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B O Brasil possui um intenso comércio internacional de sementes e grdos que podem ser portadores de
N fltopatogenos A comercializacao de material vegetal e sementes envolve riscos de introducao de pragas. O
& | Strawberry latent ringspot virus (SLRSV) & quarentenario no Brasil e € transmitido por sementes de diversas
espécies, sendo necessario impedir sua introducao no pais. O virus Cowpea severe mosaic virus (CPSMV)
% 1 gfeta o feijdo caupi (Vigna unguiculata) causando reducdo na produtividade da leguminosa que é a principal

S.. % - @& fonte de proteina das regides Norte e Nordeste do Brasil. Métodos de deteccdo e diagnostico sdo de
|7 fundamental importancia para evitar a introducao de pragas em uma regiao e para adotar medidas de manejo
Lt e controle de virus. O estudo teve como objetivo o desenvolvimento e a aplicacao de metodos de deteccao

" baseados em RT-PCR em tempo real para a deteccao dos virus SLRSV e CPSMV.

Figura 1. Slntoma de CPSI\/IV
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> Fo_ram utlllgados ?s |solz.1dos, DEPA_,NZ e 5_0‘r|undos,das Figura 2. Alineamento das sequéncias  Figura 3. Sequéncias dos iniciadores e
seguintes cultivares: ‘carrapicho’, de feljao caupi; ‘IPA 206°, de  nucleotidicas de CPSMV. sonda de CPSMV homélogas em todos 0s
feljao caupl e ‘clay’, de feljao caupi e feijao fava, provenientes isolados brasileiros.

de Recite e Paudalho — PE. > As amplificacbes por RT-PCR em tempo real foram realizadas em

»>0s testes com o0s iniciadores e sondas do SLRSV, com Um Unico passo, utilizando o master mix AgPath-ID'™ One Step RT-

distintos isolados foram realizados no Instituto Valenciano de ~ PCR Kit (Life Technologies), 0,2 uM de cada Iniciador e 0,1 pM de
Investigaciones Agrarias na Espanha. sonda em volume final de 12 pL (10 pL master mix, 2 pL RNA). Foram

realizadas extracoes de RNA de material vegetal e de sementes

_ naturalmente infectadas utilizando kits comerciais de purificacao.
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Isolados do CPSMV fol possivel desenhar primers e sonda !

gue amplificam todos os isolados conhecidos. Devido a st e

grande variabilidade existente entre os isolados de SLRSYV, fol S

necessario o desenho de duas sondas para recolher toda a N

variabilidade observada (Tabela 1). 9 o '

» Todos os materiais de referéncia analisados tanto para o

CPSMV como para o SLRSV amplificaram com 0s protocolos o e —
de RT-PCR em tempo real desenvolvidos. [ mon . onscommon  awoencn o

Figura 5. Curvas de amplificacao
Figura 4. Parametros dos ciclos de amplificacao por RT-PCR em tempo real.
por RT-PCR em tempo real.

Tabela 1. Sequéncia dos primers e sondas desenhados para os diferentes virus.

CPSMV 5’-TGCACGAAGCTTACCACACACT-3" 5’-FAM- AGGCAACATGTGCCGATAGTGTACCTGC-3’-TAMRA 5’-TGGTTGGTATTGAATGTCCCAA-3’

5’-FAM-CCTTTCACAATCGTGTTGGGTG CCC-3'-TAMRA
SLRSV 5’-TTTGCRCCCTCYCCAAA-3’ 5’-TCCGCCTCACCAGTATGC-3’
5’-FAM-CCTTTCATAATAGTGGTGGGTGTCC-3’-TAMRA

» Os Iniciadores, sondas e os protocolos de RT-PCR em tempo real desenhados, poderao ser utilizados para a
deteccao de CPSMV e SLRSV e diagnostico das respectivas doencas por eles causadas. Estes reagentes e

protocolos de PCR em tempo real serdo testados e validados para uso em protocolos oficiais para evitar a introducéo UFg GS PIBIC
do SLRSV em nosso pais e para melhor manejar e controlar o CPSMYV nas principais regioes produtoras do Brasil. UNIVERSIDADE FEDERAL QcnpPq
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