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Resumo

A cultura dos citrinos tem grande impacto econémico a nivel mundial. Um dos
principais agentes patogénicos que afeta os citrinos € o Citrus tristeza virus
(CTV), um closterovirus responsavel pela morte de milhdes de arvores em todo
o mundo. Dada a importancia da detecdo do CTV numa fase inicial da infecéo
para o controlo da disseminagdo do virus, avaliou-se neste trabalho a
possibilidade de usar métodos Oticos para distinguir plantas saudaveis de
infetadas.

Embora a maioria dos trabalhos publicados onde sé&o utilizadas técnicas
espectroscopicas o fagcam numa perspetiva de detecao remota para separacao
de plantas controlo de plantas infetadas com sintomas explicitos da presenca
de virus, os testes neste trabalho foram realizados nas variedades Citrus
clementina hort. ex Tanaka cv. Fina e Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. Valencia
late, mantidas em estufa, que se mostraram assintomaticas seis meses apoés a
infecdo com o isolado do CTV T318A e ao longo do tempo que durou este
trabalho. Foram feitas medicfes dos espectros de refletancia e transmitancia
das folhas nas regides do visivel e infravermelho préximo e da fluorescéncia da
clorofila a, desde Outubro de 2014 a Abril de 2015. Todo o pré-tratamento
aplicado aos espectros e analise dos mesmos foi feito através de programacao
em R, incluindo técnicas de andalise multivariada, que permitiram a reducdo do
elevado volume de dados a um conjunto de variaveis que descrevem o
essencial da variabilidade do problema. Para validagdo das técnicas
espectroscopicas, foi feita a detecdo do CTV através do método convencional
IC/RT-PCR e por real time PCR. Os métodos moleculares detetaram a
presenca do virus em trés plantas de cada variedade.

Os resultados deste trabalho indicam que é possivel detetar a infecéo viral,
mesmo quando assintomatica, através da monitorizacdo dos padrdes de

evolucao temporal dos espectros com uma taxa de sucesso superior a 90%.

Palavras-chave: Citrus tristeza virus; espectroscopia Vis-NIR; fluorescéncia da
clorofila a; andlise das componentes principais; Imunocaptura RT-PCR; PCR

em tempo real.



Abstract

Citrus culture has a great economic impact worldwide. One of main pathogens
that affect citrus is the Citrus tristeza virus (CTV), a closterovirus responsible for
the death of millions of trees around the world. Given the importance of early
detection of CTV for controlling the spread of the virus, this work evaluated the
ability of optical methods in distinguishing healthy from infected plants.

Although most papers published where spectroscopic techniques are used do it
in a remote sensing perspective for separation of control plants from infected
plants with explicit symptoms of virus, the tests in this work have been
conducted in the varieties Citrus clementina hort. ex Tanaka cv. Fina and Citrus
sinensis (L.) Osbeck cv. Valencia late, kept in greenhouse, infected with CTV
isolate T318A, although asymptomatic six months after infection and during the
time interval of the present assays. Measurements of the reflectance and
transmittance spectra of the leaves in the regions of visible and near infrared
and measurements of chlorophyll a fluorescence were made, from October
2014 to April 2015. All the pre-treatment applied to the spectra and their
analysis was done through programming in R, including multivariate analysis
techniques, which allowed the reduction of large volume of data to a limited set
of variables describing most of the problem's variability. For validation of
spectroscopic techniques, CTV was detected by conventional method IC/RT-
PCR and by real-time PCR. Molecular methods detected virus presence in
three plants of each variety.

Results suggest that it is possible to detect the infection even when it is
asymptomatic, through monitoring the spectra’'s time evolution patterns with a
success rate of over 90%.

Keywords: Citrus tristeza virus; Vis-NIR spectroscopy; Chlorophyll a
fluorescence; principal component analysis; Immunocapture RT-PCR; real time
PCR
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1 Introducéo

1.1 A importéncia dos citrinos

A cultura dos citrinos € das que tem maior impacto econémico a nivel mundial,
sendo os frutos comercializados frescos ou processados, isto €, sob a forma de
sumos e néctares. Estes frutos sdo muito apreciados do ponto de vista
gastronomico e ainda pelo seu valor nutricional e farmacéutico (Ladanyia,
2008; Lacirignola e D’Onghia, 2009). Na verdade, cerca de um terco dos
citrinos é consumido apds processamento, essencialmente sob a forma de
sumo de laranja (Liu et al., 2012). Para além de serem uma fonte de vitamina C
(Nagy, 1980), os citrinos contém macronutrientes, tais como agucares simples
e fibras, e micronutrientes que incluem a tiamina (vitamina B1), a riboflavina
(B2), a niacina (B3), o acido pantoténico (B5), a piridoxina (B6), o acido félico
(B9), o potassio, o calcio, o fésforo, 0 magnésio e o cobre, que sdo essenciais
para a manutencdo da saude e de um crescimento normal (Rouseff e Nagy,
1994; Economos e Clay, 1999).

O maior produtor de citrinos do mundo € a China, seguido do Brasil, Unido
Europeia e Estados Unidos (United States Department of Agriculture, 2015).
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Figura 1.1: Principais produtores mundiais de citrinos (laranjas, tangerinas,
toranjas, limas e limdes). Adaptado de United States Department of Agriculture
(2015).



A cultura de citrinos é o maior setor da agricultura mediterranica e representa a
maior fonte de rendimento para um grande nimero de agricultores (Lacirignola
e D’Onghia, 2009).

Em Portugal, no ano de 2013, foi produzido 236,8 mil toneladas de laranjas,
ocupando no pais o primeiro lugar na comercializacdo de frutos frescos
(Instituto Nacional de Estatistica, 2014). O Algarve € a principal regiao
produtora de citrinos do pais. Algumas das variedades que predominam na
citricultura algarvia sado a clementina ‘Fina’ (Citrus clementina hort. ex Tanaka
cv. Fina) e a laranjeira ‘Valencia late’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. Valencia

late) (Ministério da Agricultura do desenvolvimento Rural e das Pescas, 2007).

1.2 A cultura de citrinos e atristeza

Os citrinos provavelmente tiveram a sua origem no sudoeste asiatico que inclui
a regido do sul da China e do nordeste da india (Spiegel-Roy e Goldschmidt,
1996).

No final do século XIX, o aperfeicoamento dos transportes maritimos coincidiu
com o aumento do interesse botanico e comercial nos citrinos, o que levou a
exportacdo de centenas de plantas da Asia para outras regides (Roistacher,
1981).

Em 1836, teve inicio nos Acores uma epidemia de Phytophthora sp. que se
alastrou aos paises mediterranicos, destruindo as laranjeiras doces (Citrus
sinensis (L.) Osb.) (Zaragoza, 2007). Esta epidemia conduziu ao uso da
laranjeira azeda (Citrus aurantium L.) como porta-enxerto por ser resistente a
Phytophthora (Bordignon et al., 2003), por se adaptar muito bem a solos
calcarios e por transmitir vigor as variedades enxertadas, levando a producao
de frutos de excelente qualidade (Moreno et al.,, 2008). Por estas razdes,
rapidamente se tornou o porta-enxerto predominante em varias partes do

mundo (Bordignon et al., 2003).

O uso da laranjeira azeda foi fundamental para o desenvolvimento do comércio

de citrinos, no entanto também criou condi¢cdes para uma nova epidemia



chamada Tristeza causada pelo Citrus tristeza virus (CTV) (Moreno et al.,
2008).

O CTV é um dos mais importantes agentes patogénicos dos citrinos (Harper,
2013; Muniz et al.,, 2014) e a sua interagdo com 0 porta-enxerto laranjeira
azeda tem tido efeitos devastadores na industria de citrinos (Moreno et al.,
2008). Os primeiros surtos foram descritos na América do Sul, na década de
1940, e desde essa época o CTV ja foi responsavel pela morte de mais de 85
milhdes de arvores em todo o mundo (Lee et al., 1992; Lee e Keremane, 2013).

Atualmente, o CTV encontra-se disseminado em todas as regides produtoras
de citrinos do planeta (Bordignon et al., 2003). O porta-enxerto Citrus
aurantium, por ser muito sensivel ao CTV, tem sido substituido por porta-
enxertos tolerantes ao CTV, nomeadamente as citranjeiras Carrizo e Troyer
(Castle, 2010).

1.3 Transmisséo do CTV

O Homem é o responsavel pela disseminacdao do CTV a longas distancias
através da comercializacdo de plantas infetadas. Localmente o CTV é
transmitido por varias espécies de afidios num modo semi-persistente,
principalmente através do Aphis gossypii (Glover) e do A. spiraecola (Patch)
(Hermoso de Mendoza et al., 1984), sendo o vetor mais eficiente o Toxoptera
citricida (Kirkaldy) (Yokomi et al., 1994). A transmissdo deste virus por T.
citricida requer um periodo de aquisicdo e inoculacdo de pelo menos 30
minutos (Bar-Joseph et al., 1989).

O afidio T. citricida esta presente na Asia, Australia, Africa do Sul, América
Central, América do Sul e em diferentes paises das Caraibas (Costa e Grant,
1951; McClean, 1975; Yokomi et al., 1994; Rocha-Pefia et al., 1995; Halbert et
al., 2004). Na regiao mediterranica foi apenas detetado em Espanha e em
Portugal (llharco et al., 2005).

O afidio Aphis gossypii é o principal vetor encontrado na bacia do Mediterraneo
e no norte da América (Dickson et al., 1956; Raccah et al., 1976; Hermoso de
Mendoza et al., 1984; Yokomi e Garnsey, 1987; Cambra et al.,, 2000a;



Marroquin et al., 2004). Na regido mediterranica, desde a década de 60, é

também encontrado o afidio A. spiraecola (Viggiani, 1988).

A transmissdo do CTV é afetada pela espécie do afidio vetor, pelo isolado do
virus, pela combinacdo porta enxerto/variedade e pelas condicdes ambientais
(Roistacher e Moreno, 1990).

N&o ha evidéncias de transmissdo do CTV através das sementes (McClean,
1957).

1.4 Sintomatologia causada pelo CTV

A sintomatologia causada pelo CTV e a severidade desta depende do isolado
viral, da planta hospedeira e da combinacao variedade/porta-enxerto (Moreno
et al., 2008).

O uso de plantas indicadoras como a limeira Mexicana [C. aurantifolia
(Christm.) Swingle], laranjeira azeda (C. aurantium L.), laranjeira doce [C.
sinensis (L.) Osb. cv. Madam vinious], toranjeira (C. paradisi Macfadyen cv.
Duncan) e a laranjeira doce (C. sinensis (L.) Osbeck) no porta-enxerto
laranjeira azeda perrmite determinar a sintomatologia de um isolado especifico
do CTV (Garnsey et al., 1987, 2005).

De acordo com a sintomatologia que os isolados do CTV induzem nas plantas
indicadoras, estes podem ser classificados de isolados atenuados (mild) ou
severos, causadores de quick decline e de stem pitting. A sintomatologia

seedling yellows esta associada a plantulas ou a plantas mantidas em estufa.

As estirpes mild do CTV causam sintomas visiveis na limeira Mexicana, no
entanto estes raramente sdo visiveis noutros hospedeiros. Por sua vez, as
estirpes severas podem provocar 0s seguintes sintomas: o quick decline
(Figura 1.2) de plantas enxertadas na laranjeira azeda; stem pitting (Figura 1.3)
nas laranjeiras doces e toranjeiras; seedling yellows (Figura 1.4) nas plantulas
de laranjeira azeda, toranjeira e limoeiro (C. limon [L.] Burn. F.) (Niblett et al.,
2000; Cerni et al., 2008).



1.4.1 Sintomatologia quick decline

O declinio subito consiste na incompatibilidade entre a variedade e o porta-
enxerto laranjeira azeda (Saponari et al., 2008) na zona de unido do enxerto,
causando a necrose do floema (Morera, 1997), o que por sua vez resulta
frequentemente na morte da arvore (Sekiya et al., 1991) (Figura 1.2). Como as
raizes responsaveis pela absor¢cdo de agua e de nutrientes do solo sao
afetadas negativamente na sua funcéo e estrutura (Morera, 1997), as reservas
de amido no porta-enxerto sdo consumidas e ficam inacessiveis a restante

parte da arvore, nomeadamente a variedade enxertada (Lee e Bar-Joseph,
2000).

Figura 1.2: Quick decline numa laranjeira doce com porta-enxerto de laranjeira
azeda [Fonte: Moreno et al. (2008)].

