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RESUMO - No Brasil, os membros da familia Kitaviridae, particularmente os virus do género
Cilevirus, destacam-se por causar doencas em culturas de grande importancia econémica. Os
membros deste género possuem genomas divididos em duas moléculas de RNA de fita simples e
sentido positivo. Eles sdo divididos em trés subgrupos (SG) em fungdo da sua organizagdo
genOmica, mas apenas dois destes SG possuem representantes relatados no Brasil. O SG 1
compreende os trés membros considerados mais importantes por infectar plantas cultivadas, como
citros e maracujazeiro. Ja os virus do SG2 em geral afetam plantas ornamentais de menor
relevancia econdmica. A detecgdo desses patdgenos € realizada predominantemente por meio de
ensaios de RT-PCR utilizando iniciadores especificos para cada espécie viral, tornando-se um
método dispendioso e laborioso. O objetivo deste trabalho foi desenhar dois pares de iniciadores
degenerados capazes de detectar 1) a maior quantidade de espécies do género Cilevirus e 2) os
trés membros do SG 1 e avaliar a sua eficiéncia através de ensaios de RT-PCR. O dominio RdRp2
do gene RdRp foi selecionado como alvo por ser a regido mais conservada entre os membros das
diferentes espécies. O alinhamento das sequéncias foi realizada pelo algoritimo MAFFT no
programa Geneious Prime e o desenho dos iniciadores foi realizado manualmente identificando-se
as regibes mais conservadas dos extremos 5’ e 3’. As condi¢cdes da PCR foram otimizadas por
meio de ajustes de temperatura de anelamento e concentracdo dos iniciadores. Os resultados
demonstraram que o par de iniciadores desenvolvido para os cilevirus foi capaz de amplificar
membros de quatro das seis espécies testadas. O par de iniciadores degenerados para 0s virus do

SG 1 eficientemente detectou todas as trés espécies desse grupo.
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ABSTRACT - In Brazil, members of the Kitaviridae family, particularly viruses of the Cilevirus
genus, are known for causing diseases in crops of great economic importance. The Cilevirus genus
is genomically divided into Subgroup 1, which includes members that infect plants of greater
economic importance, and Subgroup 2, which includes viruses that affect ornamental plants. The
detection of these pathogens is predominantly performed by means of RT-PCR assays using
primers specific for each viral species, making it a very expensive and laborious method. The
objective of this work was to design and evaluate degenerate primers capable of detecting the
largest number of species of members of the Cilevirus genus and for members of Subgroup 1 and
to evaluate their efficiency through RT-PCR assays. The RdRp2 domain of the RdRp gene was
selected as the target because it is the most conserved region among members of the different
species. Sequence alignment was performed using the MAFFT algorithm in the Geneious Prime
program, and primer design was performed manually, identifying the most conserved regions at the
5”and 3’ ends. PCR conditions were optimized by adjusting the annealing temperature and primer
concentration. The test results demonstrated that the primer pair developed for members of the
Cilevirus genus was able to amplify four of the six species tested. The degenerate primer pair for
Subgroup 1 viruses detected all three species of this group.
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