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RESUMO

O Citrus tristeza virus (CTV), responsavel por véarias doencas em citrinos, € um dos
maiores condicionantes da citricultura a nivel mundial. Existem diversos isolados de
CTV com diferentes caracteristicas bioldgicas e moleculares, sendo que os sintomas
causados pelo virus dependem essencialmente do isolado viral e da combinagédo
variedade/porta-enxerto. A implementacdo de medidas de controlo da doenca depende,
em grande parte, do tipo de isolados presentes numa dada regido. No Capitulo 2,
efetuou-se uma analise comparativa entre dois métodos de tipificacdo de isolados de
CTV e verificou-se que a caracterizacdo por PCR assimétrico-ELISA, que considera a
existéncia de sete grupos, é mais adequada a descricdo da estrutura genética de CTV.
Estes resultados foram complementados com o estudo da dinamica de colonizagdo de
cada grupo filogenético através de um imuno-ensaio in situ (Capitulo 3). Os resultados
obtidos sugerem que os isolados de CTV diferem na quantidade de células infetadas e
que essa diferenca parece estar relacionada com a severidade do isolado. No Capitulo 4,
0 estudo da variabilidade gendmica da regido 3’ terminal permitiu verificar que a
estrutura de grupos obtida para o gene da proteina da cépside (CP) é extensivel a toda a
regido 3’ terminal que contém os genes mais fortemente implicados na interagdo com o
hospedeiro. A estabilidade da estrutura genética nesta regido foi também inferida a
partir da pesquisa de eventos de recombinagdo. Os resultados sugerem uma baixa
frequéncia de recombinacdo entre isolados de CTV, mesmo em isolados contendo
mistura de haplétipos e mantidos hd mais de 12 anos no mesmo hospedeiro.
Adicionalmente, foi estimada a taxa de evolucdo de CTV através de um método
estatistico Bayesiano (Capitulo 5). Para tal, foram usadas sequéncias do gene da CP de
isolados de diversas regides do mundo, pertencentes a diferentes grupos filogenéticos e
obtidas entre 1990 e 2010. A taxa média de evolucdo estimada foi de 1,58 X 10™
substituicdes nucleotidicas / ano. No geral, os resultados destes dois capitulos mostram
que os isolados de CTV mantém uma elevada estabilidade genética ao longo do tempo.
Finalmente, no Capitulo 6, foi estudada a situacdo epidemiolégica de CTV em Portugal
continental a partir de isolados de CTV recolhidos no campo, onde se verificou que a
maioria das arvores infetadas era composta por isolados de CTV pertencentes ao grupo

M, ou seja isolados considerados suaves e que ndo provocam sintomas severos.

Palavras-chave: Tristeza; Citrinos; Evolugdo; Virus; Portugal; Tipificag&o;
Epidemiologia






ABSTRACT

Citrus tristeza virus (CTV) is the causal agent of various diseases with dramatic effects
on citrus crops. The virus exists as multiple strains with different biological and
molecular properties and depending on virus strains and on the species or scion—
rootstock combinations, CTV may cause distinct syndromes. Knowledge of the strains
present in a certain region is fundamental to the design of an adequate strategy of
disease control. In Chapter 2, a comparison was made between two typing systems. It
was shown that the asymmetric PCR-ELISA, which distinguishes seven groups, showed
a better ability to resolve haplotypes.

In addition, the distribution of infected cells using isolates which belong to different
phylogenetic groups was studied using an in situ immunoassay (Chapter 3). It was
observed that the severe and mild isolates differed in the distribution pattern and in the
number of clusters of infected cells, in which the former presented a higher number of
clusters of cells surrounding the entire phloem region.

In Chapter 4, it was studied the genetic variability of the 3’ end proximal region of CTV
genome. The analysis of this region is of paramount importance since it encodes genes
that modulate the interaction with the host. By phylogenetic analysis it was shown that
the genetic structure that exists for the coat protein gene (CP) is maintained throughout
this region. The stability of the genetic structure in this region was also inferred from
the search for recombination events. The results suggest a relative low recombination
rate between CTV isolates even in isolates harbouring a mixture of haplotypes and co-
habiting the same host for more than 12 years.

Moreover, the CP gene was used to estimate the rate of evolution (Chapter 5). This was
obtained from a large set of heterochronous CP gene sequences using a Bayesian
coalescent approach. The best fitting evolutionary and population models pointed to an
evolutionary rate of 1.58 X 10™ nt/ site/ year. These results suggest that CTV isolates
maintain a high level of stability over time.

Finally, in Chapter 6, the epidemiological situation of CTV in Portugal was studied by
conducting surveys in different orchards. It was shown that most of the infected trees

harboured mild variants.

Keywords: Tristeza; Citrus; Evolution; Virus; Portugal; Typing; Epidemiology
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Introducgéo Geral .

1.1 ORIGEM DA “TRISTEZA”

O virus da tristeza dos citrinos (CTV — Citrus tristeza virus) € o agente causal de uma
das mais graves doencas em citrinos, a Tristeza. Esta doenca afeta a maioria das regides
produtoras de citrinos e continua a ser um dos principais problemas da citricultura
mundial (Moreno et al., 2008). Hoje em dia, pode-se afirmar que a doenca se encontra
amplamente distribuida por todos os paises produtores de citrinos, apesar de nalguns
paises ainda ndo ter ocorrido a propagacdo da mesma, sendo que 0 virus pode estar
presente de forma assintomatica em hospedeiros enxertados em porta-enxertos
tolerantes.

Supde-se que a tristeza seja originaria da China (Roistacher, 1991), local de onde séo
nativas as varias espécies do género Citrus (Webber, 1967), sendo disseminada para
outras partes do mundo através de material vegetal infetado e de vetores.

Inicialmente, os citrinos foram introduzidos na Europa e na América principalmente na
forma de sementes, o que impossibilitou a transmissao de CTV nessa altura, visto que o
virus ndo é transmitido por sementes (Bar-Joseph et al., 1989). Provavelmente, esta
disseminacdo ocorreu no final do século XIX quando surgiu um enorme interesse
comercial em citrinos e, devido aos progressos alcancados ao nivel dos transportes
maritimos, plantas completas foram transportadas da Asia para todo o mundo (Moreno
et al., 2008). E possivel que as arvores importadas do Jap&o para a Califérnia e Florida
em 1880 estivessem infetadas com CTV e com o seu vetor Toxoptera citricida (Tanaka,
1952).

No século XIX, uma grave epidemia de Phytophthora, que provoca podriddo radicular,
destruiu milhares de plantas de laranjeira doce (Citrus sinensis) inicialmente no
Arquipélago dos Acores e mais tarde nos paises do mediterraneo. Este acontecimento
impds uma alteragdo no cultivo de citrinos, deixando de ser efetuado o método de
cultivo em pé franco passando as variedades de citrinos a ser enxertadas em porta-
enxertos. Comecgou entdo a ser utilizada a laranjeira azeda (Citrus aurantium) como
porta-enxerto que, por ser resistente a Phytophthora (Bar-Joseph et al., 1989) se tornou
rapidamente o porta-enxerto predominante em varias partes do mundo. No entanto,
problemas associados ao uso do porta-enxerto laranjeira azeda comecaram a ser
observados em algumas regides como Java, Africa do Sul e Australia (Fraser e
Broadbent, 1979). Nestes paises, verificou-se que combinagdes de laranjas doces sobre

a laranjeira azeda ndo eram bem sucedidas e que entravam em colapso. Durante anos
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atribuiu-se o insucesso da propagagdo nestes paises a uma incompatibilidade entre o
porta-enxerto e o garfo. Mais tarde, Toxopeus (1937) sugeriu que esta
incompatibilidade era devido a uma substancia que se formava no tronco da laranjeira
doce e que era letal para o porta-enxerto quando transportada através da unido entre
ambos. No entanto, foi Webber (1943) o primeiro a sugerir que esta doenca era causada
por um virus e transmitida por vetores. Em 1946, Meneghini demonstrou a transmisséo
de CTV por afideos, usando centenas de afideos por planta para transmitir o virus.

O termo “tristeza” foi pela primeira vez usado por Moreira (1942), para descrever 0s
sintomas de declinio e a morte de laranjeiras doces enxertadas em laranjeira azeda
observada desde 1937 no Brasil (Mdller, 1976).

Apdbs a primeira epidemia mais destrutiva de tristeza relatada na Argentina em meados
de 1930 (Figura 1.1.1), diversos outros surtos ocorreram na California, Espanha,
Estados Unidos, Israel e Venezuela, entre 1950 e 1980 (Roistacher, 1991).

a

Figura 1.1.1 - Fotografias da a) devastagdo causada pela tristeza na Argentina em meados da década de
1930 e b) do desastre em pomares de laranjeira na Califérnia na década de 1960. (Fonte: Roistacher, C.N.
em “Citrus Resources in Ecoport”)

T \ads e 3

Portugal tem grandes tradi¢des na cultura de citrinos. Estima-se que a area ocupada por
esta cultura neste pais é cerca de 26200 hectares (Andnimo, 2007). O CTV foi
identificado pela primeira vez em Portugal em 1988 em material de propagacédo
vegetativa certificado de origem Espanhola. Contudo admite-se que ja antes existiria em
Portugal, pois por essa altura foi também identificado numa colegéo varietal instalada
em Settbal (Nolasco, 2009). Atualmente, o virus esta presente em varias regides do
pais, mas encontra-se essencialmente na regido algarvia, a principal regido de producéo

de citrinos representando cerca de 70% da producdo nacional (Anonimo, 2007). Em

n
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2004, o vetor Toxoptera citricida foi identificado no norte de Portugal e Espanha
(llharco et al., 2005), colocando em risco epidemioldgico todos os paises da bacia

mediterranica.

1.2 CLASSIFICACAO DO VIRUS DA TRISTEZADOS CITRINOS

O CTV pertence a familia Closteroviridae, género Closterovirus. O virus tipo deste
género é o Beet yellow virus (BYV). Os membros pertencentes a este género partilham
algumas caracteristicas comuns, nomeadamente de serem particulas com um
comprimento entre 1250 e 2200 nm e de terem um genoma constituido por uma cadeia
simples de RNA com um tamanho entre 15,5 e 19,3 kb. Contém também uma principal
proteina da capside (CP) de 22 a 25 kDa, que cobre a maior parte da particula viral, e
uma proteina da cépside duplicada (CPd) de 24 a 27 kDa, que cobre um pequeno
segmento numa das extremidades da particula. Ao contrario do que acontece nos outros
géneros da familia (Ampelovirus e Crinivirus), nos Closterovirus, o gene que codifica
para a CPd encontra-se a montante do gene codificante da CP (Martelli et al., 2002).

No caso particular do CTV, as particulas virais ttm uma estrutura flexivel com cerca de
2000 nm comprimento e 11 nm de didmetro e estdo cobertas por duas proteinas da
capside (Figura 1.2.1). A proteina da capside p25 (ou CP) cobre cerca de 95% da
particula viral e a proteina da capside p27 cobre apenas uma extremidade. (Febres et al.,
1996).

Figura 1.2.1 - Particula viral de CTV vista ao microscopio eletrénico. (Fonte: Niblett et al., 2000)
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O género closterovirus contém virus que sao transmitidos por afideos numa maneira
semipersistente e que se encontram associados as células do floema das plantas
infetadas (Karasev, 2000; Martelli et al., 2002).

1.3 HOSPEDEIROS E SINTOMATOLOGIA

A maioria das espécies e hibridos do genero citrus e outros géneros da familia Rutaceae
sdo suscetiveis de infecdo pelo CTV (Moreno et al., 2008; Mdller, 1976). Outros
hospedeiros incluem espécies como Passiflora gracilis e Passiflora coeruela
pertencentes a familia Passifloraceae (Roistacher e Bar-Joseph, 1984).

Os sintomas causados pelo CTV dependem essencialmente do isolado viral e da
combinacdo variedade/porta-enxerto. Sdo trés os principais quadros sintomatoldgicos
provocados por CTV: Declinio rapido ou tristeza propriamente dita, “Stem Pitting” e

“Seedling Yellows”.

1.3.1 Sintoma tipo Declinio rapido

Este tipo de sintoma observa-se quando se enxerta sobre laranjeira azeda ou limoeiro
(Citrus limon) uma espécie suscetivel ao virus, como laranjeira doce ou toranja (Citrus
paradisi) (Figura 1.3.1). Neste caso, ocorre uma incompatibilidade entre o porta-enxerto
e a variedade enxertada induzida pela presenca do virus e que se traduz na necrose do
floema imediatamente abaixo da zona de enxertia, provocando o declinio répido da
planta. Por vezes, a manifestacdo de declinio pode levar muitos anos a aparecer o que

leva a morte progressiva do sistema radicular provocando o declinio lento da planta.

Figura 1.3.1 — Exemplo de uma arvore com sintomas de declinio sobre porta-enxerto laranjeira azeda.
(Fonte: Richard Lee — Ecoport)



Introducgéo Geral .

O sintoma de declinio num porta-enxerto de laranjeira azeda esta por vezes associado a
uma condi¢do denominada de “inverse pitting” ou “honeycombing” (Figura 1.3.2), que
corresponde a lenhificacdo dos raios de parénquima associados ao floema. Removendo
uma porcao de casca imediatamente abaixo da zona de enxertia, observa-se um grande

namero de projec6es de lenho em forma de pequenos espinhos.

Figura 1.3.2 — “Inverse pitting” ou “honeycombing” induzido por CTV abaixo da zona de enxertia de
laranjeira doce sobre laranjeira azeda. (Fonte: L. Navarro, Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias, Bugwood.org)

Nas Gltimas décadas, de modo a prevenir o declinio, tem-se efetuado a substituicdo do
porta-enxerto de laranjeira azeda por outros porta-enxertos tolerantes, sendo que estes
podem ser suscetiveis a outras doengas ou mostrar um pior desempenho agricola em
solos calcérios, a que a laranjeira azeda é particularmente tolerante (Albiach-Marti et
al., 2010).

1.3.2 Sintoma tipo “Stem Pitting”

Este sintoma € caracterizado pela presenca de caneladuras no lenho (Figura 1.3.3) que,
se forem de pequenas dimensdes, sdo apenas visiveis por baixo da casca. A este sintoma
esta também associado o aclaramento das nervuras das folhas (Figura 1.3.3). Ao
contrario do sintoma de declinio, o sintoma “Stem Pitting” ndo provoca a morte da
planta, mas afeta o0 seu crescimento e a produtividade, resultando em enormes perdas
econdmicas. As espéecies que podem apresentar este tipo de sintoma sdo a limeira

mexicana, a toranja e a laranjeira doce.
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Figura 1.3.3 - Presenca de caneladuras no lenho em liméo rugoso (Citrus Jhambiri) e aclaramento das
nervuras em folhas jovens. (Fonte: Richard Lee — Ecoport)

1.3.3 Sintoma tipo “Seedling Yellows”

“Seedling yellows” afeta essencialmente plantas de laranjeira azeda, toranja ou
limoeiro (Citrus limon (L.) Burn. f.). E caracterizado por nanismo e clorose foliar,
sendo que as folhas vdo adquirindo uma coloracdo amarela podendo ocorrer também a
interrupcdo completa do crescimento (Figura 1.3.4). Este tipo de sintoma pode ser
transitorio, uma vez que apds alguns meses, as arvores podem retomar o crescimento

normal (Moreno et al., 2008).

Figura 1.3.4 — Sintoma de “seedling yellows” em limoeiro. (Fonte: Roistacher, C.N. em “Citrus
Resources in Ecoport)”

Os isolados de CTV sdo agrupados de acordo com as suas propriedades bioldgicas,
particularmente nos sintomas causados nas plantas hospedeiras. Deste modo, 0s
isolados que provocam os sintomas acima descritos sdo chamadas de isolados severos.
No entanto, existem também isolados de CTV que ndo causam efeitos visiveis e sdo
denominados de isolados suaves ou “mild”. Este tipo de isolados apenas provoca

sintomas em plantas indicadoras, como a limeira mexicana.
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1.4 TRANSMISSAO

A propagacdo da doenca a longas distancias tem sido efetuada pelo Homem, através da
comercializacdo de material de propagacdo infetado, resultando em epidemias
devastadoras, causando debilidade e morte a muitos milhGes de citrinos. A nivel local, a
transmissao do virus da tristeza dos citrinos por intermédio de vetores assume um papel
primordial. O CTV ja foi experimentalmente transmitido a plantas sds por inoculacao
mecanica (Garnsey et al., 1977; Karasev, 2000) mas o protocolo é trabalhoso e pouco
eficiente.

O CTV ¢ transmitido naturalmente e de forma semipersistente por diversas espécies de
afideos, nomeadamente Toxoptera citricida, Aphis gossypii, Toxoptera aurantii, Aphis
spiraecola, sendo que o primeiro € considerado o afideo mais eficiente (Michaud, 1998;
Rocha-Pefia et al., 1995). Yokomi et al. (1994) fizeram um estudo comparativo de
transmissdo de vérios isolados de CTV usando T. citricida e A. gossypii e verificaram
que T. citricida é cerca de 6 a 25 vezes mais eficiente na transmisséo.

Na transmissdo de CTV por T. citricida os tempos de aquisi¢do e inoculacdo sdo de pelo
menos 30 minutos (Bar-Joseph et al., 1989). Apds aquisicdo, os afideos podem
transmitir o virus durante pelo menos 24 horas, sendo que a infecciosidade € geralmente
perdida dentro de 48 horas.

T. citricida estd presente em vérias regides produtoras de citrinos, tais como Asia,
Australia, Africa do Sul, América Central e do Sul e foi o principal responsavel pela
disseminacdo do virus nestas regides. Este vetor, foi detetado na llha da Madeira em
1994, tendo sido encontrado em Portugal Continental primeiro em 2003 (llharco et al.,
2005) e mais tarde por Nolasco et al. (2008) onde se comprovou a presenca de CTV nos
afideos (Figura 1.4.1). Em Espanha foi detetado pela primeira vez em 2004 (llharco et
al., 2005).
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Figura 1.4.1 — Afideos de Toxoptera citricida capturados por Nolasco et al. (2008) e visualizados a lupa
com uma ampliacdo de 500x.

A presenca de T. citricida nestes paises pode ser problematica, pois a introducdo deste
afideo numa determinada area resulta na disseminacao de isolados mais severos de CTV
(Halbert et al., 2004; Tsai et al., 2000) e pode alterar a composicdo da populacdo de
CTV nessa area (Albiach-Marti et al., 2000a; Nolasco et al., 2008).

A eficiéncia de transmissdo de CTV ¢é afetada por varios fatores, nomeadamente pela
espécie de afideo, pelo isolado de CTV e pela suscetibilidade da variedade de citrino
(Moreno et al., 2008). Variedades de laranjeira doce sdao mais adequadas para a
aquisicdo e mais suscetiveis de serem infetadas quando comparadas com toranjas ou

limoeiro (Bar-Joseph et al., 1989).

1.5 ORGANIZACAO E EXPRESSAO GENOMICADE CTV

O genoma do CTV é constituido por uma cadeia simples de RNA com
aproximadamente 19,3 kb, que faz deste virus o maior entre os virus de RNA de plantas
(Karasev et al., 1995). O genoma esta organizado em 12 ORFs (“Open Reading Frame”
— regido gendémica codificante) que codificam pelo menos 19 proteinas, com duas
regides ndo traduzidas nas extremidades 5’ e 3’ (Karasev, 2000) (Figura 1.5.1). Na
regido 5’ a ORF ¢ traduzida diretamente a partir do RNA genomico e codifica proteinas
relacionadas com a replicacdo. ORF 1la codifica uma poliproteina de 349 kDa que
contém os dominios caracteristicos de duas proteases tipo papaina (L1 e L2), uma
metiltransferase (MET) e uma helicase (HEL). A regido entre os dominios MET e HEL

tem uma funcdo genomica desconhecida e apresenta muita variabilidade. ORF 1b
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codifica para uma proteina com dominio tipico da RNA polimerase RNA dependente
(RdRp) expressa por +1 ribosomal frameshift (Karasev et al., 1995). O virus BYV tem

uma organizacao similar a excecdo de possuir apenas uma protease tipo papaina.

ORFs la 1b 2 3 4 5 6 7 8910 11

L1 L2 MET HEL Hsp70h CPm  pl8 p20

5 POL p61 CP p23 3
p33

po6 pl3

Figura 1.5.1 — Esquema representativo do genoma de CTV. Estdo indicadas as diferentes regides
codificantes. Ndo esta desenhado a escala. (Adaptado de Dolja et al., 2006)

As restantes 10 ORFs, que sdo expressas através RNAs subgendmicos coterminais na
regido 3°, codificam proteinas estruturais e ndo estruturais (Hilf et al., 1995). Estas
regides codificantes incluem um mddulo de 5 genes (p6, p65, p6l, p27 e p25) que
codificam proteinas envolvidas na encapsidacdo e transporte dos virides e que sdo
conservados em todos os membros familia Closteroviridae (Dolja et al., 2006; Karasev,
2000), o gene da p20 que ¢ homologo ao gene p21 do BYV e 4 genes que codificam
proteinas sem homologia noutros closterovirus (p33, p18, p13 e p23). A ORF 3 codifica
uma proteina hidr6foba de 6 kDa (p6) e transmembranar que se localiza no reticulo
endoplasmatico e estd associada ao transporte do virus célula a célula (Dolja et al.,
2006). p65 € uma proteina homologa a proteina “heat shock” HSP70h, que, juntamente
com a proteina p61 e as duas proteinas da capside, é essencial para uma eficiente
encapsidacao dos virides (Satyanarayana et al., 2000).

A proteina p20, codificada pela ORF 10, é o componente maioritario acumulado nos
corpos de inclusdo das células infetadas por CTV (Gowda et al., 2000). Além disso, é
uma das proteinas envolvidas na supressao do silenciamento (Lu et al., 2004; Tatineni
et al., 2008). A ORF 11 esta localizada junto a extremidade 3’ e codifica para a proteina
p23 para a qual ndo existe homologia dentro dos closterovirus (Lu et al., 2004). E uma
proteina de ligagdo a RNA com um dominio “Zinc Finger” (Lopez et al., 2000) e esta
envolvida na producdo de um maior nimero de cadeias positivas do que negativas
(Satyanarayana et al., 2002). A proteina p23, assim como a p20 e a p25, funciona como
supressora do mecanismo de defesa de plantas baseado no silenciamento de RNA (Lu et
al., 2004). Recentemente, Albiach-Marti et al. (2010) mapearam determinantes de

patogenicidade do sintoma de “Seedling Yellows” associados ao gene da p23.
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As proteinas p33, p18 e p13 sdo dispensaveis na infecdo e no movimento de CTV e as
suas funcdes ainda permanecem desconhecidas (Tatineni et al., 2008).

Nas plantas infetadas com CTV, além de se encontrarem moléculas de RNA genomico e
subgendémico (Hilf et al., 1995), também se encontram outras moléculas chamadas
RNAs defetivos (D-RNAs) que sao constituidas por segmentos das regides terminais 5’
e 3’ do RNA genomico com extensas delegdes internas (Ayllon et al., 1999; Mawassi et
al., 1995). Normalmente, estas moléculas apresentam dimensdes entre 2 kb e 5 kb. No
entanto, ja foram reportadas moléculas maiores, com aproximadamente 12 kb (Che et
al., 2002).

A expressdo do genoma de CTV inclui 3 mecanismos normalmente usados pelos virus
de RNA de cadeia simples e polaridade positiva: processamento proteolitico, mudanca
do quadro de leitura (“translational frameshifting”) e formacdo de RNAs subgenéomicos
(Hilf et al., 1995; Karasev et al., 1997). Os dois primeiros séo utilizados para expressar
proteinas codificadas pela ORF 1a e 1b presente na extremidade 5°, sendo que o ultimo
mecanismo é usado para expressar as ORFs 2 a 11 localizadas na extremidade 3°.

A organizacdo do genoma e os mecanismos de expressao de CTV sdo semelhantes aos
dos Coronavirus (Karasev et al., 1997), um grupo de virus de animais que possui 0s
maiores genomas de RNA de cadeia simples (variam entre 26 kb e 32 kb) (Eckerle et
al., 2010).

1.6 VARIABILIDADE GENOMICA

Existem diversos isolados de CTV que diferem no tipo e intensidade de sintomas que
provocam em diferentes espécies de citrinos e na sua transmissibilidade por afideos. A
analise de sequéncias nucleotidicas € a melhor maneira de diferenciar os isolados de
CTV e estimar a variabilidade genética (Rubio et al., 2001). Até a data, foram
determinadas as sequéncias completas do genoma de diversos isolados de CTV de
diferentes origens geograficas e que induzem diferentes sintomas nos hospedeiros
(Albiach-Marti et al., 2000b; Harper et al., 2009; Karasev et al., 1995; Mawassi et al.,
1996; Melzer et al., 2010; Roy e Brlansky, 2010; Ruiz-Ruiz et al., 2006; Suastika et al.,
2001; Vives et al., 1999; Yang et al., 1999). A andlise destes isolados revela que a
variacdo genética se encontra desigualmente distribuida ao logo do RNA gendémico

(Lopez et al., 1998), sendo a regido 3’ mais conservada ¢ havendo um aumento da
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heterogeneidade nucleotidica na dire¢do 5’ do genoma atingindo valores de identidade
nucleotidica abaixo dos 60% (Mawassi et al., 1996).

Um isolado natural de CTV ndo consiste apenas numa sequéncia unica de RNA. E
constituido por uma sequéncia predominante e por uma mistura de variantes genomicas
(ou haplotipos) proximas, a nivel nucleotidico, da variante principal (Ayllon et al.,
2006; Kong et al., 2000).

Sdo vaérios os fatores que tém sido considerados para a variabilidade e evolucdo dos
isolados de CTV, nomeadamente mutacdo, devido a auséncia de atividade corretora de
erros da RNA polimerase RNA dependente (RdRp), recombinagéo, presséo seletiva,
transmissao por afideos e enxertia (Moreno et al., 2008).

Os citrinos sdo arvores que duram muitos anos no campo e que podem ser
repetidamente inoculadas por afideos com variantes genéticas divergentes de CTV,
possibilitando assim um aumento da diversidade genética em cada hospedeiro (Ayllon
et al., 2006). Além disso, as variantes gendmicas encontram-se distribuidas de maneira
irregular na planta infetada (d'Urso et al., 2000). Sendo assim, podera ocorrer uma
segregacdo de variantes genomicas aquando da aquisi¢do e transmissdo por afideos
proporcionando efeitos de estrangulamento genético (“bottlenecks™) (Nolasco et al.,
2008) contribuindo para a alteracdo da populagéo viral.