1.4.2 Sintomatologia stem pitting

As caneluras no caule resultam de diferenciagdo vascular anormal (Atta et al.,
2012), levando ao aparecimento de fendas alongadas nos ramos (Figura 1.3)
de laranjeiras doces ou de toranjeiras, acompanhado por uma diminuicdo néo
s6 da qualidade do fruto, como do seu tamanho (Roistacher e Moreno, 1990;
Garnsey et al., 2005), independentemente do porta-enxerto utilizado (Cerni et
al., 2008). Em muitos casos, a reducdo do tamanho do fruto, torna-o

inadequado para venda (Brlansky, 2006).



Figura 1.3: Sintomatologia de stem pitting [Fonte: Brlansky (2006)].

1.4.3 Sintomatologia seedling yellows

O amarelecimento das plantulas é caracterizado ndo sé pelo declinio e clorose
das folhas (Fraser, 1952) (Figura 1.4), mas também pela reducdo do sistema
radicular e, nalguns casos, pela completa cessacdo do crescimento de

plantulas de laranjeira azeda, toranjeira ou limoeiro (McClean, 1960).

Figura 1.4: Sintomatologia de seedling yellows [Fonte: Brlansky (2006)].

1.5 Estrutura, genoma e replicacao do CTV

O CTV pertence a familia Closteroviridae (Bar-Joseph, 1989), género
Closterovirus, sendo o maior e o mais complexo membro desta familia
(Folimonova, 2013). Este virus encontra-se restrito as células do floema de

citrinos da familia Rutaceae (Bar-Joseph et al., 1979a).



As particulas virais do CTV (Figura 1.5) séao filamentos flexiveis de 2000nm x11
nm com uma capside proteica formada pela proteina p25 (25kDa) e p27 (27
kDa) que revestem, respetivamente, cerca de 97% e 3% do comprimento da
particula viral (Febres et al., 1996; Satyanarayana et al., 2004).
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Figura 1.5: Imagem de uma particula viral do CTV ao microscoépio eletrénico
[Fonte: (Niblett et al., 2000)].

O genoma do CTV (Figura 1.6) consiste numa cadeia simples positiva de RNA
contendo 19296 nucledtidos e estd organizado em 12 open-reading frames
(ORFs) (Karasev et al., 1995; Korkmaz et al., 2008), que codificam cerca de 19
proteinas (Karasev et al., 1995; Atta et al., 2012), com duas regibes nao
traduzidas [untranslated regions (UTRs)] nas extremidades 5’ (107 nucle6tidos)
e 3 (234 nucledtidos) (Karasev et al., 1995; Dawson et al., 2013). Estas
dimensdes fazem do CTV o maior virus de plantas conhecido (Karasev et al.,
1995; Bordignon et al., 2003).

As duas ORFs da extremidade 5 s&o traduzidas diretamente do RNA
gendémico e codificam proteinas relacionadas com a replicagdo (Hilf et al.,
1995). A ORF 1a codifica uma poliproteina com 349 kDA constituida por duas
proteases do tipo papaina (PRO), uma metiltransferase (MT) e uma helicase
(HEL). A ORF 1b codifica a RNA polimerase RNA dependente (RpRd) que é
traduzida via “+1 ribosomal frameshift” (Satyanarayana et al., 2001).



ORF 1a 1b 23 4 5 6 7 89101
PRO PRO p33 HSP70h CPm p18 520
- h III -

RdRp

p33

p6
HSP70h
p61
CPm

+1 Ribosomal frameshift: RdRp —— CP

s P18
s P13
p20

— P23

Polyprotein: Replicase

Proteins

Figura 1.6: Esquema do genoma do CTV. PRO - proteases do tipo papaina;
MT- metiltransferase; IDR- Regido intergénica; HEL- Helicase; RARp - RNA
polimerase RNA dependente; CPm e CP — proteinas do capsideo. Em baixo (a
diferente cores) sdo apresentadas os dez RNAs subgendmicos (sgRNAS) e as
proteinas esperadas (a vermelho). Adaptado de Dawson et al. (2013).

As dez ORFs da extremidade 3 sdo expressas através dos RNAs
subgendmicos (sgRNAs) (Hilf et al., 1995) e codificam as proteinas p33, p6,
P65, p6l, p27, p25, p18, pl3, p20 e p23 (Moreno et al., 2008). A proteina
hidrofébica p6 é atribuido um papel no movimento do virus (Dolja et al., 2006;
Tatineni et al., 2008); a p65 é homdloga a proteina heat-shock HSP70 e
juntamente com a p61, p25 e p27 esta envolvida na formacgéo da particula viral
(Satyanarayana et al., 2000); a p20 é acumulada nas células infetadas sob a
forma de inclusdes amorfas (Gowda et al., 2000); a p23 é uma proteina de
ligacdo ao RNA (LOpez et al., 2000) que regula a acumulacdo assimétrica de
cadeias positivas e negativas durante a replicagdo do RNA viral
(Satyanarayana et al., 2002); as proteinas p33, p13 e p18 permitem a interacao
viral com multiplos hospedeiros (Tatineni et al., 2011).



A replicacdo do RNA gendmico do CTV envolve a sintese de cadeias negativas
gue servem de molde para a formagdo de novas cadeias positivas
(Satyanarayana et al., 2002; Moreno et al., 2008). Os genes da extremidade 3’
ndo sdo necessarios para a replicacdo do RNA gendmico. Para a replicacdo do
RNA gendmico apenas € requerido as UTRs 3’ e 5’ (Satyanarayana et al.,
1999; Dawson et al., 2013).

Para além do RNA gendmico (gRNA) e sgRNAs, as células infetadas pelo CTV
acumulam RNA defetivo (dARNA) com uma dimensao inferior a 5kb composto
pelas extremidades 5 e 3' do gRNA mas com delecdes internas (Mawassi et
al.,, 1995; Yang et al., 1997; Ayllon et al., 1999). O dRNA é sintetizado pela
RNA polimerase RNA dependente durante o processo de replicacéo (Pathak e
Nagy, 2009). A maioria dos dRNAs resulta de erros envolvendo recombinagdes
ndo homologas (Mawassi et al., 1995; Che et al., 2002). Esta recombinagéo
aliada a elevada taxa de mutac6es causadas também pela RdRp (Domingo et
al., 1996; Nagy e Simon, 1997) é responsavel pela variabilidade genémica do

virus.

1.6 Controlo do CTV

Os danos causados pelo CTV numa dada regido dependem das variedades de
citrinos predominantes, dos isolados virais e afidios presentes (Garnsey et al.,
1998). A caracterizacdo dos isolados virais € feita por indexagem biol6gica em
plantas indicadoras como a limeira Mexicana (Garnsey et al., 1987, 2005) e por

métodos moleculares baseados no PCR (Moreno et al., 2008).

A detecdo precoce do CTV é considerada a estratégia de controlo mais eficaz
(Lin et al., 2000). Por esta razé&o, os citrinos devem ser avaliados regularmente
para que as arvores infetadas sejam removidas com o objetivo de prevenir a
propagagdo do CTV (Adkar-Purushothama et al.,, 2011). As medidas de
guarentena e os programas de certificacdo tém um papel importante em evitar

a introducao e a disperséo do CTV numa dada regido (Navarro et al., 2002).

A sintomatologia quick decline e stem pitting causados por estirpes severas
levou a substituicdo do porta-enxerto laranjeira azeda por outros mais

tolerantes ao CTV. No entanto, estes porta-enxertos atualmente mais utilizados
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como as citranjeiras Carrizo e o Troyer (Castle, 2010), ndo estdo adaptados a
solos alcalinos, presentes na regido mediterranica, e por essa razao nao
favorecem o crescimento da variedade enxertada, além de serem mais

suscetiveis a organismos patogénicos presentes no solo (Dawson et al., 2013).

Na protecgdo cruzada os citrinos séo infetados com um isolado mild do CTV que
previne uma infecdo secundaria provocada por isolados severos e por essa
razdo esta metodologia é designada por pré-imunizacdo (Hull, 2002; Gal-On e
Shiboleth, 2006). Esta técnica de protecdo é utilizada em regides onde se
encontram presentes isolados severos do CTV.

A producdo de citrinos resistentes ao CTV através de reproducdo convencional
ou por métodos biotecnolégicos podera ser outra técnica de controlo da
Tristeza (Cambra et al., 2000a). Contudo, o melhoramento genético
convencional € comprometido devido a reproducdo genética e complexa dos
citrinos (Moreno et al., 2008). A apomixia (Frost, 1968; Spiegel-Roy e
Goldschmidt, 1996), os niveis elevados de heterozigotia (Soost e Cameron,
1975; Spiegel-Roy e Goldschmidt, 1996), a esterilidade de parte do polen e/ou
ovulos, a auto-incompatibilidade e a incompatibilidade cruzada, e o longo
periodo de juvenilidade (pelo menos cinco anos até ao aparecimento das
primeiras flores) tornam o melhoramento genético por reproducdo convencional

um processo lento e limitado (Spiegel-Roy e Goldschmidt, 1996).

Outras estratégias de controlo incluem o desenvolvimento de métodos de
diagnéstico sensiveis, fidveis e altamente especificos para o CTV (Cambra et
al., 2000a) de forma a eliminar eficientemente as plantas infetadas e manter um
nivel de virus muito baixo nos pomares. Além disto, a automatizacdo e a
gestéo eletrénica dos dados é vital para aumentar a produtividade e a eficiéncia
das analises de rotina para detecao do CTV (Lépez et al., 2003).

1.7 Diagnéstico do CTV

O diagndstico do CTV tem sido realizado desde ha muitos anos por indexagem
biolégica em hospedeiros sensiveis, sobretudo limeira mexicana ou C.
macrophylla (Roistacher e Moreno, 1991). Embora fidvel este método

apresenta alguns inconvenientes, especialmente o longo tempo requerido para
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a confirmacéo da infecdo (Vela et al., 1985; Nolasco et al.,, 2009). Assim, a
indexagem bioldgica, torna-se impraticavel para anélises em larga escala e em
tempo real, tal como € exigido nas campanhas de erradicacdo e nos programas
intensivos de certificacdo necessarios em zonas afetadas pela Tristeza
(Cambra et al., 2000b).

As técnicas serologicas comumente utilizadas para a detecdo do CTV sédo o
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), nomeadamente o direct tissue
blot immunoassay (DTBIA) (Garnsey e Cambra, 1993) e o double antibody
sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (DAS-ELISA) (Bar-Joseph et
al., 1979b; Cambra et al., 1979). A metodologia DAS-ELISA foi revolucionaria
por permitir testar um maior nimero de amostras num curto periodo de tempo
(Cambra et al., 2000b). A producao de anticorpos monoclonais especificos para
o CTV (Permar et al., 1990) resolveu os problemas de especificidade e
aumentou a sensibilidade dos testes de ELISA (Atta et al.,, 2012). Estas
técnicas sao rapidas de executar e estdo associadas a um baixo custo
(Saponari et al., 2008). No entanto, a dete¢cdo do CTV através de técnicas
serolégicas apresenta algumas desvantagens: é dificil quando o titulo viral é
baixo (Mathews et al., 1997; Galipienso et al., 2000; Hung et al., 2000; Roy et
al., 2005) e/ou quando existe uma distribuicdo desigual do virus nas plantas
infetadas (Galipienso et al., 2000; Roy et al., 2005; Loconsole et al., 2010). Em
geral, as técnicas serolégicas sao fidveis durante apenas certos periodos do
ano quando o titulo viral é alto (Mathews et al., 1997). O maximo titulo viral de
CTV ocorre na primavera (Cambra et al., 2000a), enquanto os baixos niveis no
verdo podem levar a ndo detecdo (Mathews et al., 1997).

Para ultrapassar estas limitacdes e melhorar a sensibilidade, tém sido
desenvolvidos métodos baseados na polymerase chain reaction (PCR)
(Loconsole et al., 2010; Osman et al., 2015): reverse transcription - polimerase
chain reaction (RT-PCR) num passo (Hung et al., 2000), RT-PCR em dois
passos (Mehta et al., 1997; Hilf e Garnsey, 2000; Huang et al., 2004) e
immunocapture/reverse transcription - polimerase chain reaction (IC/RT-PCR)
(Nolasco et al., 1993).

Os meétodos moleculares sdo sensiveis, altamente especificos (Roy et al.,
2005) e rapidos (Lopez et al., 2003).
11



Quer as técnicas serolégicas quer as baseadas no PCR com a utilizacdo de
primers especificos, permitem a detecao do virus, mesmo quando camuflados
por um numero elevado de outros microrganismos. No entanto, a
especificidade dos métodos moleculares € maior e esta diretamente
relacionada com o design de primers e com o protocolo de amplificacdo (Lopez
et al., 2003).

