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A inoculag@o de virus vegetal de forma mecénica em plantas é utilizada com freqiiéncia na
pesquisa em estudos da interagdo patdgeno-hospedeiro. Espontaneamente no meio ambiente
também ocorre a inoculagdo mecanica pelo contato de uma planta infectada com uma sadia,
através de ranhuras provocadas entre as suas folhas podendo dessa forma transmitir o virus
entre elas. Dentre as técnicas moleculares mais utilizadas para analises de RNA total de
tecidos vegetais, o de primeira escolha € o RT-PCR, possibilitando chegar ao diagndstico das
plantas infectadas e sadias. O trabalho teve como objetivo realizar a inoculagdo mecanica do
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) em plantas de maracuja (Passiflora edulis) e
extrair o RNA total das plantas infectadas. . O inoculo para a transmissdo mecanica foi
preparado por meio da maceracdo do material foliar infectado com o CABMYV, na proporc¢ao
de 0,6 g de tecido (folha) para 15 mL de solucdo tampao (fosfato de potéssio 0,1 M e sulfito
de sodio 0,1 M). Em seguida, foi adicionada pequena quantidade de “celite” (abrasivo) ao
extrato obtido. As inocula¢des foram realizadas friccionando-se o extrato vegetal infectado,
com o auxilio de um pistilo de porcelana sobre a superficie das folhas basais das plantas de P.
edulis. As plantas foram lavadas com agua e mantidas em casa de vegetagdo. Apds a
observacao dos sintomas foi realizada a extragdo do RNA total das amostras, onde pesou-se
100 mg de tecido vegetal, em seguida o mesmo foi macerado em nitrogénio liquido e
adicionado 1 mL de Trizol, obedecendo a proporcdo de 100 mg de tecido macerado para 1
mL de Trizol. Posteriormente, adicionou-se 200 puL de Cloroformio homogeneizando
vigorosamente por 15 segundos com o auxilio de um vortex. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 g, temperatura de 4 °C, apos 15 minutos coletou-se a fase aquosa,
volume de 600 pL, que foi transferido para um novo tubo Eppendorf acrescentado 500uL de
Isopropanol. As amostras foram homogeneizadas e incubadas por 10 minutos a 4 °C e
centrifugadas a 12.000 g por 10 min. O sobrenadante foi removido e o pellet, contendo o
RNA, foi lavado com etanol 75%. Por fim, as amostras foram centrifugadas a 7.500 g/ 5
minutos a 4 °C e o mesmo ressuspendido em dgua RNAse free. Para a confirmagdo da
qualidade da extracdo do RNA, realizou-se uma eletroforese em gel de agarose a 1%.
Conclui-se que a extracdo do RNA total em tecido vegetal ¢ necessaria para o diagndstico de
viroses em plantas por técnicas de RT-PCRT e a inoculagdo mecénica de virus em espécies de
plantas € de extrema importancia na area da pesquisa trazendo grandes resultados e levando
informacdes essenciais aos agricultores, como formas eficientes de manejo das culturas,
melhorando assim a producao e qualidade do fruto.

Palavras-chave: RNA. Extracao. Virus.

* Graduando em Biomedicina na Faculdade Maria Milza. taifroes12@gmail.com

** Mestre em Biotecnologia pela UEFS. Professora da Faculdade Maria Milza. ps.daltro@yahoo.com.br
*** Bolsista DCR FAPESB/CNPg/Embrapa. tumeleroai@gmail.com

**** Graduando em Biomedicina na Faculdade Maria Milza. renatabitencourt@]live.com



