢do
de DNA, e colocados em tubos de polipropileno de 2 mL e em seguida centrifugados a 13200
rpm por dois minutos e meio.Apds o descarte da coluna, 450 ul do filtrado foram transferidos
para novos tubos de polipropileno de 1,5 mL, nos quais aproximadamente 675 ul de tampap
AP3/E foram adicionados e misturados.

ApO6s esse procedimento, 650 ul da mistura foram transferidos, com auxilio de uma
pipeta, para minicolunas brancas (Dneasy mini spin) também do kit de extracio de DNA,
colocados em tubos de polipropilenos de 2 mL e centrifugados a 8000 rpm por um minuto. O
filtrado foi descartado e a minicoluna branca foi transferida para um novo tubo de
polipropileno de 2 mL e centrifugados a 8000 rpm por um minuto. Novamente o filtrado foi
descartado e a minicoluna branca foi transferida para um novo tubo de polipropileno de 2 mL,
onde foi adicionado 500 ul de tampao AW e centrifugados a 8000 rpm por um minuto. O
filtrado foi descartado e novamente foram adicionados 500 ul de tampao AW e centrifugados
a 132000 rcf por dois minutos e meio.

ApOs o descarte do filtrado, a minicoluna branca foi transferida para um novo tubo de
polipropileno de 1,5 mL, onde foram adicionados 50 pl de tampao AE e deixados incubados
por 5 minutos a temperatura ambiente. Essa mistura foi centrifugada a 8000rpm por um
minuto para eluir e apds descartar a minicoluna branca, o DNA extraido se encontrou no tubo

de polipropileno de 1,5 mL.
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Figura 12 - Etapas da extracdo de DNA: A) Almofariz e pistilo com a amostra pulverizada
com auxilio de nitrogénio liquido; B) Tubos de polipropileno de 1,5 mL utilizados para o
procedimento; C) Amostras sendo aquecidas a 65°C por 10 minutos; D) Resfriamento das

amostras em gelo por cinco minutos; E) DNA extraido

Fonte: Elaborado pela autora

4.4 AMPLIFICACAO POR REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE — PCR PARA O
COLLETOTRICHUM GLOEOSPORIOIDES

Na realizacdo da PCR foi utilizado o DNA extraido das amostras de acordo com o kit
de extracdo de DNA, DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen Brasil). Para a PCR, foram adicionados
em mini tubos de polipropileno 4 ul de dgua destilada e autoclavada, 10 ul de REDExtract-N-
Amp PCR reaction mix, 1 ul dos primes especificos (CgInt (5’-ggCCTCCCgCCTCCgggCgg-
3’) e ITS4 (5°-TCCTCCgCTTATTgATATgZC-3’), e por fim, 4 ul DNA extraido. O ciclo da
reacdo consistiu em 94°C por dois minutos para manter a temperatura ideal, 35 ciclos de 94°C
por 40 segundos para desnaturacdo, 54°C por um minuto para anelamento e 72°C por um
minuto e 72°C por cinco minutos para extensao da fita e 4°C por cinco minutos para manter a

reacdo, em um Termociclador PTC 200.
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4.5 GEL DE AGAROSE 1,5%

Para o gel de agarose 1,5%, a preparacdo do gel de agarose consistiu de 1,5 grama de
agarose ¢ 100 mL de tampao TAE 0,5% (Tris, Acetato e EDTA). Apds solidificagdao do gel
em cuba eletroforética, as amostras foram aplicadas e coradas com brometo de etideo,

comparadas com marcador de peso molecular 1Kb e visualizadas em fotodocumentador.