Quando a sensibilidade da detecdo nao é suficiente, o nested-PCR podera
ajudar, mas ao necessitar de duas rondas de amplificacdo em diferentes tubos,
aumenta bastante o risco de contaminacao (Roberts, 1996; Lopez et al., 2003).
O desenvolvimento do nested-PCR em apenas um tubo é uma alternativa
interessante (Olmos et al.,, 1999, 2003; Lépez et al., 2003), reduzindo
drasticamente o risco de contaminacao (Cambra et al., 2000a).

Uma outra possibilidade mais sensivel do que o PCR convencional é o PCR
ELISA que, tal como o nome indica, combina o PCR e o ELISA numa Unica
técnica com um tempo de analise mais curto e um limite inferior de detecéo
mais baixo (Sue et al., 2014). Este método é similar ao ELISA com a excec¢ao
de se detetar acidos nucleicos em vez de proteinas (Di Pinto et al., 2012). O
PCR Elisa incorpora um marcador néo radioativo como a digoxigenina (DIG)
nos produtos de PCR durante a amplificacéo (Nolasco et al., 2002), seguido de
um passo de imobilizacdo do gene de interesse a uma microplaca (Sue et al.,
2014). A detecdo é feita através da adicdo de uma enzima conjugada
especifica para o DIG e de um substrato colorimétrico (Nolasco et al., 2002).
Por sua vez, a modificagdo entretanto introduzida e que inclui um PCR
assimétrico no processo tornou-o mais facil, mais sensivel e menos

dispendioso (Nolasco et al., 2002).

Um outro conceito de PCR mais rapido e econdmico patenteado como co-
operational PCR (Co-PCR) é também utilizado para a detecdo do CTV (Olmos
et al., 2002), e consiste na transcricdo reversa simultanea de dois fragmentos
diferentes de um mesmo alvo, um interno ao outro, e na acao simultanea de
dois pares de primers (L6pez et al., 2003). Contudo, a reduzida quantidade de
reagentes (dez vezes menor do que no PCR convencional) aumenta
provavelmente a suscetibilidade a inibidores, o que requer a extracdo a priori
de RNA (L6pez et al., 2003).
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Embora as ultimas técnicas de PCR acima referidas consigam detetar um baixo
titulo viral, tém a desvantagem de nao ser quantitativas (Saponari et al., 2008).

De fato, apenas o real-time PCR combina a amplificacdo, a detecdo e a
quantificacdo num Gnico passo (Weller et al., 2000; Lopez et al., 2003). E uma
metodologia mais sensivel e rapida quando comparada com o PCR
convencional, pois reduz o numero de ciclos e passos, além de ndo ser preciso
0 passo de eletroforese (Loconsole et al., 2010; Adkar-Purushothama et al.,
2011; Saponari et al.,, 2013; Osman et al.,, 2015). Porém, esta metodologia
exige técnicos especializados, o equipamento e os reagentes de real-time PCR
sdo muito caros para andlises de rotina, o que limita a disponibilizagdo do
método a laboratérios de investigacdo e ndo aos laboratérios envolvidos nos
programas de certificacdo dos milhares de arvores existentes geralmente num

pomar (Adkar-Purushothama et al., 2011).

1.8 Conceitos basicos de espectroscopia

A espectroscopia quantifica a interacdo da matéria com um feixe de luz
incidente (Naranjo et al., 2014). As caracteristicas do feixe de luz incidente sao
modificadas enquanto este passa através de uma amostra devido a absorcao
diferencial em funcdo do comprimento de onda e aos processos de
espalhamento (Sankaran et al., 2010) que resultam de mdltiplas refraces
provocadas por mudancas do indice de refracdo dentro da amostra e que
dependem também do tamanho, forma e estrutura das particulas (Nicolai et al.,
2007). E habitual resumir a interacéo da luz com a matéria dizendo que a luz
incidente pode ser refletida, absorvida ou transmitida (Nicolai et al., 2007),
sendo que a transmissdo estd sujeita aos processos de dispersao referidos

acima.

Y 7

Relativamente a reflexdo, € importante salientar, que existem dois tipos
possiveis: a reflexdo especular, e a reflexdo difusa. Na reflexdo especular
verifica-se que o angulo de reflexdo relativamente a normal a superficie é igual
ao angulo de incidéncia. Verifica-se na interface com um meio liso e sem
efeitos de dispersdo. Na reflexdo difusa observa-se luz refletida em todos os

angulos, mesmo que a luz incida segundo um angulo bem determinado. Esta
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forma de reflexdo tem duas origens distintas: por um lado pode dever-se a uma
interface rugosa; por outro, pode dever-se ao espalhamento nos casos em que
a luz penetra o meio e subsequentemente emerge na superficie apos absorcao
parcial e espalhamento mdltiplo (Boisdé e Harmer, 1996). Assim, apenas as
caracteristicas 6ticas da reflexdo difusa sao reconhecidas como dependentes
da composicéo interna da amostra (Boisdé e Harmer, 1996).

A radiacdo o6tica abrange um alcance espectral desde os 100 nm até aos 1000
um  (Zude, 2009), que inclui a regiao do visivel (VIS) que cobre os
comprimentos de onda dos 400 aos 700 nm enquanto a do near infrared (NIR)

ocupa a gama entre os 700 e os 1000 nm.

A refletancia e transmitancia sdo dois modos da espectroscopia VIS e NIR (Fu
et al., 2007).

No modo de transmitancia a luz incidente ilumina perpendicularmente um lado
da amostra e a luz transmitida é detetada no lado oposto (Kawano et al., 1993;
Miyamoto e Yoshinobu, 1995; Greensil e Newman, 1999; Schaare e Fraser,
2000) (Figura 1.7) enquanto que no modo de refletdncia a luz incide e é
recolhida no mesmo lado da amostra (Figura 1.7). Como se referiu, a luz volta
a emergir na mesma face devido a reflexdo superficial (especular ou difusa)
e/ou aos processos de espalhamento (Zude, 2009). Dependendo da geometria

adotada é possivel incluir ou ndo a componente superficial.

e ~ B D

/g% ;;?R Reflectance

Transmission

\_ | J/ . /

To the spectrometer To the spectrometer

Figura 1.7: Esquema da posi¢cédo do detetor e da fonte de luz consoante o tipo
de medida: A) Transmitancia; B) Refletancia. Adaptado de Wang et al. (2011).
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1.8.1 Vantagens e desvantagens

A espectroscopia VIS-NIR é um método rapido (Liew et al., 2008), nédo
destrutivo (Cen et al., 2007), sensivel (Delalieux et al., 2009), que requer uma
preparagdo minima da amostra (Cen et al., 2007; Shao et al., 2007) e que tem
uma boa relacdo eficiéncia/custo para detecdo de doencas em plantas
(Sankaran et al., 2010). Contudo, esta técnica ndo € mais utilizada devido a

falta de conhecimentos da andlise espectral (Cen e He, 2007).

Os espectros podem ainda ser complicados pelos efeitos de espalhamento,
heterogeneidades do tecido, ruido instrumental, efeitos ambientais e outras
fontes de variabilidade (Nicolai et al., 2007). Por isso, é importante minimizar a
variabilidade e a interferéncia do ambiente, como a luz e as flutuacdes de
temperatura ou té-las em conta no processamento dos dados (Nicolai et al.,
2007), residindo aqui um dos principais problemas da espectroscopia: o
elevado volume de dados (Lorente et al., 2015) e a sua variabilidade. Dai a
necessidade de extrair a informacéo essencial dos espectros, usando métodos
como o PCA (Xie et al., 2009; Liu et al., 2010; Lorente et al., 2015) (ver 2.2.4

Principal component analysis (PCA)).

1.8.2 Principios béasicos da espectroscopia em plantas

A absorc¢éao resulta principalmente da vibracéo das ligagdes covalentes entre os
atomos de oxigénio, carbono, hidrogénio e azoto presentes nos componentes
bioquimicos das plantas como o acgucar, lignina, celulose e proteinas (Fourty et
al., 1996).

Quanto aos principais elementos responsaveis pelo espalhamento da luz nos
tecidos vegetais, estdo as membranas plasmaticas e as paredes celulares
(McGlone et al., 1997). Para além destas primeiras barreiras, ha ainda que ter
em conta organelos como cloroplastos e mitocéndrias, e/ou particulas
suspensas no citoplasma ou no interior dos organelos, como proteinas ou
graos de amido, que também induzem espalhamento causado pela difracdo na
superficie da particula/organelo onde o indice de refracao é diferente (ll'yasov e
Krasnikov, 1991).

15



Na regido visivel do espectro, 0s compostos responsaveis pela absor¢éo da luz
sdo os pigmentos como a clorofila, carotenoides e antocianinas (Abbott, 1999)
gue absorvem, cada um deles, a comprimentos de onda especificos (Zude,
2009). O espectro de absorcdo das moléculas de clorofila intatas apresenta
duas bandas dominantes no azul (por volta dos 420 nm) e no vermelho (cerca
de 680 nm), de onde resulta a percecao da cor verde que atribuimos as plantas
(Liew et al., 2008).

Na regido NIR a absorcdo de luz é controlada pela estrutura e composicao
internas da folha (Maas e Dunlap, 1989), nomeadamente por compostos como
os glicidos, gorduras e proteinas (Abbott, 1999). Os padrdes da refletancia sdo
influenciados néo sé pela composicao quimica das folhas e arquitetura interna,
mas também pelas caracteristicas da superficie da folha (Liew et al., 2008).

1.8.2.1 AplicagOes e potencialidades

As propriedades Oticas das folhas respondem a uma grande variedade de
stresses bidticos e abiodticos, nomeadamente: o0 aumento do didxido de carbono
e outros gases poluentes (Smith et al., 2004; Thomas, 2005), temperaturas e
radiancias extremas (Janka et al., 2013), niveis toxicos de metais pesados
(Rosso et al., 2005), niveis intensos de radiacao ultravioleta e ozono (Bornman
e Vogelmann, 1991), disponibilidade limitada de agua (Dobrowski et al., 2005)
(Graeff e Claupein, 2007), exposicdo a herbicidas (Smith et al., 2005),
condicbes de salinidade elevada (Pefuelas et al., 1997), disponibilidade de
nutrientes (Masoni et al., 1996; Zhao et al., 2005), ataque de insetos (Riedell e
Blackmer, 1999; Lawrence, 2003), herbivoria, fitopatologias, etc. Uma vez que
condicdes de crescimento desfavoraveis resultam em diferencas morfologicas,
fisiolégicas e bioquimicas de folhas, caules e raizes, € de esperar um efeito
detetavel no modo como as plantas interagem com a luz (Delalieux et al.,
2007). Por esta razao, os espectros de transmitancia e refletancia sdo capazes
de revelar alterac6es/desequilibrios internos (Fu et al., 2007) e ambos tém sido
usados para monitorizar a percentagem de agua, temperatura superficial,
eficiéncia fotossintética e alteracdes estruturais nas plantas no diagnéstico
precoce de uma resposta a stresses ambientais (Chaerle e Van Der Straeten,
2000).
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Métodos oticos baseados na espectroscopia de Vis-NIR tém, por isso, sido
usados para avaliar a qualidade de frutos e vegetais (Shao et al., 2007), sendo
um método eficaz para detetar propriedades internas dos frutos como o teor de
solido soluveis, acidez, matéria seca (Ventura et al., 1998; Schmilovitch et al.,
2000; Bechar et al., 2005; Gémez et al., 2006; Cen et al., 2007; Cavaco et al.,
2008; Cayuela, 2008), firmeza (Cavaco et al.,, 2009b), teor de pigmentos
fotossintéticos (Cavaco et al., 2010), pH e conteddo de vitamina C (Xia et al.,
2007).

Para além da area alimentar (Li et al., 2007), a espectroscopia NIR, é usada
cada vez mais na agricultura para estimar diferentes parametros das colheitas
como o nivel de produtividade (Deering, 1989; Larsolle e Hamid Muhammed,
2007) e na detecao de infestacdes de insetos e patogénicos de plantas
(Steddom et al., 2003), inclusive virais: diagnostico precoce de infecdo de
tomato mosaic virus em Nicotiana debneyi (Bravo et al., 2003), beet necrotic
yellow vein virus em beterrabas (Steddom et al., 2003) e tulip breaking virus em
tulipas (Polder et al., 2010), dado que as infecbes virais causam uma
significante reorganizagdo do metabolismo celular e levam a numerosas
alteracbes em caracteristicas fisicas e quimicas das plantas (Tsogin et al.,
1985; Melik-Sarcisov et al., 1987; Polischuk et al., 1997).