A presenca de multiplos haplétipos de CTV filogeneticamente distintos num Unico
hospedeiro pode originar eventos de recombinagdo, contribuindo também para o
aumento da diversidade (Sentandreu et al., 2006; Weng et al., 2007). Um dos exemplos
de recombinacdo ndo-homologa é a producdo de RNAs defetivos (Ayllon et al., 1999;
Che et al., 2003). Evidéncia de recombinacdo homéloga em CTV foi também sugerida
por diversos autores (Martin et al., 2009; Roy e Brlansky, 2010; Rubio et al., 2001;
Vives et al., 2005; Weng et al., 2007). O estudo de recombinacdo em CTV é abordado
no capitulo 4.

E, no entanto paradoxal que as sequéncias dos isolados de CTV parecem ser
invulgarmente estaveis. Por exemplo, estudos efetuados por Albiach-Marti et al.
(2000b) e Lbida et al. (2004) mostraram que isolados de CTV com uma origem em
comum e geograficamente separados durante varias decadas apresentam sequéncias

nucleotidicas muito idénticas. Este assunto é abordado em pormenor no capitulo 5.
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1.7 DETECAO E CARACTERIZACAO DE ISOLADOS

A indexagem biologica € um método tradicional de diagndstico de infecdo com CTV
(Roistacher, 1991), onde a variabilidade de sintomas desenvolvidos em plantas
indicadoras, como a limeira mexicana, é usado para diferenciar os isolados de CTV. No
entanto, este método é moroso e dispendioso (Niblett et al., 2000). Deste modo, foram
desenvolvidos outros métodos, seroldgicos e moleculares, que permitem a detecdo e
caracterizacdo de isolados de CTV.

Apos a purificagdo de CTV, varios anticorpos, policlonais e monoclonais (Nikolaeva et
al., 1996; Permar et al., 1990), foram obtidos que permitem uma detecdo rapida e
rotineira de CTV por ensaios imunoenzimaticos. O “Tissue print-ELISA” (Cambra et
al., 2000) consiste na impressdo de tecido vegetal numa membrana de nitrocelulose
sendo o virus posteriormente detetado com anticorpos especificos. Este método é muito
usado pois permite a analise de centenas de amostras de forma simples e sem a
necessidade de preparar extratos. O imuno-ensaio in situ (ISIA) (Lin et al., 2000) € um
ensaio semelhante ao “Tissue Print-ELISA”, mas neste caso sdo cortadas sec¢des de
tecido vegetal que, ap6s incubadas com anticorpos especificos, sdo visualizadas ao
microscopio 6tico. Deste modo, o virus é detetado diretamente no tecido vegetal. A
maior vantagem do ISIA ¢é a possibilidade de observar a distribuicdo de CTV nas
células hospedeiras o que podera ser importante para medidas de controlo da doenca. A
aplicacdo deste método encontra-se descrita no capitulo 3.

Foram também desenvolvidos métodos moleculares baseados na reacdo de PCR
(“Polymerase Chain Reaction™) para a detecdo de CTV, tais como a imunocaptura
seguida de transcricdo reversa e amplificacdo (IC/RT-PCR) (Nolasco et al., 1993) e
ensaios de multiplex RT-PCR (Roy et al., 2010). Outra metodologia aplicada ao
diagnédstico de CTV € o ensaio de RT-PCR em tempo real (“Real-Time RT-PCR”)
(Bertolini et al., 2008; Ruiz-Ruiz et al., 2007; Saponari et al., 2008) que, além de
aumentar a sensibilidade da detecdo, permite a quantificacdo de CTV nos tecidos das
plantas infetadas e em afideos.

Para um melhor conhecimento da doenca e de modo a poder tomar medidas de controlo
adequadas, é também fundamental caracterizar e diferenciar os isolados de CTV. O
anticorpo monoclonal MCA-13 tem sido usado para diferenciar entre isolados severos e
suaves (Permar et al., 1990). A reacdo com este anticorpo depende da presenga de um

residuo de fenilalanina na posicdo 124 na proteina da capside (CP). Este residuo

m
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encontra-se presente em todos os isolados severos, sendo que nos isolados suaves é
substituido por tirosina (Niblett et al., 2000). Outra estratégia de diferenciar os isolados
de CTV consiste na analise dos mapas de restricdo do gene da CP obtidos pela digestdo
com enzimas de restricdo (Gillings et al., 1993; Roy et al., 2003). A analise de
polimorfismos conformacionais de cadeia simples (“single-strand conformation
polymorphism” — SSCP) também tem sido amplamente usada na caracterizagdo da
diversidade genética de isolados de CTV (Ayllon et al., 2006; Roy e Brlansky, 2009;
Rubio et al., 1996; Sambade et al., 2003).

Hilf et al. (2005) desenvolveram um método que permite diferenciar os isolados de
CTV através da analise de marcadores moleculares na regido 5’ do genoma. Através
deste sistema, Hilf et al. (2005) consideram a existéncia de 4 grupos (ou genotipos). Por
seu lado, Nolasco et al. (2009), desenvolveram um sistema de tipificacdo baseado no
gene da CP. Estes autores consideram 7 grupos filogenéticos e, através de PCR
assimétrico-ELISA e usando um conjunto de sondas de hibridacdo conseguiram
distinguir entre estes grupos.

Os sistemas desenvolvidos por Hilf et al. (2005) e Nolasco et al. (2009) encontram-se
descritos mais detalhadamente no capitulo 2, onde se procedeu a comparacao entre estes
dois métodos na caracteriza¢do de um conjunto de isolados de CTV.

1.8 MEDIDAS DE CONTROLO DA DOENCA

Atualmente, existem diversas estratégias para tentar controlar os efeitos da doenca
causada por CTV, sendo que a implementacdo dessas estratégias depende
essencialmente da incidéncia e do tipo de isolado de CTV e da variedade de citrinos
presentes em cada regido (Moreno et al., 2008).

Nas regiGes onde a propagacdo dos citrinos ainda é efetuada em porta-enxertos de
laranjeira azeda, é necessdria a implementacdo de programas de quarentena e
certificacdo de material propagativo, de modo a evitar a introducdo e a disseminacédo do
virus em regi@es livres de infegdo por CTV (Moreno et al., 2008). Por outro lado, em
regides onde a incidéncia de CTV é baixa e o foco da infecéo é limitado a um pequeno
grupo de arvores, a erradicacédo das arvores infetadas € a pratica mais eficaz para evitar
ou atrasar o inicio de uma epidemia (Bar-Joseph et al., 1989).

Quando os programas de certificacdo ndo sdo eficazes e a erradicacdo se torna inviavel

devido a uma eficiente dispersédo de CTV por vetores, a Unica opgao para controlar a
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doenca e para ndo ocorrer declinio é a utilizacdo de porta-enxertos tolerantes ou
resistentes a tristeza (Moreno et al., 2008). Um destes porta-enxertos e 0 mais usado é
Poncirus trifoliata e os hibridos Carrizo e Troyer citrange. P. trifoliata tem sido usado
como porta-enxerto na Nova Zelandia nos ultimos 40 anos o que permite um controlo
de isolados que provocam declinio (Harper et al., 2010). No entanto, ja foram
encontrados isolados de CTV com capacidade de superar a resisténcia de P. trifoliata
provocando sintomas de “Stem Pitting” (Dawson e Mooney, 2000; Harper et al., 2010).
Sendo assim € necessario ter em atencdo a isolados de CTV severos que provocam
“Stem Pitting” na variedade enxertada independentemente da tolerancia do porta-
enxerto. Atualmente, ainda ndo foi obtida uma combinacdo de variedade resistente a
CTV enxertada sobre P. trifoliata, que permitisse obter frutos e arvores de qualidade
(Albiach-Marti et al., 2004). Deste modo, se ocorrer uma dispersdo de isolados que
provoquem “Stem Pitting” ¢ necessario recorrer a prote¢do cruzada das variedades
através de isolados suaves.

A protecdo cruzada consiste em infetar uma planta com um isolado suave que,
posteriormente a ira proteger contra infecbes causadas por isolados mais severos.
(Gonsalves e Garnsey, 1989). Este tipo de protecdo foi usada com sucesso na
comercializacdo de laranja doce e lima no Brasil (Costa e Muller, 1980) e de toranja na
Africa do Sul (Van Vuuren et al., 1993). No entanto, a identificacdo de isolados
protetores é dificil e era efetuada de forma empirica. Nos casos do Brasil e Africa do
Sul, os isolados eram selecionados do mesmo pomar onde as &rvores permaneciam
durante anos sem manifestar qualquer tipo de sintoma e onde era assumido que essas
arvores estavam protegidas contra infecfes de isolados mais severos e que entdo podiam
ser usadas para propagar novas plantas. No entanto, na Africa do Sul a protecéo cruzada
tem falhado (Van Vuuren e Van der Vyver, 2000) pois arvores de uma variedade de
toranja (“Star Ruby”) pré-inoculadas com um isolado suave mostraram sintomas de
“Stem Pitting”. Van Vuuren et al. (2000) verificaram que, ap0s a separacdo de
haplo6tipos por transmissdo por afideos, o isolado protetor era constituido por uma
mistura de haplétipos, alguns dos quais severos. Uma alteracdo das condicgdes
ambientais podera levar a que estes hapldtipos severos se tornem dominantes
provocando assim, os sintomas de “Stem Pitting” no hospedeiro. Deste modo, para uma
protecdo eficaz, é essencial que o isolado protetor permaneca estavel no hospedeiro.

Um isolado protetor numa dada regido néo significa que seja eficaz noutra, visto que a

protecdo cruzada depende da variedade de citrino, do isolado de CTV e das condicbes
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ambientais que prevalecem em cada regido (Folimonova et al., 2010; Moreno et al.,
2008). Além disso, Folimonova et al. (2010) mostraram que a prote¢do sO acontece
entre variantes genéticas do mesmo isolado, ou seja, quando um haplétipo do mesmo
isolado é usado para efetuar uma segunda inoculacdo na planta, a infecdo primaria
fornece protegdo contra esse segundo haplétipo. Se a segunda inoculagdo fosse com um
hapl6tipo de um isolado diferente a protecdo oferecida pelo primeiro j& néo era eficaz.
Folimonova et al. (2008) mostrou que o CTV infeta apenas um pequeno numero de
células no floema e que os movimentos célula a célula ou a longa distancia sédo
limitados. No entanto, Folimonova et al. (2010) verificaram que a protecdo era
completa, isto é, ndo se limitava apenas as células infetadas mas que as células ndo
infetadas também estavam protegidas. Contudo, ainda ndo se conhece o mecanismo
bioldgico que permita explicar a “transmissdo” da protecdo a células ndo infetadas.

Uma possivel explicacdo poderd advir do mecanismo natural de defesa das plantas
contra infecBes virais estar relacionado com o silenciamento genético pos-
transcripcional (“post-transcriptional gene silencing”, PTGS) (Fagoaga et al., 2006). As
regibes do genoma com estrutura secundaria ou as resultantes da replicacdo do genoma
envolvem RNAs de cadeia dupla (dsSRNA) que posteriormente sdo transformados em
pequenos RNAs com cerca de 21 a 24 nucle6tidos, chamados de “small-interfering
RNAs” (siRNA). De seguida, estes siRNA medeiam a degradacdo de sequéncias
complementares, inibindo a infecdo viral (Sambade et al.,, 2007). Deste modo, a
presenca de siRNA especificos de virus é essencial para a resposta natural de defesa
antiviral. De facto, ja foram observados siRNA especificos de virus em plantas infetadas
com CTV (Fagoaga et al., 2006) o que sugere o desencadeamento de uma resposta
natural antiviral nesses hospedeiros. Sendo assim, pode-se especular que durante a
protecdo cruzada, os siRNA provenientes do isolado protetor suave possam prevenir
uma subsequente infecdo por um isolado severo (Sambade et al., 2007).

Outra estratégia de controlo de CTV em citrinos é a resisténcia derivada de um agente
patogénico (“Pathogen-derived resistance” (PDR)), usando plantas transgénicas que
expressam genes virais (Dominguez et al., 2002; Moreno et al., 2008). Varios trabalhos
tém sido efetuados para a obtencdo de plantas transgenicas resistentes a CTV pela
expressao de sequéncias do genoma viral (Dominguez et al., 2002; Fagoaga et al., 2006;
Febres et al., 2008; Febres et al., 2003). No entanto, os resultados obtidos tém sido
inconsistentes. Os trabalhos desenvolvidos por Dominguez et al. (2002) e Fagoaga et al.

(2006), mostraram que em plantas de limeira mexicana transgénicas a expressao dos
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genes da CP ou p23 permitiu conferir resisténcia, sendo que esta resisténcia era parcial
na medida em que apenas um pequeno ndmero de plantas derivadas da linhagem

transgénica era resistente.

1.9 OBJETIVOS E VISAO GLOBAL DA TESE

O CTV pode provocar enormes perdas econémicas em paises produtores de citrinos
pois além de poder afetar o crescimento e a produtividade das arvores pode também
provocar a destruigéo total de pomares.

Neste trabalho pretende-se aprofundar o conhecimento da filodindmica de CTV, isto €
do processo que integra o estudo da epidemiologia e evolugdo molecular do virus. Este

objetivo geral é consubstanciado através dos objetivos especificos abaixo descritos.

Em consequéncia da disseminacdo mundial de CTV, o desenvolvimento de métodos
rapidos de discriminacdo de isolados do virus € essencial para definir estratégias de
controlo da doenca. Um dos métodos frequentemente utilizados tem sido o sistema
baseado em marcadores genéticos visando diversas regides do genoma de CTV (Hilf et
al., 2005). Dada a aparente discrepancia entre este método que considera 4 grupos
filogenéticos e o sistema de tipificacdo baseado no gene da proteina da capside (Nolasco
et al., 2009) que considera 7 grupos, considerou-se importante efetuar uma comparacgéo
(Capitulo 2), que permita fazer a correspondéncia entre os resultados de ambos. Esta
correspondéncia € complementada com uma abordagem da dindmica de colonizagéo de
cada grupo filogenético através de um imuno-ensaio in situ (Capitulo 3).

Tendo-se considerado 7 grupos filogenéticos com base no gene da proteina da capside
guando outros autores consideram um menor numero, pde-se a questdo de esta maior
diversificacdo ocorrer apenas no gene da CP ou de, pelo contrario, ser extensivel a
outras regides do genoma tendo nos outros sistemas sido subestimada a diversificacao.
Assim considerou-se importante estender o estudo da variabilidade genémica a regido
3’ terminal em que se concentram os genes mais fortemente implicados na interagao
com o hospedeiro (Capitulo 4). Uma vez que a manutencdo de uma dada estrutura
genética pode ser anulada com maior ou menor rapidez por fendmenos de
recombinacdo, a pesquisa de eventos de recombinagdo num dado horizonte temporal é

abordada também neste capitulo.
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Para além da recombinacéo, outro fator essencial & evolugdo viral sdo as substitui¢cdes
nucleotidicas originadas pelos erros de copia da RNA polimerase RNA dependente.
Dada a escassez de conhecimentos sobre este assunto no ambito da virologia vegetal, e
a aceitacdo generalizada, frequentemente sem justificacdo, de que os virus de RNA tém
uma velocidade de evolucdo elevada considerou-se importante abordar este assunto
(Capitulo 5). Para além disso, e do ponto de vista pratico, o conhecimento da
velocidade de evolucdo de um virus com o potencial patogénico do CTV &, também,
essencial para a definicdo de uma estratégia de controlo.

Finalmente, no Capitulo 6, os conhecimentos anteriores sdo aplicados a caracterizagdo
da situacdo epidemioldgica do CTV em Portugal continental a partir de isolados de

CTV recolhidos no campo.






CAPITULO 2

COMPARACAO DE METODOS DE TIPIFICACAO DE ISOLADOS DE
CTV

Baseado no artigo:
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PCR-ELISA typing method for Citrus tristeza virus based on the coat protein gene. J
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Comparagdo de Métodos de Tipificacdo de isolados de CTV .

2.1 INTRODUCAO

De modo a definir uma estratégia adequada para o controlo da doenca e para a
erradicacdo seletiva de isolados severos é essencial, ndo sé detetar mas também
diferenciar e caracterizar os isolados presentes numa dada regido.

A indexagem biol6gica € um metodo confiavel mas torna-se moroso e € dispendioso.
Sendo assim, varios métodos moleculares foram desenvolvidos para caracterizar 0s
diversos isolados de CTV (Moreno et al., 2008; Niblett et al., 2000). O anticorpo
monoclonal mais usado na discriminacdo de isolados é o MCA-13, que embora
considerado como podendo distinguir entre isolados severos e suaves (Permar et al.,
1990) na realidade apenas distingue o grupo M dos restantes. Outros métodos incluem,
por exemplo, a analise dos polimorfismos dos fragmentos de restricdo (RFLP) (Gillings
et al., 1993), a analise dos polimorfismos conformacionais de cadeia simples (SSCP)
(Rubio et al., 1996), a analise de mapas peptidicos da proteina da capside (Albiach-
Marti et al., 2000a) e a hibridacdo com sondas de cDNA (Narvaez et al., 2000). Mais
recentemente, Hilf et al. (2005) e Nolasco et al. (2009) desenvolveram dois métodos de
tipificacdo que permitem diferenciar os isolados de CTV e tentam relacionar com 0s
sintomas que provocam no hospedeiro.

Ayllon et al. (2001) ao explorarem a maior diversidade gendmica existente na regido
terminal 5’ tiveram como alvo uma pequena regido (284 nucleétidos (nt)) que foi
amplificada por um conjunto de “primers” especificos para distinguir trés grupos (I, Il e
I11), representados pelos isolados T36, VT e T30, respetivamente. Com base nas
sequéncias completas de CTV disponiveis, Hilf e Garnsey (2000) e Hilf et al. (2005)
reconheceram quatro grupos, tendo adicionado o grupo representado pelo isolado T3
aos grupos propostos por Ayllon et al. (2001). No sistema proposto por Hilf, os
“primers” usados para identificar estes grupos t€ém como alvo duas regides com cerca de
400 - 500 nt perto da extremidade 5’ e uma regido de aproximadamente 700 nt no gene
da polimerase. Deste modo, o sistema desenvolvido por Hilf et al. (2005) baseia-se na
amplificacdo de marcadores moleculares onde classificam os isolados de CTV de
acordo com os perfis de amplificagdo desses marcadores. Com o conjunto de “primers”
determinaram o perfil de cada isolado de referéncia (T36, VT, T30 e T3), o qual
designam de genotipo. Assim, um isolado é associado a um determinado gendtipo
baseado na similaridade entre o seu perfil de amplificacdo e os perfis de amplificacdo

dos isolados de referéncia. Sendo assim, com este sistema, 0s autores reconhecem 4
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grupos de CTV, cada um correspondente ao gendtipo padrdo. Este método tem sido
usado por varios autores (Biswas, 2010; Garnsey et al., 2005; Roy et al., 2005) na
classificacdo de varios isolados de CTV.

Por outro lado, Nolasco et al. (2009) desenvolveram um método de tipificacdo através
de PCR assimetrico-ELISA com base no reconhecimento de sete grupos filogenéticos
baseado no gene da proteina da cépside (CP). Esta estrutura filogenética € uma
generalizacdo da referida por Niblett et al. (2000) e é reconhecida por véarios autores
(Cerni et al., 2009; Lbida et al., 2004; Papayiannis et al., 2007). O principio subjacente
a este método é que, ao efetuar a reacdo de PCR, a quantidade de um dos “primers” ¢é de
cerca de 10 vezes superior a do outro, 0 que origina uma grande quantidade de cadeias
simples (Nolasco et al., 2002). Durante a amplificacdo, os produtos PCR sdo marcados
com digoxigenina permitindo a ligacdo a um conjunto de sondas de hibridacédo
biotiniladas que revestem os pogos de uma microplaca de ELISA e que tém como alvo
os sete grupos filogenéticos (Gpl, Gp2, Gp3a, Gp3b, Gp4, Gp5 e GpM).

Neste trabalho, varios isolados de CTV de diferentes origens geogréficas e cujas
sequéncias nucleotidicas do gene da CP eram conhecidas, foram usados para efetuar
uma analise comparativa entre a analise dos maltiplos marcadores moleculares (MMM)
de Hilf et al. (2005) e a tipificacdo por PCR assimétrico-ELISA (APET) desenvolvida
por Nolasco et al. (2009).

2.2 MATERIAISE METODOS

2.2.1 Isolados CTV

No estudo comparativo dos dois métodos de tipificacdo foram usados 27 isolados de
CTV provenientes de diversas origens geograficas (ver Tabela 2.3.3) e que apresentam
diferentes caracteristicas biologicas. Estes isolados, constituidos apenas por um
hapl6tipo ou por misturas de hapl6tipos previamente conhecidas (algumas
artificialmente obtidas), foram mantidos em laranjeira doce Madam Vinous em estufa
protegida contra insetos, na Universidade do Algarve ou no “Istituto Agronomico
Mediterraneo di Bari”, Italia.

m
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2.2.2 Sintese de cDNA

O RNA total foi extraido usando o kit “RNAeasy plant mini kit” (Quiagen) servindo de
molde para a sintese de cDNA usando uma mistura de “primers” aleatorios de 6 mer
(Roche). Para cada reagdo, 5 uL. do RNA total foram misturados com 1 pL de “primers”
aleatérios (0,5 pg/pL). Seguidamente desnaturou-se a solucdo a 95 °C durante 5
minutos e colocou-se imediatamente no gelo. A transcricdo reversa foi feita durante 1 h
a 39 °C usando a enzima SuperScriptTM 11l Reverse Transcriptase (Invitrogen)
seguindo as instrucdes do fabricante.

O cDNA obtido de cada isolado foi usado quer nos ensaios de tipificacdo por PCR

assimétrico-ELISA quer na analise dos multiplos marcadores moleculares.

2.2.3 Amplificacdo do gene da CP

O gene da proteina da capside (673bp) foi amplificado por PCR usando os “primers”
CTV1 (“Forward”: 5’-ATGGACGACGAAACAAAGAA-3’) e CTVI10 (“Reverse”: 5°-
ATCAACGTGTGTTGAATTTCC-3") descritos por Sequeira e Nolasco (2002). As
reacOes de amplificacdo foram feitas num volume final de 50 yL contendo 2,5 mM de
MgCl, (Fermentas), 200 uM de cada dNTP, 0,2 uM de cada um dos “primers” ¢ 1 U
Tag DNA polymerase (Fermentas) e respetivo tampdo. Os ciclos de temperatura
aplicados foram os seguintes: 94 °C durante 2 min, seguido de 30 ciclos de 92 °C
durante 30 s, 52 °C durante 30 s e 72 °C durante 30 s, com uma incubacdo final de 72 °C
durante 5 min.

Esta amplificacdo do gene da CP foi usada para testar a eficiéncia da sintese de cDNA
por transcri¢ao reversa. Se a amplificagdo com estes “primers” fosse bem sucedida, o
mesmo cDNA iria ser usado nos ensaios de PCR assimétrico-ELISA e na analise dos

maultiplos marcadores moleculares.

2.2.4 Anadlise dos multiplos marcadores moleculares (MMM)

A amplificacdo dos marcadores moleculares de CTV foi efetuada usando 11 pares de
“primers” como descrito por Hilf et al. (2005). O cDNA (1 pL) obtido para cada isolado
foi amplificado em volumes de reacdo de 50 pL contendo 2,5 mM de MgCl;
(Fermentas), 200 uM de cada dNTP, 0,2 uM de cada um dos “primers” ¢ 1 U Taqg DNA
polymerase (Fermentas) e respetivo tamp&o. Os ciclos de temperatura aplicados foram
0s seguintes: 94 °C durante 2 min, seguido de 30 ciclos de 94 °C durante 30 s, 56 °C

durante 60 s e 72 °C durante 60 s, com uma incubacéo final de 72 °C durante 10 min. Os
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produtos resultantes da amplificacdo por PCR foram analisados em gel de agarose a 1%
em tampdo TAE. O nome e tamanho dos marcadores moleculares assim como a

sequéncia dos “primers” usados na reacdo de PCR estdo descritos na Tabela 2.2.1.

Tabela 2.2.1 - Sequéncia dos “primers” usados na amplificagdo por PCR de marcadores moleculares de
CTV.

Marcador ~ Tamanho Sequéncia dos “primers”
Molecular (bp) (5°>— 3
T36CP 671 F  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTG
R TCAACGTGTGTTGAATTTCCCA
T36-5° 500 F  AATTTCACAAATTCAACCTG
R CTTTGCCTGACGGAGGGACC
F  GTTTTCTCGTTTGAAGCGGAAA
T36K17 409 R  CAACACATCAAAAATAGCTAGT
F  TGACGCTAACGACGATAACG
T36POL 714 R  ACCCTCGGCTTGTTTTCTTATG
T30-5° 594 F CGATTCAAATTCACCCGTATC
R TAGTTTCGCAACACGCCTGCG
F  GTTGTCGCGCCTAAAGTTCGGCA
T30K17 409 R TATGACATCAAAAATAGCTGAA
F  GATGCTAGCGATGGTCAAAT
T30POL 696 R CTCAGCTCGCTTTCTCACAT
V-5 492 F  AATTTCTCAAATTCACCCGTAC
R CTTCGCCTTGGCAATGGACTT
F  GTTGTCGCGCTTTAAGTTCGGTA
VTKLT 409 R  TACGACGTTAAAAATGGCTGAA
F  GACGCTAGCGATGGTCAAGC
VTPOL 695 R CTCGGCTCGCTTTCTTACGT
T3K17 409 F  GTTATCACGCCTAAAGTTTGGT
R CATGACATCGAAGATAGCCGAA

2.2.5 Tipificacdo por PCR assimétrico-ELISA (APET)

A microplaca (Microlon 600, Greiner) foi, primeiramente, revestida com streptavidina
(10 pg/ml, 100 pl/pogo) em tampédo carbonato (pH 9,6) durante 90 min a 37° C. Apos 3
lavagens com PBS-Tween, foram adicionadas as sondas biotiniladas (20 pmol/po¢o) em
tampdo de hibridacdo (5x SSPE contendo 0,1% n-lauroylsarcosine) a cada linha da
microplaca (Tabela 2.2.2) durante 30 min a 37 °C. Seguidamente, a microplaca foi
novamente lavada com PBS-Tween e imediatamente utilizada ou mantida seca a
temperatura ambiente ou a 4 °C durante varias semanas antes de ser utilizada para
hibridacdo dos produtos PCR marcados com digoxigenina.

