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RESUMO

No presente trabalho foi estudada a variabilidade genémica da regido terminal 3
do CTV com o objectivo de conhecer quais as regides mais conservadas que podem ser
usadas em transformacao genética para obter resisténcia contra o virus.

A partir de um painel de isolados de diferentes origens geogréaficas e com diversas
caracteristicas bioldgicas, foram analisados os genes das proteinas p18, p13, p20, p23 e
a regido 3’'UTR. Na maioria dos isolados analisados foi detectado a existéncia de
multiplas variantes gendmicas com uma estrutura do tipo “quasispecies”, por Single
Stranded Conformation Polymorphisms (SSCP). Por sequenciacdo gendmica
confirmaram-se os dados de SSCP e foram estabelecidos agrupamentos de sequéncias
de acordo com as caracteristicas bioldgicas. A regido 3’'UTR distinguiu-se como a
regido gendémica mais conservada, sendo assim a mais indicada a usar num processo de
transformacéo genética.

Os isolados e clones do gene da p25 (ou gene da proteina do capsidio) foram
analisados pela técnica Cleavase Fragment Length Polymorphism (CFLP) e agruparam-
se segundo a origem geogréafica e as propriedades bioldgicas. Foi notéria a capacidade
do CFLP na discriminacéo e tipificacdo de isolados diferentes de CTV.

A transformacgdo genética do porta-enxerto Citrus aurantium cv. Brazilian,
mediada pelo vector natural Agrobacterium tumefaciens, foi conseguida por dois
processos distintos. Determinou-se a densidade bacteriana das estirpes C58 (nopalina)
ou EHA105 (L,L-succinamopina) transportando o plasmidio p35SGUSINT, associada a
frequéncia mais elevada de transformacdo. Foram transformados rebentos adventicios
com o gene uidA, baseado no estabelecimento de um sistema de regeneragdo de novo a
partir de segmentos de entrends provenientes de plantas com cerca de 12 meses. Outro
processo de transformacdo genética simplificado e que evita a manutencdo de culturas
in vitro, foi testado em embrides de sementes com 1, 5 e 7 dias de germinagdo. As
plantas foram transformadas com uma construgdo que contém o gene da CP do CTV de
uma estirpe tipificada de “mild”, sob a ac¢do de uma sequéncia € e de um “enhancer”,
0s quais aumentam a traducéo e a expressao do gene.

Palavras chave: variabilidade gendmica; Citrus tristeza virus, SSCP; CFLP;
transformacéo genética; Citrus aurantium; Agrobacterium tumefaciens.



ABSTRACT

The genomic variability of the 3" terminal region of Citrus tristeza virus (CTV)
was studied in order to identify the most conserved regions, which could be used for
resistance induction against the virus by genetic transformation.

From a panel of isolates with different origins and displaying different biological
properties, genomic regions coding for proteins p18, p13, p20, p23 and the 3'UTR
region were studied. In the most of the isolates, a population of genomic variants with a
“quasispecies” structure was detected by Single Stranded Conformation Polymorphisms
(SSCP) analysis. Moreover, some isolates were composed by two mixed populations.
After sequence analysis, the most frequent variants from each isolate and some of the
less frequent variants, were grouped according to its biological characteristics. 3'UTR
region was found to be the most conserved region, and therefore indicated to use in a
genetic transformation.

Cleavase Fragment Length Polymorphism (CFLP) was used to analyse isolates
and clones of the CP gene (p25). Isolates were grouped, according to their geographic
origin and biological properties using this technique revealing to be a notorious tool in
CTV discrimination and typification.

The genetic transformation of the rootstock Citrus aurantium cv. Brazilian, was
carried out successfully by two different procedures using the natural vector
Agrobacterium tumefaciens. The more adequate bacterial density to use in a
transformation process was determined and the optimal value achieved was 0.6.
Transformation efficiency of two strains, EHA105 (L, L-succinamopine) and C58
(nopaline) carrying both plasmid p35SGUSINT, was determined and similar values for
both strains were registered. Adventitious shoots from internode segments of 12 months
old plants were transformed with the uidA gene. A simpler process, which avoids the in
vitro culture, was developed based on transformation of seedlings with 1, 5 and 7
germination days. In this transformation process CP gene from a “mild” isolate was
used. Previously to the transformation CP gene was inserted in the T-DNA of the
pBI121 vector, carrying a Q sequence and an enhancer to increase the transduction
efficiency and gene expression.

Key words: Genomic variability; Citrus tristeza virus; SSCP; CFLP; genetic
transformation; Citrus aurantium; Agrobacterium tumefaciens.
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transcriptional-polymerase chain reaction”
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RNA - Acido ribonucleico
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Chain Reaction”
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Sec. - Seccéo
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SIRNA - “Small interfering RNA”
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TAE - Tamp&o Tris-acetato-EDTA

Tag DNA Polimerase - Polimerase de Thermus
aquaticus

- Tampéo Tris-borato-EDTA

- Fragmento de DNA do plasmidio Ti de
Agrobacterium que é integrado no genoma
vegetal

TEMED - N,n,n",n’, tetrametiletilendiamina

TBE
T-DNA

Ti - Plasmidio nativo de Agrobacterium
tumefaciens
Tris - Tris (hidroximetil) aminometano

Triton X-100 - Eter de polioxietileno
Tween 20-Polioxietileno sorbitanomono-oleato
ufc - Unidades formadoras de coldnias

uidA - Gene codificante da B-Glucuronidase

UTR - Regido terminal ndo traduzida

uv - Radiagdo ultravioleta

v/iv - volume/volume

Vol. - Volume

X-gal - 5-bromo-4  cloro-3  indolyl-B-D-
galactopiranosido

X-Gluc - Acido 5-bromo, 4-cloro, 3-indolil, B-D-
glucurénido

ul - Microlitro

ng - Micrograma

uM - Micromolar

°C - Grau centigrado

B - Beta

A - Comprimento de onda (lambda)

Q -Omega



INDICE

Agradecimentos
Resumo

Abstract

Simbolos e Abreviaturas

Capitulo 1

Introducédo Geral

1.1 - A Tristeza e a citricultura

1.2 - Transmisséo e vectores do CTV

1.3 - Sintomas da Tristeza e plantas indicadoras
1.3.1 — Sintomas “quick decline”
1.3.2 - Sintomas “seedling yellows”
1.3.3 — Sintomas ” stem pitting”
1.3.4 - Sintomas atenuados ou “mild”

1.4 - Espécies hospedeiras do CTV

1.5 - Controlo e diagnéstico da Tristeza

1.6 — Organizacdo genémica do CTV

1.7 - Replicagdo e expressdo do genoma do CTV

1.8 - Variabilidade genémica
1.8.1 — Causas intrinsecas da variabilidade genémica
1.8.2 - Factores exteriores que afectam a variabilidade genémica ao nivel da populagédo
de CTV

1.9 - Transformacdo genética com vista a obtencédo de resisténcia
1.9.1 - Mecanismos responsaveis pela inducéo de resisténcia
1.9.2 - Transformacéao genética mediada pelo Agrobacterium tumefaciens
1.9.3 - A transformacgéo genética de plantas do género Citrus

Objectivos do presente trabalho

Capitulo 2

Material e Métodos

2.1 — Designacdo cientifica das espécies de Citrus

2.2 - Caracterizacdo dos isolados de CTV analisados

2.3 — Composicdo de algumas solugdes e meios de cultura

2.4 — Amplificagdo de genes virais por “Immunocapture/Reverse

Transcriptional-Polymerase Chain Reaction” (IC/RT-PCR), a partir de plantas infectadas
2.4.1 - Preparagdo do material vegetal
2.4.2 - IC/RT-PCR

2.5 - Amplificagdo por “Polymerase Chain Reaction” (PCR)
2.5.1 - Amplificacdo a partir de DNA plasmidico ou genémico
2.5.2 - Amplificacdo por PCR simultdnea com “5’exonuclease assay” (TagMan)

2.6 - Concepgdo de “primers”

2.7 - Visualizacdo e quantificacdo de DNA

2.8 - Clonagem dos produtos de PCR
2.8.1 - Ligagéo
2.8.2 — Digestdo enzimatica
2.8.3 - Preparacdo de células competentes de Escherichia coli
2.8.4 - Transformacdo de células competentes de E. coli
2.8.5 - Seleccdo de transformantes

2.9 - Purificacéo e extraccdo de fragmentos de DNA e de RNA
2.9.1 — Extraccdo de DNA de géis de agarose

I
v

coOoOoOCOoO U, PR, WNEPREF

29
29
30

32
32
32
33
33
33
34
36
38
38
39
39
40
40
41
41



2.9.2 - Extrac¢@o de DNA plasmidico em pequena escala (“miniprep”) pelo kit
“Wizard®Plus Minipreps”
2.9.3 - Extraccdo de DNA gendmico de tabaco e de citrinos
2.9.4 - Extraccdo de RNA
2.9.5 — Purificacdo de fragmentos de DNA pelo kit “MicroSpin™ Columns”
2.9.6 — Precipitacdo de DNA plasmidico
2.10 — Immunodot Blot
2.11 - Southern Blot
2.12 — Analise da variabilidade gendémica do CTV
2.12.1 - Single stranded conformation polymorphisms (SSCP)
2.12.2 - Cleavase Fragment Length Polymorphism (CFLP)
2.12.3 - Sequenciacao
2.13 - Transformacdo de Agrobacterium tumefaciens por conjugacao triparental

2.14 - Curva de crescimento das estirpes de Agrobacterium tumefaciens usadas na

transformacao genética
2.15 — Inducdo da formacdo de rebentos adventicios a partir de segmentos de entrenos
2.15.1 — Preparacdo do material vegetal
2.15.2 — Meio de cultura testado e condicdes de incubagéo
2.15.3 — Quantificacdo dos resultados
2.16 - Tolerancia dos segmentos de entrends aos antibidticos cefotaxima e canamicina
2.17 — Transformacdo genética mediada por Agrobacterium tumefaciens
2.17.1 - Material vegetal, meios de cultura e condicGes de incubacéo
2.17.1.1 - Condic6es de cultura de Nicotiana tabacum
2.17.1.2 - Condig0es de cultura de Citrus aurantium
2.17.2 — Transformacéo genética
2.17.2.1 - Transformag&o de Nicotiana tabacum
2.17.2.2 — Transformacdo genética de laranjeira azeda cv. Brazilian
2.17.2.2.1 - Transformagdo de rebentos adventicios
2.17.2.2.2 — Transformacéo de sementes germinadas
2.18 - Processos de enxertia dos rebentos adventicios
2.18.1 - Microenxertia
2.18.2 - Enxertia
2.19 — Deteccéo da enzima B-glucuronidase
2.20 — Tratamento estatistico

Capitulo 3

Diversidade gendémica da populagdo de CTV

3.1 - Introdugéo
3.1.1 - Single Stranded Conformation Polymorphisms (SSCP)
3.1.2 - Cleavase Fragment Length Polymorphism (CFLP)

3.2 — Estudo da variabilidade genémica da regido terminal 3" do CTV por SSCP e

sequenciacdo genémica
3.2.1 - Amplificacdo das regiGes gendmicas
3.2.2 - Caracterizacdo dos padrbes de SSCP

3.2.3 - Variabilidade da regido terminal 3’ (genes codificantes das proteinas p18, p13,

p20 e p23 e regido 3'UTR)

3.2.3.1 - Frequéncia relativa das variantes gendmicas

3.2.3.2 - Andlise das sequéncias

3.2.3.3 — Estudo quantitativo da variabilidade genémica do CTV
3.2.4 — Estudo da relacéo entre isolados
3.2.5 - Discusséao

3.2.5.1 - Caracterizacdo dos padrbes de SSCP

3.2.5.2 - Factores que afectam a deteccdo da variabilidade genémica na analise de

SSCP

41
42
43
43
43
44
44
46
46
47
47
48

49
49
49
50
50
51
51
51
51
52
52
52
53
53
54
55
55
56
56
56

59
59
60

61
61
64

67
67
68
70
72
76
76

77



3.2.5.2.1 - Condigdes de electroforese 77

3.2.5.2.2 - Dimenséo do fragmento de DNA a analisar 77
3.2.5.2.3 — Erros introduzidos pelas enzimas de polimerizacdo de &cidos
nucleicos Rtase e Taq DNA polimerase 78
3.2.5.2.4 - Amplificagdo selectiva através dos “primers” 79
3.2.5.3 — Capacidade de discriminacdo de variantes genémicas por SSCP 79
3.2.5.4 - Andlise da variabilidade gendmica 80
3.3 — Estudo da variabilidade genémica do gene da CP do CTV por CFLP 84
3.3.1 — Amplificacdo do gene da CP 84

3.3.2 - Optimizacéo da temperatura de digestdo da Cleavase e reprodutibilidade dos
resultados 85

3.3.3 - Andlise de clones do gene da CP por CFLP 86
3.3.4 — Tipificacdo de material vegetal infectado com base na analise de CFLP 89
3.3.5 - Anélise dos 16 clones do gene da CP por SSCP 92
3.3.6 — Discusséao 92
3.3.6.1 - Optimizacdo da técnica CFLP e digestdo pela Cleavase 92
3.3.6.2 - Capacidade de andlise do CFLP na distincdo e agrupamento das
sequéncias nucleotidicas em comparac¢édo com o SSCP 93
3.3.6.3 - Capacidade de analise do CFLP na tipificacdo de isolados de CTV 94
Capitulo 4

Preparacdo de um vector de transformacéo com o gene da proteina do
capsidio do CTV e ensaio em Nicotiana tabacum

4.1 - Introducéo 97
4.2 — Preparacdo do vector de transformacéo 98
4.3 - Transformacdo de uma planta modelo, Nicotiana tabacum 102

4.3.1 - Deteccdo da presenca e expressdo do gene da CP 102
4.4 — Discussdo 104
Capitulo 5

Transformacao de Citrus aurantium L. cv. Brazilian mediada por Agrobacterium
tumefaciens

5.1 - Introducéo 105
5.2 - Ensaios prévios 106
5.2.1 - Inducdo da formacdo de rebentos adventicios 106
5.2.1.1 — Avaliacdo da concentragdo hormonal mais adequada a neoformagdo de
rebentos adventicios 107
5.2.1.2 — Andlise da capacidade organogénica dos segmentos de entrenés em
funcdo da posicdo no ramo e da idade da planta 109
5.2.1.3 — Enraizamento dos rebentos adventicios 110
5.2.1.4 — Discussdo 111
5.2.2 - Curva de crescimento da bactéria Agrobacterium tumefaciens estirpes EHA 105
e C58 113
5.2.2.1 — Discussdo 115
5.2.3 - Tolerancia aos antibioticos canamicina e cefotaxima 116
5.2.3.1 — Discussdo 117
5.3 - Estudos de transformacdo genética 118
5.3.1 — Transformacédo genética de segmentos de entrends 118
5.3.1.1. - Andlise da eficiéncia de transformacéo 118
5.3.1.2 - Analise da expressdo do gene uidA 121
5.3.1.2.1 - Amplificagéo por PCR do gene uidA 121
5.3.1.2.2 - Amplificagdo por PCR do gene npt Il 121
5.3.1.2.3 - Andlise Southern Blot 122
5.3.1.2.4 - Anélise a0 MRNA 123



5.3.2 - Transformacdo de sementes germinadas
5.3.2.1 - Analise da eficiéncia de transformacao
5.3.2.2 - Analise da expressdo do gene da CP
5.3.2.2.1 - Amplificagdo por PCR do gene da CP

5.3.2.2.2 - Analise TagMan ou “5” exonuclease assay”

5.3.2.2.3 - Analise por sequenciagao
5.3.2.2.4 - Analise Southern Blot
5.3.2.2.5 — Anélise a0 mMRNA
5.3.2.2.6 — Anéalise Immunodot Blot
5.3.3 - Discussao
5.3.3.1 - Aspectos gerais
5.3.3.2 - Transformagdo de segmentos de entrends
5.3.3.3 - Transformacéo de sementes germinadas

Concluséo final
Anexo |
Anexo |l
Anexo 11

Bibliografia

10

124
124
124
124
126
127
129
130
131
132
132
132
138

141

145
147
159

163



Capitulo 1

INTRODUCAO GERAL

1.1-ATRISTEZAE ACITRICULTURA

Os citrinos tiveram origem provavelmente na Asia oriental, numa regido que se
estende desde a vertente meridional dos Himalaias até a China meridional (Agusti,
2000). A sua introducdo na Europa foi feita ao longo dos séculos. No final do séc.
XV, ap6s a descoberta da rota do Cabo da Boa Esperanca até a india, os portugueses
introduziram a laranjeira doce [Citrus sinensis (L.) Osbeck] na Europa (Carrero,
1981).

Os citrinos eram inicialmente propagados em pé franco, por semente, mas uma
epidemia de Phytophthora spp., no séc. XIX, provocou a morte de milhares de
laranjeiras doces e induziu a alteracdo nos métodos de cultura. Esta deixou de ser feita
em pé franco e as variedades de interesse passaram a ser enxertadas em porta-
enxertos. A laranjeira azeda (C. aurantium L.) tornou-se o porta-enxerto mais
difundido nas regides citricolas por ser tolerante ao fungo Phytophthora spp. (Bar-
Joseph et al., 1989). As caracteristicas de boa adaptabilidade a solos calcéarios, o vigor
que transmite a variedade enxertada, 0 aumento da producgéo e da qualidade do fruto,
foram responsaveis pela sua larga difusdo na Bacia Mediterranica. Adicionalmente, a
resisténcia a outras doencas de origem viral como a xiloporosis, a psoriasis e a
exocortis, assim como a compatibilidade demonstrada com a maior parte das
variedades de citrinos, fizeram desta espécie uma das mais utilizadas como porta-
enxerto (Agusti, 2000).

O termo Tristeza surgiu em 1937 no Brasil (Moreira, 1942). A distribuicdo desta
doenca de origem viral € ampla, afectando a maioria das zonas citricolas do mundo
(Acosta et al., 1994). No entanto, ha paises onde ainda ndo ocorreram graves
epidemias da doenca. A manifestacdo de um determinado quadro sintomatoldgico e a
intensidade particular da Tristeza numa dada regido depende das variedades/porta
enxerto presentes, das condices climaticas, dos vectores e dos isolados do Citrus
tristeza virus (CTV) existentes, o agente causal da doenca. A Tristeza pode também
estar presente de uma forma assintomatica, em espécies como a laranjeira doce [C.
sinensis (L.) Osbeck], a tangerineira (C. reticulata Blanco) e a toranjeira (C. paradisi
Macfad.), em pé franco ou enxertadas em porta-enxertos tolerantes. Manifestacdes
destrutivas do CTV em grande escala ocorreram na Argentina, California e Brasil,



onde se refere, desde 1930, o declinio e a morte de milhares de &rvores de laranjeira
doce enxertadas em laranjeira azeda, traduzido em grandes impactos econémicos (Bar-
Joseph et al., 1979a; Rocha-Pefia et al., 1995; Morera, 1997). Em Portugal e na maioria
dos paises da regido Mediterranica, o CTV estd presente e foram ja identificados
isolados atenuados e severos. A progressiva propagacao da Tristeza a nivel mundial e a
sensibilidade da laranjeira azeda ao CTV vieram a ter como consequéncia a substituicdo
da laranjeira azeda por porta-enxertos tolerantes ao virus (Rocha-Pefia et al., 1995).

Kitajima et al. (1963) associaram, pela primeira vez, o quadro sintomatoldgico da
Tristeza & presenca de particulas virais filamentosas. O CTV € um membro do género
Closterovirus, pertencente a familia Closteroviridae. Na planta infectada, o virus
encontra-se preferencialmente nas células floémicas (Bar-Joseph et al., 1970; Zhou et
al., 2002), onde se acumula sob a forma de inclusbes amorfas (Schneider, 1954). As
particulas de CTV tém uma estrutura flexivel (Fig. 1.1) com cerca de 2000 nm de
comprimento x 11 nm de largura (Acosta et al., 1994), com simetria helicoidal (Dolja et
al., 1994). A particula viral de CTV é coberta pelas duas proteinas da capside viral. A
proteina do capsidio p25 (CP) cobre cerca de 95% do virus, enquanto a proteina do
capsidio p27 (dCP) cobre a extremidade 5" da particula viral (Febres et al., 1996;
Zinovkin et al., 1999, citado em Hull, 2002).

Fig. 1.1 - Particula viral do CTV numa
fotografia tirada ao microscépio electronico de
transmisséo.

| A barra a preto corresponde a 55 nm.

Roberts, P.D., McGovern, R.J., Lee, R.F,
Niblett, C.L, in: http-
:/ledis.ifas.ufl.edu/BODY_CHO089, 16.4.03.

1.2 - TRANSMISSAO E VECTORES DO CTV

O CTV é transmitido naturalmente por um conjunto diverso de afidios. A
transmisséo faz-se de forma semipersistente (Lee et al., 1994) e pode ocorrer nos 30 a
60 min apo6s a sua aquisicao (Bar-Joseph et al., 1979a).

O afidio mais eficiente é o Toxoptera citricida (Kirk.) (Lee et al., 1994). Actualmente
encontra-se presente na América do Sul, na América Central, na Florida,



California, na Africa do Sul, na Australia, na Asia, no Jap3o e na China (Bar-Joseph et
al., 1979a; Lee et al., 1994). Em Espanha e em Portugal Continental o T. citricida ainda
ndo foi detectado, mas na Ilha da Madeira foi observada a sua presenca desde 1994
(Aguiar et al., 1994). Em Portugal continental encontram-se todas as outras espécies
descritas como transmissoras do CTV (llharco, 1978). Segundo Ramos et al. (2000), na
regido do Algarve, na zona do barlavento, o vector predominante € o T. aurantii Boyer
de Fonscolombe, enquanto no sotavento € predominante o A. citricola (Van der Goot)
(anteriormente designado de A. spiraecola Patch). O vector A. craccivora (Koch) é o
menos frequente na regido do Algarve (Ramos et al., 2000). Estes e outros afidios
também associados a transmissdo do CTV como o Myzus persicae (Lube.) e o
Uroleucon jaceae (Linnaeus), apresentam uma eficiéncia de transmissdo menor que o T.
citricida (Hermozo de Mendoza et al., 1984).

Apesar dos afidios serem o principal factor de transmissdo do CTV, o Homem, através
da comercializacdo e transporte de material de propagacdo infectado, tem sido o
responsavel pela propagacdo da doenca a grande distancia. A enxertia constitui assim
uma via de transmissao. O virus também pode infectar a planta por corte da mesma com
laminas infectadas com preparac@es purificadas do virus (Garnsey et al., 1977). Nao ha

evidéncia de transmissdo por semente (Bar-Joseph et al., 1979a).

1.3-SINTOMAS DA TRISTEZA E PLANTAS INDICADORAS

Os sintomas causados pelo CTV dependem do isolado, da planta hospedeira, do estadio
de desenvolvimento da planta e da combinagdo variedade/porta-enxerto. Para um
conhecimento das caracteristicas biologicas de um isolado, é assim necessario a sua
inoculacdo em varias plantas indicadoras, nomeadamente a limeira mexicana [C.
aurantiifolia (Christm.) Swingle], a toranjeira, a laranjeira doce e a laranjeira doce sobre
0 porta-enxerto laranjeira azeda (Garnsey et al., 1987). A limeira mexicana é a espécie
indicadora mais sensivel, uma vez que, a excepc¢do de isolados de CTV extremamente
atenuados como o isolado K (Bove et al.,, 1988), todos os isolados provocam o
aparecimento de sintomas (Garnsey et al., 1987). Alguns dos sintomas observados nesta
espécie consistem em aclaramento irregular das nervuras (“vein clearing”), as folhas em
forma de colher (“leaf cupping”), as caneladuras do lenho (“stem pitting”) e a
suberificagdo das nervuras (“vein corking”). Muitos isolados apenas causam estes

sintomas em algumas espécies indicadoras.



1.3.1 — Sintomas “quick decline”

O “quick decline”, também designado de “tristeza sensu stricto”, consiste na
incompatibilidade entre o porta-enxerto laranjeira azeda ou limoeiro [C. limon (L.)
Burm.f] e a variedade enxertada (excepto laranjeira azeda sobre laranjeira azeda ou
limoeiro sobre limoeiro). A necrose do floema na zona de unido da enxertia leva a morte
progressiva do sistema radicular, provocando o declinio da arvore (Fig. 1.3), o qual
pode ser gradual ou muito rapido, levando a morte da planta (Fig. 1.2). Abaixo da unido
de enxertia podem observar-se tambeém projeccBes do xilema na parte interna da casca,
sintomas descritos como “pinholing” (ou “inverse-stem-pitting” ou “honeycombing’)
(Wallace, 1978). A planta indicadora do “quick decline” ¢ a laranjeira doce enxertada
em laranjeira azeda.

Fig. 1.2 — A direita: laranjeira doce enxertada em
laranjeira azeda com sintomas de “quick decline”. A
esquerda: arvore saudavel enxertada em citranjeira
Troyer, tolerante a Tristeza. Fotografia de
Roistacher, C.N. in:
http://www.ecoport.org/EP.exe$PassCheckStart?|D=
S97 (05.10.03).

Fig. 1.3 - Arvore
zona de enxertia.
laranjeira  doce
R.F., in:

infectada pelo CTV apresenta saliéncia no caule, na
Este sintoma “quick decline” estd presente numa
enxertada em laranjeira azeda. Fotografia de Lee,

http://www.ecoport.org/EP.exe$PassCheckStart?ID=S97 (05.10.03).

1.3.2 — Sintomas “Seedling yellows”

O conjunto de sintomas “seedling yellows” estd normalmente associado a
plantulas ou plantas mantidas em estufa e traduz-se na clorose e declinio da planta. As
folhas apresentam tor¢do longitudinal e crescimento desigual de ambos os lados da
nervura central. Mais tarde as folhas tornam-se cloroticas e de comprimento reduzido
(Fig. 1.4). A parte radicular da planta também é afectada, com a morte de numerosas
radicelas e com a concomitante paragem do crescimento. Embora estes sintomas
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possam culminar na morte da planta, € mais frequente prolongarem-se durante meses e
anos, podendo atenuar-se e as plantas recuperarem o crescimento e o aspecto normal
(Wallace, 1978). Plantulas de laranjeira azeda, de limoeiro e de toranjeira séo plantas

indicadoras dos sintomas “seedling yellows”.

Fig. 1.4 - Folhas clordticas (“seedling yellows”) de um
limoeiro mantido em estufa, provocado por um isolado de
Israel. Fotografia  de Roistacher, C.N,, in:

http://www.ecoport.org/EP.exe$PassCheckStart?1D=S102
(05.10.03).

1.3.3—-SINTOMAS ”STEM PITTING”

Os isolados causadores de “stem pitting” em laranjeira doce, toranjeira (C.
paradisi Macfad.) e tangerineira, afectam o crescimento da arvore e a sua
produtividade, mas ndo causam a morte da planta. Um dos sintomas € a presenca de
caneladuras longitudinais no lenho (Fig. 1.5). Se forem de pequenas dimens@es, sO sao
visiveis por baixo da casca da arvore. Outro sintoma é o aclaramento irregular das
nervuras da folha (“vein clearing”). A suberificagdo e o fendilhamento das nervuras
também pode ocorrer (“vein corking”). Estes isolados sdo conhecidos como os mais
severos, uma vez que provocam a degeneracdo do sistema radicular e o
enfraquecimento dos ramos que se guebram com o0 vento, ou com 0 peso da fruta.
Também podem provocar a reducdo na produtividade da planta e reducdo na dimensao e
qualidade dos frutos, que apresentam um baixo teor em sumo e uma acidez elevada
(Wallace, 1978). As plantas indicadoras dos sintomas “stem pitting” sdo a torangeira C.
paradisi Macfad. cv. Duncan e a laranjeira doce cv. Madam Vinous (Lee et al., 1994).

Fig. 1.5 - Caneladuras longitudinais no lenho (“stem pitting”) do caule de laranjeira doce cv. Madam
Vinous, um sintoma induzido pelo isolado 12B. Fotografia de Roistacher, C.N. in:
http://www.ecoport.org/EP.exe$PassCheckStart?ID=S103 (05.10.03).
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1.3.4 - Sintomas atenuados ou “mild”

Os isolados “mild” de CTV muitas vezes ndo causam sintomas noutras espécies
para além da limeira mexicana. Nesta, os sintomas consistem em “stem pitting” e
aclaramento das nervuras pouco intenso (Fig. 1.6).

Os isolados “mild” sdo usados na proteccdo cruzada. Esta baseia-se na infeccdo de
plantas sds com isolados “mild” para as proteger de eventuais infec¢des que venham a

ocorrer com isolados severos que provocam “stem pitting” ou “quick decline”.

Fig. 1.6 - Sintoma de aclaramento das nervuras (“vein

clearing”) em folhas de limeira mexicana.

Fotografia de Roistacher, C.N, in:
http://www.ecoport.org/EP.exe$PassCheckStart?ID=S98

(05.10.03).

1.4 - ESPECIES HOSPEDEIRAS DO CTV

O CTV afecta a maioria das espécies, variedades e hibridos da familia Rutaceae
(Acosta et al., 1994). Outros hospedeiros que ndo pertencem ao género Citrus, mas que
pertencem a familia Rutaceae sdo a Aeglopsis chevalieri Swing., a Afraegle paniculata
(Schum.) Engl. e a Pamburus missiones (Wt.) Swing. (Knorr, 1956 e McClean, 1961,
citados por Muller e Garnsey, 1984). Outra espécie hospedeira € a Passiflora gracilis
Jacq., pertencente a familia Passifloraceae (Bar-Joseph et al., 1989), assim como
algumas espécies de Cuscuta (Bar-Joseph et al., 1979a; Acosta et al., 1994).

1.5 - CONTROLO E DIAGNOSTICO DA TRISTEZA

O progresso no controlo da Tristeza passa pelo desenvolvimento e aceitacéo, a
nivel internacional, de medidas de quarentena, de certificacdo e garantia de intercambio
de germoplasma de citrinos livre de organismos patogénicos (Lee e Garnsey, 1996). A
obtencdo de material de propagacdo ndo contaminado por virus tornou-se mais facil
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ap6s o desenvolvimento da técnica da microenxertia combinada com técnicas de
termoterapia (Navarro, 1981).

A substituicdo do porta-enxerto laranjeira azeda por outros porta-enxertos
chamados tolerantes ou resistentes ao CTV como as citranjeiras (por exemplo, Carrizo e
Troyer), pode ser considerada como uma medida de prevengdo contra a “tristeza sensu
stricto”, embora estas plantas possam ser afectadas por estirpes causadoras de “‘stem
pitting”. Uma solugdo adoptada no controlo do CTV em regides onde se sabe que
existem isolados severos endémicos é a pré-imunizagdo ou proteccdo cruzada. Alguns
estudos efectuados referem o beneficio desta técnica na proteccdo dos citrinos (Muller
et al., 1986), a qual tem sido largamente aplicada no Brasil, na Africa do Sul e na
Australia (Spiegel-Roy e Goldschmidt, 1996). Apesar da actual aplicacdo da proteccdo
cruzada, continua a ndo haver uma explicacdo da forma como um isolado “mild”,
inoculado na planta hospedeira, pode minimizar uma infeccdo provocada por um
isolado severo.

A manipulacdo genética de plantas com o objectivo de criar resisténcia a virus
constitui também uma estratégia promissora no controlo de viroses. Geralmente
envolve a transformacéao de células vegetais com genes virais, tendo sido o gene da
proteina do capsidio o mais utilizado.

O controlo da Tristeza, numa dada regido, passa também pelo conhecimento da
situacdo, para o que sdo fundamentais métodos rapidos de detecgédo precoce da doenca.
Dos testes serologicos, o teste ELISA, directo (ELISA-DAS) e indirecto (ELISA-
DASI), tém sido os métodos mais frequentemente utilizados no diagndstico do CTV e
baseiam-se no uso de anticorpos policlonais (Bar-Joseph et al., 1979b) e monoclonais
(Vela et al., 1986; Shalitin et al., 1994).

Para alem da deteccdo € necessario caracterizar os isolados. A indexagem
continua a ser a Unica forma de caracterizacdo bioldgica, mas por ser muito morosa,
diversos metodos tém sido desenvolvidos para a caracterizacao a nivel molecular. O uso
do anticorpo monoclonal MCA-13 permitiu diferenciar os isolados severos dos isolados
“mild” de CTV na Florida (Permar et al.,, 1990). Outros métodos aplicados na
caracterizacdo de isolados sdo a analise de RNA em cadeia dupla (Moreno et al., 1990;
Guerri et al., 1991; Moreno et al., 1993; Moreno et al.,, 1996), a andlise de
polimorfismos de locais de restricdo (RSP) (Gillings et al., 1993; Nolasco, 1994;
Nolasco et al., 1995), a analise de polimorfismos conformacionais monocatenarios
(“Single Stranded Conformation Polymorphisms” - SSCP) (Rubio et al., 1996; Nolasco,
1994, Nolasco e Sequeira, 1997a; Ayllon et al., 1999b; Gago-Zachert et al., 1999; Kong
et al., 2000), a sintese aleatéria de cDNA (SAcDNA) (Nolasco, 1994; Nolasco e
Sequeira., 1997a), o “Exonuclease Fluorescent Probe Assay” (Nolasco et al., 1997b), a
hibridacdo com sondas de DNA longas (Rosner et al., 1986; Narvaez et al., 2000) ou



curtas (Niblett et al., 2000,) e a analise de mapas peptidicos da proteina do capsidio
(Guerri et al., 1990; Albiach-Marti et al., 2000a).

1.6 - ORGANIZACAO GENOMICA DO CTV

O genoma do CTV é constituido por uma cadeia simples de RNA com actividade
mensageira que contém, dependendo dos isolados existentes, entre 19226 (isolado VT
de Israel, Mawassi et al., 1996) a 19296 nucleétidos (isolado T36 da Florida, Karasev et
al., 1995). A sequenciacdo completa do isolado T36 da Florida (Karasev et al., 1995) e
os estudos de Pappu et al. (1994) permitiram conhecer a organizagdo do genoma do
CTV. Da constituicdo do CTV fazem parte genes que codificam para as proteinas
activadoras da replicagdo, para as proteinas reguladoras do movimento e para proteinas
com funcdo estrutural ou com funcdo desconhecida. As regiGes genomicas que
constituem o genoma do CTV estdo descritas na Tabela 1.1 e esquematizadas na Fig.
1.7. O genoma do CTV esta organizado em 11 ORFs (“open reading frame”-regido
genomica codificante) (Pappu et al., 1994; Karasev et al., 1995; Mawassi et al., 1996;
Vives et al., 1999). A regido 5" UTR (regido terminal 5" ndo traduzida) apresenta cerca
de 107 nuclettidos (nt), seguindo-se 0 ORF1 que codifica para uma poliproteina com
401 kDa. Este subdivide-se em dois ORFs. O ORFla (com 349 kDa) codifica uma
poliproteina constituida por duas proteases do tipo papaina (Prol e Pro2), uma
metiltransferase (MT) e uma helicase (HEL) (Karasev e Hilf, 1997). A MT e a HEL
estdo separadas por uma regido gendémica de funcdo desconhecida, a semelhanga do
Beet yellow virus (BYV), um outro virus membro do mesmo genero Closterovirus
(Dolja, 2003). O ORF1b codifica para a proteina RNA Polimerase RNA dependente
(RdRp).



Tabela 1.1 - Designacdo dos ORFs constituintes do genoma do CTV. Pro: protease; MT:
metiltransferase; Hel: helicase; HSP70: proteina homologa da “heat shock protein”; dCP: proteina
semelhante a proteina do capsidio; CP: proteina do capsidio.

ORF Dimensdo Designaca Funcdo Referéncia
(kDa) o0da
la 349 Prole Proteases do tipo papaina Karasev e Hilf, 1997
MT Replicacdo Karasev et al., 1995
Hel Relicacdo Karasev et al., 1995
1b 57 RdRp Polimerase Karasev et al., 1995
2 33 p33 Desconhecida Pappu et al., 1994
3 6 p6 Associada as membranas, mas com funcdo Pappu et al., 1994
desconhecida
4 65 HSP70 Interaccdo proteina-proteina nos movimentos Pappu et al., 1994
intracelulares;  “folding” das proteinas;
participa na encapsidacdo da particula viral.
5 61 p61 Participa na encapsidacéo da particula viral Satyanarayana et al., 2000
6 27 dcp Faz parte da capside viral; podera participar Satyanarayana et al., 2000
no mgv_lmento intercelular e na transmissdo Febres et al., 1094: Febres et al.. 1996
por afidios
7 25 CcP Faz parte da capside viral Satyanarayana et al., 2000
8 18 p18 Desconhecida Pappu et al., 1994; Yang et al., 1999
9 13 p13 Desconhecida Pappu et al., 1994; Yang et al., 1999
10 20 p20 Desconhecida Pappu et al., 1994; Yang et al., 1999
11 23 p23 Proteina de ligacdo ao RNA; encontra-se no  Dolja et al., 1994; Pappu et al., 1997;

citoplasma; participa na regulacdo do ciclo

Lépez et al., 2000; Satyanarayana et

viral pelo controlo da acumulacdo assimétrica al., 2002b
dos RNAs subgendmicos

A regido a jusante (cerca de metade) do genoma apresenta 10 ORFs (2 a 11)
que codificam para um conjunto de produtos proteicos (Fig. 1.7). Algumas proteinas
actuam em conjunto nos mecanismos da replicacdo viral. A proteina p65, uma
proteina homologa da proteina “heat shock” HSP70, juntamente com a proteina p61 e
a proteina p6, poderdo estar envolvidas, por analogia com o BYV, no movimento
intercelular do virus (Alzhanova et al., 2000). A proteina p65 esta envolvida na
encapsidacdo do genoma viral, assim como a proteina p6l, a proteina que se
assemelha a proteina do capsidio (dCP) e a proteina do capsidio (CP) (Satyanarayana
et al., 2000). Na extremidade 3" estdo 4 ORFs que codificam para as proteinas p18,
p13, p20 e p23 (Pappu et al., 1994; Karasev et al., 1995; Yang et al., 1999). A funcéo
das proteinas p18, p13 e p20 no ciclo infeccioso do virus permanece por elucidar.
Das 3 proteinas, sabe-se apenas que a proteina p20 esta presente nas células
infectadas (Pappu et al., 1994; Yang et al., 1999, Febres et al., 1996) e que se auto-
agrega e acumula sob a forma de inclusdes amorfas (Gowda et al., 2000). No entanto,
por analogia com a fungéo da proteina p20 do BYV, esta podera fazer parte da
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extremidade da particula viral e participar no movimento do virus célula a célula
(Prokhnevsky et al., 2002, citado em Dolja, 2003). A proteina p23 esta associado um
conjunto de funcdes, referidas na Tabela 1.1. A regido terminal 3’UTR (regido terminal
3" ndo traduzida) tem, segundo Karasev et al. (1995) 275 nt, enquanto Pappu et al.
(1994) a referem como tendo 277 nt.

=T T |

RNA genomico

p27
e ———
pg—————————————
3 ——————
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Fig. 1.7 — Esquema da organizacdo do genoma do CTV. A linha simples representa a cadeia positiva
simples do genoma em RNA. Cada area a sombreado constitui uma regido codificante (ORF) e as
proteinas codificadas sdo as seguintes: Pro, protease; MT, metiltransferase; HEL, helicase; RdRp, RNA
Polimerase RNA dependente. Conjunto de proteinas da regido terminal 3": p33, p6, p65, p61, p27, CP
(proteina do capsidio), p18, p13, p20 e p23. Na parte inferior estd esquematizado a dimensdo do RNA
genémico e dos RNAs subgenémicos formados durante a replicagdo do virus. Ndo estd desenhado a
escala. Adaptado de Navas-Castillo et al. (1997).

A funcdo de muitas proteinas do CTV ficou conhecida por analogia com as
regides codificantes do BYV que apresentam uma sequéncia muito semelhante a do
CTV. As diferencas ao nivel do genoma que distinguem o CTV do BYV sdo a presenca
no CTV de 2 proteases na regido terminal 5° (Prol e Pro2) (Karasev et al., 1995) e a
presenca, na regido terminal 3", de 4 ORFs que codificam para as proteinas p33, pl8,
pl3 e p23 (Karasev et al., 1995).

1.7 - REPLICACAO E EXPRESSAO DO GENOMA DO CTV

A regido 5’"UTR, em conjunto com a regido 3'"UTR, sdo regides necessarias a
replicacdo do RNA genémico (Satyanarayana et al., 1999). A replicase liga-se
especificamente a regido 3'UTR para iniciar a sintese da cadeia complementar
negativa, a partir da qual sdo depois sintetizadas novas cadeias positivas, na direc¢édo
3°- 5". A regiao 3'UTR ¢ formada por 10 estruturas “stem-and-loop”, um sistema que

parece envolvido na replicagédo e que é diferente do que tem sido referido noutros

10



virus da familia Closteroviridae. Associada a regido 3"UTR esta também a regulacéo da
traducdo, a estabilidade do RNA e a inibi¢do da formacéo de cadeias simples negativas
nos estadios finais da infeccdo (Satyanarayana et al., 2002a).

A expressdo do genoma do CTV inclui processos distintos. A sobreposi¢cdo em
123 nucledtidos entre 0 ORFla e o ORF1b, leva a que possa ocorrer 0 processo
designado de “+1 ribosomal frameshift” e que se baseia na expressio do ORF1 por
deslocacdo do quadro de leitura do ORF1a sobre o ORF1b. As proteases virais Prol e
Pro2 fazem a prote6lise da poliproteina formada pelo ORF1, gerando cinco produtos
proteicos (Karasev et al., 1995). A expressdo do CTV também origina um conjunto de
10 RNAs subgendémicos que variam entre 0,9 a 8 Kb e que sdo transcritos a partir da
extremidade 5" da cadeia negativa. Estes RNAs subgendémicos correspondem aos ORFs
2 a 11 e sdo co-terminais na regido 3" (Pappu et al., 1994; Hilf et al., 1995; Mawassi et
al., 1995a; Karasev et al., 1997; Miller e Koev, 2000) (ver Fig. 1.7). Estes tipos
diferentes de expressdo de genes da cadeia viral do CTV resultam na formacgéo, na
totalidade, de 17 proteinas, segundo Mawassi et al. (1996), ou 19 proteinas, segundo
Karasev e Hilf (1997).

Numa célula infectada podem ser detectadas particulas encapsidadas de RNA em
cadeia simples positiva de 20 Kb, RNA em cadeia dupla que corresponde a forma
replicativa do CTV, RNA em cadeia simples complementar ao RNA genémico numa
concentracdo muito baixa (Navas-Castillo et al., 1997) e um conjunto de RNAs
subgendmicos em cadeia simples e dupla, alguns dos quais encapsidados (Hilf et al.,
1995; Mawassi et al., 1995a). Na célula infectada acumulam-se também RNAs
defectivos (D-RNA) com dimensdes que variam entre 1,5 Kb a mais de 10 Kb (Ayllon
et al., 1999a; Mawassi et al., 1995c; Mawassi et al., 2000), com encapsidacdo pela
proteina p25 e p27. A sequéncia nucleotidica dos RNAs defectivos sugere que foram
originados do genoma do CTV, com uma deleccdo interna extensa e mantendo a
extremidade 5" e 3" (Mawassi et al., 1995b; Mawassi et al., 1995c; Yang et al., 1997;
Ayllon et al., 1999a) (Fig. 1.7).

1.8 - VARIABILIDADE GENOMICA

A sequenciacdo do genoma completo de alguns isolados do CTV com origens
geograficas e propriedades bioldgicas diferentes, veio trazer algum conhecimento
sobre a variabilidade genémica do CTV. A comparagdo dos primeiros genomas que
foram sequenciados, 0 genoma do isolado T36 da Florida (Karasev et al., 1995) e do

isolado VT de Israel (Mawassi et al., 1996), mostrou que a regido terminal 3" € muito
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conservada, havendo um aumento gradual da divergéncia na direc¢do 57, com menos de
50% de identidade nucleotidica na regido 5"UTR (Mawassi et al., 1996; Yang et al.,
1999). A comparagdo posterior dos isolados T36 e VT com 9 isolados de caracteristicas
bioldgicas e geograficas diversas, revelou que a variabilidade ao longo do genoma pode
ser menos acentuada (Hilf et al., 1999). Na regido terminal 5%, as regiGes mais
conservadas correspondem as proteases (Prol e Pro2), a metiltransferase (MT), a
helicase (HEL) e a RNA Polimerase RNA dependente (RdRp), esta Gltima com uma
homologia de 90% (Mawassi et al., 1996). Também os genes das proteinas p65, p61,
p27 e p25 (CP) sdo muito conservados (Pappu et al., 1994). A proteina p33 apresenta-se
como a menos conservada das proteinas virais (Yang et al., 1999). Na regido terminal
3’, os dois isolados T36 e VT apresentam uma semelhan¢a nucleotidica superior a 90%
(Mawassi et al., 1996).

Cada isolado de CTV é constituido por uma populacdo de variantes gendémicas.
Estas variantes intra-isolados séo, a nivel nucleotidico, muito préximas da variante mais
comum a que se podera chamar a sequéncia principal. Esta distribuicao foi descrita no
geral como uma estrutura “quasispecies” (Holland, 1982; Domingo et al., 1999).
Estabelece-se assim uma populagédo de variantes genomicas que se mantém ao longo do
tempo em funcao das mutacGes que vao ocorrendo e das pressdes de seleccdo existentes.

1.8.1 — Causas intrinsecas da variabilidade gendmica

Um dos factores que pode contribuir para a variabilidade genémica do CTV sao
as elevadas frequéncias de mutacbes que ocorrem nos genomas em RNA, durante a
replicagdo do genoma, devido a auséncia de fung¢des de “proofreading” e de reparagdo
de RNA por parte da RNA Polimerase RNA dependente. Outro factor a considerar é a
recombinacdo entre genomas virais (Dolja et al., 1994), que se supde poder ocorrer
devido as sucessivas infeccbes que ocorrem ao longo do tempo por diferentes
populacdes de afidios (Gago-Zachert et al., 1999; Rubio et al., 2001). Perante a
coexisténcia numa mesma célula de varias variantes gendmicas, pode ocorrer um
mecanismo de recombinagdo designado de “copy choice”, que se refere & mudanga ou
salto da RdRp, da cadeia de RNA que estava a ser transcrita, para uma nova cadeia de
RNA que esteja proxima (Biebricher, 1999).
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1.8.2 - Factores exteriores que afectam a variabilidade genémica ao nivel da
populacéo de CTV

As variantes gendémicas de CTV presentes numa planta podem ser segregadas por
enxertia e através da transmissao por afidios (Moreno et al., 1993; Lopez et al., 1998;
Ayllon et al., 1999b; Albiach-Marti et al.,, 2000b; Kong et al., 2000). Apo6s a
transmissdo para um novo hospedeiro, a alteracdo da frequéncia relativa ou até da
composigdo das variantes gendmicas, quando comparadas com o isolado original, pode
originar sintomas diferentes no novo hospedeiro (Albiach-Marti et al., 2000b; d"Urso et
al., 2000). Ayllon et al. (1999b) também verificaram que a transmissdo por enxertia de
um isolado podia dar origem a uma nova “quasispecies” a volta de um padrdo diferente
do isolado original.

Outro factor que pode contribuir para alterar a populacdo de RNA gendémico no
processo de transmissdo por afidios, resulta de uma distribuicdo ndo uniforme das
variantes genémicas na planta. Gera-se entdo a possibilidade do afidio poder transmitir
uma variante genémica em detrimento de outra. Esta situacdo foi observada no CTV
(d"Urso et al., 2000) e promove uma segregacdo ao acaso da populagdo inicial de
variantes genémicas de um virus, dando origem a um “bottleneck” genético.

Os afidios apresentam diferentes eficiéncias de aquisicdo do virus, sendo também
variavel a capacidade de o transmitir (Reis et al., 2000). Desta forma, a populacdo de
vectores existente numa regido pode afectar a predominancia de um isolado sobre os
outros. A introducdo, numa regido, do afidio Toxoptera citricida (Kirk.) pode favorecer
o “bottleneck” genético, por este ter uma elevada eficiéncia de transmissdo. O afidio T.
citricida leva também a uma maior dispersdo dos isolados de CTV (Gottwald et al.,
1997).

Muitos isolados “mild” que se encontram em campo e cujas plantas hospedeiras
se apresentam assintomaticas, podem conter variantes que induzem sintomas severos do
tipo “stem pitting”, quando sdo segregados do isolado-mae (Grant e Higgins, 1956;
Moreno et al., 1993). Desta forma outra variante pode surgir como principal num novo
hospedeiro (Moreno et al., 1991; Ayllon et al., 1999b; Albiach-Marti et al., 2000b;
d"Urso et al., 2000).
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1.9 - TRANSFORMACAO GENETICA COM VISTA A OBTENCAO DE
RESISTENCIA

A transformacdo genética de plantas € o processo pelo qual é conseguida a
integracdo estavel e a expressdo de genes, por meios que ndo sejam a fusdo de gametas
ou de outras células (Birch, 1997). A transformacdo genética tem sido largamente
aplicada ao melhoramento de culturas importantes do ponto de vista econémico,
induzindo a resisténcia a doencas, virais ou outras.

O melhoramento de plantas do género Citrus pelos métodos convencionais esta
limitado pelas caracteristicas genéticas e reprodutivas de muitas das espécies
pertencentes ao género, como seja a auto-incompatibilidade e a incompatibilidade
cruzada, a apomixia, a androgenia, uma elevada heterozigotia e longos periodos de
juvenilidade, quer a plantula seja de origem nucelar ou sexual (Spiegel-Roy e
Goldschmidt, 1996). A transformacdo genética oferece assim uma importante
alternativa para o seu melhoramento, sendo um dos objectivos actuais a protec¢do dos
citrinos contra o Citrus tristeza virus, pela indugdo de resisténcia com genes do préprio
virus.

O conceito de criar culturas resistentes a virus através da expressdo na planta de
sequéncias do genoma viral evoluiu a partir dos conhecimentos da proteccdo cruzada,
usada para proteger culturas como as de tomateiros, citrinos, cuculrbitas e papaias
(Fraser, 1998). A proteccdo cruzada baseia-se em mecanismos moleculares ainda
desconhecidos e apresenta algumas desvantagens, entre as quais a infeccdo de uma
planta com uma particula viral intacta. Se forem usados virus de RNA, este pode
apresentar numerosas variantes genémicas e corre-se 0 risco de ocorrer alteracfes que
favorecem o aparecimento de sintomas severos na planta (Lee et al., 1995).

A transformacdo genética de plantas com vista a resisténcia a virus teve o seu
inicio com a utilizacdo do gene da proteina do capsidio (CP) do Tobacco mosaic virus
(TMV) nos estudos feitos por Powell-Abel et al. (1986). A expresséo da CP traduziu-se,
em comparagdo com as plantas ndo transformadas, num atraso no aparecimento de
sintomas ou mesmo na sua auséncia nas plantulas que expressavam a CP do TMV.
Nestas Ultimas plantas também foi notada uma reduzida acumulagdo do virus e dos
locais de infecgdo, mostrando que a difuséo da infeccao era baixa (Powell-Abel et al.,
1986). Nalguns processos de transformacdo, parece haver uma relacdo directa entre a
expressao da proteina do capsidio nas plantas e a eficacia da resisténcia mediada pela
CP (Powell et al., 1990).

A proteccdo mediada pela proteina do capsidio tem sido a mais aplicada na
inducdo de resisténcia a virus em citrinos (Tabela 1.2, pag. 24), uma vez que se sabe ser
esta proteina muito conservada entre os varios isolados. Os estudos de Dominguez
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et al. (2002b) mostraram, pela primeira vez, que a transformacdo mediada pela CP do
CTV em limeira mexicana pode, tal como foi observado em plantas de tabaco, provocar
um atraso no aparecimento dos sintomas e na acumulagdo do virus e também um grau
de resisténcia que se reflecte na total auséncia de sintomas.

Nos Ultimos anos tem sido referida a eficiéncia na inducdo de resisténcia a virus
mediada por outras sequéncias virais que codificam para a expressao de proteinas como
a replicase, a proteina do movimento e proteases. Estas proteinas sdo expressas
truncadas ou modificadas com o objectivo de ndo serem funcionais. Segundo Braun e
Hemenway (1992) e Tenllado et al. (1995), a replicase confere a planta quase
imunidade ao virus do qual o gene derivou. No entanto, a resisténcia & muito especifica,
quase sempre restrita a0 mesmo virus (Golemboski et al., 1990; MacFarlane e Davies,
1992; Zaitlin et al., 1994). Em citrinos, segmentos do gene da replicase truncados foram
usados na transformacéo de citrangeira Carrizo (Piestun et al., 2000) e de toranjeira (C.
paradisi Macfad.) (Moore et al., 2000a; Febres et al., 2003).

A resisténcia mediada pela proteina do movimento, que altera as propriedades de
exclusdo dos plasmodesmos, aumentando o seu diametro (Zaccomer et al., 1993), inclui
a reducdo do movimento do virus nas plantas infectadas (Walsh, 2000). Este tipo de
resisténcia confere um elevado espectro de resisténcia, mesmo a virus nédo relacionados
(Ares et al., 1998). Outros genes virais que tém vindo a ser usados na inducdo de
resisténcia sdo o RNA satélite (Gerlach et al., 1987) e os RNAs defectivos (defective
interfering RNA) (Kollar et al., 1993).