Devido a rapida resposta dos pigmentos e das mudancas estruturais nos
tecidos das plantas (Zude, 2009), o uso da espectroscopia para detetar
situacOes de stress, ainda numa fase inicial do seu desenvolvimento, em
plantas apresenta um grande potencial para a otimizagcdo do controlo e gestédo
de culturas agricolas com elevado valor comercial (Delalieux et al., 2009),

sobretudo no contexto da agricultura de preciséo.

Estudos recentes mostraram ser possivel descobrir alteracdes espectrais que
funcionam como diagnéstico de desvios especificos na salude nas plantas
(Liew et al., 2008). Assim, algumas bandas ao serem especificas na presenca
de uma determinada doenca podem ser usadas para a sua detecdo, mesmo
antes de os sintomas serem visiveis e severos (West et al., 2003).

A discriminacdo fidedigna e robusta entre plantas saudaveis e doentes ira
depender fortemente da capacidade de identificacdo de diferencas entre os
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respetivos espectros (West et al., 2003). Para tal, € necessario a identificacdo e
selecdo das melhores regides do espectro/comprimentos de onda (Delalieux et
al., 2007) elou as melhores combinacbes dos mesmos que permitam essa
discriminacao (West et al., 2003).

1.9 Fluorescéncia da clorofila a

As plantas absorvem luz, viabilizando assim todo o processo fotossintético, por
intermédio de pigmentos especificos que incluem as clorofilas (a e b) e os
carotenoides. Outros pigmentos como antocianinas também sdo capazes de
absorver luz, embora sem impacto no processo fotossintético (DeEll e
Toivonen, 2003). Ao nivel dos pigmentos fotossintéticos, esta energia
absorvida é depois dissipada através de trés processos que competem entre si:
fotossintese, dissipacdo sob forma de calor e emissédo de fluorescéncia pela
clorofila a do centro de reagdo do fotossistema Il (PSIl) (Maxwell e Johnson,
2000; Guidi et al., 2007). A razdo Fv/Fm é uma das mais importantes medicdes
da fluorescéncia (Rolfe e Scholes, 2010) ao ser um indicador da eficiéncia
fotoquimica maxima do fotossistema Il (PSIl) (Kocheva et al., 2004) e
geralmente varia entre 0,8 e 0,85 nas plantas, diminuindo em condi¢cbes de
stress (Chiu et al., 2015). Embora, em condig¢bes fisiolégicas favoraveis a maior
parte da luz absorvida pelas plantas (cerca de 80-90%) seja catalisada para o
metabolismo fotossintético (Buschmann, 2007), 5-15% para dissipacéo de calor
e 0,2-2% para emisséao de fluorescéncia (Chiu et al., 2015), estes processos ao
serem competitivos significa que um aumento na fluorescéncia implica uma
diminuigdo proporcional nos outros dois (Guidi et al., 2007). Deste modo, a
medicdo da fluorescéncia pode fornecer informacdes Uteis sobre a performance
fotossintética das folhas (Baker e Rosenqvist, 2004) ou a presenca de
fisopatologias noutros érgaos, nomeadamente em frutos (Guerra et al., 2012).

A fluorescéncia provou ser um método rapido (Chiu et al., 2015), fidvel e ndo

destrutivo que é usado no estudo da performance fotossintética e capaz de

avaliar o estado fisiolégico de diversos 6rgdos das plantas (Schreiber e Bilger,

1993; van Rensburg et al., 1996; Lichtenthaler et al., 1998; Maxwell e Johnson,

2000; Rizza et al., 2001; Kocheva et al., 2004; Guidi et al., 2007; Gardé et al.,

2012; Guerra et al., 2012), ao identificar e determinar com sucesso situagdes
18



de stress abidtico provocado por alteracdo de diversos fatores ambientais
(Cavaco et al., 2003; Lundmark et al., 2006; Cherif et al., 2010; Janka et al.,
2013; Chiu et al., 2015) e de stress hidtico promovido pela presenca/infecdo de
agentes patogénicos (Marcassa et al., 2006), mesmo na auséncia de sintomas
visiveis (Guo et al., 2005). Relativamente as fisopatologias provocadas por
insetos, virus, fungos e bactérias, observam-se mudancas no processo
fotossintético e manipulacdo do metabolismo dos glicidos nas plantas
hospedeiras, para seu préprio beneficio, que podem, no caso particular dos
virus, mobilizar também todo o metabolismo de sintese proteica para a sua

prépria replicacdo e propagacao na planta (Rodriguez-Moreno et al., 2008).

Além da fluorescéncia no vermelho (fluorescéncia da clorofila a), existe
fluorescéncia no azul e no verde derivada dos fenodis da parede celular e dos
vacuolos das células vegetais (Stober e Lichtenthaler, 1993). Enquanto a
fluorescéncia da clorofila a de folhas intatas varia com o tempo, estando
inversamente relacionada com a atividade fotossintética (Krause e Weis, 1991),
a intensidade da fluorescéncia no verde-azul das folhas € constante (Chappelle
et al., 1985), podendo ser medida e utilizada para outros fins.

Os desenvolvimentos nao sé na instrumentacao para medi¢cédo da fluorescéncia
(Baker e Rosengvist, 2004) e de software associado, mas também da
consequente simplificacdo da sua medicdo e analise (Rolfe e Scholes, 2010)
tém levado a difusdo do uso desta técnica nos estudos fisiolégicos das plantas
(Baker e Rosenqvist, 2004), tornando-a mais acessivel a comunidade cientifica
nao especializada (Rolfe e Scholes, 2010). Contudo, uma das principais
desvantagens das medicdes da fluorescéncia, a ndo ser que estejamos a falar
de imagiologia de fluorescéncia (Cavaco et al.,, 2009a), é que esta fornece
informacdo sobre um dnico local da folha, onde assenta a sonda do
fluorémetro, € que esta fornece informacéo sobre um Unico spot da folha, nao
sendo por isso representativo do estado fisiolégico de toda a folha e/ou planta
(Lichtenthaler et al., 1996). Além disto, varios fatores bidticos e abidticos
induzem alteracbes no metabolismo fotossintético, modificando de modo
significativo a emisséo da fluorescéncia (Baker e Rosenqvist, 2004), o que por
vezes torna dificil a identificacdo do fator especifico causador do stress,

sobretudo quando as plantas se encontram no campo, sem controlo das

19



condicdes (Pedrés et al., 2008). Como tal, de modo a tornar a utilizacdo da
técnica de determinacdo convencional (fluorometros modulados ou nao
modulados) de fluorescéncia da clorofila a mais eficaz, a mesma é usada em
combinacdo com outras técnicas (Maxwell e Johnson, 2000) como, por
exemplo, a determinacao das taxas de fotossintese com recurso ao IRGA (infra
red gas analizer) (Cavaco et al., 2003).

1.10 Objetivos

O CTV é o agente causal da Tristeza, uma das mais graves doencas dos
citrinos. A detecdo do virus numa fase inicial da infecao é importante para o
controlo da sua disseminacdo e certificacdo de plantulas néo infetadas para
instalacdo em pomares. Tendo isto em conta, esta tese teve 0 seguinte
objetivo:

Estabelecer um protocolo de diagnéstico néo invasivo e expedito com recurso a
aplicacdo de meétodos espectroscopicos, nomeadamente, fluorescéncia da
clorofila a e espectroscopia de Vis/NIR, combinado com técnicas de analise
multivariada, para identificacdo de plantas de citrinos infetadas com o isolado

do CTV T318A embora assintomaticas.

Para validacdo do protocolo ndo invasivo, recorreu-se a detecdo do CTV
através de métodos convencionais, nomeadamente por IC/RT-PCR e real-time
PCR, nas plantas de Clementina ‘Fina’ (Citrus clementina hort. ex Tanaka cv.
Fina) e laranja ‘Valencia late’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. Valencia late).
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2 Materiais e métodos
No presente trabalho foi adotada a designacéao cientifica das espécies de Citrus
de acordo com (Cottin, 2002).

2.1 Componente biologia molecular

2.1.1 Material vegetal e isolado viral

Oito plantas Clementina ‘Fina’ (Citrus clementina hort. ex Tanaka cv. Fina)
(numeradas de 1 a 8) e oito plantas ‘Valencia late’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck
cv. Valencia late) (plantas 9 a 16), foram mantidas numa estufa a prova de
insetos. Quatro plantas de cada variedade foram inoculadas com o isolado
T318A do Citrus tristeza virus (CTV) T318A através da enxertia de material
vegetal de outras plantas infetadas com este virus. O isolado T318A, com
origem em Espanha, foi cedido pelo Dr. Leandro Pefa [Instituto de Biologia
Molecular e Celular de Plantas, Conselho Superior de Investigacdes Cientificas
(CSIC) - Universidade Politécnica de Valencia (UPV)].

2.1.2 Primers usados nas reacOes de amplificacao
Nas reacdes de amplificacdo por polymerase chain reaction (PCR) foram
utilizados os pares de primers apresentados na Tabela 2.1.

O primer CTV5 Fw foi desenhado no software Geneious (versao 6.1.5).
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Tabela 2.1: Primers utilizados nas reacdes de amplificacdo com o respetivo gene e dimensdo do fragmento amplificado.

ATG GAC GAC GAR ACA AAG
TV1F . .
< W Cépside proteica do (Ruiz-Ruiz et al.,
CTV2 Ry TCAACG TGT GTT YAATTT CC CTV — Gene p25 670 bp 2007)
(GenBank
CTV5 Ew CAA AAA CAA GGA AAC GAA AGA AG DQ151548) i
CTV3 Ew CGC GTG GGT TATTTT TCG TAC Parte da ORE 1b-2 (Ruiz-Ruiz et a
(GenBank 148 bp v
CTV4 Rv CGA AGG CAAACATCT CGACTC DQ151548) 2007)
COX Ew gTATgC CACgTCgCATTC CAg A Sequéncia parcial do
gene citocromo :
COX Rv gC CAA AAC TgC TAA ggg CAT TC oxidase (GenBank 68 bp (Lietal., 2006)
CX297817)
Ubi Fw GCC GAC TAC AAC ATC CAG AAG G Ubiquitina L;Sgptép:s(iiumm (Rotenberg et al.,
Ubi Rv TGC AAC ACA GCG AGC TTA ACC (GenBank X58253) esculentum) 2006)
M13 Fw CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC | Parte do pGEM T- 304 b ]
M13 Rv TCA CAC AGG AAA CAG CTA TGA C Easy + inserto P
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2.1.3 Reacéo de IC/RT-PCR

2.1.3.1 Preparacao dos extratos vegetais

Num almofariz previamente lavado com lixivia, foram macerados 0,2 g da
casca do caule e peciolos em 2 mL de tampao de extracdo (Anexos, Tabela 1)
na presenca de carborundum. Para clarificar o extrato, foi realizada uma

centrifugacéo a 2300xg durante 5 min a 4°C.

Foram preparados extratos de todas as plantas envolvidas neste estudo, as
Clementinas ‘Fina’ e as ‘Valencia late’.

2.1.3.2 Imunocaptura e RT-PCR

O método da imunocaptura baseou-se no protocolo descrito por Nolasco et al.
(1993). Tubos de PCR de 200 pL (Ref. 72.737.002, Sarstedt, Alemanha) foram
revestidos com 25 pL de uma solucdo de IgG anti-CTV (Art. 151515, Bioreba,
Suica) diluido 1:1000 em tampdao carbonato (Anexos, tabela 1) e colocados a
4°C durante a noite.

No dia seguinte, os tubos revestidos foram lavados trés vezes com tampéo
PBS-Tween (Anexos, Tabela 1).

De seguida, em cada um destes tubos foram colocados 25 pL do extrato
clarificado, permanecendo durante 4h a temperatura ambiente para a captura
do antigénio viral. Num dos tubos foi colocado o controlo positivo do CTV
constituido por extrato liofilizado de casca e peciolos de plantas infetadas com
o CTV (Art. 151553, Bioreba, Suica), diluido em tampéao de extracao.

Apés este tempo de incubacgdo, os tubos foram lavados duas vezes com a
solucdo PBS-Tween e uma vez com agua MilliQ.

Cada uma das lavagens teve a duracao de 3 min.