Seguidamente efetuou-se a reagdo de PCR assimétrico com marcagdo por Digoxigenina.
Para tal, foi usado um microlitro do cDNA sintetizado para cada isolado. A reacdo de
PCR assimétrico foi efetuada com os “primers” CTV 43 (“Forward”: 5’-
ATGTTGTTGCNGCNGAGTC-3") e CTV 42 (“Reverse”: 5’-
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CTCAAATTGCGRTTCTGTCT-3") que emparelham nas posigdes 59 e 454 do gene da
CP do isolado de referéncia T36 (referéncia do GenBank: M76485), respetivamente. As
reacOes de amplificacdo foram feitas num volume final de 50 pL contendo 2,5 mM de
MgCl, (Fermentas), 80 uM de cada um dATP, dGTP, dCTP, 76 UM de dTTP e 2 uM de
Dig-11-dUTP (Roche Applied Science), 200 nM de “primer” CTV43, 20 nM de
“primer” CTV42 e 1 U de Taq DNA polymerase (Fermentas). Os ciclos de temperatura
aplicados foram os seguintes 94 °C durante 2 min, seguido de 50 ciclos de 92 °C durante
30 s, 52 °C durante 30 s e 72 °C durante 45 s, com uma incubacao final de 72 °C durante
5 min.

Para cada amostra, foram misturados 45 pl de produto PCR marcado com digoxigenina
com 855 ul de tampéo de hibridacdo. Seguidamente, distribuiram-se 100 pl da solucéo
por poco de cada coluna e incubou-se a microplaca a 45 °C durante 90 min. Deste
modo, usa-se uma coluna por cada amostra a ser tipificada. Posteriormente, a
microplaca foi lavada 3 vezes com um tampéo de baixa molaridade (Tris-HCI 10 mM,
pH 8, NaCl 15 mM) pré-aquecido a 45 °C.

Tabela 2.2.2 - Localizacdo, especificidade e sequéncia das sondas biotiniladas usadas no ensaio de
APET.

Sonda Linha® Sequéncia da Sonda” Localizag&o no gene da CP Especificidade

Bl A CGTTATACCCGTGGCG 297-312 Gpl

B2 B ACGCACGTCATTCATCG 122-138 Gp2

B3a C TGCCCGTGGTGTCGT 293-307 Gp3a, GpM
B10 D TCTTTATCAGACAAATTAGGA 204-224 Gp3b, Gp3a
Il E CCACTTCGACGCCCT 323-337 Gp3b

B4 F CTCCCGAGTATATGTTATGC 305-324 Gp4

B5 G CACCCGTGGTATCATCG 291-307 Gp5

B8 H AGGCTAAGTAAAGAGCATCG 429-448 GpM

# Colocacgdo da sonda na microplaca
® As sondas estdo biotiniladas na extremidade 5°.

Para a determinagdo da eficiéncia de hibridagdo, foi adicionado anti-DIG-F(ab’)2
conjugado com a fosfatase alcalina (Roche), 0,075 unidades por po¢co em 100 ul de
tampdo conjugado ELISA (PBS-Tween contendo 2% PVP-40 e 0,2% BSA).
Seguidamente, incubou-se a microplaca durante 30 min a 37 °C e lavou-se 5 vezes com
PBS-Tween. O substrato (p-nitrofenil-fosfato), 1 mg/ml, foi entdo adicionado em
tampdo substrato ELISA, 100 ul/pogo. Os valores de absorvéancia a 405 nm foram

registados durante 60 min com 3 min de intervalo.
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A analise dos resultados é feita em duas etapas usando o software CalcType
desenvolvido e explicado por Nolasco et al. (2009). Em primeiro lugar, os dados séo
importados para uma folha de Excel com uma aplicagdo de visual basic onde é
calculada uma matriz com as taxas iniciais de hidrélise do substrato de um determinado
isolado. Seguidamente, essa matriz € comparada com uma matriz com as taxas de
hidrélise obtida a partir de hapl6tipos padrdo (que se encontram armazenadas no
software), sendo determinada a composi¢do do isolado em termos de presenca de

haplotipos de cada um dos grupos filogenéticos.

2.3 RESULTADOS

De modo a testar a eficiéncia da sintese de cDNA dos diversos isolados de CTV foi
efetuada uma amplificacdo do gene da CP com os “primers” CTV1 e CTV10 (Figura
2.3.1). Apds confirmacdo de uma amplificagdo bem sucedida de todos os isolados, os
mesmos cDNAs foram usados na analise dos MMM e nos ensaios de APET.

MW 2 8 13 20 28 124440C. MW 44 67 199 211 398 C. MW 182 197 204 226 445 C. MW46 79 25 181 206 C. MWd441442 443444446 C-

-

3

! .
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-

-

g

-

-

-

Figura 2.3.1 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificagdo de cDNAs para o gene da CP
(673bp) de diversos isolados usando os “primers” CTV1 e CTV10. MW corresponde ao marcador de
100bp e C- é o controlo negativo de cada uma das rea¢des de amplificacdo.

I—.d—é‘-

2.3.1 Anadlise dos multiplos marcadores moleculares (MMM)

Os isolados de CTV foram caracterizados através da amplificacdo de marcadores
moleculares usando os pares de “primers” descritos por Hilf et al. (2005) (Tabela 2.2.1).
Segundo aqueles autores, a associacdo de um isolado a um determinado genétipo tem
em conta algumas considera¢Oes acerca dos marcadores moleculares. Em primeiro
lugar, o marcador T36CP serve apenas como controlo positivo, ndo sendo usado para
determinar o genotipo de um isolado. Deste modo, para designar um isolado como
pertencente ao genotipo T36 é suficiente a amplificacdo do marcador T36POL.
Relativamente ao genoétipo T30, o marcador T30POL é unico deste genotipo. Portanto

um isolado positivo para T30POL, mesmo na auséncia dos marcadores T30-5" e
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T30K17, é considerado como pertencente ao genétipo T30. Finalmente, o marcador
VTPOL é comum aos genoétipos T3 e VT e, deste modo, o marcador T3K17 é o que
permite distinguir entre os genétipos T3 e VT.

Tendo em conta as apreciacdes acima descritas, apenas se apresentam os resultados das
amplificacdes correspondentes aos marcadores essenciais na determinacdo do genotipo
de cada um dos isolados (Figura 2.3.2), embora os resultados com todos os marcadores
sejam apresentados na Tabela 2.3.3. Os isolados foram divididos em 5 conjuntos pelo
que se apresentam, separadamente, os géis de agarose correspondente a cada conjunto

nos diferentes marcadores.
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T36CP (671bp)

MW 2 8 13 2028124440 C- MW 44 67 199 211 398 C- MWI182 197 204 226 445 C- MW 46 79 25 181 206 C- MW441442 443444446 C-

T36POL (714bp)

MW 2 8 13 20 28 124440 C- MW 4467 199211398 C- MW 182 197 204 226 445 C- MW 46 79 25 181 206 C- MW 441442 443 444 446 C-
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T30POL (696bp)

MW2 8 13 20 28124440 C-MW44 67 199 211 398 C- MW 182 197 204 226445C- MW 46 79 25 181 206 C- MW441442 443 444 446 C-

VTPOL (695bp)

MW 2 8 13 20 28124440 C-MW 44 67 199 211 398 C- MW 182 197 204 226 445 C- MW 46 79 25 181206 C- MW 441 442 443 444 446 C-
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T3K17 (409bp)

MW2 8 13 20 28 124440C-MW44 67 199 211 398 C- MW 182 197 204 226 445 C- MW 46 79 25 181 206 C- MW 441 442 443 444 446 C-

a Lt
: P » ]
‘ ---i 5
> S Al

Figura ;2 3. 2 Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificacdo de cDNAs obtldos para 0s
diversos marcadores moleculares. MW corresponde ao marcador de 100bp e C- é o controlo negativo de
cada uma das reagdes de amplificacdo.

Houve alguns casos em que ndo se conseguiu associar um isolado a nenhum dos
genotipos, como sdo o0s casos dos isolados 2 e 442. Isto acontece pois estes isolados ndo
foram detetados por nenhum dos marcadores moleculares a exce¢do dos marcadores
T36-5" (marcador ndo essencial) e T36CP que, como referido anteriormente, é um

marcador ndo especifico. Além disso, este marcador, que deveria servir como controlo
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positivo do ensaio de MMM, néo foi amplificado em varios isolados (isolados 443, 444
e 445 da Croécia e isolados 79 e 124 da llha da Madeira e da Ilha da Reunido,
respetivamente), ou foi detetado com um sinal muito fraco, como aconteceu com 0s
isolados 44, 46, 181 e 182 de Portugal, isolado 2 da llha da Madeira e isolado 20 de
Espanha. Verificou-se também, que nenhum dos isolados foi detetado pelos “primers”
T36POL. Os restantes isolados amplificaram com um ou mais pares de “primers”
sugerindo que alguns destes isolados séo constituidos por misturas de haplotipos.

Os resultados finais da determinacdo do genoétipo de cada isolado encontram-se na
Tabela 2.3.3.

2.3.2 Tipificacdo por PCR assimetrico-ELISA (APET)

O mesmo conjunto de cDNAs usado no ensaio de MMM foi tipificado por PCR-
assimétrico-ELISA usando o conjunto de 8 sondas de hibridacdo (Tabela 2.2.2).

Na Tabela 2.3.1, estdo apresentadas as taxas iniciais de hidrolise obtidas para o gene da
CP de um conjunto de hapldtipos de CTV representativos de cada um dos 7 grupos
filogenéticos. Esta corresponde a matriz padrao que é inserida no software CalcType e €
a partir desta que se determina, por sucessivas iteracdes, a presenca de haplotipos de

cada um dos grupos filogenéticos ao analisar uma amostra desconhecida.

Tabela 2.3.1 - Taxas iniciais de hidrolise* de um conjunto de haplétipos de CTV representativos de cada
um dos 7 grupos filogenéticos.
1.1TT 133 BB6 28C 134a  010.8 20.2
(Gpl) (Gp2) (Gp3a) (Gp3b) (Gp4) (Gps) (GpM)
B1 0.643 0.006 0.006 0.007 0.006 0.010 0.006
B2 0.005 0.488 0.006 0.007 0.003 0.011 0.007
B3a 0.031 0.010 0.219 0.022 0.048 0.006 0.094
B10 0.009 0.005 0.071 0.299 0.002 0.002 0.002
1l 0.005 0.009 0.031 0278 0.018 0.002 0.002
B4 0.007 0.006 0.007 0.003 0.443 0.004 0.005
B5 0.005 0.003 0.004 0.008 0.013 0.552 0.003
B8 0.000 0.031 0.007 0.006 0.013 0.055 1.426

*Estas taxas foram obtidas usando preparacdes com concentracGes idénticas de cada isolado.

O valor obtido para cada isolado é comparado com um valor de limiar, sendo
considerado positivo ou negativo para cada grupo filogenético. Os resultados da

tipificacdo dos diversos isolados encontram-se na Tabela 2.3.2.
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Tabela 2.3.2 - Valores absolutos da tipificacdo por APET dos isolados CTV.

2 8 13* 20 28 124 440 44* 67*

Gpl 0.000 0.001 0.001  0.003 0.007 0.000

Gp2 0.013 0.007 0.005 0.000 0.000 1.729

Gp3a 0.000 3.531 + 0.000  0.014 0.000 0.000 +
Gp3b 0.000 0.067 + 0.000 2.896 0.000 0.000

Gp4 0.003 0.007 0.009  0.000 1.392 0.000

Gp5 1707 0.012 0.019 0.001 0.820 0.000 +
GpM  0.000 0.001 1.388 0.000 0.000 0.199 +

199 211 398* 182 197  204* 226 445 46

Gpl 0003  0.006 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Gp2 0000 0.000 +  0.007 0.000 0.000 3.696  0.000
Gp3a 0305 0203 + 0000 0359 + 0000 0.000 0.000
Gp3b 0013 0000 + 0994 0.013 3.480 0.000  0.000
Gp4 0014  0.000 0.000 0.012 0.002 0.006  0.000
Gp5 0463  0.252 0.002  0.655 0.041 0.007  0.000
GpM 0376  0.029 0000 0325 + 0019 0.002 0.494
79 25 181 206  441* 442* 443* 444*  446*

Gpl 0.008 0.009 0.005

Gp2 0.014 0.003 0.007 + +
Gp3a + 0000 0.017 0.000 + +
Gp3b 0.000 0.222 0.000

Gp4 0.008 0.000 0081  + +

Gp5 0.012 0.002 0.327 + +

GpM 1.003 0000 0.116

* N&o se apresentam os valores absolutos para estes isolados, pois apesar da metodologia ser a mesma
foram analisados com um software mais antigo, no qual se considerava um isolado positivo ou negativo

para cada grupo filogenético.

Por este método foi possivel identificar haplétipos de todos os grupos (a excecdo do
grupo 1) quer estes estivessem presentes individualmente ou em misturas de 2 ou 3
grupos. O resultado da tipificacdo por APET de todos os isolados encontra-se resumido
na Tabela 2.3.3.

2.3.3 Comparacao entre MMM e APET

Os resultados comparativos das duas analises estdo apresentados na Tabela 2.3.3. Todos
os isolados constituidos pelo GpM ou pelo Gp2 no ensaio de APET foram classificados
como pertencentes ao genotipo T30 no sistema MMM. Isolados do Gp3b foram
incluidos no gendtipo VT, mas o inverso ndo é verdadeiro: o genotipo VT pode
corresponder aos Gp2, Gp3b e Gp4. Por sua vez, o0 genétipo T3 aparece frequentemente
associado ao genétipo VT e corresponde quer ao Gp3a quer ao Gp4. Verificou-se

também que isolados pertencentes ao Gp5 ndo tém equivaléncia no sistema de Hilf (por
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exemplo, isolados 2 da Madeira e 442 da Croacia). Devido a auséncia de isolados do
Gpl na nossa colecdo durante a realizacdo deste estudo, o Gpl ndo poderia ser
diretamente comparado com o genétipo T36. No entanto, como este gendtipo tambem
ndo foi detetado pelo sistema de Hilf podera ser uma indicacdo de que eles sdo
equivalentes.

Um problema adicional foi originado pelo marcador T36CP que deveria comportar-se
como um marcador ndo especifico, mas ndo o fez. Em vérios isolados, a amplificacdo
com os “primers” T36CP foi muito fraca ou inexistente sendo que, os mesmos cDNAs

quando amplificados com os “primers” CTV1 e CTV10 deram sinal positivo.
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Tabela 2.3.3 - Comparacéo entre a analise dos multiplos marcadores moleculares e a tipificacdo por PCR
assimétrico-ELISA.

CTVvl T36 | T36 T36 T36 [ T30 T30 T30 (VT VT VT T3
Isolados | o1y cp | 57 k17 poL| 5 k17 poL| s k17 poL | kiz | MMM APET
Portugal
28 + + + + + VT 3b
44 + +* + + + T30 M
46 + +* + + + T30 M
181 + +* + + + VT 3b
182 + +* + + + VT 3b
Espanha
20 + +* + + + T30 M
25 + + + + + T30 M
Croécia
440 + + + + T30+VT 2+M
441 + + + + + + T3+ VT 4
442 + + + o 5
443 + + + + + T3+VT 2+4
444 + + + T3+ VT 5+3a
445 + + + T30+VT 2
446 + + + + + + + T30+T3+VT 2+3a
Ilha da
Madeira
2 + +* + faied 5
8 + + + + + T3+ VT 3a
13 + + + + + T3+ VT 3a+3b
67 + + + + T3 3a+h
79 + + T3 3a
211 + + + + + + T3+ VT 3a+b
226 + + + + + VT 3b
llha da
Reunido
124 + + + + VT 445
Marrocos
398 + + + + T3+ VT 2+3a+3b
Misturas
Artificiais
199 + + + + + + + + T30+T3+VT | 3a+5+M
(3a+5+M)
197 + + + + + + + + T30+T3+VT | 3a+5+M
(3a+5+M)
206 + + + + + + + T30+VT 4+5+M
(4+5+M)
204 + + + + + + + T30+T3+VT 3a+M
(3a+M)

* Resultado positivo mas muito fraco.

** N&o se conseguiu associar nenhum genotipo.

|g
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2.4 DISCUSSAO

Neste estudo foi efetuada uma comparacao entre dois sistemas de tipificacdo, a anélise
dos MMM de Hilf et al. (2005) e o ensaio de APET desenvolvido por Nolasco et al.
(2009). Os isolados de CTV usados neste estudo ja& tinham sido previamente
caracterizados por analise filogenética e sendo assim pretendeu-se verificar qual dos
métodos revela melhor capacidade para a caracterizacéo de isolados de CTV.

Hilf et al. (2005) prop6em que os isolados de CTV sejam agrupados e que estejam
associados a um gendtipo especifico baseado nos padres obtidos pelos marcadores
moleculares. Estes autores reconhecem a existéncia de 4 gendétipos de CTV usando um
conjunto de “primers” localizados na regido 5’ do genoma de CTV, apesar desta regido
ser muito variavel, com apenas cerca de 70% de identidade (Lopez et al., 1998). Pelo
contrario, Nolasco et al. (2009) desenvolveram o ensaio APET desenhando sondas na
regido correspondente ao gene da CP. A estrutura genética que existe no gene da CP
pode ser extrapolada para toda a regido terminal 3’ (ver discussdo no capitulo 4), na
qual se encontram os genes envolvidos na interacdo com o hospedeiro (Folimonova et
al., 2008). Isto sugere que o gene da CP podera ser efetivamente usado para ensaios de
tipificacdo, mesmo sem saber o local exato dos determinantes patogénicos.

A comparacdo dos dois sistemas mostrou que isolados pertencentes ao Gp3b
correspondem ao gendtipo VT e que isolados do GpM correspondem ao genotipo T30.
No entanto, os resultados obtidos mostraram muitas incoeréncias entre os dois sistemas.
O gendtipo VT, além de corresponder ao grupo 3b também pode corresponder aos Gp2
e Gp4. Além disso, isolados pertencentes ao Gp4 correspondem quer ao genotipo VT
quer ao gendtipo T3. Verificou-se também estes dois gendtipos se encontram associados
na maioria dos casos quando um isolado é tipificado com o grupo 3a. Isolados do Gp5
ndo tém correspondéncia com o sistema proposto por Hilf, pois os isolados
monofiléticos deste grupo néo foram amplificados por nenhum dos marcadores. Devido
a auséncia de isolados do Gpl na nossa colecdo durante a realizacdo destes ensaios, ndo
foi possivel tipificar isolados deste grupo. No entanto, podera supor-se que este grupo é
equivalente ao genotipo T36 pois também ndo houve amplificagdo por parte deste
genotipo. Na seguinte tabela encontra-se a sintese das correspondéncias entre os dois

métodos.
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Tabela 2.4.1 - Correspondéncias entre os dois métodos de tipificagao.

APET MMM
Gpl* T36*
GpM; Gp2 T30
Gp2; Gp3b; Gp4 VT
Gp3a; Gp4 VT + T3
Gp5 Sem correspondéncia

* Esta correspondéncia é apenas uma suposicao pois nenhum dos isolados estudados foi caracterizado por
este grupo/genotipo.

Um resultado curioso aconteceu com o marcador T36CP, que deveria comportar-se
como um marcador ndo especifico (Hilf et al., 2005). Verificou-se que alguns dos
isolados ndo amplificaram com este marcador (Figura 2.3.2), apesar de terem dado sinal
positivo na amplificagdo com os “primers” CTV1/CTV10 (Figura 2.3.1). Ao comparar
as sequéncias dos “primers” verifica-se que o “primer” T36CP-F tem mais 4
nucledtidos na extremidade 3° do que o “primer” CTV1 e que o “primer” T36CP-R tem
um nucledtido a menos na extremidade 5’ e 2 a mais na extremidade 3’ do que o
“primer” CTV10. Numa analise in silico das sequéncias foi possivel verificar que todos
os “primers” se encontram em zonas homoélogas a todos os grupos. No entanto, na
pratica, estas diferencas nucleotidicas dos “primers” podem ser determinantes para o
sucesso ou fracasso da amplificagéo.

Tendo em conta os resultados obtidos, podemos assumir que o sistema proposto por
Hilf et al. (2005) apresenta algumas limitacdes. O facto de alguns isolados ndo se
associarem a nenhum dos genotipos sugere que possam existir mais genotipos além dos
descritos pelos autores ou a existéncia de genomas recombinates (Garnsey et al., 2005;
Hilf et al., 2005). Além disso, estudos desenvolvidos por Roy et al. (2005) mostram que
em isolados classificados como pertencentes ao genotipo T30, quando se obtém e
analisam as suas sequéncias nucleotidicas revelam uma semelhanca com o genétipo VT.
Sendo assim, a classificacdo de isolados baseado em MMM, sem a andlise de
sequéncias, pode levar a classifica¢fes erroneas ndo refletindo adequadamente quais 0s
gendtipos presentes no isolado. Por estes motivos, pela analise dos MMM torna-se
dificil associar um sintoma a um determinado genétipo (Hilf et al., 2005).

A tipificacdo efetuada por APET permitiu detetar todos os grupos que tinham sido
previamente determinados por sequenciac¢do. Nolasco et al. (2009) referem que por este
método é possivel detetar grupos filogenéticos para os quais ndo foram encontrados
haplotipos por SSCP seguido de sequenciacdo (principalmente quando o numero de
clones por isolado analisados por SSCP era inferior a 10). Estes autores referem que
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através da andlise por APET é possivel encontrar uma relacao entre grupos filogenéticos
e 0s sintomas, apesar da predicdo de que uma &rvore ira apresentar um determinado
sintoma ter que ser feita com cuidado, essencialmente na presenca de misturas de
isolados.

Do ponto de vista pratico, o ensaio de APET pode ser tdo automatizado como € um
ensaio de ELISA, reduzindo o tempo e o trabalho de laboratrio em comparag¢do com o
ensaio de MMM dependente da anélise de géis de vérias reagdes de PCR. Sendo assim,
0 APET é considerado uma ferramenta mais adequada para a caracterizacao de isolados
e que pode ser util na definicdo de uma estratégia adequada para o controlo da doenca.
Este método pode ser usado para tipificar qualquer espécie viral, como foi recentemente
demonstrado na caracterizagdo de isolados do virus da videira associado ao enrolamento

3 (Grapevine leafroll-associated virus 3 - GLRaV-3) (Gouveia et al., 2011).
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3.1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre a distribuicdo do virus na planta assume uma elevada
importancia epidemioldgica na medida em que podera fornecer informacgdes essenciais
para a compreensdo das caracteristicas da transmissdo e das causas de eventuais
“genetic bottlenecks”. Brlansky e Lee (1990) através de microscopia 6tica e usando o
corante Azure A tentaram, em diferentes hospedeiros, associar a severidade dos isolados
com o numero de células infetadas. Estes autores verificaram que, em laranjeira doce, 0s
isolados severos formavam um maior numero de aglomerados de células infetadas que
o0s isolados suaves. No entanto esta associagdo ndo foi observada em hospedeiros de
laranjeira azeda. Folimonova et al. (2008) recorrendo a um clone infecioso de CTV
também verificaram que o numero de células infetadas aumentava de acordo com a
suscetibilidade do hospedeiro.

Lin et al. (2000) descreveram um método de imuno-ensaio in situ (ISIA) que permite
detetar diretamente CTV em tecidos de plantas infetadas com o auxilio de um
microscopio Otico e sem recorrer a marcadores fluorescentes. Mais tarde, Lin et al.
(2002) recorreram a este método para a identificar isolados considerados severos e
suaves presentes em infecBes mistas em arvores de toranja sob protecdo cruzada.

Neste trabalho, pretendeu-se ilustrar as diferengas entre cada um dos 7 grupos
filogenéticos descritos por Nolasco et al. (2009) estudando as caracteristicas de
colonizacdo de cada grupo. Para tal, isolados monofiléticos previamente caracterizados
e mantidos em hospedeiros de laranjeira doce foram usados num imuno-ensaio in situ
baseado no método descrito por Lin et al. (2000). Este método permitiu detetar a
presenca da CP do virus no floema das plantas infetadas e visualizar a distribuicdo dos

aglomerados de células infetadas.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Isolados CTV
Foram usados isolados de CTV selecionados no ambito de trabalhos anteriores e que
eram constituidos apenas por uma variante de um dos 7 grupos filogenéticos. Estes

isolados foram mantidos em laranjeira doce Madam Vinous em estufa protegida contra

m
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insetos, na Universidade do Algarve ou no “Istituto Agronomico Mediterraneo di Bari”,

Italia.

3.2.2 Imuno-ensaio in situ (ISIA)

Peciolos de plantas saudaveis e infetadas com CTV foram fixados com etanol a 70%
durante 20 min. Apos este tempo, foram lavados com &gua destilada durante 3 min.
Seguidamente, os peciolos foram colocados num suporte e envolvidos numa matriz
(“Tissue Freezing Medium — Jung”, Leica) que permite efetuar cortes em criostato. O
suporte foi colocado no cridstato “CM3050 S” (Leica), mantido a uma temperatura de
-28 °C, e orientado de modo a ser possivel efetuar cortes transversais seriados. Foi
definida uma grossura de corte de 35 pm.

Seguidamente, as sec¢des foram fixadas a uma lamina de microscépio, sobre a qual se
disp6s uma pequena quantidade de Merckoglass (Merck) e incubadas com o anticorpo
anti-CTV SP7 (1 mg/ml), obtido a partir da proteina da capside recombinante expressa
em E. coli (Sequeira e Nolasco, 2002), diluido 1:500 em PBS 1x, durante 2 h a
temperatura ambiente. Apds duas lavagens com PBS-Tween, as seccGes foram
incubadas com uma solucdo de anticorpo anticoelho conjugado com a fosfatase alcalina
(Sigma), diluido 1:1000 em PBS 1x, durante 2 h a temperatura ambiente. Seguidamente,
lavaram-se as sec¢Oes com TBS-Tween e adicionou-se o substrato NBT/BCIP durante
aproximadamente 10 min. Finalmente, interrompeu-se a reacdo com agua destilada e
visualizaram-se as secc@es ao microscopio Otico com uma ampliacdo de 100X. O

aparecimento de uma cor purpura na zona do floema indica uma reacgéo positiva.

