DESENHO DE PROTOCOLOS DE RT-PCR EM TEMPO REAL PARA DETECCAO E DIAGNOSTICO ==
DO Cowpea severe mosaic virus EM SEMENTES.
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Figura 1. Sinomas de mosaico em feizo_capl.  ©SPECIES  de  leguminosas, s&o
solicitadas por varios pal'ses gue importam sementes e graos do
Brasil. Atualmente, uma das tecnicas mais utilizadas para
deteccéao de virus € a RT-PCR em tempo real, a qual permite a
amplificacido, deteccédo e quantificacao de um patogeno em um
unico passo porem, nao existe nenhum protocolo publicado
para deteccao do CPSMV. O trabalho teve como objetivos o
desenvolvimento e otimizacao de protocolo de RT-PCR em
tempo real e de metodologia de preparacao de amostras para a
deteccdo do CPSMV em tecido foliar e diferentes partes da
semente de feijao-caupi (Vigna unguiculata) assim como,
realizar ensaio de transmissao por sementes.

METODOLOGIA

AMOSTRAS: sementes naturalmente infectadas colhidas de
plantas sintomaticas em campo. Para a localizacao do virus
nos tecidos, 50 sementes foram separadas entre tegumento e
embriao.

PREPARACAO DO EXTRATO: maceracdo de 1 grama de

sementes em bolsas de plastico utilizando tampé&o de
extracao (PBS + 2% PVP + 0.2% DIECA).

EXTRACOES DE RNA: utlizando-se material infectado,
foram comparados quatro diferentes kits comerciais e dois
metodos diretos de extra(;éio de RNA.
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Figura 2. Esquema da preparacédo de amostras para uso em RT-PCR em tempo real.

RT-PCR EM TEMPO REAL.: realizada em volume final de 12
ul, utilizando o master mix AgPath-ID One Step RT-PCR Kit
(Thermo Fisher), 0,5uM de cada primer e 0,15uM da sonda.

TRANSMISSAO: 100 sementes de lote positivo foram
semeadas e mantidas em casa de vegetacao e as plantas
analisadas mensalmente durante 90 dias de cultivo.
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» Apesar da variabilidade existente, foi possivel desenhar
primers e sonda TagMan que amplificam todos os isolados
conhecidos do CPSMV e nenhum dos demais virus testados. As
sequéncias desenhadas sao:

v Primer F; 5- TGCACGAAGCTTACCACACACT -3
v Primer R: 5’- TGGTTGGTATTGAATGTCCCAA -3
v'Sonda: 5’- FAM - AGGCAACATGTGCCGATAGTGTACCTGC

- TAMRA -3

» A reacao de RT-PCR em tempo real foi realizada nas
seguintes temperaturas: 48°C - 10min; 95°C - 10min; 45 ciclos
de 95°C - 15 seg. e 60°C - 45 seq.
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Figura 3. Curvas de amplificacdo por RT-PCR em tempo real.

Tabela 1. Ciclos de amplificacao (Ct) obtidos por RT-PCR em tempo real do
CPSMV para as diferentes diluicdbes e métodos de extracao de RNA.

S— Métodos de extracdo de RNA
iluicao : : L
¢ Promega Direct-zol Trizol Qiagen Spot Diluicao
Extrato Vegetal 30 24 23 21 31 27
Dil. 1:10 34 28 32 31 31 31
Dil. 1:100 37 30 33 29 Indet. 37
Dil. 1:1000 Indet. 34 Indet. 38 Indet. Indet.

» Os resultados obtidos demonstraram a maior sensibilidade
dos kits comerciais frente aos metodos diretos, poréem, estes
sao mais econdmicos e de facil utilizacdo permitindo a
realizacdo de analises laboratoriais rotineiras sem a purificacao
de RNA.

» Foi comprovado que o virus estad localizado em maior
frequéncia e quantidade no tegumento das sementes, conforme
grafico abaixo.
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Figura 4. Localizacdo do virus nos diferentes tecidos das sementes. > Ct = < conc. virus.

» A transmissao de virus por sementes depende de fatores
como o isolado viral e as espeécies e cultivares. Com o0s
Isolados do CPSMV e as cultivares de feijao-caupi testadas,
nao houve transmissao do virus. Novos ensaios com maior
guantidade de sementes devem ser realizados para esclarecer
a questao da transmissao do CPSMV por sementes de feijao-
caupi.
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