Foi preparada uma reagcdo de RT-PCR com um volume final de 25 pL
composta por 3 mM de MgCl, (Promega, EUA), 200 uM de dNTPs (Invitrogen,
Life Technologies, EUA), 200 nM do primer CTV1, 200 nM do primer CTV2, 40
U de Ribonuclease Inhibitor (Nzytech, Portugal), 200 U de M-MuLV Reverse
Transcriptase (Nzytech, Portugal), 0,8 mM de DTT (Invitrogen, Life
Technologies, EUA), 0,4 U de GoTag DNA Polimerase (Promega, EUA),
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respetivo tampdo 1x e agua MilliQ. Para realizar esta amplificagdo, o
termociclador T100 Thermal Cycler (Bio Rad, EUA) foi programado para 37°C
durante 45 min (transcricdo reversa), seguido de um passo a 95°C durante 2
min e de 35 ciclos de 94°C durante 30 s (passo de desnaturacao), 54°C
durante 35 s (passo de annealing) e 72°C durante 40s (sintese de DNA),

finalizando com um passo a 72°C durante 5 min.

2.1.4 Extracao de RNA total

Cerca de 200 mg da casca dos ramos e de peciolos de cada uma das plantas
analisadas foram macerados em azoto liquido num almofariz, previamente
lavado com lixivia ou esterilizado, para extracdo de RNA total com o TRI
Reagent (Sigma-Aldrich, EUA). O protocolo realizou-se de acordo com as
instrucdes do fabricante. A seguir ao passo de lavagem do pellet de RNA com
1 mL de etanol a 75%, seguiu-se uma centrifugacdo a 12000xg. Este passo de
lavagem foi repetido.

O RNA total foi eluido em 50 pL de dgua DEPC aquecida a 60°C, quantificado
pelo Nanodrop (Nanodrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific, EUA) e
guardado a -80°C.

O possivel DNA contaminante presente nas amostras foi removido usando o
TURBO DNA-free KiT (Ambion, Life Technologies, EUA). Procedeu-se de
acordo com as instrucdes do fabricante.

O RNA resultante foi quantificado e guardado a -80°C.

Foi realizada uma segunda extracado de RNA total para as plantas 5, 6, 8 e 12,
dois meses ap0s terem sido re-inoculadas com o virus do CTV, o que ocorreu
no dia 2/3/15. Também para as plantas 3, 4, 13, 14, 15 e 16 foi realizada uma
segunda extracdo de RNA total devido a uma provavel contaminagdo na

primeira extragao.
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2.1.5 Sintese de cDNA com random hexamers

Uma mistura de reacéo contendo 500ng de RNA purificado, 200 ng de Random
hexamers (Jena Biosciences, Alemanha) e agua DEPC, perfazendo um volume
de 14 pL, foi incubada a 65°C durante 5 min. De seguida, foram adicionados
500 uM de dNTPs (Invitrogen, Life Technologies, EUA), 8U de RiboLock RNase
Inhibitor (Thermo Scientific, EUA), 160U de RevertAid Reverse Transcriptase
(Thermo Scientific, EUA) e respetivo tampé&o 1X (Thermo Scientific, EUA). Esta
mistura de 20 pL esteve depois, durante 10 minutos, a 25°C (passo para
maximizar ligacdo dos primers), seguindo-se uma hora e meia a 42°C
(transcricdo reversa) e, por fim, a 70°C durante 10 minutos (inativacdo da

enzima).

O cDNA sintetizado foi guardado a -80°C.

2.1.5.1 Confirmacdo da sintese de cDNA

Para confirmar a sintese de cDNA, foi preparada uma reacdo de PCR com um
volume final de 20 pL composta por 2 uL do cDNA sintetizado, 3 mM de MgCl,
(Promega, EUA), 200 uM de dNTPs (Invitrogen, Life Technologies, EUA), 200
nM do primer Ubi 3 Fw, 200 nM do primer Ubi 3 Rv, 0,4 U de Go Taqg DNA
Polimerase (Promega, EUA) e respetivo tampédo 5x e agua MilliQ. Para realizar
esta amplificagdo, o termociclador T100 Thermal Cycler (Bio Rad, EUA) foi
programado para 95°C durante 2 min, seguido de 35 ciclos de 94°C durante 30
s (passo de desnaturacdo), 52°C durante 35 s (passo de annealing) e 72°C

durante 40s (sintese de DNA), finalizando com 72°C durante 5 min.

Foi incluido um controlo negativo que continha dgua em vez do cDNA
sintetizado.

2.1.5.2 PCR para amplificacdo do gene p25

O PCR para amplificacdo do gene p25 do CTV consistiu numa mistura igual a
descrita em 2.1.5.1, com a excecdo de se terem usado os primers CTV2 e
CTVS.
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Para realizar esta amplificacdo, o termociclador T100 Thermal Cycler (Bio Rad,
EUA) foi programado de acordo com o descrito em 2.1.5.1, mas com uma

temperatura de annealing de 56°C.

Foi incluido um controlo negativo que continha dgua em vez do cDNA
sintetizado e um controlo positivo com cDNA da planta Citrus macrophylla
(planta 24) infetada com o virus T318A previamente confirmada.

2.1.6 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 1% em tampéo
TAE 1X (Anexos, Tabela 1) e corados com brometo de etidio (Sambrook et al.,
1989). Apls eletroforese a uma diferenca de potencial de 100 V, foram
visualizados sob luz UV, sendo a imagem captada e processada através do
software Alphalmager verséo 6.0.0. (Alpha Innotech, Alemanha).

O tamanho dos fragmentos foi determinado por comparacdo com bandas de
peso molecular conhecido, usando os seguintes marcadores: 1kb Plus DNA
Ladder (Fermentas, EUA) (Anexos, Figura 1) ou NZYDNA Ladder Il (Nzytech,
Portugal) (Anexos, Figura 2).

2.1.7 Extracdo de DNA de géis de agarose

A agarose que continha a banda de interesse foi cortada, sob luz UV, com uma
lamina. O DNA foi depois extraido utilizando o “GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit” (GE Healthcare, EUA), de acordo com as instrucbes do

fabricante.

2.1.8 Reacéao de ligacao

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR das plantas 7 (Clementina
‘Fina’), 9 (‘Valencia late’) e da planta C. macrophylla (planta 24), infetada com o
virus T318A, foram ligados no plasmideo pGEM T-Easy (Promega, EUA) por
“TA Cloning”.
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A mistura da reacéo de ligacdo com um volume final de 10 pL continha 5uL de
tampéo de ligacdo 2x, 15 ng do vetor pGEM T-Easy, aproximadamente 30 ng
do produto de PCR, 5 U de T4 DNA ligase (Promega, EUA) e agua MilliQ.

As reacgOes foram incubadas a 4°C durante a noite.

2.1.9 Preparacéo de células competentes
O método para preparacao de células competentes de Escherichia coli (E.coli)
DH5, baseou-se no protocolo descrito por Ausubel et al. (1994).

Uma colonia isolada de E. coli DH5, foi colocada a crescer em 5 mL de meio
LB liquido a 37°C, durante a noite, com uma agitacdo de 200 rpm. No dia
seguinte, 1 mL da cultura foi adicionada a 50 mL de meio LB liquido e posta
novamente a crescer a 37°C com agitacdo até atingir uma densidade 6tica de
0,4-0,5 a 600 nm. De seguida, a cultura foi colocada em gelo durante 10 min e
centrifugada a 5000 rpm a 4°C durante 7 min. ApOs decantar a amostra, 0
pellet bacteriano foi ressuspenso em 5 mL de cloreto de célcio 0,1 M arrefecido
a 4°C e a cultura mantida em gelo durante 10 min. As células foram
recuperadas por centrifugacao a 4000 rpm durante 10 min a 4°C, decantadas e
ressuspensas novamente em 5 mL de cloreto de calcio 0,1 M para ser repetido
0 passo de lavagem. De seguida, foi adicionado glicerol de modo a ficar a 30%
(v/v). As células foram distribuidas em aliquotas de 50 UL e armazenadas a -
80°C.

Foi confirmado que estas células eram viaveis, através do plagueamento em
meio LB sélido e ndo resistentes a ampicilina através do plagueamento em

meio LB semi-sélido suplementado com 75 pg/mL de ampicilina.

Para confirmar a competéncia das células E. coli DH5,, foi feita transformacéo
genética com 1uL de uma “miniprep” diluida 1:20 do plasmideo NT-TOPO e
procedeu-se ao plagueamento em meio LB semi-sélido com 75 pg/mL de

ampicilina.
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2.1.10 Transformacdao de células competentes
O protocolo para a transformacdo de células competente foi baseado no

descrito por Sambrook et al. (1989).

A uma aliquota de 50 pL de células competentes de E. coli DH5, foi adicionado
3 pL da reacao de ligacdo. As células foram mantidas em gelo durante 30 min e
de seguida, foram incubadas a 42° C durante 90 s e colocadas diretamente, de
novo, no gelo durante 2 min. Adicionou-se 100 pL de meio LB e durante uma
hora as células foram incubadas a 37°C com uma agitacdo de 200 rpm. Por
fim, 50 pL da cultura bacteriana foi plaqueada em caixas de Petri contendo
meio LB sélido, 75 pug/mL de ampicilina, 80 pg/mL de X-Gal e 0,5 mM de IPTG.

As caixas de Petri ficaram a incubar a 37°C durante a noite.

2.1.11 Selecao das colénias transformadas
A selecdo das colénias transformadas foi feita por selecdo das coldnias
brancas, as quais contém o fragmento pretendido inserido na regido codificante

do gene lacZ.

Duas colodnias transformadas e isoladas foram cultivadas em 5 mL de meio LB
liquido com uma concentracao de 75 pg/mL de ampicilina. As culturas ficaram
a incubar durante a noite a 37°C com agitacdo de 200 rpm para se proceder a
uma “miniprep”. A presenca do plasmideo pGEM T-Easy foi confirmada por
amplificagdo do gene p25 com os primers CTV1 e CTV2. A mistura de PCR
nao diferiu da referida anteriormente (2.1.5.2),com excecao de se ter utilizado 1
pL da “miniprep” diluida ao invés de 2 pL de cDNA. Foi incluido um controlo
negativo que em vez de DNA levou agua.

2.1.12 Precipitacdo do DNA plasmidico (“miniprep”)

O DNA plasmidico foi precipitado segundo o método da lise alcalina descrito
por Bimboim e Doly (1979), eluido em 50 pL de agua MilliQ, quantificado pelo
Nanodrop e guardado a -20°C.

Verificada a existéncia de contaminacdo por RNA através da eletroforese em

gel de agarose, as “minipreps” foram sujeitas a acao de 0,5 mg/mL de RNaseA
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a 37°C durante meia hora e purificadas por precipitacdo com etanol/acetato de
sédio. O precipitado de DNA plasmidico foi eluido em 40 pyL de agua MilliQ,

novamente quantificado pelo Nanodrop e guardado a -20°C.

A sequenciacdo nucleotidica das “minipreps” foi feita no Applied Biosystems
3130 Genetic Analyzer do Centro de Ciéncias do Mar (CCMAR) da
Universidade do Algarve.

2.1.13 Sequenciacdo dos genes clonados no vetor pGEM T-Easy e sua
andlise

As sequéncias nucleotidicas obtidas ap6s sequenciacdo foram avaliadas
usando o CLC Sequence Viewer (versao 6.8.1). Apds eliminacdo da
sequéncias nucleotidica pertencente ao pGEM T-Easy foi determinada a
sequéncia do inserto do gene p25 o isolado viral presente nas plantas 7 e 9 e
foi feito o alinhamento com a sequéncia nucleotidica da capside proteica do
CTV T318A (dados disponiveis no GenBank, DQ151548).

Foi também feita a sequenciacdo do fragmento amplificado por real-time PCR
com os primers do CTV e com os primers do COX, assim como O Sseu
alinhamento com parte da ORF 1b-2 do CTV (GenBank DQ151548) e com a
sequéncia parcial do gene citocromo oxidase (GenBank CX297817),

respetivamente.

2.1.14 Real-time PCR

O real-time PCR foi realizado no iCycler IQ Multicolor Real-time PCR (Bio Rad,
EUA) a partir de um volume final de 15 pL, contendo 7,5 pL de Sso Fast
EvaGreen Supermix 2x (Bio Rad, EUA), 300 nM de cada um dos primers, 2 uL
de cDNA sintetizado com random hexamers (diluido 1:5 em agua DEPC) e 4,6
pL de &gua Sigma. Foram incluidas amostras controlo com cDNA de plantas
saudaveis e com agua em vez de cDNA (controlo negativo da reacgdo). A
amplificagdo consistiu num passo a 95°C durante 30 s, seguido de 40 ciclos de
95°C durante 5s (passo de desnaturacéo) e um final a 60°C durante 10s (passo
de annealing e extensao). O protocolo da amplificacdo do gene de referéncia
apenas diferiu no passo de annealing, tendo sido realizado a 58°C.
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O DNA sintetizado é diretamente proporcional a quantidade do corante
fluorescente SYBR Green detetado, uma vez que este se insere entre as novas
cadeias duplas de DNA formadas (Shipley, 2006).

