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Meloidogyne paranaensis é
agressivos para o cafeeiro.
Meétodos de diagnostico como a PCR sao caros e dependem
de equipamentos como termocicladores,
fotodocumentadores e sistemas de eletroforese.
A técnica LAMP oferece:

1 Baixo custo.
. Rapidez (<60 min).
] Deteccao visual (mudanca de cor).
] Potencial para uso em campo.

um dos nematoides mais

Objetivos

LAMP para deteccao de M.

Desenvolver protocolo
paranaensis.
. Desenhar primers especificos.
1 Otimizar temperatura e tempo de reacao.

1 Validar especificidade com outras espécies.

Material e Métodos

JIndéculo: Cultivo de M. paranaensis e outras espécies em

casa de vegetacao.
J Extracao de DNA: Protocolo com proteinase K e esferas de

vidro.
JPrimers: ID7, I1D21, ID29, ID50, ID67.

J LAMP: Mistura colorimétrica, 67°C/60 min.
JAndlise: Deteccao visual (vermelho - amarelo) e
confirmagéo por eletroforese em gel.
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Figura 1 - Visualizacao da coloracao
da reacdo de amplificacdo isotérmica
mediada por loop (LAMP) por 60
minutos a 67 °C usando cinco
conjuntos de primers (ID 7, ID 21, ID
29, ID 50 e ID 67) e concentracoes de
FIP/BIP : F3/B3 (4:1 ou 8:1) usando
reagente colorimétrico.

Foto: Marina Bolela Valentini
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Resultados

. Amplificacao eficaz: Primers ID50 (8:1, 67°C)

] Alta especificidade: Sem amplificacdo de outras espécies.
. Deteccao visual: Mudanca de cor (vermelho - amarelo).
] Confirmacao: Padrao de escada em gel de agarose.
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Figura 2. Detec¢do colorimétrica da reagdo LAMP para Meloidogyne Figura 3. Analise por eletroforese em gel de agarose dos produtos da
paranaensis com primers ID50 (8:1) a 67°C/60 min. Amplificagdo reagao LAMP com primers ID50 (8:1) a 67°C/60 min. Padrao de

bandas em escada  observado exclusivamente em = M.

especifica (amarelo) observada apenas para M. paranaensis (M.p).
Controles: negativo (Neg) e outras espécies (Spp 1-7).
Foto: Marina Bolela Valentini

paranaensis (M.p), confirmando amplificacao especifica. Controles:
negativo (Neg) e outras espécies (Spp 1-7).
Foto: Marina Bolela Valentini

Conclusoes

O protocolo LAMP desenvolvido mostrou-se eficaz, sensivel

e especifico para identificacao de M. paranaensis, com as

seguintes vantagens:

J Leitura visual;

. Potencial de aplicacao em campo e em laboratdrios com
estrutura simplificada;

J Ferramenta pratica.

Ensaios futuros focarao na avaliacao da sensibilidade

minima e aplicacao em amostras de solo e raizes, visando a

consolidacao desta técnica para uso rotineiro.
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