3.3 RESULTADOS

Os isolados de CTV usados nos ensaios de ISIA foram os seguintes: Q3 (Gpl), 445
(Gp2), 8 (Gp3a), Q32 (Gp3b), Q57 (Gp4), 2 e 442 (ambos do Gp5) e 44 (GpM). Os
resultados obtidos para cada um destes isolados encontram-se na Figura 3.3.1. Isolados
dos grupos 1, 3a, 3b e 4 estdo associados a sintomas severos. As reagoes de ISIA destes
isolados mostram um grande numero de aglomerados de células infetadas na zona do
floema. O isolado do grupo 2 tambem apresentou varios aglomerados de células
infetadas a circundar toda a zona do floema, apesar de isolados deste grupo serem

considerados suaves.

H
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Relativamente ao grupo 5, foram usados dois isolados, um associado a sintomas severos
(isolado 2) e outro considerado suave (isolado 442), o que mostrou estar relacionado
com a quantidade de aglomerados de células infetadas observadas: varios aglomerados
para o isolado severo e menos de trés para o suave.

O isolado 44 ndo provoca efeitos visiveis no hospedeiro sendo considerado suave. Da
andlise deste isolado verificou-se que as sec¢Bes apresentavam no méximo 2 a 3
aglomerados de células infetadas por seccéo.

A planta ndo infetada com CTV, usada como controlo negativo da reacdo de ISIA
(Figura 3.3.1), ndo apresentou indicios de aglomerados de células infetadas na regido do
floema, confirmando a inexisténcia de reacGes inespecificas dos anticorpos que

pudessem interferir na interpretacéo dos resultados.
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Figura 3.3.1 - Reacdes de ISIA em seccBes transversais de peciolos de plantas infetadas ou livres de
infecdo com CTV. As setas indicam a presen¢a de CTV na zona do floema. Os grupos severos (Gpl,
Gp3a, Gp3b, Gp4) apresentam varios aglomerados de células infetadas ao passo que os isolados suaves
(GpM) apresentam apenas 2 a 3 aglomerados de células infetadas. O Gp2 é considerado suave mas
apresenta resultados semelhantes aos obtidos para isolados severos. As sec¢fes do Gp5 sdo de dois
isolados com comportamentos distintos. As fotos foram tiradas com uma ampliacéo de 100X.

m
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3.4 DISCUSSAO

A simplicidade e a utilidade do imuno-ensaio in situ na dete¢éo de CTV em tecidos de
plantas infetadas ja haviam sido demonstradas por outros autores (Lin et al., 2000).
Além disso, este método também permite determinar a distribuicdo do virus no
hospedeiro, que poderé estar relacionada com a transmissibilidade por afideos.

Os resultados obtidos com os isolados do grupo M mostraram que os aglomerados se
encontram em pouca quantidade e por isso a sua distribui¢cdo no floema é mais pontual,
ao contrario do que acontece com o isolado 8 (grupo 3a), onde a distribuicdo de células
infetadas com CTV abrange praticamente toda a zona do floema. Estes resultados
mostram claramente uma diferenca nas caracteristicas de colonizacéo entre os isolados
dos grupos M e 3a, ou seja entre isolados considerados suaves e Severos,
respetivamente.

Brlansky e Lee (1990) estudaram diferentes hospedeiros infetados por cinco isolados de
CTV (T3, T36, T4, T30 e T26) para verificar se havia alguma associacdo entre a
severidade dos isolados e o nimero de células infetadas. De acordo com o sistema de
classificacdo definido por Nolasco et al. (2009) e os dados obtidos por Pappu et al.
(1993) o isolado T3 pertence ao grupo 4, o isolado T36 pertence ao grupo 1 e 0s
isolados T4, T30 e T26 pertencem ao grupo M. Apesar de em laranjeira azeda néo ter
sido possivel associar a severidade do isolado com o numero de células infetadas,
Brlansky e Lee (1990) verificaram essa associacdo em laranjeira doce, pois 0s isolados
severos (T3 e T36) formavam um maior nimero de aglomerados de células infetadas
que os isolados suaves (T4, T26 e T30). Como o hospedeiro usado no presente trabalho
foi laranjeira doce podemos considerar que os resultados obtidos neste trabalho veem de
encontro aos obtidos por Brlansky e Lee (1990). No entanto, no estudo efetuado por
estes autores ndo ha referéncia se os isolados usados eram monofiléticos, isto ¢,
constituidos apenas por um grupo filogenético, o que podera resultar em dificuldades de
interpretacdo dos resultados.

O isolado 445, constituido por um isolado do grupo 2, apresenta um resultado
contraditério, na medida em que é considerado isolado suave mas as sec¢des mostram
um comportamento semelhante ao obtido para o isolado 8, constituido por um isolado
severo. Estes resultados podem ndo ser conclusivos, na medida em que o grupo 2 é 0
que apresenta maior diversidade ao nivel do gene da CP (Nolasco et al., 2009) e deste

modo é necessaria uma maior caracterizacao bioldgica de isolados constituidos por este
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grupo. Relativamente ao grupo 5, os resultados obtidos neste trabalho mostram 2
isolados com comportamentos distintos, pois apesar de isolados deste grupo estarem
associados a sintomas severos, ja foram identificados isolados suaves associados a este
grupo (Nolasco et al., 2009).

Folimonova et al. (2008) estudaram a distribuicdo de CTV em diferentes hospedeiros.
Usando um clone infecioso derivado do isolado severo T36 (grupo 1), estes autores
observaram que em hospedeiros mais suscetiveis (limeira mexicana) o numero de
aglomerados de células infetadas era superior em relacdo ao encontrado em hospedeiros
menos suscetiveis (laranjeira azeda), nos quais a infecdo era limitada a células
individuais. Os resultados de ISIA neste trabalho, completam o estudo efetuados por
Folimonova et al. (2008), na medida em que usando um Unico hospedeiro (laranjeira
doce), que é um hospedeiro com uma suscetibilidade moderada a infecdo, foi mostrado
que o padréo de distribuicdo dos aglomerados de células infetadas depende também do
grupo filogenético do isolado e podera estar relacionado com a severidade do mesmo,
como aconteceu com os isolados dos grupos M e 3a.

Tendo em conta estes resultados e como sugerido por d'Urso et al. (2000), pode-se
especular que a distribuicdo ndo uniforme do virus na planta pode originar efeitos de
“genetic bottleneck™ aquando da transmissdao por afideos. Este efeito foi comprovado
por Nolasco et al. (2008) que mostraram a ocorréncia de eventos de “bottleneck”
aquando da transmissdo de CTV por T. citricida comparando a diversidade nucleotidica
do gene da CP de variantes genéticas presentes nas arvores infetadas com as variantes

genéticas obtidas de afideos individuais.
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4.1 INTRODUCAO

A enorme diversidade de virus de RNA resulta da combinacdo de varios fatores
evolutivos, nomeadamente mutagcfes pontuais, devido a auséncia de atividade corretora
de erros da RNA polimerase RNA dependente (RdRp), e recombinacgéo, essencialmente
devida a um processo em que a RdRp troca de cadeia molde durante a sintese de RNA
(um mecanismo conhecido por “copy-choice’). Ambos os processos contribuem para a
evolucdo dos virus, permitindo a sua adaptacdo a novos ambientes. No caso do CTV,
que provoca uma infecdo persistente na planta hospedeira, um Unico hospedeiro pode,
ao longo do tempo, ficar infetado com mais do que um haplétipo de CTV. E concebivel
que esta coabitagdo de mudltiplos haplétipos de CTV possa originar efeitos de
recombinacdo. Sendo assim, estudos acerca de infecGes multiplas sdo essenciais para
perceber e monitorizar os efeitos de recombinacéo na evolugédo dos virus.

A existéncia de recombinacdo em isolados de CTV tem sido sugerida por diversos
autores (Martin et al., 2009; Rubio et al., 2001; Vives et al., 2005). Estes autores
consideram que a recombinacdo pode ter efeitos positivos na populacdo viral, na medida
em que, além de contribuir para um aumento da variabilidade genética e da
adaptabilidade, também funciona como um mecanismo compensador da acumulagdo de
mutacdes prejudiciais ao equilibrio da populagéo.

Nolasco et al. (2009) estudaram a variabilidade do gene da principal proteina da capside
(CP) de isolados CTV de diferentes origens. Através de analise filogenética mostraram
a existéncia de 7 grupos filogenéticos (Gpl, Gp2, Gp3a, Gp3b, Gp4, Gp5 e GpM), que
se podem relacionar com os sintomas que provocam no hospedeiro.

De modo a obter um conhecimento mais profundo acerca da epidemiologia e de aspetos
evolutivos de CTV, neste trabalho, foi analisada a regido gendémica entre o inicio do
gene da CP e o fim do gene da p23 (numa extensdo de aproximadamente 3000
nucleotidos (nt)) de diversos isolados, contendo apenas um haplo6tipo ou uma mistura de
haplo6tipos, com o objetivo de verificar se a estrutura de grupos obtida para a CP se
mantém ao longo de toda a regido terminal 3’. O estudo desta parte do genoma assume
elevada importancia na medida em que é nesta regido que se encontram 0S genes
relacionados com a interacdo com o hospedeiro (Folimonova et al., 2008). Marques
(2003), utilizando isolados de alguns grupos, analisou 0s genes desta regido
individualmente e verificou que, para cada gene, os isolados se distribuem por grupos

que se aproximam aos que ocorrem na CP. Contudo, no trabalho desenvolvido por
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Marques (2003), por os genes terem sido obtidos isoladamente, ndo ha possibilidade,
principalmente em misturas de hapl6tipos do virus, de atribuir inequivocamente uma
dada sequéncia de um gene a uma dada do virus, inviabilizando ilagGes acerca de
recombinacéo se esta ocorrer em regides intergénicas. Para ultrapassar essa limitacdo,
neste trabalho, teve-se o cuidado de basear a sequenciacdo em fragmentos gendémicos
sobreponiveis de modo a poder identificar o hapldtipo a que pertencem. Dado o melhor
conhecimento atualmente existente sobre a diversidade do virus, estudaram-se
haplotipos pertencentes a cada um dos 7 grupos filogenéticos.

Para se investigar a ocorréncia de eventos de recombinacéo entre os haplétipos foram,
nalguns casos, utilizados isolados contendo misturas de hapl6tipos (identificados
previamente) e mantidos ha mais de 12 anos em plantas de laranjeira doce Madam

Vinous.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material vegetal

Neste estudo foram usados isolados CTV provenientes de diversas origens geogréaficas e
que apresentam diferentes caracteristicas bioldgicas. Estes isolados, constituidos apenas
por um haplétipo ou por misturas de haplotipos (alguns artificialmente obtidos), foram
mantidos em laranjeira doce Madam Vinous em estufa protegida contra insetos, na
Universidade do Algarve ou no “Istituto Agronomico Mediterraneo di Bari”, Italia
(prefixo Q) (Tabela 4.2.1).
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Tabela 4.2.1 - Composicdo e origem dos isolados CTV.

] . Data de ] .
Isolado Coinoculagéo Origem B Grupo Filogenético*
Inoculagéo
124 e Ilha de Reunido Gp4 e Gp5
Isolado 25 e Isolado 25: Espanha Isolado 25: GpM
199 ) 1997
Isolado 15 Isolado 15: Ilha da Madeira Isolado 15: Gp3a + Gp5
Isolado 25 e Isolado 25: Espanha Isolado 25: GpM
201 . 1997
Isolado 8 Isolado 8: Ilha da Madeira Isolado 8: Gp3a
Isolado 25 e Isolado 25: Espanha Isolado 25: GpM
206 ) 1997
Isolado 125 Isolado 125: llha de Reunido Isolado 125: Gp4 + Gp5
440 - Croacia Gp2
Q3 - Albania Gpl
Q32 Portugal Gp3b
Q57 - Egito Gp4

* De acordo com a tipagem baseada na CP (Nolasco et al., 2009)

4.2.2 Sintese de cDNA e Amplificacdo por PCR

Para cada um dos isolados, obtiveram-se fragmentos cobrindo toda a regido genémica
compreendida entre a CP e a p23, numa extensao de cerca de 3000 nt. Para tal, 0 RNA
total foi extraido usando o kit “RNAeasy plant mini kit” (Quiagen), servindo de molde
para a sintese de cDNA usando uma mistura de “primers” aleatorios de 6 mer (Roche).
Posteriormente, esta regido foi coberta com amplificac6es por PCR usando os “primers”
referidos na Tabela 4.2.2. Os “primers” foram desenhados em trabalhos anteriores onde
se verificou permitirem a amplificacdo de haplotipos de todos os grupos filogenéticos.
Para cada uma das regides, as reacoes de amplificacdo foram feitas num volume final de
50 pL contendo 2,5 mM de MgCl, (Fermentas), 200 uM de cada dNTP, 0,2 uM de cada
um dos “primers” (Tabela 4.2.2) e 1 U Taq DNA polymerase (Fermentas) e respetivo
tampdo. Os ciclos de temperatura aplicados foram os seguintes: 94 °C durante 2 min,
seguido de 30 ciclos de 92 °C durante 30 s, 52 °C durante 60 s e 72 °C durante 60 s, com
uma incubacéo final de 72 °C durante 10 min.
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Tabela 4.2.2 — “Primers” usados na amplificacdo das varias regides gendmicas de CTV.

Tamanho
Regiéo do Nome do . €D o =s Localizag¢do no
Gendmica fragmento “Primer” Sequencia dos “Primers” (5’ - 3) genoma (bp)*
(bp) _
CTVL  (*Primer  \1GGACGACGAAACAAAGAA 16155
025 - p18 1169 ~Forward”)
CTV34 (Primer o ATTGAATCCGAACAG 17307
Reverse”)
CTV33 (“Primer GGCTGATGATGTCGTAGT 16769
18-p13 926 Forward”)
pis-p DCN16 (“Primer AGATCTCTAGTTATCGCAAGGTAAG 17670
Reverse”)
CTV36 (“Primer TTCAATTGCTGCAAT 17316
Forward”)
p13 - p20 997 CN183 (“Primer CTACACGCAAGATGGAGAG 18294
Reverse”)
CN182 (“Primer AAGCITCTAGAACCATGCGAGCTTACTITAGTG 17764
Forward”)
p20 - p23 1279 CTV28 (“Primer CTTATTCCGTCCACTTCAA 19024
Reverse”)
E()Tr:/’vif d() Primer G CTGATGATGTCGTAGT 16769
p18 - p20 1544 CN183 (“Primer CTACACGCAAGATGGAGAG 18294
Reverse™)

*Relativamente a referencia do Genbank NC001661 (isolado T36).

4.2.3 Clonagem e Andlise por SSCP

Apos a obtencdo dos fragmentos correspondentes a cada uma das regides gendmicas
amplificadas, procedeu-se a clonagem desses fragmentos no vetor pTZ57R/T
(Fermentas, ref. K1214) pelo sistema “TA Cloning”. Foram selecionados 10 clones por
isolado em cada uma das regifes gendmicas, os quais foram amplificados por PCR,
usando as condigdes acima descritas, de modo a confirmar a presenca do respetivo
fragmento.

Posteriormente, efetuou-se a andlise por polimorfismos conformacionais de cadeia
simples (“Single Strand Conformation Polymorphism” - SSCP) dos fragmentos
clonados, de modo a avaliar a diversidade genética em cada isolado. Para tal, adicionou-
se solucdo desnaturante de formamida (95% Formamida, 20 mM EDTA pH 8, 0,05%
Azul de Bromofenol) a 1-3 pL de produto PCR de modo a perfazer 10 puL. Desnaturou-
se a solucdo a 90 °C durante 5 min e colocaram-se as amostras em gelo. As amostras
foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% n&o desnaturante em
TBE durante 3 h a4 °C e a 200 V. As bandas de DNA foram visualizadas através da
coloracdo por nitrato de prata. Os haplotipos representativos de cada padrdo de SSCP

foram selecionados e sequenciados.

4.2.4 Analise de Sequéncias Nucleotidicas e Filogenia
A sequéncia nucleotidica dos clones selecionados foi determinada em ambas as dire¢es

tendo sido realizada na empresa Macrogen (Seoul, Coreia do Sul).
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A anélise e o alinhamento das sequéncias foram efetuados com o software BioEdit
(Hall, 1999) e Vector NTI Advance 11 (Invitrogen). As diversas sequéncias obtidas para
cada regido gendmica de cada isolado, permitiram formar “contigs” que representam
uma regido com aproximadamente 3000 nucledtidos entre a CP e a p23 (Figura 4.3.2).
Estas sequéncias foram usadas para determinar a diversidade genética (d) ao longo da
regido em andlise. Para tal, foram usados segmentos sucessivos de 100 bases com uma
extensdo de sobreposicao de 50 bases. Este célculo foi efetuado utilizando o modelo de
substituicdo nucleotidica “Kimura 2 parameters” disponivel no software MEGA 4
(Tamura et al., 2007).

Sequéncias completas de isolados de CTV foram retiradas do GenBank e usadas para
comparacdo: T36 (NC001661), Qaha (AY340974), NUagA (AB046398), SY568
(AF001623), T318A (DQ151548), VT (U56902), T30 (AF260651), T385 (Y18420),
B165 (EU076073), B301 (JF957196), HA16-5 (GQ454870), HA18-9 (GQ454869), NZ-
M16 (EU857538) e NZ-B18 (FJ525435).

As anélises filogenéticas foram efetuadas com o software MEGA 4, com o qual se
construiram arvores filogenéticas através do método “Neighbour-Joining” deduzido a
partir da matriz de distancias obtidas pelo modelo de “Kimura 2 parameters”. Os valores
de diversidade de substituicfes sinénimas (ds) e ndo sindnimas (dy) foram calculados
usando o método de Nei-Gojobori (implementado no software MEGA 4). Para a
detecdo de codbes que estdo sob selecdo positiva ou negativa, foi usado o método da
méaxima verosimilhanca desenvolvido através do software FEL (Fixed Effects
Likelihood) (Pond e Frost, 2005) disponivel no servidor Datamonkey
(http://www.datamonkey.org). Foram também criados gréficos de similaridade
nucleotidica entre as sequéncias dos diversos isolados com o software Simplot (Lole et
al., 1999). O estudo de recombinacdo entre as sequéncias foi feito com o software
RDP3 (Martin et al., 2010), que incorpora diversos algoritmos de detecdo de
recombinacdo, e com o programa GARD (Pond et al., 2006) usando o modelo de

substituicdo HKY85 disponivel no servidor Datamonkey.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Diversidade Genética da Populacdo de CTV

A andlise de SSCP foi efetuada de modo a avaliar a estrutura da populacéo de CTV nas
diferentes regides gendmicas analisadas. A Figura 4.3.1 exemplifica o resultado de
SSCP obtido para dois isolados CTV: isolado 206, contendo mistura de haplétipos, e

isolado Q3, constituido apenas por um haplétipo.

Figura 4.3.1 — (a) Padréo de SSCP obtido para a regido p20+p23 do isolado 206, constituido por misturas
de haploétipos; (b) Padrdo de SSCP obtido para a regido p18+p13 do isolado monofilético Q3.

A anélise SSCP do isolado 206 (Figura 4.3.1a) permite observar 3 padrdes de SSCP
diferentes que correspondem a cada um dos hapl6tipos que constituem o isolado 206
(Tabela 4.2.1). Os resultados de SSCP para os isolados com misturas de haplotipos
permitiram separar 0s haplétipos existentes e deste modo obter sequéncias de cada um
dos haplotipo em cada regido. Na Figura 4.3.1b, os padrdes de SSCP sdo todos
semelhantes o que confirma a natureza monofilética do isolado Q3. E de notar que os
padrdes ndo sdo exatamente iguais. Contudo, por experiéncia, sabia-se a priori que
pequenas variagdes como as que estdo patentes na Figura 4.3.1b ndo correspondem a
hapldtipos de grupos diferentes. Um resultado semelhante foi obtido para os restantes
isolados constituidos apenas por um haplétipo. A titulo de exemplo, para o isolado 206
foram empregues para sequenciar os clones correspondentes aos padrdes 1, 2 e 6 e para
o0 isolado Q3 os padrdes 1 e 3.

A amplificacdo das regides gendmicas dos diferentes isolados de CTV permitiu obter
sequéncias com aproximadamente 3000 nt correspondentes a parte terminal 3 do
genoma, compreendidas entre a CP e a p23. A Figura 4.3.2 exemplifica um “contig”
obtido do isolado Q3, feito a partir das diversas sequéncias obtidas para cada uma das

regibes genémicas.

M



Variabilidade Genética e Eventos de Recombinagdo na Regido 3’ Terminal do Genoma de !
CTV

1 00 1000 1500 000 500 000

Figura 4.3.2 — “Contig” do isolado Q3, mostrando as sequéncias obtidas para cada regido genémica a
partir das quais se construiu 0 “contig” (linha azul) e a localizagdo das ORFs (segmentos a verde) ao
longo da sequéncia. No final obteve-se uma sequéncia com aproximadamente 3000 nt entre a CP e a p23.
Para todos os isolados, obtiveram-se “contigs” bem definidos. No caso de isolados
compostos por misturas de haplétipos pertencentes a diferentes grupos filogenéticos, as
longas regibes de sobreposicdo dos fragmentos amplificados permitiram
inequivocamente identificar e justapér as sequéncias correspondentes a cada haplotipo.

As sequéncias entre a CP e p23 de cada haplo6tipo foram alinhadas juntamente com as
sequéncias usadas como referéncia tendo-se construido um dendrograma baseado nas

distancias nucleotidicas. O resultado encontra se na Figura 4.3.3.
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Figura 4.3.3 — Dendrograma da regido genomica entre a CP e p23 baseado nas distancias nucleotidicas
entre as sequéncias. O método utilizado foi o de “Neighbour-Joining” deduzido a partir da matriz de
distancias obtida com base no modelo de “Kimura 2 parameters”. As sequéncias dos grupos 3a e M foram
ambas obtidas do isolado 201.
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Pela analise do dendrograma da Figura 4.3.3 verifica-se que os haplotipos se agrupam
de modo a constituir os 7 grupos filogenéticos existentes para a CP, perfeitamente
resolvidos entre si e com valores de bootstrap acima dos 90% nos nodos principais.

Em cada grupo filogenético foi possivel sequenciar completamente (CP - p23) pelo
menos um haplétipo. A excecdo dos haplétipos pertencentes ao grupo 4, para 0s quais
néo se encontra no GenBank qualquer sequéncia completa correspondente a este grupo,
todos os hapl6tipos pertencentes aos restantes grupos filogenéticos agrupam com
sequéncias existentes no GenBank.

As sequéncias obtidas para cada um dos sete grupos filogenéticos foram usadas para

estimar a diversidade genética (d) ao longo de toda a regido terminal 3’ (Figura 4.3.4).
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Figura 4.3.4 — Diversidade média dos haplétipos dos 7 grupos filogenéticos ao longo da regido terminal
3’, entre a CP e p23. Foram usadas janelas de 100 bp com uma extensdo de sobreposi¢do de 50 bp. As
barras representam o desvio padréo.

No geral, a diversidade média é aproximadamente constante ao longo da regido
analisada, verificando-se apenas dois picos, aproximadamente nas posi¢cdes 18205 e

18555, em regides pertencentes aos genes da p20 e p23, respetivamente.

4.3.2 Variabilidade genética nos 5 genes que compdem a regido terminal 3’

De modo a estudar a variabilidade e estimar o nivel das pressdes seletivas nos 5 genes
abrangidos neste estudo, foram determinados os valores médios de diversidade de
substituicdes sindnimas (ds) e ndo sindnimas (dy) para cada gene separadamente. Para
esta andlise, alem das sequéncias de referéncia retiradas do GenBank e das obtidas
anteriormente, foram incluidas cerca de 30 sequéncias obtidas de 17 isolados (obtidas

por Marques (2003) e em outros trabalhos). Os resultados encontram-se na Tabela 4.3.1.
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Tabela 4.3.1 - Valores de diversidade nucleotidica (d) e de diversidade de substituicdo sinénimas (ds) e
ndo sindnimas (dy) para os 5 genes da parte 3” terminal do genoma viral.

Diversidade de + Erro du+ Erro NUmero de coddes NUmero de coddes
ene édia ~ « N/ ds sob selecéo sob selecdo
G Meédi Iiz;drao ge;drao dv/d b selecd b selecé
(d) positiva* negativa*
CP (223
0,214 + 0,015+
coddes) 0,065 + 0,006 0017 0003 0,070 2 (0,90%) 50 (22,4%)
pl8 (167
0,202 + 0,028 + ) .
coddes) 0,073 + 0,007 0020 0004 0,139 1 (0,60%) 40 (23,9%)
p13 (119
0,228 + 0,038+ . .
coddes) 0,088 + 0,010 0027 0.007 0,167 1 (0,84%) 24 (20,2%)
p20 (182
0,231+ 0,020 + o
coddes) 0,073 £ 0,007 0,021 0,004 0,087 0 46 (25,3%)
P23 (209 0,109 + 0,038+
) = fl - 0, 0,
coddes) 0,082 + 0,007 0019 0005 0,191 3 (1,43%) 41 (19,6%)

*QOs coddes sob selecdo positiva ou negativa foram estimados usando o método FEL.

O valor de ds € muito semelhante nos 5 genes analisados. Por sua vez, o valor de dy €
inferior ao de ds e é mais variavel. Pelos valores obtidos a partir da razéo entre dy /ds,
verifica-se uma pressdo de selecdo negativa em todos os genes. Pela Tabela 4.3.1,
verifica-se também que a diversidade nucleotidica média nos 5 genes é muito

semelhante.