As estratégias que induzem resisténcia através de genes ndo virais incluem,
entre outras, a expressao de anticorpos por parte do genoma da celula vegetal
(Tavladoraki et al., 1993), assim como a expressao antisense de genes da planta que
podem ser essenciais ao ciclo viral do virus (Bejarano e Lichtenstein, 1992). A
expressao do interferdo foi sugerido por Truve et al. (1993) (citado em Pappu et al.,
1995), poder conferir uma resisténcia alargada a diversos grupos de virus. Alguns
genes de origem vegetal tém vindo também a ser testados, tais como 0s genes que
codificam para proteinas inactivadoras de ribossomas e genes de resisténcia a
doencas bacterianas e fungicas (Hammond-Kosack e Jones, 1997). Na espécie
Poncirus trifoliata (L.) Raf. foi mapeado o gene que confere resisténcia ao CTV
(Gmitter Jr et al., 1996). Esta resisténcia é transmitida a descendéncia, em particular
a hibridos interespecificos como a citranjeira Carrizo ou Troyer [P. trifoliata (L.)
Raf. x C. sinensis (L.) Osbeck] ou o citrumelo [P. trifoliata (L.) Raf. x C. paradisi
(Macfad.)] (Bar-Joseph et al., 1989). A resisténcia mediada por proteinas ndo virais
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tem a vantagem de ndo colocar riscos relacionados com a transencapsidagdo ou a
recombinagéo de genes virais em plantas.

1.9.1 - Mecanismos responsaveis pela inducao de resisténcia

Na resisténcia mediada pela proteina do capsidio, alguns estudos apontam para a
resisténcia se dever a algum evento no inicio do processo infeccioso, impedindo a
desencapsidacdo do virus, estando a CP, que é expressa nas plantas, envolvida no
processo de uma forma ainda desconhecida (Walsh, 2000).

A inducdo de resisténcia também tem sido explicada com base nos mecanismos de
silenciamento génico, quer a nivel da transcricdo (TGS-“transcriptional gene
silencing”), por auséncia da sua iniciacdo devido a fendmenos de metilagdo ou
condensacao da cromatina, quer a nivel da pds-transcricdo (PTGS-“post-transcriptional
gene silencing”), que resulta na degradacdo do mRNA “sense” aberrante, “antisense”,
formas de dsRNA ou de mRNA ndo traduzivel (Fagard e Vaucheret, 2000). Estes
mecanismos do genoma das células vegetais constituem defesas da célula para dar
resposta a situaces como a integracdo estavel de DNA estranho e a replicacdo
extracromossomica de genomas virais (Fagard e Vaucheret, 2000).

O processo poés-transcripcional de degradacdo do RNA, em que se baseia a
resisténcia mediada por RNA, deve-se a mecanismos que comegam a ser desvendados.
Um dos mecanismos € a resisténcia dependente de homologia, que ocorre no citoplasma
pela degradacdo de sequéncias de RNA que sdo homologas com a sequéncia de RNA
transgenica (Baulcombe, 1996). Neste caso, o transcrito é formado, mas néo se acumula
por ser rapidamente degradado. Uma explicagdo para este mecanismo de silenciamento
génico pos-transcripcional (PTGS) deve-se a formacdo de dsRNA, o qual se estabelece
na presenca de uma sequéncia homologa ao transgene, ou quando é introduzido
directamente na célula, por exemplo, por infeccdo viral (Hamilton e Baulcombe, 1999).
Este mecanismo baseia-se na degradacdo do dsRNA em fragmentos de 19 a 25 pb,
designados de siRNA (“small interfering RNAs”), os quais irdo instruir o “RNA-
induced silencing complex” (RISC) no reconhecimento e degradacio do mRNA
enddgeno complementar ao siRNA (Elbashir et al., 2001). O RISC é um complexo
formado por proteinas, moléculas de siRNA e por nucleases, e reconhece a constituigdo
de duplexes entre 0 siRNA e o0 mRNA homélogo. O PTGS apds ser activado, é
difundido na planta através de moléculas que actuam em trans, de uma forma ainda
desconhecida (Elbashir et al., 2001). Quando o virus, que tem a mesma sequéncia do
transgene, penetra na celula vegetal, activa 0s mesmos mecanismos e ocorre a
degradacgdo do RNA viral (Tenllado e Diaz-Ruiz, 2001). Dominguez et al. (2002b)
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referem a resisténcia mediada por RNA em limeira mexicana. Em toranjeira (C.
paradisi Macfad.), este tipo de resisténcia foi induzido através da transformacdo com o
gene da CP ndo traduzivel e sequéncias genémicas como a regido 3"UTR (Febres et al.,
2003). Este processo de inducdo de resisténcia diminui as possibilidades de
recombinac@es indesejadas entre o transgene transcrito e os virus que infectam a planta
(Prins e Goldbach, 1996).

1.9.2 - Transformacao genética mediada pelo Agrobacterium tumefaciens

A técnica de transformacdo genética mediada pelas bactérias gram negativas do
género Agrobacterium e, em particular, pela espécie Agrobacterium tumefaciens,
baseia-se num sistema que apresenta uma capacidade Unica de transferir uma por¢do do
seu DNA (T-DNA) para o genoma das células vegetais, propriedade que tem sido
explorada com o objectivo de inserir novos genes em plantas. A limitagdo da aplicagéo
deste método aos hospedeiros naturais da bactéria A. tumefaciens que sdo
maioritariamente plantas dicotiledoneas, levou ao desenvolvimento de outras técnicas
designadas de directas. Estas fazem geralmente uso de protoplastos, sendo 0 DNA
introduzido directamente na célula vegetal por diversos mecanismos: por transferéncia
mediada por polietilenoglicol (PEG), que aumenta a permeabilidade da membrana
celular ao DNA,; por electroporacdo que através de uma descarga eléctrica aumenta a
permeabilidade da membrana plasmatica; por microinjeccdo, em que o DNA é
introduzido directamente no protoplasto. Outra técnica, a biolistica, pode ser usada em
estruturas pluricelulares e faz uso de microparticulas de ouro ou tungsténio envoltas em
DNA, que sdo bombardeadas para o interior das células. A transformacdo mediada pelo
Agrobacterium, em contraposi¢cdo as técnicas referidas acima, € designada por
transferéncia indirecta.

A bactéria Agrobacterium tumefaciens é o agente causal do “crown gall”, um
tumor que afecta muitas plantas gimnospérmicas, plantas dicotiledéneas e também
algumas plantas monocotiledéneas (De Cleene e De Ley, 1976). A transformacdo
mediada por A. tumefaciens faz uso de um dos plasmidios que transporta, o Ti (“tumor
inducing”), para, de uma forma natural, integrar covalentemente um segmento do
referido plasmidio, o T-DNA, no genoma da célula vegetal (Chilton et al., 1980). Em
resposta a compostos fendlicos como a acetoseringona e a monossacaridos, produzidos
por células vegetais feridas, ocorre a ligacdo de Agrobacterium a célula vegetal através
da sintese de fibrilhas de celulose por parte da bactéria (Gelvin, 2000), estando ainda
por elucidar o papel de proteinas da célula vegetal nessa ligacdo (Gelvin, 2000). Inicia-
se também a inducdo dos genes da viruléncia (vir) presentes no plasmidio Ti da
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agrobactéria que, numa accdo cooperativa com genes do cromossoma bacteriano,
medeiam a transferéncia genética do T-DNA para 0 genoma da célula vegetal (Stachel
et al., 1985). O T-DNA presente no plasmidio Ti estd delimitado, nas extremidades, por
sequéncias repetidas de 25 pb, as sequéncias flanqueadoras LB (“left border”) ¢ RB
(“right border”), que delimitam a sequéncia de DNA a ser transferida (Wang et al.,
1984; Bolton et al., 1986). Ap6s a inducdo dos genes vir, uma das cadeias do T-DNA é
libertada através do corte nas sequéncias flanqueadoras e transferida para a célula
vegetal (Stachel et al., 1987), processo que pode demorar, em alguns casos, apenas 2
horas (Gelvin, 2000).

O T-DNA selvagem parasita a maquinaria genética da célula vegetal hospedeira e
direcciona as actividades metabolicas da célula vegetal para a sintese de um conjunto de
auxinas e citocininas, através dos genes onc, do que resulta o tumor “crown gall”
(Chilton, 1983; Depicker et al., 1983). Os outros genes do T-DNA codificam para a
sintese de derivados de aminoacidos, designados opinas, 0s quais constituem uma fonte
de carbono e azoto para a agrobactéria (Bevan, 1984). Diferentes estirpes induzem a
producéo de diferentes opinas como a nopalina, a octopina, a leucinopina, a agropina, a
vitopina e a succinamopina (Chilton, 1983; Depicker et al., 1983). Os outros genes do
plamidio Ti, fora do fragmento do T-DNA, codificam para o metabolismo das opinas,
para a transferéncia do T-DNA para a célula vegetal e para o processo de conjugacao
plasmidica bactéria-bactéria (Hooykaas e Beijersbergen, 1994). Os genes vir,
envolvidos no processamento e transferéncia do T-DNA, estdo organizados em 8
operdes, desde o gene VirA ao gene virH (Turk et al., 1994). Os produtos dos genes
VirA e virG regulam a expressao dos restantes genes vir. A proteina VirA actua como
receptor dos compostos fenolicos libertados pela célula vegetal ferida, enquanto a
proteina VirB actua como regulador da transcricdo dos genes vir (Winans et al., 1994)
(Fig. 1.8). Os genes virD1 e virD2 estdo envolvidos na clivagem das sequéncias
flanqueadoras LB e RB do T-DNA para a excisdo de uma cadeia simples do T-DNA
(Stachel et al., 1987), a qual fica ligada covalentemente a proteina VirD2 na
extremidade 5" (Rossi et al., 1993; Gelvin, 2000). Esta proteina tem um papel activo na
integracdo do T-DNA no cromossoma da célula vegetal (de la Riva, et al., 1998) (Fig.
1.8).

O T-DNA ¢ posteriormente coberto com multiplas proteinas VirE2 (Rossi et al.,
1993), formando o complexo T-DNA uma cadeia monocatendria que fica protegida da
degradacdo nucleolitica (Koukolikova-Nicola et al., 1993). O complexo T-DNA ¢
dirigido para o poro nuclear da célula vegetal, mediado pela proteina VirD2,
conjuntamente com a proteina VirE2 (Ziemienowicz et al., 2001). Este processo foi

comparado a conjugacao bacteriana, sendo o poro composto por um conjunto de
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proteinas VirB (Koukolikova-Nicola et al., 1993), que Beijersbergen et al. (1994)
associaram a estrutura de um “pilus” (Fig. 1.8). O processo de integracdo do DNA no
genoma da planta ainda ndo estd completamente explicado, embora Gheysen et al.
(1991) tenham sugerido que a integracdo é feita por um sistema de recombinacdo
ilegitima. Os genes da planta poderdo ter um papel na integracdo do T-DNA, uma
questdo que ndo esta ainda clarificada (Gelvin, 2000).

A capacidade natural do Agrobacterium transferir sequéncias de DNA para o
genoma das células vegetais tem sido explorada no desenvolvimento de vectores de
transformacdo com um T-DNA modificado. Para tal, foram eliminados os genes que
promovem a formagdo do tumor “crown gall” (genes onc) e que inibem a regeneracao
de células, assim como os genes que codificam para a sintese das opinas. Os genes de
interesse s@o inseridos entre as sequéncias flanqueadoras LB e RB, que funcionam
como sinais de reconhecimento do sistema de transferéncia (Bevan, 1984). O fragmento
em cadeia simples do T-DNA, ¢ transferido para a célula vegetal de uma forma polar,
iniciando-se a integracdo no genoma da célula vegetal pelo RB e terminando pelo LB
(Stachel et al., 1987).

Compostos fendlicos

Proteinas@

; VirB

. Proteinas
VirE

Agrobacterium

Fig. 1.8 - Transferéncia do T-DNA para as células vegetais. Compostos fenélicos sdo libertados para o
meio ambiente quando uma célula vegetal é ferida. Estes compostos induzem as proteinas VirA, as quais
por sua vez activam as proteinas VirG (na figura, a forma activa esta indicada com um asterisco). As
proteinas VirG activadas estimulam a expressao dos genes vir, 0s quais codificam diferentes proteinas
Vir, envolvidas no processo de transferéncia. As proteinas VirD1 e VirD2 excisam o T-DNA em cadeia
simples do plasmidio Ti. Ap6s a excisdo, as proteinas VirD2 permanecem covalentemente ligadas a
extremidade 5" do T-DNA. A molécula de DNA ¢é exportada para a célula vegetal através de um canal,
provavelmente formado pelas proteinas VirB, canal esse através do qual também passam as proteinas
VIirE2. Nas células vegetais, as proteinas VirE2 associam-se com a cadeia simples de T-DNA-VirD2,
formando o complexo T. As proteinas VirD2 e VirE2 medeiam a entrada do T-DNA no nlcleo da célula
vegetal através dos poros nucleares. No nucleo, o T-DNA pode ser integrado no genoma da célula
vegetal. Adaptado de Tinland (1996).

19



A identificacdo das células transformadas com um transgene é feita através de
genes de seleccéo inseridos no T-DNA e que sdo indicadores da integragdo do DNA no
genoma da planta, por conferirem resisténcia a um antibidtico ou herbicida. S&o
empregues, entre outros, 0s genes que conferem resisténcia aos antibiéticos canamicina
(gene nptll) (Herrera-Estrella et al., 1983), higromicina (gene hpt) (Blochlinger e
Diggelmann, 1984) e bleomicina (gene ble) (Rogers e Klee, 1987). Também sdo
empregues genes que conferem resisténcia aos herbicidas fosfinotricina (gene bar) e
glifosato (Becker et al., 1992), entre outros. Em plantas do género Citrus tem sido
correntemente empregue o gene nptll, mas em estudos mais recentes foi inserido o gene
bar em toranjeira (C. paradisi Macfad.), que induz resisténcia ao herbicida Basta
(Piestun et al., 2000).

Genes reporter sdo também incorporados no T-DNA por codificarem enzimas que
sdo rapidamente detectadas nas células por fluorescéncia ou por reacgdo histoquimica,
permitindo avaliar a expressdo num processo de transformacdo. Alguns dos genes
repdrter mais usados codificam para as enzimas cloranfenicol acetiltransferase (Herrera-
Estrella et al., 1983), luciferase (Ow et al., 1986) e B-glucuronidase (Jefferson, 1987;
Jefferson et al., 1987). A analise qualitativa da presenca da enzima B-glucuronidase é
feita através de uma reaccdo histoquimica por aplicacdo do substracto 5-bromo-4-cloro-
3-indolil-B-D-glucuronido (X-gluc), que a enzima B-glucuronidase degrada em acido
glucurdnico e forma um precipitado insoltvel de cor azul indigo, tornando visivel os
locais onde esta presente a enzima (Jefferson et al., 1987). O gene que codifica para a -
glucuronidase tem sido o gene repérter mais usado na transformacédo de citrinos. Mais
recentemente, também o gene que codifica para a proteina fluorescente verde (GFP)
(Kitts et al., 1995) tem sido largamente aplicado, uma vez que nao é prejudicial a célula
vegetal e pode substituir os antibidticos e herbicidas na seleccdo de transformantes. Em
citrinos, as referéncias a sua aplicacdo sdo escassas e apenas La Malfa et al. (2000) e
Olivares-Fuster et al. (2000) os usaram na citrangeira Carrizo e em protoplastos de
laranjeira doce, respectivamente.

A transformacao via Agrobacterium tem a vantagem de poder ser usada, ndo so
na transformacdo de protoplastos, mas também de estruturas pluricelulares, tais como
discos foliares e segmentos de caule, a partir dos quais sdo regenerados rebentos
adventicios com um risco reduzido de variacdo somaclonal. Podem ser transferidos
grandes fragmentos de DNA, os quais sdo direccionados para o nucleo, onde sao
integrados no genoma da célula vegetal de uma forma estavel, sendo passados para a
descendéncia de acordo com as regras Mendelianas (Chilton, 1983; Furner et al., 1986).
O numero de cdpias de DNA introduzido na célula é inferior ao que se verifica
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nos processos de biolistica ou electroporacdo (de la Riva, 1998). Também a eficiéncia
de transformacdo ¢ maior do que os métodos de transferéncia directa (Chilton, 1983).
Uma desvantagem na aplicacdo da transformacdo mediada por Agrobacterium prende-
se com a ocorréncia de configura¢des em “tandem” do T-DNA, em que o LB do T-
DNA fica ligado covalentemente ao RB de outro T-DNA (Ooms et al., 1982; Bevan,
1984).

A transformacéo via Agrobacterium comegou por ser testada em tabaco (Herrera-
Estrella, 1983; Horsch et al., 1985; Powell Abel et al., 1986). Algumas espécies
vegetais sdo recalcitrantes a transformacdo ao Agrobacterium, além de ndo serem
geralmente hospedeiros naturais deste género de bactérias, nomeadamente muitas
plantas Monocotiledéneas e também plantas lenhosas (De Cleene e De Ley, 1976). O
desenvolvimento de protocolos adequados de transformacédo e de regeneracdo também
tem um papel fundamental e permitiu ja a transformacéo via A. tumefaciens de milho
(Gould et al., 1991), arroz (Hiei et al., 1994) e de trigo (Peters et al., 1999).

1.9.3 - A transformacao genética de plantas do género Citrus

A transformacdo de citrinos teve o seu inicio a aproximadamente uma década,
com a transferéncia de genes para protoplastos de laranjeira doce (Kobayashi e
Uchimiya, 1989) e de limdo rugoso (C. jambhiri) Lush ( Vardi et al., 1990), mediada
por polietilenoglicol (PEG). Também a biolistica foi aplicada com sucesso na
transformacéo de tangeleiro (C. reticulata Blanco x C. paradisi Macfad.). Em limoeiro
foi usada na transferéncia do gene uidA para células de calli (Starrantino et al., 1992;
Kayim et al., 1996), sem ter ocorrido a regeneracdo de plantas. A mesma técnica foi
praticada na transformacdo de limeira mexicana, sem a regeneracgdo de transformantes
(Gutiérrez et al., 1997). A electroporacdo, outra técnica de transferéncia directa, foi
testada em tangerineira, com obtencdo de protoplastos transformados (Hidaka e Omura,
1993).

A transformacdo de plantas do género Citrus mediada por A. tumefaciens tem sido
e é referido por vérios autores como o meio mais eficaz de transformacdo (Bond e
Roose, 1998; Gutiérrez et al., 1997; Pefia et al., 1995a e 1995b), e que apresenta 0s
niveis mais elevados de expressdo estavel (Chilton et al., 1980). Na primeira referéncia
a transformacdo de citrinos mediada por Agrobacterium foram usadas células em
suspensdo (Hidaka et al., 1990). No entanto, os estudos de inducdo de rebentos
adventicios realizados na década de 80 (Barlass e Skene, 1982; Moore, 1986) abriram
novas possibilidades de utilizagdo do Agrobacterium na transformacéo de estruturas
pluricelulares nos citrinos (Tabela 1.2, pag. 24). Moore et al. (1992) utilizaram
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epicotilos de plantulas, explantes que foram posteriormente adoptados com sucesso na
transformacdo da maioria das espécies de citrinos (Tabela 1.2, pag. 24).

A bactéria A. rhizogenes foi também usada em processos de transformagdo com
sucesso em limeira mexicana (Pérez-Molphe-Balch e Ochoa-Alejo, 1998). A insercao
de genes rol mediada por A. tumefaciens foi efectuada por Gentile et al. (1999) e
Kaneyoshi e Kobayashi (1999).

Mais recentemente foram também transformados citrinos com genes nao virais,
nomeadamente genes de tolerdncia a salinidade (Cervera et al., 2000a) (Tabela 1.2, pag.
24), gene humano hEGF (“human epidermal growth factor”) (Kobayashi et al., 1996)
(Tabela 1.2, pag. 24); genes que promovem a iniciacdo floral, diminuindo assim o
tempo de juvenilidade (Pefia et al., 2001) (Tabela 1.2, pag. 24) e genes que reduzem a
formacdo de sementes (Koltunow et al., 2000) (Tabela 1.2, pag. 24). Também foram
transformados citrinos com o gene chalcona sintase (CHS) e o gene chalcona isomerase
(CHI), isolados de toranjeira (C. paradisi Macfad. cv. Marsh), que entram na via
biossintética da naringina. A transformacdo com estes genes teve como objectivo criar
frutos menos amargos, embora com resultados ainda ndo satisfatorios (Moore et al.,
2000b). O isolamento de genes de citrinos relacionados com o0s processos bioquimicos
de outros flavondides, das giberelinas (Alapont et al., 2000), da sacarose, dos acidos
organicos, dos carotendides, da clorofila, do etileno, das pectinas e da celulose, entre
outros, vem criar novas perspectivas na transformacao genética futura dos citrinos (Di et
al., 2002).

Um dos objectivos da transformacdo de citrinos tem sido a introducdo de
resisténcia ao CTV, sendo o gene estrutural da capside proteica 0 mais usado nos
processos de transformacdo (Tabela 1.2, pag. 24). Mais recentemente o0 gene que
codifica a proteina p23 foi usado, dando a conhecer a sua funcdo no desenvolvimento
dos sintomas do CTV no hospedeiro (Ghorbel et al., 2001b) (Tabela 1.2, pag. 24).
Também a regido 3'UTR foi empregue na transformacdo de toranjeira (C. paradisi
Macfad.) (Febres et al., 2003) (Tabela 1.2, pag. 24). Os genes que codificam as
proteinas p27 e p20 foram usados sem sucesso na transformacdo da mesma espécie.
Apesar da obtencdo de uma frequéncia de expressdo transiente relativamente elevada
(10% e 19%, respectivamente), os rebentos ndo cresceram. Febres et al. (2003)
atribuiram a morte das plantas ao seu estadio muito precoce de desenvolvmento ou a
existéncia de um factor toxico ou prejudicial para a planta, que resultou na remocao do
transgene do genoma, por rearranjos.

A resisténcia natural ao CTV foi encontrada em Poncirus trifoliata (L.) Raf. e o
seu gene foi mapeado (Gmitter et al., 1996). No futuro, apds clonagem, este gene
poderd ser usado e transferido para outras espécies e variedades por transformacéo
genética, ja que se torna dificil a sua utilizagdo em processos convencionais de
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melhoramento devido a complexa biologia floral e reprodutiva dos citrinos e aos longos
periodos de juvenilidade. A resisténcia a determinados isolados de CTV foi encontrada
também em toranjeira (C. maxima (Burm.) Merr., Fortunella crassifolia Swing e
Severinia buxifolia (Poir.) Tenore (Dominguez et al., 2002a).

A transformacdo de plantas do género Citrus apresenta algumas dificuldades
associadas ao facto de ser uma lenhosa, sendo a mais notéria a reduzida frequéncia de
obtencdo de transformantes. A andlise das plantas transformadas adultas obriga a longos
anos de espera, uma vez que o tempo de juvenilidade pode variar entre 4 a 6 anos
(Spiegel-Roy e Goldshmidt, 1996), até a producédo dos primeiros frutos. Por outro lado,
o teste da resisténcia das plantas ao virus requer a inoculacdo das plantas transgénicas
com a estirpe da qual derivou o transgene e com outros isolados de CTV, procedimentos
que requerem muito tempo até os resultados serem observaveis. De igual forma ndo se
sabe se a resisténcia a uma dada variante genomica sera duravel nas diversas regides em
que os citrinos sdo cultivados, uma vez que estes estdo sujeitos a repetidas infeccbes
com diversas variantes genémicas do CTV.
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OBJECTIVOS DO PRESENTE TRABALHO

Torna-se premente para a regido da Bacia Mediterranica encontrar formas de
controlar possiveis infecgdes por estirpes severas de CTV como as existentes na llha da
Madeira. Dadas as caracteristicas de vigor de C. aurantium L. e da sua adaptabilidade a
regido mediterranica, é de importancia crucial a obtencdo de resisténcia neste porta-
enxerto.

Os objectivos deste trabalho foram:

- Estudo da variabilidade gendmica da regido terminal 3'UTR do CTV, para a
deteccdo das regides mais conservadas a usar num processo de transformacao
genética, de forma a garantir uma resisténcia alargada, mediada por RNA, a
maioria dos isolados do CTV.

- Estabelecimento de um sistema de transformacdo de plantas de laranjeira
azeda (C. aurantium L. cv. Brazilian) mediado pelo vector natural
Agrobacterium tumefaciens, com o gene da CP do CTV.
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Capitulo 2

MATERIAL E METODOS

2.1 - DESIGNACAO CIENTIFICA DAS ESPECIES DE Citrus

No presente trabalho foi adoptada a designacao cientifica das espécies de Citrus
segundo Cottin R., SRA INRA-CIRAD, versédo 2.0 (2002).

2.2 - CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS DE CTV ANALISADOS

Foram analisados isolados de CTV com diversas origens geograficas e com
caracteristicas bioldgicas diferentes, incluindo isolados causadores de sintomas “mild” e
de sintomas “stem pitting”. Os isolados foram mantidos em laranjeira doce cv. Madam
Vinous, em estufa protegida contra insectos. O cortex das plantas indicadoras foi
retirado seis meses apos a inoculacao do isolado e o caule foi observado para a deteccao
de sintomas todos os anos. Nas infeccdes mistas, a segunda inoculacdo sé foi executada
apos confirmagdo por ELISA do estabelecimento da primeira infec¢cdo com o isolado
“mild” 25. A caracterizacdo bioldgica destes isolados, efectuada anteriormente (Grisoni,
1995; Bonacalza, 1998), encontra-se descrita na Tabela 2.1.

Foram igualmente analisados clones cuja sequenciacgéo era previamente conhecida
e que estdo descritos na Tabela 2.2.
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Tabela 2.1 - Caracterizacdo dos isolados de CTV analisados por SSCP,
CFLP e sequenciacéo.

Isolado  N°da planta Local de Origem Ref.
colheita geografica Sintomas induzidos em plantas caracterizagéo
s ol binl()“ﬁa .
SP-LM?® SP-LD® SP-T® QD-LD/LA®

36D 2 Ilha da Madeira * + + + n/t 1
32D 8 Ilha da Madeira * + + + + 1
46D 11 Ilha da Madeira * + + n/t n/t 1
15D 13 Ilha da Madeira * + + + n/t 1
15D 14 Ilha da Madeira * + + + 1
41G 15 Ilha da Madeira * + + n/t 1
50" 19 Algarve Espanha + - + 1
78 25 Algarve Espanha + + 1
Genoa 1 28 Setlbal * + +/- + - n/t 1
TR25/1 125 “Tliha da Reuniao * + + ; nit 1
TR21/1 136 Ilha da Reunido * + + n/t + 2
TR25/1 142 Ilha da Reunido Ilha da Reunido + + n/t - 2
MA3 144 Ilha da Reunido * + - n/t n/t 1
Golegd 152 Golega Golega + - - - 1
©196=25+16 Mistura artificial * n/t + n/t n/t 1
0200=25+7 Mistura artificial * n/t + n/t n/t 1
0206=25+125 Mistura artificial * n/t + n/t n/t 1

* = Desconhecido
e = Plantas com uma mistura de isolados

# SP-LM="stem pitting” em limeira mexicana; b SP-LD="stem pitting” em laranjeira doce;

© SP-T ="stem pitting” em toranjeira (C. paradisi Macfad.); * QD-LD/LA="quick decline” em laranjeira
doce enxertada em laranjeira azeda.
n/t = ndo testado

+/- = presenga de sintomas num ndmero ndo representativo de plantas hospedeiras.

* Referéncias bibliograficas: 1 - Bonacalza (1998); 2 - Grisoni (1995).

2.3 - COMPOSICAO DE ALGUMAS SOLUCOES E MEIOS DE
CULTURA.

A composicdo de tampdes e de algumas das solugdes usadas esta descrita no Anexo
I, Tabela 1. Na Tabela 2 do mesmo Anexo esta descrito a composi¢do dos meios de
cultura.
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2.4 - AMPLIFICACAO DE GENES VIRAIS POR “IMMUNOCAPTURE/
REVERSE TRANSCRIPTIONAL-POLYMERASE CHAIN REACTION”
(IC/RT-PCR), APARTIR DE PLANTAS INFECTADAS

2.4.1 - Preparacdo do material vegetal

A ramos novos de plantas infectadas com Citrus tristeza virus (CTV) foi retirado
0,2 g de casca, que foi macerada num almofariz com 2 ml de tampé&o de extraccdo de
proteinas (Anexo I, Tabela 1), na presenca de carburundum. O extracto foi clarificado
por centrifugacdo a 5000 rpm durante 5 min a 4 °C.

2.4.2 - IC/RT-PCR

Imunocaptura (1C)

O método da imunocaptura seguiu o protocolo descrito por Nolasco et al. (1993),
com algumas modificacdes. Os tubos de PCR de 200 ul foram revestidos com 50 ul de
uma solucdo de anticorpo de revestimento (IgG anti-CTV obtido em coelho, Bioreba,
Ref. 151512) diluido 1:1000 em tampdo carbonato (Anexo I, Tabela 1). A incubacao
decorreu durante a noite a 4 °C. Os tubos de PCR foram lavados 3 vezes com tampéo
PBS-Tween (Anexo |, Tabela 1) e mantidos a 4 °C para uso imediato ou foram
guardados a —20 °C.

Em cada tubo de PCR previamente revestido com o anticorpo foram colocados 50 pl
do extracto de planta clarificado (ver 2.4.1). Os tubos permaneceram durante 3-4h a
temperatura ambiente para a captura do antigénio viral ou, em alternativa, foram
incubados a 4 °C durante a noite. Apos este periodo, lavaram-se os tubos duas vezes
com a solucdo PBS-Tween e uma vez com agua miliQ. As lavagens foram feitas por
enchimento dos tubos por periodos de 3 minutos.

“Reverse transcriptase- Polimerase Chain reaction” (RT/PCR)

A transcricdo reversa e a amplificacdo efectuaram-se no mesmo tubo. Foi
preparada uma mistura de RT-PCR de 50 ul com a seguinte composicao final: 4 mM de
MgCl,, 200 uM de cada ANTP, 200 nM de cada um dos “primers”, 3,5 U de inibidor de
ribonucleases RNAguard (Amersham Biosciences, ref. 27-0815-01), 7,5 U de
transcriptase reversa MuLV RTase (Applied Biosystems, ref. N808-0018), 1 U de Taq
DNA polimerase (Fermentas, ref. EPO402) e respectivo tampdo e agua miliQ q.b.. A
mistura de RT-PCR foi colocada nos tubos onde previamente se fez a imunocaptura. Os
tubos foram a incubar no termociclador Biometra® UNO Il ou Biometra® Tgradient ou
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no termociclador Perkin Elmer GeneAmp® PCR System 2400. Os ciclos de temperatura
aplicados foram os seguintes: 38 °C durante 45 min, 94 °C a 2 min (transcricdo reversa),
seguido de 35 ciclos de 92 °C durante 30 seg (passo de desnaturac¢ao), 52 °C durante 30
seg (passo de hibridagdo) e 72 °C durante 45 seg (sintese de DNA), com um passo final
de 72 °C durante 7 min.

25 - AMPLIFICACAO POR “POLYMERASE CHAIN REACTION”
(PCR)

2.5.1 - Amplificacéo a partir de DNA plasmidico ou genémico

Para a amplificacdo, foi preparada uma mistura de PCR de 50 ul com a
composicdo final seguinte: 3 mM de MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 200 nM de cada
um dos “primers”, 1 U de Tag DNA polimerase e respectivo tampéo e agua miliQ g.b..
Foi usado entre 15-30 ng.ul™ de DNA. Os ciclos de temperatura aplicados foram os
seguintes: 94 °C a 2 min, seguido de 35 ciclos de 92 °C durante 30 seg (passo de
desnaturacdo), 52 °C durante 30 seg (passo de hibridacdo) e 72 °C durante 45 seg
(sintese de DNA), com um passo final de 72 °C durante 7 min. Foram utilizados os
mesmos termocicladores descritos no RT-PCR.

Nas reaccoes de PCR feitas a partir de “minipreps” (ver 2.9.2) e a partir de DNA
gendmico, foram usados 15-20 ng.ul'l de DNA. Alternativamente, as reac¢des de PCR foram
feitas directamente a partir de uma porg¢ido de uma colonia de E. coli transformada, retirada
da caixa de Petri com o auxilio de um palito esterilizado e transferida directamente para o
tubo de PCR.

Na amplificacdo do gene nptll com os “primers” NPT1 e NPT2, a partir do DNA
gendémico da planta T1B, o ciclo de temperaturas foi alterado para uma temperatura de
hibridacédo de 50 °C.

2.5.2 - Amplificacédo por PCR simultanea com 5 -exonuclease assay (TagMan)

A mistura de PCR foi preparada num volume final de 50 ul com a seguinte
composigdo: 4 mM de MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 200 nM de cada um dos
“primers” CTV1 e CTV14 (Tabela 2.3), 200 nM de sonda TagMan E, 1 U de Taq DNA
polimerase e o respectivo tampao (Anexo I, Tabela 1). Utilizou-se cerca de 10-15 ng de
DNA gendmico de cada uma das plantas analisadas. Antes de ser iniciado o PCR, foi
medida a fluorescéncia de cada tubo, designada a leitura pré-PCR, através da utilizacdo
do programa de computador Sequence Detector 7200 V1.6 da Perkin Elmer. De seguida
os tubos de PCR foram colocados no termociclador e sujeitos aos seguintes ciclos de
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temperatura: 94 °C durante 2 min, seguido de 49 ciclos de 92 °C durante 30 seg (passo
de desnaturacdo) e 56 °C durante 90 seg (passo de hibridacdo e sintese de DNA), com
um passo final de 56 °C durante 5 min. Ap6s terminado o PCR, mediu-se a
fluorescéncia p6s-PCR, a qual é emitida pela molécula FAM a 520 nm, quando excitada
a 488 nm.
Sequéncia da sonda TagMan E: FAM-5" - ACGGGTATAACGTACACTCGG - 3 -
TAMRA.

Os valores de fluorescéncia da analise pré-PCR foram subtraidos aos valores de
fluorescéncia obtidos na analise pés-PCR para o comprimento de onda 520 nm,
correspondente ao pico de emissao de fluorescéncia.

2.6 - CONCEPCAO DE “PRIMERS”

Os “primers” usados foram desenhados com auxilio do programa Oligo
(Wojciech, 1994) a partir das sequéncias genomicas dos isolados de CTV T36 (Karasev
et al., 1995), VT (Mawassi et al., 1996) e SY568 (Yang et al., 1999), cujas referéncias
do GenBank vém descritas na Tabela 2.2. Os “primers” utilizados estio apresentados na
Tabela 2.3. A posi¢do relativa dos “primers” em relacdo as regides gendmicas a
amplificar esta representada na Fig. 2.1.
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Tabela 2.3 — “Primers” usados na amplificagdo das diferentes regides gendmicas. Na amplificacdo de
alguns genes foram utilizados pares de “primers” distintos e combinagdes alternativas de “primers”. Caso

estejam presentes locais de restrigdo nos “primers”, estes vém assinalados a sublinhado.

Designagdo  Sequéncia na orientagdo 5 ... 3~ Gene Posicdodo  Locais de Dimenséo Referéncia
do “primer” Amplificado “primer” restricdo do

CTV1 ATGGACGACGAAACAAAGAA montante . Nolasco et al., 1993
CTV10 ATCAACGTGTGTTGAATTTCC P25 (CP) jusante 673 G. Nolasco
CTV1L TTACTAGGTTGGATCCATGGACGACGAAACAAA montante  Bam HI G. Nolasco
CTV10 ATCAACGTGTGTTGAATTTCC P25 (CP) jusante . 689 (ver acima)
CTV1L TTACTAGGTTGGATCCATGGACGACGAAACAAA montante  Bam HI G. Nolasco
CTV16 GAACGCGAGCTCTCAACGTGTGTTGAATTTCC p25 (CP) jusante Sac | 700 «
CTVv1 ATGGACGACGAAACAAAGAA Parte do gene montante . (ver acima)
CTV14 GGTCAAGAAATCYGCACACA 025 (CP) jusante 543 G. Nolasco
CTv42 CTCAAATTGCGRTTCTGTCT Parte do gene jusante . 215 G. Nolasco
CTV43 ATGTTGTTGCNGCNGAGTC 025 (CP) montante «
CTV33 GGCTGATGATGTCGTAGT montante . Este trabalho
CTV34 GCATTGAATCCGAACAG p1s jusante 556 «
CTV33 GGCTGATGATGTCGTAGT montante * (ver acima)
DCNI1A AGCGATCTCTAGTTATCGCAAGGTAAG p18+p13 iLicanta Xha | 926 1 Nihlatt a
DCN15 GCTAGCACCATGAGCATTCGGCGCTC jusante Xor Il C.L. Niblett +
DCN16 AGATCTCTAGTTATCGCAAGGTAAG P13 jusante Xba | 872 (ver acima)
CTV36 TTCAATTGCTGCAAT montante * Este trabalho
DCN16 AGATCTCTAGTTATCGCAAGGTAAG p13 jusante Xba 379 (ver acima)
CN182 AAGCTTCTAGAACCATGCGAGCTTACTTTAGTG montante  Hind Il C.L. Niblett &
CN183 CTACACGCAAGATGGAGAG P20 jusante 563 «
CTVv27 TGTGAAAGTCTGCGAGTTA montante . Este trabalho
CTV28 CTTATTCCGTCCACTTCAA p23 jusante 670 «
CTv21 TATTGTKAAAGTCTGCGAGTTAC p23+regiao montante . w7 Este trabalho
CTV22 TGGACCTATGTTGGCCCC FUTR jusante «
CTV35 CGCGAACACCACTTCATCTG ) montante . Este trabalho
CTV22 TGGACCTATGTTGGCCCC regiao ’UTR 5 qante 294 (ver acima)
GUSL GGTGGGAAAGCGCGTTACAAG _ montante . Pefia et al., 1997
GUS2 TGGATCCCGGCATAGTTAAA uidA jusante 415 «

Ubil TAGACAATGTTAAGGCCAAGATTCAAGACAAGG o montante . 3. Leitao
Ubi2 TGTCAATGGTATCAGAGCTCTCCACCTCAAGGG Ubiquitina jusante 234 «
NPT1 GACGAGGCAGCGCGGCTAT montante . Ghorbel et al.
NPT2 AAGAAGGCGATAGAAGGCGA nptll jusante 597 (2000)

+= “Primers” gentilmente cedidos pelo Dr. Chuck L. Niblett.
* = “Primers” que foram desenhados sem locais de restricdo enzimatica.

CN182 —p-..
CTV33—» «DCN16
5 p18 p20 Regido 3" UTR 3
p25 p13 p23
{0 IV 1 S ————— -4 CTV10/ DCN15 DCN16
[T -
CTV11 CTV16
CTVL  —poeremeerreen <« CTV14 CTV3E —- ~<4-DCN16
(o3 AVZi< R — -4 CTV42

Fig. 2.1 - Posi¢ao relativa dos pares de “primers” que foram usados na amplificagdo de regides gendmicas
do CTV em relacdo as regides gendmicas a amplificar. As zonas a sombreado sdo regides codificantes.
N&o estd desenhado a escala.
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2.7 - VISUALIZACAO E QUANTIFICACAO DE DNA

Os produtos resultantes da amplificacdo por PCR foram analisados em gel de
agarose ou, alternativamente, em gel de poliacrilamida ndo desnaturante a 6,5%. Na
analise da variabilidade gendémica do CTV por SSCP (ver 2.12.1) e CFLP (2.12.2), o0s
produtos de amplificacio de DNA foram sujeitos a electroforese em gel de
poliacrilamida ndo desnaturante a 8% e gel de poliacrilamida desnaturante a 8%,
respectivamente. Os géis de agarose foram corados pelo brometo de etidio, enquanto os
géis de poliacrilamida foram corados pelo nitrato de prata.

Electroforese em gel de agarose

Os fragmentos de DNA amplificados foram analisados em gel de agarose a 1%
em tampdo TAE (Anexo I, Tabela 1), apos electroforese a uma diferenga de potencial de
70 V, como descrito por Sambrook et al. (1989).

Os fragmentos de DNA resultantes de digestdo enzimatica foram analisados em gel de agarose a 0,7% no mesmo tampao.

Electroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante a 6,5%

Os produtos de PCR foram analisados em minigel (85 mm por 65 mm por 0,75
mm) de poliacrilamida ndo desnaturante (PAGE) a 6,5 % (29:1 “cross-linking”)
contendo também 10 ul de TEMED e 100 ul de persulfato de aménio em tampéo TAE,
num volume final de 10 ml. O tampdo TAE também foi usado como electrdlito. As
amostras foram separadas com uma diferenca de potencial de 100 V durante 1,5 h, a
temperatura ambiente.

Marcadores moleculares

A determinacdo da dimensdo dos produtos amplificados por PCR ou resultantes
de digestdo enzimatica fez-se em gel de agarose a 1%, por comparacdo com o perfil de
bandas de peso molecular conhecidas do marcador 100 pares de bases (pb) DNA Ladder
Plus (Fermentas, ref. SM0322) ou do marcador AHindlll. Este obteve-se a partir do
DNA do bacteriéfago A (Amersham Biosciences, ref. 27-4111-01), digerido com a
enzima de restricdo Hind 111 (Amersham Biosciences, ref. 27-0860-02).

Quantificacdo de DNA

A quantificacdo de DNA gendmico fez-se em gel de agarose a 1%, por
comparacdo da intensidade das bandas que se pretendeu analisar com as bandas do
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marcador AHind Ill, uma vez que é conhecida a concentracdo em DNA correspondente
a cada banda.

Electroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante a 8% (SSCP)

A analise de SSCP foi efectuada em minigel com a dimensdo 85 mm por 65 mm
por 0,75 mm, com 8% de poliacrilamida, contendo também 10 ul de TEMED e 100 pl
de persulfato de aménio em tampédo TBE 1x (Anexo I, Tabela 1), num volume final de
50 ml. O tampdo TBE 1x também foi usado como electrolito.

A separacdo electroforética decorreu a 4 °C a tempos variados consoante 0
tamanho do fragmento de DNA a analisar. Foi aplicado uma diferenca de potencial de
200 V durante 3h para a maioria das amostras cujos fragmentos tém entre 500-680 pb.
Na anélise do gene da p13, o tempo de corrida foi ajustado para 90 min por este gene ter
372 ou 379 pb (dependente dos pares de “primers” usados). Na analise da regido
3’UTR, que tem 294 pb, a separacéo electroforética também decorreu durante 90 min.

Electroforese em gel de poliacrilamida desnaturante a 8% (CFLP)

Foram preparados géis com as mesmas dimensoes referidas para os geis de SSCP.
Os géis foram preparados para um volume final de 10 ml, em tampé&o TBE 0,5x a que se
adicionou acrilamida a 8% (19:1 “cross-linking™), 7 M de ureia, 10 ul de TEMED e 100
ul de APS. O tampdo TBE 0,5x também foi usado como electrélito. Os géis foram
submetidos a pré-corrida de 30 min a diferenca de potencial de 300 V e as amostras
foram previamente desnaturadas a 85° C durante 1-2 min antes de serem carregadas no
gel. A electroforese decorreu durante 45 min a uma diferenca de potencial de 300 V.

Coloracdo do DNA em géis de agarose e de poliacrilamida

Coloracao pelo brometo de etidio

Os géis da agarose foram corados com brometo de etidio (1 pg.ml™) durante 30
min, tal como indicado por Sambrook et al. (1989) e visualizados sob luz UV, sendo a
imagem processada mediante o sistema de captacdo e digitalizacdo de imagens do
programa de computador BIO-1D versao 6.02 (Kodak, Vilber Luormat).

Coloracao pelo nitrato de prata

Os géis de poliacrilamida foram corados pelo nitrato de prata, segundo um
protocolo fornecido pela Boheringer Mannheim. A fixacdo do DNA no gel de
poliacrilamida foi efectuado por incubagdo numa solugdo aquosa de acido acético
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glacial a 10%, durante 20 min. Apds trés lavagens com agua destilada durante 4 min os
géis foram incubados numa solugdo aquosa de &cido nitrico a 1% durante 3 min.
Seguiram-se 3 lavagens com agua destilada durante 4 min e a incubagdo numa solucao
de nitrato de prata (Anexo I, Tabela 1) durante 30 min. Apds lavagem em &gua miliQ
durante 5-10 segundos, o gel foi colocado na solucao de revelacdo (Anexo I, Tabela 1) e
aguardou-se o desenvolvimento da cor. A terminacdo da reaccdo e a fixacdo da
revelacdo fez-se por transferéncia para uma solucdo aquosa de acido acético a 10%,
durante 5 min. Apos nova lavagem em agua miliQ durante 2 min, os géis secaram sobre
papel de filtro num secador de géis DryGel durante 30 min a 65 °C.

2.8 - CLONAGEM DOS PRODUTOS DE PCR

2.8.1 - Ligagao

Os genes e fragmentos de DNA, amplificados por PCR ou por IC/RT-PCR, foram
ligados no plasmidio pCR®Il (Invitrogen®, ref. K2050-01) ou plasmidio pGEM® T-
Easy (Promega, ref. A1360), pelo sistema “TA Cloning®”. Os vectores linearizados
apresentam as extremidades 3" salientes com uma base timina. A presenca na
extremidade 5 do produto de PCR de uma base adenina adicionada pela Tag DNA
polimerase, independentemente da sequéncia amplificada, possibilita a ligacdo entre o
fragmento amplificado e o vector, desde que seja uma amplificagédo recente.

O plasmidio pUC18 que transporta a cassette pE7113 foi utilizado para a
clonagem do gene da CP do CTV. O plasmidio pBI121 foi usado para a clonagem da
cassette pE7113-CP.

Ligacdo no plasmidio pCR®II

A mistura de ligacdo foi preparada num volume final de 10 ul, com a seguinte
composicéo: 1 pl de tampdo de ligacdo (Anexo I, Tabela 1), 50 ng de vector pCR®II,
produto de PCR recente com cerca de 15-30 ng, 4 U de T4 DNA ligase e agua miliQ
esterilizada g.b.. As reac¢des foram incubadas a 14 °C durante a noite.

Ligacdo no plasmidio pGEM® T-Easy

A mistura de ligacdo foi preparada num volume final de 10 pl, com a seguinte
composicdo: 5 pl de tampdo de ligacdo (Anexo I, Tabela 1), 50 ng de vector pGEM® T-
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Easy, 0,3 U de T4 DNA ligase, 15-30 ng de produto de PCR recente e agua miliQ
esterilizada g.b.. As reac¢des foram incubadas a 4 °C durante a noite.

Ligacdo noutros plasmidios

Ligacdo do gene da CP no plasmidio pUC18-pE7113 / Ligacdo da cassette
pE7113-CP no plasmidio pBI121

A mistura de ligacdo foi preparada num volume final de 10 pl, com a seguinte
composicdo: 1 ul de tampdo One-Phor-All (OPA) (Anexo I, Tabela 1), 10 mM de ATP
(Amersham Biosciences, ref. 2705601) e 1 U de T4 DNA ligase (Takara, ref. 2011A),
cerca de 10 ng do plasmidio e cerca de 10 ng de DNA contendo o gene da CP. A
mistura de reacgéo ficou a incubar durante 4 h a 10 °C.

2.8.2 — Digest&o enzimatica

Quando necessario, a linearizacdo dos plasmidios pGEM® T-Easy e pCR®II foi
feita por digestdo enzimatica pela enzima Eco RI. Usou-se 10-15 ng de DNA
plasmidico, numa mistura contendo tampdo OPA (Anexo |, Tabela 1), 15 U de enzima
de restricdo Eco RI (Amersham Biosciences, ref. 27-0854) e agua miliQ até perfazer 10
pl. A mistura foi homogeneizada e incubada a 37° C durante 1h. O resultado da digestao
enzimatica foi verificado em gel de agarose a 1%.

Quando necessario efectuou-se a digestdo enzimatica com duas enzimas de
restricdo numa mistura de reac¢do com a seguinte composicdo: tampdo OPA 1,5x, 12 U
de cada uma das enzimas, cerca de 20 ng de produto de PCR e agua miliQ até perfazer
um volume final de 75 ul. A mistura foi homogeneizada e incubada a 37° C durante 2 h.

2.8.3 - Preparacdao de células competentes de Escherichia coli

A preparacdo de células competentes de Escherichia coli InvaF" efectuou-se pelo
método do cloreto de célcio descrito por Ausubel et al. (1994), com algumas
modificagBes. Uma cultura de Escherichia coli InvaF" cresceu em meio LB liquido (ver
Anexo |, Tabela 2) a 37° C a densidade éptica (D.O. ;=500 nm) de 0,4-0,5, correspondente
a fase exponencial de crescimento, sendo de seguida colocada em gelo durante 10 min.
As ceélulas bacterianas, recuperadas por centrifugacdo a 6000 rpm durante 10 min a 4
°C, foram ressuspendidas em 5 ml de solucéo aquosa de cloreto de calcio (CaCly) 0,1 M
previamente arrefecido. Manteve-se a solugdo no gelo durante 10 min, seguido de uma
centrifugagdo a 6000 rpm durante 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi decantado e o
sedimento bacteriano foi ressuspendido em 1 ml de CaCl, 0,1M. Distribuiram-se
aliquotas de 100 ul de células competentes por cada tubo eppendorf, as quais se
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adicionou 100 pl de meio LB liquido com 30% (v/v) de glicerol. As células
competentes foram guardadas a —80° C.

Foi usada a estirpe de E. coli InvaF" por possibilitar a seleccdo de col6nias
transformadas por a-complementacdo, sem necessitar de isopropil-tiogalactdsido
(IPTG).

2.8.4 - Transformacdao de células competentes de E. coli

Para transformar células competentes de E. coli utilizou-se um protocolo
baseado em Sambrook et al. (1989). A uma aliquota de 200 ul de células competentes
adicionou-se cerca de 50 ng do plasmidio recombinante. Apos incubacdo em gelo
durante 30 min, as células foram transferidas para um banho maria a 42° C durante 45
seg e imediatamente apos este periodo de tempo colocadas em gelo durante 2 min. Em
seguida adicionou-se 400 ul de meio SOC (Anexo I, Tabela 1) e as células bacterianas
foram colocadas a crescer a 37° C durante 1 h com agitacdo a 150 rpm num agitador
Edmund Bihler Th15. Plagueou-se 100 ul a 200 ul da cultura bacteriana em caixas de
Petri com meio LB sélido (Anexo I, Tabela 2) que ficou a incubar numa estufa a 37° C
durante a noite. O meio LB foi suplementado com o antibiotico canamicina a
concentracdo final de 50 upg.ml™ quando o plasmidio pCR®Il foi usado na
transformacdo. A suplementacdo do meio LB com ampicilina a concentracdo de 50
ug.ml™ foi usada na transformacéo com o plasmidio pGEM® T-easy. Os antibiéticos
foram adicionados ao meio LB apés a autoclavagem. Depois da solidificacdo do meio
LB, foi espalhado sobre a sua superficie 40 ul de solucdo X-gal (Sigma, ref. 7240-90-6)
(Anexo I, Tabela 1). A preparacdo e a concentracdo usada de cada antibidtico sdo
descritas na Tabela 3 do Anexo |I.

2.8.5 - Seleccédo de transformantes

A seleccéo inicial de transformantes foi feita por a-complementacdo a que se
seguiu uma confirmacdo por PCR. Com a ponta de um palito esterilizado foi retirada
uma pequena porcdo de cada coldnia transformada para um tubo de PCR ao qual se
adicionou 50 ul da mistura de PCR, como descrito em 2.5.1.
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2.9 - PURIFICACAO E EXTRACCAO DE FRAGMENTOS DE DNA E DE
RNA

2.9.1 - Extraccdo de DNA de géis de agarose

A purificacdo dos fragmentos de DNA apds a digestdo enzimatica foi feita por um
de dois processos, os quais sdo referidos de seguida.

Extraccdo de DNA com o kit “Sephaglas™ BandPrep”

A agarose que contém a banda de interesse foi cortada, sob luz UV, com a lamina
de um bisturi. O DNA foi extraido da agarose por aplicacdo do kit de purificacdo
“Sephaglas™ BandPrep” (Amersham Biosciences, ref. XY-031-00-08). O DNA ficou
ligado a uma resina por afinidade para facilitar a percolacdo de solucdes de lavagem
através da mistura resina/solucdo de DNA. A eluicdo do DNA fez-se por aplicacdo de
Tris-HCI 10 mM pH8, sequido de uma centrifugacdo. O DNA foi guardado a —20° C.

Extracgo pelo sistema Biometra® Transiluminator

O fragmento de DNA foi carregado num gel de agarose a 1,2% com 0,5 pg.ml™
de brometo de etidio em tampdo TAE e foi sujeito a uma diferenca de potencial de 70V.
A presenca de uma lampada de emissdo de luz na banda dos UV permitiu avaliar a
separacao electroforética ao longo do tempo. Imediatamente antes da banda de interesse
entrar no poco existente a meio do gel de agarose, foi ai colocada uma solugdo densa
“focusing solution” (Anexo I, Tabela 1). Apos a banda estar inserida no pogo, a solucao
densa foi aspirada com uma micropipeta. O DNA separado por este processo foi
purificado por precipitacdo por acetato de sddio/etanol e ressuspendido em Tris-HCI 10
mM pH 8.

