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11° Encontro de Iniciagcdo Cientifica e
7° Encontro de pés-graduandos da Embrapa Uva e Vinho

Quantificacao absoluta de quatro virus em videiras utilizando RT-PCR em
tempo real com curvas-padrao geradas a partir de cDNA viral clonado

Jordana Sakis Sonza', Aricléia de Moraes Catarino?, Thor Vinicius Martins Fajardo®, Osmar Nickel®,
Gilvan Pio-Ribeiro*

No Brasil, foram identificados 13 virus associados a videiras, o que compromete
qualitativa e quantitativamente a produgdo de uva. A quantificagdo absoluta
determina a quantidade absoluta de um alvo, expressa em numero de copias ou
concentragdo. O objetivo deste trabalho foi gerar equagdes de curvas-padréo para
quantificar, de forma absoluta, o titulo de quatro virus em videiras: Grapevine
rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV), Grapevine virus A (GVA),
Grapevine virus D (GVD) e Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3).
Plasmideos recombinantes, contendo cDNA viral clonado (genes HSP70 ou
proteina capsidial), foram purificados de cultivos de Escherichia coli transformada
e quantificados por espectrofotometria (Azsonm= 1 OD = 50 yg dsDNA/mL). Nos
quatro plasmideos recombinantes utilizados, as sequéncias virais serviram de
molde especifico para amplificagdo com os oligonucleotideos utilizados na RT-
PCR em tempo real. A amostra-padrdo de DNA foi utilizada para plotar a curva-
padrdo, com base na qual, os titulos virais das plantas infectadas foram
determinados. Os reagentes e as condigbes das reagbes para a amplificacdo dos
virus foram previamente descritos. Para gerar as curvas-padrédo, a amostra-padrdo
foi ajustada para concentragbes conhecidas (5-6 pontos, em duplicatas, fator de
diluicao 10) e, posteriormente, detectadas por RT-PCR em tempo real. O nimero
de moléculas de cDNA viral na amostra-padrdo foi calculado pela féormula: Y
moléculas/pL = (X g/uL DNA/[pares de base plasmideo recombinante x 660]) x
6,022 x 10%°. Apos a curva-padrdo ser gerada, 100 videiras infectadas foram
avaliadas por RT-PCR em tempo real visando a determinagéo do titulo viral. A
equagado da curva-padréo (grafico do valor de Cr, ciclo limiar, versus log da
quantidade do padrao) foi gerada para os quatro virus. Para o GVA, a equagéo da
curva-padrao foi: y = -1,528 In(x) + 39,43 (R* = 0,9988, y = valor de Cr, x =
moléculas de DNA/uL). O valor de Cr, obtido para cada planta infectada por RT-
PCR em tempo real, foi comparado ao da curva-padrdo (usada como referéncia
em todas as reagOes subsequentes), permitindo determinar o titulo viral nas
videiras. A quantidade absoluta de acido nucleico do GRSPaV, GVA, GVD e
GLRaV-3 nas videiras infectadas foi bastante variavel, porém concentrou-se entre
1.000 a 50.000 copias de virus/uL. O uso de DNA molde, na geragéo da curva-
padrdo, nao considera a eficiéncia variavel da transcricao reversa na RT-PCR.
Este resultado contribui para a melhoria da diagnose viral, pois permite quantificar,
com razoavel precisdo, variagdes do titulo viral em videiras infectadas.
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