4.3.3 Pesquisa de Eventos de Recombinagao

Para pesquisar a ocorréncia de recombinagdo, as sequéncias dos isolados de CTV
obtidas neste trabalho (Q3, Q32, Q57, 199, 201(8), 201(25), 206 e 440) foram numa
primeira fase analisadas com o software Simplot (Lole et al., 1999) que permite avaliar
a similaridade nucleotidica entre um hapl6tipo e os restantes ao longo do genoma. A
Figura 4.3.5 mostra uma comparacdo entre a sequéncia do isolado Q3 (Gp 1,
monofilético) e os hapldtipos pertencentes aos restantes grupos filogenéticos: 440 (Gp
2), 201(8) (Gp 3a), Q32 (Gp 3b), Q57 e 206 (Gp 4), 199 (Gp 5) e 201(25) (Gp M).
Como se pode observar pela figura, a similaridade é relativamente constante, entre 82%
e 98%, ao longo de toda a regido gendmica entre a CP e p23, ndo havendo variacoes
bruscas que indiciem ocorréncia de recombinacdo entre as sequéncias. De referir que o
resultado obtido no gréfico da Figura 4.3.5, onde se compara a similaridade entre o0 Gp
1 e os restantes grupos, é semelhante as analises feitas com os grupos Gp 2, Gp 3a, Gp 5
e Gp M (resultados ndo mostrados).
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Figura 4.3.5 — Gréfico de similaridade nucleotidica entre haplétipos de CTV pertencentes a cada um dos
7 grupos filogenéticos na regido terminal 3°. Neste caso, é comparada a similaridade entre Q3 (Gp 1) e
haplotipos dos restantes grupos.

Relativamente a analise dos grupos 3b e 4, os graficos de similaridade nucleotidica
apresentam duas partes distintas. Atraves do grafico da Figura 4.3.6, que mostra uma
comparacao entre os dois haplotipos do grupo 4 (Q57 e 206) e o hapldtipo Q32
pertencente ao grupo 3b, verifica-se que, aproximadamente até ao nucleétido 17755, o
haplotipo Q57 apresenta uma similaridade superior com o haplotipo 206, da ordem dos
96% a 98% enquanto que a similaridade entre Q57 e Q32 ronda os 90% a 92%. No
entanto, a partir dessa regido, correspondente ao final da regido intergénica entre p13 e
p20, hd um acréscimo acentuado da similaridade com Q32, que se torna préxima dos

100% nas regides a jusante, p20 e p23.
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Figura 4.3.6 — Gréfico de similaridade nucleotidica entre o hapl6tipo Q57 (Gp 4) e os haplétipos 206
(Gp4) ¢ Q32 (Gp 3b) na regido terminal 3.

De facto, ao analisar-se as relacGes filogenéticas entre os varios haplétipos CTV para
cada um dos genes individualmente (Figura 4.3.7), constata-se que o haplotipo Q57 (Gp
4) nas regibes correspondentes a CP, p18 e p13 agrupa com o haplétipo 206 formando
um grupo claramente distinto dos restantes com valores de bootstrap acima dos 95%,
sendo que, nos genes da p20 e p23, o haplotipo Q57 passa definitivamente a pertencer
ao grupo 3b, afastando-se do haplotipo 206.

Os haplo6tipos dos restantes grupos filogenéticos mantém a sua posicao relativa nos 5
genes compreendidos entre a CP e a p23.
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Figura 4.3.7 - Dendrogramas dos 5 genes que compdem a regido terminal 3°, baseado nas distincias
nucleotidicas das sequéncias. O método utilizado foi o de “Neighbour-Joining” deduzido a partir da
matriz de distancias obtida com base no modelo de “Kimura 2 parameters”.

A alteracdo da posicéo filogenética de Q57 do grupo 4 para o grupo 3b podera indiciar a
ocorréncia de recombinacdo. Esta foi também pesquisada com o software RDP3, que
permite identificar possiveis recombinantes a partir dum conjunto de sequéncias através

da implementagdo de varios métodos de detecdo de recombinacdo (Martin et al., 2010).
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Figura 4.3.8 - Detecdo de recombinacdo no isolado Q57 (Gp4) numa analise de bootscan gerada pelo
programa RDP3.

Usando os parametros de configuracdo padrdo dos diferentes métodos, a analise das
sequéncias dos diversos isolados apenas detetou um evento de recombinagédo
significativo, na medida em que é detetado por todos os métodos com um valor de p
muito inferior a 0,001. A Figura 4.3.8 mostra o grafico representativo da andlise
bootscan, onde se verifica que a sequéncia de Q57 é uma possivel recombinante entre
sequéncias dos grupos 4 e 3b (semelhantes as dos hapl6tipos 206 e Q32 usadas nesta
analise). O local onde ocorre a eventual recombinacgdo corresponde ao final da regido
intergénica entre p13 e p20 (a mudanca ocorre aproximadamente no nucle6tido 17755).

Este resultado comprova o resultado obtido na andlise filogenética da Figura 4.3.7, na
qual se observa uma alteracdo da posicdo filogenética do isolado Q57 entre as regides
p13 e p20.

O mesmo conjunto de sequéncias foi analisado com o programa GARD (implementado
no servidor Datamonkey). Este programa permite identificar possiveis locais de
recombinacdo ao longo de todo o alinhamento, procurando incongruéncias filogenéticas
(isto é, alteracBes na topologia da arvore) ao longo da regido em estudo.

Foram detetados 3 locais possiveis de ocorrer recombinacdo, permitindo definir quatro
segmentos, cada um constituido por uma arvore filogenética diferente (resultados nédo
mostrados). Os segmentos sdo: de 16155 nt até 17589 nt, de 17590 nt até 18075 nt, de
18076 nt até 18246 nt e de 18247 nt até 19043 nt. Ao analisar as arvores filogenéticas
produzidas em cada segmento verificou-se que, no primeiro segmento a arvore
filogenética é muito semelhante a da Figura 4.3.3. No entanto, a partir do segundo
segmento (de 17590 nt até 18075 nt) ha uma alteracdo na topologia das arvores, na
medida em que o haplotipo Q57 se aproxima consideravelmente dos isolados Q32 e VT,



. Capitulo 4

correspondentes ao grupo 3b, distanciando-se do haplétipo 206. Nos 2 segmentos finais,
o isolado Q57 agrupa definitivamente com o grupo 3b.

O segmento definido entre os nucleoétidos 17590 e 18075 abrange as regides da p13 e da
p20, o que permite presumir que o possivel local de recombinacdo ocorra na regido
intergénica entre estes 2 genes, corroborando os resultados obtidos nos metodos
anteriores.

E de notar que o evento de recombinagio encontrado ocorre num isolado monofilético
e, portanto, sera derivado de um evento antigo (desapareceram as cadeias parentais no

isolado em estudo).

4.3.4 Analise de Recombinacdo em isolados contendo misturas de haplétipos

Seguidamente, teve-se como objetivo a pesquisa de ocorréncia de recombinacdo em
isolados contendo misturas de haplétipos (Figura 4.3.9). O isolado 124 (Tabela 4.2.1) é
constituido por uma mistura natural de hapl6tipos dos grupos 4 e 5. Pretendeu-se
estudar a ocorréncia de recombinacdo na regido compreendida entre a p13 e a p20 e,
para tal, procedeu-se a amplificacdo por PCR desta regido usando os “primers” da
Tabela 4.2.2. Ap6s a obtencdo de diversos clones, as respetivas sequéncias nucleotidicas
foram determinadas e analisadas. Constatou-se que algumas destas sequéncias
apresentavam uma similaridade nucleétidica superior com o grupo 5 até
aproximadamente ao nucle6tido 17742 (final da regido intergénica entre p1l3 e p20),

sendo a partir desse local, mais semelhante ao grupo 4 (Figura 4.3.9).
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Figura 4.3.9 - Comparagdo nucleétidica entre uma possivel sequéncia recombinante (Rec) e 0s respetivos
parentes (Gp4 e Gp5). Os nucléotidos a branco apresentam as varia¢fes nucledtidicas entre as sequéncias
em estudo. A regido delimitada a vermelho corresponde a regido intergénica entre p13 e p20.

Apesar de, atraves do alinhamento, ser muito claro a alteracdo de comportamento das
possiveis sequéncias recombinantes, estas foram analisadas com os programas RDP3 e
GARD, tendo todos os métodos indicado como possivel local de recombinacao a regido
intergénica entre p13 e p20 (resultados ndo mostrados).

No entanto, no isolado 124 a mistura de hapl6tipos é natural (isto &, ja existia no isolado
em causa) e a recombinacdo poderéa ter ocorrido ha muito tempo. Para verificar se num
dado horizonte temporal se poderia obter recombinagdo, estudaram-se hapl6tipos
obtidos de plantas em que se fizeram misturas artificiais de diversos grupos.

Os isolados 199 e 206 sdo ambos constituidos por uma mistura artificial de haplétipos
(Tabela 4.2.1). O isolado 199 é constituido por uma mistura artificial entre os isolados
25 (grupo M) e 15 (grupos 3a e 5), enquanto que o isolado 206 € constituido por uma
mistura artificial do isolado 125 (grupos 4 e 5) e do isolado 25 (grupo M). De modo a
estudar exaustivamente possiveis eventos de recombinacdo na regido compreendida
entre a p13 e a p20 foram obtidos mais 30 clones de esta regido de cada um dos isolados
(Figura 4.3.10).
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Figura 4.3.10 - Padrdes de SSCP correspondentes aos diversos haplétipos obtidos a partir dos isolados
206 e 199 para a regido p13+p20. Foram selecionados para sequenciar os haplotipos marcados com *.
Apos a analise de SSCP dos diversos clones obtidos para cada um dos isolados, as
sequéncias nucleotidicas dos haplotipos representativos de cada padrdo de SSCP foram
determinadas. Seguidamente, as sequéncias dos haplétipos de 199 e 206 foram
alinhadas juntamente com as sequéncias obtidas anteriormente (as que permitiram
construir a &rvore filogenética da Figura 4.3.3).
A andlise do alinhamento permitiu constatar que as sequéncias dos hapl6tipos do
isolado 206 apresentavam uma similaridade nucleétidica superior com o grupo 5 no

gene da p13, sendo no gene da p20 mais semelhante ao grupo 4 (Figura 4.3.11).

@
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Figura 4.3.11 - Comparacdo nucleétidica entre a sequéncia de um dos haplétipos do isolado 206
(possivel sequéncia recombinante) e os respetivos parentes (Gp4 e Gp5). Os nucléotidos a branco
apresentam as variagcdes nucleétidicas entre as sequéncias em estudo. A regido delimitada a vermelho
corresponde a regido intergénica entre p13 e p20.

De facto, a andlise filogenética das sequéncias confirma a alteracdo de comportamento
dos hapl6tipos do isolado 206 (Figura 4.3.12). Tal como referido na analise das
sequéncias dos haplotipos de 124, o local onde ocorre a possivel recombinacdo entre os
haplo6tipos do Gp4 e Gp5 do isolado 206 corresponde também a regido intergénica entre
pl3 e p20. Na anélise dos haplotipos deste isolado ndo se encontraram evidéncias de
recombinagdo envolvendo o grupo M.

Por seu lado, os haplotipos de 199 mantém a sua posicdo relativa quer no gene da p13
quer no gene da p20 (Figura 4.3.12). Neste isolado, as sequéncias dos haplétipos
obtidos ndo mostraram quaisquer sinais de recombinacdo entre nenhum dos grupos que
compdem o isolado.

No geral, foi encontrada uma maior frequéncia de recombinagéo entre 0s grupos 4 e 5
em comparacdo com oS grupos 3a e 5 ou mesmo 3a e M para 0s quais ndo se
encontraram sinais de recombinagdo. Sendo assim, 12 anos de co-habita¢do ndo foram

suficientes para encontrar recombinagéo envolvendo os grupos 3a e M.
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Figura 4.3.12 — Dendrogramas correspondentes aos genes da p13 (a) e p20 (b) baseado nas distancias
nucleotidicas das sequéncias. O método utilizado foi o de “Neighbour-Joining” deduzido a partir da
matriz de distancias obtida com base no modelo de “Kimura 2 parameters”. Verifica-se a alteracdo de
grupo dos haplétipos do isolado 206 do Gp 5 no gene da pl3 (a) para 0 Gp 4 no gene da p20. Os
haplétipos do isolado 199 mantém a sua posicao relativa quer em p13 quer em p20.

4.4 DISCUSSAO

De modo a estudar a variabilidade genética de CTV, foram obtidas e comparadas
sequéncias de 7 isolados CTV, constituidos apenas por um hapldtipo ou por misturas de
haploétipos, correspondentes a parte terminal 3’ do genoma viral, compreendidas entre a
CP e a p23. Esta regido do genoma é considerada mais conservada, tendo
aproximadamente 90% identidade nucleotidica, comparada com os cerca de 70% de
identidade na parte terminal 5° (Lopez et al., 1998; Roy et al., 2005). A regido 3’ do
genoma de CTV € de elevada importancia visto ser nesta regido que se encontram as
proteinas envolvidas na interacio com o hospedeiro, nomeadamente proteinas
envolvidas na encapsidacdo dos virides (Satyanarayana et al., 2000) e proteinas
supressoras de silenciamento de RNA (Lu et al., 2004).

Neste trabalho, obtiveram-se “contigs” com aproximadamente 3000 nucleétidos de

diversos haplétipos de CTV. Inclusive nos isolados com misturas de haplétipos, foi
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possivel construir “contigs” individuais e bem definidos pelo menos para um dos
haplétipos presentes no isolado.

Nolasco et al. (2009) estudaram a variabilidade do gene da principal proteina da capside
mostrando a existéncia de 7 grupos filogenéticos em que os isolados se agrupam de
acordo com o tipo de sintomas provocados nas plantas hospedeiras. Neste estudo,
usando uma regido genémica mais extensa do que a usada por Nolasco et al. (2009) e
continua, verificou-se que as sequéncias dos haplétipos também se agrupam de modo a
constituir 7 grupos filogenéticos perfeitamente definidos suportados por valores
elevados de bootstrap nos nodos principais (Figura 4.3.3). Embora em estudos
anteriores (Marques, 2003) se tenha verificado que os genes a jusante da CP, obtidos de
diversos isolados, se agrupavam com uma topologia semelhante a da CP, ndo havia
nesse estudo a garantia de que haplotipos, que para um dado gene estavam num dado
grupo, ndo apareceriam noutro gene representados noutro grupo, pois as regides em
anélise haviam sido obtidas independentemente. Pelo contrério, neste trabalho, houve o
cuidado de obter “contigs” com sobreposi¢des sucessivas de modo a ter a certeza de
seguir sempre 0 mesmo haplétipo (ou porventura um muito semelhante) ao longo da
regido em analise. Ficou assim demonstrado que a mesma topologia de 7 grupos
existente na CP, se mantém em toda a regido a jusante.

A éarvore filogenética da Figura 4.3.3 revela também que os hapl6tipos pertencentes ao
grupo 4 obtidos dos isolados Q57 e 206 ndo se encontram agrupados com nenhuma
sequéncia de referéncia existente no GenBank. Isto deve-se a que, até a0 momento,
estas foram as primeiras sequéncias completas obtidas para a regido em analise, ndo
havendo por isso sequéncias nucleotidicas disponiveis na bibliografia para comparacao.
O estabelecimento desta topologia filogenética abre também o caminho a compreensao
da relacdo entre sintomas e grupos filogenéticos. Lu et al. (2004) mostraram a
existéncia de 3 supressores de silenciamento de RNA (CP, p20 e p23) nesta regiéo.
Admite-se (Fagoaga et al., 2005) que alguns sintomas originados pela infecdo viral
possam ser devidos a interferéncia da atividade supressora de origem viral. Albiach-
Marti et al. (2010) mostraram que substituindo o gene da p23 e a regido nao traduzida 3’
do isolado T30 para o clone infecioso T36, resultou num virus hibrido sem capacidade
de induzir “seedling yellows”. Sendo p23 um supressor de silenciamento de RNA,
podera interromper o metabolismo de micro-RNA induzindo assim o sintoma de

“seedling yellows”.
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A diversidade média entre os diferentes grupos, ao longo de toda a regido terminal 3°,
foi também determinada e verificou-se que é relativamente constante, permitindo supor
que existe um certo conservadorismo da populacdo de CTV nesta regido do genoma.
Para a andlise das caracteristicas de variabilidade nos 5 genes que compdem a regido
terminal 3’, entre a CP e p23, foram determinados os valores de ds e dy. Constatou-se
que nos 5 genes abrangidos neste estudo, a maioria dos coddes sujeitos a pressoes
seletivas sofrem uma pressdo de selecdo negativa, 0 que vem de encontro aos valores
obtidos em estudos anteriores e na ordem de valores calculados para outros virus de
plantas (Garcia-Arenal et al., 2001). O gene da CP revelou uma elevada pressdo de
selecdo negativa (valor mais baixo de dn/ds) nas alteracdes de aminoécidos
provavelmente por ser a principal proteina da capside e deste modo ser fundamental na
sobrevivéncia do virus. As proteinas da p20 e da p23 funcionam como supressoras de
silenciamento (Lu et al., 2004), sendo que dentro da p20 existem aminoacidos
extremamente conservados entre os supressores de silenciamento dos closterovirus
(Reed et al., 2003). A p23, uma proteina de ligacdo de RNA com um dominio “Zinc
Finger” (Lopez et al., 2000) é necessaria & acumulacao assimétrica de cadeias de RNA e
contém aminoacidos conservados envolvidos nesta atividade (Satyanarayana et al.,
2002). As proteinas p13 e p18 sdo dispensaveis na infecdo e no movimento de CTV
pelo que as suas fungdes ainda permanecem desconhecidas (Tatineni et al., 2008) ndo se
percebendo qualquer razao especial para serem conservados.

As sequéncias de cada um dos grupos filogenéticos obtidas neste trabalho foram
também analisadas com o intuito de procurar eventos de recombinacdo. Inicialmente,
efetuou-se a analise Simplot que permite definir quais as regides genémicas que exibem
maiores percentagens de identidade nucleotidica, dando indicacdes de possiveis
evidéncias de recombinacdo na regido gendmica em analise. A comparacao de cada uma
das sequéncias dos grupos 1, 2, 3a, 5 e M com todos 0s grupos ndo detetou quaisquer
indicios de recombinacdo entre nenhuma das sequéncias. Por sua vez, o haplétipo Q57
(Gp 4) revelou uma alteracdo no comportamento, na medida em que a partir da regido
intergénica entre p13 e p20, este haplétipo passa a apresentar uma similaridade muito
préxima dos 100% com o hapldtipo Q32, pertencente ao grupo 3b. Este comportamento
pode evidenciar um sinal de recombinagdo na sequéncia do haplotipo Q57 (Lole et al.,
1999), que poderad ser resultante da interagdo de haplotipos com sequéncias muito

semelhantes as dos hapl6tipos 206 e Q32 obtidas neste trabalho. Deste modo, foi
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necessario efetuar uma analise mais detalhada com estes haplotipos para confirmar os
resultados obtidos na analise Simplot.

A anélise resultante dos programas RDP3 e GARD mostrou que o local onde é detetado
o sinal de recombinacdo corresponde a regido intergénica entre p13 e p20. Em estudos
anteriores de procura de eventos de recombinacdo em CTV (Martin et al., 2009; Rubio
et al., 2001; Vives et al., 2005) nunca foram detetados eventos de recombinacdo nesta
regido intergénica, talvez por nunca ter sido analisado um fragmento t&o longo na regido
terminal 3°. Vives et al. (2005) encontrou multiplos eventos de recombinacéo entre dois
haplétipos de CTV na parte 5° do genoma. Como referido anteriormente, esta regiao ¢
muito mais variavel e, por isso, podera ser sujeita a mais eventos de recombinacdo. No
caso dos estudos efetuados por Rubio et al. (2001) e Martin et al. (2009), a
recombinacéo foi detetada em genes individuais, nomeadamente em p20 e p23, através
de relacbes filogenéticas incongruentes, confirmada por varios métodos de detecdo de
recombinacdo. Neste estudo, e como se pode observar pela Figura 4.3.7, também se
obtiveram relacdes filogenéticas incongruentes em dois genes, nomeadamente nos genes
da pl3 e p20. No entanto, ao analisar estes dois genes individualmente com os
programas RDP3 e GARD, ndo foram detetados indicios de recombinacdo. Apenas
quando se analisa o fragmento completo (com aproximadamente 3000 nt) é que é
detetado um evento de recombinagdo no local correspondente a regido intergénica entre
pl13 e p20. De notar que, das sequéncias completas obtidas para a regido terminal 3’
apenas uma apresentou sinais evidentes de ser uma possivel recombinante, reforcando o
elevado grau de conservadorismo desta regido. A auséncia de sinais de recombinacgéo
nas outras sequéncias valida a arvore filogenética da Figura 4.3.3, na medida em que se
existissem multiplos eventos de recombinacdo o modelo evolutivo usado ndo seria
valido (Posada e Crandall, 2002).

O estudo da ocorréncia de recombinacdo foi também efetuado em isolados compostos
por misturas de hapl6tipos. O estudo efetuado com o isolado 124, constituido por uma
mistura natural de haplétipos dos grupos 4 e 5, permitiu obter hapl6tipos com
sequéncias pertencentes unicamente aos grupo 4 ou 5, mas também revelou a existéncia
de hapl6tipos com sequéncias recombinantes entre os dois grupos. A analise das
sequéncias recombinantes mostrou que o local onde ocorre a recombinagéo corresponde

a regido intergénica entre p13 e p20.
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Os eventos de recombinacdo detetados quer no isolado Q57, por se tratar dum isolado
monofilético, quer no isolado 124, constituido por uma mistura natural de haplotipos,
poderdo ter ocorrido h4 muito tempo atras.

Para verificar se num horizonte temporal relativamente recente se poderia obter
recombinacdo estudaram-se exaustivamente isolados com misturas artificiais de
hapl6tipos (199 e 206). A andlise do isolado 206, constituido por haplétipos dos grupos
4 e 5 (provenientes de uma mistura natural no isolado 125) e M (obtido do isolado 25),
mostrou, como se esperava, a existéncia de sequéncias recombinantes entre os grupos 4
e 5, mas ndo foram encontrados quaisquer indicios de recombinacdo envolvendo
sequéncias do grupo M. Mais uma vez, o local sinalizado de ocorréncia de
recombinacdo correspondeu a regido intergénica entre p13 e p20. Assim, 12 anos ndo
aparenta ser tempo suficiente para originar neste local uma recombinagdo com o grupo
M. Para além disso, a analise das sequéncias obtidas para o isolado 199 (Gp 3a, Gp5,
GpM) também ndo detetou neste periodo indicios de recombinacéo entre nenhum dos
hapldtipos que constituem o isolado.

No geral, os casos de sequéncias recombinantes encontrados em isolados contendo
misturas de hapldtipos, foram muito escassos. Além disso, dos recombinantes
encontrados, quer entre mistura de haplo6tipos originada naturalmente quer entre
misturas artificiais, apenas estavam envolvidos os grupos 4 e 5, sendo a regido
intergénica entre p13 e p20 o local onde ocorre a recombinacao.

E necessério ter em atencdo que um sinal frequente de recombinacdo com misturas de
isolados pode ser um artefacto da reacdo de PCR (Bradley e Hillis, 1997; Posada et al.,
2002), levando a resultados e a conclusdes erroneas. Neste caso, o facto de se encontrar
indicios de recombinacdo (quer em isolados monofiléticos quer em misturas de
haplo6tipos) em diferentes grupos mas sempre na mesma regiao (regido intergénica entre
pl3 e p20), pode significar que este local seja um “hot-spot” de recombinagdo. A
analise das sequéncias mostra que, nesta regido intergénica existe um elevado teor de
AU (cerca de 70% em AU). Esta particularidade nas sequéncias é descrita como um
“hot-spot” de recombinacdo, em que a recombinagdo ocorre por um mecanismo de
“template switching” ou “copy-choice” (Shapka e Nagy, 2004).

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que os isolados CTV mantém um elevado
nivel de estabilidade ao longo do tempo. Este aspeto ira ser analisado no capitulo

seguinte.



CAPITULOS5

ESTIMATIVA DA TAXA DE EVOLUCAO DE CTV

Os resultados deste capitulo foram publicados no artigo:

Silva, G., Marques, N., Nolasco, G. (2011). The evolutionary rate of Citrus tristeza
virus ranks among the rates of the slowest RNA viruses. J Gen Virol. DOI:
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Estimativa da Taxa de Evolugdo de CTV .

5.1 INTRODUCAO

Desde a primeira grande epidemia de “tristeza” ocorrida na Argentina ¢ no Brasil ha
cerca de 80 anos que se verificam enormes perdas econdémicas na maioria das regides
produtoras de citrinos em todo o mundo (Moreno et al., 2008). Desde entdo, o CTV tem
sido muito estudado, tanto ao nivel molecular como acerca da transmissdo e
epidemiologia, mas a informac&o acerca da taxa de evolucdo temporal é praticamente
inexistente.

Grande numero de autores, por exemplo Moya et al. (2000) e Roossinck (2003), assume
implicitamente que quando se estudam virus de RNA, quer de animais quer de plantas,
estes podem ter uma taxa de evolucgdo rapida, em parte, devido a auséncia de atividade
corretora de erros da RNA polimerase RNA dependente. No entanto, as primeiras
estimativas das taxas de evolucdo de virus de plantas apontam para uma maior
estabilidade genética (Garcia-Arenal et al., 2003). Por exemplo, foi referido que
isolados de tobamovirus recolhidos ao longo de um periodo de 100 anos mostraram uma
notavel estabilidade genética apontando para uma taxa evolutiva de 1 X 1078
substituicdes nucleotidicas por ano (Fraile et al., 1997), embora uma revisdo destas
taxas usando métodos semelhantes aos usados neste trabalho, aponte para valores mais
elevados (Pagan et al., 2010). Um estudo acerca da taxa de evolucdo a longo prazo
baseado na comparacdo de sequéncias de Turnip yellow mosaic virus que codivergiram
juntamente com o seu hospedeiro ha 12000 anos estima uma taxa de evolucdo para o
gene da proteina da cépside de 1 X 10 substituicdes nucleotidicas / ano (Blok et al.,
1987). Mais recentemente, foram estimadas taxas a curto prazo para sequéncias
gendmicas obtidas em diferentes momentos através de métodos de inferéncia estatistica,
aplicando a teoria da coalescéncia através de métodos Bayesianos implementados em
software introduzido por Drummond et al. (2003). A maioria das taxas de evolugéo
estimadas para virus de RNA de animais apontam para valores entre 1 X 10% e 1 X 10°
substituicdes nucleotidicas / ano (Hanada et al., 2004; Jenkins et al., 2002). Por seu
lado, a estimativa das taxas de evolugdo a curto prazo dos poucos virus de plantas
estudados até hoje andam na ordem de 10 substituicdes nucleotidicas / ano (Gibbs et
al., 2010).

