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DESENHO DE PROTOCOLOS DE RT-PCR EM TEMPO REAL PARA
DETECCAO E DIAGNOSTICO DO COWPEA SEVERE MOSAIC VIRUS EM
SEMENTES

Francis Zanini, Edson Bertolini (orientador) — UFRGS

O Brasil possui um intenso comercio nacional e internacional de sementes e
grdos. Apesar de ndo estar demonstrada a transmissdo por sementes, analises da
presenca do virus Cowpea severe mosaic virus (CPSMV), que infecta varias espécies de
leguminosas, sdo solicitadas por varios paises que importam sementes e grdos do Brasil.
Atualmente, uma das técnicas mais utilizadas para deteccédo de virus é a RT-PCR em
tempo real, a qual permite a amplificacdo, deteccdo e quantificacdo de um patdgeno em
um Unico passo, porém, ndo existe nenhum protocolo publicado para deteccdo do
CPSMV. O estudo teve como objetivos o desenvolvimento de protocolo de RT-PCR em
tempo real e de metodologia de preparacdo de amostras para a detec¢cdo do CPSMV em
tecido foliar e diferentes partes da semente de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) assim
como, realizar ensaio de transmissdo por sementes. Foram comparadas sequéncias
nucleotidicas da regido da proteina do capsideo do virus e com o auxilio do Programa
Primer Express foram desenhados primers e sonda TagMan especificos para CPSMV.
Ainda, foram comparados kits comerciais de extracdo e purificacdo, com métodos
diretos de extracdo de RNA utilizando material foliar e sementes obtidas de plantas
infectadas. Nesta etapa, as purificacbes de RNA através dos kits comerciais: i) RNease
plant mini kit (Quiagen), ii) SV total RNA isolation system (Promega), iii) Trizol
(Thermo Fisher Scientific) e iv) Direct-zol (Zymo Research), bem como, os métodos
diretos de extracdo de RNA (spot e dilui¢do), foram submetidos a diluicbes seriadas
para comparacao da sensibilidade e qualidade do RNA através da analise de RT-PCR
em tempo real. Para identificacdo da localizacdo do virus, 50 sementes foram separadas
entre tegumento e embrido. Posteriormente, para o ensaio de transmisséo, 100 sementes
de plantas infectadas foram semeadas e as plantas periodicamente analisadas durante 90
dias de cultivo. Os resultados obtidos demonstraram: o correto funcionamento dos
primers e da sonda TagMan, a possibilidade de analise de amostras sem purificacdo de
RNA, a localizacdo do virus em ambos tecidos da semente, em maior frequéncia e
quantidade no tegumento e a ndo transmissibilidade do virus por sementes infectadas. O
protocolo de RT-PCR em tempo real desenvolvido pode ser empregado em analises
laboratoriais rotineiras para deteccdo do CPSMV em material vegetativo e sementes.
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