Por cada amostra amplificada é fornecido a intensidade da fluorescéncia e o
treshold cycle (C;) usando o método automatico, assim como a curva de

melting.

Como cada amostra foi analisada em triplicado, foi calculado a média e o
desvio padréo para cada uma.

Para a sequenciacdo do gene de referéncia de pequenas dimensodes (68 bp),
colonias transformadas, que continham a sequéncia alvo, e isoladas foram
colocadas a crescer durante 2 horas a 37°C em meio LB liquido suplementado
com 75 pg/mL de ampicilina, tendo-se depois prosseguido para a sua
amplificagdo. A mistura da reagdo de PCR néo diferiu da referida anteriormente
(2.1.5.2), com excec¢do de se ter utilizado 2 pL da cultura, ao invés de 2uL de
cDNA e substituidos os primers CTV pelos M13. O termociclador My Cycler
(Bio Rad, EUA) foi programado para 95°C durante 10 min (rutura das células
de E.coli), seguido de 35 ciclos de 95°C durante 15 s (passo de desnaturacao),
60°C durante 15 s (passo de annealing) e 72°C durante 15s (sintese de DNA),
finalizando com 72°C durante 5 min. Foi incluido um controlo negativo que em
vez da cultura foi adicionado agua. A presenca do gene foi confirmada por
eletroforese em gel de agarose (2.1.6) por comparacdo com uma banda
amplificada a partir de uma colonia azul (transformada mas sem o inserto),
também posta a crescer nas mesmas condi¢des. A cultura foi adicionada a 5
mL de meio LB liquido suplementado com 75 pg/mL de ampicilina, ficando a
incubar durante a noite a 37°C com agitacdo de 200 rpm. O resultado da

“miniprep” seguiu para sequenciagao.
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2.2 Componente otica

2.2.1 Selecao das folhas

Em cada uma das dezasseis plantas foram marcados dois ramos (A e B) e
etiquetada a quinta folha de cada um, contado a partir do apice do ramo. Esta
escolha foi feita com base em parametros como o tamanho e coloragéo
esperados de uma folha totalmente expandida e em pleno estado de
maturidade fisioldgica, de modo a excluir a interferéncia de efeitos ontolégicos
no decorrer da experiéncia. Caso a quinta folha ndo estivesse em boas
condicOes, era escolhida a anterior ou a seguinte que se encontrasse em

melhor estado.

2.2.2 Medicbes
As medicbes de refletancia, transmitancia, fluorescéncia e radiancia
decorreram entre Outubro de 2014 e Abril de 2015 (Tabela 2.2).

Tabela 2.2: Dias em que decorreram as medicbes mensais de refletancia e
transmitancia. (*) A transmitancia foi medida dia 27/10/2014 e a refletancia a
30/10/2014.

Dia Data

10 27/10/2014
30/10/2014
01/12/2014
07/01/2015
05/02/2015
09/03/2015
08/04/2015

OO WN

Foram calculadas as temperaturas e humidade relativa médias que se faziam
sentir na estufa durante as medi¢cdes, semana precedente e dia anterior,
recorrendo aos registos automaticos diarios de que a estufa dispée. Em cada
dia de medicdes, foi ainda determinada a radiancia ao nivel das folhas das

plantas.

Foram ainda tiradas, mensalmente, fotografias as folhas medidas, de modo a

acompanhar o seu desenvolvimento.
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2.2.2.1 Refletancia

Os espectros de refletancia foram obtidos utilizando uma fibra 6tica bifurcada
com nucleos de 600 micron com uma sonda de refletancia incorporada
(QR600-7-VIS-125F, Ocean Optics, EUA) (Figura 2.1a), um adaptador para
sonda de refletancia construida nas oficinas da Universidade do Algarve
(Figura 2.1d) e o software Ocean Optics Spectra Suite 2008 (versédo 6.1).

A sonda de refletancia é constituida por 6 fibras exteriores em torno de uma
fibra central (Figura 2.1b). O padrdo de iluminacdo da sonda esta ilustrado na
Figura 2.1c. Esta sonda pode usar-se em contacto direto ou a uma
determinada distancia da amostra. No entanto, a medi¢cdo com contacto sé é
aplicavel no caso em que a amostra € espessa e tarbida (por exemplo leite,
estearina ou uma macgd). As folhas de uma &rvore séo tdrbidas (espalham a
luz) mas nao sao suficientemente espessas para oferecer um caminho de volta
aos fotdes entre as fibras de emisséo e a fibra de rececdo. O Unico método
possivel aqui € o de manter a sonda a uma certa distancia da folha. Contudo,
com este método ha dois problemas:

1. E necessario fixar a distancia a que a fibra fica da folha, pois uma distancia
nao fixa implicaria a ndo reprodutibilidade das medidas;
2. Quando a fibra ndo encosta na amostra ha a contaminacao do sinal 6tico

pela luz ambiente.

O adaptador construido nas oficinas tem por objetivo responder a estes dois
problemas (Figura 2.1d e Figura 2.1e).
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Figura 2.1: a) Fibra bifurcada com sonda de refletancia (QR600-7-VIS-125F,
Ocean Optics, EUA). b) Detalhe da sonda: contém 6 fibras de emissdo no
exterior e uma fibra de rececdo no interior. c) llustracdo do padrdo de
iluminacdo da sonda de refletancia. d) O adaptador construido nas oficinas da
Universidade do Algarve. e) llustracdo do principio de funcionamento da sonda
no adaptador. (figuras a, b e c retiradas do site da Oceanoptics (2015))

Para adquirir espectros na banda do NIR (700-1100 nm), foi usado o
espectrémetro Jaz (Ocean Optics, EUA) (Figura 2.2) que esta otimizado para
essa banda espectral. Este espectrometro € portatii e modular, integrando
numa sé unidade varios moédulos com diversas funcdes. No nosso caso o Jaz

contém os seguintes modulos:

. Espectrometro

. Fonte de luz de tungsténio-halogénio

. Bateria

. Painel de controlo com ligacdo USB e entrada para cartdo de meméria
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Ainda com vista a obtencdo da maxima reprodutibilidade nos resultados,
determinou-se a configuracao ideal para as medidas nas folhas, o que incluiu a
intensidade da luz incidente, o tempo de integracdo do espectrometro e o
namero de espectros adquiridos para fazer a média. Neste caso optou-se por
fixar a intensidade da luz em 1524 (unidades lineares arbitrarias, internas ao
préprio espectrometro, em que a intensidade maxima da fonte é normalizada a

4000), um tempo de integracao de 10ms e 50 varrimentos.

Figura 2.2: Espectrometro JAZ (Ocean Optics, EUA) utilizado para medicdes do
NIR.

Para adquirir os espectros na banda do visivel (400-700 nm) foi utilizado o
espectrémetro USB4000 (Ocean Optics, EUA) (Figura 2.3), tendo como fonte
de luz o Jaz, regulado para uma intensidade de luz de 2395, um tempo de

integracao de 100 ms e 50 varrimentos.

Figura 2.3: Espectrometro USB4000 (Ocean Optics, EUA) utilizado para
medicdes no visivel.
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O procedimento da medi¢do € comum a ambos 0s espectrometros (Figura 2.4):

1. Antes da leitura do espectro da amostra, foi medido, em primeiro lugar, as
chamadas contagens escuras ou dark (D), mantendo a fonte de luz tapada.
As contagens escuras tém origem no ruido térmico do detetor, que € uma
CCD (charge coupled device) linear. Numa CCD ideal os pixéis apenas
acumulariam eletrbes em resposta aos fotdes incidentes. Numa CCD real
h& eletrdes que sdo gerados devido a absorcdo de energia térmica e que
portanto sdo gerados mesma na auséncia de luz. Além disso, ha ainda o
chamado ruido de leitura (readout noise), associado a eletrénica de leitura
da camara. Assim a leitura das contagens escuras permite descontar estes
efeitos.

2. De seguida foi utilizada uma folha de papel branco normal de impressora
para obtencdo do espectro de referéncia (W), tendo sido aqui ajustado o
tempo de integracdo de modo a que o maximo da refletdncia ou
transmitancia fosse cerca de 90% da saturacdo. A medicdo de uma
referéncia permite compensar variagdes no funcionamento das fontes de
luz e/ou do espectrémetro, pois essas variacfes refletir-se-do igualmente
na referéncia e na amostra.

3. Finalmente efetuaram-se as medic6es das amostras, isto €, das folhas dos
citrinos (S).

4. A temperatura de funcionamento do espectrometro afeta as contagens
escuras 0s espectros. Assim, para compensar esse efeito, as medi¢des de
dark e referéncia eram repetidas a cada quatro plantas.
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‘ \EV Dark

Espectro de referéncia

Espectro da amostra

Figura 2.4: Procedimento adotado nas medigdes de refletancia e transmitancia.

As medicdes da refletancia (R) ou transmitancia (T) para cada amostra (S)
foram convertidos para valores relativos segundo a féormula (Lorente et al.,
2015):

RouT = == (2.1)

S
w

2.2.2.2 Transmiténcia

Os espectros de transmitancia foram obtidos utilizando duas fibras 6ticas com
nucleo de 910 micron (Thorlabs, EUA), uma sonda de transmitancia construida
também nas oficinas da universidade (Figura 2.5) e o software Ocean Optics
Spectra Suite 2008 (verséo 6.1).
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Figura 2.5: Sonda construida nas oficinas da Universidade do Algarve para
medicao da transmitancia.

Para espectros do NIR (700-1100 nm) foi usado o Jaz (Ocean Optics, EUA)
(Figura 2.2) com uma intensidade de luz de 895 (escala interna do aparelho),

um tempo de integracédo de 10ms e 50 varrimentos.

Para os do visivel (400-700 nm) foi utilizado o espectrémetro USB4000 (Ocean
Optics, EUA) (Figura 2.3), tendo como fonte de luz o Jaz com uma intensidade
de luz de 3095, um tempo de integracédo de 80 ms e 50 varrimentos.

O procedimento com ambos 0s espectrometros foi igual ao descrito acima para
a medicdo da refletdncia (Figura 2.4). Também a transmitancia foi convertida

em valores relativos.

2.2.2.3 Fluorescéncia da clorofila a

A fluorescéncia foi medida nas mesmas datas que a refletancia e transmitancia,
na parte da manha (Tabela 2.2), exceto se o tempo estivesse nublado. Neste
caso, a medicao foi feita noutro dia préximo, nessa mesma semana, em que

houvesse sol.
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Para medir o valor minimo de fluorescéncia (F,), as folhas foram ser adaptadas
a condicoes de escuriddo. Para tal, foram colocados clamps fechados (Figura
2.6) nas folhas etiquetadas, durante pelo menos 15 minutos, tal como foi feito
por Cavaco et al. (2003). Depois, com a sonda do fluorometro ndo modulado
(OS-30P Chlorophyll Fluorometer, Opti-Sciences, EUA) encaixada nos clamps,
estes eram abertos (Figura 2.6) e uma luz saturante incidida na folha,
permitindo a medicao da fluorescéncia maxima (Fn) (DeEll e Toivonen, 2003).
O fluorémetro usado determina ainda a razao F./Fn [FW/Fm = (Fm — Fo)/ Fm]
(Guerra et al., 2012), um indicador do nivel de stress da planta (Schreiber e
Bilger, 1987).

Figura 2.6: Clamps utilizados nas medicfes de fluorescéncia. Abertos do lado
esquerdo e fechados a direita.

Quanto a irradiancia, esta foi sempre medida nos mesmos dias da
fluorescéncia, usando o Radiémetro MQ-200 (Apogee Instruments, EUA).
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2.2.3 Pré-tratamento dos espectros

Todo o pré-tratamento e andlise espectral foram programados com a
linguagem computacional R (Matloff, 2011; Wehrens, 2011), utilizando o
RStudio (versdo 0.98.1103) com as bibliotecas “pls”, “prospectr”, “class” e
"MASS".