Albiach-Marti et al. (2000b) e Lbida et al. (2004) referem que isolados de CTV com
uma origem em comum e geograficamente separados durante varias décadas apresentam

sequéncias nucleotidicas muito idénticas. Num estudo recente, Weng et al. (2010)
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determinaram as varia¢Ges nucleotidicas na descendéncia de um clone infecioso de
CTV (isolado T36) e estimaram a taxa de evolucdo do virus entre os 4 e 8 X 10
substituicdes nucleotidicas / ano.

Neste capitulo, foi estimada a taxa de evolugcdo de CTV. Numa primeira fase, foram
incluidos isolados mantidos em estufa, cujas primeiras sequéncias do gene da CP
tinham sido obtidas h& cerca de dez anos tendo sido recentemente sequenciados, no que
se costuma designar por estimativa direta. Uma condigéo essencial para a aplicagdo da
teoria da coalescéncia através de métodos Bayesianos é a demonstracao de existéncia de
estrutura temporal dos dados, ou seja se o intervalo de tempo em que o conjunto de
dados foi obtido é suficiente para explicar as variacbes nucleotidicas entre as
sequéncias. A inexisténcia de estrutura temporal de um conjunto de dados é denunciada
por taxas de evolucdo que se aproximam de zero. Contudo, ndo foi possivel demonstrar
a existéncia desta estrutura para os dados de observacdo direta, pelo que foram retirados
da andlise Bayesiana. Assim, os dados de observagdo direta foram empregues numa
primeira analise ndo Bayesiana e para esta foi usado um conjunto de 107 sequéncias do
gene da CP de isolados de todo o0 mundo obtidas entre 1990 e 2010. Com este conjunto

de sequéncias, ja foi possivel demonstrar a existéncia de um sinal temporal.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Isolados de CTV mantidos em estufa

Neste estudo foram usados isolados de CTV provenientes de diversas origens
geograficas e que apresentam diferentes caracteristicas bioldgicas. Alguns destes
isolados, caracterizados previamente, eram constituidos apenas por um hapl6tipo
enquanto outros continham uma mistura de haplétipos de diferentes grupos
filogenéticos como descrito por Nolasco et al. (2009). Alguns dos isolados polifiléticos
eram misturas artificiais que haviam sido obtidas por coinoculacdo de outros isolados
previamente caracterizados (Tabela 5.3.1 e Tabela 5.3.2). Os isolados 196 e 199 foram
obtidos por coinoculagdo dos isolados 25 (Grupo M) e 15 (Grupo 5 + Grupo 3a); 0s
isolados 201 e 204 foram obtidos por coinoculacdo dos isolados 25 (Grupo M) e 8
(Grupo 3a). Todo os isolados foram mantidos em laranjeira doce Madam Vinous em

estufa protegida contra insetos, na Universidade do Algarve.

m
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5.2.2 Amplificacdo e caracterizacdo do gene da CP

O RNA total foi extraido usando o kit “RNAeasy plant mini kit” (Quiagen) servindo de
molde para a sintese de cDNA usando uma mistura de “primers” aleatorios de 6 mer
(Roche). Posteriormente, 0 gene da proteina da capside (CP) foi amplificado por PCR
usando os “primers” CTV1 e CTV10 descritos por Sequeira e Nolasco (2002) e os
produtos PCR resultantes foram clonados no vetor pTZ57R/T (Fermentas) pelo sistema
“TA Cloning”. Foram selecionados 10 clones por isolado que foram posteriormente
analisados por SSCP de modo a avaliar a diversidade genética em cada isolado. Os
haplotipos representativos de cada padrdo de SSCP foram selecionados e sequenciados
pela empresa Macrogen (Seoul, Coreia do Sul). O procedimento para a obtencdo dos
hapldtipos anteriores a 2000 foi ligeiramente distinto. Nestes casos, as sequéncias foram

obtidas pelo método classico de marcacdo radioativa seguida de eletroforese.

5.2.3 Anadlise das Sequéncias Nucleotidicas

A andlise e o alinhamento das sequéncias foram efetuados com o software BioEdit
(Hall, 1999). Nas sequéncias obtidas dos isolados mantidos na estufa assim como nas
sequéncias do gene da CP retiradas do GenBank foram removidos 21 nucledtidos em
cada extremidade correspondentes a regido dos “primers”. De modo a determinar
possiveis sequéncias recombinantes, foi usado o programa RDP3 (Martin et al., 2010),
que incorpora diversos algoritmos de detecdo de recombinacdo. As possiveis sequéncias

recombinantes foram retiradas da anélise.

5.2.4 Reconstrucdo filogenética através de uma analise Bayesiana

Para este estudo foram usadas: i) sequéncias do gene da CP obtidas neste estudo, ii)
sequéncias do gene da CP retiradas do GenBank e iii) outras sequéncias do gene da CP
obtidas de trabalhos anteriores no laboratério. Foram apenas consideradas sequéncias
para as quais se sabia a data de isolamento. No total, foram usadas 107 sequéncias do
gene da CP de haplotipos de diversas regibes do mundo, pertencentes a diferentes
grupos filogenéticos e obtidas entre 1990 e 2010 (Tabela 5.3.2).

A selecdo do melhor modelo de substituicdo nucleotidica foi efetuada com a ajuda do
critério de informacao Bayesiana (“Bayesian Information Criterion”) implementado no
software MEGAS (Tamura et al., 2011).

A reconstrugdo filogenética foi efetuada através de uma analise Bayesiana usando o

método de Monte Carlo via cadeias de Markov (MCMC) integrado no programa
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BEAST (Drummond e Rambaut, 2007). Foi assumida uma distribuicdo uniforme com
valores entre 1 X 10®° e 1 X 107 substituicdes nucleotidicas / ano como condicéo a
priori (“prior”) da taxa média de evolugdo. Considerou-se que este intervalo, que
abrange com alguma folga as taxas de evolugéo de todos os virus, ndo iria influenciar a
estimativa posterior.

Os modelos demograficos de tamanho constante e “Bayesian skyline”, que ndo impde a
priori um modelo de crescimento, antes o faz depender dos proprios dados a analisar
(Drummond et al., 2005), foram combinados com um reldégio molecular estrito ou com
um relogio molecular relaxado modelado por uma distribuicdo lognormal (Drummond
et al., 2006). O conjunto de sequéncias foi analisado como uma Unica particdo ou como
duas parti¢des definidas pelas posi¢fes dos nucledtidos em cada codédo (1° + 2°) e 3°. A
taxa de evolucdo obtida para os nucledtidos na 32 posi¢do do coddo foi usada como a
taxa de substituicdes sindnimas (Fargette et al., 2008). A relacdo entre a taxa evolutiva
de cada particdo e a taxa de evolugdo global foi dada pelo pardmetro “mu” no software
BEAST. Dentro dos diversos modelos considerados, a escolha do modelo que mais se
adequava ao conjunto de sequéncias foi efetuada comparando os valores obtidos pelo
fator de Bayes (BF) (Suchard et al., 2001) e categorizados de acordo com Kass e
Raftery (1995). Para cada analise, 0 nimero de geracGes no método MCMC foi de pelo
menos 50 milhdes de geragcdes com amostragem em cada 5000 geracGes, de modo a que
a dimensao efetiva da amostra (“effective sample size — ESS) para cada pardmetro fosse
superior a 100; procedeu-se sempre a remogao de 10% das simulagdes iniciais (“burn-
in”) para garantir que 0 desenvolvimento da cadeia ndo seja afetado pelas condiges
iniciais. Nalguns casos, o0 tamanho das geracfes foi aumentado para 100 milhdes de
geracOes através da combinacdo de 2 cadeias de 50 milhdes para obter valores finais de
ESS acima dos 200.

Para avaliar se 0 conjunto de sequéncias continha estrutura temporal, foram construidos
cinco conjuntos de dados nos quais se mantiveram as sequéncias mas onde foi atribuido
aleatoriamente uma data a cada sequéncia. Estes conjuntos de dados aleatérios foram
analisados no programa BEAST usando condicGes idénticas as do modelo que melhor
se ajustou ao conjunto de dados reais (Duffy e Holmes, 2009; Ramsden et al., 2009). A
evidéncia de estrutura temporal foi considerada significativa se o valor da taxa média de
evolucgdo do conjunto de dados reais estivesse fora do intervalo de confianca de 95%
(95% HPD) das taxas de evolugdo dos conjuntos de dados aleatérios (Duffy e Holmes,
2009).
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Estimativa direta da taxa de evolucdo de isolados de CTV mantidos em estufa
Numa primeira abordagem para estimar a taxa de evolugdo molecular, foram analisadas
as variagdes nucleotidicas do gene da CP de isolados de CTV mantidos em estufa
durante aproximadamente 10 anos. Para tal, entre 2003 e 2007 foram obtidas varias
sequéncias do gene da CP de hapldtipos de CTV de diferentes grupos filogenéticos.
Estes haplotipos sdo descendentes de isolados mais antigos, dos quais se obtiveram as
primeiras sequéncias do mesmo gene nos anos de 1995 e 1998. A distancia genética
entre os haplotipos iniciais e os descendentes foi determinada usando o modelo de
Kimura 2 parametros (K80) (Tabela 5.3.1).

A descendéncia da maior parte dos isolados foi obtida da mesma planta. No entanto,
para outros isolados, os hapl6tipos descendentes foram analisados a partir de misturas
artificiais obtidas por coinoculacdo de isolados de diferentes grupos filogenéticos. No
caso de isolados constituidos por hapl6tipos de grupos filogenéticos distintos, a

comparacao das sequéncias foi feita com os hapl6tipos iniciais do respetivo grupo.
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Tabela 5.3.1 - Distancias genéticas (K80) entre os haplétipos iniciais e descendentes.

s Haplétipo A
Grupo Hapl6tipo Distancia
Isolado Filogenético Inicial (Ano) Desg:r;g)ente Genética
2 5 2 98 (1995) 2_1(2005) 0,008
8_1(2007) 0,006
8 3a 8_1(199%) 8 7 (2007) 0,002
13_2 (2005) 0,000
13 3a 13C (1995) 13_4 (2005) 0,003
14 25 (2006) 0,002
196_7 (2006) * 0,003
196_12 (2006) * 0,011
3a 15a (1995) 196_16 (2006) * 0,003
211_10 (2006) 0,003
2129 (2006) 0,000
196_1 (2004)* 0,005
196_6 (2006) * 0,008
15 196_13 (2006) * 0,003
199 23 (2006)* 0,002
199 26 (2006)* 0,003
5 15_118 (1995) 211_13 (2006) 0,002
211_32 (2004) 0,000
212_8 (2006) 0,003
212_15 (2006) 0,002
21216 (2006) 0,003
20 M 20 2 (1998) 20_25 (2005) 0,000
25_24 (2004) 0,000
199 16 (2006)* 0,000
201_22 (2006) * 0,000
25 M 25 120 (1995) 201_26 (2006) * 0,005
201_52 (2006) * 0,003
201_53 (2006) * 0,002
204 22 (2004)* 0,000
28_1(2007) 0,003
28 3b 28C (1995) 283 (2005) 0,005

(%) Sequéncias obtidas de isolados contendo misturas artificiais (ver materiais e métodos).

Pela Tabela 5.3.1, é possivel verificar que as variacBes nucleotidicas durante o tempo
analisado, aproximadamente 10 anos, foram, no geral, minimas. Para cada haplotipo
descendente, a distancia genética para o haplétipo inicial foi dividida pelo niamero de
anos que decorreu entre a obtencdo dos dois haplétipos. A estimativa das taxas médias e
medianas de evolugdo foram de 2,8 X 10 e 2,7 X 10 substitui¢des nucleotidicas / ano,
respetivamente, com um desvio padrdo de 2,5 X 10 Assumindo uma distribuicéo
normal das estimativas, o intervalo de confianca de 95% est4 entre 1,9 X 10 e 3,7 X
10 substitui¢des nucleotidicas / ano.

Estas sequéncias foram posteriormente analisadas com o programa BEAST (resultados
ndo mostrados) e verificou-se que o intervalo do limite inferior do 95% HPD era muito
grande (comecava na ordem dos 1 X 10™°) apontando para a inexisténcia de sinal

temporal detetavel pelo método Bayesiano. Sendo assim, as sequéncias dos haplétipos



Estimativa da Taxa de Evolugdo de CTV .

descendentes dos isolados mantidos em estufa foram retiradas do conjunto de

sequéncias para as analises seguintes.

5.3.2 Reconstrucdo filogenética através de uma analise Bayesiana

A taxa de evolucdo e o tempo para 0 antepassado comum mais recente (TMRCA —
“Time to the most recent common ancestor’”) foram estimados através de uma andlise
Bayesiana. Para tal, foram reunidas 107 sequéncias do gene da CP, obtidas neste
trabalho e retiradas do GenBank (Tabela 5.3.2) obtidas em diferentes momentos ao
longo de 20 anos (entre 1990 e 2010). As sequéncias foram previamente analisadas para
detetar possiveis eventos de recombinacdo, sendo que nenhuma deu sinal de

recombinag&o.
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Tabela 5.3.2 - Origem geografica e data de isolamento das sequéncias do gene da CP usadas na analise

Bayesiana.
- Data de Origem Numero de Acesso

Haplotipo Isolamento Geografica GenBank
Q8 1 2003 Albania EU660916
Q8_3 2003 Albania EU660918
Q8 5 2003 Albania EU660917
59M_33 2003 Albania EU579396
F5 2004 Angola DQ660346
02 2004 Angola DQ660348
06 2004 Angola DQ660349
o7 2004 Angola DQ660350
P2 2004 Angola DQ660351
P9 2004 Angola DQ660352
Q4 2004 Angola DQ660353
Q8 2004 Angola DQ660354
Q14 2004 Angola DQ660355
BaraoB_4 2003 Brasil EU579363
BaraoB_6 2003 Brasil EU579362
1141 55 2003 Brasil EU579356
1141 59 2003 Brasil EU579358
PeralAC_31 2003 Brasil EU579354
B274* 1991 Col6mbia
399 38 2005 Croécia
440 4 2005 Croécia EU579415
440 6 2005 Croécia EU579416
440 10 2005 Croécia EU579417
443 4 2003 Croécia AY791844
446 7 2003 Croécia EU579424
L192GR 2010 Grécia HQ270182
M8GR 2009 Grécia HQ270183
CTVv1 2000 Grécia HQ270184
B165* 1991 india
CTV_B2 2007 india EU869297
CTV_B3 2007 india EU869298
CTV_B4 2007 india EU869299
CTV_B5 2007 india EU869300
K18 2010 india HM853684
2 93 1995 Ilha da Madeira AF184116
298 1995 Ilha da Madeira AF184117
8 1 1998 Ilha da Madeira
8 2 1998 Ilha da Madeira
8 3 1998 Ilha da Madeira
8 6 2005 Ilha da Madeira
13A 1995 Ilha da Madeira
13C 1995 Ilha da Madeira AF184113
13 117 1995 Ilha da Madeira
15 118 1995 Ilha da Madeira AY660009
15a 1995 Ilha da Madeira
71 1998 Ilha da Madeira
72 1998 Ilha da Madeira
8a 1997 Ilha da Madeira
73 1998 Ilha da Madeira
10c 2000 Ilha da Madeira
10e 2000 Ilha da Madeira
15¢ 1995 Ilha da Madeira
67i 1998 Ilha da Madeira
67J 1998 Ilha da Madeira
67N 1998 Ilha da Madeira
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Tabela 5.3.2 — cont.

Hapl6tipo Data de Origem NUmero de Acesso

Isolamento Geogréfica GenBank

AMJ31 2010 Malésia HM131219

398A 2000 Marrocos

398 2 2000 Marrocos EU579434

398 3 2000 Marrocos EU579433

398 4 2000 Marrocos EU579431

398 6 2000 Marrocos EU579432

P13 2003 Marrocos

MZ3 8 2003 Marrocos

MZ3 5 2003 Marrocos

108 2008 Paquistio HQ329188

109 2008 Paquistio HQ329189

135 2008 Paquisto HQ329191

142 2008 Paquistéo HQ329192

143 2008 Paquistéo HQ329193

146 2008 Paquistéo HQ329194

159 2008 Paquistéo HQ329195

160 2008 Paquistéo HQ329196

179 2008 Paquistéo HQ329197

183 2008 Paquistdo HQ329198

28_121 1995 Portugal

28C 1995 Portugal AF184118

34c 1995 Portugal

40d 1998 Portugal

399 5 2000 Portugal

QN_1 2005 Portugal

3220 42 2005 Portugal

225A 2000 Portugal

Trll a 1995 Ilha da Reunido AY660010

124 18 2006 Ilha da Reunido

65 2004 S. Tomé e Principe DQ660340

6 7 2004 S. Tomé e Principe DQ660341

15 8 2004 S. Tomé e Principe DQ660342

15 10 2004 S. Tomé e Principe DQ660343

15 11 2004 S. Tomé e Principe DQ660344

15 14 2004 S. Tomé e Principe DQ660345

B7* 1991 Africa do Sul

19 121 1995 Espanha AF184114

19a 1995 Espanha

19b 1995 Espanha

20 2 1998 Espanha EU579429

25_120 1995 Espanha AF184115

P2_5 2003 Espanha

P2_8 2003 Espanha

R1_2 2003 Espanha

SYR_A? 2008 Siria FN667582

T36 1990 EUA M76485

T3* 1991 EUA

T30 1991 EUA AF260651

CanThol 2007 Vietname FN811556

DongThap3 2007 Vietname FN811557

B249* 1991 Venezuela

065 17 2003 Venezuela EU579366

* Sequéncias gentilmente cedidas pelo Dr. C.L. Niblett. A data de isolamento podera variar de 1988 a
1991.
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De acordo com o software MEGAS, o modelo de substituicdo nucleotidica que melhor
se adequava ao conjunto de sequéncias foi o de Kimura 2 pardmetros (K80) com
distribuicdo gama seguido de vérios modelos derivados do modelo mais geral
Hasegawa-Kishino-Yano (HK85), que se encontrava em 7° lugar. Assim, os modelos
K80 e HK85 foram implementados em corridas com 50 milhdes de geracbes em varias
combinacBes de relégios moleculares, modelos demograficos e particdo de coddes,
apresentando-se na Tabela 5.3.3 os resultados obtidos com estes modelos ordenados de
acordo com o fator de Bayes (BF). Para as 5 primeiras combinac6es foram efetuadas
corridas adicionais de 50 milhGes de geracBes para combinar com as primeiras,
aumentando assim o tamanho efetivo da amostra para todos os parametros para valores
superiores a 200. A combinacdo que melhor se adequou ao conjunto de sequéncias foi a
implementada com duas parti¢des (1% + 22 posicdo de coddes e a 3? posicdo de coddes),
o modelo demografico “Bayesian skyline” com reldgio molecular relaxado modelado
por uma distribuicdo lognormal e o modelo de substituicdo nucleotidica K80 com 5
classes gama. Com esta combinacdo, a taxa média de evolucdo é de 1,58 X 10™
substituicdes nucleotidicas / ano (95% HPD: 1,73 X 10— 3,16 X 10™) e o TMRCA de
838 anos (95% HPD: 122 — 1450).
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Tabela 5.3.3 - Resumo dos resultados obtidos com os diversos modelos, classificados de acordo com os
valores de fator de Bayes.

Reldgio Mode!o_ Modglo_ d~e Classes Ln BE Taxa média (nt/ano) TMRCA (anos)
Molecular Demogréfico Substitui¢do Gama (95% HPD) (95% HPD)
Uneltn K K80 > O | s Xi0® Xslgc‘: X 10%) (1228-35450)
oneltn - HKss > | 90 s X i0® Xsl(l)s: X 10%) (1105-52274)
Uneltn > HKes b M ] s Xio° Xslg; X 10%) (1206-3;1413)

g | Uneith K K80 A s Xi0® Xslg; X 10%) (1156-6$675)
sloon [ o [ w0 [s [om e aman | wi

) %i UnclLN cs K80 R g 41’2; X 10 (1182?3409)

%E UnclLN cs HK85 5| 3920 | () ooe X 41’2;1 X 109 (1252?31 "

58 ,

g E UnclLN cs HK8S 4| 418 | g o 32 X 10%) (1262 ?113)
g | Stic SK K80 5| 1535 | 7oy 100 190x10% | (1903884
,.;‘ Strict SK HK85 5| 15520 | ¢ e i(llgé X 10 (1781%%‘15 "
& | strict SK HK85 4| 16220 | o) X106 205X 10 (1791‘_)023 )

St ©s K80 S B ) xio? Xslge; X 10%) (1602 ?5425)

Strict cs HK85 5| 18920 | (g g5y 100 Xglgg x10% | (16s. 450)

Strict cs HK85 41020 | N x31214 X 104 (1632?‘238)
UnclLN SK HK8S 5| 60420 | s i(zlgg X 10%) (1506_8f590)

o | Unei SK HK8S 4| 10320 | o oy xslgg X 109 (1196_15598)
% UnclLN cs HK85 5 | 7290 | (o) X 41’(;: X 10%) (1232??;16)

%E: UncILN cs HK85 4 | 10 | o X 412; X 10 (1152f1i07)

g? Strict SK HK85 4 | 83020 | o o i(zlg% X 10%) (1561?25;302)
| stio SK HK85 5| 83720 | ;g e x 2127 X 10 (1431(_’128631)
=1 stic cs HK85 4| 86820 | (g a5y i0t Xglg: x10% | (164 420

Strict cs HK85 5 | 8720 | gy o xglgg X 104 (1562?33 N

Abreviaturas: UnclLN: rel6gio molecular relaxado modelado por uma distribuicdo lognormal; Strict:
relégio molecular estrito; SK: “Bayesian skyline”; CS: tamanho constante; K80: Kimura 2 Parametros;
HK85: Hasegawa-Kishino-Yano; Classes Gama: nimero de classes gama; HPD 95%: valores minimos

e maximos de um intervalo de confianca de 95%; Ln BF: logaritmo natural do fator de Bayes.

Considerando a tabela de categorizacdo do fator de Bayes apresentada por Kass e
Raftery (1995), estes dados podem ser interpretados como havendo uma evidéncia
muito forte (2.Ln BF > 10) contra os modelos implementados com uma Unica particdo
ou com reldgio molecular estrito e uma forte evidéncia (10 > 2.Ln BF > 6) contra o
modelo demogréafico de tamanho constante. H4 também uma evidéncia positiva (6 >

2.Ln BF > 2) que favorece os modelos implementados com 5 classes gama em relagao
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aos implementados com 4 classes. No entanto, a diferenca para a segunda melhor
combinacdo, implementada com o modelo de substituicdo nucleotidica HK85 em vez de
K80, ndo é significativamente diferente. As taxas médias de ambas as estimativas
diferem em menos de 2%. Apesar de existir uma incerteza na data de obtencdo das
sequéncias de 5 dos haplétipos (Tabela 5.3.2), as estimativas nao foram alteradas, como
confirmado ap06s a repeticdo das corridas MCMC.

De modo a obter uma estimativa livre dos efeitos de selecdo negativa que atuam sobre o
gene da CP, foi estimada a taxa de evolucao das substitui¢cbes sinénimas através da taxa
de substituicdo da particdo que constitui o 3° nucledtido em cada coddo. A relacédo entre
a taxa evolutiva de cada particdo e a taxa de evolugdo global foi dada pelo parametro
“mu” no software BEAST. Neste caso, esse valor foi 1,859 com um intervalo de
confianca de 95% entre 1,700 e 2,028, o que implica uma taxa de evolucdo das
substituicdes sinénimas de 2,94 X 10™ substituicdes nucleotidicas / ano (95% HPD:
2,69 — 3,20 X 10 substituicBes nucleotidicas / ano).

5.3.3 Avaliacdo da Estrutura Temporal

A validade dos resultados acima descritos € garantida apenas se for possivel mostrar que
a taxa de evolucdo estimada é o resultado de um sinal temporal contido no conjunto de
sequéncias e ndo um resultado de alteracfes nucleotidicas aleatdrias devido aos métodos
usados na sua obtencdo. Para avaliar esta questdo, a taxa de evolucdo do conjunto de
dados reais foi comparada com taxas obtidas a partir de 5 conjuntos de dados aleatorios,
nos quais a data de isolamento de cada sequéncia foi aleatoriamente trocada pelas datas
das outras sequéncias do conjunto, como descrito em Ramsden et al. (2009) e em Duffy
e Holmes (2009). As taxas de evolucdo para os conjuntos de dados aleatorios foram
estimadas usando as mesmas condi¢cdes que para o modelo mais adequado para o
conjunto de dados reais. Como ja referido anteriormente, a inexisténcia de estrutura
temporal de um conjunto de dados € denunciada por taxas de evolucdo que se
aproximam de zero. Na Figura 5.3.1 é confirmada a perda de estrutura temporal nos
conjuntos de dados aleatérios devido a maior extensdo da parte inferior do limite de
confianca de 95%, com valores de 2,3 X 107 até 8,0 X 10°°. Por outro lado, evidéncia
de estrutura temporal no conjunto de dados reais deve aparecer como uma diferenca
significativa entre as taxas médias dos conjuntos de dados reais e aleatérios. Apesar de
haver uma sobreposicao parcial dos limites inferiores de confianga a 95%, a taxa média

do conjunto de dados reais (1,58 X 10 substituicBes nucleotidicas / ano) encontra-se
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fora dos limites superiores de confianca de 95% dos 5 conjuntos de dados aleatdrios que
sdo de 1,38; 1,35; 1,46; 1,36 e 0,84 X 10™ substituicdes nucleotidicas / ano,
respetivamente. De acordo com Duffy e Holmes (2009) e Pagan et al. (2010), este

resultado é considerado uma evidéncia significativa da existéncia de estrutura temporal.
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Figura 5.3.1 — Taxas medias de substituicdo e intervalos de confianca a 95% estimados para o conjunto
de dados reais (@) e aleatorios (x) usando as mesmas condi¢des das corridas MCMC. Gréfico A, limites
superiores do 95% HPD em escala linear. Grafico B, limites inferiores do 95% HPD em escala
logaritmica.