2.9.2 - Extracciao de DNA plasmidico em pequena escala (“miniprep”)
pelo Kit “Wizard®Plus Minipreps”

O DNA plasmidico foi extraido segundo o método da lise alcalina (Sambrook et
al., 1989), com a utilizacdo do kit Wizard®Plus Minipreps. A cultura bacteriana cresceu
durante a noite a 37 °C num agitador Edmund Biihler Th15 a 180 rpm. Apds a lise das
células bacterianas na presenca de RNase A e a precipitacdo de proteinas e
polissacaridos, o DNA plasmidico ficou ligado a uma resina por afinidade, para facilitar
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a percolacdo de solucbes de lavagem através da mistura resina/solucdo de DNA. O
DNA foi sujeito a lavagens e foi eluido da resina por aplicacdo de Tris-HCI 10 mM pH8
seguido de uma centrifugacdo. O DNA foi guardado a —20 °C.

2.9.3 - Extraccdo de DNA gendmico de tabaco e de citrinos

Para a extraccdo do DNA gendémico de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) e
de laranjeira azeda [Citrus aurantium L.] cv. Brazilian, utilizaram-se dois processos: o
método de extrac¢cdo de Edwards et al. (1991) modificado, quando se pretendeu fazer a
detecgdo de plantas transformadas e o kit “DNeasy Plant Mini kit”, quando se pretendeu
fazer a andlise TagMan e a analise por Southern Blot.

Extraccdo de DNA gendmico pelo método Edwards

Cortaram-se dois pedacos de folhas jovens de N. tabacum ou de laranjeira azeda,
consoante o material vegetal a analisar, com a dimensao da tampa do tubo eppendorf. O
tecido foi macerado num almofariz com 400 ul de tampdo de extraccdo de DNA
gendémico (Anexo |, Tabela 1). Apds sedimentacdo dos detritos celulares a 12500 rpm
durante 1 min, 300 pl do sobrenadante foram transferidos para outro tubo eppendorf. Na
extraccdo de DNA dos citrinos, um passo adicional foi introduzido, ap6s o que se
mantém a igualdade no processo de extraccdo de DNA: foi adicionado ao sobrenadante
300 pl de acetato de sodio 3M pH 5,2 e as amostras mantidas a temperatura de —20 °C
durante 10 min, seguido de uma centrifugacdo a 13000 rpm durante 10 min. Foi
adicionado ao sobrenadante um volume igual de isopropanol para a precipitacdo do
DNA e ficou a incubar a temperatura ambiente durante 5 min. As amostras foram
centrifugadas a 13000 rpm durante 5 min. O sedimento secou a 37 °C e posteriormente
foi ressuspendido em 50 pl de tampéo Tris-HCI 10 mM pH 8. O DNA foi guardado a —
20 °C.

Extrac¢do de DNA genomico pelo kit “DNeasy Plant Mini Kit”

O DNA gendmico foi também extraido através da utilizagio do kit “DNeasy Plant
Mini Kit” (Qiagen, ref. 69104). Cerca de 100 mg de tecido foliar foi macerado em azoto
liquido, seguido da lise das células na presenca de RNase A. Apos a precipitacdo de
proteinas e polissacéaridos que foram removidos por filtracdo, o DNA gendmico foi
precipitado pelo etanol. De seguida 0 DNA ficou ligado a uma resina por afinidade, para
facilitar a percolagdo de solucbGes de lavagem através da mistura resina/solucdo de
DNA. A eluicdo do DNA fez-se por passagem através da resina de tampao Tris-HCI 10
mM pH 8 ou agua miliQ esterilizada e posterior centrifugacdo. O DNA foi guardado a —
20 °C.
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2.9.4 - Extraccdo de RNA

Na extrac¢do do RNA total da célula foi utilizado o kit “RNeasy Plant Extraction”
(Qiagen, ref. 74904). Cerca de 100 mg de tecido foliar foi macerado em azoto liquido e
os restos celulares foram removidos por filtracdo. Apos a precipitacdo do RNA pelo
etanol, este ficou ligado a uma resina por afinidade, para facilitar a percolagdo de
solucdes de lavagem através da resina/solucdo de DNA. O RNA foi eluido da resina por
aplicacdo de 30 pl de agua sem RNase, seguido de uma centrifugacdo. O RNA foi
guardado a —20 °C.

2.9.5 — Purificacao de fragmentos de DNA com o kit “MicroSpin™
Columns”

Os fragmentos de DNA foram purificados utilizando o kit “MicroSpin™
Columns” da Amersham Biosciences (ref. XY-047-00-09). O DNA foi aplicado a
colunas S-400 HR [colunas com resina Sephacryl® S-400 equilibradas com tamp&o
Tris-EDTA (pH 7,6)]. A purificacéo foi efectuada por filtracdo do DNA através de uma
resina.

2.9.6 - Precipitacdo de DNA plasmidico

O DNA em cadeia dupla foi precipitado pelo acetato de sodio/etanol, tal como
descrito por Sambrook et al. (1989), com algumas modificagdes. A solugdo de DNA
plasmidico ou gendmico foi adicionado 1/10 do volume em acetato de sédio 3M (pH
5,2) e 3 volumes em etanol absoluto a —20 °C. Apds precipitacdo a —20 °C durante a
noite, o sedimento foi recolhido por centrifugacdo a 13000 rpm durante 15 min, seguido
de uma lavagem com etanol a 70% a —20° C. Seguiu-se uma nova centrifugagéo nas
mesmas condicdes referidas acima e uma Gltima lavagem com etanol absoluto a -20 °C.
O DNA, sedimentado por centrifugacdo como na etapa anterior e colocado a secar a 37°
C durante cerca de 15 min, foi ressuspendido em &gua miliQ.

2.10 - IMMUNODOT BLOT

Na deteccdo da proteina do capsidio do CTV em membrana de nitrocelulose, foi
usada a técnica Imunodot Blot segundo Garnsey et al. (1993), com a introducdo de
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algumas modificacdes. A extraccdo de proteinas foi feita a partir de 0,1 g de tecido
foliar, macerado num almofariz com 400 ul de tampédo de extrac¢do de proteinas, cuja
composigdo vem referida no Anexo |, Tabela 1. Foi usada uma membrana de
nitrocelulose de 45 pum (Amersham Biosciences, ref. 2005-106), previamente
humidificada com tampédo PBS (ver Anexo I, Tabela 1). Colocou-se algumas gotas de
cada um dos extractos proteicos sobre a membrana, que foram fixados a 120 °C durante
15 min. Procedeu-se a reaccdo de bloqueamento da membrana com solucdo de leite em
po desnatado a 5% em tampdo PBS durante 1h, a temperatura ambiente. Seguiram-se 3
lavagens de 5 min com tamp&o PBS-Tween. As membranas foram incubadas durante 2h
com o anticorpo policlonal SP7 contra a CP do CTV, previamente testado por Sequeira
(1997), diluido 1:500 em solugdo PBS-Tween com 1% de leite em pd desnatado.
Seguiram-se 3 lavagens de 5 min com tampdo PBS-Tween e procedeu-se a incubacdo
durante 1h com o anticorpo anti-coelho conjugado com fosfatase alcalina numa diluicdo
1:5000 em PBS-Tween com 1% de leite em po desnatado. Seguiram-se lavagens como
acima descrito. Como substracto da fosfatase alcalina utilizou-se a solu¢do de BCIP-
NBT (Anexo I, Tabela 1), com tempo de incubacéo de 15-20 min. O produto da reaccdo
enzimatica é insoltvel e precipita no local de reaccéo.

2.11 - SOUTHERN BLOT

Na analise de produtos de PCR para a detec¢cdo do gene da CP do CTV, utilizou-
se o método Southern Blot ndo radioactivo que faz uso do kit “DIG Nucleic Acid
Detection Kit” (Boheringer Mannheim, ref. 1175041).

Também foram feitas analises Southern Blot com fdsforo radioactivo, segundo
Sambrook et al. (1989) modificado, na deteccdo do gene uidA no DNA genémico de
plantas transformadas.

Analise Southern Blot pelo kit “DIG Nucleic Acid Detection Kit”

Sao descritos 0s passos do processo que sdo sujeitos a alteracdo em relacdo ao
descrito no protocolo do kit. O gene da CP foi previamente amplificado a partir de 10-
15 ng.ul'1 de DNA gendmico com os “primers” CTV1 e CTV14 (Tabela 2.3). Apos
electroforese em gel de agarose a 1%, o DNA foi transferido para uma membrana de
nylon (Boheringer, ref. 1417240) em condi¢Ges alcalinas (NaOH 0,4 M), empregando
um aparelho de transferéncia por vacuo, a pressao de 40 mbar, durante 1,5 h. Apos a
neutralizacdo, feita de acordo com o descrito no kit, o0 DNA foi fixado por exposi¢do
durante 15 min a uma temperatura de 120 °C. Seguiu-se a pré-hibridacdo a 65 °C
durante 1h. Na hibridacdo, foi adicionada a sonda com 543 pb e marcada com
digoxigenina, que detecta o gene da CP. A sonda foi previamente desnaturada a 95 °C, a
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concentracdo de 4 ug.ml™ de DNA marcado. A concentragdo da sonda foi determinada
por dot-blot por comparacdo com uma solugcdo de DNA marcado com digoxigenina, de
concentragdo conhecida. A hibridagdo decorreu durante 6 h a 65 °C, de acordo com o
que esté descrito no Kit. A digoxigenina presente na sonda foi detectada pelo conjugado
anti-digoxigenina-AP (anti-digoxigenina-fosfatase alcalina). Uma reaccéo colorimétrica
permitiu a detecgéo da fosfatase alcalina, por incubacdo da membrana em solugdo NBT-
BCIP (Anexo I, Tabela 1).

Marcacao de uma sonda de DNA com digoxigenina

A sonda do gene da CP foi marcada com DIG-11-dUTP através de uma reaccao
de PCR. O gene da CP do CTV foi amplificado por PCR com os “primers” CTV42 e
CTV43 (Tabela 2.3) a partir de um clone no plasmidio pCR®II. A mistura de PCR foi
feita num volume final de 25 ul, com a composicéo final seguinte: MgCl, a 1,5 mM,
“primers” a 0,4 uM, DIG-dUTP a 70 uM, dTTP a 130 uM e restantes dNTPs a 200 uM,
1,5 U de Tag DNA polimerase e o respectivo tampéo (Anexo I, Tabela 1) e agua miliQ
g.b.. Os tempos de incubacdo foram os mesmos referidos em 2.5.1.

A confirmacéo da marcacédo da sonda foi feita por electroforese em gel de agarose
a 1%, uma vez que a sonda apresenta uma mobilidade menor que o produto de PCR néo
marcado. A sonda foi purificada em gel de agarose a 1% por um processo adaptado de
Koenen (1989) e modificado por Nolasco (1994).

Analise Southern Blot pelo método radioactivo

Na analise Southern Blot pelo método radioactivo foi seguido o protocolo descrito
por Sambrook et al. (1989), com algumas modificacGes. Sdo descritos os passos do
processo que sdo sujeitos a alteracdo e que foram modificados no presente trabalho.

Na digestdo enzimaética de 10 ug de DNA gendmico para analise Southern Blot
foi usada a enzima EcoRI (Amersham Biosciences, ref. E1040Y) a 3 U.ug™ de DNA, o
tampdo da enzima (Anexo I, Tabela 1) e agua miliQ para perfazer um volume final de
50 pl. A digestdo enzimética decorreu durante a noite a 37 °C. Os fragmentos de DNA
foram separados por electroforese em gel de agarose a 0,8% em tampao TAE, com uma
diferenca de potencial de 30 V, durante cerca de 18 h. A transferéncia capilar para uma
membrana Hybond™-NX (Amersham Biosciences, ref. RPN303T) foi feita na presenca
de uma solucdo SSC 3x (Anexo |, Tabela 1-dilui¢do 6,7x do tampdo SSC 20x), durante
16 h. A fixacdo do DNA na membrana de nylon foi feita a 80 °C durante 2 h. Na pré-
hibridagdo, a membrana ficou a incubar durante 5 min a 68 °C com 10 nl de solugédo
PerfectHyb™ Plus (Sigma, ref. H7033). A hibridacdo foi iniciada pela adi¢cdo da sonda
do gene uidA e decorreu durante 3 h a 68 °C. De seguida, a membrana foi lavada a
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temperatura ambiente (2 x 5 minutos cada) com SSC 2x (Anexo |, Tabela 1-diluicdo
10x do tampdo SSC 20x). Seguiram-se lavagens a 68 °C (2x 20 minutos cada) com uma
solugdo SSC 0,5x (Anexo I, Tabela 1-dilui¢do 40x do tampdo SSC 20x), contendo SDS
0,1%. A membrana foi colocada numa cassette “intensifying screen” a —80 °C durante
72 h e depois revelada para visualizacdo das bandas.

Marcacdo de uma sonda de DNA com *2P

A sonda foi preparada a partir do produto de PCR resultante da amplificagdo do
gene uidA do plasmidio pBI121, com a aplicagdo dos “primers” GUS1 e GUS2 (Tabela
2.3), originando um fragmento com 415 pb. O produto de PCR foi purificado atraves do
kit GFX™PCR (Amersham BioSciences, ref. 27-9602-01). O DNA foi ligado a uma
resina de forma a facilitar a percolacdo de solucBes de lavagem através da mistura
resina/solucdo de DNA.

Cerca de 100 ng de DNA foram diluidos em Tris-EDTA 10 mM pH 8 para
perfazer o volume final de 50 ul. O DNA foi marcado com [a-**P]-dCTP por “random
priming”, através do Kit Rediprime Il DNA Labelling System (Amersham Biosciences,
ref. RPN1634). A solucdo de DNA, desnaturada a 100 °C durante 10 min, foi
imediatamente arrefecida em gelo para evitar o emparelhamento das cadeias simples. A
solucdo foi vertida para um tubo contendo ja uma mistura de dNTP’s e a enzima Taq
DNA polimerase e de seguida adicionou-se 2 ul de fésforo radioactivo [o-**P]-dCTP. A
reaccdo de incorporacdo do fosforo decorreu durante 15 min a 37 °C. As cadeias de
DNA foram novamente desnaturadas como descrito acima.

2.12 - ANALISE DA VARIABILIDADE GENOMICA DO CTV

2.12.1 - Single Stranded Conformation Polymorphisms (SSCP)

A solucdo desnaturante de formamida (Anexo I, Tabela 1) foi adicionada a cerca
de 10-20 ng do produto de PCR para perfazer 10 ul (Rubio et al., 1996). O DNA foi
desnaturado a 95 °C durante 7 min e as amostras arrefecidas em gelo rapidamente para
ndo ocorrer o emparelhamento entre cadeias complementares. As amostras foram
analisadas por electroforese num minigel (85 mm por 65 mm por 0,75 mm) de
poliacrilamida a 8% ndo desnaturante em tampédo TBE, a 4 °C. A composi¢do do gel
estd descrita em 2.7. As bandas de DNA foram visualizadas por coloracdo pelo nitrato
de prata.

46



2.12.2 - Cleavase Fragment Length Polymorphism (CFLP)

Os ensaios foram inicialmente efectuados com o kit CFLP® da Boehringer
Mannheim (ref. 1814079) que posteriormente foi descontinuado. As analises passaram
entdo a ser efectuadas com o kit CFLP Scanning Sistem da Takara Shuzo Co. (ref.
6627). A analise foi efectuada directamente sobre os produtos de amplificacdo do PCR
precipitados por etanol. Dependendo da quantificacdo feita por electroforese em gel de
agarose, foi diluido 1 ou 2 ul do produto de PCR num volume final de 15 ul em 5 mM
MOPS (Anexo |, Tabela 1). O DNA foi desnaturado a 95 °C e em seguida arrefecido até
a temperatura de reac¢do (45 °C). A enzima Cleavase (5 ul), diluida no respectivo
tampdo (Anexo |, Tabela 1) e pré-aquecida a temperatura de 45 °C, foi adicionada a
reaccdo. A composicédo final da mistura de reacgédo foi de 13,75 mM MOPS (pH 7.5)
(Anexo I, Tabela 1), 0,2 mM de MnCl,, 0,05% (w/v) de Tween 20, 0,05% (w/v) de
Nonidet P-40 e 1,25 U de Cleavase. A digestdo efectuada pela enzima Cleavase
decorreu durante 12 minutos e cessou por adicdo de 16 ul da solugdo de terminagéo
(Anexo I, Tabela 1). Os fragmentos de DNA, separados por electroforese num minigel
de poliacrilamida desnaturante a 8%, foram visualizados apds coloracdo pelo nitrato de
prata. A composicdo do gel esta descrita em 2.7.

A comparagdo dos padrGes de CFLP foi feita através do software Bionumerics
(Matematicas Aplicadas, Kortrijk, Bélgica), usando o coeficiente de semelhanca de
Pearson e o método “Unweight Pair Group Average Method” (UPGMA). Foram
determinados os valores de correlacdo cofenética para avaliar a consisténcia dos
agrupamentos formados. De forma a evitar problemas de reconhecimento das bandas
mais fracas e de menor peso molecular, a analise pelo Bionumerics limitou-se as bandas
com mais de 200 bases.

2.12.3 — Sequenciacgao

A sequenciacdo, realizada na maioria dos clones em ambas as direccdes, foi
realizada na empresa MWG-Biotech (Ebersberg, Alemanha) e 4 Base Lab GmbH
(Reutlingen, Alemanha).

Analise das sequéncias

O alinhamento das sequéncias nucleotidicas foi efectuado com o software BioEdit
(Hall, 1999) e ClustalX (Thompson et al., 1994). As matrizes de identidade nucleotidica
de cada regido genomica foram calculadas pelo programa BioEdit (Hall, 1999), usando
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as sequéncias nucleotidicas dos clones e também dos isolados publicados no GenBank.
A sequéncia deduzida de aminodcidos foi calculada pelo programa BioEdit.

A construcdo de dendrogramas foi realizada com o software MEGA versao 2.1
(Kumar et al. 2001), pelo método UPGMA. O mesmo software foi utilizado no célculo
das substituicdes sindnimas e ndo sinbnimas.

2.13 - TRANSFORMAGCAO DE Agrobacterium tumefaciens POR
CONJUGACAO TRIPARENTAL

Os plasmidios clonados em E. coli InvaF" foram transferidos para a bactéria
Agrobacterium tumefaciens, estirpe EHA105, por conjugacdo triparental. Neste
processo foi utilizada a estirpe de E. coli mobilizadora HB101 que contém o plasmidio
pRK2013 e a estirpe receptora do plasmidio A. tumefaciens EHA105. Todas as estirpes
foram induzidas a crescer. A estirpe de E. coli HB101 foi repicada em meio fresco LB
solido (Anexo |, Tabela 2) e cresceu a 37 °C durante a noite. A estirpe E. coli
InvoF” (estirpe doadora) cresceu na presenca de canamicina (50 pg.ml™) e nas mesmas
condigbes de cultura. A estirpe EHA 105 foi repicada em meio LB sélido com
rifampicina (50 pg.ml™) e cresceu a 28 °C durante 48h. Foi retirado um inéculo de cada
uma das bactérias que foram depois misturados numa caixa de Petri com meio LB
solido sem antibioticos de forma a permitir a conjugacéo triparental. Ap6s incubacao da
cultura a 28 °C durante 24h, um inoculo da mistura de bactérias foi repicado em meio
LB solido suplementado com os antibi6ticos canamicina e rifampicina, nas mesmas
concentracOes referidas acima. Ao fim de trés dias de cultura, uma das colonias foi
repicada em meio fresco LB sélido com os mesmos antibioticos. A confirmacdo da
transformacdo de A. tumefaciens EHA105 foi feita por PCR. As estirpes de bactérias
foram sujeitas a uma reaccao de coloracdo Gram e foram posteriormente mantidas a —80
°C.

Todas as estirpes bacterianas (EHA105; EHA105 p35SGUSINT; Cb58
p35SGUSINT e HB101 pRK2013) foram gentilmente cedidas pela Prof. Doutora
Margarida Oliveira (Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa e Instituto de
Tecnologia Quimica e Bioldgica).

2.14 - CURVA DE CRESCIMENTO DAS ESTIRPES DE Agrobacterium
tumefaciens USADAS NA TRANSFORMACAO GENETICA

Foi determinada a curva de crescimento das estirpes de agrobactérias usadas nos
processos de transformacdo: EHA 105 pE7113-CP, EHA 105 p35SGUSINT e C58
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p35SGUSINT. A partir de uma cultura a —80 °C, foram preparados trés pré-indculos de
cada estirpe em meio LB liquido (Anexo I, Tabela 2) suplementado com canamicina (50
ng.ml™) e com rifampicina (50 pg.ml™), que cresceram a 28 °C durante a noite. Uma
cultura de 100 ml foi iniciada com cerca de 1% do pré-inéculo e com uma D.O.;=600 nm
de 0,02 a 0,04. A curva de crescimento foi avaliada por espectrofotometria até atingir o
estado estacionario. O numero de unidades formadoras de col6nias presentes foi
determinado segundo o método da gota (Barbosa et al., 1995), para a D.O. de 0,2, 0,4 e
0,6. Para tal, foram feitas diluicdes 10™ e 10°® da cultura bacteriana que foram semeadas
em meio LB solido (Anexo |, Tabela 2) suplementado com os dois antibiéticos referidos
acima e usados nas mesmas concentragoes.

2.15 - INDUCAO DA FORMACAO DE REBENTOS ADVENTICIOS A
PARTIR DE SEGMENTOS DE ENTRENOS

2.15.1 - Preparacéo do material vegetal

Sementes de laranjeira azeda cv. Brazilian semearam-se em vermiculite. Apds
germinacdo, as plantulas foram transferidas para sacos com substracto constituido por
25% de turfa, 45% de casca de pinho, 30% de areia, 2,5 g.I™* de superfosfato de calcio e
3 g.I"" de osmocote (adubo de libertacdo lenta) e mantidas em estufa & prova de insectos,
com controlo de temperatura. Apds dez meses de cultivo, as plantas foram podadas e 0s
novos rebentos laterais que entretanto se desenvolveram foram colhidos para obtencdo
de explantes de entrends.

Foram utilizadas as instalagfes da Direccdo Regional de Agricultura para a
germinacao e posterior crescimento das plantulas.

Apos as folhas e os espinhos serem retirados dos ramos juvenis (Fig. 2.2), estes
foram lavados com agua e detergente sonasol. Seguiu-se uma lavagem de 30 min em
agua esterilizada com 7,5-10% (v:v) de lixivia comercial e uma segunda lavagem com a
mesma duragdo, numa solucdo similar com adicdo de SDS a 0,1%. Apds duas novas
lavagens com &agua esterilizada, cortaram-se segmentos internodais com 1 cm de
comprimento que foram colocados no meio de cultura na posicédo vertical, respeitando a
orientacdo do entrend na planta. Os segmentos de entrené foram cortados
imediatamente abaixo do no, de acordo com a Fig. 2.2.
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Fig. 2.2 - Esquema do corte de um
segmento do entrend de ramos jovens de
laranjeira azeda a usar como explantes no
processo de transformagéo genética.

2.15.2 - Meio de cultura testado e condic¢des de incubacéao

Utilizou-se 0 meio de cultura D (Anexo |, Tabela 2) que, consoante a
suplementacdo com diferentes combinacdes da hormona benziladenina (BA) e acido
naftalenoacético (NAA), foi designado de D2 a D13, de acordo com a Tabela 5.1. O
meio controlo sem suplementacdo hormonal foi designado de D1. Os explantes foram
colocados em frascos de vidro de 8,5 cm de diametro e tapados com tampa de plastico.
As culturas foram colocadas num fitotrdo e permaneceram as escuras durante 20 dias a
27 °C. Posteriormente foram expostas a fotoperiodo de 16 horas luz, mantendo-se a
temperatura. As culturas foram repicadas mensalmente.

Para o enraizamento dos rebentos adventicios utilizou-se 0 meio D que, consoante
a suplementacdo com a auxina NAA ou por alteracdo da concentracdo de alguns dos
componentes, foram designados de R1 a R6, segundo descrito na Tabela 5.2. As
culturas foram repicadas mensalmente e foram mantidas com fotoperiodo de 16 h luz e
nas mesmas condicdes referidas acima. Na quantificacdo dos resultados foi contado o
numero de raizes formadas.

2.15.3 - Quantificacéo dos resultados

Os resultados da inducdo da formacdo de rebentos adventicios foram
quantificados apds cerca de dois meses de cultura. Foi quantificado o nimero de
segmentos de entrends que apresentaram rebentos adventicios, 0 numero de gemas e de
rebentos adventicios formados por segmento de entrend, assim como o0 comprimento
dos rebentos adventicios. Na contagem da formacéo de gemas foi utilizada uma lupa.
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216 - TOLERANCIA DOS SEGMENTOS DE ENTRENOS AOS
ANTIBIOTICOS CEFOTAXIMA E CANAMICINA

Utilizaram-se segmentos de entrends de ramos jovens de plantas com cerca de 12
meses, que foram preparados e cortados de acordo com o descrito em 2.15.1. Os
segmentos internodais foram colocados no meio de cultura D5 (meio D com
suplementagdo hormonal de BA 1 mg.l? e NAA 0,01 mgl") (Tabela 5.1),
suplementado com concentracdes diferentes do antibidtico canamicina (50, 100, 150
and 200 mg.I") ou do antibi6tico cefotaxima (250, 500, 750 and 900 mg.I™"). Foi
também testada a presenca conjunta de cefotaxima e canamicina nas concentracfes de
500 mg.I" e 100 mg.I", respectivamente. O meio controlo ndo foi suplementado com
antibioticos.

Os explantes foram colocados em frascos de vidro, com as dimensoes
especificadas em 2.15.1. As culturas foram mantidas num fitotrdo as escuras, durante 20
dias a 27 °C e posteriormente expostas a fotoperiodo de 16 h luz e a mesma
temperatura. A quantificacdo de resultados foi realizada segundo descrito em 2.15.3.

2.17 — TRANSFORMACAO GENETICA MEDIADA POR Agrobacterium
tumefaciens

2.17.1 - Material vegetal, meios de cultura e condi¢Ges de incubacéo

2.17.1.1 — Condicdes de cultura de Nicotiana tabacum

Plantas de N. tabacum foram mantidas in vitro em meio MS (Murashige e Skoog,
1962) modificado, designado RMIN (Anexo |, Tabela 2), para promover o
desenvolvimento radicular e caulinar. As culturas, repicadas mensalmente, foram usadas
para fornecer material vegetal necessario ao processo de transformacao genética.

O meio de cultura de regeneracdo (Anexo I, Tabela 2) foi usado na inducdo da
formacéo de rebentos adventicios a partir de tecido foliar. Os antibidticos canamicina,
na concentracdo de 100 mg.I" e cefotaxima, na concentracdo de 500 mg.I", foram
adicionados ao meio de cultura apds a autoclavagem.

As culturas foram mantidas num fitotrdo a temperatura de 27 °C e com
fotoperiodo de 16 h luz.
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2.17.1.2 — Condigdes de cultura de Citrus aurantium

Preparacéo de segmentos de entrends provenientes de plantas com cerca de
12 e 24 meses

Os segmentos de entrends foram retirados de ramos jovens de plantas com cerca
de 12 e 24 meses. Os ramos foram desinfectados para posteriormente serem cortados
segmentos de entrends com 1 cm, de acordo com o descrito em 2.15.1.

Preparacdo de sementes a usar na transformacéo genética

Sementes de laranjeira azeda foram extraidas de frutos frescos previamente
lavados em agua corrente com detergente sonasol e desinfectados com lixivia (NaOCl) a
10% (v/v). As sementes foram por sua vez desinfectadas numa solu¢do com lixivia a
10% (v/v) durante 30 min e posteriormente lavadas em agua esterilizada. O tegumento
foi extraido e as sementes foram colocadas em caixas de Petri com meio MS semi-
solido sem compostos organicos (Anexo |, Tabela 2), com pH ajustado a 5,7 e
solidificado com 8 g.I"* de bacto-agar que foi autoclavado a 120 °C & pressio de 1
atmosfera. As sementes germinaram durante 1, 5 ou 7 dias, a 25 °C, na escurid&o.

2.17.2 — Transformacao genética

2.17.2.1 — Transformacao de Nicotiana tabacum

A transformacdo de plantas de N. tabacum foi feita pelo método dos discos
foliares, desenvolvido por Horsch et al. (1985). Uma coldnia de uma cultura da estirpe
A. tumefaciens EHAL05 foi repicada em meio LB liquido (Anexo I, Tabela 2) e cresceu
a temperatura de 28 °C com o0s antibiéticos canamicina (50 pg.ml™) e rifampicina (50
ug.ml'l) até atingir a D.O. ;=600 nm de 0,6 a 0,8. Apds recolha do sedimento bacteriano
por centrifugacdo a 3000 rpm durante 10 minutos, este foi ressuspendido em igual
volume de meio MS liquido sem compostos organicos (Anexo I, Tabela 2). A lavagem
das células bacterianas foi repetida novamente. Procedeu-se ao corte de folhas de N.
tabacum provenientes de culturas in vitro, com uma seccédo de 0,5 cm?, que de seguida
foram imersas na solugdo de A. tumefaciens durante 3 h. Apds ser retirado o excesso de
suspensdo bacteriana em papel de filtro esterilizado, as sec¢Oes foliares foram colocadas
em caixas de Petri com meio MS semi-sélido sem compostos organicos (Anexo I,
Tabela 2). Seguiu-se um periodo de co-cultura de trés dias, na escuriddo, a 27 °C e
posteriormente 0s explantes foram transferidos para meio de regeneracdo (Anexo I,
Tabela 2).
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Os rebentos adventicios, que comecaram a surgir ao fim de 3 semanas de cultura,
foram excisados e transferidos para meio RMIN (Anexo I, Tabela 2) para induzir o
desenvolvimento caulinar e radicular. Foram realizados os seguintes controlos: a)
controlo & composi¢do do meio de regeneracdo, onde foram colocadas secc¢des foliares
ndo sujeitas ao processo de transformacdo; b) controlo a concentracdo dos antibi6ticos
usada, através da presenca de seccdes foliares no meio de regeneragdo com antibidticos.

As pléantulas de tabaco foram mantidas e repicadas mensalmente no meio RMIN
durante trés a quatro meses. Posteriormente as plantulas foram envasadas numa mistura
com turfa e vermiculite (2:1) e aclimatadas durante 15 dias num fitotrdo a temperatura
de 25 °C com fotoperiodo de 16 h luz, sendo de seguida transferidas para uma estufa.

2.17.2.2 - Transformacao genética de laranjeira azeda cv. Brazilian

Foram desenvolvidos dois processos de transformacdo de laranjeira azeda: a)
transformacdo dos rebentos adventicios formados na superficie de corte de segmentos
de entrends, com utilizacdo do meio de cultura D (Anexo |, Tabela 2), previamente
testado na inducdo de rebentos adventicios; b) transformacéo de sementes com 1, 5e 7
dias de germinagao.

2.17.2.2.1 - Transformacao de rebentos adventicios

O meio de cultura usado para a formacdo de rebentos adventicios provenientes de
segmentos de entrends foi testada no meio de cultura D5 que é baseado no meio de
cultura D (Anexo I, Tabela 2) suplementado com 1 mg.ml™ de benziladenina (BA) e 0,1
ml™ de 4cido naftalenoacético (NAA), segundo a Tabela 5.1. A transformacdo foi
mediada pelas estirpes de A. tumefaciens EHAL105 p35SGUSINT e C58 p35SGUSINT.
As culturas bacterianas cresceram durante a noite a 28 °C em meio LB liquido (Anexo I,
Tabela 2) suplementado com os antibidticos canamicina (50 pg.ml™) e rifampicina (50
ug.ml'l) e foram usadas a D.O.,=s00nm de 0,2, 0,4 e 0,6. Uma gota da cultura bacteriana
foi depositada, através do uso de uma seringa, na por¢ao apical do segmento de entreno,
sobre a superficie de corte, de acordo com o protocolo de Pefia et al. (1995b) e com o
esquema da Fig. 2.3. Os explantes permaneceram as escuras durante 3 dias (periodo de
co-cultivo), apds os quais foram colocados em meio de cultura D5 suplementado com
os antibiéticos canamicina a 25 mg.ml™ e cefotaxima a 500 mg.I"*. Foram depositadas
algumas gotas de cefotaxima sobre a superficie de corte de cada explante. Nas
repicagens seguintes foi aumentada a concentracdo de canamicina de 25 mg.l™ para 100
mg.I"" e foi mantida a concentracdo de cefotaxima. As culturas foram mantidas as
escuras durante 20 dias e posteriormente foram sujeitas a fotoperiodo de 16h luz, nas
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condicBes referidas em 2.15.2. Foram realizados os seguintes controlos: a) controlo a
composic¢do do meio D5, onde foram colocados segmentos de entren6s ndo sujeitos ao
processo de transformacdo; b) controlo a concentracdo dos antibioticos usada, através da
presenca de segmentos de entrends ndo transformados colocados no meio D5 com
antibioticos.

! .
i —0—0—1

Deposicdo de umagotade  Co-cultivo durante  Mudancga para novo Formacdo de

A. tumefaciens na 3 dias na escuridéo. meio de cultura e rebentos
superficie de corte do deposicdo de uma adventicios.
entrend. gota de cefotaxima

Fig. 2.3 - Esquema da transformacdo de segmentos de entrends de laranjeira azeda cv. Brazilian mediada

por A. tumefaciens.

2.17.2.2.2 - Transformacdo de sementes germinadas

Os testes de transformacdo de sementes germinadas de laranjeira azeda foram
realizados com a bactéria A. tumefaciens, estirpe EHA105 pE7113-CP. Decorridos 0s
tempos de germinacdo de 1, 5 e 7 dias, um dos cotilédones da semente foi cortado com
um bisturi junto ao hipocétilo, de acordo com a Fig. 2.4. Desta forma, ficou um
cotilédone ligado a plantula, necessario ao desenvolvimento da mesma. As sementes
foram imediatamente colocadas em frascos com a cultura bacteriana, que cresceu e foi
ressuspendida em meio MS sem compostos orgéanicos segundo descrito em 2.17.2.1.
Apds a exposicdo a solucdo bacteriana a D.O.;=g00 nm de 0,6 durante 2h, na escuriddo, a
28 °C, lavaram-se as sementes em agua esterilizada e de seguida foram colocadas em
caixas de Petri com meio MS semi-sélido sem compostos organicos, para um periodo
de co-cultura de 3 dias a 28 °C, na escuriddo. Seguiu-se uma lavagem em solucéo
aquosa de cefotaxima a 500 mg.I™ durante 2h. No tratamento controlo seguiu-se o
mesmo protocolo, mas as sementes ndo foram expostas a solucdo bacteriana. As
sementes germinadas foram colocadas em vermiculite esterilizada num fitotrdo, a
temperatura de 27 °C e com fotoperiodo de 16h luz.

Apos 4 meses de crescimento, as plantas foram transferidas para vasos com uma
mistura de turfa:vermiculite (2:1) e aclimatadas a uma estufa.

Apds um ano de crescimento, as plantas foram transplantadas para novo substracto que vem referido em 2.15.1.
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Corte de um dos Sementes em solugéo Co-cultivo Lavagemem  Sementeira em vaso
cotilédones da semente de A. tumefaciens durante 3 dias solugdo de com vermiculite
durante 24h. em meio MS cefotaxima estéril

Fig. 2.4 - Esquema do corte e da transformacdo de sementes germinadas de laranjeira azeda cv. Brazilian

mediada por A. tumefaciens.

2.18 - PROCESSOS DE ENXERTIA DOS REBENTOS ADVENTICIOS

2.18.1 - Microenxertia

As sementes de citrangeira Carrizo foram desinfectadas numa solucédo de NaOH
a 5% durante 30 min, seguido de 2-3 lavagens em agua esterilizada. Depositou-se uma
semente em cada tubo de 150 x 25 mm com meio MS semi-solido sem compostos
organicos, tapado com tampa de polipropileno. A germinacdo decorreu a 27 °C, na
escuridao.

No processo da microenxertia foi seguido o protocolo de Navarro (1981). As
plantulas de citranjeira Carrizo com duas a trés semanas de crescimento foram cortadas,
de forma a ficar um epicétilo de cerca de 1,5 cm e uma raiz de 4-6 cm. Os cotilédones
também foram cortados.

Os rebentos adventicios com comprimento superior a 1 mm foram excisados do
explante e uma secgdo caulinar transversal foi retirada da base do rebento e
imediatamente colocada em solugcdo X-gluc (Anexo I, Tabela 1), para ser analisada a
presenca de B-glucuronidase, segundo descrito em 2.19. A extremidade basal do rebento
foi entdo cortada em bisel para este ser inserido na regido cambial do porta-enxerto
citranjeira Carrizo.

As plantulas microenxertadas foram colocadas em tubos de cultura com meio MS
liquido (Anexo I, Tabela 2). As plantas que cresceram foram transplantadas para vasos
com uma mistura turfa:vermiculite (2:1) e foram gradualmente acondicionadas num
fitotrdo com uma temperatura de 27 °C.
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2.18.2 - Enxertia

As sementes de C. macrophylla Wester foram desinfectadas de acordo com o
descrito em 2.18.1 e germinaram em vasos com vermiculite esterilizada. As plantulas
com 1 més de crescimento foram transplantadas para vasos com uma mistura de turfa e
vermiculite (2:1). Ap6s 3 a 4 meses de crescimento, o &pice da planta foi cortado para se
proceder a uma enxertia de garfo, segundo Hartmann et al (1990). A regido basal do
rebento adventicio foi preparado como referido em 2.18.1. A ligacdo entre o porta-
enxerto e o rebento adventicio foi feita com parafilme e a plantula foi tapada com um
saco de pléastico furado para manter a humidade. Alternativamente foi também efectuada
a enxertia em T, segundo Hartmann et al. (1990).

2.19 - DETECCAO DA ENZIMA B-GLUCURONIDASE

A reaccgdo histoquimica para a deteccdo da B-glucuronidase, realizada segundo o
protocolo descrito por Jefferson (1987), com algumas modificacdes, foi usada nos
rebentos adventicios obtidos no processo de transformacdo de segmentos de entrends e
em tecido foliar. Procedeu-se a dissolucdo de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-f-D-
glucurénido (X-gluc, Duchefa, ref. X1405) em dimetilsulfoxido (DMSO) e
posteriormente adicionou-se 0s compostos referidos no Anexo I, Tabela 1, em solucdo
X-gluc. Os rebentos adventicios foram excisados do explante e fez-se um corte
transversal na porcdo basal caulinar do rebento. Quando foram usadas secgdes de tecido
foliar de plantas de tabaco e de citrinos, estas foram lavadas em &gua corrente e depois
passadas por agua esterilizada. O material vegetal foi submergido na solucdo X-gluc e
apos a aplicagdo de vacuo durante 10 min, para infiltragdo da solucdo, as amostras
foram colocadas a 37 °C durante a noite. O antibidtico cloranfenicol foi adicionado a
solucdo X-gluc com o objectivo de eliminar agrobactérias que pudessem estar presentes.
A reaccdo terminou por lavagem com agua esterilizada. O tecido foliar foi fixado em
solucdo AFA (etanol absoluto 63%; acido acético glacial 5%; formaldeido 5%).

2.20 - TRATAMENTO ESTATISTICO

No presente trabalho, foram sujeitos a tratamento estatistico e s@o apresentados
sob a forma de média + desvio padrdo (d.p.) os seguintes resultados:
No capitulo 3: - a) os resultados de heterozigocidade, de diversidade
nucleotidica e do valor das substituicdes sinGnimas e ndo sinénimas.
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No capitulo 5: - a) a curva de crescimento das estirpes de agrobactérias
EHAL05 p35SGUSINT, EHA105 pE7113-CP e C58 p35SGUSINT e a determinagéo
do nimero de unidades formadoras de coldnias (ufc) vidveis; b) o efeito dos
antibidticos cefotaxima (cef) e canamicina (can) no meio D5 na inducdo e expansao
dos rebentos adventicios.

Na analise TagMan, no capitulo 5, o limiar do intervalo de confianca das amostras
a 99,5 % foi calculado com a média de controlos negativos, segundo a distribuicao t-
“Student” para um intervalo de confianga de 99,5 % (4,032). Ao valor 4,032,
multiplicado pelo desvio padrdo dos controlos negativos, foi somado a média dos
controlos negativos. O valor resultante foi considerado o limiar positivo/negativo, acima
do qual as amostras foram consideradas positivas.
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Capitulo 3

DIVERSIDADE GENOMICA DA POPULACAO DE CTV

3.1 - INTRODUCAO

O CTV e os virus cujo genoma € constituido por RNA apresentam uma elevada
variabilidade gendmica que é atribuida, geralmente, a elevada taxa de erro da RNA
Polimerase RNA dependente (RdRp). A frequéncia de ocorréncia de mutagdes pode ser
muito elevada. Holland et al. (1982) referem que é gerada uma populacdo de variantes
gendémicas em cada infeccdo por um virus em RNA. Essa populacdo é composta por
uma sequéncia mais frequente ou sequéncia principal e por um conjunto de variantes de
menor frequéncia. O balanco entre estas frequéncias depende da producdo de mutacbes
e do seu valor de seleccdo. Esta populacdo de variantes tem uma estrutura do tipo
“quasispecies” (Holland et al., 1982), que é representada ndo s6 pelo nimero de
variantes que a compdem, mas também pela frequéncia com que cada uma ocorre e
pelas distancias genéticas entre as diferentes variantes (Gibbs et al., 1999).

No presente trabalho, numerosos isolados de diversas origens geograficas e de
diferentes caracteristicas biologicas foram analisados quanto a regido terminal 3", uma
vez que Mawassi et al. (1996) a referiram como a mais conservada quando estudaram
os isolados VT e T36 (ver Tabela 2.2). Dada a diversidade nucleotidica existente no
CTV, torna-se necessario o conhecimento das regides gendmicas mais conservadas,
afim de poder induzir resisténcia por transformacao genética a um conjunto alargado de
isolados. Neste trabalho a avaliacdo da diversidade nucleotidica foi feita por Single
Stranded Conformation Polymorphisms (SSCP), Cleavase Fragment Length
Polymorphism (CFLP) e sequenciagdo genomica.

3.1.1 - Single stranded conformation polymorphisms (SSCP)

A analise de SSCP, introduzida por Orita et al. (1989b), fundamenta-se na
distincdo de cadeias simples de DNA com base na sua estrutura secundaria, apos auto-
emparelhamento. A andlise de SSCP € geralmente realizada sobre um produto de PCR.
Este é desnaturado por calor na presenca de formamida, sendo rapidamente arrefecido
por forma a dificultar o emparelhamento das cadeias complementares. As cadeias
simples de DNA adquirem uma conformacao dependente da estrutura primaria. A sua
separacao é feita por migracdo num gel de poliacrilamida. O DNA que voltou a adquirir
a conformacdo bicatendria migra com maior rapidez e as duas cadeias monocatenérias,
pela estrutura secundaria mais volumosa que apresentam, migram com maior lentidao.
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Estas exibem diferencas na mobilidade, de acordo com a estrutura secundaria, 0 que vai
gerar padrdes electroforéticos caracteristicos. A avaliacdo da variabilidade genémica é
feita por comparacdo dos padrdes electroforéticos. A variabilidade detectada na analise
de SSCP ndo pode ser quantificAvel, mas permite perceber se duas sequéncias sao
idénticas (ou quase) ou nao.

A analise de SSCP tem sido referenciada na identificacdo de isolados virais, assim
como no estudo da variabilidade genémica do CTV (Nolasco e Sequeira, 1997; Kong et
al., 2000). No periodo em que foi executado este trabalho, foram publicados varios
estudos de SSCP aplicados a diversos genes do CTV, nomeadamente o gene da CP
(Rubio et al., 1996), os genes da protease (Pro) e da metiltransferase (MT) (Rubio et al.,
2001), assim como o gene da p20 (Ayllon et al., 1999b; d"Urso et al., 2000; Rubio et
al., 2001) o gene da p18 (Ayllén et al., 1999b; d"Urso et al., 2000) e o gene da p27
(Gago-Zachert et al., 1999).

Neste trabalho, a analise de SSCP foi aplicada ao estudo dos genes a jusante do
gene da proteina do capsidio (genes que codificam as proteinas p18, p13, p20 e p23) e a
regido 3'UTR.

3.1.2 - Cleavase Fragment Length Polymorphism (CFLP)

A anélise por Cleavase Fragment Length Polymorphism (CFLP) baseia-se na
actividade da endonuclease Cleavase que corta a cadeia de DNA na extremidade 5” da
base dos “hairpins” porventura existentes em cadeias monocatenarias (Brow et al.,
1996). As cadeias de DNA a analisar, geralmente obtidas por PCR, sdo desnaturadas
por via térmica e arrefecidas até temperaturas de 60 °C a 40 °C, permitindo o auto-
emparelhamento de algumas regides, gerando-se estruturas secundarias com a forma de
“hairpins”. A actividade da Cleavase origina uma coleccdo de fragmentos que sdo
separados por electroforese em gel de acrilamida desnaturante (Brow et al., 1996).

A anédlise por CFLP tem sido usada para estudar a variabilidade em diversos
sistemas genéticos, tais como genes somaticos humanos (O Connell et al., 1999;
Oldenburg e Siebert, 2000), bactérias (Brow et al., 1996; Tondella et al., 1999), plantas
(Fofana et al., 1998) e virus de animais (Marshall et al., 1997; Sreevatsan et al., 1998),
mas ndo em virus de plantas.

Neste estudo, a analise CFLP foi aplicada ao gene da CP por este ser o mais
estudado e serem conhecidas as sequéncias nucleotidicas de dezenas de isolados. Foi
avaliada a capacidade desta técnica na analise dos isolados por comparagdo com a
analise da sequéncia dos mesmaos.
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32 - ESTUDO DA VARIABILIDADE GENOMICA DA REGIAO
TERMINAL 3" DO CTV POR SSCP E SEQUENCIACAO GENOMICA

No estudo da variabilidade genémica foram analisados os genes que codificam as
proteinas p18, p13, p20 e p23 e a regido 3" UTR de 10 isolados. De cada isolado e por
amplificacdo por IC/RT-PCR, constituiram-se clones com as seguintes regifes
genomicas: clones com o conjunto dos genes codificantes da p18 e da pl13 (clones
p18+pl3); clones do gene codificante da p20; clones com o conjunto do gene
codificante da p23 e da regido 3'UTR (clones p23+regido 3'UTR). Na Fig. 3.1
encontra-se exemplificado a dimensdo do produto de PCR de cada um dos clones
obtidos. De cada um destes clones ou da “miniprep” dos mesmos, amplificou-se por
PCR cada uma das regides gendmicas separadamente para serem analisadas por SSCP.
Na Fig. 3.2 € mostrado o resultado esperado da amplificacdo por PCR de cada regido
genémica. Os resultados da andlise SSCP de cada regido gendémica e a frequéncia
relativa das variantes genomicas observadas estdo apresentados na Tabela 3.1.

De cada isolado foi sequenciado um ou varios clones representativos das variantes
gendmicas principais e de algumas variantes menos comuns, que foram escolhidos em
funcéo do padrdo de SSCP. Foram usados os clones descritos acima para sequenciar as
regides gendémicas codificantes da p18+p13, incluindo a respectiva regido intergénica, a
regido codificante da p20 e a regido genomica codificante da p23+a regido 3'UTR. A
descricdo dos clones sequenciados esta sumarizada na Tabela 3.3.

3.2.1 - Amplificacdo das regides gendémicas

As regides gendmicas codificantes da p18+p13, da p20 e da p23+regido 3'UTR,
amplificadas por IC/RT-PCR, foram ligadas no vector pGEM® T-Easy. A regido
gendmica codificante da p18+p13 foi amplificada com os “primers” CTV33 e DCN16 e
originou um produto de amplificacdo de 926 pb (Fig. 3.1-1). A regido gendmica
codificante da p20, que foi amplificada com os “primers” CN182 e CN183, deu origem
a um produto de amplificacdo com 563 pb (Fig. 3.1-2). A regido genémica codificante
da p23+a regido 3'UTR foi amplificada com os “primers” CTV21 e CTV22 e originou
um produto de amplificacdo de 927 pb (Fig. 3.1-3).
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Fig. 3.1 - Analise electroforética em gel de agarose a 1% dos produtos de IC/RT-PCR. Colunas M:
marcador 100 pb; colunas R-: auséncia de amplificacdo na reaccdo de PCR sem DNA (controlo negativo);
(1) A: banda resultante da amplificacdo por RT-PCR dos genes codificantes da p18+p13 (926 pb); (2) B:
banda resultante da amplificacdo por RT-PCR do gene codificante da p20 (563 pb); (3) C: banda
resultante da amplificacdo por RT-PCR do gene codificante da p23+a regido 3"UTR (927 pb).
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A amplificacdo de cada uma das regides gendémicas codificantes da p18, p13, p20
e p23 e a regido 3'UTR, foi feita a partir dos clones ou da “miniprep” dos mesmos. Na
Fig. 3.2 esta exemplificado a dimensdo dos produtos de amplificacdo esperados: o gene
codificante da pl18, amplificado com os “primers” CTV33 e CTV34, apresenta um
produto de amplificacdo de 556 pb (Fig. 3.2-1); o gene codificante da p13, amplificado
com os “primers” DCN15 e DCN16, tem 372 pb (Fig. 3.2-1); o gene codificante da p20,
amplificado com os “primers” CN182 e CN183, tem 563 pb (Fig. 3.2-2); 0 gene
codificante da p23, amplificado com os “primers” CTV27 e CTV28, tem 670 pb (Fig.

3.2-3) e a regido 3'UTR, amplificada com os “primers” CTV35 e CTV22, tem 294 pb
(Fig. 3.2-3).

M p18 p13 R- M p20 R- M p23 3" R-
— - b :
= = =
500 pb = B i 500 pb : -
p - : - p -
. 500 pb E & -
1 &0 M 3

Fig. 3.2 — Andlise electroforética em gel de agarose a 1% do produto de amplificacdo dos genes sobre os
quais recaiu a andlise de SSCP: Colunas M: marcador 100 pb; colunas R-: auséncia de amplificacdo na
reaccdo de PCR sem DNA (controlo negativo); (1) amplificacdo da regido gendmica codificante da p18
(556 pb) e da pl3 (372 pb); (2) amplificacdo da regido gendmica codificante da p20 (563 pb); (3)
amplificacdo da regido gendmica codificante da p23 (670 pb) e a regido 3'UTR (3’) (294 pb).
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A andlise de SSCP foi realizada directamente sobre o produto de PCR de colénias
InvaF" que resultaram da clonagem do produto de IC/RT-PCR ou sobre a “miniprep”
desses mesmos clones. Na Fig. 3.2 exemplifica-se o tipo de produtos de PCR sobre os
quais recaiu a andlise de SSCP. Analisou-se em média 15 clones de cada uma das
regides gendmicas e de cada isolado. Os padrdes obtidos estdo apresentados na Tabela
3.1

Na andlise por SSCP, as diferengas conformacionais das duas cadeias
monocatenarias originam um padrdo que pode ser constituido por 2 a 4 bandas que
apresentam uma mobilidade inferior ao dsDNA (Fig. 3.3).

15.1 15.2 154 15.5 15.6 158 15.9 136.3
= v .y e '
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Fig. 3.3. Padrdes de alguns clones do produto de amplificagdo da regido 3'UTR dos isolados 15 e 136, em
que estdo presentes cadeias monocatenarias (ss) e bicatendrias (ds), obtidos em gel de poliacrilamida ndo
desnaturante a 8%.

Foi analisado por SSCP o resultado de 45 amplificacGes por PCR, realizadas
com os “primers” CTV33/CTV34 de um mesmo clone com o gene codificante da p18
[isolado TR21/1 (planta 136) - clone 136.1]. Este estudo teve o objectivo de analisar a
introducé@o de mutagOes pontuais pela enzima Tag DNA polimerase. O clone 136.1 foi
submetido as mesmas metodologias que os outros clones analisados por SSCP. O
padrdo obtido foi igual para os 45 clones analisados e esta apresentado na Fig. 3.4.
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Fig. 3.4 — Padrédo obtido na analise do produto de PCR de 45 amplificacbes do gene codificante da p18 do
clone 136.1 em gel de poliacrilamida ndo desnaturante a 8%. As colunas 1 a 7 mostram o padréo de sete
amostras diferentes analisadas.

3.2.2 - Caracterizacéo dos padrdes de SSCP

Na andlise de diferentes clones de uma mesma regido genémica de um mesmo
isolado, os padrdes apresentaram duas, trés e quatro bandas, como pode ser observado
na Tabela 3.1.

Os padrdes de SSCP das regides gendmicas que codificam as proteinas p18, p13,
p20 e p23 foram geralmente distintos entre os diferentes isolados. O mesmo néo
aconteceu com a regido 3'UTR que apresentou padrées comuns a todos os clones do
mesmo isolado e a todos os isolados, salvo duas excepg¢des [isolados 50A (planta 19) e
46D (planta 11)].
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Tabela 3.1 — Variantes gendmicas nos padrdes de SSCP dos diferentes isolados e para as cinco regides gendémicas.
Indica-se a frequéncia relativa de cada variante gendmica. Apresentam-se os padrdes de SSCP pela mesma ordem com
que séo referidas as suas frequéncias.