2.2.3.1 Transformacéao para absorvancia

Para eliminar as diferencas nos espectros resultantes de constantes
multiplicativas originadas, por exemplo, pela espessura da folha, estes séo
transformados em absorvancia (A), usando a lei de Beer-Lambert (Robinson,
1974):

A=-logT® A=log (1) (2.2)

Em rigor, a lei de Beer-Lambert, tal como é usada na espectrofotometria ndo é
aplicavel a propagacado da luz nas folhas porque estas sdo difusoras, isto &,
além da absorcdo existe ainda o fendbmeno da difusédo da luz. Numa analise
habitual em espectrofotometria a componente de difusdo € totalmente
desprezavel e assim a lei de Beer-Lambert € vélida. Assumindo apenas uma
componente de absorcdo e um percurso 6tico homogéneo temos que a

transmissdo T é dada por

T:|L21O (2.3

0

7

em que | é a intensidade da luz a saida da amostra, lp é a intensidade a
entrada, € € o coeficiente de absorcdo molar, ¢ € a concentracdo e L é o
percurso 6tico na amostra. Se se conhecer os valores de € (tabelado) e L (lado

da cuvette), a concentracdo na amostra é dada por

o= —log(T) _ log(1/T) (2.2)
L L

Relativamente aos espectros obtidos nas folhas, a situacdo é um pouco

diferente:

e O valor de € nas folhas corresponde a sobreposi¢cao de muitos compostos,
de onde sobressaem a agua, a clorofila e os carotenoides, mas com

milhares de outras contribuicbes de todas as moléculas presentes. O que
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se pode assumir em primeira aproximacgao é que a distribuicdo espectral de
€ para cada um dos compostos, que se pode designar por €(A) [em que
i=1,...,N indexa os diferentes compostos e A representa o comprimento de
onda], é igual para todas as folhas (porque s6 depende do composto).

e Os valores de c; sado os valores das concentracdes desses compostos em
cada folha. Estes valores dependem, naturalmente de folha para folha.

e Finalmente o valor de L corresponde aproximadamente a espessura da
folha. Na verdade, os efeitos da difuséo da luz traduzem-se num aumento
efetivo de L (Arridge et al., 1992). Isto faz com que o valor de L dependa da
amostra, ndo sO por causa da espessura mas também das suas

propriedades de difuséo.

Assim, a transmisséao através de uma folha tem a forma

’LjZiCij
T.=10 ' (2.5)
em que j indexa as folhas (e i indexa os componentes quimicos, como ja foi

indicado acima). A aplicacéo do logaritmo conduz a uma absorvancia que vale

A:|og(%j:LjZicij. (2.6)
]

Assim, a absorvancia € um “bilhete de identidade” da folha, no sentido em que
0 seu valor depende das suas caracteristicas internas através dos valores cj e
L;. A aplicacdo do logaritmo permite linearizar essa dependéncia, tornando-a
mais facilmente tratavel. Note-se, no entanto, que agora ndo € possivel
determinar as concentracdes porque ha uma infinidade de componentes e a

espessura efetiva € desconhecida.

No entanto, h4 outro motivo para usar o logaritmo. O valor de I
corresponde a medicdo de referéncia e o valor de | & medicdo da amostra. Se a
intensidade da fonte de luz variar entre estas duas medidas entdo ha um erro
na medi¢ao. Supondo que a luz flutuou por um fator multiplicativo a, entédo a

transmitancia obtida é T'=al/ly € ndo T=I/l. Porém,

=20 og(r)= lg(a) g = g(a)+eg(1). (27)

0 0

40



Portanto, por derivagédo em relagdo ao comprimento de onda obtemos

dlog(T") _ dlog(T) (2.8)
da i’

uma vez que a € uma constante. Deste modo, os espectros transformados para
a derivada do logaritmo sao imunes a variagcbes multiplicativas e isso permite

ter uma maior fiabilidade na anélise.

2.2.3.2 Eliminacéo de outliers

Numa série de medidas um outlier € uma medida que foge ao padrédo
dominante. Se se considerar uma variavel x que toma valores em j=1,....M
amostras, uma medida que se afaste da média < x > por mais do que trés

desvios-padréo o é habitualmente designada como outlier:

| x,— <x>|>30— aamostra l é um outlier (2.9)

Ha sempre uma incerteza nesta classificacdo. Uma medida extrema pode
significar simplesmente uma amostra extrema, mas dentro da lei que explica
todas as outras amostras; ou pode ser uma amostra que nao € explicada por
essa lei. Uma das maiores causas do aparecimento de outliers nas medicdes

séo erros de medigao.

Neste trabalho as medidas sdo multivariadas: cada espectro tem centenas de
variaveis. Optou-se por se fazer uma identificacao visual simples dos espectros
com padrbes muito diferentes da média. Os espectros outliers de cada medida
(reflectancia e transmiténcia) foram substituidos pela média dos outros do
respetivo dia.

Os espectros outliers de cada medida (reflectancia e transmitancia) foram
substituidos pela média dos outros do respetivo dia.
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2.2.3.3 Centragem na média
Todos os resultados foram centrados na média, de forma a serem interpretados
como variacGes ao redor desta (Nicolai et al., 2007). Para tal, a variavel x é
transformada na variavel centrada x':

x'=x—<x> (2.10)
No caso dos espectros a cada comprimento de onda medido corresponde uma

variavel. Assim, este processo de centragem é feito para cada variavel.

2.2.3.4 Estandardizacéao
Depois de os espectros serem centrados na média, estes, a cada comprimento
de onda, foram divididos pelo desvio padrdo (Nicolai et al., 2007). A nova

variavel transformada x'' é portanto

=22 (2.1)

o
A esta transformacdo completa (centragem na média + estandardizacao)
também se chama auto-escalamento. O auto-escalamento é uma das
operacdes mais habituais em andalise multivariada. As variaveis auto-escaladas
tém média 0 e desvio padrdo unitario. Mais uma vez, este processo € aplicado

a todas as variaveis do espectro.

2.2.3.5 Suavizacao e derivagcéao

Os espectros obtidos contém ruido. A medida que se percorre o espectro ao
longo dos comprimentos de onda amostrados, verifica-se que os valores
oscilam erraticamente em torno de uma tendéncia central. Este ruido € inerente
a natureza estatistica da luz (shot noise), aos eletrdes excitados termicamente
(dark noise) e ao ruido eletrénico do circuito (readout noise), sobrepondo-se a

tendéncia suave central.

A suavizacao e a derivacdo sao técnicas muito usadas em andlise multivariada
e que permitem remover o ruido e melhorar a resolucédo espectral (Cen e He,
2007). Para o fazer, foi utilizado o algoritmo de Savitzky-Golay (SG) em que a
medida que a janela do filtro se move é aplicado uma regressao polinomial de
grau escolhido para ser obtida a derivada de ordem pretendida (Cen e He,
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2007). Estes parametros tém de ser selecionados com cuidado para evitar a
amplificacdo do ruido existente (Nicolai et al., 2007) e € muito importante
escolher a largura ideal para a janela do filtro (Cen e He, 2007), pois este
remove informacao que ndo se sabe se sera util (Nicolai et al., 2007). Por esta
razdo, foram testadas varias larguras (I), de dez em dez, desde 11 até 101 e as
derivadas (d) de 12 e 22 ordem, mantendo sempre a ordem do polinémio (p) (22

ordem).

2.2.3.6 Correcéao de efeitos aditivos e multiplicativos

Ja foi referido que a difusdo da luz pela amostra invalida a aplicacdo habitual
da lei de Beer-Lambert que, em primeira aproximacgao, pode ser corrigida com
um percurso 6tico efetivo dependente das caracteristicas de difusdo. Do ponto
de vista dos espectros obtidos, a difusdo tem como efeito essencial uma
translacao vertical. Assim, pode modelar-se os espectros obtidos através de

— a+ ideal+
X,= a+ bx, €, (2.12)

em que x, representa o espectro com k=1,...,P comprimentos de onda, a € b
sdo parametros de ajuste (a = translacdo, b = constante multiplicativa que da
conta, por exemplo, de variagdes de intensidade da luz), x[*% representa o
espectro “ideal”, ou seja, aquele que seria obtido se nao existissem efeitos de
difuséo, efeitos multiplicativos como variagcdes de intensidade ou fontes de
ruido €. Tomas e Naes (1988) propuseram este tipo de abordagem, em que

xjd@eal ¢ sybstituido pelas média na amostras:

Xy =a+b+<x,>+e (2.13)

Desta forma, uma estimativa deste espectro ideal é obtida comutando e
invertendo a equacao resultante. O espectro transformado é entéo

X~ a
b~ (2.14)

X" =

Esta transformacéo foi chamada de multiplicative scatter correction (MSC) [ver
também (Nicolai et al., 2007)]. Em resumo, esta técnica adapta cada espectro a
um de referéncia através da regressao dos minimos quadrados (Lorente et al.,

2015), corrigindo os efeitos aditivos e multiplicativos dos espectros, resultantes
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do fato da luz n&o percorrer sempre a mesma distancia nas amostras
analisadas (Cen et al.,, 2007; Shao et al., 2007). Maiores distancias dizem
respeito a menores valores de reflectancia, uma vez que mais luz é absorvida
(Cen et al., 2007) e, consequentemente, menos € detetada, o que causa a
translacao paralela dos espectros (Shao et al., 2007), ja referida anteriormente.

2.2.4 Principal component analysis (PCA)

A andlise de componentes principais ou PCA (de Principal Component
Analysis) permite a reducdo da quantidade de dados quando existe uma
correlacdo entre eles (Wehrens, 2011). Isto € particularmente util quando o

namero de variaveis é muito elevado, como no caso da espectroscopia.

A ideia do PCA vai ser ilustrada através de um exemplo simples. Este exemplo
permitira ainda explicar a forma fundamental como os dados sdo armazenados
em matrizes e como sdo tratados em andlise multivariada. Imagine um
experimentador muito ingénuo que mede a massa de trés amigos e que pensa
gue para a aumentar a informagéo sobre as amostras pode escrever a massa
em libras (pounds, Ib), quilogramas (kg) e stone (uma unidade arcaica ainda

em uso nos paises anglo-saxdnicos)’. Obteve entdo a seguinte tabela:

Tabela 2.3: Massa dos trés amigos em diferentes unidades.

Ib kg | stone
Jodao 156 | 71 11.2
Maria | 117 | 53 8.3
Pedro | 150 | 68 10.7

Evidentemente ndo h& informacdo adicional nas colunas “kg” e “stone”
relativamente a coluna “Ib”. O exemplo pretende ilustrar 0s conceitos

fundamentais do PCA. Seja entdo X a matriz das observacdes: cada linha é

! 1kg = 0.1574730444178 stone; 1 kg = 2.204622621849 Ib
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uma amostra (Jodo, Maria e Pedro) e cada coluna é uma variavel (Ig, kg e
stone):

X=[156 71 11.2] (2.15)
117 53 8.3
150 68 10.7

Cada amostra pode ser encarada como um ponto no espaco das variaveis.
Assim, neste caso existe um espaco tri-dimensional, com as variaveis x;="Ib”",
X2="Kg" e xs="stone”. Neste espaco as coordenadas do ponto “Jodo” sao
(156;71;11.2).

A analise em componentes principais € obtida através de uma factorizacdo da

matriz dos dados na forma

X=TP", (2.16)
em que T se chama a matriz dos scores e P a matriz dos loadings, e o
sobrescrito T quer dizer "transposto”. O significado destas matrizes sera
explicado a seguir. Existem muitas formas de decompor uma matriz em fatores,
mas a que é relevante para o PCA chama-se “decomposi¢cdo em valores
singulares” que permite obter

X=UDV'. (2.17)

Esta decomposicdo permite descrever a matriz num outro espaco de

coordenadas com as caracteristicas que a seguir se explicam.

Usando a funcdo svd()* do R obtém-se (Matloff, 2011)

U=|-0.6340.762 -0.132,D=|271 0 0 |[V=|-0.909-0.4100.077| (2.18)
—0.475 -0.520 -0.710 0 02250 -0.413 0.854 -0.31
—0.609 -0.388 0.692 0 O 0.02 -0.065 0.321 0.945

As matrizes T e P serdo entao
T=UD=[-171.763 0.171 -0.003],P=V' =[-0.909 -0.413 -0.065].( 2.19)

-128.712 -0.117 -0.017 —-0.410 0.854 0.321
—-165.041 -0.087 0.017 0.077 -0.318 0.945

% Y=svd(X) origina uma lista Y com as matrizes U, D e V.
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A forma como se multiplica T e P para obter X mostra que se esta
implicitamente a usar um novo espaco, com novas variaveis, que sao as
direcbes principais. Realmente, a estrutura da igualdade X=TP pode

escrever-se de forma mais detalhada na seguinte forma:

Por exemplo, para obter a componente da amostra 1 (Am; = Jodo) na variavel
X1 (= libra), a que chamamos Ams(x;) [elemento (1,1) da matriz X], é preciso

efetuar o calculo

Am(x )= An(pg)* pg(x)+Am(pg )* pc(x)+Am(pg) = p%(xl)=§Am(pq)* pG(x%).( 2.22)

em que Ams(pci) é a componente da amostra 1 na nova variavel pc;, pci(x;) é
a componente da direcdo pc; segundo a direcdo x;, € assim sucessivamente

para os outros termos da soma.

