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Grapevine fleck virus: Deteccdo via RT-PCR em tempo real e caracterizacio molecular do gene da
proteina capsidial
(Grapevine fleck virus: Real time RT-PCR detection and molecular characterization of the CP gene)
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A mancha das nervuras da videira, induzida pelo Grapevine fleck virus, GFKV (Maculavirus, Tymoviridae),
apresenta alta incidéncia, sendo latente em praticamente todas as cultivares comerciais de copa e porta-
enxertos. As cvs. ‘Rupestris du Lot’ e ‘Kober 5SBB’ exibem sintomas de manchas transliicidas nas nervuras
das folhas novas. O objetivo deste trabalho foi detectar o GFkV por RT-PCR em Tempo Real (TagMan) e
caracterizar o gene da proteina capsidial (CP) de um isolado denominado BF. O RNA total foi extraido da
videira cv. ‘Rupestris du Lot’, com clareamento de nervuras, apos enxertia com a cv. ‘Benefuji’. Na RT-PCR
foram utilizados oligonucleotideos especificos [Fk-6349 (v) e Fk-7067 (c)], desenhados com base no acesso
NC 003347 (GenBank), sendo o fragmento de DNA amplificado (719 pb) clonado, e trés clones foram
sequenciados. Na RT-PCR em Tempo Real, os oligonucleotideos e as sondas foram desenhados conforme
Osman et al. (J. Virol. Methods 149: 292-299. 2008) e as reagdes conduzidas segundo Osman et al. (J. Virol.
Meth. 141: 22-29. 2007), utilizando-se o kit “TagMan Master Mix One-Step RT-PCR”. As sequéncias
amplificadas contém o gene completo da CP, com 693 nucleotideos (nt) e 230 aminoacidos deduzidos (aad)
(acesso JN022610). As sequéncias de nt e aad do isolado de GFkV caracterizado apresentaram maiores
identidades, 96,1% e 98,7%, respectivamente, com o isolado italiano MT48 (NC _003347). Foi possivel
detectar de maneira especifica o GFkV em amostras infectadas de videiras, utilizando-se sondas marcadas
com 5’ FAM/3’ TAMRA. A caracterizagdo de isolados virais contribui para aumentar a especificidade do
diagnostico viral.
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