N° de clones | Proporgéo relativa | Frequéncia das

Gene Isolado Planta analisados das variantes variantes Padrdes de SSCP
genémicas genodmicas (%)
detectadas
32D 8 13 10; 3 77,23 - E
46D 11 15 9,51 60; 33; 7 =] -1
R u
15D 14 7 511 71;14; 14 Ea=E-
41G 15 21 9,82 1;1 43;38;10;5;5 | | El =
50A 19 22 16;2;1;1;1 73;9;5;5;5 e —
e A g o
p18 78 25 12 11;1 92;8 | Je—

Genoal 28 21 20;1 95;5 — —
TR21/1 136 12 6;5;1 50; 42; 8 — - !
i =3
TR25/1 142 20 8;8; 4 40; 40; 20 u
= e
Golega 152 19 13;5;1 68; 26; 5 3 = e
| I t
32D 8 15 13;1;1 87;6;6 R
p13 46D 11 15 12;3 80; 20 —
15D 14 7 5; 2 71,29 B ==
(-]
32D 8 15 13;1;1 87;6;6 == =]
= -
46D 11 14 14 100 ——
i
p20 15D 14 18 15;2;1 83;11; 6 ==

41G 15 20 8,8,2;1;1 40; 40; 10; 5; 5 B o !
= — : \
50A 19 20 18;1;1 90;5;5 d H ~

(continua na pég. seguinte)
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Tabela 3.1 — Variantes genémicas nos padrdes de SSCP dos diferentes isolados e para as cinco regides genémicas.
Indica-se a frequéncia relativa de cada variante genémica. Apresentam-se 0s padrdes de SSCP pela mesma ordem
com que sdo referidas as suas frequéncias (cont.).

Ne° de clones Proporcéo relativa = Frequéncia das
Gene Isolado Planta analisados de variantes variantes Padrdes de SSCP
gendémicas genémicas (%)
detectadas
78 25 10 9;1 90; 10 E £
Genoal 28 24 19;3;1;1 79;13; 4; 4 ﬁ E n
1 | A
TR21/1 136 15 10;2;2;1 67;13;13;7 [ rq ] .‘
p20 ' ,
TR25/1 142 15 12;2;1 80;13; 7; — —
[ = —
Golegd 152 20 20 100 —
32D 8 14 11;1;1;1 79,7, 7;7 el R
S —
46D 11 11 9;2 82; 18 [SRepr—
41G 15 11 9;1;1 82;9;9 —_—
- e =
50A 19 15 12;2;1 80;13; 7 s el u
[S=g
p23 78 25 15 14;1 93;7 E
Genoal 28 12 74,1 58; 33; 8 =t
TR21/1 136 15 14;1 93;7 - =
TR25/1 142 12 11;1 92;8 3 *
Golega 152 18 18 100 —
32D 8 14 14 100 _ﬁ-j
46D 11 15 12;3 80; 20 | — Rt
41G 15 10 10 100 -
B
50A 19 10 9;1 90; 10 — b
Regido 78 25 17 17 100 —
3'UTR —
Genoal 28 18 18 100 ——
~——
TR21/1 136 13 13 100 —
TR25/1 142 8 8 100 -—
R
Golega 152 25 25 100 -
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3.2.3 - Variabilidade da regiiio terminal 3’ (genes codificantes das
proteinas p18, p13, p20 e p23 e regido 3'UTR)

3.2.3.1 - Frequéncia relativa das variantes gendmicas

Admitindo que cada padrdo de SSCP corresponde a uma variante genémica ou a
um conjunto de variantes muito proximas, os resultados revelaram uma estrutura
populacional constituida por uma variante genomica mais frequente que as restantes. A
frequéncia relativa do padrdo mais comum oscilou entre 50% e 100%. A presenca de
duas variantes gendmicas com a mesma frequéncia foi observada no gene codificante da
pl8 e da p20 do isolado 41G (planta 15), e no gene codificante da p18 do isolado
TR25/1 (planta 142).

A estrutura de “quasispecies” foi avaliada pelo célculo da heterozigocidade
utilizando a férmula de Nei (Li e Graur, 1991), com as altera¢cdes sugeridas por Kong et
al. (2000) para a analise de um grupo reduzido de amostras: H=n/(n-1)(1-XX;%), onde n
€ 0 numero de clones analisados e X; a frequéncia da popula¢do com o padrédo i. O valor
de heterozigocidade (H) indica-nos a probabilidade de ao escolhermos duas amostras ao
acaso de entre as variantes gendmicas analisadas, obtermos padrfes diferentes. Os
valores de heterozigocidade podem variar de 0 no caso de haver uma sé variante, até 1
no caso de todos os clones apresentarem padrdes diferentes. Na Tabela 3.2 sdo
apresentados os valores obtidos. A andlise do valor médio de heterozigocidade revela
que na regido gendémica codificante da p18 h& uma maior dispersdo de variantes
gendmicas, ficando desta forma a variante gendmica principal menos demarcada. Por
contraposicédo, na regido 3"UTR néo ha praticamente dispersdo das variantes genomicas,
ficando a variante principal bem demarcada.

Tabela 3.2 — Heterozigocidade definida por SSCP, para os diferentes isolados e para as cinco regifes

gendmicas codificantes da p18, p13, p20 e p23 e a regido 3'UTR.

Regibes gendmicas

Isolado Planta _ Média dos
p18 p13 p20 p23 Regido 3'UTR valores
32D 8 0,384 0,257 0,257 0,396 0,000 0,259 +0,16
46D 11 0,562 0,343 0,000 0,328 0,343 0,315+0,20
15D 14 0,524 0,476 0,308 * * 0,436 +0,11
41G 15 0,626 * 0,699 0,346 0,000 0,418 + 0,32
507 19 0,424 * 0,195 0,362 0,198 0,295+0,12
78 25 0,167 * 0,198 0,133 0,000 0,125+0,08
Genoal 28 0,095 * 0,369 0,591 0,000 0,264 + 0,27
TR21/1 136 0,621 * 0,553 0,133 0,000 0,327 £0,31
TR25/1 142 0,674 * 0,362 0,629 0,000 0,416 £ 0,31
Golega 152 0,485 * 0,000 0,000 0,000 0,121+0,24
Média dos
valores 0,456 +£0,19 0,359+0,11 0,294+0,22 0,324+0,21 0,060 + 0,12

* = ndo foi realizada a analise de SSCP.
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3.2.3.2 - Anélise das sequéncias

Foram sequenciados um ou varios clones das regides genomicas codificantes da
p18+pl3, integrando a respectiva regido intergénica, da p20 e da p23+a regido 3'UTR.
Os clones sequenciados sdo maioritariamente representativos da variante gendémica
principal e como foi previamente descrito, foram escolhidos em func¢do do padréo de
SSCP dos genes codificantes da pl18, da p20 e da p23. Foram também sequenciados
clones de variantes genémicas menos frequentes dos isolados 32D (planta 8), 46D
(planta 11), 15D (planta 14) e TR25/1 (planta 142). A sua descrigdo quanto as
caracteristicas do padrdo de SSCP encontra-se na Tabela 3.3. As sequéncias
nucleotidicas das diferentes regides gendmicas que foram analisadas no presente
trabalho foram alinhadas e estdo apresentadas no Anexo Il, Figs. 1 a 6. As matrizes de
identidade nucleotidica das sequéncias nucleotidicas estdo apresentadas no Anexo I,
Figs. 1 a 6.

O clone 25.8 do gene codificante da p13 do isolado 78 (planta 25) foi sequenciado
para se conhecer a regido de hibridacdo dos “primers” que amplificam o gene.
Escolheu-se este isolado como representante do conjunto de isolados que apresentam
caracteristicas bioldgicas diferentes dos isolados amplificados.
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Tabela 3.3 — Descrigdo dos clones sequenciados de cada isolado e de cada uma das regifes gendmicas,
quanto as caracteristicas do padréo de SSCP.

Regido Isolado NUmero da Clone Frequéncia do padrédo
gendmica planta sequenciado de SSCP do clone*
32D 8 8.2 (p18/p13) 77 (+)
46D 1 11.4 (p18/p13) 60 (+)
11.5 (p18/p13) ()
11.7 (p18/p13) )
15D 14 14.3 (p18/p13) 71(+)
416 15 15.16 (p18/p13) 43 (+)
p18 50A 19 19.7 (p18/p13) 73 (+)
78 25 25.8 (p18/p13) 92 (+)
Genoal 28 28.16 (p18/p13) 95 (+)
TR21/1 136 136.2 (p18/p13) 50 (+)
TR25/1 142 142.13 (p18/p13) 40 (+)
142.12 (p18/p13) 20 (-)*
142.14 (p18/p13) 20 (9)*
Golegd 152 152.7 (p18/p13) 68 (+)
32D 8 8.2 (p18/p13) .
46D 1 11.4 (p18/p13) .
11.5 (p18/p13) .
11.7 (p18/p13) .
15D 14 14.3 (p18/p13) .
416 15 15.16 (p18/p13) .
p13 50A 19 19.7 (p18/p13) .
78 25 25.8 (p18/p13) .
Genoal 28 28.16 (p18/p13) *
TR21/1 136 136.2 (p18/p13) .
TR25/1 142 142.13 (p18/p13) .
142.12 (p18/p13) .
142.14 (p18/p13) .
Golegd 152 152.7 (p18/p13) *
32D 8 8.5 p20 87 (+)
46D 1 11.4 p20 100 (+)
15D 14 14.6 p20 83 (+)
14.9 p20 )
416 15 15.22 p20 40 (+)
p20 50A 19 19.1 p20 90 (+)
78 25 25.11 p20 90 (+)
Genoal 28 28.2 p20 79 (+)
TR21/1 136 136.12 p20 67 (+)
TR25/1 142 142.9 p20 80 (+)
Golega 152 152.12 p20 100 (+)
32D 8 8.1 (p23/reg. 3°) 79 (+)
8.15 (p23/reg. 3°) 7()
46D 1 11.5 (p23/reg. 3°) 82 (+)
41G 15 15.15 (p23/reg. 3°) 9(-)
p23 50A 19 19.3 (p23/reg. 3°) 80 (+)
78 25 25.4 (p23/reg. 3°) 93 (+)
Genoal 28 28.49 (p23/reg. 3°) 58 (+)
TR21/1 136 136.9 (p23/reg. 3°) 93 (+)
TR25/1 142 142.6 (p23/reg. 3°) 92 (+)
Golega 152 152.13 (p23/reg. 3°) 100 (+)
32D 8 8.1 (p23/reg. 3°) 100 (+)
8.15 (p23/reg. 3°) 100 (+)
46D 11 11.5 (p23/reg. 3%) *
416G 15 15.15 (p23/reg. 3°) 100 (+)
regido 3’ 50A 19 19.3 (p23/reg. 3°) *
78 25 25.4 (p23/reg. 3°) 100 (+)
Genoal 28 28.49 (p23/reg. 3°) 100 (+)
TR21/1 136 136.9 (p23/reg. 3°) 100 (+)
TR25/1 142 142.6 (p23/reg. 3°) 100 (+)
Golega 152 152.13 (p23/reg. 3°) 100 (+)

* = (+) clone cujo padrdo é o da variante principal; (-) clone com padréo pouco frequente.

« = clones que representam a segunda variante mais frequente existente no isolado TR25/1, no gene codificante da
pl8.

o= A regido genomica que codifica para a p13 foi sequenciada em conjunto com a regido gendmica que codifica para
a p18, de forma que ndo é conhecido o padrdo de SSCP destes clones.

& = A regido genémica 3"UTR foi sequenciada em conjunto com a regido genémica que codifica a proteina p23, de
forma que néo é conhecido o padrdo de SSCP destes clones.
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Limitacdes na amplificac@o do gene codificante da p13

A amplificagdo do gene codificante da p13 so foi conseguida para os isolados 32D
(planta 8), 46D (planta 11) e 15D (planta 14). Estes resultados parecem basear-se na
falta de homologia na regido de hibridagdo dos dois “primers” que foram usados a
montante, DCN15 e CTV36, com alguns isolados do CTV, como é revelado no
alinhamento multiplo com algumas das sequéncias dos isolados divulgados no GenBank
(Fig. 3.5). A caracterizacdo bioldgica dos isolados do GenBank (T36, VT e SY568) esta
apresentada na Tabela 2.2. A sequéncia do “primer” DCNI15 foi desenhada com base no
isolado T36, o Unico para o qual apresenta homologia na extremidade 3". Os primeiros 9
nucledtidos do “primer” s3o locais de restricdo de enzimas. Na regido a jusante do
coddo de iniciacdo, que estd marcado a negrito, a comparacao da sequéncia do “primer”
com as dos isolados divulgados no GenBank e com o clone 25.8, revelou que o
“primer” DCN15 tem 6 bases diferentes, trés das quais na regido 3" do “primer”. O
“primer” CTV36 (montante) foi desenhado com base nos isolados T36, VT e SY568, os
Unicos que estavam sequenciados na altura em que foi feita esta analise e com os quais

apresenta homologia. O “primer” DCN16 (jusante) hibrida numa regido conservada.

T30 -TTCGGATTT AATTGCTGCG ATGAGTATTC GACGCGTGTG G
5Y568 -TTCGGGTTT AATTGCTGCA ATGGGTATTC GACGCGTGTG G
T385 -TTCGGATTT AATTGCTGCG ATGAGTATTC GACGCGTGTG G
T36 -TTCGGATTC AATTGCTGCA ATGAGCATTC GGCGCTCGTG G
NUagA -TTCGGGTTT AATTGCTGCA ATGGGTATTC GACGCGTGTG G
25.8 -TTCGGATTT AATTGCTGCG ATGAGTATTC GACGCGTGTG G
VT TTCGCGCTTT AATTGCTGCA ATGAGCATTC GACGTGTGTG G
DCN15  —————————- -GCTAGCACC ATGAGCATTC GGCGCTC--- -
CTvie ——————- TTC AATTGCTGCA AT--—————= —————————— -
Consensus * kXK

Fig. 3.5 — Homologia dos “primers” a montante DCN15 ¢ CTV36 com sequéncias do gene codificante da
p13 obtidas no GenBank e com o clone 25.8 de um isolado “mild”. Encontra-se a negrito o coddo de
iniciacdo do gene codificante da p13 e as bases das sequéncias que ndo sdo comuns ao “primer” DCN15.
As bases das sequéncias que ndo sdo comuns ao “primer” CTV36 estdo a sublinhado. *=Bases comuns a

todas as sequéncias.

3.2.3.3 - Estudo quantitativo da variabilidade genomica do CTV

Analise da diversidade nucleotidica

No calculo da diversidade nucleotidica avaliaram-se as distancias entre variantes
pelo método de kimura com dois pardmetros (Nei e Kumar, 2000), que distingue entre
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substituicdes tipo transicdo e transversdo e assegura uma frequéncia de substituicdo
igual para cada locus. Para este calculo so6 foram consideradas as variantes principais de
cada regido genémica de cada isolado. Nesta analise também foram incluidas as
sequéncias divulgadas no GenBank e referidas na Tabela 2.2. Os resultados obtidos
encontram-se na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Diversidade nucleotidica segundo o algoritmo Kimura 2, calculada para o conjunto de clones
sequenciados de cada regido gendmica representantes das variantes principais.

Regido gendmica Diversidade nucleotidica
p13 0,083 + 0,009
Regido intergénica p18/p13 0,092 £ 0,029
pl8 0,058 + 0,006
p20 0,069 + 0,007
p23 0,079 £ 0,007
Regido 3'UTR 0,017 + 0,005

O valor da diversidade nucleotidica indica serem as regiGes genomicas
codificantes da pl8 e pl3 e respectiva regido intergénica, assim como 0 gene
codificante da p23, as regides mais heterogéneas. A regido 3'UTR € a regido mais
conservada.

Analise das substitui¢cBes sindnimas e ndo sindnimas

Foi estimada a extensdo das alteragcBes nucleotidicas existentes para as regides
gendmicas que codificam proteinas. Essa estimativa foi feita pela anélise do valor
médio das substituicdes sindnimas (ds) e ndo sindnimas (dy) e estd apresentada na
Tabela 3.5. Foi usado o indice Li-Wu-Luo, o qual se baseia no indice de distancia
Kimura 2. Foram incluidas nesta analise as sequéncias divulgadas no GenBank e
referidas na Tabela 2.2.

O valor das substituicdes sinbnimas (ds) e das substituicbes ndo sindnimas (dy) €
da mesma ordem de grandeza para as quatro regides genémicas avaliadas, sendo o valor
ds muito superior ao valor dy. A regido genémica codificante da p20, cuja fungdo ainda
é desconhecida, mostrou a menor razéo dy/ ds. Os valores dy / ds revelam uma pressao
de seleccdo negativa para a maioria das alteracdes de aminoacidos.
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Tabela 3.5 - Valor médio das substituicdes sinonimas (ds) e ndo sindnimas (dy) para as regibes
gendmicas da regido terminal 3" do CTV que codificam proteinas, calculado pelo indice Li-Wu-Luo. O
valor dy/ ds é arazdo entre o valor médio das substituicdes ndo sinénimas e das substitui¢des sinénimas.

Regibes gendmicas ds dn dy/ ds
pl8 0,211 +£ 0,032 0,040 + 0,006 0,1895
pl3 0,329 + 0,052 0,036 + 0,008 0,1094
p20 0,276 + 0,034 0,019 + 0,004 0,0688
p23 0,261 + 0,031 0,039 + 0,006 0,1494

3.2.4 — Estudo da relacéo entre isolados

Com o objectivo de avaliar as possiveis relacbes de agrupamento entre 0s
isolados, foram construidos dendrogramas baseados nas distancias nucleotidicas. Nesta
analise incluiram-se as sequéncias gendmicas divulgadas no GenBank, que vém
referidas na Tabela 2.2. Consideraram-se os grupos formados com uma distancia
nucleotidica inferior a 0,018.

Os dendrogramas referentes as 6 regides genomicas apresentam semelhancas na
ordem da ramificacdo e na constituicdo dos agrupamentos e sdo mostrados nas Figs. 3.6
a 3.11. Desta forma, os agrupamentos que se descrevem de seguida, observados na
regido gendmica codificante da p18, sdo observados nas restantes regides gendmicas.
Os clones 8, 11 e 14, representados nas suas sequéncias mais comuns, constituem o
grupo A e foram agrupados com os isolados SY568 e NuagA. Os clones 152 e 28
constituem o grupo B, que integra o isolado VT nas regides genomicas codificantes da
p18 e da p13. O grupo C é constituido pelos clones 136 e 142, representados nas suas
sequéncias mais comuns, embora no dendrograma da regido intergénica estejam
separados. O grupo D é formado pelo isolado T36, o qual permanece sempre isolado. O
grupo E agrupa os clones 19 e 25 com os isolados T30 e T385. No grupo G agrupam-se
os clones menos frequentes 142.12 e 142.14, existentes na analise das regides
gendmicas codificantes da p18 e da p13. O clone 15 em conjunto com os clones menos
frequentes 11.5 e 11.7 constituem o grupo F. Os clones menos frequentes ficaram assim
agrupados separadamente dos clones mais comuns do mesmo isolado (Figs. 3.6 e 3.7).

Nos dendrogramas das regides gendémicas que codificam a p18, a p13,ap20 e a
p23, os grupos previamente definidos A a F, em regra, mantiveram-se 0s mesmos. Na
regido gendmica que codifica a p13 e na regido intergénica pl18/p13, os grupos F e G
também ficaram agrupados (Figs. 3.7 e 3.8). Contudo, na regido gendémica que codifica
a p20 e na regido intergénica p18/p13, os grupos A e B ficaram agrupados (Figs. 3.8 e
3.9). Foram analisados um maior nimero de isolados das regifes gendmicas
codificantes da p20 e da p23 por estarem disponiveis no GenBank. Estes integraram-se
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nos grupos previamente descritos ou deram origem ao novo grupo H (isolado 65) na
regido genomica codificante da p20, e grupo | (isolados B220 e B227) na regido
genomica codificante da p23 (Figs. 3.9 e 3.10). Os clones representativos das variantes
menos frequentes das regibes gendmicas codificantes da p20 e da p23 ficaram
integrados nos diferentes grupos A a F (Fig. 3.9 e 3.10).

Na regido genémica 3'UTR todos os isolados ficaram agrupados para valores de
distancia nucleotidica inferiores a 0,018 (Fig. 3.11), por haver uma semelhanca elevada
entre as sequéncias, com homologia completa nos ultimos 124 nucleétidos (Anexo I,
Fig. 6).

O valor de Bootstrap € superior a 50% na maioria dos grupos formados, o que é
estatisticamente aceitavel (Nei e Kumar, 2000). O grupo A+B da regido intergénica
constitui a excepgdo, com um valor de 42% de Bootstrap. Na regido 3'UTR, os valores
de Bootstrap inferiores a 50% (Fig. 3.11) traduzem a dificuldade em agrupar os clones e
isolados, como consequéncia da reduzida distancia nucleotidica existente.
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Fig. 3.6 — Dendrograma da regido gendémica codificante da pl18, obtido da matriz das distancias
nucleotidicas das sequéncias. A escala horizontal ¢ uma medida da distancia nucleotidica entre as
sequéncias.
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74



A+B
~/
Jc
80
~
E
-
65l0 : F
920 T36 —_— H
| | | | | 4 — D
0.05 0.04 0.03 0.02 0.01 0.00
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Fig. 3.10 — Dendrograma da regido gendmica codificante da p23, obtido da matriz das distancias
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sequéncias.
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A escala horizontal é uma medida da distancia nucleotidica entre as sequéncias.

3.2.5 — Discussao

3.2.5.1 - Caracterizacdo dos padrdes de SSCP

A maioria dos padrdes de SSCP mostraram 3 e 4 bandas, em vez de duas bandas,
facto que se pode dever a presenca de duas conformaces estaveis para uma das cadeias
monocatenarias ou até, eventualmente, para as duas cadeias monocatenarias de uma sé
variante gendémica (Orita et al., 1989a). De acordo com Cai e Touitou (1993) (citado por
Rubio et al., 1996), uma causa poderia ser a presenga de uma concentragao excessiva de
“primers” na mistura de PCR, que eventualmente originaria amplifica¢des inespecificas.
Nao foi este o caso, pois as analises de SSCP foram feitas sobre produtos de PCR com
uma so banda (ver Fig. 3.2). A presenca de mais de duas bandas na maioria dos padrdes
de SSCP leva a crer tratar-se de conformacdes metaestaveis. No contexto da anélise dos
padrdes de SSCP interessa o padrdo em si, independentemente do nimero de bandas
presentes, de forma a poder comparar e discriminar os padrdes obtidos.
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3.2.5.2 - Factores que afectam a deteccdo da variabilidade genémica na
analise de SSCP

3.2.5.2.1 - Condigdes de electroforese

A optimizacdo da analise de SSCP é necessaria pelo facto da conformagdo do
DNA poder variar com alguns passos da técnica, implicando também variacdes no
padrdo obtido. Estas conformaces estdo dependentes das condicGes de electroforese,
em particular da temperatura do gel, assim como das condi¢fes de desnaturacdo, do
tampéo usado, da concentracdo da acrilamida e da electroforese a baixa diferenca de
potencial (Orita et al., 1989a; Orita et al., 1989b; Cormier-Daire et al., 1993), factores
que devem ser mantidos constantes em todas as analises efectuadas. A alteracdo de
apenas um destes factores pode resultar na alteracdo da conformacéo, originando uma
alteracdo na mobilidade dos fragmentos de DNA (Orita et al., 1989b). Para optimizar a
capacidade discriminativa do SSCP, as anélises foram realizadas nas mesmas condi¢cfes
de temperatura (4 °C), com a mesma concentracdo de bis-acrilamida e o tempo de
corrida ajustado a dimenséao do fragmento analisado.

Na repeticdo de andlises de SSCP, verificou-se que os padrées de um mesmo
clone podiam variar quando provinham de amplificacbes distintas. Para validar a
comparacao e discriminacdo entre os padrdes, a analise de SSCP dos clones de um gene
de um mesmo isolado foram feitas em simultdneo. Desta forma ficou também
assegurada a analise nas mesmas condicdes de electroforese. A reprodutibilidade
observada nos padrdes de SSCP do gene codificante da p18 do clone 136.1 de 45
amplificacdes, mostra que as analises feitas em simultaneo proporcionam confianca nos
padrdes de SSCP que se obtém.

3.2.5.2.2 - Dimensao do fragmento de DNA a analisar

Um outro factor a considerar na aplicacdo da analise de SSCP é a diminuigdo da
sensibilidade na deteccdo de mutacdes com o aumento da dimensdo do fragmento de
DNA a analisar. Quando o fragmento tem 200 bases, podem ser detectadas entre 70% a
90% das mutagbes pontuais, valores que diminuem para 60% a 80% quando o
fragmento aumenta para 400 bases (Orita et al., 1989a; Cormier-Daire et al., 1993;
Ayllon et al.,1999b). A deteccdo de uma Unica mutacdo pontual foi descrita para
fragmentos de DNA com 238 a 400 bp (Orita et al., 1989a; Rubio et al., 1996;
Goszczynski e Jooste, 2002).
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Alguns autores tém vindo a melhorar o desempenho da analise de SSCP na
analise de grandes fragmentos através da subdivisdo em fragmentos mais pequenos,
quer por amplificacGes parciais (Gago-Zachert et al., 1999), quer pelo uso de enzimas
de restricdo (Rubio et al., 1996; Goszczynski e Jooste, 2002). Apesar de ndo estar
definida a dimensdo do fragmento a partir do qual deva ser feita uma andlise parcial,
esta foi utilizada em fragmentos de DNA superiores a 740 bp. Na analise dos genes das
regides codificantes da p18, da p20 e da p23, que tém entre 503 a 629 bp, ndo foi
aplicada digestdo enzimatica, pois verificou-se que se conseguia obter discriminacéao
entre os clones. A deteccdo de variantes gendmicas por SSCP ocorreu apenas nas
regides gendmicas acima de 503 pb, que se sabe de antemao serem mais variaveis. Por
outro lado, na analise da regido 3'UTR que tem apenas 294 pb, ndo foram detectadas
variantes gendmicas, a nao ser em dois isolados, proporcionando desta forma confianca
nos resultados obtidos.

3.2.5.2.3 - Erros introduzidos pelas enzimas de polimerizacao de acidos
nucleicos RTase e Taq DNA polimerase

A utilizacdo de RT-PCR na obtencdo de clones pode interferir na deteccdo da
variabilidade gendémica. Embora seja um método vidvel na caracterizagdo da populacéo
de CTV, como foi referido por Rubio et al. (2001), os erros que podem ocorrer durante
0 processo de amplificacdo tém um impacto importante na deteccdo ou na estimativa da
variabilidade gendémica dos virus em RNA (Bracho et al., 1998). A primeira fonte de
erro pode ser introduzida pela actuagdo da enzima transcriptase reversa (MuLV) na
sintese in vitro do cDNA com uma frequéncia inferior a 1 erro por 28000 nt (Bracho et
al., 1998). Segue-se uma segunda fonte de erro que é introduzida durante a
polimerizacdo ciclica do DNA durante o PCR pela Tag DNA polimerase e que se
encontra num intervalo entre 1 erro por 5000 a 50000 pb (Bracho et al., 1998). Na
andlise da populagdo viral por clonagem do produto de PCR, que é o método seguido
neste trabalho, acresce a possibilidade de incorporar erros devido a necessidade de fazer
nova amplificacdo pela Tag DNA polimerase. Se a frequéncia de substituicdo de
nucle6tidos do virus for menor ou igual a frequéncia de incorporacdo de erros pela Taq
DNA polimerase, a analise da variabilidade gendmica da populagdo pode ficar afectada
por esses erros. Para contornar esta situacdo, a reaccdo de PCR foi feita com uma
concentracdo de dNTPs e uma quantidade de amostra ndo limitante, 0 que permite
diminuir o nimero de ciclos de PCR. Os resultados da anélise de SSCP do produto das
45 amplificagGes do clone 136.1 do gene da p18, com a total auséncia de variabilidade
nos padrdes, assegura confianca nos resultados obtidos. A interpretagdo destes
resultados pode, no entanto, dever-se a duas situagdes distintas: auséncia de mutagcdes
por haver uma frequéncia baixa de mutagdes introduzidas pela Taq DNA polimerase ou
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a presenca de mutacGes que ocorrem durante a polimerizagdo, mas que ndo sdo
detectadas pela analise de SSCP.

3.2.5.2.4 - Amplificacio selectiva através dos “primers”

Tal como foi sugerido por Gago-Zachert et al. (1999) e Goszczynski e Jooste
(2002), a sequéncia dos “primers” utilizados na reac¢do de PCR pode também afectar a
deteccdo da variabilidade gendmica, por favorecer a amplificacdo de algumas variantes
gendmicas do virus em detrimento de outras. Esta seleccdo ¢ feita se os “primers” nao
hibridarem com todas as variantes gendémicas existentes para um mesmo isolado,
favorecendo a amplificacdo de apenas algumas variantes. Os “primers” usados na
amplificacdo dos genes codificantes das proteinas p18, pl13, p20 e p23 e da regido
3"UTR foram desenhados de acordo com as sequéncias dos isolados T36, VT e SY568,
que tinham sido sequenciados até a data da analise, o que poderia, de alguma forma,
excluir a amplificacdo de variantes gendmicas presentes na planta, em detrimento de
outras. O alinhamento dos “primers” que amplificam as diferentes regides genomicas do
CTV com as sequéncias VT, NuagA, T30, T385, T36 e SY568, revelou que apenas 0
CTV10, CN182, DCN16, CTV28 e CTV43 tém homologia completa com todas as
sequéncias, enquanto os outros “primers” apresentam de 1 a 3 nucleotidos diferentes.
Somente o “primer” CTV 14 apresenta falta de homologia com algumas sequéncias no
Gltimo nucle6tido da extremidade 3". A auséncia de homologia completa da parte de
alguns “primers” para com algumas sequéncias ndo coloca assim em causa a
amplificacdo das diferentes regides genomicas (resultados ndo mostrados). Os
resultados obtidos, nas diferentes regides gendmicas, de deteccdo de diversas variantes
gendémicas com a dimensdo correcta, em isolados que diferem na origem geografica e
nas caracteristicas bioldgicas, proporciona confianca nos “primers”’ usados neste
trabalho.

A dificuldade observada na amplificagdo do gene codificante da pl13 deve-se a
fraca homologia dos “primers” usados a montante, uma vez que a regido no inicio do
gene ¢ pouco conservada. O “primer” DCN15 s6 apresenta homologia com o isolado
T36, enquanto o “primer” CTV36 foi desenhado com base nas sequéncias dos isolados
sequenciados até a data da analise, nomeadamente o T36, 0 VT e 0 SY568. O “primer”
CTV36 tem uma frequéncia elevada de bases adenina e timina e na extremidade 3"
termina com as mesmas bases, 0o que Ihe d& uma estabilidade reduzida e uma fraca
capacidade de hibridagéo (ver Fig. 3.5).
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3.2.5.3 - Capacidade de discriminacdo de variantes genémicas por SSCP

O valor minimo de frequéncia de uma variante genémica detectada por SSCP foi
de 4% no gene codificante da p20 do isolado Genoa 1 (planta 28) (ver Tabela 3.1). Este
valor indica a capacidade do SSCP para dintinguir as variantes genémicas num isolado
e esta muito préximo do valor de 3% referido por Gago-Zachert et al. (1999). D"Urso et
al. (2000) so6 detectaram variantes gendmicas numa propor¢do minima de 10%.

A capacidade de discriminacdo de variantes genémicas através de SSCP variou
entre as diferentes regides gendmicas. Apesar de na regido 3"UTR todos os padrdes de
SSCP serem iguais, ha distancias nucleotidicas elevadas de 3,6% que correspondem a
cerca de 11 nucleotidos diferentes, entre os clones 8.15 e 19.3/25.4 e entre os clones
142.6 e 19.3/25.4 (ver Anexo Il1, Fig. 6) e que o SSCP nédo consegue detectar. Por outro
lado, a analise de SSCP discriminou entre duas variantes genémicas do isolado TR25/1
(planta 142) do gene codificante da pl8 que constituem o agrupamento F e que
apresentam 10 nucledétidos diferentes, constituindo 1,8% de diferengas nucleotidicas. A
analise de SSCP também foi capaz de discriminar variantes genomicas que apresentam
cerca de 6 nucleotidos diferentes ou 1% de diferencas, como € o caso das variantes 11.5
e 11.7 do gene codificante da p18 e das variantes 8.1 e 8.15 do gene codificante da p23,
com cerca de 7 nucleotidos diferentes.

3.2.5.4 - Anédlise da variabilidade genomica

Parametros usados na analise da diversidade nucleotidica

A diversidade nucleotidica foi calculada através de diversos indices de distancia.
Constatou-se que os valores de diversidade eram idénticos quando calculados com os
indices Kimura 2, Tamura e Tamura-Nei. De entre estes, foi escolhido o indice de
distancia Kimura 2 por ser o mais simples e permitir uma boa discriminacdo das
sequéncias (Nei e Kumar, 2000). Os dendrogramas foram construidos de acordo com o
mesmo indice, pelas mesmas razdes referidas acima. Utilizou-se o método UPGMA,
por este fornecer a melhor topologia na analise das sequéncias (Swofford et al., 1996).

Distribuicdo das variantes genomicas

A anélise dos padrdes de SSCP dos genes codificantes das proteinas p18, p13, p20
e p23 e da regido 3'UTR revelou que a maioria dos isolados é composto por um
conjunto de variantes genomicas, havendo na maioria dos casos uma que ¢é
predominante (variante principal). Esta distribuicdo especifica é a de uma estrutura
“quasispecies” que ja foi referida no CTV, na analise de SSCP dos genes codificantes
da p18 e da p20 (Ayllon et al., 1999b) e dos genes codificantes da CP, da p20, da Pro
(protease) e da MT (metiltransferase) (Rubio et al., 2001).
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Neste estudo foi analisado em média 15 clones de cada regido gendmica de cada
isolado, embora o nimero de clones tenha variado entre 7 e 25. A anéalise de apenas 7
clones pode ser insuficiente na deteccdo de algumas das variantes genémicas, mas para
alguns dos isolados em que foram analisados cerca de 20 clones, verificou-se uma
distribuicdo com apenas 2 a 3 variantes genémicas (ver Tabela 3.1). Nesta situacdo
pensa-se que a analise de um maior nimero de clones ndo va alterar significativamente
0 resultado encontrado.

Na analise de SSCP do gene codificante da p20 do isolado 41G (planta 15) e do
gene codificante da p18 dos isolados TR25/1 (planta 142) e 41G (plantA 15), foi
detectada a existéncia de populacdes bi-modais, com a presenca de duas variantes
gendémicas em igualdade de representatividade, com uma frequéncia de cerca de 40%
(Tabela 3.1). Foram sequenciados 3 clones do gene codificante da pl18 do isolado
TR25/1 (planta 142), representativos das duas variantes gendmicas mais frequentes.
Nos dendrogramas, estes clones ficaram em dois grupos distintos, o grupo C (142.13) e
0 grupo F (142.12 e 142.14) (ver Figs. 3.6 e 3.7), 0 que revela uma elevada distancia
nucleotidica entre estes dois grupos, de cerca de 10% dos nucleétidos (ver Anexo I,
Figs. 1 e 2). Este panorama revela a presenca de variantes genémicas de mais de um
grupo na intra-populacdo de um isolado. Uma possivel interpretacdo deste resultado
consiste na populacao de variantes deste isolado ser originaria de uma infec¢do maultipla
de diferentes isolados de CTV que mantiveram a sua integridade ao longo do tempo.
Estudos efectuados por Rubio et al. (2001) em isolados de Espanha e da Califérnia
conduziram igualmente a conclusao de que a diversidade gendémica, € por vezes maior
dentro de uma mesma populacdo do que em populagdes de CTV com origens diferentes.

Possivel ocorréncia de fendmenos de recombinacéo?

A recombinacdo seria 0 acontecimento com maior probabilidade de ocorréncia
entre duas variantes genémicas com localizacdo préxima uma da outra huma mesma
célula, devido aos mecanismos associados aos genomas em RNA, como o “template
switching” ou o “copy choice” ou ainda, devido a uma reac¢do de quebra e ligacao
(“cleavage/ligation reaction”) (Biebricher, 1999). A sua pressuposta auséncia leva a
supor que a replicacdo de variantes gendmicas possa ocorrer em células diferentes.
Alternativamente, pode colocar-se a hipdtese dos isolados poderem coexistir em
compartimentos de replicacdo separados numa mesma célula. Esta Gltima situacdo foi
recentemente observada por Dietrich e Maiss (2003), no estudo de co-infecgcbes de
diferentes virus ou de Potyvirus marcados com diferentes proteinas fluorescentes em
Nicotiana benthamiana. A separacao espacial das variantes genémicas podera também
explicar a segregacdo das variantes de um isolado quando este é transmitido por afidios
(Grant e Higgins, 1956), se estes forem capazes de extrair apenas o conte(ldo de uma
parte da célula.
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Na analise dos dendrogramas, observou-se que a topologia dos clones e isolados
era semelhante para as diferentes regides genomicas (ver Figs. 3.6 a 3.11). Este
resultado é indicativo da auséncia de recombinacdo na regido terminal 3. Note-se,
porém, que este resultado ndo é extensivel a totalidade do genoma do CTV. Uma vez
que o genoma tem cerca de 20 Kb, o fendmeno de recombinacdo poderd ser mais
frequente em outras regides gendémicas.

Variabilidade nucleotidica nas diferentes regides genémicas

A andlise comparativa das sequéncias de aminoacidos dos isolados VT e T36,
efectuada por Mawassi et al. (1995a), mostrou que o gene codificante da p18, com
apenas 91% de homologia e o gene codificante da p23, com 87% de homologia, sdo 0s
mais heterogéneos. No estudo efectuado neste trabalho os valores de diversidade
nucleotidica, calculados apenas para as variantes principais, indicam que a regido
gendémica codificante da p13 e a regido intergénica p18/p13, que foram neste trabalho
analisadas pela primeira vez por SSCP, séo as regides menos conservadas (Tabela 3.4).
Uma vez que o fragmento da regido intergénica p18/p13 tem apenas 35 pb, a distancia
nucleotidica torna-se elevada quando é alterado apenas um nucleo6tido. Na regido
intergénica verifica-se que os grupos A e B e os grupos E, F e G estdo bem definidos,
uma vez que a distancia nucleotidica dos constituintes de cada grupo é nula, como pode
ser observado na matriz de identidade nucleotidica (ver Anexo Ill, Fig. 3). Este
resultado sugere que a analise da regido intergénica p18/p13 é fundamental quando se
pretende agrupar os isolados de acordo com a sequéncia nucleotidica. Na analise de
SSCP, a regido codificante da p18 revelou ser também muito heterogénea, uma vez que
a maioria dos isolados apresentou um numero elevado de variantes gendémicas (5) e uma
frequéncia reduzida da variante principal. Esta dispersdo das variantes gendmicas
traduz-se no valor médio mais elevado de heterozigocidade. A dispersdo de variantes é
mais elevada nos isolados com populagdes bi-modais [41G (planta 15) e TR25/1 (planta
142)] em que existem duas variantes mais frequentes. Este resultado traduz uma elevada
variabilidade gendmica associada ao gene que codifica a p18. Apesar de na regido
gendmica codificante da p20 do isolado 41G (planta 15) também existir uma populacao
bi-modal, o valor médio de heterozigocidade da p20 é baixo, o que significa que na
maioria dos isolados existe uma variante bem definida e uma reduzida dispersdo de
variantes genémicas.

Outros estudos de deteccdo de variabilidade genémica por SSCP, efectuados por
Ayllon et al. (1999b) aos genes que codificam a pl18 e a p20, mostraram que 0 gene
codificante da p18 é o mais heterogéneo. O valor médio de heterozigocidade para
avaliar a dispersao de variantes gendmicas nao foi, no entanto, estimado.

Segundo os estudos de Mawassi et al. (1996), Vives et al. (1999) e Yang et al.
(1999), a regido 3'UTR é a regido gendmica mais conservada de todo o genoma do
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CTV. Vives et al. (1999) referem valores de 97% de homologia na regido 3'UTR
quando analisaram 3 isolados, que esta proximo do valor de 96% obtido neste estudo
(ver Anexo Ill, Fig. 6). A regido gendémica 3'UTR também apresenta o valor médio
mais reduzido de heterozigocidade. Este resultado advém da existéncia, na maioria dos
isolados, de apenas uma variante gendémica. Nos dois isolados que constituiram a
excepcdo, o 50A (planta 19) e o 46D (planta 11), apenas foram observadas duas
variantes, o que continua a ser indicador de uma baixa variabilidade genémica. Dado a
conservagdo da regido 3'UTR e a quase inexisténcia de dispersdo de variantes
genodmicas, esta €, das regides gendémicas estudadas, a mais indicada a usar num
processo de transformacdo mediado por RNA.

A conservacdo da regido 3'UTR estd associada a um conjunto de funcdes
essenciais, tais como a ligacdo da RNA Polimerase RNA dependente a essa regido
(Hull, 2002), a formacéo da cadeia negativa, a regulacao da traducéo, a estabilidade do
RNA e a inibicdo da formacdo de cadeias negativas nos estadios finais da infeccédo
(Satyanarayana et al., 2002a).

A extensdo das alteragdes nucleotidicas que produzem modificacGes na proteina
foi feita pelo calculo das substituicdes sindbnimas e ndo sindnimas. A estimativa do valor
dn/ ds revelou que as alteragdes nucleotidicas nos genes codificantes da p18, da p13, da
p20 e da p23 ocorrem no sentido de manter a cadeia de coddes que expressa uma
proteina (ver Tabela 3.5). Uma vez que sdo regides gendmicas traduzidas, era esperado
haver uma pressao de selec¢do negativa que limita a acumulacdo de mutacdes.

Tipificacdo da regido terminal 3

Os agrupamentos constituidos reuniram os isolados que partilhavam muitas das
caracteristicas bioldgicas, que vém referidas nas Tabelas 2.1 e 2.2. Os grupos A, C, F,
G, H e I sdo formados por clones caracterizados maioritariamente como sendo “stem
pitting”. No grupo A esta também presente o isolado NUagA do Japdo, causador de
“seedling yellows”. O grupo B e o grupo E sdo formados pelos isolados caracterizados
como sendo “mild”. No grupo B estd incluido o isolado 28 que pode causar “stem
pitting” em toranjeira (C. paradisi Macfad.). A este grupo também esta associado o
isolado VT, causador de “seedling yellows”, embora mais distante ao nivel
nucleotidico. No grupo E o isolado T30 € caracterizado como “stem pitting” suave. O
grupo D ¢é representado pelo isolado T36 causador de “quick decline”. Estes resultados
mostram uma relacdo estreita entre a sequéncia nucleotidica de um isolado e a
sintomatologia apresentada.

Ayllon et al. (1999b), associaram uma maior heterozigocidade aos isolados mais

severos causadores de “stem pitting”, o que também se verificou no presente estudo.
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Na analise dos dendrogramas, os clones e isolados das regides gendmicas
codificantes da pl18, da pl13, da p20 e da p23 agruparam-se maioritariamente para
valores de distancia nucleotidica inferiores a 0,018. Dentro de cada grupo verificou-se
que os valores de distancia nucleotidica eram mais reduzidos nos isolados com a mesma
origem geografica. No grupo A constituiu-se um sub-grupo dos isolados da Ilha da
Madeira (ver Figs. 3.6 a 3.11). No grupo B, os isolados portugueses constituiram um
sub-grupo, ficando o isolado VT de Israel mais afastado. O grupo C e o grupo F
agruparam os clones da Ilha da Reunido. O grupo E foi formado maioritariamente por
isolados com origem em Espanha, estando o isolado T30, com origem na Florida, mais
afastado. O grupo G reuniu os clones da Ilha da Madeira (clones 11 e 15). O grupo |
agrupou dois isolados da India que ficaram distanciados de todos os outros (ver Fig.
3.10). Estes resultados revelam a existéncia de uma relagdo entre a origem geogréafica e
a similaridade nucleotidica dentro de cada “grupo biologico”.

3.3 - ESTUDO DA VARIABILIDADE GENOMICA DO GENE DA CP DO
CTV POR CFLP

Nos ensaios de CFLP foram usados 16 clones do gene da proteina do capsidio. A
origem e a caracterizacdo bioldgica dos isolados que deram origem aos clones estdo
descritos na Tabela 2.2. Adicionalmente 12 isolados de CTV provenientes de plantas
infectadas foram também seleccionados a partir de uma colecgdo existente em laranjeira
doce cv. Madam Vinous, limeira mexicana ou toranjeira (C. paradisi Macfad.). As
caracteristicas bioldgicas dos isolados estdo descritas na Tabela 2.1.

3.3.1 - Amplificagdo do gene da CP

O gene da CP dos isolados de CTV foi amplificado por aplicacdo da técnica
IC/RT-PCR. A polimerizagdo a temperatura de 72 °C decorreu durante 60 s. Os
“primers” usados foram o CTV 1 e o CTV 10, gerando um fragmento de 673 pb que
corresponde ao gene da CP, o coddo de terminacdo e um nucle6tido extra na
extremidade 3".

A anélise de CFLP foi efectuada directamente sobre os produtos de amplificacéo
do PCR originados, quer a partir de colonias InvaF’", quer de “minipreps”. Na Fig. 3.12
exemplifica-se o tipo de produto de PCR sobre o qual foi efectuada a analise de CFLP.
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M CP C+ R-

Fig. 3.12 — Electroforese em gel de agarose do produto de amplificacdo do
gene da CP com os “primers” CTV1/CTV10. Coluna M: marcador 100 pb;
coluna CP: banda resultante da amplificacdo do gene da CP (673 pb); coluna
C+: amplificagdo de um clone da CP (controlo positivo); coluna R-: auséncia
de amplificacdo na reaccdo de PCR sem DNA (controlo negativo).

500 pb -

3.3.2 - Optimizagdo da temperatura de digestdo da Cleavase e
reprodutibilidade dos resultados

A separacdo electroforética dos fragmentos originados pela digestdo da Cleavase
originou padrdes compostos por varias bandas, havendo uma banda no topo do padrédo
electroforético comum a todas as amostras. Esta banda foi identificada como DNA nao
digerido numa corrida paralela com uma amostra ndo tratada com Cleavase, como é
mostrado na Fig. 3.13. Uma vez que a temperatura a que ocorre a digestdo enzimatica
afecta o desempenho da endonuclease Cleavase, foi analisada a formacao de fragmentos
de DNA a 3 temperaturas diferentes (35 °C, 45 °C e 55 °C), mantendo o tempo de
digestdo de 12 min. Os clones do gene da CP analisados foram o0 B128 e 0 19.121 e 0s
resultados sdo apresentados na Fig. 3.13. A temperatura mais baixa (35 °C) foram
obtidas s6 alguns bandas, as quais correspondem a fragmentos de grande peso
molecular. A temperatura de 45°C, o nimero de bandas do padrdo electroforético
aumentou para 15-20, as quais se distribuiram uniformemente no gel. A temperatura de
55 °C, diminuiu a intensidade da banda que corresponde ao DNA nédo digerido. A
temperatura de 45 °C foi considerada a mais satisfatoria nas condigdes testadas.
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Fig 3.13 - PadrBes de CFLP de dois clones, B128 e 19.121 obtidos a diferentes temperaturas de reaccao,
analisados em gel de poliacrilamida desnaturante a 8%. M: marcador 100 pb Ladder Plus, previamente
desnaturado; C: controlo negativo que consiste no clone B128 ndo digerido com a enzima Cleavase.

Uma vez que os clones a analisar ficaram separados por diversos géis, o clone
15.118 foi escolhido aleatoriamente para ser incluido em todas as analises e servir de
referéncia de comparacdo entre os padrdes a analisar. O clone 15.118 foi sujeito ao
mesmo tratamento de digestdo pela Cleavase, tal como as outras amostras.

Durante os ensaios houve a necessidade de mudar de fabricante do kit de CFLP
devido a descontinuacdo da producdo do reagente por parte da Boehringer Mannheim.
O conjunto dos 16 clones do gene da CP que ja tinha sido analisado com este kit foi
posteriormente analisado com o0s reagentes de Takara Shuzo, mantendo as mesmas
condigdes de temperatura e tempo de reac¢do. Os padrdes obtidos para cada conjunto de
kits compartilharam a maioria das bandas e foram comparadas as matrizes de
similaridade resultantes da andlise dos padr6es. Uma relacdo linear com um declive
perto de 1 (Y = 1,0021 X — 0,0959) e um valor de correlacio elevada (R? =0.9939) foi
obtido nesta comparacdo, demonstrando a reprodutibilidade desta técnica.

3.3.3 - Analise de clones do gene da CP por CFLP

Os 16 padrdes cuja sequéncia nucleotidica é conhecida (compartilham 89,5% a
99,7% de identidade nucleotidica, como vem apresentado na Tabela 3.6) foram
analisados por CFLP e as semelhancas entre os padrGes foram avaliadas com o
coeficiente de Pearson. A capacidade de analise do CFLP em estimar a semelhanca das
sequéncias nucleotidicas foi avaliada por comparacdo dos valores de semelhanca
obtidos dos 16 clones (ver Tabela 3.7) com as identidades nucleotidicas dos mesmos
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(Tabela 3.6), mostrando haver uma correlagdo quadratica (polindmio de segundo-grau)
com um coeficiente de correlacdo estatisticamente significante (P <0.01), como é
mostrado na Fig. 3.14. A andlise CFLP apresenta uma sensibilidade elevada para
detectar diferencas nucleotidicas em sequéncias que partilham acima de 90% de
identidade nucleotidica. Por exemplo, a analise CFLP detectou a menor distancia
existente neste conjunto de clones, isto é, 2 nucledétidos, entre os clones 2.93 e 0 25.120.
Por outro lado, os dois clones mais proximos pela analise CFLP, os clones 2.93 e B274,
diferem em 10 nucle6tidos e os respectivos padrdes apresentam um coeficiente de
correlacédo de Pearson de 98,1%.

T36
19.121
B53
13C
B185
28.121
B128
T3
15.118
B249
2.98
TR1la
2.93
25.120
B274
T30

947
94.4
93.3
922
93.4
93.3
916
92.1
922
91.6
91.3
93.0
93.0
9238
93.0

97.3
93.4
92.4
93.7
92.8
92.4
92.5
92.7
92.1
91.6
92.5
925
92.4
92.7

93.1
91.9
93.6
93.0
92.5
92.8
93.3
92.4
91.8
92.2
92.2
92.4
925

96.7
96.4
97.3
93.6
92.2
92.4
91.8
91.2
92.7
92.7
925
92.7

94.7
94.3
92.5
90.7
91.0
90.3
89.5
91.9
91.9
92.2
92.1

94.6
93.8
92.4
92.5
91.9
91.6
93.0
93.0
92.8
93.0

92.2
93.1
93.6
92.7
91.8
915
915
91.6
91.8

91.6
91.8
91.2
91.8
92.5
92.5
92.2
92.7

99.5
99.1
96.8
91.6
91.6
91.0
915

98.9
96.7
915
915
915
91.6

96.2
91.2
91.2
90.6
91.0

Tabela 3.6 — Matriz de identidade nucleotidica (%) entre os 16 clones do gene da CP.

T36
19.121
B53
13C
B185
28.121
B128
T3
15.118
B249
2.98
TR1la
2.93
25.120
B274
T30

Tabela 3.7 - Semelhangas (%) entre os padrdes de CFLP dos 16 clones do gene da CP, estimado pelo

86.1
81.3
78.3
78.6
80.3
75.7
81.2
74.4
80.3
77.2
76.7
75.7
77.2
76.7
73.4

85.5
82.4
83.6
82.7
79.3
84.6
79.6
86.5
80.9
80.8
69.5
68.6
68.0
68.9

76.4
725
76.1
73.2
68.8
63.1
77.4
70.5
66.2
73.3
72.1
72.3
69.5

94.8
89.9
95.8
69.7
64.5
73.3
67.1
66.7
78.5
80.2
78.6
74.9

86.3
95.1
75.7
69.6
71.2
66.5
73.8
69.7
73.6
71.4
69.5

coeficiente de correlagdo de Pearson.

87.6
74.1
75.8
85.9
80.6
66.6
83.4
85.1
81.1
81.7

70.2
62.3
69.6
63.9
66.5
72.4
75.6
73.8
68.3

87

82.8
80.0
82.6
92.2
60.6
58.3
58.5
61.0

87.4
87.6
79.9
64.0
62.8
63.2
66.3

95.2
69.2
72.9
68.5
719
70.9

71.6
63.7
60.2
62.1
60.8

54.9
53.0
53.7
56.3

91.0

91.0 99.7
90.4 98.6
90.9 99.1
98.0

98.1 96.7
95.0 94.2

98.6
99.1

95.6

98.9
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Fig. 3.14 — Apresentacdo das identidades nucleotidicas em funcéo dos valores de semelhancas obtidos
pela anélise CFLP.

Os dados de semelhanga nucleotidica obtidos pela analise CFLP (Tabela 3.7)
foram usados para construir um dendrograma, apresentado na Fig. 3.15. A ordem de
ramificacdo do dendrograma mostra 5 agrupamentos, de A a E, se considerarmos o
valor acima de 80% de similaridade entre os 16 padrdes do gene da CP analisados.
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Fig. 3.15 - Padrdes de CFLP e respectivo dendrograma, correspondente a analise dos 16 clones do gene
da CP. Os 5 agrupamentos presentes sdo referidos por A, B, C, D e E. A régua na extremidade esquerda,
em cima, representa os valores de semelhanga (%) entre os padrdes. Os nimeros no dendrograma sdo
valores de correlacdo cofenética.

Um dendrograma obtido a partir das distancias nucleotidicas (Kimura 2) entre 0s
clones e construido pelo método UPGMA, apresenta maioritariamente 0s mesmos
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agrupamentos referidos acima quando consideramos uma distancia nucleotidica inferior
a 0,03 (ver Fig. 3.16). A diferenca consiste no clone TR11 ter ficado agrupado no grupo
D e separado do clone T3.

