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O Brasil possui um intenso comeércio internacional de sementes e grédos que podem ser
portadores de fitopatdgenos. A comercializacdo de material vegetal e sementes envolve riscos
de introducdo de pragas. O feijdo caupi (Vigna unguiculata) é a principal fonte de proteina
das regides Norte e Nordeste do Brasil. O virus Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) afeta
diretamente a producdo dessa leguminosa, causando reducéo na produtividade. O Strawberry
latent ringspot virus (SLRSV) é quarentenario no Brasil, mas é transmitido por sementes de
diversas espécies, sendo necessario 0 monitoramento do mesmo impedindo sua introducgéo no
pais. Atualmente, uma das técnicas mais utilizadas para detec¢do de virus € a PCR em tempo
real, a qual permite a amplificacdo, deteccdo e quantificacdo de um patégeno em um Unico
passo e tem sido utilizada em larga escala para deteccdo de virus em sementes. O estudo teve
como objetivo o desenvolvimento e a aplicacdo de RT-PCR em tempo real para a detecgdo
dos virus CPSMV e SLRSV e a validacdo dos métodos, para seu uso em andlises de sementes
em programas de controle fitossanitario. Inicialmente, buscaram-se as sequéncias
nucleotidicas dos isolados virais por meio do banco de dados do Centro Nacional de
Informacdo Biotecnologica dos Estados Unidos (National Center for Biotechnology
Information - NCBI). Fez-se uso dos programas BLAST e Geneious para a comparacgéo e
localizacdo de regides conservadas entre os isolados dos virus. Posteriormente, com o auxilio
do programa Primer Express, desenharam-se iniciadores e sondas para uso em RT-PCR em
tempo real para os dois virus. As sequéncias para 0 CPSMV sdo: Primer F: 5’-
TGCACGAAGCTTACCACACACT-3’; Primer R: 5-TGGTTGGTATTGAATGTCCCAA-
3’; Sonda: 5’-FAM- AGGCAACATGTGCCGATAGTGTACCTGC-3’-TAMRA. Para 0
SLRSV sé&o: Primer F: 5>-TTTGCRCCCTCYCCAAA-3’; Primer R: 5>-TCCGCCTCACCA
GTATGC-3’; Sonda 1: 5’-FAM-CCTTTCACAATCGTGTTGGGTG CCC-3’-TAMRA,;
Sonda 2: 5’-FAM-CCTTTCATAATAGTGGTGGGTGTCC-3’-TAMRA. As amplificacfes
por RT-PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se extracfes de RNA de material
vegetal e de sementes naturalmente infectadas. Foram analisados 3 diferentes isolados de
CPSMV de distintos locais e hospedeiros para comprovar a capacidade do protocolo em
detectar todos os isolados conhecidos da espécie. Os isolados DEPA, 2 e 5 sdo oriundos das
seguintes cultivares: ‘carrapicho’, de feijdo caupi; ‘IPA 206°, de feijdo caupi e ‘clay’, de
feijéo caupi e feijdo fava, provenientes de Recife e Paudalho — PE. Os testes com 0s primers e
sondas do SLRSV, com distintos isolados foram realizados no Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA) na Espanha. Apesar da grande variabilidade existente entre
os diferentes isolados tanto do CPSMV como do SLRSV, todos os materiais de referéncia
analisados apresentaram amplificacdo com os protocolos de RT-PCR em tempo real
desenvolvidos, demonstrando o correto desenho dos primers e das sondas. Os protocolos de
RT-PCR em tempo real desenhados, para ambos os virus, estdo sendo validados e poderao ser
utilizados para detec¢éo e diagnostico em diferentes laboratorios.

Apoio: PIBIC CNPQ-UFRGS