4.6 ISOLAMENTO DOS FUNGOS

Para a realizacdo do isolamento dos fungos, pequenos fragmentos de tecido da
regido limitrofe entre a drea lesionada e a drea sadia foram retirados da planta doente, pois
nestas dreas que o patdgeno se encontra em franca atividade. Em seguida, os fragmentos dos
tecidos das amostras foram colocados em dgua por 15 minutos para que o tecido vegetal se
tornasse mais rigido. E foram transferidos para novas placas de Petri com uma dilui¢do de
hipoclorito de sédio e dgua na propor¢do de 1:4 para a desinfestacio dos contaminantes por
mais 15 minutos. As amostras foram colocadas novamente em dgua por 15 minutos e secadas
em papel filtro. Apds observar as amostras secas foram adicionadas em meio de cultura BDA
(Batata-Dextrose-Agar) em placas de Petri e colocadas na estufa. Todo o procedimento foi

realizado dentro do fluxo laminar para evitar também a contaminacao das amostras.
4.7 INOCULACAO MECANICA VIA EXTRATO VEGETAL

Para a realiza¢do da inoculagdo mecanica, as plantas indicadoras utilizadas foram a
Nicotiana tabacum L. e a Chenopodium amaranticolor. Primeiramente, uma amostra da
planta com sintomas de doencgas causadas por virus foi cortada e macerada na presenca de
tampao e com uma pequena quantidade do abrasivo celite. Em seguida, o extrato resultante da
maceracdo foi inoculado com ajuda do pistilo em duas folhas da planta indicadora e em
seguida lavadas com dgua para retirar o excesso de tampao. A planta indicadora foi colocada

em estufa para esperar o aparecimento dos sintomas.
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Figura 13 - Etapas da inoculagdo mecancia via extrato vegetal: A) Amostra macerada com
tampao e celite; B) Inoculagdo na planta indicadora com auxilio do pistilo; C) Planta
indicadora Nicotiana tabacum L inoculada; D) Planta indicadora Chenopodium amaranticolor
inoculada

Fonte: Elaborado pela autora

4.8 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

A caracterizacdo morfoldgica foi realizada utilizando-se microscopia Optica nas
amostras das orquideas que apresentaram sintomatologia para a incidéncia de fungos. As
amostras das orquideas Arundina bambusifolia, Spathoglottis unguiculata, Spathoglottis
unguiculata 1, Epidedrum cinnabarinum, Paradisanthus micrantes, Cattleya labiata rubra,
Cattleya labiata e Dedrobium bonckartti amabile foram observadas no microscépio Bel
photonics (Figura 14). Para a andlise microscépica foram retirados amostras dos fungos
isolados anteriormente em tubos de ensaio, adicionados em ladminas com corante safranina

2,5% e realizada a observacao.



Figura 14 - Microscépio 6ptico utilizado para a caracterizagdo morfoldgica dos fungos

Fonte: Elaborado pela autora
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACOES DA SINTOMATOLOGIA NAS AMOSTRAS COLETADAS

Das dez amostras de orquideas coletadas de acordo com a Tabela 1 foram observados
sintomas diferenciados (Tabela 2). As orquideas Cattleya labiata rubra, Dendrobium
bronckartii amabile, Epidendrum cinnabarinum, Arundina bambusifolia, Spathoglottis
unguiculata 1 e Spathoglottis unguiculataapresentaram sintomas que indicam a presenga de
infeccdo por fungos. Para as orquideas Maxillaria leucaimata e Maxillaria sp foram
observados sintomas que indicam a presenga de virus. Entretanto, as oquideas Paradisanthus
micranthuseCattleya labiataapresentaram sintomatologia mista. Esses resultados estdo de
acordo com Mantovini (2013) que afirmou que as orquideas podemreagir de maneira distinta

a infec¢do por patdgenos.

Tabela 2 - Sintomatologia das orquideas infectadas por virus, fungos e infeccdo mista

ESPECIE DE FOTO DA AMOSTRA  INFECCAO POR INFECCAO POR
ORQUIDEA FUNGO VIRUS
Dendrobium bronckartii Descoloracao na folha da -

amabile planta, manchas
necroéticas e anéis
concéntricos ao longo da

folha.

Necrose do tecido -
vegetal, clorose,
amarelecimento e anéis
concéntricos.