78 B128
B e I
28.121
B185 J
30 T3 ] E
T36 b
o1 19.121 B
100 B53

B274

o T30 c
o E25.120
s l-293 v
S

TR1la

2.98
100 _E 15.118
83 B249

1 t t t 1
0.04 0.03 0.02 0.01 0.00

Fig. 3.16 — Dendrograma do gene da CP, obtido pelo método UPGMA da matriz das distancias
nucleotidicas das sequéncias, calculada com o indice de distancia Kimura 2. A escala horizontal é uma
medida da distancia nucleotidica entre as sequéncias.

O aspecto mais notavel é o facto dos padrbes se agruparem de acordo com as
propriedades bioldgicas dos isolados dos quais foram obtidos. Os padrBes obtidos de
isolados severos causadores de “stem pitting” em laranjeira doce (SP-LD) (B128, 13C,
B185), foram agrupados no grupo A ou grupo D (15.118, 2.98, B249), enquanto
os clones de isolados “mild” (T30, 2.93, 25.120 e B274) foram agrupados no grupo C.
Os clones de isolados severos causadores de “quick decline” foram agrupados de um
modo menos claro nos grupos B e E.

3.3.4 - Tipificacdo de material vegetal infectado com base na analise de
CFLP

Um conjunto de 12 isolados de CTV com caracterizacdo biologica descrita na
Tabela 2.1 foram analisados por CFLP para avaliar a capacidade desta técnica na
tipificacdo dos isolados.
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Os 12 isolados de CTV ficaram agrupados em diferentes grupos com os isolados
ou clones, com os quais compartilham caracteristicas geogréaficas ou bioldgicas, estando
os resultados apresentados na Fig. 3.17. Por exemplo, os isolados “mild” 19 e 25 (da
Espanha) ficaram agrupados com os clones do agrupamento E que sdo originados de
plantas descritas como tendo sintomas “mild”. Os isolados 13, 14 e 15 (da Ilha de
Madeira) causadores de “stem pitting” ficaram agrupados no agrupamento A e F com os
clones de isolados descritos como causadores de “stem pitting” em laranjeira doce (SP-
LD), assim como o isolado 212 (da Ilha da Reunido). O isolado da planta 144, um
isolado “mild” da Ilha da Reunido, ficou agrupado no agrupamento E, com um clone da
Florida (T3) e outro clone da Ilha da Reunido. O isolado 28 e um clone originado deste
isolado, o clone 28.121, ficaram agrupados no mesmo agrupamento. O isolado 2 é um
isolado SP-LD da Ilha da Madeira e originou dois clones diferentes, o clone 2.98 e o
clone 2.93. O clone 2.98 ficou agrupado com o isolado 2 e outros clones que foram
originados de isolados causadores de SP-LD. O clone 2.93 ficou agrupado no
agrupamento C com isolados “mild” e clones provenientes de isolados com
caracteristicas “mild”.

A técnica CFLP foi também usada na analise de uma mistura de variantes
gendmicas resultantes da inoculacdo artificial de dois isolados com origem conhecida
numa mesma planta. As plantas 196, 200 e 206 foram inoculadas com uma mistura de
isolados “mild” e “stem pitting” e mostraram sintomas SP-LD. A analise CFLP agrupou
os isolado 200 e 206 juntamente com os clones obtidos de isolados SP-LD. Porém o
isolado 196 agrupou-se com os clones do agrupamento B que ndo estdo relacionados
com o indculo.
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Fig 3.17 - Padrfes de CFLP e respectivo dendrograma, correspondente a analise de 12 isolados e dos 16
clones do gene da CP. Os agrupamentos formados estdo apresentados na coluna do lado direito (A, B, C,
D, E, F e G). A régua na extremidade esquerda, em cima, representa os valores de semelhanga (%) entre
os padrdes. Os nimeros no dendrograma sdo valores de correlagdo cofenética.

91



3.3.5 - Analise dos 16 clones do gene da CP por SSCP

A andlise SSCP dos 16 clones que foram previamente analisados por CFLP foi
efectuada para poder ser comparada a capacidade discriminativa das duas técnicas.

O resultado da analise de SSCP dos padrfes dos 16 clones esta apresentada na
Fig. 3.18. Cinco clones apresentaram padrdes diferentes que ndo puderam ser
agrupados. Os restantes onze clones apresentaram quatro padrbes diferentes. Porém, as
diferencas entre os padrdes dos grupos 1, 2 e 3 ndo foram muito distintas. Nao houve
uma correspondéncia entre os grupos definidos por SSCP e por CFLP. Por exemplo, o
agrupamento 2 é composto pelos clones 25.120, 2.93, 2.98 e T30 que na anélise por
CFLP pertenciam aos agrupamentos E e F. Apenas no caso do grupo 4, formados pelos
clones B128 e 13C, houve concordancia com a anélise CFLP.

1 1 2 2 2 2 3 3 3 4 4

T36 B2¥4 T30 25120 293 298 B53 B249 15118 B128 13C B185 T3 19121 TR11a 28121
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Fig. 3.18 - Padrdes de SSCP dos 16 clones do gene da CP. Os grupos de padrdes de SSCP comuns entre
si estdo marcados de 1 a 4. Uma pequena diferenca na distancia entre as bandas (seta) marca a diferenca
entre os padrdes 1 e 2.

3.3.6 — Discusséao

3.3.6.1 - Optimizacédo da técnica CFLP e digestdo pela Cleavase

Normalmente a analise CFLP é feita sobre uma cadeia simples de DNA que é
marcada radioactivamente. Porém O"Connell et al. (1999) conseguiu analisar padrdes
de CFLP através da marcacdo de DNA em cadeia dupla. Usando os padrdes gerados por
DNA em cadeia dupla e com marcacdo dos mesmos pelo nitrato de prata evita-se a
marcacao radioactiva, tal como foi efectuado neste trabalho. Isto resulta num protocolo
menos laborioso e menos perigoso para o investigador. Numa tentativa prévia, Rossetti
et al. (1997) usaram o nitrato de prata num protocolo de CFLP diferente, pelo que esses
autores ndo conseguiram mais do que duas bandas, o que ndo foi adequado para a
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discriminacdo de isolados. Neste estudo, os padrées de CFLP para fragmentos de DNA
com 672 bp, consistiram em 15 a 20 bandas. Perante o estabelecimento das condigdes
Optimas para a reaccdo de CFLP, é esperado obter padr6es com um nimero maximo de
bandas. As diferencas nos padrdes sdo evidentes por perda ou ganho de uma ou mais
bandas ou por mudancgas na intensidade das mesmas. De acordo com o fabricante, um
dos parametros que controlam o nimero de bandas é a temperatura da digestdo por parte
da Cleavase. Como pode ser visto na Fig. 3.13, a temperatura mais baixa ndo produz
muitas bandas, enquanto a temperatura mais elevada de 55 °C ocorre um forte
atenuamento da banda correspondente ao DNA néo digerido e das bandas de migracdo
mais lentas, indicativo de sobre-digestdo. E de evitar a sobre-digestdo para assegurar
que o painel inteiro de fragmentos esta presente. Neste trabalho, perante os resultados
obtidos, foi considerado que a temperatura de digestao de 45° C era adequada.

3.3.6.2 - Capacidade de analise do CFLP na distingdo e agrupamento das
sequéncias nucleotidicas em comparagdo com o SSCP

Os valores de semelhanga calculada para os padrGes dos clones, obtidos por
analise CFLP, relacionam-se estreitamente com os valores de identidade nucleotidica.
Além disso, como pode ser deduzido da Fig. 3.14, o CFLP mostra uma sensibilidade
elevada para detectar alteracBGes nucleotidicas entre sequéncias muito semelhantes, por
exemplo, com identidade nucleotidica superior a 90%. Os 16 clones mostraram padrdes
diferentes e no conjunto das sequéncias testadas, foi detectada a menor distancia
existente que € de 2 nucledtidos. Esta capacidade de analise é especialmente adequada
para comparar genes virais, como o gene da proteina do capsidio, pelo facto de em
algumas espécies de virus haver uma ideia consensual de que as variantes de um isolado
normalmente compartilham mais de 85% de identidade nucleotidica.

Com o SSCP a énfase é posta normalmente na capacidade de analise para
discriminar entre variantes de sequéncias nucleotidicas. Por exemplo, Rubio et al.
(1996) pdde separar certas variantes de CTV que diferem em 1 nucleétido. Porém, o
CTV apresenta um elevado potencial de variabilidade a nivel nucleotidico, com uma
populacdo de variantes geneticamente relacionadas associada a cada isolado (Rubio et
al., 2001). Assim, o objectivo principal quando se comparam dois isolados de CTV
seria adquirir uma medida do grau de semelhanca, em vez de discriminad-los para ver
quais sdo diferentes uns dos outros (0 que normalmente séo). Neste sentido, a técnica
SSCP é muito limitada devido a impossibilidade de relacionar a conformacéo molecular
com a sequéncia nucleotidica (Orita et al., 1989b). Alem disso, 0 SSCP produz um
numero muito limitado de bandas que limita a possibilidade de agrupar os padrdes.
Normalmente, os padrdes de SSCP sdo quase iguais ou ndo se conseguem agrupar,
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como pode ser visto na Fig. 3.18 onde sdo apresentados os resultados de um ensaio de
SSCP com os mesmos 16 clones. Cinco clones entre os 16 originaram padrdes Unicos,
enquanto onze padrdes originaram 4 grupos de padrdes idénticos. Assim a informacao
obtida por SSCP, em comparacao com dados obtidos do CFLP, é mais limitada quando
0 objectivo é calcular as relacbes entre as sequéncias nucleotidicas. Estes dados
demonstram claramente que o CFLP é uma técnica reprodutivel, resultado também
referido por O"Connell et al. (1999) e Brow et al. (1996), quando comparados com o
SSCP, que pode sofrer de falta de reprodutibilidade (O Connell et al., 1999; Hauser et
al., 2000).

3.3.6.3 - Capacidade de andlise do CFLP na tipificacao de isolados de CTV

A necessidade de caracterizacdo de variantes genémicas do CTV e o
estabelecimento de relagdes com outras sequéncias previamente caracterizadas é de
importancia suprema no controlo prévio do CTV. Um aspecto notavel da analise CFLP
é a sua capacidade de agrupar os isolados de CTV com os clones da mesma origem ou
com isolados com propriedades biologicas semelhantes. Esta caracteristica parece ser o
resultado directo da sua capacidade de agrupar de acordo com as sequéncias
nucleotidicas, o que faz esta técnica ser muito prometedora para a tipificacdo do CTV.

Em condigdes naturais, as arvores sao frequentemente infectadas por uma mistura
de variantes de CTV que podem estar distribuidos irregularmente (Grant e Higgins,
1956). Na anlise destas misturas de variantes, os resultados observados podem incluir:
(i) a deteccdo de um Unico componente da mistura; (ii) a deteccdo de um padrdo
composto, resultado da adicdo dos padrfes dos componentes da mistura ou (iii) o
aparecimento de padrdes novos que ndo apareciam quando eram analisados o0s
componentes da mistura isoladamente. Neste caso, que foram analisadas misturas de
isolados com uma componente “mild” e “stem pitting” e que originam sintomas “‘stem
pitting”, os respectivos padrdes de CFLP foram agrupados préximo dos isolados com
sintomas ‘“‘stem pitting”. Uma taxa mais elevada de multiplicagdo do componente “stem
pitting” pode ndo ser a Unica explicacdo para este resultado, uma vez que uma analise de
SSCP realizada ao mesmo tempo (resultado ndo mostrado) para alguns destes isolados
mostrou um padrdo que corresponde a adicdo dos isolados “mild” e “stem pitting”,
provando que ambos estavam presentes em quantidade detectavel por PCR. Ao
contrario do SSCP, a analise CFLP de padrdes ndo esta baseada na comparagédo exacta
de padrbes, mas na similaridade entre padrGes complexos que sdo distintos entre si.
Assim o CFLP origina a situacéo referida acima em iii). De um ponto de vista pratico, a
capacidade de analise do CFLP na deteccdo dos componentes “stem pitting” ¢ muito
importante, pois permite a sua erradicacao.
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O CFLP parece ser uma técnica alternativa a sequenciacdo, uma vez que gera
informac&o que permite o estabelecimento de relagdes entre os isolados de acordo com
a sequéncia nucleotidica e indirectamente, de acordo com as caracteristicas biologicas.

Os resultados obtidos da analise do gene da CP revelam que esta regido genémica
apresenta uma variabilidade da mesma ordem de grandeza da que foi verificada nas
outras regides gendémicas codificantes analisadas. Numa perspectiva de transformacao
genética, e dada a variabilidade genémica do CTV, a utilizacdo de uma regido genémica
mais conservada como a regido 3"UTR podera dar garantias de uma maior resisténcia ao
CTV.
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Capitulo 4

PREPARACAO DE UM VECTOR DE TRANSFORMACAO
COM O GENE DA PROTEINA DO CAPSIDIODOCTV E
ENSAIO EM Nicotiana tabacum

4.1 - INTRODUCAO

A forma natural como as agrobactérias sdo capazes de transferir sequéncias
definidas de DNA (T-DNA) para a genoma da célula vegetal, atraves de funcdes
codificadas pelos genes vir dos plasmidios Ti do Agrobacterium tumefaciens e Ri do A.
rhizogenes, tem sido largamente explorada no desenvolvimento de vectores de
transformacdo. No plasmidio Ti, a regido vir actua na configuracdo cis ou trans em
relacdo ao T-DNA, o que permitiu que fossem desenvolvidos dois sistemas de vectores
desarmados: a) vector co-integrado, baseado na actuacdo em cis dos genes vir, em que
0s genes de interesse sdo inseridos por recombinacdo homdloga no T-DNA presente no
plasmidio Ti (Zambryski et al., 1983); b) vector binario, baseado na actuacdo em trans
dos genes vir, em que o T-DNA e a regido vir se encontram em dois plasmidios
diferentes (Hoekema et al., 1983). No vector binario esta presente uma origem de
replicacdo funcional na bactéria A. tumefaciens e 0s genes de interesse sdo clonados
entre as sequéncias flanqueadoras LB (“left border””) e RB (“right border”) do T-DNA.
Por seu lado, a bactéria A. tumefaciens deve conter um plasmidio Ti com uma regido vir
intacta (plasmidio “helper”), ao qual falta a regido T-DNA (Hoekema et al., 1983). Os
vectores binarios tém ainda a particularidade de serem facilmente introduzidos e
replicados, quer em Escherichia coli, quer nas agrobactérias (Bevan, 1994).

No T-DNA encontra-se geralmente um gene de selec¢édo, por exemplo o nptll, que
confere resisténcia a um antibiotico e um gene repérter, com a funcdo de identificar as
células transformadas. Utilizado pela primeira vez por Jefferson et al. (1986), o gene
uidA da E. coli que codifica para a B-glucuronidase, tornou-se no gene reporter mais
utilizado nos ensaios de transformacdo genética. A presenca de promotores e
terminadores fortes, tais como os do gene nos (“nopaline synthase”) e os do virus
“cauliflower mosaic virus” (CaMV), sdo elementos importantes para uma transformagao
eficiente em plantas dicotileddneas e asseguram que o0s genes de interesse clonados no
T-DNA sejam expressos na célula hospedeira (Huttner, 1992).

No presente trabalho foi usado o vector binario pBI121 (Clontech, ref. 6018-1) de
13 Kb que contém o T-DNA delimitado pelas sequéncias flanqueadoras LB e RB, com
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a regido codificante para o gene nptll e a regido codificante para o gene uidA. O T-DNA
foi modificado com a insergdo da cassette pE7113 que transporta o gene da proteina do
capsidio (CP). A cassette pE7113, gentilmente cedida pelo Dr. Masashi Ugaki (Nat.
Inst. Agrobiological Resources, Ibaraki, Japan) contém duas sequéncias reguladoras: o
“enhancer” E7 e a sequéncia Q que aumentam a eficiéncia da traducdo em células
vegetais (Mitsuhara et al., 1996). A sequéncia Q2 e 0 gene da CP ficaram delimitados
pelo promotor 35S do CaMV e pelo terminador nos da nopalina sintase (Fig. 4.2-d).

4.2 - PREPARACAO DO VECTOR DE TRANSFORMACAO

A partir de um isolado do CTV foi amplificado o gene da CP para ser
posteriormente inserido na cassette pE7113, em substituicdo do gene uidA. A cassette
pE7113-CP foi posteriormente excisada do plasmidio pUC18 e inserida no T-DNA do
plasmidio pBI121, em substitui¢do da regido codificante do gene uidA.

Isolamento e clonagem do gene da CP no vector pCR®II

O gene da CP foi isolado e clonado no vector pCR®1l segundo o esquema da Fig.
4.1. Para a amplificacdo do gene da CP foi usado o isolado 78 (planta 25) com
caracteristicas “mild” (ver Tabela 2.1). O gene foi amplificado por IC/RT-PCR com 0s
“primers” CTV11 e CTV10, originando um fragmento de 689 pb que corresponde ao
gene da CP com 16 nucledétidos adicionais na extremidade 5° e um nucleétido adicional
na extremidade 3’. O “primer” CTV11 apresenta um local de restricdo da enzima Bam
HI (Amersham Biosciences, Ref. 27-0868-03) (Fig. 4.1-A). O gene da CP foi ligado no
vector pCR®11 por TA Cloning (Fig. 4.1-B). Apés a confirmacdo da ligacdo por PCR,
procedeu-se a extrac¢do e purificacio do DNA plasmidico pelo Kit “Wizard®Plus
Minipreps”. A dimensdo do fragmento de DNA inserido foi em seguida confirmada por
digestdo com a enzima Eco RI (Fig. 4.1-C). A analise da orientacdo do gene da CP no
plasmidio pCR®1I foi feita por digestdo enzimatica com a enzima Bam HI. A presenca
de um local de restricdo da Bam HI no plasmidio pCR®1l no local multiplo de clonagem
(“multiple cloning site”) e de um outro local de restricdo situado no gene da CP
clonado, inserido pelo “primer” CTV11, permitiu saber a orientacdo do inserto (Fig.
4.1-C). A partir de um clone com o gene da CP na orientacdo correcta, foi feita uma
amplificagdo por PCR com os “primers” CTV 11 e CTV16. Este novo “primer” CTV16
hibrida, na extremidade 3", com o gene da CP e na extremidade 5" com o plasmidio
pCRIL. Com este “primer” foi adicionado um local de restricado Sac | (Amersham
Biosciences, ref. 27-0970-01) a sequéncia amplificada (Fig. 4.1-D). O produto da
amplificacdo por PCR foi digerido simultaneamente com as enzimas de restricdo Bam
Hl e Sac | (Fig. 4.1-E), libertando o gene da CP com 673 pb, que corresponde ao gene

da CP, o coddo de terminag@o ¢ um nucleotido extra na extremidade 3’ (Fig. 4.1-F). O

98



gene da CP com extremidades coesivas foi isolado do gel de agarose pelo kit
“Sephaglas™ BandPrep” e purificado pelo kit “MicroSpin™ Columns”.

Clonagem do gene da CP na cassette pE7113

A clonagem do gene da CP na cassette pE7113 e a clonagem desta cassette no
plasmidio pBI121 estdo esquematizados na Fig. 4.2. A cassette pE7113, inserida no
plasmidio pUCL18, foi digerida com as enzimas Bam HI e Sac | para libertar o gene uidA
(Fig. 4.2-a). Os fragmentos resultantes (pUC18-pE7113 e o gene uidA) foram separados
por electroforese em gel de agarose a 0,7% em tampdo TAE. O fragmento pUC18-
pE7113 foi recuperado da agarose utilizando o kit “Sephaglas™ BandPrep” ¢ purificado
pelo kit “MicroSpin™ Columns”. O gene da CP foi ligado na cassette pE7113, segundo
o protocolo referido em 2.8.1. A presenca do inserto na cassette foi verificada por
digestdo com as enzimas de restricdo Bam HI e Sac | e o resultado analisado em gel de
agarose a 0,7%.
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p25 (CP) a) Amplificacdo do gene da CP por IC/RT-
(689 pb) PCR com os “primers” CTV11/CTV10.
O “primer” CTVI11, a montante, insere

A
’\’\/— um local de restricio da Bam HI,

esquematizado na figura com o trago azul

@ escuro.

B p25 (CP) b) Clonagem do gene da CP no plasmidio
LM Lmc pCR®Il. O gene fica flanqueado pelo
local de mdltipla clonagem (LMC), onde
se encontram sequéncias de restricdo de

pCR®II varias enzimas.
Bam HlI
Eco RI Eco RI
Bam H c) Na digestdo com a enzima de restricdo
c | | Eco RI libertou-se o gene da CP.
— p25 (CP)
LMC LMC
d) A digestdo com a enzima Bam HI
permitiu saber a orientagdo do inserto.
pCR®II
D cTvil 25 (CP CTvie e) O gene da CP inserido na posi¢do
—-— P25 (CP) — - correcta é amplificado por PCR com os
LMC LM “primers” CTV11/CTV16. O “primer”
CTV16 insere um local de restricdo da
® enzima Sac |, esquematizado na figura
pCR®II com o trago azul escuro.
Bam HI Sy |
E & p25 (CP)
Lx_/fj f) A digestdo com a enzima Bam HI e Sac |
liberta o gene da CP com 673 pb.
p25 (CP)
F

Fig. 4.1 —Esquema da clonagem do gene da CP no vector pCR®II.
Abreviaturas: p25 (CP)= gene da proteina do capsidio do CTV; LMC= local de maltipla
clonagem.
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Clonagem da cassette modificada pE7113-CP no plasmidio pBI121

A cassette pE7113 modificada com a inser¢cdo do gene da CP do CTV, foi
excisada do plasmidio pUC18 com as enzimas de restri¢do Eco Rl e Hind Il (Fig. 4.2-
b). A cassette pE7113-CP foi extraida da agarose usando o sistema Biometra®
Transiluminator e foi purificada por precipitacdo com acetato de sodio/etanol.

O plasmidio pBI121 foi também sujeito a uma digestdo com as enzimas de
restricio Eco RI e Hind Ill, para libertar o fragmento constituido pelo gene uidA,
promotor 35S e terminador 35S (Fig. 4.2-c). O fragmento restante do pBI121 foi isolado
e extraido do gel de agarose a 0,7% pelo método referido acima, seguido de uma
purificacdo por precipitacdo com acetato de sodio/etanol. A cassette pE7113-CP foi
entdo ligada no plasmidio pB1121 (Fig. 4.2-d), de acordo com o protocolo referido em
2.8.1.

(a) Cassette pE7113 (plasmidio pUC18)

E7 |—| Q |—| 355-Pro

Bam HI

nos-Ter

B Y

—| Q |— uidA

p25 (CP)

(b) Cassette pE7113-CP (plasmidio pUC18) @

E7 H 365-Pro _| [e) |_| p25 (CP) nos-Ter

Hind 111
Bam HI
Sac |
EcoRI —

Hind 111
EcoRI

(c) T-DNA do pBI1121 - Cassette GUS B 1,8 Kb z
RB l LB
4_| nos-Pro _| npt 11 (Can®) _| nos-Ter |—  35S-Pro |_ uidA _| nos-Ter |4_
(d) Cassette 7113-CP (plasmidio pB1121) @

LB

<_

RB
<_| nos-Pro

—| npt 11 (Can®)

_| nos-Ter

—| E7 |—| 358-Pro

_| Q |_| p25 (CP) |_| nos-Ter

Fig. 4.2 — Esquema da modificacdo do T-DNA do plasmidio pBl1121. Abreviaturas: nos-Pro; promotor do
gene da nopalina sintase; nos-Ter: sequéncia de terminacdo do gene da nopalina sintase; 35S-Pro:
promotor do virus do mosaico da couve-flor; nptll (Can), gene que codifica para a neomicina
fosfotransferase e que confere resisténcia a canamicina; uidA: gene que codifica para a enzima B-

glucuronidase; E7: “enhancer”; Q: sequéncia formada por 25 repeticdes da sequéncia CAA; p25 (CP):
gene da proteina do capsidio do CTV.
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Procedeu-se a transformacdo de células bacterianas de E. coli InvaF" com o
plasmidio pBI121-pE7113-CP, que foi transferido para a bactéria A. tumefaciens,
estirpe EHAL05, apds conjugacao triparental.

43 - TRANSFORMA(;AO DE UMA PLANTA MODELO, Nicotiana
tabacum

A expressdo do gene da CP do T-DNA modificado com a constru¢do pE7113-CP
foi testada através da transformacdo de uma planta modelo, Nicotiana tabacum. A partir
de plantulas de N. tabacum mantidas in vitro no meio de cultura RMIN, cortou-se tecido
foliar que foi usado no processo de transformacdo. No método de transformacéo
seguido, dos discos foliares, usou-se a bactéria A. tumefaciens, estirpe EHA105 com o
plasmidio pBI121-pE7113-CP.

Os numerosos rebentos adventicios obtidos em meio de regeneracdo a partir de
cada seccdo foliar (Est. I-A), foram transferidos para meio RMIN para o
desenvolvimento radicular e caulinar das plantas (Est. I1-B). Apds 3 a 4 meses de
crescimento no meio RMIN, as plantas foram envasadas e adaptadas as condi¢cfes ex
vitro (Est. I-C).

4.3.1 - Deteccao da presenca e expressao do gene da CP

Amplificagdo por PCR do gene da CP

O gene da CP foi analisado por amplificagdo por PCR em todas as plantas de
tabaco sujeitas ao processo de transformacdo. A andlise foi efectuada em plantas com
cerca de 8 meses de crescimento, para a deteccdo de integracdo estavel. O DNA
genomico foi extraido de todas as plantas pelo método Edwards et al. (1991)
modificado. A analise por PCR foi feita com os “primers” CTV1 ¢ CTV10. Foi usado
um clone do gene da CP inserido no plasmidio pCR®Il como controlo positivo,
enquanto o DNA gendmico de uma planta de tabaco ndo transformada foi usado como
controlo negativo. Uma vez que a electroforese em gel de poliacrilamida ndo
desnaturante a 6,5% é mais sensivel e permite uma detec¢do mais eficiente do produto
de amplificacdo, foi escolhido este método para a analise do produto de PCR. Na Fig.
4.3 sdo apresentados alguns dos resultados obtidos na deteccdo do produto de
amplificacdo do gene da CP.
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EsTAMPA |. Regeneracdo de plantas de Nicotiana tabacum resistentes a canamicina, apés a
transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens. (A): Regeneragdo de rebentos adventicios a
partir de folhas em meio de cultura (meio de regeneracdo) contendo 100 mg/l de canamicina; (B):
Rebento adventicio em meio de cultura RMIN com 100 mg.I™” de canamicina; (C): Plantas de N. tabacum
mantidas em vaso: planta ndo transformada (C-) e planta transformada com a construgdo pE7113-CP. As
plantas apresentam um fenétipo normal. Barras das figuras: em (A) = 1,7 cm; em (B) = 1,4 cm; em (C) =

4 cm.
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M 36 37 38 CP+ C- R-

! ™ H, B Fig. 4.3 - Analise electroforética em gel de poliacrilamida nao
, desnaturante a 6,5% do resultado da amplificagdo do gene da CP:
2000 pb- 4 M: marcador AHind Il1; 36, 37 e 38: amplificacdo do gene da CP

com os “primers” CTVI/CTV10; CP+: controlo positivo -
amplificagdo do gene da CP de um clone; C-: controlo negativo -
planta do tabaco ndo transformada; R-: controlo negativo - PCR

(W sem DNA.
500ph- ww

A eficiéncia média de transformacdo de N. tabacum com a cassette pE7113-CP
foi de 54,2% (razdo entre o nimero de plantas positivas a reac¢do de PCR e 0 nimero
total de explantes analisados) e esta apresentada na Tabela 4.1. As plantas
transformadas apresentaram um fenétipo normal, como é observado na Est. I-C.

Tabela 4.1 - Frequéncia de transformacéao de plantas de N. tabacum com o gene da CP do CTV.

Construcdes Nimero de plantas NUmero de plantas Frequéncia de
plasmidicas testadas transformadas transformacéo (%)
pE7113-CP 24 13 54,2

Analise do mRNA

Com o objectivo de analisar a transcricdo do gene da CP, foi realizada uma analise
RT-PCR do DNA genémico de uma das plantas transformadas com a cassette pE7113-
CP, a planta 38.

A extraccdo do RNA total da planta 38 foi feita atraves do kit “RNeasy Plant
Extraction” e o cDNA do gene da CP foi amplificado por PCR com os “primers”
CTV1/CTV14. Um clone do gene da CP foi usado na reac¢do de RT-PCR para
funcionar como controlo positivo. O RNA de uma planta do tabaco ndo transformada
foi usado como controlo negativo. Na Fig. 4.4 apresentam-se os resultados obtidos.

A presenca de uma banda com a dimensao correcta € indicativo da transcricdo do
gene da CP.
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M Tab CP+ C- R-

i o Gk ot - - il Fig. 4.4 - Andlise electroforética em gel de agarose a 1% dos produtos
de RT-PCR, amplificados com os “primers” CTVI1/CTV14. M:
marcador molecular 100 pb Ladder Plus; Tab: amplificacdo do cDNA
do gene da CP na planta do tabaco 38; CP+: controlo positivo -
amplificacdo do gene da CP de um clone; C-: controlo negativo —
reaccdo de RT-PCR com DNA genémico de planta do tabaco ndo
transformada; R-: controlo negativo — reac¢do de RT-PCR sem RNA.

500 ph -

4.4 - DISCUSSAO

A estirpe EHAL05, apds a conjugacdo triparental, fica com o plasmidio pBl121 e
o plasmidio “helper” residente, que contém os genes da viruléncia que irdo despoletar,
num processo de transformacdo, a transferéncia do fragmento T-DNA do plasmidio
pBI1121 gue se encontra entre as sequéncias flanqueadoras LB e RB, para 0 genoma das
células vegetais. No processo de conjugacdo triparental, apenas a bactéria A.
tumefaciens cresce na caixa de Petri com o antibidtico de seleccdo rifampicina. Um
gene do plasmidio “helper” da agrobactéria confere-lhe a resisténcia ao antibiotico,
engquanto a resisténcia ao antibidtico canamicina é conferida pelo gene nptll do
plasmidio pBI121. O plasmidio pRK2013 ndo se replica na bactéria A. tumefaciens,
ficando garantido que apenas as coldnias transformadas crescem nas caixas de Petri que
sdo suplementadas com os dois antibi6ticos.

O efeito da presenca das sequéncias reguladoras da cassette pE7113-CP no
aumento da eficiéncia de transformacéo ndo chegou a ser testado.

A expressdo da cassette pE7113-CP foi testada em células de plantas superiores,
nomeadamente em plantas de N. tabacum, para ser usada posteriormente na
transformacdo de plantas de laranjeira azeda cv. Brazilian. Os resultados obtidos na
transformacédo de N. tabacum mostraram que a cassette pE7113-CP pode ser utilizada
num processo de transformacéo genética de Citrus spp..

Nos trabalhos subsequentes de transformacdo genética de laranjeira azeda, além
da cassette pE7113-CP, também foi utilizada a cassette p35SGUSINT, largamente
testada em tabaco.
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Capitulo 5

TRANSFORMAGCAO DE Citrus aurantium L. cv. Brazilian
MEDIADA POR Agrobacterium tumefaciens

5.1 - INTRODUCAO

A transformacdo genética tem sido implementada nos ultimos anos em espécies
de plantas lenhosas de interesse agricola. Dois dos aspectos fulcrais na determinacédo
dos explantes mais adequados a transformacdo, sdo a sua competéncia para a
transformacéo e a sua capacidade de regeneracao (Draper et al., 1988). A transformacéo
de plantas do género Citrus tem sido largamente explorada nos altimos 10 anos.
Existem protocolos de transformacdo para numerosas espécies de Citrus, geralmente
baseado no uso de segmentos de entrends como explantes, nomeadamente laranjeira
doce (Pefia et al., 1995a; Bond e Roose, 1998), toranjeira (C. paradisi Macfad.) (Luth e
Moore, 1999; Yang et al., 2000; Febres et al., 2003), limeira mexicana (Dominguez et
al., 2000; Dominguez et al., 2002b) e citrangeira Carrizo (Moore et al., 1992; Cervera
et al., 1998b; La Malfa et al., 2000).

O objectivo do presente estudo foi a transformacdo genética de laranjeira azeda
cv. Brazilian, com vista a obtencdo de formas resistentes ao CTV. Foram testados dois
processos de transformacdo mediados por Agrobacterium tumefaciens. Num dos testes
foi estudada a transformacdo de rebentos adventicios obtidos por regeneracdo in vitro a
partir de segmentos de entrenos caulinares, com a utilizagdo da cassette p35SGUSINT,
que contém o gene uidA (Vancanneyt et al., 1990) (Fig. 5.1). A presenca de um intréo
no gene uidA garante que a B-glucuronidase que este gene codifica é expresssa somente
nas células vegetais transformadas, uma vez que, com algumas excepces, as plantas
ndo expressam esta enzima (Jefferson et al., 1987). Um segundo teste de transformacéo
foi efectuado com sementes com 1, 5 e 7 dias de germinacgéo, usando a cassette pE7113-
CP que contém o gene da CP do CTV (ver Fig. 4.2).
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Sna BI
Pvu II

RB

4—{ nos-Pro |<‘ npt 1 (CanR) |<‘ nos-Ter |~| 35S-Pro

LB

=
>

Sna BI

2,8 Kb

Fig. 5.1 — Esquema do T-DNA do plasmidio p35SGUSINT. Abreviaturas: nos-Pro; promotor do gene da
nopalina sintase; nos-Ter: sequéncia de terminacdo do gene da nopalina sintase; 35S-Pro: promotor do
virus do mosaico da couve-flor; 35S-Ter: sequéncia de terminagdo do virus do mosaico da couve-flor; npt
11 (Can®), gene que codifica para a neomicina fosfotransferase; uidA: gene que codifica para a enzima f-
glucuronidase.

De modo a optimizar as condi¢Bes para a transformacdo genética de laranjeira
azeda, realizaram-se alguns ensaios prévios. Em particular estabeleceu-se um protocolo
de regeneracdo in vitro por neoformacdo adventicia de rebentos utilizando como
explantes segmentos de entrends caulinares. Outros ensaios prévios incluiram a
determinacdo da densidade bacteriana associada a frequéncia mais elevada de
transformacdo, o estudo do efeito dos antibidticos cefotaxima e canamicina na
regeneracdo dos rebentos adventicios e a avaliacdo da eficiéncia de transformacdo de
duas estirpes de A. tumefaciens: C58 (nopalina) e EHA105 (L,L-succinamopina).

5.2 - ENSAIOS PREVIOS

5.2.1 - Inducéo da Formacéo de Rebentos Adventicios

A constituicdo do meio de cultura, nomeadamente a composicdo e a concentracao
de sais minerais, de vitaminas e de reguladores de crescimento, tem um papel decisivo
na inducdo da formacdo de rebentos adventicios, assim como as necessidades
hormonais, que variam com a espécie de Citrus. O papel do regulador de crescimento
benziladenina (BA) na neoformacédo de rebentos adventicios em Citrus spp. é crucial,
segundo os estudos de Duran-Vila et al. (1989).

Foram testados meios de cultura de inducédo da formacéo de rebentos adventicios a
partir de segmentos de entrends de laranjeira azeda, previamente estudados por Moore
(1986) e Can et al (1992), mas ndo obtivemos sucesso com 0s mesmos. O meio de
cultura foi entdo optimizado para os explantes com 12 meses. Escolheu-se utilizar
segmentos de entrends como explante, dado que em estudos prévios realizados em
citrangeira Carrizo e em limeira mexicana (Moore et al., 1992), se concluiu serem estes
explantes mais produtivos de rebentos adventicios que os explantes foliares.
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5.2.1.1 - Avaliacdo da concentragdo hormonal mais adequada & neoformagéo
de rebentos adventicios
As gemas e os rebentos adventicios foram induzidos a partir de segmentos de
entrends, no meio de cultura D, suplementado com diferentes combina¢bes dos
reguladores de crescimento BA e acido naftalenoacético (NAA).

Os dados correspondentes aos resultados obtidos estdo contidos na Tabela 5.1 e
apresentados nas Figuras 5.1 e 5.2. Os rebentos adventicios comegaram a aparecer apos
18 dias de cultura ( Est. I1-A) e muitos atingiram um comprimento superior a 1 mm
apo6s 30 a 50 dias de cultura (Estampa 11-D). No meio de cultura controlo D1, sem
suplementos hormonais, foi também observado a formacdo e o desenvolvimento de
rebentos adventicios (Est. 11-C). O meio de cultura D2 que contém unicamente como
suplemento hormonal 1 mg.I™ da citocinina BA, foi o melhor meio para a formacéo de
gemas, de rebentos e seu alongamento (Fig. 5.2). Dos explantes inoculados neste meio,
93% apresentaram gemas/rebentos e obteve-se 6,7 + 1,1 rebentos por explante (Est. Il-
D). Concentragbes mais elevadas de BA foram inibitorias para a formacdo e
desenvolvimento dos rebentos. A presenca da auxina NAA no meio de cultura parece
também inibir a neoformacdo de rebentos. A elongacdo dos rebentos adventicios foi
superior no meio de cultura D2, seguido do meio de cultura D5 (Fig. 5.3).

A formacdo de callus de aspecto compacto foi observada sobre a superficie de
corte da maioria dos segmentos de entrends, associado geralmente aos meios de cultura
que contétm NAA (Est. 11-A). No meio de cultura D1 (controlo) e D2, quando
observada, a formacéo de callus foi sempre muito reduzida (Est. 11-B).

A frequéncia de explantes que se perderam por necrose ou infeccdo foi de 16%. A
necrose afectou maioritariamente 0s segmentos de entrends de menor didmetro
provenientes da regido junto ao apice caulinar e deveu-se ao processo de desinfeccdo
efectuado.

Tabela 5.1 - Efeito de diferentes combinacGes de BA e de NAA na inducgdo e elongacdo dos rebentos
adventicios ap6s 10 semanas em cultura.

Meio Concentragdo  Concentragao N° de N° de Frequéncia de N° de rebentos Frequéncia de
de BA NAA explantes gemas/ explantes com com explantes com rebentos
cultura mg.I* mg.I* rebentos gemas/rebentos comprimento com comprimento igual
formados (%) igual ou ou superior a1 mm
superior a 1 mm (%)
D1 - - 7 8 57 5 43
D2 1,0 - 14 94 93 39 93
D3 2,0 - 16 34 56 2 13
D4 3,0 - 18 19 28 0 0
D5 1,0 0,1 16 65 75 36 69
D6 2,0 0,1 15 69 60 29 53
D7 3,0 0,1 13 18 23 2 8
D8 1,0 1,0 10 6 30 5 30
D9 2,0 1,0 15 17 53 6 33
D10 3,0 1,0 6 n.d.* n.d.* n.d.* n.d.*
D11 1,0 2,0 13 3 15 3 15
D12 2,0 2,0 13 24 54 18 54
D13 3,0 2,0 9 11 56 6 44

*n.d. = ndo determinado devido a multiplas infecgdes.
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de gemas/rebentos

numero

D1 D2 D3 D4 D5

meio de cultura

NAA 0 mg/l

;
B

71 NAA 0.1 mg/l
F=] NAA 1 mg/l
FiEE] NAA 2 mgil

Fig. 5.2 - Efeito de varias combinagdes de BA e de NAA na indugéo de rebentos adventicios. As barras
representam o numero de rebentos totais formados por segmento de entrend inoculado. As linhas
verticais acima das barras representam o erro padrdo.

de gemas/rebentos > 1 mm

numero

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 Di3

meio de cultura

NAA 0 mg/l

1] NAA 0.1 mg/

E=] NAA 1 mg/l
FEEE NAA 2 mgn

Fig. 5.3 - Efeito da combinacdo de diferentes concentragdes de BA e NAA no alongamento dos rebentos
adventicios. As barras representam o0 nimero de rebentos com mais de 1 mm de comprimento, por
segmento de entrend inoculado. As linhas verticais acima das barras representam o erro padréo.
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5.2.1.2 - Anélise da capacidade organogénica dos segmentos de entrends em
funcéo da posicdo no ramo e da idade da planta

A capacidade organogénica dos segmentos de entrends de ramos jovens de plantas
com cerca de 12 meses e de 24 meses, foi avaliada segundo a sua posi¢do no ramo. Na
preparacdo dos explantes, procedeu-se da seguinte forma: a) cada entren6 foi numerado
por ordem crescente do apice a base; b) de cada entren6 foram retirados dois segmentos
de 1 cm imediatamente abaixo do nd. Os explantes, apds cortados, foram imediatamente
colocados no meio de cultura D5.

Os resultados obtidos da neoformacéo de rebentos adventicios em explantes do 2°
ao 15° entrend, foram quantificados de acordo com o descrito em 2.15.3 e estdo
apresentados na Figura 5.4. A formacéo de gemas e de rebentos foi maior nos explantes
provenientes de plantas de 12 meses e muito reduzida nos explantes provenientes de
plantas de 24 meses. Ndo foram notadas diferengas significativas entre o 1° e 2°
segmento de cada n6 na neoformacdo de rebentos adventicios. Por outro lado, a posi¢éo
do entrené no ramo revelou-se um factor importante, uma vez que nos segmentos de
entrends basais se formou maior nimero de gemas e de rebentos adventicios do que nos
apicais.

[uny
o
)

ORamos 12 meses 1° segmento
BRamos 12 meses 2° segmento
ORamos 24 meses 1° segmento
ORamos 24 meses 2° segmento

Numero de rebentos formados

o P N W s (62 I e)] ~N 00 ©
|

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Numero do entrend no ramo

Fig. 5.4 - Formagéo de gemas/rebentos adventicios em explantes provenientes de plantas com cerca de 12
e de 24 meses. As barras indicam o nimero de gemas/rebentos formados por explante inoculado. Foram
avaliados os entrends nimero 2 até ao nimero 15. Em cada entrené foi avaliado o 1° e 0 2° segmento.
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5.2.1.3 - Enraizamento dos rebentos adventicios

O enraizamento de rebentos adventicios foi testado no meio de cultura D (Anexo
I, Tabela 2) suplementado com diferentes concentra¢des do regulador de crescimento
NAA. Os meios de cultura testados foram designados de R1 a R6 e estdo descritos na
Tabela 5.2. Na mesma Tabela sdo apresentados os resultados obtidos.

Apesar de ter sido conseguido o enraizamento dos rebentos adventicios em dois
dos 6 meios de cultura testados (Est. I1-E), a frequéncia de enraizamento, calculada pela
razdo entre 0 numero de rebentos com raiz e 0 numero de rebentos inoculados no meio
de cultura, foi muito baixa atingindo um méaximo de 2,9% no meio R2.

Tabela 5.2. Resultados obtidos nos estudos de enraizamento dos rebentos adventicios, em diferentes
meios de cultura.

Designacgdo NAA Meio D Meio D Meio D com N° rebentos Frequéncia de
dos meios (mg.I") com % Macro* + 30 inoculados enraizamento

de % Macro* g.I"" sacarose no meio (%)**

enraizamento

R1 - + - - 41 0

R2 0,1 + - - 101 2,9

R3 - - + - 50 2

R4 0,1 - + - 57 0

R5 1 - —_— - 36 0

R6 - - - + 51 2

* = macronutrientes do meio de cultura D
** = razdo entre o niUmero de rebentos com raiz e o nimero total de rebentos inoculados nos meios de
enraizamento.
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EsTamMPA 1l. Formacdo de rebentos adventicios em Citrus aurantium L. cv. Brazilian e posterior
enraizamento. (A) a (D): Organogénese de rebentos adventicios na superficie de corte de segmentos de
entrends de plantas com cerca de 12 meses. (A): Detalhe dos rebentos adventicios formados no meio de
cultura D5, com a presenca de callus. (B): Detalhe dos rebentos adventicios formados no meio de cultura
D2, onde ndo é visivel a formag&o de callus. (C): Regeneracéo de rebentos adventicios no meio de cultura
D1, sem reguladores de crescimento. (D): Regeneracdo de rebentos adventicios no meio de cultura D2.
(E): Rebento adventicio enraizado no meio de cultura R2. Barras das figuras: em (A) = 0,1 cm; em (B) =
0,2cm; em (C) =0,8 cm; em (D) =0,5cm; em (E) =1 cm.
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5.2.1.4 — Discussao

A neoformacdo de rebentos adventicios depende da escolha apropriada do
explante e dos reguladores de crescimento presentes no meio de cultura. Existem
diversos estudos de propagacdo por formagdo de rebentos adventicios a partir de
segmentos de entrends em Citrus spp. (Kitto e Young, 1981; Barlass e Skene, 1982,
Moore, 1986; Goh et al., 1995; Ghorbel et al., 1998). Foi ja referido também a inducéo
da neoformacéo de rebentos adventicios em discos foliares (Moore et al., 1992; Goh et
al., 1995), em fragmentos de cotilédone (Goh et al., 1995), em raizes (Duran-Vila et al.,
1989; Goh et al., 1995) e nos n6s dos ramos (Barlass e Skene, 1982). Estes ultimos
estdo descritos como 0s unicos que formaram maior numero de rebentos adventicios
gue os segmentos de entrenos.

Estudos prévios de segmentos de entrends colocados no meio de cultura em
posi¢do horizontal, mostraram que, tal como observado por Borddn et al. (2000), a
formacdo de rebentos adventicios era menor, razao porque os explantes foram colocados
em posicgéo vertical.

A capacidade organogénica diminui geralmente com a idade do explante (Draper
et al., 1988). Na maioria dos estudos de neoformagéo de rebentos sdo usados explantes
de epicdtilos ou entrends, consoante a idade do material vegetal, que pode ter entre duas
semanas a 2 meses (Garcia-Luis et al., 1999) e que é muito novo quando comparado
com o que foi usado no presente trabalho. Também a comparagcdo da formacdo de
rebentos adventicios a partir de segmentos de entrends retirados de plantas com cerca de
12 e de 24 meses, mostrou que a resposta dos explantes mais velhos apresentava uma
diminuicdo nitida da capacidade organogénica (Fig. 5.4). E notdrio, porém, que o
namero de rebentos formados por explante inoculado, obtidos para explantes de 12
meses (6,7 £ 1,1), é nitidamente superior ao valor obtido em plantulas de laranjeira
azeda com 6 meses por Duran-Vila et al. (1989) (2,2 £ 0,7) ou ao valor obtido em
plantulas com 2 a 4 meses por Moore (1986) (3 + 2). A elevada resposta organogénica
dos segmentos de entrends pode ser atribuida ao protocolo usado e/ou ao genétipo da
planta (Borddn et al., 2000).

Garcia-Luis et al. (1999) mostraram que a regeneracdo directa em citranjeira
Carrizo diminui a medida que os segmentos de entrend cortados se distanciam em
relacdo ao no. No estudo que efectuamos, ndo foi observado diferencas significativas
entre a 1% e a 22 porcdo do entrend. Na analise da capacidade organogénica dos
segmentos de entren0s quanto a posi¢cdo no ramo, seria de esperar um gradiente da
capacidade regenerativa, devido a interferéncia das hormonas endogenas. Observou-se
que os segmentos de entren0s basais do ramo apresentaram um maior numero de
rebentos formados por explante inoculado (Fig. 5.4).
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O efeito da citocinina BA na neoformacdo de rebentos tem sido estudada na
maioria das espécies de Citrus [citrangeira Carrizo; Poncirus trifoliata (L.) Raf;
tangerineira, C. reshni Hort. ex Tanaka; C. limonia Osbeck; laranjeira doce, C. sinensis
(L.) Osbeck (Barlass e Skene, 1982); toranjeira, C. maxima (Burm.) Merr. (Goh et al.,
1995); toranjeira, C. paradisi Macfad. e C. macrophylla Wester (Ghorbel et al., 1998)].
Também em laranjeira azeda, a citocinina BA foi estudada na neoformacéo de rebentos
(Kitto e Young, 1981; Moore, 1986; Gutiérrez et al., 1997; Ghorbel et al., 2000), assim
como a citocinina 2iP, com uma percentagem de formacdo de rebentos semelhante
(Kitto e Young, 1981). O efeito isolado ou em conjunto da citocinina BA e da auxina
NAA, na formacdo de rebentos adventicios de laranjeira azeda e de outras espécies de
Citrus, foi pela primeira vez estudada por Moore (1986), que refere o efeito inibitério
do NAA quando esta presente em concentracGes elevadas. No entanto, Bordon et al.
(2000) descrevem a accdo indutora do NAA na formacédo de rebentos adventicios em
laranjeira azeda. No presente estudo, a accdo inibitoria do NAA fez-se sentir quando
foram usadas concentragdes superiores a 0,1 mg.I*. Também a hormona BA inibiu a
neoformacdo de rebentos para concentracdes superiores a 1 mg.l™, mas quando
conjugado com NAA, esse efeito foi menos acentuado, para a maioria das combinagfes
hormonais testadas (Tabela 5.1). Verificou-se que o meio de cultura D2 com 1mg.I™ de
BA foi 0 que apresentou melhores resultados na formacéao e desenvolvimento de gemas
e de rebentos adventicios. O meio de cultura D5 apresentou também bons resultados no
desenvolvimento dos rebentos (Fig. 5.3). Obteve-se uma taxa de 93% de segmentos de
entrends que formaram rebentos adventicios, bem acima da taxa de 60%, referida em
laranjeira azeda por Ghorbel et al. (1998), ou de 39%, obtida por Moore (1986). O
numero de rebentos formados por explante foi de 6,7 = 1,1 (Tabela 5.1), valor muito
superior ao obtido por Duran-Vila et al. (1989) (2,2 = 0,7), ou por Moore (1986) (3 £ 2).

Garcia-Luis et al. (1999) estudaram o processo morfogénico dos rebentos
adventicios a nivel histolégico, concluindo que o cambio vascular esta na origem da
formacdo dos rebentos em citrangeira Troyer, que apresentam uma disposicao anelar.
Também no presente estudo foi observada uma disposicdo anelar das gemas e dos
rebentos que surgiram em cada explante (Est. 1I-A e B). Uma vez que ndo foram
efectuados estudos histologicos, ndo é possivel inferir sobre a origem dos rebentos
adventicios. No entanto, a sua disposicdo faz crer que se esta perante um fenémeno de
organogenese directa, mas o envolvimento de uma fase intermédia de formacdo de
callus ndo pode ser colocada de lado, mesmo nos casos em que este ndo é observado na
superficie de corte do segmento de entrend.

A dominancia apical ocorre quando um Unico rebento de um explante se
desenvolve depressa inibindo o desenvolvimento dos outros rebentos, de acordo com
Barlass e Skene (1982). Neste estudo, observou-se a formagdo de 10 ou mais rebentos
adventicios com um comprimento superior a 1 mm em muitos segmentos de entrenos
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(Est. 11-D), o que contradiz os estudos referidos acima. O reduzido comprimento do
rebento adventicio, caso seja inferior a 1 mm pode aumentar a taxa de insucesso, quer
na microenxertia (La Malfa et al., 2000; Yang et al., 2000), quer no enraizamento
(Duran-Vila et al., 1989). No meio de cultura D2, a formacdo de rebentos com um
comprimento superior a 1 mm foi obtida numa frequéncia de 93%, um valor
relativamente elevado necessario para garantir o posterior desenvolvimento dos
rebentos adventicios. No entanto, embora em menor ndmero, os rebentos provenientes
do meio de cultura D5 apresentavam maior vigor.

O enraizamento mediado pela auxina NAA a concentra¢fes reduzidas foi obtido
em varias espécies de Citrus [(citranjeira Carrizo, laranjeira doce, C. medica (L.),
limeira mexicana (Kitto e Young, 1981); citranjeira Carrizo (Barlass e Skene, 1982);
laranjeira doce, limeira mexicana, C. medica (L.) (Duran-Vila et al., 1989) e toranjeira
(C. maxima (Burm.) Merr. (Goh et al., 1995); C. macrophylla Wester, (Ghorbel et al.,
1998)]. Ghorbel et al. (1998) testaram um leque de concentracdes de 0 a 30 mg.I™ da
auxina NAA na formacdo de raizes em laranjeira azeda a partir de rebentos adventicios
com 0,5 cm, sem obtencdo de resultados, 0 que leva a crer que esta especie &
recalcitrante a formacdo de raizes in vitro. No presente estudo, os resultados de
frequéncia de enraizamento dos rebentos adventicios de laranjeira azeda foram de 2,9%
(Tabela 5.2). A microenxertia, processo desenvolvido por Navarro (1981), constitui
assim o processo alternativo ao enraizamento para permitir o posterior crescimento dos
rebentos adventicios.

5.2.2 - Curva de crescimento da bactéria Agrobacterium tumefaciens
estirpes EHA 105 e C58

A determinacdo da influéncia do estddio de crescimento da cultura de
Agrobacterium na viruléncia e, consequentemente, na capacidade de transformacéo,
conduziu ao estudo da curva de crescimento de cada uma das agrobactérias utilizadas
nos processos de transformacéo e a determinagdo da densidade bacteriana, para valores
de densidade optica (D.O.) oo nmyde 0,2, 0,4 € 0,6.
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D.O. (600 nm)

Determinou-se a curva de crescimento das estirpes EHA 105 pE7113-CP, EHA 105
p35SGUSINT e C58 p35SGUSINT, que séo apresentadas na Fig. 5.5. Para o célculo
do valor médio de densidade dptica, foram feitas 3 réplicas da cultura de cada estirpe
bacteriana e realizaram-se 3 leituras de cada cultura.

