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Resumo - O Carlavirus € uma doenca viral transmitida pela mosca-branca e que causa danos a cultura do feijao,
porém, menos agressiva quando comparada aos causados pelo virus do mosaico-dourado. Atualmente, com o
desenvolvimento da tecnologia do feijdo transgénico, resistente ao mosaico-dourado, os sintomas de Carlavirus
tornaram-se visiveis, trazendo impacto negativo para o desempenho do feijdo geneticamente modificado (GM).
Devido a semelhanca dos sintomas apresentados pela planta quanto infectada com o Carlavirus e o mosaico-
dourado, a diferenciagao da doenga fica comprometida. Dessa forma, testes moleculares baseados na amplificacéo
do DNA representam uma técnica com grande potencial para detecgdo do virus que infecta a planta. A reagédo da
polimerase em cadeia (PCR), apesar de eficiente, demanda consideravel tempo e infraestrutura laboratorial nas
etapas de extracdo e purificacdo do RNA e sintese de cDNA, amplificacdo e deteccdo do produto-alvo.
Alternativamente a PCR, a Amplificagdo Isotérmica Mediada por Loop (LAMP) promove a amplificacdo de acidos
nucleicos em temperaturas constantes, tornando assim, o método instrumentalmente mais simples. Devido ao
elevado numero de amplicons gerados na LAMP em um baixo tempo e a possibilidade de integracao da reagao com
formas alternativas de detecgbes, como a visual, a técnica demonstra elevado potencial para detecgao viral
diretamente no point-of-care. Portanto, o trabalho tem por objetivo o desenvolvimento inédito de uma metodologia
rapida e simples de deteccéo especifica do Carlavirus através da tecnologia LAMP para fins de monitoramento. A
etapa inicial da metodologia envolveu o desenho de trés conjuntos de primers iniciadores LAMP, em regides variadas
da sequéncia viral. Para isso, a sequéncia gendmica do Carlavirus foi acessada e os seis primers foram desenhados
utilizando o software V4 PrimerExplorer, seguido pela sintese dos mesmos. Paralelamente, quatro amostras de
tecido foliar infectadas com o Carlavirus, bem como amostras de plantas sadias, foram coletadas em casa de
vegetagdo e submetidas a extracdo de RNA e sintese de cDNA. A partir dos primers sintetizados e dos cDNAs foram
realizadas as reagdes de amplificagao, inicialmente utilizando uma PCR padréo e os pares de oligos F3 e B3. Os trés
conjuntos de oligos sintetizados apresentaram um padrao especifico de amplificacdo para o Carlavirus e foram
considerados adequados para serem utilizados na padronizagdo da técnica. A padronizagédo foi conduzida com
volume final de 10 pL, contendo 1X tamp&o de Reacédo ThermoPol, MgSO4, dNTPs, oligos internos (FIP e BIP) e
externos (F3 e B3), bem como dois oligos do tipo loop, cuja presenca visa reduzir o tempo da amplificagdo, a enzima
Bst DNA polimerase (New England Biolabs) e cDNA de amostras virais. Posteriormente, o microtubo foi levado ao
aquecimento a 72 °C por 15 minutos, e apds o periodo de incubacao, foi adicionado o reagente intercalante de DNA
SYBR Green. Como resultado da técnica LAMP, foi observada a coloragdo verde em resposta a presenca do
Carlavirus na amostra, enquanto que na auséncia do virus ocorreu a alaranjada, permitindo a deteccao viral por um
método visual e sem a necessidade de realizar a eletroforese em géis de agarose. Em seguida, foi selecionado um
conjunto de oligos iniciadores e a reagdo LAMP possibilitou a deteccdo do Carlavirus em apenas 15 minutos,
utilizando 2 ng/uL de cDNA. A partir desse ponto estdo sendo conduzidas novas reagcbes de padronizagao para
aumentar a especificidade da reacgao. A técnica LAMP, em desenvolvimento para deteccdo do Carlavirus, apresenta
um elevado potencial de aplicabilidade diretamente nas lavouras de feijao, possibilitando assim um diagnostico
confiavel, seguro e de baixo custo, com potencial de aplicagdo em larga escala, permitindo planejar de modo racional
0 manejo das areas infectadas nas préximas safras de cultivo.

50