5.3.4 Reconstrucdo Filogenética

Na Figura 5.3.2 encontra-se representada a arvore filogenética obtida para o modelo
evolutivo que mais se adequa ao conjunto de sequéncias. Como se pode verificar, a
topologia da arvore revela a existéncia de 7 grupos filogenéticos claramente definidos
tal como descrito por Nolasco et al. (2009). Verifica-se uma separacdo de dois ramos
principais desde a raiz, um deles dando origem aos grupos 1,2 e M e outro aos grupos
3a, 3b, 4 e 5. A Figura 5.3.2 mostra que a diversificacdo dentro de cada grupo
filogenético comegou nos Gltimos 100 — 300 anos, exceto para 0s grupos 1 e M cuja

individualizag&o surge mais recentemente.
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Figura 5.3.2 - Arvore filogenética inferida a partir de sequéncias do gene da CP de 107 haplétipos de
CTV coletadas entre 1990 e 2010 sob o modelo evolutivo com o valor de fator de Bayes mais elevado. A
escala de tempo em anos esta representada na parte inferior. Para os nodos principais estdo indicados o
intervalo de tempo com 95% HPD (entre paréntesis) e a probabilidade nos casos em que é acima de 0,85.
Estdo também indicados os sete grupos filogenéticos.

5.4 DISCUSSAO

5.4.1 Existéncia de Estrutura temporal no conjunto de dados

Sdo varias as causas que podem contribuir para a perda de sinal temporal no conjunto de
sequéncias. Como indicado anteriormente, os resultados diretamente obtidos dos
isolados mantidos em estufa ndo mostraram ter estrutura temporal. Isto pode dever-se ao
namero limitado de isolados, ao curto intervalo de tempo decorrido (aproximadamente
10 anos) e condicdes artificias de selecao das variantes virais. Outras causas que podem
explicar o desaparecimento de estrutura temporal podem incluir o uso inapropriado de
condigdes a priori (Duffy e Holmes, 2009) ou eventos de recombinagdo que possam
passar despercebidos (Lefeuvre et al., 2011). Além disso, os erros aleatorios derivados
da reacdo de transcricdo reversa, da reacdo de PCR e da sequenciacdo também podem
contribuir para a auséncia de estrutura temporal. Estes fatores podem ser muito dificeis

de controlar, especialmente se as sequéncias forem obtidas em diferentes condigdes
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como as obtidas do GenBank, como grande parte das sequéncias analisadas neste
trabalho. Segundo Firth et al. (2010), estes fatores podem ser decisivos para a perda de
sinal temporal se as sequéncias forem obtidas num curto intervalo de tempo e se a taxa
de evolucéo for baixa.

Neste trabalho, em vez de se avaliar o efeito de cada fator individualmente, foi
verificada a existéncia de estrutura temporal no conjunto de sequéncias comparando 0s
resultados obtidos com os dos conjuntos de dados aleatorios, nos quais ndo existe
estrutura temporal, como sugerido por Ramsden et al. (2009) e Duffy e Holmes (2009).
Como demonstrado na secgdo dos resultados, foi encontrada uma evidéncia significativa
de estrutura temporal para as 107 sequéncias objeto da anélise Bayesiana de acordo com
os critérios definidos por Duffy e Holmes (2009) e Pagan et al. (2010).

5.4.2 Estimativas da taxa de evolucdo de CTV

Estudos anteriores mostraram que isolados de CTV geograficamente separados ha
décadas revelaram sequéncias praticamente idénticas. Estas conclusdes foram obtidas
por Albiach-Marti et al. (2000b) e Lbida et al. (2004) através de compara¢des casuais
entre hapl6tipos dos grupos M e 5, respetivamente. Neste trabalho, foi estudada a
variacdo nucledtidica das sequéncias de haplétipos descendentes de isolados mais
antigos, mantidos no mesmo hospedeiro ou presentes em misturas artificiais. Além de
haplo6tipos dos grupos 5 e M, foram também incluidos haplétipos dos grupos 3a e 3b.
Este estudo permitiu obter uma estimativa direta da taxa de evolugdo média de 2,8 X 10
* substituicdes nucleotidicas / ano. No entanto, quando estas sequéncias foram
submetidas a analise Bayesiana verificou-se a inexisténcia de estrutura temporal. Além
das razdes acima discutidas, a auséncia de sinal temporal pode ser explicado pelas
limitacGes do ensaio; os haplotipos descendentes ndo estiveram sujeitos a efeitos de
estrangulamento genético (“bottlenecks”) provocados pela transmissdo por afideos
(Nolasco et al., 2008) e pode ndo ser tempo suficiente para eliminar mutagdes letais
através de selecdo negativa. Weng et al. (2010) tiveram uma abordagem diferente na
estimativa direta da taxa de evolugdo. Estes autores analisaram, um a seis anos mais
tarde, as sequéncias de haplétipos descendentes de um clone infecioso de CTV e
estimaram uma taxa entre 4 X 10° e 8 X 10 substituicdes nucleotidicas / ano. No
entanto, estes valores parecem ser muito baixos para um periodo tdo curto de
amostragem e, por outro lado, aqueles autores também néo investigaram a existéncia de

estrutura temporal no seu conjunto de dados.
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Para ultrapassar as limitacbes da estimativa direta, a taxa de evolucdo de CTV foi
estimada através de uma andlise Bayesiana, na qual foram usadas 107 sequéncias de
haplétipos de CTV coletadas entre 1990 e 2010.

Como se verificou (Tabela 5.3.3), foi obtida uma forte evidéncia favorecendo duas
parti¢des, um reldgio molecular relaxado e um modelo demografico “Bayesian skyline”
em relacdo a uma particdo, um relégio molecular estrito e tamanho de populagdo
constante. O efeito do modelo de substituicdo nucleotidico, entre K80 e HK85, foi
pequeno. A taxa média de evolucdo estimada sob o melhor modelo (K80) foi de 1,58 X
10™ substituicdes nucleotidicas / ano. Os limites inferior e superior do intervalo de
confianca a 95% estendem-se para menos de uma ordem de magnitude em cada direcéo,
0 que pode ser considerado uma distribuicdo estreita (Firth et al., 2010), isto €, uma boa
estimativa.

Comparando com a estimativa direta obtida a partir da descendéncia de um clone
infecioso de CTV (Weng et al., 2010), verifica-se que o limite inferior do intervalo de
confianca de 95% sobrepbe-se completamente ao intervalo dessa estimativa. Além
disso, o limite superior do intervalo de confianca de 95% da estimativa Bayesiana
sobrepde-se ao valor da estimativa direta obtida neste trabalho. Deste modo, o valor da
taxa de evolucdo obtido na andlise Bayesiana ndo pode ser considerado
significativamente diferente dos obtidos pelas estimativas diretas. No entanto, &€ menor
guando comparado com o0s poucos resultados referentes a estimativa da taxa de

evolucdo de virus de plantas (Gibbs et al., 2010).

5.4.3 Comparacdo com taxas de evolucdo de outros virus de RNA

As proteinas da capside dos virus transmitidos por afideos estdo sujeitas a uma elevada
pressdo de selecdo negativa (Chare e Holmes, 2004), um facto que ja foi referido para o
CTV (Rubio et al., 2001) e como ficou demonstrado no capitulo 4. Para efetuar uma
comparacdo imparcial com taxas de evolucdo de outros virus de RNA,
independentemente das restricdes que possam atuar ao nivel da proteina, Jenkins et al.
(2002) e Hanada et al. (2004), consideraram as taxas de evolugdo das substitui¢es
sindnimas. Neste trabalho, a estimativa da taxa de evolugdo das substitui¢cdes sindGnimas
para CTV foi de 2,94 X 10 substituicdes nucleotidicas / ano. Considerando as taxas
obtidas para virus de animais referidas em Jenkins et al. (2002) e Hanada et al. (2004),
depois de eliminados 0s casos em que essa taxa ndo era significativamente diferente de

zero, e considerando também o valor obtido para o Unico virus de plantas para o qual
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esta taxa foi estimada (Rice yellow mottle virus, Fargette et al., 2008), foram reunidas
88 taxas de evolucdo de substituicdes sinénimas que se encontram entre 5,2 X 10° e 6,2
X 107 substituicBes nucleotidicas / ano. Tendo em conta este intervalo, a taxa obtida
para CTV encontra-se no 10° percentil (varia entre 0 9° e 0 11° se se considerar 0 95%
HPD) a contar das taxas mais baixas, embutida entre os virus de RNA de animais mais
lentos. Por seu lado, o Unico virus de plantas para o qual ha dados comparaveis, Rice
yellow mottle virus (Fargette et al., 2008), encontra-se no percentil 32. Deste modo, é
possivel afirmar que apesar de CTV ter uma taxa de evolucdo baixa, esta ndo é excecao
quando comparada com outros virus de RNA, ao contrario do que era sugerido por
Weng et al. (2010).

5.4.4 Mecanismos que possam explicar a taxa de evolucédo baixa

Existe uma fraca correlacdo negativa entre o tamanho do genoma de virus de RNA e as
taxas de evolugéo (Jenkins et al., 2002) ou de mutacdo (Sanjuan et al., 2010). Sendo
assim, a baixa taxa de evolucdo de CTV encontrada neste trabalho ndo é surpreendente,
uma vez que CTV tem um genoma de 19,3 Kbp, que é um dos maiores genomas de
RNA de cadeia simples além dos genomas de Coronaviridae e Roniviridae que variam
entre 26 Kbp e 32 Kbp.

Os coronavirus codificam para uma exorribonuclease 3’-5’ com atividade corretora de
erros durante a replicacdo do genoma (Eckerle et al., 2010), que podera compensar a
elevada probabilidade de incorporacdo de erros devido ao tamanho do genoma
(Gorbalenya et al., 2006). Homdélogos desta exorribonuclease ja foram descritos na
familia Roniviridae (Gorbalenya et al., 2006). Apesar dos closterovirus partilharem
alguns aspetos, relativamente a organizacdo e replicacdo do genoma, com o0s
coronavirus (Dolja et al., 2006), nenhum dos motivos conservados caracteristicos desta
familia de exonucleases (Eckerle et al., 2010) foi encontrado a partir da traducéo in
silico do genoma de CTV (resultados ndo mostrados). Sendo assim, as taxas de erro que
podem ocorrer durante a replicacdo de CTV deverao ser compensadas de outra maneira.
Drake e Holland (1999), referindo-se a virus de animais, consideraram que as diferencas
na frequéncia de replicacdo deveriam ser a principal fonte de variacdo das taxas de
evolugdo sindnimas. Numa reviséo acerca da evolugdo do Wheat streak mosaic virus,
French e Stenger (2003) propuseram que, para virus de plantas para os quais ainda ndo
foi encontrada uma exonuclease corretora de erros, a melhor estratégia de replicacéo

seria uma replicacdo lenta e linear (“stamping machine model”), em que a cadeia
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negativa é usada como molde para a sintese da maioria das cadeias da descendéncia
(isto é, ao contrario da replicagdo exponencial, em que também as cadeias positivas sdo
usadas como molde de novas cadeias negativas). No caso do CTV, a proporgéo entre
cadeias positivas e negativas encontra-se entre 10:1 e 50:1 (NavasCastillo et al., 1997;
Satyanarayana et al., 2002) trés a quatro dias ap0s infecdo. Estes valores sugerem que a
replicacdo, nesta fase, € linear em vez de exponencial (neste caso a proporcao seria de
1:1 (Baltimore et al., 1966). A proporcdo entre cadeias positivas e negativas é
controlada pela proteina p23 (Satyanarayana et al., 2002), uma proteina que esta
presente no inicio da infecdo (NavasCastillo et al., 1997) e que também esta envolvida
na supressdo intracelular do silenciamento genético pds-transcripcional (Lu et al.,
2004). Deste modo, ao reduzir a quantidade relativa de cadeias negativas, a p23 impede
0 virus de se replicar de forma exponencial, minimizando assim os erros de replicacéo.
Uma taxa de evolucdo baixa também pode estar relacionada com fatores relacionados
com o hospedeiro. A restricdo da infecdo as células do floema resulta numa carga viral
leve que contribui para um nimero efetivo de particulas baixo. Além disso, a deficiente
capacidade de movimento célula a célula limita a capacidade de colonizacdo do virus ao
movimento sistémico (Folimonova et al., 2008), o que pode originar efeitos de
“bottleneck” (Li e Roossinck, 2004; Sacristan et al., 2003). Formella et al. (2000) ao
estudar Borna disease virus mostraram que a superinfecdo de células por variantes
geneticamente semelhantes levava a eliminacdo da segunda variante, mantendo assim a
estabilidade viral. Recentemente, Folimonova et al. (2010) demonstraram este tipo de
exclusdo por superinfecdo em infecdes com CTV e sugeriram que este mecanismo
poderd moldar a evolugdo de CTV por eliminar variantes geneticamente semelhantes
resultantes dos erros de replicacéo.

No geral, estes dados sugerem que a baixa taxa de evolucdo do CTV € mantida através
de mecanismos que operam em diversos niveis e que ndo sdo diferentes do que tem sido

encontrado em outros virus RNA.

5.4.5 A historia da citricultura e a evolucdo de CTV

A maioria das espécies e hibridos do género citrus e outros géneros da familia Rutaceae
sdo suscetiveis de infecdo pelo CTV, sendo geralmente aceite uma coevolucdo entre o
virus e os hospedeiros no sudeste asiatico (Bar-Joseph et al., 1989). Tem também sido
aceite que no passado a propagacdo de citrinos era apenas efetuada na forma de

sementes. Sendo que o CTV ndo é transmitido por sementes, podera supor-se que, antes
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do inicio da citricultura moderna, a transmissao do virus era feita por afideos (Moreno
et al., 2008). No entanto, torna-se dificil explicar e perceber como ocorreu a
disseminacdo a longa distancia no passado, visto que os afideos estdo associados a
transmissoes locais.

Por outro lado, um relato de 1936 acerca da citricultura no sul da China (Condit et al.,
1936) refere que a propagacao por sementes era apenas utilizada para alguns tipos de
citrinos. Em vez disso, a alporquia (método que consiste em estimular o crescimento de
raizes nos ramos de uma planta adulta) era amplamente utilizado para obter porta-
enxertos e que a enxertia de encosto (“inarching”) foi usada durante séculos para a
propagacao de citrinos. Deste modo, é concebivel que, antes das relagdes comerciais
terem sido estabelecidas com a Europa, o CTV tenha sido disseminado por todo o
sudeste asiatico e ilhas do Oceano Indico atraves de material de propagacao vegetativa.
O estabelecimento das rotas de comércio maritimo entre a Europa e a Africa Oriental e
Asia levou a introduc&o de laranjeira doce e outros tipos de citrinos na Europa acerca de
400 — 500 anos, seguindo-se uma rapida disseminacgdo de citrinos na América. A falta
do dominio de praticas adequadas no cultivo de citrinos ou as longas viagens por mar
podem ter favorecido o uso de sementes como o material de propagacdo predominante,
resultando num atraso da entrada de CTV no Mediterrdneo e provavelmente nas
Américas e Australia até metade do século X1X. Durante este periodo, ja havia ocorrido
uma importante separacdo (95% HPD: 122 — 1450 anos) entre os dois ramos que
levaram aos grupos 1,2 e M e aos grupos 3a, 3b, 4 e 5. E provavel que anteriormente ja
tivesse ocorrido um grau ainda maior de diferenciacdo, pois had evidéncias de que
variantes do grupo M ja existiam individualizadas como grupo ha 100 anos (Albiach-
Marti et al., 2000b) e que o grupo 5 existia ha 80 anos (Lbida et al., 2004). Evidéncias
indiretas para uma maior especiacdo vém também a partir da introducdo generalizada de
laranja azeda como porta-enxerto na segunda metade do século 19 em consequéncia da
podriddo radicular provocada por Phytophthora (Webber, 1967). Os isolados dos
grupos 1 e 3a provocam um declinio rapido seguido de morte das arvores enxertadas
neste porta-enxerto e, deste modo é dificil compreender como é que estes grupos se
puderam diferenciar ap6s a introducdo da laranja azeda. Por outro lado, antes da
introducdo da laranja azeda, a sintomatologia induzida por todos os grupos de CTV
deveria ser essencialmente ligeira e, portanto, ndo atuava como fator de sele¢éo negativa

por parte dos agricultores.
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O uso da enxertia para a propagacao de citrinos comecou na primeira metade do século
XIX (Webber, 1967), sendo que a partir da segunda metade deste século j& era 0 método
de propagacgéo predominante. O transporte de material de propagacao vegetativa a longa
distancia acompanhou esta tendéncia resultando numa disseminacdo de CTV a nivel
mundial. A diferenciacdo dos grupos filogenéticos e a baixa taxa de evolucdo antes da
disseminacdo mundial de CTV permitem explicar o porqué da populagéo atual de CTV
ser panmitica.

E curioso observar que a separacdo dos ramos principais desde a raiz ocorre entre dois
grandes conjuntos de grupos: um constituido por isolados que provocam “Stem Pitting”
em laranjeira doce e toranja (grupos 3a, 3b, 4 e 5), que no esquema proposto por Hilf et
al. (2005) correspondem aos grupos VT e T3; e outro constituido por isolados dos
grupos 1, 2 e M que, se ndo estiverem enxertados em laranjeira azeda, ndo provocam
sintomas nestes hospedeiros e que correspondem aos grupos T30 e T36 na terminologia
definida por Hilf. No entanto, as razfes para esta separacéo sao ainda desconhecidas.

No geral, este estudo demonstrou que os isolados de CTV mantém uma elevada
estabilidade genética ao longo do tempo e que estes resultados poderdo ser usados no

desenvolvimento de medidas de controlo.
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6.1 INTRODUCAO

Portugal tem grandes tradi¢Ges na pratica da citricultura. Estima-se que a area ocupada
por esta cultura é de 26200 hectares, sendo que cerca de 70% se localizam no Algarve,
fazendo desta regido a maior e principal produtora de citrinos em Portugal (Anonimo,
2007). O primeiro foco de infecdo pelo CTV registado em Portugal foi no ano de 1988
em plantas certificadas vindas de Espanha (Nolasco, 2009). Portugal tem em relagéo ao
CTV, o estatuto EPPO (Organizacdo Europeia e Mediterranica para a Protecdo das
Plantas) de zona protegida, 0 que implica a execucdo de rastreios periddicos e a
eliminagdo num curto periodo dos focos detetados. No entanto, a continua importacdo
ilegal de material de propagacdo infetado levou a disseminacdo de CTV por todo o
territério nacional. A presenca de CTV, juntamente com a presenca do seu mais
eficiente vetor (T. citricida) na regido noroeste de Portugal Continental (llharco et al.,
2005; Nolasco et al., 2008) pode provocar enormes prejuizos econémicos, ndo s6 em
Portugal mas em todos os paises do mediterraneo, como aconteceu na Argentina ou no
Brasil na década de 1930 (Moreno et al., 2008).

Véarios métodos seroldgicos e moleculares foram desenvolvidos para detetar CTV
(Niblett et al., 2000). No entanto, para permitir tomar medidas de controlo da doenca, é
necessario ndo sO detetar mas também caracterizar os isolados existentes. O método de
tipificacdo por PCR assimétrico-ELISA (APET) desenvolvido por Nolasco et al. (2009)
permite efetuar uma caracterizacdo bastante eficiente, como demonstrado no capitulo 2.

Rastreios efetuados em cooperagdo com o0s servicos de agricultura permitiram
diagnosticar e caracterizar plantas infetadas recolhidas em pomares de todo o pais. Até
2000, a maioria dos isolados que se encontravam no campo eram considerados suaves.
Infelizmente, a intensidade de rastreios efetuados nos ualtimos anos foi reduzida,
impossibilitando assim de seguir adequadamente a distribuicdo do virus em Portugal
Continental. Sendo assim, neste trabalho efetuou-se a caracterizacdo de isolados de
CTV obtidos de diversos locais de Portugal Continental de modo a atualizar o

conhecimento da situacéo no pais.
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6.2 MATERIAISE METODOS

6.2.1 Material Vegetal

Entre 2009 e 2011 os servicos regionais de agricultura efetuaram rastreios em diferentes
pomares em varios locais do Algarve e na regido de Coimbra, durante os quais foram
recolhidas diversas amostras de material vegetal. Os servicos regionais de agricultura
analisaram por ELISA essas amostras, entregando no nosso laboratorio apenas as
amostras positivas (72 amostras) para posteriores ensaios moleculares e para identificar
os isolados de CTV presentes nestas amostras. Estas amostras abrangem vaérias
localidades nomeadamente, Coimbra, Lagoa, Silves, Alcantarilha, Patacdo, Bela Salema
(Faro), Tavira e Vila Real de Santo Antonio.

Em 2010, a equipa do laboratério também recolheu amostras, sendo que a colheita de
material vegetal foi feita de forma aleatéria em varios pomares na zona de Santa
Catarina. Foram recolhidas 272 amostras.

No total, entre as amostras recolhidas pela equipa do laboratério e as entregues pela

direcdo regional de agricultura, foram analisadas 344 amostras (Tabela 6.2.1).
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Tabela 6.2.1 - Origem e ano de recolha das diversas amostras usadas neste estudo.
Ano de Recolha Origem Amostras
CTV DN
CTV79
Coimbra CTVv84
AM N°35
AM N°44
2009 Bela Salema BS3 a BS5
Tavira CET6,7,8,9,10,14,15
Vila Real Santo Anténio  VRS19 a VRS21
Patacdo Pata22,23,26,38,39
6.42,6.43,6.48,6.49
7.52,7.53,7.58,7.59
11al14
2.1a220
3.1a3.24
41a4.32
5.1a5.30
2010 Santa Catarina* QM1 aQM63
2pl a2p24
2Bl a2B8
2E1 a 2E25
2A1 a 2A10
X1 a X22
Lagoa 11-1
2011 Silves 11-2
Patacdo 11-3a11-40
*As amostras recolhidas em Santa Catarina séo obtidas de diferentes pomares relativamente proximos uns
dos outros. Cada numero indica um pomar diferente. As amostras que comegam com o numero 2, QM e
X sdo todos de pomares do mesmo local.

Alcantarilha

6.2.2 Detegdo de CTV por “Immuno-Tissue Printing”

A presenca de CTV nos tecidos das 272 amostras recolhidas pela equipa do laboratério
foi primeiramente diagnosticada por “Immuno-Tissue Printing”. O antigene foi
imobilizado pressionando cuidadosamente seccBes de caule em membranas de
nitrocelulose de 0,2 um (BioRad, EUA). As membranas foram blogueadas com uma
solucdo de BSA 1% em PBS 1x durante 2 h a temperatura ambiente. Seguidamente, as
impressdes foram incubadas com uma solugdo contendo o anticorpo SP7 anti-CTV (1
mg/ml) (Sequeira e Nolasco, 2002) e o anticorpo anticoelho conjugado com a fosfatase
alcalina (Sigma), diluidos 1:500 e 1:1000, respetivamente em PBS 1x. Incubaram-se as
impressGes durante 2 h a temperatura ambiente. Seguidamente, lavaram-se as
membranas 2 vezes com TBS-Tween e adicionou-se o substrato NBT/BCIP deixando
decorrer a hidrélise durante um intervalo de 10 min, até ao aparecimento de uma cor
parpura na zona do floema das amostras infetadas. Finalmente, interrompeu-se a reagdo

com agua destilada.
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6.2.3 IC/RT-PCR

As amostras positivas por “Immuno-Tissue Printing” ou provenientes dos servicos de
agricultura foram, posteriormente, analisadas por imunocaptura seguida de transcrigdo
reversa e amplificacdo num sé passo (IC/RT-PCR). As amostras positivas resultantes
desta analise foram posteriormente caracterizadas por PCR assimétrico-ELISA como
descrito por Nolasco et al. (2009).

Foram preparados extratos de todas as amostras. Para tal, pedacos de casca do caule
foram macerados com tampao de extracdo (PBS contendo 2% PVP-40 e 0,05% Tween
20) na proporcao de 1/10 a 1/20 (p/v) adicionando carborundum. Os extratos foram
clarificados por centrifugacdo a 5000 g durante 5 mine a 4 °C.

A amplificacdo do gene da proteina da cépside (CP) foi efetuada através de IC/RT-PCR,
usando num s& passo transcricdo reversa e amplificacdo baseada em métodos
previamente descritos (Nolasco et al., 1993). A imunocaptura foi realizada com o
anticorpo policlonal anti-CTV (SP7) (Sequeira e Nolasco, 2002), seguida por
transcricdo reversa e amplificacdo (RT-PCR) do gene da CP. Os “primers” usados na
amplificacdo do gene da CP completo (673bp) foram os “primers” CTV1 (“Forward”:
5’-ATGGACGACGAAACAAAGAA-3%) e CTV10 (“Reverse”: 5’-
ATCAACGTGTGTTGAATTTCC-3") descritos por Sequeira e Nolasco (2002). As
reacOes de amplificacdo foram feitas num volume final de 50 uL contendo 2,5 mM de
MgCl, (Fermentas), 200 uM de cada dNTP, 0,2 uM de cada um dos “primers” e 1 U
Tag DNA polymerase (Fermentas) e respetivo tampdo. Os ciclos de temperatura
aplicados foram os seguintes: 94 °C durante 2 min, seguido de 30 ciclos de 92 °C
durante 30 s, 52 °C durante 30 s e 72 °C durante 30 s, com uma incubacéo final de 72 °C

durante 5 min.

6.2.4 Tipificacdo por PCR assimétrico-ELISA (APET)

O método APET esta descrito de forma detalhada por Nolasco et al. (2009) e no
capitulo 2. Resumidamente, um microlitro resultante do ensaio de IC/RT-PCR foi usado
nas reacdes de PCR assimétrico. Nesta reacdo a quantidade de um dos “primers” e 10
vezes superior a do outro, o que origina uma grande quantidade de cadeias simples.
Além disso, os produtos PCR sdo marcados com digoxigenina permitindo a ligacdo a
um conjunto de sondas de hibridacdo biotiniladas (ver a sequéncia e localizacdo das
sondas no capitulo 2) que revestem os pogos de uma microplaca de ELISA. Os produtos

hibridizados sdo quantificados através de um ensaio ELISA usando um anticorpo anti-
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Dig conjugado com fosfatase alcalina. A analise dos resultados é feita em duas etapas

usando o software CalcType desenvolvido e explicado por Nolasco et al. (2009).

6.2.5 Clonagem, Analise por SSCP e Sequenciacao

Estes procedimentos foram aplicados para comprovar alguns resultados obtidos por
APET. Para tal, os produtos PCR resultantes da reacdo de IC/RT-PCR foram clonados
no vetor pTZ57R/T (Fermentas, ref. K1214) pelo sistema “TA Cloning”. Seguidamente,
os clones resultantes foram analisados por SSCP e os haplétipos representativos de cada

padrdo de SSCP foram selecionados e sequenciados.