10,0
1,0 1 I = 4% X i’
II m»r s ®  C58p35SGUSINT
L]
[] .* gz ° 4 EHAL05p35SGUSINT
& o+ - . ® EHA105pE7113-CP
[
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I
g =
3
a
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tempo (horas)

Fig. 5.5 — Curvas de crescimento das estirpes EHA105 p35SGUSINT, EHA105 pE7113-CP e C58
p35SGUSINT, construidas com os valores médios de leitura da densidade éptica, acompanhados do valor
respectivo de desvio padréo.

O tempo de duplicagdo (T4) de cada uma das culturas bacterianas foi calculado
pela formula In2/u, onde p € a taxa especifica de crescimento, obtida pelo declive da
curva de crescimento de cada uma das estirpes, na fase exponencial (Kock, 1994). As
curvas de crescimento das 3 agrobactérias revelam que o tempo de duplicacdo, que esta
descrito na Tabela 5.3, ndo é equivalente, sendo inferior o da estirpe C58 p35SGUSINT
pelo facto de crescer mais rapidamente. A estirpe EHA105 p35SGUSINT apresenta
tempos de duplicagdo diferentes consoante o plasmidio que transporta, sendo maior o da
estirpe EHA105 pE7113-CP.

Tabela 5.3 - Tempo de duplicacdo (h) de cada uma
das estirpes bacterianas.

Estirpe bacteriana Tq4(h)
EHA105 p35SGUSINT 2,6
EHA105 pE7113-CP 2,8
C58 p35SGUSINT 1,3
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A densidade bacteriana, calculada através do nimero de unidades formadoras de
colonias (ufc) viaveis, foi determinada para as D.O. g0 nm)de 0,2; 0,4 e 0,6, pelo método
da gota (Barbosa et al., 1995). Foram feitas 3 réplicas de cada sementeira para o célculo
do valor médio de ufc. Os resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 5.4.

O namero de ufc diverge para as trés agrobactérias. A bactéria C58 apresenta 45,5
vezes maior numero de células viaveis a D.O. o0 nm) de 0,6 do que a bactéria EHA 105
pE7113-CP.

Tabela 5.4 — Correspondéncia entre a viabilidade e os valores de D.O. (600 nm) determinados para as 3
estirpes. O resultado ¢ apresentado na forma do logaritmo natural do nimero das unidades formadoras de
colénias (ufc) por ml™. Entre paréntesis encontra-se o valor real da D.O. (600 nm)-

D.O.
Estirpe bacteriana 0,2 0,4 0,6
EHA105 p35SGUSINT 7,4+0,27 (0,214) 7,5+ 0,21 (0,414) 7,7+0,21 (0,610)
EHA105 pE7113-CP 7,1+0,21 (0,209) 7,4+ 0,24 (0,409) 7,3+ 0,16 (0,602)
C58 p35SGUSINT 8,6 £ 0,16 (0,210) 8,7+ 0,11 (0,424) 8,9+ 0,11 (0,654)

5.2.2.1 — Discussao

A concentracdo da agrobactéria no indculo pode influenciar a eficiéncia de
transformacdo. Uma densidade elevada de agrobactérias pode criar uma situacdo de
“stress” a planta e afectar o seu potencial de regeneracdo, enquanto densidades mais
baixas podem reduzir a frequéncia de transformacdo (Costa et al., 2002). Habitualmente
na descri¢cdo dos processos de transformacdo de citrinos ndo é precisado a densidade
bacteriana usada. A densidade da cultura de Agrobacterium é geralmente ajustada para
valores de D.O. (00 nmy @ 0,6 ou é ressuspendida e ajustada a um valor aproximado de
5%x10% mI™ de unidades formadoras de coldnias (ufc) (Kaneyoshi et al., 1994; Bond e
Roose, 1998; Luth e Moore, 1999; Yang et al., 2000). Outros autores referem o uso de
uma diluicio da agrobactéria a densidade de 4x10” ml™ de ufc, representando um
indculo 12,5 vezes menor que 5x10® ml™, no processo de transformacéo (Pefa et al.,
1995a; Pefia et al., 1997; Cervera et al., 1998b; Dominguez et al., 2000; Ghorbel et al.,
2000; La Malfa et al., 2000). Esta pratica comum de diluir a cultura de Agrobacterium,
sem o prévio conhecimento do seu estadio de crescimento, a um determinado valor de
D.O. imediatamente antes de ser usada no processo infeccioso, ndo garante a presenca
de agrobactérias em divisdo, que é uma condi¢do essencial para a indugdo de
transformacéo (Moore e Cooksey, 1981). Por outro lado, uma estirpe apresenta tempos
de duplicacdo diferentes quando transporta plasmidios diferentes, de acordo com os
resultados da Tabela 5.3 e com os resultados da curva de crescimento obtida para as
duas estirpes EHA105 (Fig. 5.5).
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Nos testes de transformacdo que se descrevem na seccdo 5.3, foram efectuados
ensaios com as estirpes EHA 105 p35SGUSINT e C58 p35SGUSINT a D.O. g0 nm) de
0,2, 0,4 e 0,6, para testar o efeito da densidade 6ptica no processo de transformacao.

5.2.3 - Tolerancia aos antibidticos canamicina e cefotaxima

Estudou-se o efeito dos antibidticos canamicina (antibidtico de seleccdo de
rebentos transformados) e cefotaxima (composto bacteriostatico usado para limitar o
crescimento de bactérias gram negativas) na regeneracdo de rebentos adventicios de
laranjeira azeda cv. Brazilian e as concentracdes mais adequadas a seleccdo de
transformantes. Os segmentos de entrends foram desinfectados e colocados no meio de
cultura D5.

Os resultados obtidos neste estudo encontram-se sumarizados na Tabela 5.5. A
presenca de canamicina no meio de cultura actua como um inibidor da formagdo de
rebentos adventicios, uma vez que hd uma reducdo de 3,6+0,74 rebentos formados no
meio controlo, para 0,3+0,13 rebentos formados no meio com 50 mg.I™ de canamicina.
O aumento da concentracdo de canamicina de 50 mg.I™ para 100 mg.l™ reduz
significativamente de 19% para 4% a formagdo de rebentos adventicios em laranjeira
azeda. Quando os valores de canamicina sdo iguais ou superiores a 150 mgl™ no meio
de cultura, o efeito letal é de 100%.

Tabela 5.5 - Efeito dos antibidticos cefotaxima (Cef) e canamicina (Can) na formagao e desenvolvimento
dos rebentos adventicios, no meio D5, ap6s 5 semanas em cultura.

Meios N° de explantes Frequéncia de Rebentos formados por Rebentos de
(valores em mg.I™) explantes com explante inoculado comprimento igual ou
rebentos (%) (média + d.p.) acima a 1mm por
explante inoculado
(média + d.p.)
Controlo 25 60 3,6+0,74 0,8+0,26
50 Can 27 19 0,3+0,13 0,1+0,06
100 Can 25 4 0,04 + 0,04 0,04 £0,04
150 Can 23 0 0 0
200 Can 29 0 0 0
250 Cef 24 75 7,3+1,10 45+0,81
500 Cef 23 74 2,7+0,68 1,7+0,60
750 Cef 28 75 5+0,87 3,1+0,62
900 Cef 35 60 3,6 +0,77 2,9+0,68
500 Cef + 100 Can 27 15 0,3+0,17 0

A presenca de cefotaxima & concentracdo de 250 mg.I™" apresenta um efeito
indutor da formacdo de rebentos adventicios, uma vez que duplicou o nimero de
rebentos formados, em comparag¢do com o meio controlo. A cefotaxima também induz o
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seu desenvolvimento, com a formagdo de 5 vezes mais rebentos com comprimento
acima de 1 mm, em comparagao com o0 meio controlo.

Ao efeito indutor da cefotaxima sobrepde-se o efeito inibitério da canamicina
quando os dois antibidticos estdo presentes simultdneamente no meio de cultura, como
foi verificado na combinag&o efectuada dos dois antibiéticos (100 mg.I™* de canamicina
e 500 mg.I" de cefotaxima), com a diminuic&o da neoformacao de rebentos.

2.2.3.1 — Discussao

O antibidtico usado como agente de seleccdo e a concentragdo usada tém um
papel importante na identificacdo das plantas transformadas e na inibicdo eficiente do
crescimento de rebentos ndo transformados (Dong e McHughen, 1993a). Alguns
antibidticos de selec¢do também inactivados pela accdo da neomicina fosfotransferase,
embora com menor eficiéncia, tais como a geneticina (Pefia et al., 1997) e a higromicina
(Costa et al., 2002), tém constituido uma alternativa ao uso da canamicina na
transformacdo de espécies de Citrus, embora sem resultados notérios. No estudo da
aplicacdo de um antibi6tico de selec¢do, deve ser encontrada uma concentracao que seja
letal, sem inibir a regeneracdo dos préprios rebentos transformados. O uso da
canamicina a concentracdo de 100 mg.I™ tem sido usada na maioria dos protocolos de
transformacéo de outros citrinos, entre os quais a limeira mexicana (Moore et al., 1992)
e a citrangeira Carrizo (Cervera et al., 1998b). No entanto, a esta concentracao, Cervera
et al. (1998b) referem a ocorréncia de rebentos que crescem no meio de cultura com
antibidtico de seleccdo, mas que ndo se encontram transformados. Piestun et al. (2000)
referem que a selecgdo de transformantes pode ser melhorada através da utilizacdo de
elevadas concentragdes de canamicina (200-300 ug.I™) desde as fases iniciais de
transformacéo, e da colocagdo do explante, no meio de cultura, na posi¢do horizontal.
Outra forma de eliminar os rebentos néo transformados que crescem no meio de cultura
com antibiotico de selec¢do seria uma exposi¢do prolongada a canamicina por cerca de
5 a 6 meses (Pefia et al., 1995b). Nos estudos que foram efectuados, a exposicdo
prolongada a canamicina ndo foi viavel, uma vez que os rebentos vitrificavam ou
apresentavam uma necrose progressiva apés cerca de 4 meses de cultura in vitro.
Gutiérrez et al. (1997) e Ghorbel et al. (2000) referem que a concentracdo de 100 mg.I™
de canamicina € a mais correcta a aplicar em laranjeira azeda. No estudo que se
efectuou com diferentes concentracBes do antibidtico canamicina, foi verificado um
efeito letal de 100% a partir de 150 mg.I™ (Tabela 5.5). Para evitar uma pressdo de
seleccdo muito forte, que pudesse afectar a regeneracdo dos proprios rebentos
transformados, foi escolhido usar a concentracdo de 100 mg.I* nos processos de
transformacéo, a qual estd associado um efeito letal de 96%.
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O antibidtico cefotaxima teve um efeito indutor na formacdo de rebentos
adventicios, tal como foi referido por Hassan et al. (1993). A ac¢do conjunta dos
antibidticos canamicina e cefotaxima & concentracdo de 100 mg.I" e de 500 mg.I™,
respectivamente, favoreceu o crescimento de rebentos adventicios em cerca de 15%.
Este resultado indica que pode haver desenvolvimento de rebentos ndo transformados
no meio de cultura com antibi6tico de selecgéo.

5.3 - ESTUDOS DE TRANSFORMACAO GENETICA

5.3.1 - Transformacao genética de segmentos de entrenos

Na transformacdo genética de segmentos de entrends foi usado o meio de cultura
D5, previamente testado nos ensaios de neoformacdo de rebentos adventicios. Os
segmentos de entrends, extraidos de ramos novos de plantas com cerca de 12 meses,
foram desinfectados e colocados no meio de cultura na posicdo vertical. A
transformacdo genética foi testada com as estirpes C58 p35SGUSINT e EHAL105
P35SGUSINT a D.O. 00 nm)y de 0,2, 0,4 e 0,6. Foram tambem testados diferentes tempos
de co-cultura (1, 2 e 3 dias) na transformacdo com a estirpe EHA105 p35SGUSINT.

Os rebentos adventicios surgiram na superficie dos explantes ao fim de 3
semanas, com formacdo de tecido caloso em toda a superficie de corte, sendo este
sempre em pequena quantidade, como € visivel na Estampa I11-B.

Verificou-se que 22,6% de explantes se perderam por necrose ou por infecgdo. A
infeccdo verificou-se em 4% dos explantes e deveu-se, na maioria dos casos, ao
crescimento excessivo da agrobactéria. A necrose, que foi observada em 18,6% dos
explantes, deveu-se ao processo de desinfeccdo efectuado e afectou principalmente os
segmentos de entrenos provenientes da regido apical caulinar.

5.3.1.1 - Andlise da eficiéncia de transformacao

Os resultados da formagdo de rebentos adventicios e da transformacdo pelas
estirpes EHA105 e C58, transportando o mesmo plasmidio p35SGUSINT, estdo
descritos na Tabela 5.6 e sdo apresentados na Figura 5.6. No meio controlo D5
obtivemos o valor de 3,4 rebentos por explante inoculado, enquanto no meio controlo
sem reguladores de crescimento, o nimero de rebentos formados foi nitidamente menor
(0,39). O efeito inibitério da canamicina foi visivel pela diminuicdo da frequéncia de
formacéo de rebentos no meio de cultura D5 com canamicina (56%), por comparagéo
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com o meio D5 controlo (73%). Alguns dos rebentos ndo transformados que cresceram

na presenca de canamicina apresentaram uma coloragdo esbranquigada (Est. 111-C).

Tabela 5.6 — Formagao de rebentos adventicios e transformacéo pelas estirpes EHA105 e C58

transportando o mesmo plasmidio p35SGUSINT.

Tempo de Ne Frequéncia de N° de N° de rebentos N° de rebentos
Meios co-cultura explantes  segmentos de  rebentos/n® avaliados na positivos a
(dias) inoculados  entrends com total de deteccéo da B- deteccéo da B-
rebentos (%) explantes glucuronidase glucuronidase
Meio D5 sem
reguladores de - 18 11 0,39 - -
crescimento
D5 (controlo) - 26 73 34 - -
D5+canamicina - 18 56 22 - -
C58 D.0.0.2* 3 41 75 29 18 0
C58 D.O. 0.4* 3 41 73 2,8 27 0
C58 D.O. 0.6* 3 48 46 2,6 38 3
EHA105 D.O. 0.2* 3 38 58 2,4 19 0
EHA105 D.O. 0.4* 1 34 32 1,1 3 0
EHA105 D.O. 0.4* 2 60 53 1,47 28 0
EHA105 D.O. 0.4* 3 83 49 1,46 28 0
EHA105 D.O. 0.6* 3 39 80 2,97 30 2

* = valores de D.O. determinados para A = 600 nm

O numero de rebentos formados quando os segmentos de entrends foram
infectados com uma cultura de bactéria a D.O. o nm) de 0,4 € ligeiramente menor do
que foi obtido com culturas & D.O. (s00nm) de 0,2 ou 0,6. A D.O (so0 nm) de 0,6 obteve-se o
maior nimero de rebentos adventicios formados, para ambas as estirpes estudadas.

Foi obtido o valor médio de 65% de explantes a formar rebentos quando a
transformacéo foi mediada pela estirpe C58 p35SGUSINT, e de 59% quando foi usada
a estirpe EHA105 p35SGUSINT com tempo de co-cultura de 3 dias. Neste estudo
foram obtidos 5 rebentos adventicios que reagiram positivamente a reaccao
histoquimica de deteccdo da B-glucuronidase. Dois dos rebentos resultaram da
transformacdo mediada pela estirpe EHA105 p35SGUSINT (plantas 45 e 171) e os
outros trés resultaram da transformagcdo mediada pela estirpe C58 p35SGUSINT
(plantas T1B, 69 e 166). A razdo entre o nimero de rebentos transformados e o nimero
de segmentos de entrends inoculados foi de 6,3 % na transformacdo mediada pela
estirpe C58 p35SGUSINT e de 5,1 % na transformacdo mediada pela estirpe EHA105
p35SGUSINT. O numero de rebentos ndo transformados que cresceram no meio de
cultura com antibi6tico de selecgdo foi de 96%. Estes resultados foram obtidos para a
D.O.g00 nmy de 0,6. A esta D.O. a cultura bacteriana encontra-se no inicio da fase
estacionaria para ambas as estirpes (Fig. 5.5).
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Drebentos totais formados

Orebentos com comprimento igual ou
superior a 1 mm

nimero de rebentos
w
L

C+ D5 D5+Can C58 0,2 C58 0,4 C58 0,6 EHA 0,2 EHA 0,4 EHA 0,4 EHA 0,4 EHA 06
3dias 3dias 3dias 3dias 1dia 2dias 3dias 3dias

Concentragéo e tempos de co-cultura das agrobactérias usadas

Fig 5.6 - Apresentacdo da razdo entre o nimero de rebentos adventicios formados, totais ou com
comprimento acima de 1 mm e do nimero de explantes inoculados no meio D5. Os resultados sdo
apresentados em fungéo da estirpe de A. tumefaciens usada (C58 e EHA105) e das diferentes D.O. o0 nm) €
tempos de co-cultura testados.

A planta 45 e a planta T1B foram enxertadas em C. macrophylla Wester. As
outras 3 plantas foram microenxertadas em citrangeira Carrizo. Deste grupo apenas a
planta transformada T1B cresceu (Est. Ill-l), enquanto as outras quatro ndo
sobreviveram ao processo da enxertia/microenxertia ou ao processo de transplante para
0 solo, caso da planta 166. A deteccédo da enzima B-glucuronidase foi repetida no tecido
foliar da planta T1B ap6s dois anos de crescimento e confirmou-se a sua expressao (Est.
Il -EeF).

Todos os rebentos adventicios com comprimento acima de 1mm em que néo foi
detectada a enzima B-glucuronidase, foram microenxertados e enxertados para posterior
anadlise do DNA genémico por PCR. A maioria dos rebentos adenticios com
comprimento superior a 1,5 mm foram enxertados em C. macrophylla Wester, enquanto
0s mais pequenos foram microenxertados na citrangeira Carrizo. Foi obtida uma taxa de
sucesso na microenxertia de cerca de 60%. Na enxertia de garfo do tipo fenda simples
(Est. 111-G) e na enxertia em T (Est. 111-H), realizada em C. macrophylla Wester, a taxa
de sucesso obtida foi de 63%.

As plantas desenvolvidas mostraram um fenotipo normal e um crescimento
normal (Est. 11 -1).
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EsTAmPA I111. Desenvolvimento de rebentos adventicios de Citrus aurantium L. cv. Brazilian ap6s
transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens. (A) a (D): Organogénese de rebentos adventicios
na superficie de corte dos entrends de plantas com cerca de 12 meses. (A): Regeneracdo de rebentos
adventicios em meio de cultura D5 com 100 mgl™ de canamicina. (B): Detalhe dos rebentos adventicios e
do callus formados no meio de cultura D5 com 100 mgl™ de canamicina. (C): Rebentos adventicios com
cor eshranquicada devido a presenca de canamicina no meio de cultura. (D): No meio controlo sem
reguladores de crescimento a formacdo de rebentos adventicios é menor. (E) e (F): Deteccdo da
actividade da B-glucuronidase em seccfes de folhas novas. (E): Detecgdo positiva na planta T1B. (F):
Deteccédo negativa numa laranjeira azeda ndo transformada. (G) e (H): Enxertia dos rebentos adventicios
em Citrus macrophylla Wester. (G): Enxertia de garfo do tipo fenda simples. A seta indica o rebento
enxertado e ligado com parafilme. (H): Enxertia em T. A seta indica o rebento enxertado e ligado com
parafilme. (1): Planta T1B transformada com o gene uidA. A planta apresenta um fenétipo normal. Barras
das figuras: em (A) = 0,7 cm; em (B) =0,12 cm; em (C) e (G) = 0,6 cm; em (D) e (H) =1 cm ; em (E) =
0,15cm;em (F) =0,1cm;em (I) =6 cm.
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5.3.1.2 - Analise da expressao do gene uidA

5.3.1.2.1 - Amplificacdo por PCR do gene uidA

Para se efectuar o rastreio das plantas transformadas com o gene uidA, o DNA
gendémico das plantas foi extraido pelo metodo Edwards et al. (1991) e analisado por
amplificagdo por PCR. O gene uidA foi amplificado com os “primers” GUS1 e GUS2.
Como controlo positivo da amplificacdo de DNA gendmico, foi também amplificado o
gene da ubiquitina com os “primers” Ubil e Ubi2. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Fig. 5.7.

A presenca de uma banda com a dimensao correcta confirmou a amplificacdo do
gene uidA da planta T1B. Nao se verificou amplificacdo a partir do DNA gendémico da
planta ndo transformada (controlo negativo).

M T1B A1 R-
el . Fig. 5.7 - Analise electroforética em gel de agarose a 1% dos produtos de
PCR resultantes da amplificacdo do gene UuidA com os “primers”
GUS1/GUS2. M: marcador 100 pb; T1B: amplificagdo do gene uidA da
planta T1B; Al: controlo negativo — reaccdo de PCR com DNA gendémico
de laranjeira azeda ndo transformada; R-: controlo negativo — reaccdo de
PCR sem DNA.

500 pb -

B LA

5.3.1.2.2. - Amplificacao por PCR do gene npt I

Com o objectivo de saber se toda a regido do T-DNA tinha sido inserida no
genoma da planta, foi amplificado por PCR o gene nptll. Este gene esta presente junto
ao RB da cassette p35SGUSINT e a sua amplificacdo a partir do DNA gendémico da
planta TIB foi feita com os “primers” NPT1 e NPT2. Como controlo positivo
amplificou-se o0 gene nptll do plasmidio pBI121. Na Fig. 5.8 apresentam-se 0s
resultados obtidos.

Confirmou-se a presenca de uma banda com a dimensdo correcta na amostra da
planta T1B e no controlo positivo, enquanto no DNA genomico de uma planta nao
transformada néo se verificou amplificacéo. O resultado da amplificacdo do gene uidA e
do gene nptll a partir do DNA gendémico da planta T1B indica que toda a cassette
p35SGUSINT foi integrada no seu genoma.
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M TIB C- C+ R-

D GG B

Fig. 5.8 - Analise electroforética em gel de agarose a 1% dos produtos de
PCR resultantes da amplificagdo do gene nptll com os “primers”
NPT1/NPT2. M: marcador 100 pb; T1B: amplificacdo do gene nptll da
planta T1B; C-: controlo negativo — resultado da reaccdo de PCR com
DNA gendémico de laranjeira azeda ndo transformada; C+: controlo
positivo - amplificacdo do gene nptll do pBI121; R-: controlo negativo -

500 pb - reaccdo de PCR sem DNA.

5.3.1.2.3. - Andlise Southern Blot

O DNA gendmico da planta T1B foi analisado por Southern Blot para confirmar a
integracdo do gene uidA no seu genoma. O DNA foi extraido com o kit “DNeasy Plant
Mini Kit”. Apos a digestdo do DNA com a enzima Eco RI que corta na extremidade 3’
do gene uidA, obtém-se um fragmento que engloba a cassette p35SGUSINT e cuja
dimensdo depende da regido no DNA gendémico da planta onde a enzima de restri¢do
vai actuar, gerando um fragmento superior a 5 Kb, como vem esquematizado na Fig.
5.9.

RB LB
nos-pro nos-ter 35S-pro nos-ter

<_| |npt|l I I I UHAA l l—<
sonda
b 3,0 Kb '
D >
>5Kb m
=]
P

Fig. 5.9 - Esquema da cassette p35SGUSINT. Posicdo relativa da sonda marcada com 2P, usada na
deteccdo do gene uidA. Adaptado de Pefia et al. (1997).

A sonda marcada com *2P foi preparada a partir do plasmidio pBI121 em que o
gene uidA foi amplificado por PCR com os “primers” GUS1/GUS2 e apresenta 415 pb.
Foram obtidas 4 bandas, como se pode observar na Fig. 5.10. N&o ocorreu hibridacéo da
sonda com o DNA gendémico da planta ndo transformada (controlo negativo). O
resultado da analise Southern Blot revela assim que houve integracdo estavel do gene
uidA no genoma da planta laranjeira azeda cv. Brazilian T1B.
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fzggg Fig. 5.10 - Resultado da analise Southern Blot. O DNA gendémico foi

’ digerido com a enzima Eco RI e hibridado com uma sonda para a
10000 - ‘ deteccdo do gene uidA: a) 1: presenca de 4 bandas na analise do DNA
8000 - (S gendémico da planta T1B; 2: controlo negativo - DNA gendmico de
laranjeira azeda ndo transformada; b) controlo positivo - resultado da
hibridacdo slot blot da sonda com o produto da amplificacdo por PCR
do gene da CP de um clone. Os valores aproximados do marcador
a molecular sdo fornecidos em Kb.

5.3.1.2.4 - Andlise ao mRNA

Para confirmar a transcrigdo do gene uidA, foi analisado o mRNA da planta T1B.
O RNA total da planta T1B, extraido com o kit “RNeasy Plant Extraction”, foi usado
numa reac¢do RT-PCR com os “primers” GUS1 e GUS2. Na Fig. 5.11 apresentam-Se 0S
resultados obtidos.

A amplificacdo de uma banda com a dimenséo correcta (415 pb) na amostra T1B
e a auséncia de amplificagdo na amostra de laranjeira azeda ndo transformada (controlo
negativo), sugere que o gene uidA é transcrito.

M T1B C+ C- R-
Fig. 5.11- Analise electroforética em gel de agarose a 1% dos produtos
de amplificacdo por RT-PCR do gene uidA. M: marcador 100 pb; T1B:
amplificacdo do gene uidA da planta T1B; C+: controlo positivo -
amplificacdo do gene uidA do pBI1121; C-: controlo negativo - reac¢do
de PCR com DNA gendmico de laranjeira azeda nédo transformada; R-:
controlo negativo - reaccdo de PCR sem DNA.

500 pb -

R U]
.

#

A traducdo do gene uidA foi confirmada pela detecgdo da enzima B-glucuronidase
em tecido foliar de plantas com dois anos, com a obtencdo de uma coloracdo
homogénea (Est. Il - E e F).
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5.3.2 - Transformacéo de sementes germinadas

Um protocolo de transformagdo de sementes foi desenvolvido e esta referido no
capitulo Material e Métodos. Sementes de laranjeira azeda cv. Brazilian com 1,5¢e 7
dias de germinacdo foram transformadas com a estirpe de agrobactéria EHA105
pE7113-CP. As sementes de laranjeira azeda sdo poliembridnicas e os embrides podem
ter diferentes dimens@es e alguns apenas um cotilédone (Est. I\V-A). Para uniformizar o
material vegetal a ser tratado, foram escolhidos os embrides de dimensdo média com
dois cotilédones. Um dos cotilédones foi cortado, de forma a induzir o processo de
transformacéo por A. tumefaciens (Est. 1V-B).

5.3.2.1 — Andlise da eficiéncia de transformacéo

Todas as sementes sujeitas ao processo de transformacgdo foram colocadas em
vermiculite esterilizada, mas apenas 72,7% se desenvolveram. Para a deteccdo da
integracdo do gene da CP no genoma das plantas foi analisado por PCR o DNA
genomico das 408 plantas sujeitas ao processo de transformacao. A anélise processou-se
qguando as plantas atingiram um ano de crescimento. Os resultados obtidos encontram-
se sumarizados na Tabela 5.7.

A frequéncia média de plantas transformadas detectadas por PCR foi de 6,4%
(razdo entre o n° de plantas com deteccdo positiva do gene da CP e o n° de plantas que
se desenvolveram em vermiculite). Destaque-se, porém, uma frequéncia de 13,6% de
plantas transformadas com 5 dias de germinacdo (Tabela 5.7). As plantas apresentaram
um fenotipo e um crescimento normal, como é possivel observar na Estampa IV-C e D,
por comparagdo com as plantas controlo negativo (Est. IV-E).

Tabela 5.7 - Anélise da transformagdo das sementes germinadas.

Tempo de N° sementes Frequénciade  Plantas com deteccdo Frequéncia de transformagdo

germinagao tratadas germinagéo da CP (%)
(dias)

1 187 80 5 3,4

5 212 69 20 13,6

7 162 69 1 09

5.3.2.2 - Anélise da expressao do gene da CP

5.3.2.2.1 - Amplificagdo por PCR do gene da CP
Para a deteccdo do gene da CP, o DNA gendmico das plantas sujeitas a
transformacéo foi extraido pelo método Edwards et al. (1991). O DNA gendémico da
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EsTamPA 1V. Desenvolvimento de plantas de Citrus aurantium L. cv. Brazilian ap6s transformacéo de
sementes germinadas. (A): Sementes com 1 (a), 5 (b) e 7 (c) dias de germinagdo. A semente pode ser
poliembridnica. (B): Aspecto dos embrides apds o corte de um dos cotilédones. Em (b,) e (c;) observa-se
0 nimero de embrides que formam a semente em (b) e (c), respectivamente. (C): Conjunto de plantas
transformadas com o gene da proteina do capsidio (CP) do CTV. As plantas apresentam um fen6tipo
normal. (D): Planta 151 transformada com o gene da proteina do capsidio do CTV. (E): Planta ndo
transformada. Barras das figuras: em (A) e (B) =1 cm; em (C) = 11,8 cm; em (D) e (E) = 8,5 cm.
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planta do tabaco nimero 38, transformado com a cassette pE7113-CP, foi extraido pelo
mesmo método e sujeito as mesmas analises para ser usado como controlo, quer da
extraccdo, quer da amplificagdo por PCR do DNA gendémico. O gene da ubiquitina
também foi amplificado para cada amostra de DNA a analisar, através dos “primers”
Ubil/Ubi2, como controlo positivo da amplificagdo do DNA gendmico. Estes “primers”
amplificam um fragmento de DNA com 234 pb. Um exemplo dos resultados obtidos
esta apresentado na Fig. 5.12.

Na amplificagdo por PCR do gene da CP com os “primers” CTV1/CTV10 ndo
foram detectadas bandas para a maioria das amostras. Mas com 0 uso dos “primers”
CTV1/CTV14 que amplificam um fragmento do gene da CP com 543 pb, foi
conseguida a amplificagdo de uma banda com o peso molecular correcto para a maioria
das amostras e por essa razao estes “primers”’ foram usados no rastreio das plantas
transformadas com o gene da CP (Fig. 5.12). O resultado da amplificacio com os
“primers” CTV1/CTV14 foi uma banda com a dimenséo correcta, mas na maioria das
amostras, de dificil deteccdo no gel de agarose. A confirmacao da amplificagdo do gene
da CP foi obtida ap6s a reamplificacdo do produto de PCR com os “primers”
CTV42/43, que amplificam um fragmento interno do gene da CP com 415 pb.

M 151 C+ R- 151Ubi Ubi-

Fig. 5.12 - Analise electroforética em gel de agarose a 1% da
amplificacdo por PCR de um fragmento do gene da CP do CTV
com os “primers” CTVI/CTVI14. Amplificagdo do gene da
ubiquitina com os “primers” Ubil/Ubi2. M: marcador 100 pb;
151: amplificacdo de um fragmento do gene da CP da planta
151; C+: controlo positivo - amplificagdo de um fragmento do
gene da CP da planta de tabaco n° 38 transformada com a
cassette pE7113-CP; R-: controlo negativo - reaccdo de PCR
sem DNA; 151Ubi: amplificacdo do gene da ubiquitina da
planta 151; Ubi-: controlo negativo - reaccdo de PCR sem
DNA.

500 pb -
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A amplificagdo por PCR com os “primers” CTV1/14, de uma banda com a dimensao
correcta, foi verificada em 27 plantas, como estd descrito na Tabela 5.8. Neste
conjunto de plantas foi novamente testado a amplificacdo do gene da CP com os
“primers” CTV1/CTV10, tendo sido detectada uma banda com a dimensdo correcta
em 7 plantas.
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Tabela 5.8 - Resultado da amplificagdo do gene da CP do CTV com o
conjunto de “primers” CTV1/CTV14 e CTV1/CTV10 em 27 plantas
sujeitas ao processo de transformagao de sementes germinadas.

NUmero da planta “Primers” “Primers” CTV 1/10
CTV 1/14 (andlise da CP
completa)

22
23
27
29
30
31
32
33
34
36
38
82
108
110
136
137
146
151
152
171
287
332
376
380
381
385
390
Nota:  +=amplificacdo do gene da CP.

- = auséncia de amplificacdo do gene da CP.

+ 4+ A+ FF 0

I T T T T T T T T T T T S S S S S S S R S
o4

O DNA gendmico da planta numero 151, em que foi detectado o gene da CP integral

com os “primers” CTV1/CTV10, foi usado para a confirmagao da transformacao.

5.3.2.1.2 - Analise TagMan ou “5’exonuclease assay”

A técnica fluorogénica “5’exonuclease assay” foi usada na detec¢do do gene da CP
da planta 151 por constituir mais uma confirmacgao da amplificacdo do gene da CP. O
DNA genomico foi extraido pelo kit “DNeasy Plant Mini kit”.

Uma vez que o gene da CP utilizado na construcdo da cassette pE7113-CP provém
de um isolado com caracteristicas “mild”, foi utilizada a sonda TagMan E que
apresenta uma homologia elevada com esses isolados. O valor de fluorescéncia
obtido para cada amostra, resultante da subtrac¢do do valor da leitura pré-PCR ao
valor da leitura p6s-PCR, esta apresentado na Tabela 5.9. Um nimero adequado de
amostras tipo controlo negativo é essencial para obter um elevado nivel de confianga
e um baixo limiar positivo/negativo. A determinacdo do limiar positivo/negativo das
amostras foi feita com a média de 6 controlos negativos e foi calculado segundo a
distribuicéo t-“Student”.
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Tabela 5.9 - Determinacdo do limiar
positivo/negativo das amostras

Amostras Unidades arbitrarias
C- 914 + 94
15 2307

C+ (CP) 2001

Num limiar de 99,5 % de confianca, a andlise da distribuigdo t-“Student”
forneceu-nos o valor 1294,16, acima do qual as amostras sdo consideradas positivas. O
resultado foi positivo para a planta 151 e para um clone da CP do CTV que constitui o
controlo positivo (C+).

5.3.2.1.3 - Andlise por sequencia¢ao

Com o objectivo de confirmar a integracdo do gene da CP no genoma da planta 151,
o gene foi clonado e analisado por sequenciacdo nucleotidica. A partir do DNA
gendmico da planta 151, o gene da CP foi amplificado por PCR com os “primers”
CTV1/CTV14. O produto do PCR foi clonado no vector pGEM® T-Easy. Os 3
clones do gene da CP obtidos foram posteriormente sequenciados. As sequéncias
nucleotidicas do fragmento da CP foram alinhadas com a sequéncia nucleotidica da
CP do clone 25.120, usado na construcdo da cassette pE7113-CP e estdo
apresentadas na Fig. 5.13. Apesar da sequéncia nucleotidica do gene da CP ndo estar
completa por corresponder a um fragmento amplificado com os “primers”
CTV1/CTV14, a sequéncia deduzida de aminoécidos de cada uma das 3 sequéncias
nucleotidicas foi determinada para ser comparada com a do clone 25.120 e esta

apresentada na Fig. 5.14.

Nenhuma das sequéncias nucleotidicas do gene da CP tem uma homologia
completa com a sequéncia 25.120, sendo os resultados diferentes entre os trés clones. A
sequéncia com maior homologia é a do clone 151.14, que partilha 97% de identidade
nucleotidica com a sequéncia do clone 25.120, enquanto as outras duas sequéncias
apresentam 70% de identidade nucleotidica. Como resultado das alteracOes
nucleotidicas, a sequéncia deduzida de aminoacidos nos trés clones analisados
apresenta-se truncada. Apenas a sequéncia deduzida de aminoacidos do clone 151.14
partilha uma maior homologia (84,7%) com a sequéncia 25.120.
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25-120 ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGAAGGCGACGATGTTGTTGCTG
151.14 ATGGACGACGAAACAAAGACGTTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGAAGGCGACTAAGTTGTTGCTG
151.15 ATGGACGACGAAACAAAGACATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGAAGGCGACTAAGTTGTTGCTG
151.16 ATGGACGACGAAACAAAGACATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGAAGGCGACTAAGTTGTTGCTG

c°nsensus R R KAK KKK A AKX A A A A AAAAA A AR A AAAAA AN AN AN A KK, K K Ak kA Ak k*%
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25-120 CTGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTAAACTTACACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCA
151.14 CTGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTAAACTTGCACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCA
151.15 CTGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTAAACTTACACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCA
151.16 CTGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTAAACTTACACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCA

Consenslls ER R R R S R R R R R EEEEEEEEEEE RN REEE SRS SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS R

150 160 170 180 190 200 210
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25-120 GTTGAGTACTCAACAGAATGCTGCTTTGAACAGGGACTTATTTCTTGCTCTGAAAGGGAAGTATCCTAAC
151.14 GTTGAGTACTCAACAGAATGCTGCTTTGAACAGGGACTTATTTCTTGCTCTGAAAGGGAAGTATCCTAAC
151.15 GTTGAGTACTCAACAGAATGCTGCTTTGAACAGGGACTTATTTCTTGCTCTGAAAGGGAAGTATCCTAAC
151.16 GTTGAGTACTCAACAGAATGCTGCTTTGAACAGGGACTTATTTCTTGCTCTGAAAGGGAAGTATCCTAAC

c°nsensus ER Rk kb b b b b b R b b R b R R R I I I S I S
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25-120 TTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGTTATACCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCAT
151.14 TTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGTTATACCGATTAGCGGTTAAGAGTTCATCAT
151.15 TTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGTTATACCGATTAGCGGTTAAGAGTTCATCAT
151.16 TTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGTTATACCGATTAGCGGTTAAGAGTTCATCAT

ConsenSus R kS S S S S b E E S b S E E b h E R h bk h bk h b b b b h h 3k SR S R h Ak h h b b h S S b h kb
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25-120 TGCAAAGTGATGATGACACCACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGG-TGTTGAAGTAGATTTGTCTGACA
151.14 TGCAAAGTGATGATGACACCACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGG-TGTTGAAGTAGATTTGTCTGACA
151.15 TGCAAAGTGATGATGACACCACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGGTGTTGAAGTAGATTTGTCTGACA
151.16 TGCAAAGTGATGATGACACCACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGGTGTTGAAGTAGATTTGTCTGACA
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25-120 AACTTTGGACCGACATCGTGTATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTAACGCCCTTCGAGTCTGGGG
151.14 AACTTTGGACCGACATCGTGTATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTAACGCCCTTCGAGTCTGGGG
151.15 AACTTTGGACCGACATCGTGTATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTAACGCCCTTCGAGTCTGGGG
151.16 AACTTTGGACCGACATCGTGTATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTAACGCCCTTCGAGTCTGGGG

c°nsensus R kR
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25-120 TAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTTTGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGCGGGACGTCCG
151.14 TAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTTTGTAGACAGAACCGCAATTTGAGCTATGGCGGACGTCCG
151.15 TAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTTTGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCG
151.16 TAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTTTGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCG

Consensus KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A AR AR AR A AR AR AR AR AR K, KAk kK * kK kK Kk kKK
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25-120 CTAGATGCAGGGATTCCGGCTGGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGAC
151.14 CTAGATGCAGGGATTCCGGCTGGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGAC
151.15 CTAGATGCAGGGATTCCGGCTGGGTATCATTATTTGTGTGCGGATTTCT—--—
151.16 CTAGATGCAGGGATTCCGGCTGGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGAC
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Fig. 5.13 - Alinhamento maltiplo das sequéncias nucleotidicas de um fragmento do gene da CP de 3
clones da planta 151, com a sequéncia 25.120. Encontra-se a sombreado os nucledtidos que sdo comuns
as 4 sequéncias, enquanto a auséncia de sombreado assinala a posi¢do de um nucleotido diferente.
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25-120 1
151.14 1
151.15 1
151.16 1
Consensus 1
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25-120 71
151.14 70
151.15 70
151.16 70

Consensus 69

25-120 137 RVWGRTND. ADFLEGA
151.14 136 RVWGRTND. ADFLUNH
151.15 140 SLLTEPEFE GFLIMS-
151.16 140 SLLTEP@FE RELDOf|-
Consensus 113 . .F .

Fig. 5.14 - Alinhamento maltiplo da sequéncia deduzida de aminoécidos de um fragmento do gene da CP
de 3 clones da planta 151, com a sequéncia 25.120. Encontra-se a sombreado 0s aminoacidos que sdo
comuns as 4 sequéncias, enquanto a auséncia de sombreado assinala 0s aminoacidos diferentes.

5.3.2.1.4 - Andlise Southern Blot

Para confirmar a amplificacdo do gene da CP por PCR, foi realizado um
Southern Blot com o kit “DIG Nucleic Acid Detection Kit”. A analise Southern Blot
incidiu sobre as plantas de laranjeira azeda 151, 32 e 82, sendo o0 seu DNA genomico
extraido pelo kit “DNeasy Plant Mini kit”. O gene da CP das 3 plantas foi amplificado
com os “primers” CTV1/CTV14, e no caso das plantas 32 e 82 foi ainda posteriormente
reamplificado com os “primers” CTV42/43. Um clone do gene da CP e o DNA
gendémico da planta de tabaco nimero 38, transformada com a construcdo pE7113-CP,
foram usados como controlos positivos no PCR e na analise Southern Blot. O DNA
gendémico de laranjeira azeda ndo transformada foi usado como controlo negativo. A
sonda foi obtida por amplificacdo do gene da CP de um clone com os primers
CTV42/CTV43, e foi marcada com digoxigenina. Os resultados estdo apresentados na
Fig. 5.15.

O resultado da analise Southern Blot confirmou que a banda obtida, quer na
amplificagdo com os “primers CTV1/CTV14, quer na reamplificagdo com os “primers”
CTV42/CTV43, corresponde ao fragmento da CP do CTV. Na planta 151, a banda
obtida corresponde a pelo menos 80% do gene da CP, uma vez que na amplificagdo
foram usados os “primers” CTV1/CTV14.
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Fig. 5.15 - Produto de amplificacdo e reamplificacdo por PCR do gene da CP, visualizado apds
electroforese em gel de agarose a 1% (A) e respectiva analise Southern Blot (B). (A) M: marcador 100
pb; T: amplificacdo do gene da CP da planta de tabaco n° 38, transformado com a cassette pE7113-CP,
amplificado com os “primers” CTV1/14; 151: amplificacdo de um fragmento do gene da CP com os
“primers” CTV1/14; 32 e 82: reamplificagdo de um fragmento do gene da CP com os “primers”
CTV42/43; R-: controlo negativo - reaccdo de PCR sem DNA; C-: controlo negativo — reaccdo de PCR
com DNA genémico de laranjeira azeda ndo transformada; C+: controlo positivo - amplificacdo do gene
da CP de um clone; (B) T, 151, 32, 82 e C+: banda resultante da hibridac&o da sonda com o gene da CP;
R- e C-: controlos negativos.

vy}

A necessidade de recorrer a reamplificagdo para a deteccdo do gene da CP
podera ser resultado do quimerismo das plantas transformadas, uma vez que é esperado
que sé parte dos tecidos estejam transformados.

5.3.2.1.5 - Analise ao mRNA

Com o objectivo de detectar a transcricdo do gene da CP, foi feita a analise da
presenca do mMRNA do gene da CP da planta 151, uma vez que nesta planta o gene foi
detectado por PCR na integra. O RNA da planta 151, extraido com o kit “RNeasy Plant
Extraction”, foi analisado por RT-PCR com os “primers” CTV1/CTV14. O RNA da
planta de tabaco numero 38, transformada com a construgdo pE7113-CP, foi usado
como controlo positivo da reaccdo de RT-PCR. Um clone do gene da CP foi usado na
reaccdo de RT-PCR para funcionar como controlo positivo. O RNA de uma laranjeira
azeda nao transformada foi usado como controlo negativo. Na Fig. 5.16 apresentam-se
0s resultados obtidos.

A amplificacdo do cDNA do gene da CP foi obtido apenas para a planta de tabaco
n° 38. O clone da CP também foi amplificado. A auséncia de mRNA do gene da CP da
planta 151 permite concluir que na planta 151 ndo ocorre a transcricdo do gene da CP.
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Fig. 5.16 - Analise electroforética em gel de agarose a 1% dos
produtos de RT-PCR do gene da CP do CTV, amplificados com os
“primers” CTV1/CTV14. M: marcador 100 pb; 151: reac¢do de RT-
PCR a partir do RNA total da planta 151; C+: controlo positivo -
amplificacdo do cDNA do gene da CP da planta de tabaco n° 38;
CP+: controlo positivo - amplificacdo directa do gene da CP de um
clone; C-: controlo negativo — reac¢do de RT-PCR a partir de RNA
total de laranjeira azeda ndo transformada; R-: controlo negativo -

500 pb - . - . reaccdo de RT-PCR sem RNA.

5.3.2.1.6 - Andlise Immunodot Blot

Uma vez que as plantas obtidas apresentam quimerismo, foi também
analisado o extracto proteico das mesmas. Na analise Immunodot Blot foram
analisados os extractos proteicos de algumas plantulas para os quais o resultado da
amplificacdo ou reamplificagdo por PCR foi positivo. Foi igualmente analisado o
extracto proteico da planta do tabaco nimero 38, transformada com a cassette 7113-
CP. Um conjunto de 4 plantas infectadas com diferentes isolados do CTV foram
usadas como controlo positivo. O resultado obtido estd apresentado na Fig. 5.17.

A anélise Immunodot Blot foi positiva na detec¢do da CP no extracto proteico
das plantas controlo positivo (citrinos infectados com o CTV, n°® 14, 2 e 12), com
uma marcagdo de cor parpura intenso. No extracto proteico da planta 44, também
infectada com o CTV, foi obtido uma marcacéo negativa de cor rosa claro. Todos 0s
citrinos 152, 38cit, 136, 171 e 151 apresentaram um resultado negativo, assim como
a planta 38 do tabaco.

4 152 17
e ©
14 2 38cit 151 C-cit
12 136 B/tab  C-tab

Fig. 5.17 - Resultado da deteccdo Immunodot Blot da proteina do capsidio do CTV. A reacgdo positiva
foi observada em 3 das plantas usadas como controlo positivo (14, 2 e 12). A planta do tabaco nimero 38
(38tab) e o seu controlo negativo (C- tab) apresentaram uma coloragdo negativa rosa claro. Os citrinos
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sujeitos a transformagdo (152, 38cit, 136, 171 e 151) e o controlo negativo dos mesmos (C-cit) ndo
reagiram ao anticorpo SP7.

Os extractos das plantas controlo negativo, quer a laranjeira azeda ndo transformada
(C- cit), quer a planta do tabaco nédo transformada (C- tab), apresentaram uma
reaccdo negativa. A coloracdo rosa claro do C- tab pode dever-se a uma exposi¢éo
prolongada ao substracto BCIP/NBT.

Estes resultados confirmaram a auséncia de expressdo do gene da CP da planta
151 e das restantes plantas analisadas.

5.3.3 - Discussao

5.3.3.1 - Aspectos gerais

Nos estudos de Moore et al. (1992) e Pefia et al. (1997), o conceito de eficiéncia
de transformacdo € referido como sendo a razdo entre o numero de rebentos
transformados e o ndmero total de explantes (segmentos de entrenos) inoculados. Por
outro lado, Gutiérrez et al. (1997) definem o conceito de eficiéncia de transformacéo
como sendo o numero de rebentos transformados em funcdo do numero total de
rebentos adventicios analisados. No presente trabalho calculou-se a eficiéncia de
transformacéo a partir da definicdo de Moore et al. (1992) e Pefia et al. (1997) por ser
uma quantificagdo mais exacta.

5.3.3.2 - Transformacéo de segmentos de entrends

Os ensaios de Moore et al. (1992) referem os segmentos de entrends de 1 cm de
comprimento da citrangeira Carrizo e de limeira mexicana como explantes com maior
potencialidade organogénica na formacdo de rebentos adventicios, do que os discos
foliares. Os segmentos de entrends tém sido também um explante de elei¢cdo noutras
espécies lenhosas, nomeadamente o pessegueiro [Prunus persica (L.) Batsch] (Scorza et
al., 1990), Rubus spp. (Hassan et al., 1993), Populus kitakamiensis (Kajita et al., 1994),
diospireiro [Diospyrus kaki (L.)] (Tao et al., 1994) e Eucalyptus camaldulensis (Ho et
al., 1998).

A idade do explante tem sido referida como um factor critico na frequéncia de
transformacéo de citrinos. Na maioria dos ensaios de transformacédo de Citrus spp., sdo
utilizados epicotilos ou hipocétilos, que por serem tecidos jovens e com um diametro
pequeno, ddo origem a um menor numero de rebentos, mas que, segundo Bond e Roose
(1998), sdo mais competentes para a transformacdo. A diminuicdo da frequéncia de
transformacdo associada ao aumento da idade do explante pode resultar, segundo
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Villemont et al. (1997) (citado em Bond e Roose, 1998) e Cervera et al. (1998b), da
diminuicdo da taxa de células em divisdo. As células tornam-se menos susceptiveis a
integracdo de DNA exdgeno e perdem alguma potencialidade organogénica. A alteracao
da composicdo dos componentes da parede celular e/ou exudados, ou uma reducdo da
sua producdo, nos segmentos de epicotilo de explantes mais velhos, pode dificultar a
ligagdo da agrobactéria ou a activacdo dos genes da viruléncia, segundo Bond e Roose
(1998). Em laranjeira doce foi referida uma frequéncia de regeneragdo e de
transformacdo mais elevada em epic6tilos com 3 semanas do que em explantes com 5 e
8 semanas (Bond e Roose, 1998). Em citrangeira Carrizo foi obtido 41,3% de
transformacdo em explantes com 5 semanas (Cervera et al. 1998b), enquanto a
transformacdo em explantes com 2 a 4 meses foi de 1,7% (Moore et al., 1992). Porém,
Ghorbel et al. (2000), ao testarem segmentos de entrends de laranjeira azeda com 2
semanas, 4 meses e 12 meses, obtiveram melhores resultados na frequéncia de
transformacéo dos explantes com 4 meses (42,6%) e nas plantas com 12 meses ocorreu
uma frequéncia apenas 1,8 vezes menor de rebentos transformados. Estes dados
indiciam que a utilizacdo de explantes mais novos de laranjeira azeda cv. Brazilian
poderia resultar numa maior eficiéncia de transformacao.

Gutiérrez et al. (1997) referem que a posicéo vertical dos explantes no meio de
cultura pode dificultar a accdo do antibidtico de seleccédo e facilitar o desenvolvimento
de rebentos adventicios ndo transformados, pelo facto de ficarem muito afastados do
meio de cultura. Os segmentos de entrends foram colocados no meio de cultura com a
parte apical virada para cima, uma vez que referéncias anteriores (Moore et al., 1992;
Garcia-Luis et al., 1999) indicavam ser esta posi¢cdo a que promovia a formacgdo de
maior numero de rebentos adventicios, o que foi confirmado em testes preliminares
realizados durante o presente trabalho. Verificou-se que muitos dos rebentos sujeitos ao
processo de transformacdo, quando colocados no meio de cultura com canamicina,
ficavam brancos, mostrando que o composto era absorvido pelo explante (ver Est. I11-
C). Na transformacéo de laranjeira azeda cv. Brazilian foram obtidos 96% de rebentos
adventicios ndo transformados que cresceram no meio de cultura D5 com 100 mgl™ de
canamicina. Um valor semelhante de 95% foi obtido por Moore et al. (1992) em
Carrizo, citrumeleiro e limeira mexicana e por Pefia et al. (1995a) em laranjeira doce.

O efeito conjunto dos reguladores de crescimento BA e NAA foi referida por
Ghorbel et al. (2000) como um factor crucial para o aumento da frequéncia de
transformacdo de rebentos adventicios em laranjeira azeda. No entanto, a presenca de
NAA no meio de cultura pode também aumentar a predisposicdo das células a
alteracdes genomicas (Hammerschlag, 1992). No estudo da formacdo de rebentos
adventicios, o meio de cultura D2 (BA 1mg.I"™") revelou-se o mais adequado. Porém, foi
utilizado o meio de cultura D5 nos ensaios de transformacdo, por 0s rebentos
adventicios apresentarem um maior vigor, essencial para obter uma taxa de sucesso nos
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processos de enxertia e microenxertia, usados para o posterior desenvolvimento dos
rebentos.

Piestun et al. (2000) referem que longos periodos de incubacdo dos explantes na
presenca de citocininas e auxinas pode diminuir ou mesmo abortar a diferenciacdo de
meristemas e a regeneracao de rebentos. No presente estudo notou-se uma diminuicdo
do crescimento dos rebentos adventicios apds uma longa exposi¢do ao meio de cultura
D5.

Em muitos protocolos de transformacéo de citrinos, os explantes sdo expostos a
um periodo de pré-cultura referido como indutor da transformacgdo (Birch, 1997). No
presente trabalho o passo de pré-cultura foi omitido do teste de transformacdo, baseado
nos estudos que referem que a infeccdo pelo Agrobacterium deve ser feita em tecido
ferido e fresco, quando ainda estéa presente a seiva da planta e sdo produzidos compostos
fenolicos em maior quantidade (Moore e Cooksey, 1981; Bolton et al., 1986; Binns,
1990; Mantis e Winans, 1992). O periodo imediatamente apos a ferida do tecido é
aquele em que as células se encontram em divisdo activa e 0 DNA ex0geno é mais
facilmente integrado na célula vegetal (Moore e Cooksey, 1981). Segundo Garcia-Luis
et al. (1999), a diviséo intensa das células na superficie de corte do segmento de entrend
da citrangeira Troyer ocorre nos primeiros 5 dias. Recentemente, Ghorbel et al. (2000)
estudaram o efeito do periodo de pré-cultura na transformacdo de laranjeira azeda e
concluiram que induz uma resposta de stress prejudicial.