Cattleya labiata rubra

Epidedrum Descoloracdo na folha, -

cinnabarinum manchas necroéticas

Cattleya labiata Anéis concéntricos ao Clorose
longo da folha e

descoloragao
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Continuagao
ESPEC}E DE FOTO DA AMOSTRA INFECCAO POR INFECQAO POR
ORQUIDEA FUNGO VIRUS
Arundina bambusifolia Amarelecimento e -
necrose
Paradisanthus Manchas necroticas Mosaico
micrantes apresentando halos
brancos e descoloracdo
do tecido vegetal
Spathoglottes Manchas necréticas -

unguiculata 1

apresentando halos
brancos e descoloracdo
do tecido vegetal

Spathoglottes
unguiculata

Manchas necréticas, -
presenca de halos
brancos e descoloracao

Maxillaria sp.

- Pequenos pontos
necroticos e clorose ao
longo da folha

Maxillaria leucaimata

- Pequenos pontos
necroticos e clorose ao
longo da folha

Fonte: Elaborada pela autora
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5.2 INOCULACAO MECANICA VIA EXTRATO VEGETAL

O teste bioldgico utilizado para a identificacdo de virus nas orquideas foi a
inoculacdo mecanica via extrato vegetal. Todas as amostras foram inoculadas nas plantas
indicadoras, porém, no decorrer de cinco dias ndo induziram os sintomas como mostra a
Figura 15. Esse fato pode ser atribuido a um provével escape, que pode ter ocorrido antes da
replicacdo do patégeno, ou até mesmo devido aos mecanismos de defesa da propria planta,
que ndo permitiram a multiplicacdo das particulas virais para apresentar a sintomatologia.
Entretanto, ndo € possivel afirmar que nao houve a infec¢do dos virus na planta sem a
realizacdo de testes moleculares ou sorolgicos.

A baixa porcentagem de transmissdo de virus por meio de extrato vegetal inoculado
em plantas de Nicotiana e Chenopodium também foi observado por Sanches (2007) em que as
plantas permaneceram assintomdticas, no entanto o teste molecular RT-PCR, foram

detectadas particulas virais.

Figura 15 - Plantas indicadoras inoculadas: A)PlantaChenopodium amaranticolor; B) Plantas
Nicotiana tabacum L.

Fonte: Elaborado pela autora
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5.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Nas orquideas Arundina bambusifolia, Spathoglottis unguiculata, Spathoglottis
unguiculata 1, Epidedrum cinnabarinum e Paradisanthus micrantesndo foi possivel observar
esporos de fungos, apenas hifas e micélio (dados ndo mostrados). Na figura 16, para a
orquidea Cattleya Labiata Rubra foi possivel observar esporos do fungo Colletotrichum
gloeosporioides, apresentando conidios hialinos e unicelulares, estando de acordo com os
estudos de Almeida (2010) sobre Antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) incidente
sobre maracuja (Passiflora edulis Sims), que relatou que os conidios do Colletotrichum
gloeosporioides sdao hialinos e unicelulares, produzidos no interior de acérvulos
subepidérmicos, dispostos em circulos.

Nas orquideas Cattleya labiata e Dedrobium bonckartti amabile foram observados
conidios elipsoides e fusiformes, mostrados nas figuras 17 e 18, respectivamente,
apresentando assim a presenga do Colletotrichum acutatum. Esse resultado estd de acordo
com Pereira em 2009, que no seu estudo sobre caracterizagdo e identificagdo molecular de
espécies de Colletotrichum associados a antracnose da goiaba no Estado de Sdo Paulo, que
afirmou que o Colletotrichum acutatum apresenta conidios, geralmente, elipsoides e
fusiformes, pelo menos em uma das extremidades, ao invés de ambas as extremidades
arredondadas como ocorre normalmente no fungo Colletotrichum gloeosporioides.