6.2.6 Analise das Sequéncias Nucleotidicas

A sequéncia nucleotidica dos haplotipos selecionados foi determinada em ambas as
direcBes tendo sido realizada no Centro de Ciéncias do Mar na Universidade do
Algarve. A andlise e o alinhamento das sequéncias foram efetuados com o software
Geneious (Drummond et al., 2011). De modo a determinar possiveis sequéncias
recombinantes, foram usados os programas RDP3 (Martin et al., 2010), que incorpora
diversos algoritmos de detecdo de recombinacdo, e o programa GARD (Pond et al.,
2006) disponivel no servidor Datamonkey.

Sequéncias do gene da CP obtidas no ambito dos trabalhos do capitulo 4 (Q3, 440, 206,
199 e 201(25)) e sequéncias do gene da CP de isolados de CTV retiradas do GenBank
(T36 - NC001661, Qaha - AY340974, NUagA - AB046398, SY568 - AF001623,
T318A - DQ151548, VT - U56902, T30 - AF260651 e T385 - Y18420) foram usadas
para comparacdo. As analises filogenéticas foram efetuadas com o software MEGA 5,
com o qual se construiram arvores filogenéticas através do método “Neighbour-Joining”

deduzido a partir da matriz de distancias obtidas pelo modelo de “Kimura 2 parameters”

6.3 RESULTADOS

6.3.1 Amostras infetadas por CTV

As amostras recolhidas em Santa Catarina em 2010 foram primeiramente analisadas por
“Immuno-Tissue Printing” para selecionar as infetadas. Foram feitas 3 impressdes por
isolado (Figura 6.3.1a). Apesar de para algumas amostras, por exemplo 2pl7, 2p21 e

2B4, ser perfeitamente visivel um conjunto de aglomerados de cor purpura na zona do
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floema, sinal da presenca de CTV, para outras, o resultado era duvidoso, como as
amostras 2p7 ou 2p9. Deste modo, foi necessario comprovar alguns resultados obtidos
por esta técnica por IC/RT-PCR (Figura 6.3.1b). Sendo assim, foram preparados
extratos das amostras que deram quer um sinal positivo quer um sinal duvidoso por

“Immuno-Tissue Printing” para serem analisados por IC/RT-PCR.

.
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Figura 6.3.1 - a) Resultados de “Immuno-Tissue Printing” de algumas amostras obtidas em S. Catarina
em 2010. E possivel verificar a presenca de imunoprecipitados na area vascular das secgées imprimidas
do caule em algumas das amostras. b) Confirmagdo dos resultados de “Immuno-Tissue Printing” por
IC/RT-PCR por andlise electroforética em gel de agarose a 1%. As amostras 2B1, 2B4, 2p14, 2p15, 2p17
e 2p21 mostram um sinal de amplificacdo com aproximadamente 673bp, correspondente ao gene da CP.
C- € o resultado da amplificacdo dum extrato obtido duma planta que se sabia a priori ser negativa e C-
Mix € o controlo negativo da reagdo de PCR (sem extrato).

O resultado das reacbes de IC/RT-PCR estdo visiveis na Figura 6.3.1b. E possivel
verificar que as amostras que apresentavam aglomerados de cor plrpura na zona do

floema originaram um produto de amplificacio de aproximadamente 673bp,
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correspondente ao gene da proteina da capside, o que confirma a presenca de CTV.
Estas amostras séo 2B1, 2B4, 2p14, 2p15, 2pl7 e 2p21. Por seu lado, as amostras com
resultados duvidosos por “Immuno-Tissue Printing” deram sinal negativo na reagao de
IC/RT-PCR, 0 que indica que estas amostras ndo estdo infetadas com CTV.

Na Figura 6.3.1 estdo apenas representadas 30 amostras. No entanto, para as 272
amostras recolhidas em Santa Catarina em 2010 o procedimento foi 0 mesmo, isto é, as
amostras positivas ou duvidosas por “Immuno-Tissue Printing” foram posteriormente
analisadas por IC/RT-PCR. No final, das 272 amostras recolhidas neste local 18
mostraram sinal de infecdo por CTV. Estas sdo todas do mesmo pomar e contem as
amostras que comegam com 0 numero 2, QM e X (Tabela 6.2.1). Todas as amostras
recolhidas nos outros locais eram negativas. Estas 18 amostras foram, posteriormente,
tipificadas por APET.

As amostras fornecidas pelos servigos regionais de agricultura tinham sido previamente
analisadas por ELISA, sendo positivas para 0 CTV. Contudo ao fazer-se a amplificagéo
inicial por IC/RT-PCR verificou-se que ndo era possivel amplificar o gene da CP de
todas as amostras. No total, das 72 amostras apenas foi possivel amplificar 56 (Figura

6.3.2). Estas amostras foram posteriormente tipificadas APET.
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MW 11.37 11.38 11.39 11.40 BS BS BS C+ T.ext. C- MW
Mix

3 4 5

Figura 6.3.2 - Resultados de IC/RT-PCR por analise electroforética em gel de agarose a 1% dos extratos
obtidos de algumas plantas fornecidas pelos servicos de agricultura. A origem das amostras encontra-se
na Tabela 6.2.1. C+ corresponde & amplificagdo de um extrato antigo obtido de uma planta infetada, T.Ext
€ um controlo para verificar se hd alguma contaminacgéo no tamp&o usado na preparagdo dos extratos e C-
Mix é o controlo negativo da reagdo de PCR (sem extrato).

6.3.2 Tipificacdo por APET

Apos a selecdo das amostras positivas obtidas nos diferentes locais de recolha, foi
efetuada a caracterizagdo das mesmas por APET. Os resultados da tipificacdo para
alguns dos isolados obtidos encontram-se na Tabela 6.3.1.

A quase totalidade das amostras contem unicamente haplétipos pertencentes ao grupo
M. No entanto, houve trés excecOes: as amostras 2E8 e 2E13 recolhidas em Santa
Catarina em 2010, que sdo constituidas por hapl6tipos pertencentes aos grupos 2 e 3b,
respetivamente e a amostra CTV DN recolhida em Coimbra em 2009 que pertence ao
grupo 3a.

Verificou-se também que duas das amostras recolhidas no Patacdo, uma recolhida em
2009 (Pata39) e outra recolhida em 2011 (11-16), além de reagirem fortemente com a
sonda do grupo M, também tiveram uma reacao ligeira com a sonda do grupo 4 (Tabela
6.3.1). Por razdes epidemioldgicas pareceu estranho a existéncia de hapl6tipos de um
grupo filogenético diferente imersas num pomar em que sO apareceram haplétipos do

grupo M. Assim, o caso destas amostras foi estudado em mais detalhe.
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Tabela 6.3.1 - Exemplo dos resultados da tipificagdo por APET de alguns isolados CTV obtidos em
diferentes locais.
2E8 2E13 Pata39  CET7 BS4 VRS19 6.49 7.53 11-14 11-16
Gpl 0,012 0,012 0,006 0,004 0,003 0,003 0,007 0,006 0,007 0,004
Gp2 0,412 0,008 0,000 0,001 0,000 0,000 0,001 0,004 0,007 0,000
Gp3a 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Gp3b 0,000 0,281 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Gp4 0,010 0,011 0,282 0,000 0,000 0,000 0,019 0,000 0,000 0,226
Gp5 0,013 0,006 0,000 0,004 0,000 0,004 0,002 0,000 0,003 0,000
GpM 0,004 0,008 1,585 1,725 2,243 2,823 1,603 0,974 0,859 1,927

6.3.3 Estudo dos casos atipicos
Para verificar se as amostras Pata39 e 11-16 eram constituidas por misturas de
hapl6tipos ou se era apenas umas reacao atipica, os fragmentos resultantes da reacao de

IC/RT-PCR foram clonados e os diversos clones analisados por SSCP (Figura 6.3.3).
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Figura 6.3.3 - PadrBes de SSCP obtidos para a regido codificante da CP dos isolados Pata39 e 11-16.

Em ambos os isolados, quase todos os clones apresentaram padrfes semelhantes,
havendo apenas um clone em cada isolado que apresentou um padrdo ligeiramente
diferente. Sendo assim, foi necessario recorrer a sequenciacdo para verificar se 0s
padrfes ligeiramente diferentes correspondiam ou ndo ao mesmo grupo filogenético.
Foram sequenciados os haplotipos correspondentes aos padrdes 5 e 9 de cada um dos
isolados.

As sequéncias obtidas foram alinhadas juntamente com sequéncias de referéncia de
cada um dos 7 grupos filogenéticos e, atraves de uma analise filogenética (Figura 6.3.4),
constatou-se que os clones dos dois isolados pertencem ao grupo M, o que justifica a

forte reacdo com a sonda do grupo M no ensaio de APET.
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Figura 6.3.4 - Dendrograma da regido genomica correspondente a CP baseado nas distancias
nucleotidicas das sequéncias. O método utilizado foi o de “Neighbour-Joining” deduzido a partir da
matriz de distdncias obtida com base no modelo de “Kimura 2 parameters”.

As sequéncias dos clones de Pata39 e 11-16 foram também analisadas com os
programas RDP3 (Martin et al., 2010) e GARD (Pond et al., 2006), para verificar a
ocorréncia de eventos de recombinacdo. Ndo foram, no entanto, encontrados indicios de
recombinacdo em nenhuma das sequéncias.

Sendo assim, para tentar perceber porque razédo estes isolados também reagiram com a
sonda do grupo 4, as sequéncias foram analisadas em pormenor no local de hibridagéo
desta sonda. Sequéncias pertencentes ao grupo M t€ém normalmente 2 “mismatch” com
a sonda do grupo 4, o que é suficiente para obter uma boa discriminacdo entre
haplotipos destes 2 grupos filogenéticos, conforme determinado anteriormente por
Nolasco et al. (2009). A Figura 6.3.5 mostra o local de hibridacdo da sonda do grupo 4
na sequéncia do isolado T30 (isolado de referéncia do grupo M) e do haplétipo Pata39-
5. Como é possivel verificar, a sequéncia de Pata39-5 apresenta apenas um nucle6tido
distinto em relacdo a sequéncia da sonda do grupo 4. O mesmo resultado foi observado

para 0s outros clones sequenciados.

T30 Pata39-5
ACACCCTCCCGAGTGTACGTTATGCCC ACACCCTCCCGAGTATACGTTATGCCC
‘Sonda Gp 4 (T mismatch) 4
e 0 O

Figura 6.3.5 - Local de hibridacdo da sonda do grupo 4 nas sequéncias do isolado T30 (isolado de
referéncia do grupo M) e do haplétipo Pata39-5. Os quadrados por baixo da sonda do grupo 4 indicam os
“mismatch” em relagdo a sequéncia da sonda.

M
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6.3.4 Distribuicdo dos grupos filogenéticos em Portugal continental

De modo a ter uma ideia acerca da distribuicdo de CTV em territério nacional, foram
agrupados dados obtidos de 2004 a 2011. A representacdo dos resultados encontra-se na
Figura 6.3.6. A grande maioria dos isolados estudados encontra-se na regido algarvia,
sendo que também foram recolhidos isolados noutros pontos do pais, nomeadamente
nas regides Centro e Douro.

Os dados de 2004 séo provenientes de uma colaboracdo entre a Dire¢do Regional de
Agricultura do Algarve e o Laboratorio de Virologia da Universidade do Algarve, na
qual foram tipificados isolados de CTV presentes em material vegetal originario de
Tavira e Silves. Quanto aos dados de 2005, estes foram obtidos de Nolasco et al. (2008)
que recolheram material vegetal de alguns pomares dispersos na regido noroeste e
procederam a caracterizacdo de CTV presente nessas amostras.

A grande maioria dos isolados encontrados no Algarve sdo considerados suaves, ou seja
pertencem ao grupo M. No entanto, foram também encontrados isolados mais severos e
que pertencem ao grupo 3b. Em 2010, foi encontrado num pomar em Santa Catarina um
isolado pertencente ao grupo 2.

Noutras regides do pais a variabilidade de isolados encontrados € maior. Na regido do
Douro em 2005 e na regido de Coimbra em 2009 foram encontrados isolados dos
grupos 1, 3a, 4 e M.

2004 - 2005 2009 - 2010 2011
. ons? ’ """
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CX (X | O
o Gpl ® Gp2 ® Gp3a ® Gp3b e Gp4 e GpM

Figura 6.3.6 - Distribuicdo de isolados de CTV de diferentes grupos filogenéticos ao longo dos anos em
Portugal Continental. Em cada ano foram analisados pomares diferentes. O tamanho das bolas esta
relacionado com o ndmero de isolados encontrados do respetivo grupo.
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6.4 DISCUSSAO

A utilidade e a eficiente caracterizacdo de amostras por APET foram demonstradas e
discutidas no Capitulo 2. Neste estudo, recorrendo a esse método para caracterizar as
amostras positivas recolhidas no campo de varios locais, constatou-se que a grande
maioria € composta por isolados de CTV pertencentes ao grupo M, ou seja isolados
considerados suaves que ndo provocam sintomas severos como “‘stem-pitting” em
laranjeira doce ou declinio de arvores enxertadas em laranjeira azeda.

Na caracterizacdo das amostras por APET foram ainda encontrados dois isolados
recolhidos no Patacdo, um em 2009 (Pata39) e outro em 2011 (11-16), que reagiram
fortemente com a sonda do grupo M e mais ligeiramente com a sonda do grupo 4.
Tendo em conta estas reacdes pensava-se que se poderia estar na presenca de dois
isolados com misturas de haplétipos. No entanto, por analise filogenética constatou-se
que os clones obtidos dos dois isolados agrupavam com as sequéncias de referéncia do
grupo M. A andlise in silico de sequéncias destes clones revelou uma perfeita
homologia com a sequéncia da sonda do grupo M e apenas um nucle6tido de diferenca
em relagdo a sonda do grupo 4, quando o habitual é haver 2 “mismatch” o que ¢
suficiente para ndo haver reacdo da sequéncia com a sonda do grupo 4 (Nolasco et al.,
2009). Deste modo, podemos estar na presenca de isolados constituidos por haplétipos
atipicos do grupo M, apesar dessa diferenca nucleotidica ndo afetar a expressdo em
aminoacidos.

Nolasco (2009) numa revisao histérica do CTV em Portugal refere que os primeiros
focos de infecdo encontrados em Portugal eram constituidos por isolados suaves (grupo
M), muito semelhantes (a nivel da sequéncia nucleotidica) ao isolado 25-120
introduzido em Portugal vindo de Espanha em 1988. Em 2010, em Santa Catarina, 0s
focos de infecdo encontrados eram todos do mesmo pomar. Além de haplétipos do
grupo M, foram detetados haplétipos dos grupos 2 e 3b, considerados suaves e severos
(sem provocar ‘“stem pitting” em laranjeira doce), respetivamente. J4 em 2004 tinham
sido encontrados isolados pertencentes ao grupo 3b em Silves.

Rubio et al. (2001) estudaram e compararam a diversidade genética de populacdes de
CTV de Espanha e California e concluiram que ndo existe uma correlagcdo entre a
origem geografica e a distancia nucleotidica. Estudos efetuados noutros paises, tais
como Chipre (Papayiannis et al., 2007) ou Jamaica (Tennant et al., 2010), na detecdo e

caracterizagdo de isolados de CTV, comprovam a auséncia de uma especiacdo
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geografica, na medida em que ndo existe uma associacdo evidente entre isolados
constituidos por haplétipos de determinado grupo filogenético e a sua origem
geogréfica. A mesma sugestdo é feita por Djelouah et al. (2009). Estes autores
estudaram a diversidade do gene da proteina da céapside de isolados de CTV na regido
do mediterraneo e verificaram a existéncia de haplétipos do mesmo grupo filogenético
nos diferentes paises que compdem esta regido. Apesar de se encontrarem haplétipos
dos 7 grupos filogenéticos em toda a regido mediterranea, Djelouah et al. (2009)
indicam uma prevaléncia, nesta regido, de haplotipos dos grupos 3b e M. Nos paises do
médio oriente existe uma predominancia de isolados constituidos com grupo 3b e deste
modo podem ser a fonte de disseminacéo deste grupo pelo mediterraneo. A importacao
ilegal de plantas contaminadas com haplétipos do grupo M oriundas de Espanha
(Nolasco, 2009) assim como os relatos de Lbida et al. (2004) que verificaram que 0s
isolados introduzidos em Marrocos constituidos pelo grupo M também eram originarios
de Espanha, fazem deste pais uma possivel fonte de disseminagdo do grupo M pela
regido do mediterraneo.

A presenca de afideos, como Aphis citricola, Aphis spiraecola e Aphis gossypii ja foi
reportada no Algarve, onde se verificou a sua capacidade de aquisicdo de CTV. O
afideo Toxoptera citricida ainda ndo foi detetado nos pomares algarvios. No entanto, a
presenca de T. citricida no noroeste de Portugal (llharco et al., 2005; Nolasco et al.,
2008) passa a ser uma ameaca para a citricultura do Algarve, visto que este afideo esta
relacionado com a propagacdo de isolados mais severos (Nolasco et al., 2008).
Atualmente, em Portugal ja se encontram todos os tipos de isolados de CTV que se
podem encontrar noutras regides citricolas. No entanto, o Algarve, em comparag¢do com
a situacdo encontrada no norte do pais (Nolasco et al., 2008), continua a ter uma baixa
diversidade de isolados. Cerni et al. (2009) sugerem que a diversidade de CTV podera
estar relacionada com o tipo de citricultura praticada. Em regides onde a industria de
citrinos estd altamente desenvolvida, como € o caso do Algarve, a maior regido
produtora de citrinos de Portugal, a prevaléncia de algumas variedades principais podera
proporcionar uma uniformidade dos isolados de CTV presentes no campo.

A reducdo da intensidade de rastreios sistematicos e um ineficiente sistema de controlo
por parte das autoridades competentes (Nolasco, 2009) impossibilita seguir
adequadamente a situacdo e delinear estratégias de controlo adequadas. Tendo em conta
a dispersdo de CTV por praticamente todo o territério nacional, torna-se impraticavel a

destruicdo completa dos pomares afetados. Em vez disso, usando metodologias Uteis
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como o APET (Nolasco et al., 2009) na caracterizacdo de isolados, pode-se focar a
atencdo apenas na eliminagdo dos isolados mais severos e controlar a prevaléncia de
isolados suaves que também podem ser importantes na protecdo de variedades

comerciais atraves de protecdo cruzada.
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Este trabalho contribuiu para um melhor conhecimento da filodinamica de CTV, na
medida em que trouxe mais conhecimento acerca da epidemiologia e dos processos
evolutivos.

Tendo em conta que existem diversos isolados de CTV e que as arvores infetadas
contém normalmente uma mistura de isolados, torna-se necessario caracterizar 0s
isolados presentes numa dada regido de modo a poder tomar as medidas preventivas
adequadas ao controlo da doenca. Neste trabalho foram comparados dois métodos de
diferenciacéo de isolados de CTV, a analise dos MMM de Hilf et al. (2005) e o ensaio
de APET desenvolvido por Nolasco et al. (2009), com o intuito de verificar qual dos
métodos revela melhor capacidade para caracterizar os isolados de CTV. Verificou-se
que com o método de MMM, os quatro genotipos ndo foram suficientes para
caracterizar alguns dos isolados e que um Unico gendtipo pode englobar isolados de
diferentes caracteristicas. O gendtipo VT relne, entre outros e segundo Nolasco et al.
(2009), isolados considerados suaves (Gp2) e isolados que provocam ‘“Stem-Pitting”
(Gp4). Por outro lado, com APET foi possivel detetar todos os grupos que tinham sido
previamente determinados por sequenciacdo. Deste modo, considerou-se que a estrutura
de 7 grupos filogenéticos definida por Nolasco et al. (2009) é mais adequada para
tipificar os isolados de CTV.

Seguidamente, foi estudada a dindmica de colonizacdo de cada grupo filogenético. Para
tal, foram analisados isolados monofiléticos por um imuno-ensaio in situ (ISIA). Este
método, previamente desenvolvido por Lin et al. (2000) para a detecdo de CTV em
tecidos de plantas infetadas, foi usado para determinar a distribuicdo do virus nas
células das plantas infetadas. Os resultados obtidos mostraram que o padrdo de
distribuicdo dos aglomerados de células infetadas depende da filogenia do isolado. Foi
observado que os isolados de CTV diferem na quantidade de células infetadas e que
essa diferenca parece estar relacionada com a severidade do isolado, sendo que os
isolados severos mostraram um maior nimero de aglomerados de células infetadas na
zona do floema. Estudos prévios (Folimonova et al., 2008) verificaram que o nimero de
células infetadas aumentava de acordo com a suscetibilidade do hospedeiro. Os
resultados de ISIA neste trabalho completam estas observagdes, na medida em que
usando o hospedeiro laranjeira doce, foi mostrado que o padrdo de distribuicdo dos
aglomerados de celulas infetadas depende também do grupo filogenético do isolado. O
estudo da distribuicdo de CTV no tecido das plantas infetadas pode ser muito Util para

perceber os efeitos de “genetic bottleneck” na transmissao por afideos.
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No capitulo 4 do presente trabalho ficou demonstrado que a estrutura genética da
populagdo de CTV que existe para o gene da CP é mantida em toda a regido terminal 3’
(entre a CP e a p23). Esta regido do genoma assume elevada importancia na medida em
que € nesta regido que se encontram as proteinas envolvidas na interacdo com o
hospedeiro (Folimonova et al., 2008). As proteinas p23, p20 e CP funcionam como
supressoras do mecanismo de defesa de plantas baseado no silenciamento de RNA (Lu
et al., 2004) e, mais recentemente, Albiach-Marti et al. (2010) verificaram que 0s
determinantes de patogenicidade do sintoma de “Seedling Yellows” estdo associados ao
gene da p23.

Neste trabalho, foram obtidas pela primeira vez sequéncias completas cobrindo toda a
regido terminal 3’ de isolados do grupo 4, sendo que no GenBank existem apenas
sequéncias de genes individuais. Estudos anteriormente efetuados nesta regido do
genoma focaram apenas genes individuais e uma grande quantidade de sequéncias
destes genes estdo disponiveis no GenBank. No entanto, como a maioria dessas
sequéncias foi obtida de forma independente, isto é como genes individuais, ndo tinha
sido possivel, até agora, de desvendar toda a estrutura genética desta regido.

Tendo em conta que a manutencdo da estrutura genética pode ser anulada por
fendmenos de recombinacédo, toda a regido entre a CP e a p23 foi analisada com o
intuito de procurar sinais de recombinacdo. Os eventos de recombinacdo foram
detetados apenas na regido intergénica entre a p13 e a p20. Além disso, os resultados
obtidos no capitulo 4 sugerem uma baixa frequéncia de recombinacéo entre os isolados
de CTV, mesmo em isolados contendo mistura de haplétipos e mantidos ha mais de 12
anos no mesmo hospedeiro. No entanto, quando detetados ocorrem preferencialmente
entre 0s grupos 4 e 5 e sempre na mesma regido, a regido intergénica entre p13 e p20,
sugerindo que este local seja um “hot-spot” de recombinagdo. De referir que foi a
primeira vez que se detetaram eventos de recombinagéo nesta regido do genoma.

No capitulo 5 foi estimada a taxa de evolucdo temporal de CTV. Numa primeira
abordagem, isolados mantidos em estufa protegida contra insetos e cujas primeiras
sequéncias do gene da CP foram obtidas acerca de 10 anos, foram reanalisados para
obter uma estimativa direta da taxa de evolucdo do gene da CP. Porém, ndo foi possivel
demonstrar a existéncia de estrutura temporal para os dados da estimativa direta, pelo
que foram retirados da analise Bayesiana. Sendo assim, para esta analise foram usadas
107 sequéncias de haplétipos de CTV coletadas entre 1990 e 2010. Para este conjunto

de sequéncias ja foi possivel demonstrar a existéncia de um sinal temporal. De acordo
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com o melhor modelo evolutivo, a taxa de evolugdo estimada foi de 1,58 X 10™
substitui¢fes nucleotidicas / ano. No entanto, para se efetuar uma comparagéo imparcial
com outros virus de RNA, foi considerada a taxa de evolucdo das substitui¢fes
sinénimas. Numa série de 88 taxas de evolucdo sindnimas, a taxa obtida para CTV
encontra-se no décimo percentil a contar das taxas mais baixas, embutida entre 0s virus
de RNA de animais mais lentos. Quando comparada com o Unico virus de plantas para o
qual esta taxa foi estimada (Fargette et al., 2008) verificou-se que a taxa obtida para
CTV ¢ bastante inferior. Este trabalho também sugere que no momento da disseminacao
de CTV para a Europa e Novo Mundo, os grupos filogenéticos ja estariam definidos, o
que podera explicar a auséncia atual de especiacao geografica.

No geral, os resultados, que apontam para eventos de recombinagé@o pouco frequentes e
para uma baixa taxa de evolucdo, mostram que os isolados de CTV mantém uma
elevada estabilidade genética ao longo do tempo.

Finalmente, efetuou-se a caracterizacdo de isolados de CTV obtidos de pomares de
diversos locais de Portugal Continental de modo a contribuir para o conhecimento da
situacdo da doenca no pais. Constatou-se que a grande maioria das arvores infetadas era
composta por isolados de CTV pertencentes ao grupo M, ou seja isolados considerados
suaves e que ndo provocam sintomas severos. No entanto, na maior regido produtora do
pais, o Algarve, também se encontram isolados severos, o que coloca a regido em
elevado risco epidemioldgico pois podera ocorrer a transmissdo destes isolados por
afideos. No geral, verifica-se que em Portugal ja se encontram todos os tipos de isolados
de CTV que se podem encontrar noutras regides citricolas.

Os resultados obtidos neste trabalho levantam contudo a seguinte questdo: se o CTV
tem uma baixa taxa de recombinacdo e uma baixa taxa de evolucdo temporal como €
que o virus evolui? Uma possivel explicacdo é o CTV estar bem adaptado ao hospedeiro
e ndo necessitar de grandes alteracbes para sobreviver nesse ambiente. Talvez seja
necessario um melhor conhecimento da interagéo entre CTV — hospedeiro — vetor para

perceber melhor os processos evolutivos de CTV.
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