O aumento do tempo de co-cultura pode fazer aumentar a frequéncia de
transformacdo por facilitar o acesso da agrobactéria a um maior nimero de células
competentes (Dong e McHughen, 1993b), como foi observado por Cervera et al.
(1998b) na citrangeira Carrizo. No entanto, tempos prolongados de co-cultura permitem
0 crescimento excessivo de A. tumefaciens no meio de cultura, dificultando a sua
erradicacdo e fazendo diminuir a frequéncia de regeneracdo dos rebentos transformados.
O periodo de co-cultura de 3 dias, usado como rotina em variadas espécies de citrinos,
incluindo a laranjeira azeda (Ghorbel et al., 2000), também foi utilizado no presente
trabalho de transformacao de laranjeira azeda cv. Brazilian.

Os segmentos de entrends de laranjeira azeda cv. Brazilian foram sujeitos a um
periodo de escuriddo, por estar descrito que favorece a formacdo de rebentos
adventicios (Pefia et al., 1995a; 1997). A formacdo de callus também é induzida na
escuridao e em muitos estudos de transformacao genética este pode ser um pré-requisito
fundamental quando a neoformacdo de rebentos se faz por organogénese indirecta.
Segundo Bergmann e Stomp (1992), o estadio de desdiferenciacdo associado a
formacdo de callus torna as células mais receptivas a entrada de DNA exdgeno,
aumentando assim a frequéncia de transformacdo. O protocolo usado no presente
estudo, com um periodo de escuriddo de 20 dias e na presenca de NAA, também
induziu a formacdo de callus por toda a superficie de corte do segmento de entrend (ver
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Est. 111-B). Os rebentos adventicios apresentaram uma disposicao anelar, tal como tinha
sido previamente observado nos estudos de neoformacdo de rebentos adventicios (ver
Est. 1I-A e B), mas somente a observacdo de cortes histologicos poderia indicar a
presenca ou auséncia de organogénese directa.

A estirpe de A. tumefaciens usada no processo de transformagdo tem um papel
activo na eficiéncia de transformacgéo, uma vez que a sua viruléncia pode variar com o
genotipo da planta infectada (Stomp et al, 1990; VVan Wordragen e Dons, 1992; Scorza
et al., 1994). Os estudos de Cervera et al. (1998a), em laranjeira doce e em limeira
mexicana, sobre a inducdo de tumores pelas estirpes selvagens nopalina C58 e L,L-
succinamopina A281, mostraram que sdo ambas eficientes. Por outro lado, os estudos
de transformacé&o de laranjeira doce e de toranjeira (C. paradisi Macfad.), realizados por
Bond e Roose (1998) e por Yang et al. (2000), respectivamente, indicam que a estirpe
C58 é mais eficaz que a estirpe EHA 105, que deriva da estirpe hipervirulenta A281
(Hood et al., 1986). Estas duas agrobacterias, ambas transportando o plasmidio binario
p35SGUSINT (Vancanneyt et al., 1990), também foram testadas na transformacéo de
laranjeira azeda cv. Brazilian. Obtiveram-se rebentos adventicios positivos na deteccao
da B-glucuronidase somente a D.O.00 nm) de 0,6, que corresponde ao inicio da fase
estacionaria. No entanto, o numero de unidades formadoras de células (ufc) viaveis é
distinto para as duas agrobactérias, sendo 7,7 + 0,2 para a estirpe EHA105 e 8,9 £ 0,1
para a estirpe C58 p35SGUSINT. Concluiu-se que ha necessidade de efectuar estudos
de crescimento das agrobactérias sempre que se utiliza uma nova construcdo plasmidica
num processo de transformacéo, uma vez que o tempo de duplicacdo da cultura depende
do plasmidio que a agrobactéria transporta (ver Tabela 5.3) e o estadio de crescimento
da cultura é um factor importante a avaliar num processo de transformacéo.

A frequéncia de rebentos em que foi detectada a B-glucuronidase (razdo entre o
numero de rebentos positivos na reacgdo histoquimica da B-glucuronidase e o nimero
total de segmentos de entrends inoculados), foi da mesma ordem de grandeza para a
estirpe C58 (6,3%) e para a estirpe EHAL105 (5,1%) (ver Tabela 5.7). Os resultados
indicam que a estirpe C58 e EHA105 sdo igualmente recomendadas na transformacao
de laranjeira azeda cv. Brazilian. A frequéncia de transformacdo de segmentos de
entrends pode variar muito entre as diferentes espécies de Citrus, uma vez que estdo
envolvidos diversos factores como o protocolo de transformacéo, o genotipo da planta,
a viruléncia da agrobactéria e factores fisiologicos (Marton et al., 1979; Duran-Vila et
al., 1989; Kumar et al., 1995; Pefia et al., 1995). No entanto, refira-se que os resultados
de frequéncia de transformacdo de laranjeira azeda obtidos por Gutiérrez et al. (1997)
foram inferiores a 1,2%, enquanto Ghorbel et al. (2000) conseguiram 6,6 + 1,1% em
rebentos adventicios formados a partir de explantes de 4 meses, um valor da mesma
ordem de grandeza dos obtidos no presente estudo.
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No processo de transformacdo de segmentos de entrends, obteve-se 5 rebentos
adventicios positivos na deteccdo da B-glucuronidase. A planta T1B foi a Unica que
sobreviveu das 5 plantas transformadas. A deteccdo da -glucuronidase no tecido foliar,
repetida ap6s 2 anos de crescimento da planta, mostrou uma distribuicdo uniforme da
enzima em todas as células do mesofilo (ver Est. IlI-E e F), o que sugere que a planta
T1B tenha sido originada a partir de uma ou Vérias células, todas elas transformadas. A
amplificacdo do gene uidA por PCR e do gene nptll, que esta presente na extremidade
esquerda do T-DNA, revelaram que todo o T-DNA foi integrado no genoma da planta.
A integracdo do gene uidA, que foi confirmada por Southern Blot (ver Fig. 5.10), requer
ainda a determinacdo do numero de copias presentes através de analises Southern Blot a
realizar futuramente. As plantas que provieram dos testes de transformacdo de
segmentos de entren6s ndo mostraram alteracGes fenotipicas (ver Est. I11-1).

A fraca capacidade rizogénica dos rebentos adventicios da maioria das espécies de
Citrus spp. foi inicialmente referida por Duran-Vila et al. (1989). Porém, taxas elevadas
de rizogénese foram ja descritas em rebentos adventicios transformados de toranjeira
(90%) (Costa et al., 2002), de limeira mexicana e de citrangeira Carrizo (72%)
(Gutierrez et al., 1997). A reduzida taxa de rizogénese de laranjeira azeda cv. Brazilian
justificou a aplicacdo do protocolo de microenxertia, previamente descrito por Navarro
(1981) para o posterior desenvolvimento dos rebentos adventicios. A taxa de sucesso
deste protocolo foi referida como sendo de 100% na microenxertia de rebentos
adventicios provenientes do processo de transformacéao de laranjeira doce, de citranjeira
Carrizo e de limeira mexicana, segundo Pefia et al. (1995a; 1995b; 1997). Por sua vez,
Ghorbel et al. (1998) conseguiram uma percentagem de 80% de sucesso em rebentos
adventicios de laranjeira azeda. No presente trabalho a taxa de sucesso foi de 60%. Este
valor € relativamente baixo e podera ter pelo menos duas explicacbes. Uma delas serd o
facto dos rebentos adventicios provirem de um meio de cultura com um antibidtico, o
que reduz o vigor dos mesmos (Yang et al.,, 2000). Por outro lado, os rebentos
enxertados apresentaram um comprimento entre 1 mm e 1,5 mm de comprimento, o que
podera também justificar o baixo rendimento. Apesar de Navarro (1981) referir que é
possivel a microenxertia de rebentos com 0,1-0,2 mm, La Malfa et al. (2000) conseguiu
uma taxa de sucesso de 100% somente em rebentos com comprimento acima de 1 cm.
O genotipo da planta podera também interferir no resultado obtido.

Yang et al. (2000) referiram ter obtido uma taxa de 95% de sucesso na enxertia de
rebentos com comprimento acima de 5 mm. No entanto, na enxertia de rebentos
provenientes de um meio de seleccdo em canamicina, a taxa obtida foi de 24%. No
presente trabalho, a maioria dos rebentos adventicios com comprimento acima de 1,5
mm foram enxertados em plantulas de C. macrophylla Wester com 4 a 12 meses, por
enxertia de garfo do tipo fenda simples (ver Est. 111-G) ou enxertia em T (ver Est. I11-
H). Este processo evitou a cultura in vitro e os rebentos cresceram com muito vigor. A

140



taxa de sucesso da enxertia foi média (63%), apesar de mais elevada que a taxa obtida
por Yang et al. (2000) e as causas das quebras poderdo estar associadas, quer a
dificuldade em manusear os rebentos adventicios muito pequenos, quer a dessecagao
dos mesmos quando mantidos em estufa, apesar de envolvidos em pléstico perfurado.

A integracdo de uma Unica copia do transgene esta descrito como resultando num
nivel elevado da sua expressao, enquanto a presenca de multiplas copias esta geralmente
associada a fenémenos de silenciamento génico (Gallie, 1998; Hsieh e Fire, 2000) e a
presenca de estruturas complexas como rearranjos e DNA truncado. Em citrinos,
Cervera et al. (2000) descreveram uma correlacdo negativa entre 0 nimero de copias do
gene e a actividade da B-glucuronidase, enquanto Febres et al. (2003) referem a
auséncia dessa correlacdo. Também Dominguez et al. (2000) ndo observaram qualquer
efeito silenciador em plantas que tinham até 6 cOpias de um gene. Estes resultados
parecem confirmar os estudos de Scorza et al. (2001) (citado em Dominguez et al.,
2002) que referem que, em plantas lenhosas, a presenca de multiplas copias de um
transgene pode tornar a planta muito resistente. Frequentemente as multiplas copias de
um gene dispdem-se em “tandem” num unico locus, por o local de integracdo funcionar
muitas vezes como “hot spot”, o que suporta a hipdtese de que o DNA estranho ndo se
integra no genoma da célula vegetal ao acaso (Fagard e Vaucheret, 2000). No presente
trabalho, a integracdo de uma ou varias cépias do gene uidA no genoma da planta ndo
foi analisada, desconhecendo-se assim a relacdo com a expressdao do transgene na
planta.

A expressao estavel inicial de um transgene pode muitas vezes ser suprimida
através da ocorréncia de silenciamento génico pos-transcripcional, ap6s uma fase mais
ou menos longa de expressdo. Este fendmeno pode dever-se a mecanismos de regulacéo
por degradacdo do mRNA, que leva a presenca de baixos niveis de traducdo (Fagard e
Vaucheret, 2000). O silenciamento de transgenes, através do controlo da expressdo de
genes e da neutralizacdo de sequéncias de DNA ou RNA invasivas, como transposdes,
virus e T-DNAs, constitui provavelmente uma forma de defesa da planta (Fagard e
Vaucheret, 2000). No caso da planta T1B, a integracdo do gene uidA no genoma da
planta, confirmada por Southern Blot, e a expressdo uniforme da (-glucuronidase nas
células do tecido foliar, ao fim de 2 anos de crescimento, revela uma transformacéo
estavel.

5.3.3.3 - Transformacao de sementes germinadas

Moore e Cooksey (1981) referem que os tecidos jovens sdo geralmente mais
susceptiveis ao processo infeccioso do Agrobacterium. A presenca de células em
divisdo activa e de reguladores de crescimento enddgenos que promovem um
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crescimento rapido, constituem um conjunto de factores favoraveis a obtencdo de
frequéncias elevadas de transformacdo (Bergmann e Stomp, 1992). A transformacéo de
sementes de larangeira azeda cv. Brazilian, em inicio de germinacdo, com o gene da CP
do CTV, baseou-se no corte de um dos cotilédones, originando uma zona de ferida na
regido intercotiledonar, segundo o esquema da Fig. 2.4. O numero de plantulas
desenvolvidas revelou a perda de 27,3% dos embriGes. Este resultado pode ser uma
consequéncia da manipulacdo das sementes germinadas quando foram colocadas no
vaso com vermiculite, possivelmente pela quebra do cotilédone, que se separa do
hipocétilo sob o efeito de uma pequena pressdo. Embora a frequéncia média de
ocorréncia das plantas transformadas por este processo (6,4%) ndo seja elevado, foi
obtido 13,6% de plantas transformadas com o gene da CP no grupo de plantas com 5
dias de germinagéo.

A cassette pE7113-CP, usada na transformacédo de sementes, ndo tem um gene
repdrter, 0 que imp06s a analise de todas as plantas, por amplificacdo e reamplificacdo
por PCR. Na construcdo da cassette pE7113-CP, usada no processo de transformacéo
genetica, a sequéncia do enhancer E7 e a sequéncia Q tiveram a finalidade de aumentar
a eficiéncia da traducdo. No entanto, no presente trabalho ndo chegou a ser avaliado o
efeito das sequéncias reguladoras no processo de transformacao.

A anélise TagMan tem sido usada na quantificacdo do nimero de cépias de um
gene e na deteccdo de genes enddgenos ou de transgenes (Schmidt e Parrott, 2001). A
hibridacdo da sonda TagMan com a cadeia de DNA que esta a ser amplificada € uma
reaccdo muito especifica, de tal forma que a existéncia de um “mismatch”, por
substituicdo ou deleccdo de apenas um nucledtido, é suficiente para nado haver
amplificacdo (Tyagi and Kramer, 1996). A sonda TagMan E é especifica para a
deteccao das estirpes com caracteristicas bioldgicas “mild”, a que pertence o gene da CP
inserido na planta 151. O valor obtido para a planta 151 e para o clone da CP (controlo
positivo), dentro de um intervalo de confianca de 99,5 %, constituiu mais uma indicacao
da transformacdo desta planta.

A anélise Southern Blot ao produto de PCR da planta 151, a sequenciacdo
nucleotidica de 3 clones da CP e a analise TagMan, foram realizadas apds 2 anos de
crescimento da mesma e confirmaram a integracdo estdvel do gene da CP. A
transformacao das plantas 32 e 82 foi também confirmada por Southern Blot.

A planta 151 apresenta o gene da CP integral, no seu genoma, de acordo com o
resultado da amplificagdo por PCR com os “primers” CTV1/CTV10. No entanto, a
auséncia de mRNA da CP da planta 151 podera estar associado a rearranjos do gene da
CP na extremidade 3’, a ultima regido do T-DNA a ser integrada no genoma da planta.
Esta pode ser também a explica¢@o para a auséncia de hibridacdo do “primer” CTV10
com a maioria das amostras de DNA genomico. A auséncia da transcricdo do gene da
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CP pode dever-se a sua integracdo numa regido do genoma vegetal onde a actividade de
transcricdo é reduzida ou inexistente (Fagard e Vaucheret, 2000). O promotor 35S do
virus Cauliflower mosaic virus é constitutivo e tem sido usado na maioria das
construgcfes génicas que visam a transformacdo de plantas, mas Dong et al. (1991)
referem que é activo apenas nalguns tecidos, particularmente em tecidos jovens e
tecidos vasculares, variando a sua expressao com o0 estadio de desenvolvimento da
planta.

A necessidade de fazer uma reamplificacdo para detectar o gene da CP podera
dever-se a existéncia de quimerismo nas plantas transformadas. A quimera pode ser
periclinal e/ou sectorial e estar presente s6 nas células mais externas dos tecidos ou estar
presente apenas numa secc¢do da planta (Cameron e Frost, 1968).

A ocorréncia de silenciamento nalguns tecidos da mesma planta pode também ser
uma explicacdo da dificuldade em obter um produto de PCR com uma banda bem
visivel. Este fenomeno néo foi avaliado pelo facto de a cassette pE7113-CP néo ter um
gene reporter. Segundo Dominguez et al. (2002a), a auséncia de selec¢cdo por accéo de
um antibidtico pode também estar associada ao aumento do silenciamento dos
transgenes que pode chegar a ocorrer em mais de 30% das plantas transformadas.

A resisténcia ao CTV podera ser induzida por varios mecanismos gque envolvem a
expressdo do gene da CP ou a degradacdo do mRNA (Fagard e Vaucheret, 2000). Na
planta 151 ndo ha expressdo do gene da CP e uma vez que o respectivo mRNA esta
ausente, é pressuposto que esta planta ndo apresenta resisténcia ao CTV.

Os estudos de Dominguez et al. (2002b) revelam que plantas de limeira mexicana
transformadas com o gene da CP de um isolado “mild” (T-317) ou “stem pitting” (T-
305), ndo apresentam diferencas significativas quando a resisténcia é testada com
isolados de diversas caracteristicas bioldgicas. No entanto, os autores atribuem uma
maior resisténcia as plantas transformadas com uma estirpe severa, apesar dos seus
resultados ndo serem significativos do ponto de vista estatistico. O uso de isolados
“mild” e “stem pitting” num processo de transformacao, foi também referido por Febres
et al. (2003) e da mesma forma foi mencionada a semelhanca nos sintomas das plantas,
quando infectadas com o isolado “stem pitting” T36. As plantas de laranjeira azeda cv.
Brazilian foram transformadas com a CP de uma estirpe “mild” do CTV. Os ensaios de
resisténcia ao CTV ndo foram efectuados, mas de acordo com os estudos referidos
acima, as plantas poderdo ser também resistentes aos isolados “stem pitting”.

Foram referidos outros estudos de transformacdo de sementes germinadas pelo
corte de um dos cotilédones, nas plantas herbaceas Helianthus annuus L. (Rao e Rohini,
1999) e Arachis hypogaea L. (Rohini e Rao, 2000). De acordo com a bibliografia
disponivel, este protocolo de transformacdo de sementes germinadas, mediado pela
bactéria Agrobacterium, constitui uma primeira abordagem em plantas lenhosas.
Através deste protocolo, que necessita ser melhorado, evita-se a cultura in vitro e a
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variacdo somaclonal que muitas vezes lhe esta associada, além de ser um processo
simples de executar e econdmico. As plantulas obtidas por este processo de
transformacédo apresentam também um sistema radicular desenvolvido que Ihes permite
crescer com vigor sobre a sua propria raiz, tal como foi feito, podendo também ser
enxertadas numa planta ja desenvolvida. As plantas que resultaram do desenvolvimento
das sementes transformadas ndo apresentaram alteracdes fenotipicas (ver Est. IV-C, D e
E).

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que plantulas de laranjeira
azeda com apenas 1, 5 ou 7 dias de germinacédo sdo susceptiveis de serem transformadas
e que o corte de um dos cotilédones constitui uma via de inducdo da transformacéao.
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Conclusoes Gerais

Neste trabalho estudou-se a variabilidade gendmica da extremidade 3" do genoma
do CTV de um conjunto de isolados e clones com diversas origens geograficas e com
caracteristicas biologicas conhecidas. Foram estudados o0s genes das proteinas p25, p18,
pl3, p20, p23 e a regido 3'UTR. Foi também estudada a regido intergénica entre 0s
genes das proteinas p18 e p13. As regides gendémicas foram isoladas por IC/RT-PCR e
extensivamente analisadas por SSCP. Foi verificada a existéncia de uma populacdo de
variantes gendmicas com uma distribuicdo caracteristica de uma estrutura
“quasispecies”. Foram também detectadas popula¢des bi-modais que, apds anélise por
sequenciacgdo, foi confirmado englobarem variantes genémicas pertencentes a mais de
um grupo de isolados e cuja origem pode estar numa infecgdo maltipla. A auséncia de
recombinacdo de populacbes de variantes gendmicas diferentes huma mesma planta
sugere que a replicacdo ocorra em compartimentos separados a nivel celular. Através da
andlise de SSCP traduzida em valores de heterozigocidade e dos resultados de
sequenciacdo, foi possivel concluir que as regides gendmicas menos conservadas
englobam os genes da p18, da p13 e a respectiva regido intergénica, enquanto a regido
mais conservada é a regido 3'UTR. Os isolados e clones do GenBank de sequéncia
conhecida foram analisados conjuntamente sob a forma de dendrogramas, donde se
pdde inferir uma clara semelhanca nos agrupamentos das 6 regibes genomicas,
incluindo a regido intergénica. Em regra, os isolados e os clones ficaram agrupados de
acordo com as respectivas caracteristicas biolégicas e também foi notério a maior
proximidade, em cada agrupamento, dos que apresentavam as mesmas origens
geogréficas.

A técnica CFLP foi aplicada ao estudo da variabilidade genémica do gene p25 ou
gene da proteina do capsidio (CP). Esta técnica revelou-se eficaz na discriminacdo de 16
clones com uma identidade nucleotidica superior a 90% e detectou diferencas entre dois
isolados que diferiam em apenas 2 nucleétidos. Esta capacidade de analise é
especialmente adequada para comparar genes virais, uma vez que as variantes de um
isolado normalmente compartilham mais de 85% de identidade nucleotidica. A presenca
de um padrdo com cerca de 15 a 20 bandas garante um poder discriminativo muito
superior ao SSCP. Clones e isolados do gene da CP obtidos por IC/RT-PCR foram
analisados e ficaram agrupados de acordo com a respectiva sequéncia nucleotidica e
caracteristicas biologicas. A analise CFLP também incidiu sobre uma mistura de
isolados com uma componente “mild” e uma componente “stem pitting” que originam
sintomas ‘“stem pitting”. O agrupamento dos isolados préoximo dos isolados com

sintomas “stem pitting” revela a detec¢do deste componente, um factor importante para
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a posterior erradicacdo da planta portadora. A anélise da CP do CTV através desta
técnica mostrou que, embora mais dispendiosa, é uma alternativa mais eficiente que a
técnica SSCP na tipificacdo dos isolamentos virais. A técnica CFLP podera também
substituir a sequenciacdo na deteccdo de variantes gendmicas, uma vez que é muito
precisa e mais econémica.

O gene da CP do isolado 25 tipificado como “mild” foi integrado no vector de
transformacéo pBlI121 para ser posteriormente usado no processo de transformacéo de
Citrus aurantium L. (laranjeira azeda) cv. Brazilian mediado por Agrobacterium
tumefaciens. A cassette pE7113 em que foi integrado, além do promotor CaMV, contém
também uma sequéncia Q e um “enhancer” que aumentam a tradugdo e a expressdo do
gene. A integracdo estavel do gene da CP no genoma de Nicotiana tabacum mostrou
que a construgdo podia ser usada na transformacéo de Citrus spp..

Na regeneracdo de novo a partir de segmentos de entrends de plantas com cerca de
12 meses, formaram-se rebentos adventicios no meio de cultura D, suplementado com
diferentes combinacgdes das hormonas BA e NAA. A frequéncia de rebentos adventicios
formados por segmento de entren6 (93%) foi superior aos resultados divulgados por
estudos similares noutras espécies de Citrus spp.. Os resultados deste estudo foram
usados no processo de transformacao genética de laranjeira azeda cv. Brazilian.

A transformacdo genética de laranjeira azeda mediada pelo A. tumefaciens foi
conseguida através de dois processos distintos. O processo de transformacdo de
rebentos adventicios formados a partir de segmentos de entrends foi mediado pela
estirpe C58 e pela estirpe EHA105, transportando o plasmidio p35SGUSINT. O
resultado da eficiéncia de transformacdo, baseado na deteccdo da enzima f-
glucuronidase nos rebentos adventicios, foi de 5,1% para a estirpe EHAL105
p35SGUSINT e de 6,3% para a estirpe C58 p35SGUSINT. Este resultado esta
enquadrado nos resultados de transformacdo de Citrus spp. até agora publicados. O
resultado da analise Southern Blot confirmou a integracdo estavel do gene uidA,
enquanto a deteccdo do mMRNA do mesmo gene e da expressédo da B-glucuronidase em
tecido foliar confirmaram a sua transcricdo e traducdo, respectivamente. A
transformacdo de sementes com 1, 5 e 7 dias de germinacdo, mediada pela estirpe
EHAL05 transportando a cassette pE7113-CP, foi conseguida e foram obtidas plantas
transgénicas com o gene da CP. Os resultados da analise de PCR, Tagman, Southern
Blot e sequenciacdo em plantas com 2 anos confirmaram a sua transformacdo. A
auséncia de um gene repdrter na construcdo usada implicou a analise de todas as plantas
sujeitas ao processo de transformacdo. A maior frequéncia de transformacédo foi de
13,6%, obtida nas sementes com 5 dias de germinacdo. A presenca de um quimerismo
elevado nas plantas desenvolvidas por este processo poderad ser minimizada pelo estudo
de outros processos de transformacgéo que envolvam outras zonas de corte que abranjam
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maior numero de células sem comprometer o crescimento e o desenvolvimento da
planta.

O trabalho realizado cumpre os objectivos propostos, uma vez que as analises de
variabilidade gendmica efectuadas a regido terminal 3" do CTV deram a conhecer a
regido 3’'UTR como a mais conservada. Os dois protocolos de transformacdo de C.
aurantium testados deram origem a plantas transformadas e abrem caminho para a
transformacdo com genes de regides conservadas do CTV e eventualmente com outros
genes de interesse agronémico.
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ANEXO |

A composicéo de tampdes e de algumas das solugfes usadas vem descrita na Tabela

1. Na Tabela 2 descreve-se a composic¢do dos meios de cultura usados.

Tabela 1 — Composicao dos tampdes e de algumas das solucfes usadas.

Referéncia da

Solugbes COMPOSK,}AO pH empresa que
comercializa
Tampdes
Tampao carbonato Carbonato de sodio anidro (Na,CO;) 15 mM; hidrogeno-carbonato de sédio (NaHCO3) 35 9,6
mM; azida de s6dio (NaN3) 3 mM; il
Tampdo da Cleavase Tris-HCI 20 mM a pH 8; Cloreto de potéssio (KCI) 50 mM; Tween 20 a 0,5%; Nonidet *
P40 a 0,5%; “bovine serum albumine” 100 pg.ml™; glicerol a 50% **
MOPS Acido 3-(N-morfolino propano sulfénico) 75 *x
One-Phor-All (OPA) Tris-acetato 100 mM pH 7,5; acetato de magnésio 100 mM; acetato de potassio 500 mM * Amersham
Biosciences., ref. 27-
0901
Cloreto de sodio (NaCl) 137 mM; hidrogeno-fosfato de potassio (KH,PO4) 1,5 mM; 74
PBS 1x hidrogeno-fosfato de sédio (Na,HPO,) 8 mM; cloreto de potéssio 2,7 mM; azida de s6dio foll
(NaN3) 3mM
PBS-Tween Tampéo PBS; Tween 20 a 0,05% * *x
TAE 1x Tris-Base 40 mM; &cido acético glacial 19 mM; EDTA 1 mM, pH 7,4 8,3 folad
TBE 1x Tris-borato 89 mM; EDTA 2 mM, pH 8,3 8,3 el
Tampdo da Eco RI Tris-HCI 500 mM a pH 7,5; cloreto de magnésio (MgCl,) 100 mM; ditiotreitol 10 mM; * Amersham Biosc.,
cloreto de sédio 1000 mM ref. E1040Y
Tampdo da Tag DNA Tris-HCI 100 mM a pH 8,8; Cloreto de potéassio 500 mM; Nonidet P40 a 0,8%. * Fermentas, ref. B16
polimerase
Tampéo de extraccéo Tris-HCI 200 mM pH 7,5; Cloreto de sé6dio 250 mM; EDTA 25 mM; SDS 0,5% * *x
de DNA genémico
Tampéo de extraccao Tampdo PBS; PVP a 2% (MW 25 kDa); Tween 20 a 0,05% 74 falad
de proteinas
Tampéo de ligagdo no Tris-HCI 60 mM pH 7.5; cloreto de magnésio 60 mM; cloreto de sédio 50 mM; BSA 1 * Invitrogen®, ref.
vector pCR®II mg.ml™; B-mercaptoetanol 70 mM; ATP 1mM,; ditiotreitol 20 mM,; espermidina 10 mM K2050-01
Tampéo de ligacéo no Tris-HCI 60 mM pH 7,8; Cloreto de magnésio 20 mM; DTT 20 mM; ATP 2 mM; * Promega, ref.
vector pGEM® T-Easy polietilenoglicol MM 8000 a 10% A1360
Solucdes
“focusing solution” TAE pH 8; sacarose 10%; acetato de sédio 3 M pH 6, 10% * **
45 pl de cloreto de 4-nitroblue tetrazolium (NBT) a 75 mg.ml™, em 70% de *
BCIP-NBT dimetilformamida; 35 pl de 5-Bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) a 50 mg.ml™*em **
dimetilformamida
Solugao desnaturante Formamida 940 ul; EDTA 20 mM; azul de bromofenol 500 mg.I™* * **
de formamida
Solugéo de nitrato de Nitrato de prata (AgNO3) 1g.I'; 1,5 mL.I" de formaldeido a 37% * faled
prata
Solucéo de terminagao Formamida a 95%; EDTA 10 mM, pH 8; xileno-cianol a 0,05%; azul de bromofenol a * faled
0,05%
Solucéo de revelacao Carbonato de sédio anidro (Na,COs) 30 g.I'%; 1,5 mlL.I" de formaldeido a 37%; tiossulfato * falad
de s6dio (NaS,03 2 mg.I™*
SSC 20x Cloreto de sddio (NaCl) 3 M; citrato de sodio (CsHsNazO;) 0,3 M 7,0 faled
X-gal X-gal 40 mg.mI™, em dimetilformamida * **
X-gluc Tampéo fosfato de sddio 50 mM pH 7; solucéo de ferricianeto (KsFeCNs) e ferrocianeto * el

de potassio (K4FeCNg) a 50 mM, em partes iguais, Triton X-100 0,1%, X-gluc 1 mg.ml™*;

cloranfenicol 100 mg.I*

* = ndo determinado
** = ndo se aplica
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Tabela 2 — Composicdo dos meios de cultura.

Meios de COMPOSICAO pH
cultura
LB liquido Bacto-triptona 10 g.I™"; extracto de levedura 5 g.I™"; cloreto de sodio 10 g.I™" 7,2
LB solido A mesma composicio do meio LB liquido, com bacto-agar 15 g.I™* 72
Este meio consiste no meio MS (Murashige e Skoog, 1962) modificado, suplementado 5,7
com 0,2 mg.I™ de tiamina, 1 mg.I"* de piridoxina e 1 mg.I™ de 4cido nicotinico, segundo Duran-
Vila et al. (1989) e com 50 g.I™ de sacarose. O meio foi solidificado com 8 g.I" de bacto-agar e
D foi autoclavado a 120 °C a pressdo de 1 atmosfera.
MS semi- Meio de Murashige e Skoog (1962). O meio foi solidificado com 8 g.I" de agar e foi autoclavado 5,7
s6lido a 120 °C a pressdo de 1 atmosfera.
MS liquido A mesma composicéo do meio MS semi-sdlido, sem adi¢do de agar 57
MS sem Tem a mesma composi¢do em macronutrientes e micronutrientes do meio MS semi-sélido 5,7
compostos (Murashige e Skoog, 1962), sem adicdo de vitaminas e sacarose. Quando foi preparado na forma
. liquida, ndo foi adicionado agar.
organicos
Este meio consiste no meio MS modificado, com as seguintes alteragdes: ndo tem glicina e foi 58
Regeneracio  SuPlementado com 20 mg.I" de adenina, 10 mgl™ de timina, 250 mg.I"* de L-glutamina, 2 mg.I™*
de benziladenina (BA) e 0,2 mg.I™ de 4cido indolacético (IAA). O meio foi solidificado com 5
de tabaco g.I't de agargel e foi autoclavado a 120 °C & pressio de 1 atmosfera.
Este meio baseia-se no meio MS, com algumas modificacdes: ndo tem glicina e é suplementado 5,8
com 1 mg.I™ de cada uma das vitaminas 4cido nicotinico, piridoxina-HCI e tiamina-HCI e com
RMIN 20 g.I" de sacarose. O meio foi solidificado com agargel (5 g.I"%) e foi autoclavado a 120 °C &
pressao de 1 atmosfera.
Extracto de levedura a 0,5%; triptona a 2%; Cloreto de sddio 10 mM; cloreto de potéssio 2,5
soc mM; cloreto de magnésio 10 mM; sulfato de magnésio (MgSO,) 10 mM; glucose 20 mM

Tabela 3 — Antibidticos utilizados, concentracdo usada e modo de esterilizagéo.

Designacéo Forma de Preparacéo por Esterilizacéo Concentracéo final Referéncia do
apresentagdo do dissolugdo em: da solucéo de a que foi usado antibidtico
antibictico antibictico (ug.mi?)
Ampicilina Pastilhas Meio de cultura LB * 50 Stratagene, 300020
esterilizadas
Canamicina Solugéo * * 50-150 Sigma, K-0254
esterilizada
Cefotaxima Po Agua esterilizada Filtracdo em 500 Duchefa, C 0111
poro de 0,2 um
Cloranfenicol Pé Etanol a 95% * ver Tabela 1 Sigma, C1919

(solugdo X-gluc)

Rifampicina Po Metanol * 50

Duchefa, R 0146

* = ndo se aplica
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ANEXO 11

Fig. 1 - Alinhamento mdaltiplo das sequéncias nucleotidicas da regido genémica p18 dos
clones e de sequéncias do GenBank. Encontra-se a sombreado os nucle6tidos que séo
comuns as sequéncias, enquanto a auséncia de sombreado assinala a posi¢cdo de um
nucleotido diferente.

10 20 30 40 50 60 70 80
RN R R RN RIS I I IR (IR IPRIPIT IR ISP ISP (AP IPI ISP IP I IOl

T30 ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTTAACACACGTTGATCTATTGCGTTCCGATTCCCGGTTTCTATCGGGATGGTGGAGTTT
19.7 ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTTAACACACGTTGATCTATTGCGTTCCGATTCCCGGTTTCTATCGGGATGGTGGAGTTT
25.8 ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTTAACACACGTTGATCTATTGCGTTCCGATTCCCGGTTTCTATCGGGATGGTGGAGTTT
T385 ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTTAACACACGTTGATCTATTGCGTTCCGATTCCCGGTTTCTATCGGGATGGTGGAGTTT
T36 ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTCAACACACGTTGATCTGTTGCGTTCCGATTCCCGGTTTCTATCGGGATGGTGGAGTTT
14.3 ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTTAACACACGTTGATCTACTGCGTTCTGATTCTCGATTTCTATCGGGATGGTGGAGTTT
8.2 ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTTAACACACGTTGATCTACTGCGTTCTGATTCTCGATTTCTATCGGGATGGTGGAGTTT
11.4 ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTTAACACACGTTGATCTACTGCGTTCTGATTCTCGATTTCTATCGGGATGGTGGAGTTT
NUagA ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTTAACACACGTTGATCTATTACGTTCTGATTCTCGATTTCTATCGGGATGGTGGAGTTT
SY568 ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTTAACACACGTTGATCTATTGCGTTGCGATTCTCGATTTCTATCGGGATGGTGGAGTTT
152.7 ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTTAACACACGTTGATCTATTGCGTTCTGATTCCCGGTTTCTATCGGGATGGTGGAGTTT
VT ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTCAACACACGTTGATCTATTGCGTTCTGATTCCCGGTTTCTATCGGGATGGTGGAGTTT
142.13 ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTTAACACACGTTGATCTATTGCGTTCTGATTCCCGGTTTCTATCGGGATGGTGGAGTTT
136.2 ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTTAACACACGTTGATCTATTGCGTTCTGATTCCCGGTTTCTATCGGGATGGTGGAGTTT
11.5 ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTTAACACACGTTGATTTATTGCGTTCTGATTCTCGATTCATATCGGGATGGTGGAGTTT
15.16 ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTTAACACACGTTGATTTATTGCGTTCTGATTCTCGATTCATATCGGGATGGTGGAGTTT
11.7 ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTTAACACACGTTGATTTATTGCGTTCTGATTCTCGATTCATATCGGGATGGTGGAGTTT
142.12 ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTTAACACACGTTGATTTATTGCGTTCTGAATCTCGATTCATATCGGGATGGTGGAGTTT
142.14 ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTTAACACACGTTGATTTATTGCGTTCTGAATCTCGATTCATATCGGGATGGTGGAGTTT

CONSENSUS XX *xkkkkkxhkkkxkkkkxkkk xkkkxkkkxkkkx * * Kk kK Kk Kk kK KKk Kk hkkhkkhkkhkkhkkhkk kK kKK
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T30 CATCGTGAACGTGGGTGATACAATTGTCCGGTTCGCGTTACACGTTCCTAATGAAGATATGCTGAATAGTTTTTCAGCTA
19.7 CATCGTGAACGTGGGTGATATAATTGTCCGGTTCGCGTTACACGTTCCTAATGAAGATATGCTGAATAGTTTTTCAGCTA
25.8 CATCGTGAACGTGGGTGATATAATTGTCCGGTTCGCGTTACACGTTCCTAATGAAGATATGCTGAATAGTTTTTCAGCTA
T385 CATCGTGAACGTGGGTGATATAATTGTCCGGTTCGCGTTACACGTTCCTAATGAAGACATGCTGAATAGTTTTTCAGCTA
T36 CATCGTGAACGTGGGTGATATAATCGTCCGGTTCGCGTTACACGTTCCTAATGAAGATATGCTGAATAGTTTTTCAGCTA
14.3 CACCGTGAACGTGGGTGATATAATCGTTCGGTTTGCGTTACATGTTCCTAGTGAAGATATGCTGAATAGCTTTTCAGCTA
8.2 CATCGTGAACGTGGGTGATATAATCGTTCGGTTTGCGTTACATGTTCCTAGTGAAGATATGCTGAATAGCTTTTCAGCTA
11.4 CATCGTGAACGTGGGTGATATAATCGTTCGGTTTGCGTTACATGTTCCTAGTGAAGATATGCTGAATAGCTTTTCAGCTA
NUagA CATCGTGAACGTGGGTGATATAATCGTTCGGTTTGCGTTACATGTTCCTAGTGAAGATATGCTGAATAGCTTTTCAGCTA
SY568 CATCGTGAACGTGGGTGATATAATCGTTCGGTTTGCGTTACATGTTCCTAGTGAAGATATGCTGAATAGCTTTTCAGCTA
152.7 CATCGTGAACGTGGGTGATATAATCGTTCGGTTTGCGTTACACGTTCCTAGTGAAGATACGCTGAATAGCTTTTCAGCTA
VT CATCGTGAACGTGGGTGATATAATCGTTCGGTTTGCGTTACACGTTCCTAGTGAACATATGCTGAATAGCTTTTCAGCTA
142.13 CATTGTTAACGTGGGTGACATAATCGTCCGGTTTGCGTTACACGTTCCTAGTGAAGATGTGCTGAATAGTTTTTCGGCTA
136.2 CATTGTTAACGTGGGTGACATAATCGTCCGGTTTGCGTTACATGTTCCTAGTGAAGATGTGCTGAATAGTTTTTCGGCTA
11.5 CATTGTGAACGTAGGCGATATAATCGTCCGGTTTGCGTTACACGTTCCTAGCGAAGAAATGCTGAATGATTTTTCAGCTA
15.16 CATTGTGAACGTAGGCGATATAATCGTCCGGTTTGCGTTACACGTTCCTAGCGAAGAAATGCTGAATGATTTTTCAGCTA
11.7 CATTGTGAACGTAGGCGATATAATCGTCCGGTTTGCGTTACACGTTCCTAGCGAAGAAATGCTGAATGATTTTTCAGCTA
142.12 CGTCGTGAACGTAGGCGACATAATCGTCCGGTTTGCGTTACACGTTCCTAGCGAAGAAATGCTGAATGATTTTTCAGCTA
142.14 CGTCGTGAACGTAGGCGACATAATCGTCCGGTTTGCGTTACACGTTCCTAGCGAAGAAATGCTGAATGATTTTTCAGCTA
COnsenSus * Kk kkkkk kk kk ok kkk kk kkkkk Kkhkkkkkkk Kkhkkhkkkk * ok k Kk * ok kK ok ok ok * ok k ok ok ok k ok ok
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BN R I IT IPIPI IPSIPIP) PSP PP (PP IIPIPIPSS IUPIPIY INSPIY PSP PSP (PRPRP IIPIPI) PP

T30 TATCGAATTGTACG-ATTATAGCGGATGGTAGTGCTTTACTAAAGGACAATACTGTGGTTGACCGTTTAGAAAGCATGAA
19.7 TATCGAATTGTACG-ATTATAGCGGATGGTAGTGCTTTACTAAAGGACAATACTGTGGTTGACCGTTTAGAAAGCATGAA
25.8 TATCGAATTGTACG-ATTATAGCGGATGGTAGTGCTTTACTAAAGGACAATACTGTGGTTGACCGTTTAGAAAGCATGAA
T385 TATCGAATTGTACG-ATTATAGCGGATGGTAGTGCTTTACTAAAGGACAATACTGTGGTTGACCGTTTAGAAAGCATGAA
T36 TATCGAATTGTACG-ATTATAGCGGACGGTAGTGCTTTACTAAAAGATAATACTGTGGTCGATCGTTTAGAAGGCATGAA
14.3 TATCGAATTGTACG-ATCATAGCAGACGGTAGTGCTTTACTAAAGGACAACACTGTGGTTGACCGTTTAGAGAGCATGAA
8.2 TATCGAATTGTACG-ATCATAGCAGACGGTAGTGCTTTACTAAAGGACAACACTGTGGTTGACCGTTTAGAGAGCATGAA
11.4 TATCGAATTGTACG-ATCATAGCAGACGGTAGTGCTTTACTAAAGGACAACACTGTGGTTGACCGTTTAGAGAGCATGAA
NUagA TATCGAATTGTACG-ATCATAGCAGACGGTAGTGCTTTACTAAAGGACAACACTGTGGTTGACCGTTTAGAGAGCATGAA
SY568 TATCGAATTGTACG-ATCATAGCAGACGGTAGTGCTTTACTAAAAGACAACACTGTGGTCGACTGCTTAGAGAGTATGAA
152.7 TATCGAATTGTACG-ATCATAGCGGACGGTAGTGCTTTACTAAAAGACAACACTGTGGTTGACCGTTTAGAGAGCATGAA
vT TATCGAATTGTACG-ATCATAGCGGACGGTAGTGCTTTACTAAAAGACAACACTGTGGTTGACCATTTAGAGAGCATGAA
142.13 TATCGAATTGCACA-ATCATAGCAGACGGTAGTGCCTTACTAAAAGACAACACCGTCGTTGACCGTTTAGAAGGTATGAA
136.2 TGTCGAATTGCACA-ATCATAGCAGACGGTAGTGCCTTACTAAAAGACAACACCGTCGTTGACCATTTAGAAGGCATGAA
11.5 TATCGAATTGCACA-GTCATAGCGGACGGTAGTGCTTTACTAAAAGACAACACCGTAGTTGATCGTTTAGAAGGCGTGAA
15.16 TATCGAATTGCACA-ATCATAGCGGACGGTAGTGCTTTACTAAAAGACAACACCGTAGTTGATCGTTTAGAAGGCGTGAA
11.7 TATCGAATTGCACA-ATCATAGCGGACGGTAGTGCTTTACTAAAAGACAACACCGTAGTTGATCGTTTAGAAGGCGTGAA
142.12 TATCGGAATTTGCACATCATAGCGGACGGTAGTGCTTTACTAAAAGACAACACCGTAGTTGATCGTTTAGAAGGCATGAA
142.14 TATCGAATTGCACA-ATCATAGCGGACGGTAGTGCTTTACTAAAAGACAACACCGTAGTTGATCGTTTAGAAGGCATGAA
c°nsen5us * kkk Kk K * Kk kkkkk kk kkkkkkkk kkhkkhkkkk kk kk kk kk kk kK * ok ok kK * * Kk ok Kk
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Fig. 2 - Alinhamento multiplo das sequéncias nucleotidicas da regido genémica p13 dos
clones e de sequéncias do GenBank. Encontra-se a sombreado os nucleétidos que sdo
comuns as sequéncias, enquanto a auséncia de sombreado assinala a posi¢do de um
nucleotido diferente.

10 20 30 40 50 60 70 80

EEE R I IS RIS IRl ISP IPIPIPISS IIPIPITSN IPPIPIP ISP PRSP PSP IPIPIP IIPIPI ISP

T30 ATGAGTATTCGACGCGTGTGGTTAAAGGTTATAGCTGTAATTACAGTGTTGTGGTACGGTAAGGAACCTTCTATTAGTGA
T385 ATGAGTATTCGACGCGTGTGGTTAAAGGTTATAGCTGTAATTACAGTGTTGTGGTACTGTAAGGAACCTTCTATTAGTGA
19.7 ATGAGTATTCGACGCGTGTGGTTAAAGGTTATAGCTGTAATTACAGTGTTGTGGTACGGTAAGGAACCTTCTATTAGTGA
25.8 ATGAGTATTCGACGCGTGTGGTTAAAGGTTATAGCTGTAATTACAGTGTTGTGGTACGGTAAGGAACCTTCTATTAGTGA
142.13 ATGAGTATTCGACGCGTGTGGTTAAAGGTTGTGGCCGTGATTACGGTATTGTGGTACGGTAAAGAGCCTTCGATTAGTGA
136.2 ATGAGTATTCGACGCGTGTGGTTAAAGGTTGTGGCCGTGATTACGGTATTGTGGTACGGTAAAGAGCCTTCGATTAGTGA
SY568 ATGGGTATTCGACGCGTGTGGTTAAAGATTATGGCTGTAATCACGGTATTGTGGTATGGTAAAGAACCTTCCATTAGCGA
NUagA ATGGGTATTCGACGCGTGTGGTTAAAGATTATGGCTGTAATTACGGTATTGTGGTATGGTAAAGAACCTTCCATTAGCGA
11.4 ATGGGTATTCGACGCGTGTGGTTAAAGATTATGGCTGTAATTACGGTATTATGGTACGGTAAAGAACCTTCCATTAGCGA
14.3 ATGGGTATTCGACGCGTGTGGTTAAAGATTATGGCTGTAATTACGGTATTATGGTACGGTAAAGAACCTTCCATTAGCGA
8.2 ATGGGTATTCGACGCGTGTGGTTAAAGATTATGGCTGTAATTACGGTATTATGGTACGGTAAAGAACCTTCCATTAGCGA
28.16 ATGAGTATTCGACGTGTGTGGTTAAAGGTAATGGCTGTAATTACGGTATTGTGGTATGGTAAAGAACCTTCCATTAGCGA
152.7 ATGAGTATTCGACGTGTGTGGTTAAAGGTAATGGCTGTAATTACGGTATTGTGGTATGGTAAAGAACCTTCCATTAGCGA
vT ATGAGCATTCGACGTGTGTGGTTAAAGGTAATGGCTGTAATTACGGTATTGTGGTATGGTAAAGAACCTTCCATTAGCGA
T36 ATGAGCATTCGGCGCTCGTGGTTAAAGGTTATGGCTGTAGTTACGGTATTATGGTACGGTAAAGAGCCTTCCATTAGTGA
11.5 ATGGGTATTCGACGTGTGTGGTTAAAGGTTGTGGCTGTAATTACGGTATTATGGTACGGTAAGGAACCTTCTATTAGTGA
11.7 ATGGGTATTCGACGTGTGTGGTTAAAGGTTGTGGCTGTAATTACGGTATTATGGTACGGTAAGGAACCTTCTATTAGTGA
15.16 ATGGGTATTCGACGTGTGTGGTTAAAGGTTGTGGCTGTAATTACGGTATTATGGTACGGTAAGGAACCTTCTATTAGTGA
142.12 ATGAGTATTCGACGTGTGTGGTTAAAGGTTGTGGCTGTAATTACGGTATTATGGTACGGTAAAGAACCTTCTATTAGTGA
142.14 ATGAGTATTCGACGTGTGTGGTTAAAGGTTGTGGCTGTAATTACGGTATTATGGTACGGTAAAGAACCTTCTATTAGTGA
Consensus *** Kk kxkkkk kx Khkkkkkkhhk kK kk Kk K kk Kk Kk kkkkk  Akkk Kk Kkkkk Khkkkk Kk
90 100 110 120 130 140 150 160

EEI IPIPIPIS IPPIPITS IPIPIPS IPSPIPIPS) PSP PR (PP [PPRPpe) IPUPIPIPY) IPSPPIPON ISP PSP (PRPRPP IPIPRPIS ISP

T30 AGGTTACAATGCTCTTATGAATGACGACTTTAAATTTATCGATACGCATTTTTCTAACGTTTCTTATGCTAAGAAATGTT
T385 AGGTTACAATGCTCTTATGAATGACGACTTTAAATTTATCGATACGCATTTTTCTAACGTTTCTTATGCTAAGAAATGTT
19.7 AGGTTACAATGCTCTTATGAATGACGATTTTAAATTTATCGATACGCATTTTTCTAACGTTTCTTATGCTAAGAAATGTT
25.8 AGGTTACAATGCTCTTATGAATGACGACTTTAAATTTATCGATACGCATTTTTCTAACGTTTCTTATGCTAAGAAATGTT
142.13 AGGTTACAATGCTCCTATGAATGACGACTTTAAGTTTATCGATACGCATTTTTCAAACATTTCTTATGCTAAGAAATGTT
136.2 AGGTTACAATGCTCTTATGAATGACGACTTTAAGTTTATCGATACGCATTTTTCAAACGTTTCTTATGCTAAGAAATGTT
SY568 AGGTTACAATGCTCTTATGAATGATGACTTTAAGTTCATCGATACGCACTTTTCAAACGTTTCTTATGCTAAGAAGTGTT
NUagA AGGTTACAATGCTCTTATGAATGACGACTTTAAGTTCATTGATACGCACTTTTCAAACGTTTCTTATGCTAAGAAATGTT
11.4 AGGTTACAATGCTCTTATGAATGATGACTTTAAGTTCATCGACGCGCACTTTTCAAACGTTTCTTATGCTAAGAAATGTT
14.3 AGGTTACAATGCTCTTATGAATGATGACTTTAAGTTCATCGACGCGCACTTTTCAAACGTTTCTTATGCTAAGAAATGTT
8.2 AGGTTACAATGCTCTTATGAATGATGACTTTAAGTTCATCGACGCGCACTTTTCAAACGTTTCTTATGCTAAGAAATGTT
28.16 AGGTTACAACGCTCTTATGAATGATGACTTTAAGTTTATCGATACGCATTTTTCAAACGTCTCTTATGCTAAGAAATGTT
152.7 AGGTTACAACGCTCTTATGAATGATGACTTTAAGTTTATCGATACGCATTTTTCAAACGTCTCTTATGCTAAGAAATGTT
vT AGGTTACAACGCTCTTATGAATGATGACTTTAAGTTTATCGATACGCATTTTTCAAACGTCTCTTATGCTAAGAAATGTT
T36 AGGTTACAATGCTCTCATGAATGATGACTTTAAGTTTATCGATACGCATTTTACAAACGTTTCTTACGCTAAGAAATGTT
11.5 AGGTTACAACGCTCTTATGAATGATGACTTTAAGTTTATCGACGCGCATTTTTCAAACATTTCTTATGCTAAGAAATGTT
11.7 AGGTTACAACGCTCTTATGAATGATGACTTTAAGTTTATCGGCGCGCATTTTTCAA-CATTTCTTATGCTAAGAAATGTT
15.16 AGGTTACAACGCTCTTATGAATGATGACTTTAAGTTTATCGACGCGCATTTTTCAAACATTTCTTATGCTAAGAAATGTT
142.12 AGGTTACAACGCTCTTATGAATGATGACTTTAAGTTTATCGACACGCATTTTTCAAACATTTCTTATGCTAAGAAATGTT
142.14 AGGTTACAACGCTCTTATGAATGATGACTTTAAGTTTATCGACACGCATTTTTCAAACATTTCTTATGCTAAGAAATGTT
c°nsensus *khkkkkhkhkhkhkk Kkkk khkkhkkhkkhkhkk kk khkkkk *kk Kkk Kk *khkkk hkkk k kK Kk k khkkkk Ahkkkkkkk Khkkk
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PP PSP (PUPOPIrel PP IPSPPIPS IPSPOPIP IS [PUPIPPSS IPIPSPIPSS IPSPIPRPY IPPPIPY) ISPOPOt) PR (PO IPIPRPIS ISP

T30 ACGATTTGGCTAATTTCGATTTAGACTTTTTGCGCATCGTTATCATTCCTTTGAGTGGTGGCACGGCGAATGAGTCGCGT
T385 ACGATTTGGCTAATTTCGATTTAGACTTTTTGCGCATCGTTATCATTCCTTTGAGTGGTGGCACGGCGAATGAATCGCGT
19.7 ACGATTTGGCTAATTTCGATTTAGACTTTTTGCGCATCGTTATCATTCCTTTGAGTGGTGGCACGGCGAATGAATCGCGT
25.8 ACGATTTGGCTAATTTCGATTTAGACTTTTTGCGCATCGTTATCATTCCTTTGAGTGGTGGCACGGCGAATGAATCGCGT
142.13 ACGAATTGGCTAATTTCGATTTAGACTTTCTACGCATCGTCATCATTCCCTTGAGTGGTGGTACGGCGAATGAATCGCGT
136.2 ACGAATTGGCTAATTTCGATTTAGACTTTCTACGCATCGTTATCATTCCCTTGAGTGGTGGTACGGCGAATGAATCGCGT
SY568 ACGAGTTGGCTAAATTCGACTTAGACTTTCTACGCATCGTCATCATTCCCTTGAGCGGTGGTGCGGTGAATGAATCGCAT
NUagA ACGAGTTGGCTAACTTCGACTTGGACTTTCTACGCATCGTCATCATTCCCTTGAGCGGTGGTGCGGTGAATGAATCGCGT
11.4 ACGAGTTGGCTAACTTCGACTTAGACTTTCTACGCATCGTCATCATTCCCTTGAGTGGTGGTGCGGTGAATGAATCGCGT
14.3 ACGAGTTGGCTAACTTCGACTTAGACTTTCTACGCATCGTCATCATTCCCTTGAGTGGTGGTGCGGTGAATGAATCGCGT
8.2 ACGAGTTGGCTAACTTCGACTTAGACTTTCTACGCATCGTCATCATTCCCTTGAGTGGTGGTGCGGTGAATGAATCGCGT
28.16 ACGAATTGGCTAATTTCGATTTAGATTTTCTACGCATCGTTATCATTCCCTTAAGTGGTGGTGCGGTGAATGAATCGCGT
152.7 ACGAATTGGCTAATTTCGATTTAGATTTTCTACGCATCGTTATCATTCCCTTAAGTGGTGGTGCGGTGAATGAATCGCGT
vT ACGAATTGGCTAATTTCGATTTAGACTTTCTACGCATCGTTATCATTCCCTTAAGTGGTGGTGCGGTGAATGAATCGCGT
T36 ACGATTTGGCTAATTTCGATTTAGACTTTCTACGCATCGTTATCATTCCTTTGAGTGGGGGTACGGTGAATGAATCGCGT
11.5 ACGATT-GGCTAATTTCGATTTAGACTTTTTACGCGTCGTTGTCATTCCTTTAAGCGGTAGTACGGCGAATGAATCGCGT
11.7 ACGATTTGGCTAATTTCGATTTAGACTTTT-ACGCGTCGTTGTCATTCCTTTAAGCGGTAGTACGGCGAATGAATCGCGT
15.16 ACGATTTGGCTAATTTCGATTTAGACTTTTTACGCGTCGTTGTCATTCCTTTAAGCGGTAGTACGGCGAATGAATCGCGT
142.12 ACGATTTGGCTAATTTCGATTTAGACTTTCTACGCGTCGTTGTCATTCCTTTAAGTGGTAGTGCGGCGAATGAATCGCGT
142.14 ACGATTTGGCTAATTTCGATTTAGACTTTCTACGCGTCGTTGTCATTCCTTTAAGTGGTAGTACGGCGAATGAATCGCGT
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Fig. 3 - Alinhamento multiplo das sequéncias nucleotidicas da regido intergénica entre
0s genes p18 e p13, dos clones e de sequéncias do GenBank. Encontra-se a sombreado
os nucleodtidos que sdo comuns as sequéncias, enquanto a auséncia de sombreado
assinala a posicao de um nucleo6tido diferente.