Os resultados apresentados também estdo de acordo com Klein (2008), que afirmou
que a antracnose € a doenca mais frequente em orquideas da espécie Catlleya, e com os
estudos de Barros (2009) que relatou a incidéncia de Colletotrichum em orquideas da espécie
Dedrobium. Os resultados deste trabalho contribuem para o desenvolvimento de novos
estudos mais aprofundados sobre o fungo Colletotrichum na regidao metropolitana de Campina
Grande e do Brejo paraibano presentes em orquideas, ja que ndo existia relatos de ocorréncia
desse fungo causador da antracnose em orquideas cultivadas na regido, sendo assim o
primeiro relato desse fungo associado a orquideas, abrindo caminhos para posteriores estudos
direcionados para um manejo apropriado nos orquiddrios, afim de diminuir a proliferacdao
desse patdgeno. Assim serd possivel aumentar a produtividade nos cultivos e a vida util nos
orquiddrios e até mesmo na casa do consumidor, j4 que o clima da regido é adequado a

producdo dessa familia de planta.
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Figura 16 - Microscopia optica da amostra do fungo encontrado na orquidea Cattleya labiata
rubra. A) Crescimento colonial do fungo isolado em meio de cultivo BDA; B) Esporos do
fungo

Fonte: Ellaborado pela autora

Figura 17 - Microscopia 6ptica da amostra do fungo encontrado na orquidea Cattleya labiata.
A) Crescimento colonial do fungo isolado em meio de cultivo BDA; B) Esporos do fungo

Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 18 - Microscopia 6ptica da amostra do fungo encontrado na orquidea Dedrobium
bonckartti amabile.A) Crescimento colonial do fungo isolado em meio de cultivo BDA;
B)Esporos do fungs

AL

- onte: Elaborado pela autora

5.4 TESTE MOLECULAR

A Amplificacdo por Reacdo em Cadeia de Polimerase — PCR foi realizada nas
amostras com sintomas de antracnose: Dendrobrium bronckartti amabile (T1), Paradisanthus
micranthus (T2) e Cattleya labiata rubra (T3). O resultado apds a andlise eletroforética das
bandas amplificadas, demonstrou resultados positivos para ocorréncia do fungo na orquidea
da espécie Cattleya labiata rubra (T3), com aproximadamente 450 bp como mostra a Figura
19, e negativo para as demais. Esses resultados estdo de acordo com Chowdappa (2009), o
autor realizou estudos de caracterizacdo molecular em espécies de Colletotrichum causandor
deantracnose em uva. Foram utilizados os primes ITS4 e Cglnt especificos para

Colletotrichum gloeosporioides e obteve-se um fragmento de 450 bp.
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Figura 19 - Andlise de amplificacdo em gel de agarose: A) Andlise eletroforética das bandas
amplificadas com os primers desenhados para o Colletotrichum gloeosporioides para as
amostras Dendrobrium bronckartti amabile (T1), Paradisanthus micranthus (T2) e Cattleya
labiata rubra (T3)e comparadas com o marcador (M) de 1 Kb

M T1T2T3

Fonte: Elaborado pela autora



44

6 CONCLUSOES

A observacdo da sintomatologia indicou que as amostras coletadas das orquideas
apresentaram sintomatologia para a possivel infeccdo por fungos, virus e mistas (virus e
fungos).

O teste bioldgico via inoculacdo mecanica do extrato vegetal ndo foi possivel
observar os sintomas da infec¢ao viral no decorrer de cinco dias nas plantas inoculadas
indicadoras Nicotiana e Chenopodium. Este fato pode ter ocorrido por possiveis escapes ou
pela interacdo planta — patogeno com a defesa natural da planta.

Na caracterizagdo morfoldgica foi observado esporos conidiaishialinos e
unicelulares, comprovando a presenga deColletotrichum gloeosporioides na orquidea Cattleya
labiata rubra. Epara as orquideas Cattleya labiata e Dedrobium bonckartti amabile foram
observados conidios elipsoides e fusiformes, os quais comprovaram a infeccdo pelo
Colletotrichum acutatum.

Na caracterizacdo molecular untilizando primers especificos para o diagnostico de
antracnose foi observado o fragmento de 450 bp correspondente ao Colletotrichum

gloeosporioides.
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