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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 comércio internacional de sementes e grdos que
podem ser portadores de fitopatdgenos. A comercializacdo de material vegetal e
sementes envolve riscos de introdugdo de pragas. O feijdo caupi (Vigna unguiculata) € a
principal fonte de proteina das regides Norte e Nordeste do Brasil. O virus Cowpea
severe mosaic virus (CPSMV) afeta diretamente a producdo dessa leguminosa,
causando reducdo na produtividade. Atualmente, uma das técnicas mais utilizadas para
deteccdo de virus € a PCR em tempo real, a qual permite a amplificacdo, deteccédo e
quantificacdo de um patdgeno em um Unico passo e tem sido amplamente empregada
para deteccdo de virus em sementes. O estudo teve como objetivo a otimizacdo e
validacdo de metodologia de preparacdo de amostras para a aplicagdo em RT-PCR em
tempo real na detecgdo do virus. Foram comparadas sequencias do virus e localizadas
regides conservadas entre os isolados e com o auxilio do Programa Primer Express
foram desenhados os iniciadores e a sonda para uso em RT-PCR em tempo real.
Posteriormente, foram comparados kits comerciais de extragéo e purificagdo de RNA
com métodos diretos de extracdo de RNA para uso em anélises de RT-PCR em tempo
real. Nesta etapa, sementes naturalmente infectadas com CPSMV foram submetidas as
purificacfes de RNA atraves 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 as preparacdes diretas dos extratos através de
“spot” em membranas de papel e diluicdes dos extratos utilizando tampéo de extracao.
As purificagdes com os Kits comerciais e as extragcfes com os métodos diretos foram
submetidas a diluices seriadas, e apds fez-se a amplificacdo via RT-PCR em tempo
real para comparacdo da sensibilidade, e qualidade do RNA. Além de critérios técnicos
foram considerados aspectos econdmicos e praticos dos diferentes métodos
comparados. Os resultados obtidos evidenciaram uma maior sensibilidade dos Kits
comercias frente aos métodos diretos, porém, estes foram mais econémicos e de facil
utilizacdo, demonstrando que podem ser empregados em analises rotineiras laboratoriais
para deteccdo destes virus por RT-PCR em tempo real em material vegetal e sementes.
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