10 20 30

Fo B S T I I
T30 ACACGAAGTGACCGTTCGGA--TTTAATTGCTGCG
T385 ACACGAAGTGACCGTTCGGA--TTTAATTGCTGCG
19.7 ACACGAAGTGACCGTTCGGA--TTTAATTGCTGCG
25.8 ACACGAAGTGACCGTTCGGA--TTTAATTGCTGCG
T36 ACACGAAGTGACTGTTCGGA--TTCAATTGCTGCA
11.5 ACACGAAGTGGCCGTTAGGA--TTTAATTGCTGCA
11.7 ACACGAAGTGGCCGTTAGGA--TTTAATTGCTGCA
142.12 ACACGAAGTGGCCGTTAGGA--TTTAATTGCTGCA
142.14 ACACGAAGTGGCCGTTAGGA--TTTAATTGCTGCA
15.16 ACACGAAGTGGCCGTTAGGA--TTTAATTGCTGCA
SY568 ACACGAAGTGACCGTTCGGG--TTTAATTGCTGCA
NUagA ACACGAAGTGACCGTTCGGG--TTTAATTGCTGCA
28.16 ACACGAAGTGACCGTTCGGG--TTTAATTGCTGCA
152.7 ACACGAAGTGACCGTTCGGG--TTTAATTGCTGCA
11.4 ACACGAAGTGACCATTCGGG--TTTAATTGCTGCA
14.3 ACACGAAGTGACCATTCGGG--TTTAATTGCTGCA
8.2 ACACGAAGTGACCATTCGGG--TTTAATTGCTGCA
142.13 ACACGAAGTGACCGTTCGGG--TTTAAATGTTGCA
136.2 ACACAAAGTGACCGTTCCGG--TTTAAATGCTGCA
VT ACACGAAGTGACCGCTTCGCGCTTTAATTGCTGCA
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Fig. 4 - Alinhamento multiplo das sequéncias nucleotidicas da regido genémica p20 dos
clones e de sequéncias do GenBank. Encontra-se a sombreado os nucleotidos que séo
comuns as sequéncias, enquanto a auséncia de sombreado assinala a posi¢do de um
nucleotido diferente.
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T30 TTAACGATTACATAAGCCTTTTGGCTAAGGTTGGTTCAGTTGTGGAACGTTTGTGCGATCCCAGCGTAACTCTCACGGAA
11.4 TTAACGATTACATAAGCCTTTTGGCTAAGGTCGGCGCAGTTGTGGAACGTTTGTGCGATCCCAGCGTAACTCTCACGGAA
14.6 TTAACGATTACATAAGCCTTTTGGCTAAGGTCGGCGCAGTTGTGGAACGTTTGTGCGATCCCAGCGTAACTCTCACGGAA
8.5 TTAACGATTACATAAGCCTTTTGGCTAAGGTCGGCGCAGTTGTGGAACGTTTGTGCGATCCCAGCGTAACTCTCACGGAA
107 TTAACGATTACATAAGCCTATTGGCTAAGGTCGGCGCAGTTGTGGAACGTTTGTGCGATCCCAGCGTAACTCTCACGGAA
14.9 TTAACGATTACATAAGCCTTTTGGCTAAGGTCGGCGCAGTTGTGGAACGTTTGTGCGATCCCAGCGTAACTCTCACGGAA
SY568 TTAACGATTACATAAGCCTTTTGGCTAAGGTCGGCGCAGTTGTGGAACGTTTGTGCGATCCCAGCGTAACTCTCACGGAA
NUagA TTAACGATTACATAAGCCTTTTGGCTAAGGTCGGTGCAGTTGTGGAACGTTTGTGCGATCCCAGCGTAACTCTCACGGAA
152.12 TTAACGATTATATAAGCCTTTCGGCTAAGGTCGGCGCAGTTGTGGAACGTTTATGCGATCCAAGCGTAACTCTCACGGAA
28.2 TTAACGATTATATAAGCCTTTCGGCTAAGGTCGGCGCAGTTGTGGAACGTTTATGCGATCCAAGCGTAACTCTCACGGAA
VT TTAACGATTACATAAGCCTTTTGCGTAAGGTCGGCGCAGTTGTGGAACGTTTATGCGATCCAAGCGTAACTCTCACGGAA
136.2 TTAACGATTACATAAGCCTTTTGGCTAAGGTCGGCGCAGTTGTGGAACGTTTGTGCGATCCCAGCGTGACTCTCACGGAA
142.9 TTAACGATTACATAAGCCTTTTGGCTAAGGTCGGCGCAGTTGTGGAACGTTTGTACGATCCCAGCGTAACTCTCACGGAA
T36 TTAATGATTACATAAGCCTTTTGGCTAAGGTCAGCGCTGTTGTGGAACGTTTATGCGATCCCAGCGTAACTCTTGCGGAA
65 TTAACGATTACATAAGCCTTCTGGCTAAGGTTGGCGCAGTTGTGGAACGTTTATGCGATCCCAGTGTAACTCTCACGGAA
15.22 TTAACGATTACATAAGCCTTTTGGCTAAAGTCGGCGCGGTTGTGGAACGTTTGTGCGATCCCAGCGTAACTCTTACGGAA
T385 TTAACGATTACATAAGCCTTTTGGCTAAGGTTGGTTCAGTTGTGGAACGTTTGTGCGATCCCAGCGTAACTCTCACGGAA
25.11 TTAACGATTACATAAGCCTTTTGGCTAAGGTTGGTTCAGTTGTGGAACGTTTGTGCGATCCCAGCGTAACTCTCACGGAA
19.1 TTAACGATTACATAAGCCTTTTGGCTAAGGTTGGTTCAGTTGTGGAACGTTTGTGCGATCCCAGCGTAACTCTCACGGAA
190 TTAACGATTACATAAGCCTTTTGGCTAAGGTTGGTTCAGTTGTGGAACGTTTGTGCGATCCCAGCGTAACTCTCACGGAA
122 TTAACGATTACATAAGCCTTTTGGCTAAGGTTGGTTCAGTTGTGGAACGTTTGTGCGATCCCAGCGTAACTCTCACGGAA
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T30 GTGATGGACGAAATTAATGATTTTAACTCGTTTCTCGCTTTGGTGCACTCTATGAAGTCGGACATGAACGGCGATCATCA
11.4 GTGATGGACGAAATTAATGATTTTAACTCGTTTCTCGCTTTGGTACACTCTATGAAGTCGGACATGAACGGCGATCATCA
14.6 GTGATGGACGAAATTAATGATTTTAACTCGTTTCTCGCTTTGGTACACTCTATGAAGTCGGACATGAACGGCGATCATCA
8.5 GTGATGGACGAAATTAATGATTTTAACTCGTTTCTCGCTTTGGTACACTCTATGAAGTCGGACATGAACGGCGATCATCA
107 GTGATGGACGAAATTAATGATTTTAACTCGTTTCTCGCTTTGGTACACTCTATGAAGTCGGACATGACCGGCGACCATCA
14.9 GTGATGGACGAAATTAATGATTTTAACTCGTTTCTCGCTTTGGTACACTCTATGAAGTCGGACATGAACGGCGATCATCA
SY568 GTGATGGACGAAATTAATGATTTTAACTCGTTTCTCGCTTTGGTACACTCTATGAAGTCGGACATGAACGGCGATCATCA
NUagA GTGATGGACGAAATTAATGATTTTAACTCGTTTCTCGCTTTGGTACACTCTATGAAGTCGGACATGAACGGCGATCATCA
152.12 GTGATGGACGAAATTAATGATTTTAACTCGTTTCTCGCTTTGGTACACTCTATGAAGTCGGACATGAACGGCGATCATCA
28.2 GTGATGGACGAAATTAATGATTTTAACTCGTTTCTCGCTTTGGTGCACTCTATGAAGTCGGACATGAACGGCGATCATCA
vT GGTATGGACGAAATTAATGATTTTAACTCGTTTCTCGCTTTGGTACACTCTATGAAGTCGGACATGAACGGCGATCATCA
136.2 GTGATGGACGAGATTAATGACTTTAACTCGTTTCTCGCTTTAGTACACTCTATGAAGTCAGACATGAACGGCGATCATCA
142.9 ATGATGGACGAAATTAATGATTTTAACTCGTTTCTCGCTTTAGTACACTCTATGAAGTCAGACATGAACGGTGATCATCA
T36 GTGATGGACGAAATTAATGACTTTAACTCGTTTCTCGCTTTAGTGCACTCTATGAAGTCAGACATGAACGGAGACCATCA
65 GTGATGGACGAAATTAACGACTTTAACTCGTTCCTCGCTTTGGTGCACTCTATGAAGTCAGACATGAATGGAGACCATCA
15.22 GTGATGGACGAGATTAATGACTTTAACTCGTTTCTCGCTTTGGTGCACTCTATGAAATCAGACATGAACGGAGACCATCA
T385 GTGATGGACGAAATTAATGATTTTAACTCGTTTCTCGCTTTGGTGCACTCTATGAAGTCGGACATGAACGGCGATCATCA
25.11 GTGATGGACGAAATTAATGATTTTAACTCGTTTCTCGCTTTGGTGCACTCTATGAAGTCGGACATGAACGGCGATCATCA
19.1 GTGATGGACGAAATTAATGATTTTAACTCGTTTCTCGCTTTGGTGCACTCTATGAAGTCGGACATGAACGGCGATCATCA
190 GTGATGGACGAAATTAATGATTTTAACTCGTTTCTCGCTTTGGTGCACTCTATGAAGTCGGACATGAACGGCGATCATCA
122 GTGATGGACGAAATTAATGATTTTAACTCGTTTCTCGCTTTGGTGCACTCTATGAAGTCGGACATGAACGGCGATCATCA
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T30 GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACATAAATCTCGGTTGTTGTGCAATATAGAGGCGAAACTGCGAGTGCTTCTCGACA
11.4 GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACACAAGTCTCGATTGTTGTGCAATATAGAGGCGAAACTGCGAATACTTCTCGACA
14.6 GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACACAAGTCTCGATTGTTGTGCAATATAGAGGCGAAACTGCGAATACTTCTCGACA
8.5 GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACACAAGTCTCGATTGTTGTGCAATATAGAGGCGAAACTGCGAATACTTCTCGACA
107 GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACACAAGTCTCGATTGTTGTGCAATATAGAGGCGAAACTGCGAATACTTCTCGATA
14.9 GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACACAAGTCTCGATTGTTGTGCAATATAGAGGCGAAACTGCGAATACTTCTCGACA
SY568 GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACACAAATCTCGATTGTTGTGCAATATAGAGGCGAAACTGCGAATACTTCTCGACA
NUagA GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACACAAGTCTCGATTGTTGTGCAATATAGAGGCAAAACTGCGAATACTTCTCGACA
152.12 GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACACAAGTCTCGATTGTTGTGCAATATAGAGGCGAAACTGCGAATACTTCTCGACA
28.2 GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACACAAGTCTCGATTGTTGTGCAATATAGAGGCGAAACTGTGAATACTTCTCGACA
VT GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACACAAGTCTCGATTGTTGTGCAATATAGAAGCGAAACTGCGAATACTTCTCGACA
136.2 GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACACAAGTCTCGATTGTTGTGCAATATAGAGGCGAAACTGCGAATACTTCTCGACA
142.9 GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACACAAGTCTCGATTGTTGTGCAATATAGAGGCGAAACTGCGAATACTTCTCGACA
T36 GGATGGCCACCACGAGATGGGTGAACACAAGTCTCGGTTGTTATGCAACATAGAGGCGAAATTGCGAGTACTTCTCGACA
65 GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACACAAGTCTCGGTTATTATGCATTATAGAGGCGAGATTGCGAGTACTTCTCGACA
15.22 GGAAGGCCACCATGAGATGGGTGAACATAAGTCTCGATTGTTATGCAATATAGAGGCGAAATTGCGAGTACTTCTCGACA
T385 GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACATAAATCTCGGTTGTTGTGCAATATAGAGGCGAAACTGCGAGTGCTTCTCGACA
25.11 GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACATAAATCTCGGTTGTTGTGCAATATAGAGGCGAAACTGCGAGTGCTTCTCGACA
19.1 GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACATAAATCTCGGTTGTTGTGCAATATAGAGGCGAAACTGCGAGTGCTTCTCGACA
190 GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACATAAATCTCGGTTGTTGTGCAATATAGAGGCGAAACTGCGAGTGCTTCTCGACA
122 GGATGGTCACCATGAGATGGGTGAACATAAATCTCGGTTGTTGTGCAATATAGAGGCGAAACTGCGAGTGCTTCTCGACA
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Fig. 5 - Alinhamento maltiplo das sequéncias nucleotidicas da regido gendmica p23 dgs clones e_de
sequéncias do_GenBank. Encontra-se a sombreado o0s nucleotidds gue sao comuns as sequéncias,
enquanto a auséncia de sombreado assinala a posicao de um nucledtido diferente.
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T30 ATGGATTATACTAGCGGACAAACTTTCGTTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACGGCAAGCACTAAAGTTGAAAA
B147 ATGGATAATACTAGCGGACAAACTTTCGTTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACGGCAAGCACTAAAGTTGAAAA
B5 ATGGATAATACTAGCGGACAAACTTTCGTTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACGGCAAGCACTAAAGTTGAAAA
19.3 ATGGATGATACTAACGGACAAACTTACGTTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACGGCAAGCACTAAAGTTGAAAA
25.4 ATGGATGATACTAGCGGACAAACTTTCGTTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACGGCAAGCACTAAAGTTGAAAA
T385 ATGGATGATACTAGCGGACAAACTTTCGTTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACGGCAAGCACTAAAGTTGAAAA
B32 ATGGATAATACTAGCGGACAAACTTTCGTTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACGGCAAGCACTAAAGTTGAAAA
B67 ATGGATAATACTAGCGGACAAACTTTCGTTTCTGTGAATCTTTCTGACGAAAGCAACACGGCAAGCACTAAAGTTGAAAA
T36 ATGGATAATACTAGCGGACAAACTTTCGTTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACAGCGACCACTGACGTCGAACC
11.5 ATGGACGATACTAGCGGACAANCTTTTATTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACAGCTAGTACTGAAATCAAAGC
8.1 ATGGACGATACTAGCGGACAAACTTTTATTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACAGCTAGTACTGAAATCAAAGC
8.15 ATGGACGATACTAGCGGACAAACTTTTATTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACAGCTAGTACTGGNATCAAAGC
B165 ATGGATAATCCTAGCGGACAAACTTTTATTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACAGCTAGTACTGAAACCAAAGC
B128 ATGGATAATACTAGCGGACAAACTTTTATTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACAGCTAGTACTGAAATCAAAGC
NUagA ATGGACGATACTAGCGGACAAACTTTTATTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACAGCTAGTACTGAAATCAAAAC
SY568 ATGGACGATACTAGCGGACAAACTTTTATTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACAGCTAGTACTGAAATCAAAAC
B220 ATGGATAATACTAGCGGACAAACTTTCATTTCCGTGAACCTTTCTGATGAAAGCAACACGGCTAGTACTGAAGTTAAAAC
B227 ATGGATAATACTAGCGGACAAACTTTCATTTCCGTGAACCTTTCTGATGAAAGCAACACGGCTAGTACTGAAGTTAAAAC
vT ATGGACGATACTAGCGGACAAACTTTCATTTCTGTGAACTTTTCTGACGAAAGCAACACAGCTAGCACTGAAGTCAAAAC
136.9 ATGAACGATACTAGCGGACAAACTTTTATTTCCGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACGGCTAGTACTGAAGTTAAAAC
142.6 ATGAACGATACTAGCGGACAAACTTTTATTTCCGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACGGCTAGTACTGAAGTTAAAAC
152.13 ATGGACGATACTAGCGGACAAACTTTCATTTCTGTGGACCTTTCTGACGAAAGCAACAAAGCTAGCACTGAAGTCAAAAC
28.49 ATGGATGATACTAGCGGACAAACTTTCATTTCTGTGGACCTTTCTGACGAAAGCAACACAGCTAGCACTGAAGTCAAAAC
15.15 ATGGATAGTACTAGCGGACAAACTTTCGTTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCAACACAGCAAGTACTGCAGTTAGAAC
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T30 CGTAAAATCGGAAGCGGATCGCTTGGAGTTTTTACGTAAAATGAATCCCTTTATTGTTGACGCTCTGGTGCGGAAAACCA
B147 CGTAAAATCGGAAGCGGATCGCTTGGAGTTTTTACGTAAAATGAATCCCTTTATTGTTGACGCTCTGGTGCGGAAAACCA
B5 CGTAAAATCGGAAGCGGATCGCTTGGAGTTTTTACGTAAAATGAATCCCTTTATTATTGACGCTCTGGTGCGGAAAACCA
19.3 CGTAAAATCGGAAGCGGATCGCTTGGATTTTTTACGTAAAATGAATCCCTTTATTGTTGACGCTCTGGTGCGGAAAACCA
25.4 CGTAAAATCGGAAGCGGATCGCTTGGATTTTTTACGTAAAATGAATCCCTTTATTGTTGACGCTCTGGTGCGGAAAACCA
T385 CGTAAAATCGGAAGCGGATCGCTTGGAATTTTTACGTAAAATGAATCCCTTTATTGTTGACGCTCTGGTGCGGAAAACCA
B32 CGTAAAATCGGAAGCGGATCGCTTGGATTTTTTACGTAAAATGAATCCCTTTATTGTTGACGCTCTGGTGCGGAAAACCA
B67 CGTAAAATCGGAAGCGGATCGCTTGGAGTTTTTACGTAAAATGAATCCCGTTATTATTGACGCTCTGGTGCGGAAAACCA
T36 CGTGAGTTCGGAAGCGGATCGCTTGGATTTTTTACAGAAAATGAATCCCATTATTATCGATGCTTTGATACGGAAGAATA
11.5 CGTAAGTTCGGAAGCGGATCGCTTGGAATTTTTACGGAAAATGAATCCCTTCATTATCGACGCTTTGATACGGAAAAATA
8.1 CGTAAGTTCGGAAGCGGATCGCTTGGAATTTTTACGGAAAATGAATCCCTTCATTATCGACGCTTTGGTACGGAAAAATA
8.15 CGTAAGTTCGGAAGCGGATCGCTTGGNATTTTTACGGAAAATGAATCCCTTCATTATCGACGCTTTGATACGGAAAAATA
B165 CGTAAGTTCGGAAGCGGATCGCTTGGAATTTTTACGGAAAATGAATCCCTTCATTATCGACGCTTTGATACGGAAAAACA
B128 CGTAAGTTCGGAAGCGGATCGCTTGGAATTTTTACGGAAAATGAATCCCTTCATTATCGACGCTTTGATACGGAAAAATA
NUagA CGTAAGTTCAGAAGCGGATCGCTTGGAATTTTTACGGAAAATGAATCCCTTCATTATCGACGCTTTGATACGGAAAAATA
SY568 CGTAAGTTCGGAAGCGGATCGCTTGGAATTTTTACGGAAAATGAATCCCTTCATTATCGACGCTTTGATACGGAAAAATA
B220 CGTAACTTCTGAAGCGGATCGCTTGGAATTTTTACGGAAAATGAATCCCTTTACCATCGACGCTTTGATACGGAAAACCA
B227 CGTAAGTTCTGAAGCGGATCGCTTGGAATTTTTACGGAAAATGAATCCCTTTATCATCGACGCTTTGATACGGAAAACCA
VT CGTAAGTTTGGAAGCGGATCGCTTGGAATTTTTACGGAAAATGAATCCCTTTATTATCGACGCTTTGATACGGAAAACTA
136.9 CGTAAGTTCTGAAGCGGATCGCTCGGAATTTTTACGGAAAATGAATCCCTTTATTATCGACGCTTTGATACGGAAAACCA
142.6 CGTAAGTTCTGAAGCGGATCGCTTGGNATTTTTACGGAAAATGAATCCCTTTATTATCGACGCTTTGATACGGAAAACCA
152.13 CGTAAGTTTGGAAGCGGATCGCTTGGAATTTTTACGGAAAATGAATCCCTTTATTATCGACGCCTTGATACGGAAAACCA
28.49 CGTAAGTTTGGAAGCGGATCGCTTGGAATTTTTACGGAAAATGAATCCCTTTATTATCGACGCCTTGATACGGAAAACCA
15.15 CGTAAGTNCGGAAGCTGATCGCTTGGNATTTTTACGAAAAATGAACCCCTTTATCATCGACGCTTTGGTACGGAAAACCA
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T30 ATTATCAGGGTGCTCGCTTTCGCGCAAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGACAAGGCGCTCAAG
B147 ATTATCAGGGTGCTCGCTTTCGCGCAAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGACAAGGCGCTCAAG
B5 ATTATCAGGGTGCTCGCTTTCGCGCAAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGACAAGGCGCTCAAG
19.3 ATTATCAGGGTGCTCGCTTTCGCGCAAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGACAAGGCGCTCAAG
25.4 ATTATCAGGGTGCTCGCTTTCGCGCAAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGACAAGGCGCTCAAG
T385 ATTATCAGGGTGCTCGCTTTCGCGCAAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGACAAGGCGCTCAAG
B32 ATTATCAGGGTGCTCGCTTTCGCGCAAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGACAAGGCGCTCAAG
B67 ATTATCAGGGTGCTCGCTTTCGCGCGAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGCGGTAGAAAACACGACAAGGCGCTCAAG
T36 GTTATCAGGGCGCTCGCTTTCGCGCGAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGCGGTAGAAAACACGATAAGGGGTTGAAG
11.5 GTTATCAAGGCGCTCGCTTTCGCGCGAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGATAAGGCATCGAGG
8.1 GTTATCAAGGCGCTCGCTTTCGCGCGAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGATAAGGCATCGAGG
8.15 GTTATCAAGGCGCTCGCTTTCGCGCGAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGATAAGGCATCGAGG
B165 GTTATCAAGGCGCTCGCTTTCGCGCGAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGATAAGGCATCGAGG
B128 ATTATCAAGGCGCTCGCTTTCGCGCGAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGATAAGGCATCGAGG
NUagA GTTATCAAGGCGCTCGTTTTCGCGCGAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGATAAGGCATCGAGG
SY568 ATTACCAAGGCGCTCGCTTTCGCGCGAGGATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGATAAGGCATCGAGG
B220 GTTATCAGGGTGCTCGCTTTCGCGCGAGGATAATAGGAGTGTGCGTAGATTGTGGTAGAAAGCACGATAAGGGGTTGAAG
B227 GTTATCAGGGTGCTCGCTTTCGCGCGAGGATAATAGGAGTGTGCGTAGATTGTGGTAGAAAGCACGATAAGGGGTTGAAG
vT GTTATCTGGGTGCTCGCTTTCGCGCGAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGATAAGGCATCGAGG
136.9 GTTATCAGGGTGCTCGCTTTCGCGCGAGAATAATAGGAGTATGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGACAAGGGGTCGAGG
142.6 ATTATCAGGGTGCTCGCTTTCGCGCGAGAATAATAGGAGTATGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGACAAGGGGTCGAGG
152.13 GTTATCAGGGTGCTCGCTTTCGCGCGAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGATAAGGGGTTGAAG
28.49 GTTATCAGGGTGCTCGCTTTCGCGCGAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAAAACACGATAAGGGGTTGAAG
15.15 ATTATCAGGGTGCTCGCTTTCGCGCAAAAATAATAGGAGTATGCGTAGATTGTGGTAGAAGACACGATAAGGGGTTGAAG
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ACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAACACGCAATCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTGATGCACGATCCCGTTAAGTA
ACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAACACGCAATCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTGATGCACGATCCCGTTAAGTA
ACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCGATCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTGATGCACGATCCCGTTAAGTA
ACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCAATCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTGATGCACGATCCCGTTAAGTA
ACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCAATCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTGATGCACGATCCCGTTAAGTA
ACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCAATCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTGATGCACGATCCCGTTAAGTA
ACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCAATCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTGATGCACGATCCCGTTAAATA
ACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCAATCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTGATGCACGATCCCGTTAAATA
ACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCAGTCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTAATGCACGACCCCGTTAAGTA
ACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCAGTCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTAATGCACGATCCCGTAARAATA
ACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCAGTCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTAATGCACGATCCCGTAAAATA
ACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCAGTCTCAGAACGAGGTGGCACATATGTTAATGCACGATCCCGTAAAATA
ACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCAGTCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTGATGCACGATCCCGTAAAATA
ACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCTAGTCCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTAATGCACGATCCCGTAAAATA
ACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCAGTCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTAATGCACGATCCCGTAAAATA
ACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCAGTCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTAATGCACGATCCCGTAAAATA
ACCGAACGTAAATGTAAGGTCAACAATACACAATCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTAATGCACGATCCCGTGAAATA
ACCGAACGTAAATGTAAGGTCAACAATACACAATCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTAATGCACGATCCCGTGAAATA
ACTGAACGTAAGTGTAAAGTCAACAACACACAATCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTAATGCACGATCCCGTGAAATA
ACCGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAACACACAGTCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTAATGCACGATCCCGTTAAGTA
ACCGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAACACACAGTCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTAATGCACGATCCCGTTAAGTA
ACCGAACGTAAATGTAAGGTCAACAATACACGATCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTAATGCACGATCCCGTTGAGTA
ACCGAACGTAAATGTAAGGTCAACAATACACGATCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTAATGCACGATCCCGTTGAGTA
ACCGAACGTAAATGTAAGGTCAATAATACACAGTCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTAATGCACGATCCCGTTAAGTA
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TTTGAACAAAAGAAAGGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATTGAACTGGTTTCGTACACCAAGGAAAGGC
TTTGAACAAAAGAAAGGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATTGAATTGGTTTTGTACACCAAGGARAAGGC
TTTGAACAAAAGAAAGGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATTGAATTGGTTTTGTACACCAAGGAAAGGC
TTTGAACAAAAGAAAGGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATTGAATTGGTTTTGTACACCAAGGAAAGGC
TTTGAACAAAAGAAAGGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATTGAATTGGTTTTGTACACCAAGGARAGGC
TTTGAACAAAAGAAAGGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATTGAATTGGTTTTGTACACCAAGGAAAGGC
TTTAACCAAAAGAAAGGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATTGAATTGGTTTTGTACACCAAGGAAAGGC
TTTAAACAAAAGAAAAGCTAGAGCCTTTTCTAATGCGGAGATATTTGCGATTGATTTGGTTATGTACACCAAGGAAAGGC
TTTAAATAAAAGAAAAGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATCGATTTGGTTATGCACACCAAAGAAAGGC
TTTAAATAAAAGAAAAGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATCGATTTGGTTATGCACACCAAAGAAAGGC
TTTAAATAAAAGAAAAGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATCGATTTGGTTATGCACACCAAAGAAAGGC
TTTAAATAAAAGAAAAGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATCGATTTGGTTATGCACACCAAAGAAAGGC
TTTAAATAAAAGAAAAGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATCGATTTGGTTATGCACACCAAAGAAAGGC
TTTAAATAAAAGAAAAGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATCGATTTGGTTATGCACACCAAAGAGAGGC
TTTAAATAAAAGAAAAGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATCGATTTGGTTATGCACACCAAAGAAAGGC
TTTAAATAAAAGAAAAGCTAGAGCTTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATCGATTTGGTTATGCATACCAAAGAAAGGC
TTTAAATAAAAGAAAAGCTAGAGCTTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATCGATTTGGTTATGCATACCAAAGAAAGGC
TTTAAATAAAAGAAAAGCTAGAGCTTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATCGATTTGTTTATGCATACCAAAGAAAGGC
TTTAAGTAAAAGAAAAGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATCGATTTGGTTATGTACACCAAAGAAAGGC
TTTAAGTGAAAGAAAAGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATCGATTTGGTTATGTACACCAAAGAAAGGC
TTTAAATAAAGGAAAGGTTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAAATGTTTGCGATCGATTTGGTTATGTACACCAAGGAAAAGC
TT-AAATAAAGGAAAGGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATCGATTTGGTTATGTACACCAAGGAAAAGC
TTTAAATAAAGGAAAGGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCAATCGATTTGGTTATGTACACCAAGGAAAAGC

* % * Kk kkkk K khkkkkk Khkhkkhhkhk KKk Kk KKk Khkkkk Kk Kk* * Kk Kk * ok kkkkk kK K Kk

410 420 430 440 450 460 470 480
IRRRS FEREY RERTY R FETT RRRE RRRT RRTr Rl RRTrl RRRrl SR Tl Ry e Rrrr
AATTGGCGGTCGATTTAGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGACTGGCTCGTAGACACCCAATGCGTTCTCCGGAAGAAACT
AATTGGCGGTCGATTTAGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGACTGGCTCGTAGACACCCAATACGTTCTCCGGAAGAAACT
AATTGGCGGTCGATTTAGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGACTGGCTCGTAGACACCCAATACGTTCTCCGGAAGAAACT
AATTGGCGGTCGATTTAGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGACTGGCTCGTAGACACCCAATACGTTCTCCGGAAGAAACT
AATTGGCGGTCGATTTAGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGACTGGCTCGTAGACACCCAATACGTTCTCCGGAAGAAACT
AATTGGCGGTCGATTTAGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGACTGGCTCGTAGACACCCAATACGTTCTCCGGAAGAAACT
AATTGGCGGTCGATTTAGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGACTGGCTCGTAGACACCCAATACGTTCTCCGGAAGAAACT
AATTAGCAGTCGATTTAGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGACTGGCTCGTAGACACCCAATGCGTTCTCCGGAAGAAACT
AATTGGCTATTGATTTGGCCGCTGAAAGGGAGAAAACGAGACTGGCTCGTAGACACCCGATGCGTTCTCCGGAAGAAACT
AATTAGCGGTTGATTTGGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGATTGGCTCGTAGACACCCGATGCGTTCTCCGGAAGAGACT
AATTAGCGGTTGATTTGGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGATTGGCTCGTAGACACCCGATGCGTTCTCCGGAAGAGACT
AATTAGCGGTTGATTTGGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGATTGGCTCGTAGACACCCGATGCGTTCTCCGGAAGAGACT
AATTAGCGGTTGATTTGGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGATTGGCTCGTAGACACCCGATGCGTTCTCCGGAAGAGACT
AATTAGCGGTTGATTTGGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGATTGGCTCGTAGACACCCGATGCGTTCTCCGGAAGAGACT
AATTAGCGGTTGATTTGGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGATTGGCTCGTAGACACCCGATGCGTTCTCCGGAAGAGACT
AATTAGCGGTTGATTTGGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGATTGGCTCGTAGACACCCGATGCGTTCTCCGGAAGAGACT
AATTAGCGGTTGGTTTGGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGATTGGCTCGTAGGCACCCGATGCGTTCTCCGGAGGAAACT
AATTAGCGGTTGGTTTGGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGATTGGCTCGTAGGCACCCGATGCGTTCGCCGGAGGAAACT
AATTAGCGGTTGATTTGGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGATTGGCTCGTAGACACCCGATGCGTTCTCCGGAGAAAACT
AATTAGCGGTTGATTTGGCCGCTGGAAGGGAAAAGACGAGACTGGCTCGTAAACACCCAATGCGTTCTCCGGAAGAAACT
AATTAGCGGTTGATTTGGCCGCTGAAAGGGAAAAGACGAGACTGGCTCGTAAACACCCAATGCGTTCTCCGGAAGAAACT
AGTCGGCGATTAATTTAGCCGCTGAAAGGGAGAAAACGAGACTGGCTCGTAGACACCCGATGCGTTCTCCGGAGGAAACT
AGTCGGCGGTTAATTTAGCCGCTGAAAGGGAGAAAACGAGACTGGCTCGTAGACACTCGATGCGTTCTCCGGAGGAAACT
AGTTGGCGGTTAATTTGGCCGCTGAAAGGGAGAAGACGAGACTGGCTCGTAGACACCCGATGCGTTCTCCGGAAGAAACT
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Fig. 6 - Alinhamento multiplo das sequéncias nucleotidicas da regido 3"UTR dos clones
e de sequéncias do GenBank. Encontra-se a sombreado os nucleétidos que sdo comuns
as sequéncias, enquanto a auséncia de sombreado assinala a posi¢do de um nucleétido
diferente.

10 20 30 40 50 60 70 80

IR REE RS RS ERREN RS I I [ [P IR [Pt R PP IPIPIP [P I

T30 TTGAAGTGGACGGAATAAGTTCCTTGCGGAACTTTAAGTCGGGTTGGTAAAAATCCTTTATGATGGTGATGTATCACTAG
25.4 TTGAAGTGGACGGAATAAGTTCCTTGCGGAACTTTAAGTCGGGTTGGTAAAAACTCTTTATGATGGTGATGTATCACTAG
T385 TTGAAGTGGACGGAATAAGTTCCTTGCGGAACTTTAAGTCGGGTTGGTAAAAACCCTTTATGATGGTGATGTATCACTAG
19.3 TTGAAGTGGACGGAATAAGTTCCTTGCGGAACTTTAAGTCGGGGTGGTAAAAACCCTTTATGATGGTGATGTATCACTAG
15.15 TTGAAGTGGACGGAATAAGTTCCTTGCGGAACTTTATGTCGGGTTGGTAAAAACCCTT-ATGATGGTGATGTATCACTAG
vT TTGAAGTGGACGGAATAAGTTCCTTGCGGAACTTTATGTCGGGTTGGTAAAAACCCTT-ATGATGGTGATGTATCACTAG
NUagA TTGAAGTGGACGGAATAAGTTCCTCGCGGAACTATATGTCGGGTTGGTAAAAACCCTT-ATGATGGTGATATATCACTAG
8.15 TTGAAGTGGACGGAATAAGTNCCTCGCGGAACTATATGTCGGGTTGGTAAAA-CCCTT-ATGATGGTGATATATCACTAG
11.5 TTGAAGTGGACGGAATAAGTTCCTCGCGGAACTATATGTCGGGTTGGTAAAAACCCTT-ATGATGGTGATATATCACTAG
8.1 TTGAAGTGGACGGAATAAGTTCCTCGCGGAACTATATGTCGGGTTGGTAAAAACCCTT-ATGATGGTGATATATCACTAG
SY568 TTGAAGTGGACGGAATAAGTTCCTCGCGGAACTATATGTCGGGTTGGTAAAAACCCTT-ATGATGGTGATATATCACTAG
T36 TTGAAGTGGACGGAATAAGTTCCTCGCGGAACTTTGTGTTGGGTTGGTAAAGACCCTT-ATGATGGTGATATATCACTAG
136.9 TTGAAGTGGACGGAATAAGTTCCTTTTGGAACTTTATGTCGGGTTGGTAAAAACCCTT-ATGATGGTGATATATCACTAG
142.6 TTGAAGTGGACGGAATAAGTCCCTTTTGGAACTTTATGTCGGGTTGGTAAAAACCCTT-ATGATGGTGATATATCACTAG
152.13 TTGAAGTGGACGGAATAAGTTCCTTGCGGAACTTTATGTCGGGTTGGTAAAAACCCTT-ATGATGGTGATGTATCACTAG
28.49 TTGAAGTGGACGGAATAAGTTCCTTGCGGAACTTTATGTCGGGTTGGTAAAAACCCTT-ATGATGGTGATGTATCACTAG
ConsenSus Kk khkhkhkkhkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhhkkx *xkk Kk ok kkkk Kk Kk ok kkk kkkkkkk khkk kkkkhkkkhkkhkk Khkkkkkkkk
90 100 110 120 130 140 150 160

RN RS R I IS IRl IS (PR IPPIPIS IPPIPIP IPSIPIPS PRIl PRI (PIPRP IPIPIS ISP

T30 ACAATAACC-GGATGGGTAAAGTCTTTAAAATGATCGAGGGGAAAATTAACCGTATCCTCTCGTTGGTCTAAGCTCCCAC
25.4 TCAATAACC-GGATGGGTAAAGTCTTTAAAATGATCGAGGGGAAAATTAACCGTATCCTCTCGTTGGTCTAAGCTCCCAC
T385 ACAATAACC-GGATGGGTAAAGTCTTTAAAATGATCGAGGGGAAAATTAACCGTATCCTCTCGTTGGTCTAAGCTCCCAC
19.3 ACAATAACC-GGATGGGTAAAGTCTTTAAAATGGTCGAGGGGAAAATTAACCGTATCCTCTCGTTGGTCTAAGCTCCCAC
15.15 ACAATAACCCGGATGGGTAAAGTCTTTAAAATGATCGAGGGGAAAATTAACCGTATCCTCTCGTTGGTCTAAGCTCCCAC
vT ACAATAACC-GGATGGGTAAAGTCTTTAAAATGATCGAGGGGAAAATTAACCATATCCTCTCGTTGGTCTAAGCTCCCAC
NUagA ACAATAACCAGGATGGGTAAAGTCTTTAAAATGATCGAGGGGAAAATTAACTGTATCCTCTCGTTGGTCTAAGCTCCCAC
8.15 ACAATAACC-GGATGGGTAAAGTCTTTAAAATGATCGAGGGGAAAATTAACCGTATCCTCTCGTTGGTCTAAGCTCCCAC
11.5 ACAATAACC-GGATGGGTAAAGTCTTTAAAATGATCGAGGGGAAAATTAACCGTATCCTCTCGTTGGTCTAAGCTCCCAC
8.1 ACAATAACC-GGATGGGTAAAGTCTTTAAAATGATCGAGGGGAAAATTAACCGTATCCTCTCGTTGGTCTAAGCTCCCAC
SY568 ACAATAACC-GGATGGGTAAAGTCTTTAAAATGATCGAGGGGAAAATTAACCATATCCTCTCGTTGGTCTAAGCTCCCAC
T36 ACAATAACC-GGATGGGTAAAGTCTTTAAAATGATCGAGGGGAAAATTAACCGTATCCTCTCGTTGGTCTAAGCTCCCAC
136.9 ACAATAACC-GGATGGGTAAAGTCTTTAAAATGATCGAGGGGAAAATTAACCATATCCTCTCGTTGGTCTAAGCTCCCAC
142.6 ACAATAACC-GGATGGGTAAAGTCTTTAAAATGATCGAGGGGAAAATTAACCATATCCTCTCGTTGGTCTAAGCTCCCAC
152.13 ACAATAACC-GGATGGGTAAAGTCTTTAAAATGGTCGAGGGGAAAATTAACCGTATCCTCTCGTTGGTCTAAGCTCCCAC
28.49 ACAATAACC-GGATGGGTAAAGTCTTTAAAATGGTCGAGGGGAAAATTAACCGTATCCTCTCGTTGGTCTAAGCTCCCAC
Consensus Kokkkkkkk ok kkkkkkk Kk hkkkkkhkkhkkk Khkhkhkkkhkkhhkhkhhhkk Kok kkkkkkkokk ok ok k Kk k ok k kK k ok ok k ko
170 180 190 200 210 220 230 240
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T30 AGAGTGGTAGTGGTCTCAAGTGAGGCTTAACGTATGCGTGAACCAAAGAAGTTCTCCTTAGAGTGTGTGTTGTTTACCCA
25.4 AGAGTGGTAGTGGTCTCAAGTGAGGCTTAACGTATGCGTGAACCAAAGAAGTTCTCCTTAGAGTGTGTGTTGTTTACCCA
T385 AGAGTGGTAGTGGTCTCAAGTGAGGCTTAACGTATGCGTGAACCAAAGAAGTTCTCCTTAGAGTGTGTGTTGTTTACCCA
19.3 AGAGTGGTAGTGGTCTCAAGTGAGGCTTAACGTATGCGTGAACCAAAGAAGTTCTCCTTAGAGTGTGTGTTGTTTACCCA
15.15 AGAGTGGTAGTGGTCTCAAGTGAGGCTTAACGTATGCGTGAACCAAAGAAGTTCTCCTTAGAGTGTGTGTTGTTTACCCA
VT AGAGTG-TAGTGGTCTCAAGTGAGGCTTAACGTATGCGTGAACCAAAGAAGTTCTCCTTAGAGTGTGTGTTGTTTACCCA
NUagA AGAGTGGTAGTGGTCTCAAGTGAGGCTTAACGTATGCGTGAACCAAAGAAGTTCTCCTTAGAGTGTGTGTTGTTTACCCA
8.15 AGAGTGGTAGTGGTCTCAAGTGAGGCTTAACGTATGCGTGAACCAAAGAAGTTCTCCTTAGAGTGTGTGTTGTTTACCCA
11.5 AGAGTGGTAGTGGTCTCAAGTGAGGCTTAACGTATGCGTGAACCAAAGAAGTTCTCCTTAGAGTGTGTGTTGTTTACCCA
8.1 AGAGTGGTAGTGGTCTCAAGTGAGGCTTAACGTATGCGTGAACCAAAGAAGTTCTCCTTAGAGTGTGTGTTGTTTACCCA
SY568 AGAGTGGTAGTGGTCTCAAGTGAGGCTTAACGTATGCGTGAACCAAAGAAGTTCTCCTTAGAGTGTGTGTTGTTTACCCA
T36 AGAGTGGTAGTGGTCTCAAGTGAGGCTTAACGTATGCGTGAACCAAAGAAGTTCTCCTTAGAGTGTGTGTTGTTTACCCA
136.9 AGAGTGGTAGTGGTCTCAAGTGAGGCTTAACGTATGCGTGAACCAAAGAAGTTCTCCTTAGAGTGTGTGTTGTTTACCCA
142.6 AGAGTGGTAGTGGTCTCAAGTGAGGCTTAACGTATGCGTGAACCAAAGAAGTTCTCCTTAGAGTGTGTGTTGTTTACCCA
152.13 AGAGTGGTAGTGGTCTCAAGTGAGGCTTAACGTATGCGTGAACCAAAGAAGTTCTCCTTAGAGTGTGTGTTGTTTACCCA
28.49 AGAGTGGTAGTGGTCTCAAGTGAGGCTTAACGTATGCGTGAACCAAAGAAGTTCTCCTTAGAGTGTGTGTTGTTTACCCA
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P e e I
T30 ACACACTGTCCCTATG
25.4 ACACACTGTCCCTATGG
T385 ACACACTGTCCCTATGG
19.3 ACACACTGTCCCTATGG
15.15 ACACACTGTCCCTATGG
vT ACACACTGTCCCTATGG
NUagA ACACACTGTCCCTATGG
8.15 ACACACTGTCCCTATGG
11.5 ACACACTGTCCCTATGG
8.1 ACACACTGTCCCTATGG
SY568 ACACACTGTCCCTATGG
T36 ACGCACTGTCCCTATGG
136.9 ACACACTGTCCCTATGG
142.6 ACACACTGTCCCTATGG
152.13 ACACACTGTCCCTATGG
28.49 ACACACTGTCCCTATGG
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14.3
8.2
11.4
NUagA
SY568
28.16
152.7
VT
19.7
T30
25.8
T385
T36
142.13
136.2
115
15.16
11.7
142.12
142.14

99.8
99.8
98.8
97.8
96.8
96.2
96.2
93.8
93.6
93.8
93.8
92.8
94.0
94.0
90.2
90.8
90.4
88.9
89.8

14.3

ANEXO Il

Matrizes de identidade nucleotidica dos clones sequenciados e dos

isolamentos de sequéncia nucleotidica conhecida

100.0
99.0
98.0
97.0
96.4
96.4
94.0
93.8
94.0
94.0
93.0
94.2
94.2
90.4
91.0
90.6
89.1
90.0

8.2

99.0
98.0
97.0
96.4
96.4
94.0
93.8
94.0
94.0
93.0
94.2
94.2
90.4
91.0
90.6
89.1
90.0

97.8
97.2
96.6
96.2
94.2
94.0
94.2
94.2
93.2
94.4
94.4
91.0
91.6
91.2
89.7
90.6

96.2
95.6
95.2
93.2
93.0
93.2
93.2
93.0
93.8
93.4
89.6
90.2
89.9
88.3
89.2

98.6
97.8
94.2
94.0
94.2
94.2
94.0
94.0
94.0
91.0
91.6
91.2
89.7
90.6

11.4 NUagA SY568 28.16

97.6
93.6
93.4
93.6
93.6
93.4
93.4
93.8
90.4
91.0
90.6
89.1
90.0

152.7

93.2
93.0
93.2
93.2
93.4
93.0
93.4
90.0
90.6
90.2
88.7
89.6

VT

99.4
99.6
99.6
95.4
93.0
92.2
89.4
90.0
89.7
88.1
89.0

19.7

Fig. 1 - Matriz de identidade nucleotidica (%) da regido gendmica p18.

14.3

SY568
NUagA
152.7
28.16

T36
142.13
136.2
19.7
T30
T385
25.8
11.5
11.7
15.16
142.12
142.14

100
100
96,4
97,0
91,8
92,9
93,2
91,2
91,4
92,9
90,3
90,3
90,3
90,6
89,4
88,8
90,0
90,3
89,1

11.4

100
96,4
97,0
91,8
92,9
93,2
91,2
91,4
92,9
90,3
90,3
90,3
90,6
89,4
88,8
90,0
90,3
89,1

14.3

96,4
97,0
91,8
92,9
93,2
91,2
91,4
92,9
90,3
90,3
90,3
90,6
89,4
88,8
90,0
90,3
89,1

97,0
92,1
93,2
92,9
90,3
91,7
92,6
90,0
90,0
90,0
90,3
87,3
86,8
87,9
88,2
87,1

92,1
93,2
93,5
90,0
91,4
92,9
90,3
90,3
90,3
90,6
87,6
87,0
88,2
88,5
87,4

98,8
97,3
90,0
90,9
92,3
89,1
89,1
89,1
89,4
87,7
87,1
88,3
89,7
90,3

8.2 SY568 NUagA 152.7

98,5
91,2
92,0
93,5
90,3
90,3
90,3
90,6
88,8
88,2
89,4
90,9
89,7

28.16

91,4
91,7
93,8
90,6
90,6
90,6
90,9
89,1
88,5
89,7
91,2
90,0

VT

90,9
92,9
90,9
90,9
90,9
91,2
88,8
88,2
89,4
90,3
89,7

T36

99.4

99.4 99.6

952 954 954

928 930 93.0 928

92.0 922 922 920 976

89.2 894 896 90.0 90.8 90.8
89.8 90.0 90.2 90.6 914 914 994
89.5 89.7 899 90.2 910 910 99.0
87.9 881 883 887 899 895 950
88.8 89.0 892 89.6 912 908 96.4
T30 258 T385 T36 142.13 136.2 11.5 15.16
97,9

92,0 93,5

92,0 935 994

92,0 935 994 994

92,3 938 99,7 99,7 99,7

89,4 90,3 89,7 89,7 89,7 90,0
88,8 89,7 891 891 891 894
90,0 90,9 90,3 90,3 90,3 90,6
90,9 91,7 90,0 90,0 90,0 90,3
90,3 91,2 894 894 894 897
14213 136.2 19.7 T30 T385 25.8

Fig. 2 - Matriz de identidade nucleotidica (%) da regido gendmica p13.
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99.6
95.6
97.0

98,8
99,4
97,3
96,7
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11.7

97,9
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15.16 142.12



11.7 100

142.12 100
142.14 100
15.16 100
19.7 90,9
258 90,9
T30 90,9
T385 90,9
T36 87,8
11.4 87,8
14.3 87,8
8.2 87,8
NUagA 90,9
28.16 90,9
152.7 90,9
SY568 90,9
142.13 84,8
136.2 81,8
VT 80,0

115

100
100
100
90,9
90,9
90,9
90,9
87,8
87,8
87,8
87,8
90,9
90,9
90,9
90,9
84,8
81,8
80,0

11.7 14212 14214 15.16 19.7

100
100
90,9
90,9
90,9
90,9
87,8
87,8
87,8
87,8
90,9
90,9
90,9
90,9
84,8
81,8
80,0

100
90,9
90,9
90,9
90,9
87,8
87,8
87,8
87,8
90,9
90,9
90,9
90,9
84,8
81,8
80,0

90,9
90,9
90,9
90,9
87,8
87,8
87,8
87,8
90,9
90,9
90,9
90,9
84,8
81,8
80,0

100
100
100
90,9
90,9
90,9
90,9
93,9
93,9
93,9
93,9
87,8
84,8
80,0

100
100
90,9
90,9
90,9
90,9
93,9
93,9
93,9
93,9
87,8
84,8
80,0

25.8

100
90,9
90,9
90,9
90,9
93,9
93,9
93,9
93,9
87,8
84,8
80,0

T30

90,9
90,9
90,9
90,9
93,9
93,9
93,9
93,9
87,8
84,8
80,0

87,8
87,8
87,8
90,9
90,9
90,9
90,9
84,8
81,8
77,1

T385 T36

100
100
96,9
96,9
96,9
96,9
90,9
87,8
80,0

100
96,9
96,9
96,9
96,9
90,9
87,8
80,0

114 143

96,9
96,9
96,9
96,9
90,9
87,8
80,0

100
100
100
93,9
90,9
82,8

100
100
93,9
90,9
82,8

100

93,9 939

90,9
82,8

90,9
82,8

90,9
77,1

80,0

8.2 NuagA 28.16 152.7 syses8 142.13 136.2

Fig. 3 - Matriz de identidade nucleotidica (%) da regido intergénica entre os genes p18 e

pl3.
19.1 100
T385 100
190 99,8
122 99,6
T30 99,6
136.2 91,1
142.9 90,4
11.4 93,1
14.6 93,3
8.5 93,3
107 92,5
14.9 92,7
SY568 93,3
NUagA 93,1
28.2 90,9
152.1 91,3
VT 90,2
65 89,6
T36 88,8
15.22 874

25.11

100
99,8
99,6
99,6
91,1
90,4
93,1
93,3
93,3
92,5
92,7
93,3
93,1
90,9
91,3
90,2
89,6
88,8
87,4

99,8
99,6
99,6
91,1
90,4
93,1
93,3
93,3
92,5
92,7
93,3
93,1
90,9
91,3
90,2
89,6
88,8
87,4

19.1 T385

99,8
99,4
90,9
90,2
92,9
93,1
93,1
92,3
92,5
93,1
92,9
90,8
91,1
90,0
89,4
89,0
87,2

190

99,2
90,8
90,0
92,7
92,9
92,9
92,1
92,3
92,9
92,7
90,6
90,9
89,8
89,6
88,8
87,0

122

90,8
90,8
92,7
92,9
92,9
92,1
92,3
92,9
92,7
90,6
90,9
89,8
89,6
88,4
87,4

T30

97,6
97,0
97,2
97,2
96,4
96,6
97,2
97,0
94,9
95,6
94,5
90,4
91,1
88,8

96,2
96,4
96,4
95,6
95,8
96,4
96,2
94,5
95,3
94,1
90,0
90,2
88,2

99,8
99,8
99,0
99,2
99,4
99,2
97,0
97,8
96,6
92,1
92,1
90,2

136.2 142.9 11.4

100
99,2
99,4
99,6
99,4
97,2
98,0
96,8
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Fig. 4 - Matriz de identidade nucleotidica (%) da regido gendmica p20.
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