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* A presenga do BBTV em campo de produgio, 1 S300b
constitul um motivo de grande preocupacao para o
pais, por ser facil de disseminar em plantas sadias,
bem como por representar uma ameaca constante PP M 110 11117 18
na producdo da banana. Tornando necessaria a TRl : |
optimizac¢ao da técnica da PCR para o diagnostico R tre i 12000Fb
molecular preciso do BBTV por forma a ajudar na , — I
o . . Figura 1: Mapa com a localiza¢ao do distrito de Chokw¢ na 530Pb
tomada de decisao mais atempado, nas medidas de provincia de Gaza (local de colheita das amostras). ’
erradicacao e no controlo desta virose no Pais [1].
Figura 2: Electroforese em gel de agarose de 1.5% ilustrando o produto da
PCR usando pares de iniciadores da CPF ¢ CPR. Onde: M-marcador de peso

molecular (Gene Ruler 1Kb DNA Ladder), 1-20 amostras de ADN, “C-*“ controle

Colheita e conservacao do material ' . .
_ vegetal ‘; M) Extracgio de ADN negativo (H20), “C+”_controle positivo, com tamanho de produto esperado de 530
| b
p .
+ Em dois lotes: distrito de Chokwé e MASA; l

O BBTV ¢ ma praga quarentenaria que representa '?ﬂi@gemwzﬂmiim Quantificacio do ADN 6.3. Sequenciamento das Amostras do BBTV
, . . - ' TEPIICAS Para Cada armosira,

um s€rio perigo para a plantacdo da banana em s Conservadas 3 200 l

Moc;amblque; / \ Tabela 3: Resultado do Sequenciamento de Produtos da PCR

O sintoma da infec¢ao por BBTV limita a insercao . * \ Optimizacio do protocolo da

da banana no mercado internacional; Purificacio e sequenciamento do PCR convencional — , -

’ . . gene da Capa proteica \ y Espécie de Pais de Codigo de acessono Percentagem de
Ha escassez de variedades de bananeira tolerantes \ ; ) l Referfacia Origem EETRETE o e
ao BBTYV, a falta de um teste laboratorial para o -
diagnostico do BBTV, torna necessario a Electroforese em gel de Agarose }— Amplificacio do ADN. coat protein [Banana | Taiwan ARKORS68 | 100
optimizacdo da PCR Convencional para o Bunchy top virus|
diagnéstico mais preciso do BBTV. surge i OSRESUBTADOSIEDISCUSSAONIN

As bananeiras sintomaticas do BBTV testaram positivas
para gene que codificam regides conservada da capa

questao, sera possivel optimizar a técnica de

a 6.1. Optimizacao do protocolo da PCR
PCR para amplificar os genes da Capa proteica

Convencional ,
BBTYV (CP) de modo a estabelecer um diagnos- proteica, com tamanho esperadas de 530 pb e as
tico molecular mais preciso do virus do topo em| |Os melhores resultados para amplicagdo do amostras negativas a BBTV nao mostraram nenhum
leque da banana? ADN do BBTV foram obtidos quando opti- sinal confirmado [2].

mizou-se os reagentes da reac¢cao da PCR

_ Tabela 1: Representacdo de mistura dos reagentes da reacgao

de PCR-padrio e reaccio de PCR-optimizada, “*Optimizada as condi¢des da PCR convencional para o
Geral:

*Contribuir no Controlo do Virus do Topo Em Le-
que da Banana com base no melhoramento da PCR Reagentes Concentragio Concentragio

convencional para o Diagnostico Molecular em S ECR Bulter X X regioes conservadas da capa proteica € com tamanho

MO ambl ue 3x (). Solution 0.5X 05X
¢ que. IR 05 - esperado de 530 pb;

diagnostico do virus do topo em leque da banana, pas-

sou a detectar correctamente no gene que codificam

ESpeCiﬁC083 Primer CPF (10 M) 0.5 M 02 uM

Primer CPR (uM) 0.5 uM 0.2 uM
Tag polimerase (5 Upl) 05l 1yl nas folhas, flores, bracteas e frutos;
DNA (50 ng/ul) 1 ng/ul 2 ng/ul
e destiada syl sl “*Sequenciamento das amostras positivas para virus do
BSA 0.2 uM 2uM 7

L . . **Durante amplificacdo foi possivel identificar o virus
*Optimizar as condi¢des da PCR convencional para

estabelecer diagndstico molecular do virus do topo
em leque da banana;

Identificar a presenca do Virus do Topo em Leque

. o , topo em leque da banana revelaram 100% de 1dentida-
da Banana em diferentes 0rgaos da Bananeira;

Tabela 2: Condigoes da Amplificacdo da reac¢cdo da PCR pa
*Sequenciar os produtos obtidos durante amplifica- drdo e reaccdo da PCR optimizada.

¢ao do gene da capa proteica (CP) do virus do topo
em leque da banana. i

Desnaturacio |Desnaturacio |Anelamento |Extensio |Extensdo |Ciclos

de com o [coat protein Banana bunchy top]. virus].

Condicoes da Amplificacido da Reacgio de PCR padrio e Reaccio de PCR

inicial final

Padrio 94°C (30s)  |94°C (1 min) |47 °C (1 min)|65°C 65°C  |35°C

(45 | (10 min) [1] MASA (Ministerio da Agricultura ¢ Seguranca Ali-
Optimizada  [95°C (5min) |94°C (3min) [60°C (305s) |72°C 72°C  |39°C

(imin) | (10 min) mentar) 2019 “Banana Bunchy Top Virus”.

6.2. Amplificacao do ADN do BBTV [2] S. R. Mahadev, S. K. Thamilarasan ¢ A. Ka-

. A colheita das amostras fo1 por conveniéncia no
distrito de Chokweé, no local onde havia mais

reportagem da expansio do BBTV. Nas condicdes optimizadas foram amplifi- thithachalam, 2013 “PCR Detection of Banana Bunchy
A optimizacio do protocolo da PCR| [cadas 15 amostras, sendo que amplificacdo Top Virus (BBTV) at Tissue Culture Level for the Pro-
convencional for realizada no Centro de fo1 feita com sucesso usando os pares de duction of Virus-free Planting Materials”.

Biotecnologia da  Universidade  Eduardo inicladores da capa proteica, figura

Mondlane (CB-UEM). representativa.