Identificando as matrizes T e P como as matrizes usadas na explicagcdo do
produto de matrizes, concluimos que a decomposicdo em componentes

principais tem a seguinte estrutura:

e matriz T (scores): linhas = amostras; colunas = dire¢des principais. Assim,
os valores desta matriz ddo as componentes das amostras segundo as
direcdes principais, ou seja, as componentes principais (que vamos
chamar de PC's, de principal components)

e matriz P (loadings): linhas = componentes principais; colunas = variaveis
iniciais (no nosso caso libra, kg e stone). Assim, os valores desta matriz
dao a forma como se combinam as variaveis iniciais para originar as
variaveis associadas as dire¢Bes principais. Dito de outra forma, ddo o

peso de cada variavel inicial na formacao das novas variaveis.

Vejamos entdo o que 0 nosso experimentador concluiria a partir da analise
PCA. Da matriz T vé-se que as trés amostras mostram o mesmo padrao: a
primeira componente muito maior do que as outras duas (primeira coluna de T

= primeira componente tem valores muito mais elevados que os das outras
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duas colunas). Por esta razdo, basta apenas uma variavel para descrever 0s
dados. Os dados sao, na verdade, univariados, e uma descricdo em termos de,

por exemplo, kg apenas, daria a mesma informacao.

Para construir a direcdo principal, a primeira linha da matriz dos loadings da a
receita: (-0.9086) de libras + (-0.4125) de kg + (-0.0649) de stones. Note-se que
os coeficientes estdo na mesma proporcéo da conversao entre as unidades. Na
decomposicdo PCA o sinal é arbitrario. Deste modo, podemos multiplicar todos
os valores da matriz P por -1 e continuamos a obter uma decomposicéo

correta.

Falta ainda explicar porque é que a segunda e terceira componentes principais
ndo sao exatamente zero. A razdo € que a conversao de unidades sofreu um
arredondamento na ordem de 0.1%, a mesma propor¢gao que se encontra entre
a primeira e segunda componentes. Por este motivo, as trés variaveis iniciais
nao eram perfeitamente proporcionais entre si, 0 que originou uma segunda

componente principal residual.

Além disto, a matriz D permite calcular a fracdo da variancia FV; explicada por

cada componente i:

em que os d; séo os valores diagonais da matriz D, a é a dimens&o da matriz D
(que em geral é diferente do numero de amostras). No exemplo dado obtém-se
FV1=0.999999302, ou seja, 99.99993% da variabilidade explicada por uma sé

variavel.

Pode-se ainda ver do exemplo que a primeira PC cobre a maior parte da
variacdo dos dados possivel. A segunda € ortogonal a primeira, cobrindo o
maximo de variagao restante possivel, e assim sucessivamente PC (Cen et al.,
2007).

O exemplo dado pode ser expandido a qualquer caso mais complicado.

Embora este exemplo tivesse trés variaveis, no caso de um espectro pode
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haver mil variaveis. Contudo, a decomposicao PCA aplica-se de igual forma.
Em particular, cada espectro tem um score para cada PC.

2.2.4.1 Ratio of interdistance to intradistance (RII)

A forma classica de visualizar as amostras numa andlise PCA é fazer um
grafico das componentes principais, geralmente as duas primeiras. Neste
grafico cada ponto (= amostra) tem por coordenadas as suas componentes
principais. A separacdo das amostras por classes faz-se, em primeira
abordagem, por inspecdo visual: as classes sao distintas se formam
aglomerados distintos no plano das componentes principais. Por outro lado,
ndo ha uma forma institucionalizada de quantificar este espacamento através
de um parametro Unico. Assim, implementou-se neste trabalho um
guantificador simples para a separacdo entre os aglomerados. Este
guantificador € inspirado no quantificador RIl - Ratio of Interdistance to
Intradistance introduzido em Ulloa et al. (2013). Basicamente, o valor de RIl é

dado pela seguinte razao:

a distancia entre os centros de massa dos agregados

a soma das médias das distancias de cada amostra ao centro de massa do seu agregado

Assim, o RIl compara a distéancia entre os agregados (interdistance) com a
distancia média “dentro” dos agregados (intradistance).

Este quantificador foi utilizado para tentar separar os dados em dois grupos
(plantas controlo e plantas infetadas). A classificagdo pode entdo ser feita do

seguinte modo:

- RII > 1 existe separagcao dos grupos
- 0,7 <RIl <1 zona indeterminada

- RII < 0,7 ndo existe separacao.

O algoritmo desenvolvido permite ainda desenhar paralelogramos em torno dos
agregados para melhor visualizacdo. O algoritmo esta descrito na Figura 2.7 e

€ constituido pelos seguintes passos:
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1. Determinar o centro de massa dos dois grupos (=média de PC1 e PC2 para
0 grupo das amostras controlo e para o grupo das infetadas);

2. Desenhar um segmento a unir os dois centros de massa e calcular o vetor
dessa direcao;

3. Calcular o vetor perpendicular a direcdo anterior. Estes dois vetores
definem um novo sistema de eixos no aglomerado do controlo, Oxy, e outro
no aglomerado das infetadas, O’xy, obtido do primeiro por translacdo ao
longo do eixo dos xx;

4. Calcular a posicao relativa de cada amostra em relacdo ao centro do seu
aglomerado;

5. Transformar essas posicoes relativas para o novo sistema dos eixos Oxy;
Calcular os quantis de ordem 0.75 para a distribuicdo das posicoes
relativas segundo os dois novos eixos e separando os casos x>0, x<0, y>0
e y<0® Obtém-se assim oito quantis, quatro para o aglomerado dos
controlos e quatro para o das infetadas (cada quarteto de quartis é
representado por Qx+, Qx-, Qy+ e Qy-);

7. Tracar as linhas dos paralelogramos paralelas aos eixos Oxy dos quantis
determinados;

8. RIlI é igual a distancia entre os centros a dividir pela soma de Qy+

(infetadas) com Qy- (controlo).

% Dado o nGimero relativamente baixo de amostras em cada grupo, considerou-se nado fazer
sentido calcular o desvio padrdo das distdncias das amostras ao centro do aglomerado

segundo cada diregé&o.
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a
RIl =
b+c

Figura 2.7: Passos para a determinacéo do valor de RII.

2.2.4.2 Andlise PCA ao longo do tempo

A andlise PCA simples permite observar diferencas entre os grupos (saudaveis
e infetadas) para cada dia. No entanto, seria mais Util ainda comparar padrdes
de evolucdo temporal entre os dois grupos. Os espectros de cada grupo
mostram uma histéria ao longo do periodo em que decorreram as seis
medicbes. Sera que é possivel comparar as histérias das plantas e assim
encontrar padrdes adicionais? O método adotado esta descrito na Figura 2.8 e
corresponde a implementacdo mais simples do que habitualmente se descreve
por N-way PCA (Henrion, 1994). Neste caso trata-se de um PCA de trés
entradas, ou 3-way, que corresponde a um tensor com 3 dimensfes: amostras
x refletancias x dias. A analise que é feita corresponde ao desdobramento
(unfolding) do tensor para duas dimensfes e posterior aplicacdo da técnica
habitual do PCA. Métodos mais sofisticados como Tucker3 ou PARAFAC
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(Henrion, 1994) poderiam ainda dar mais informacdo, mas nao foi possivel

realizar essa analise no tempo Util desta tese.

865 or 1478 variaveis 4 pcs dialdia2 dia 6 5 pes
g X ’2 \ (Dim: 32x 12) -§
'é é L L] L] ;
8 = e E
865 or 1478 vanaveis 4 PCs .
T 2 = pode usar-se a matriz das
= 2 primeiras PCs: M, ...
X ‘ 2 dal dia2 dia 6
= = 2PCs
2 8

32 amostras

Dim: 32 x 18 »
L L L

4._/ \ 32 amostras
n

T - - .
X ...0U a matriz das
1 3 primeiras PCs: M,...
tensg, - - dal  da2 dia6
I_H I_H 2PCs

32 amostras

32 amostras
32 amostras

6 >..0u a matriz das
4 primeiras PCs: M,

e T

Figura 2.8: Método do desdobramento. Cada dia de medicdo origina uma
matriz 32 x 865 (no caso das medidas do Jaz) ou 32 x 1478 (no caso das
medidas do USB4000). Cada matriz representa uma “folha” do tensor que
contém todas as medidas (amostras x refletancia x dias). Cada folha é
compactada através de PCA para quatro componentes principais. De seguida
todas as componentes principais sdo concatenadas para formar a matriz final
M que contém informacéo sobre todos os dias. Finalmente aplica-se de novo o
PCA a matriz M, condensando a informacdo essencial sobre a evolucdo
temporal das amostras.

865 or 1478 variaveis 4 PCs
I III ] Dim: 32 x 24
' L] L] L

O tensor das medidas € constituido por linhas = amostras, colunas =
comprimentos de onda e folhas = dias. O método do desdobramento consiste

em aplicar a este tensor a seguinte sequéncia de passos:

1. Separar cada uma das folhas Xi (i=dia=1,...,6).
2. Compactar cada folha X;j a um numero pré-estabelecido de componentes

principais.
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3. Concatenar as componentes principais assim obtidas numa s6 matriz, M,
gue desta forma retém a informacao essencial de cada um dos dias.

4. Compactar M através da aplicacdo de PCA.

As componentes principais obtidas no passo 4 contém a informagédo essencial

sobre a evolucdo das amostras ao longo dos seis dias.

Como sera visto na seccdo dos resultados, esta técnica conduz a uma
separacao entre grupos muito mais marcada do que o PCA simples em cada

dia.

2.2.5 Analysis of variance (ANOVA)

A andlise estatistica conhecida por ANOVA (Analysis Of VAriance) é usada
para separar e estimar as diferentes causas de variagédo (Miller e Miller, 2010).
Numa experiéncia classica em que a ANOVA pode ser aplicada tem-se um
conjunto de amostragens feitas em populacbes submetidas a tratamentos
diferentes e pretende-se saber se as medicOes refletem essa diferenca. Pode
fazer-se a explicacdo com um exemplo que é simultaneamente a aplicacdo
feita neste trabalho. Considere-se a medicdo da refletancia a um dado
comprimento de onda A, R(A). Neste trabalho esta medicédo é feita em dois
tratamentos: nas folhas de plantas s&s e nas folhas de plantas infetadas. A
guestdo é saber se ha justificacdo para reconhecer no conjunto total das
medidas o efeito da infecdo. Assim, a ANOVA testa se as diferencas entre as
médias das amostras (expressa através da variancia entre tratamentos) séo
demasiado grandes para serem explicadas apenas por erro aleatério (Miller e
Miller, 2010). Para tal, foi adota-se a hipdtese nula de todas as amostras
pertencerem a uma mesma populacdo. Calcula-se entdo o valor de p que
representa a probabilidade de a hipdtese nula ser verdadeira (Miller e Miller,
2010) através do parametro F:

variancia entre tratamentos
F= (2.23)

variancia dentro dos tratamentos’
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O valor de F é analisado e da uma probabilidade de a hipotese nula ser
verdadeira. Para efeitos da analise realizada neste trabalho consideraram-se

0s seguintes niveis de significancia:

- p<0,001: separacao entre grupos € muitissimo significante
- 0,001<p<0,01: separacdo muito significante

- 0,01<p<0,05: separacao significante

- 0,05<p<0,1: borderline

Esta técnica foi utilizada com o intuito de determinar a que comprimentos de
onda as amostras fazem parte de duas populagdes distintas. Os pressupostos
da ANOVA sao, plausivelmente, observados neste trabalho: i) independéncia
das populacdes; ii) normalidade (isto €, os valores observados em cada
tratamento centram-se num valor médio e distribuem-se em torno dele de

forma gaussiana); iii) igualdade das variancias.

Foram testados vérios pré-tratamentos prévios a aplicacdo da ANOVA: i) usar
apenas o algoritmo de Savitzky-Golay; ii) apenas o MSC,; iii) o MSC seguido do

Savitzky-Golay e vice-versa.

2.2.6 Algoritmo de k vizinhos mais préximos (kNN)

O algoritmo de k vizinhos mais proximos [k nearest neighbors (KNN)] é um
algoritmo simples que armazena todas as amostras e que classifica uma nova
baseando-se na similaridade da medicdo (Jabbar et al., 2013). Para tal,
determina quais o k vizinhos mais proximos da amostra que se pretende
classificar, sendo- |he atribuida a classificacdo que predomina nessa
vizinhanca. Embora neste trabalho as amostras sejam caracterizadas pelos
espectros, o kNN nédo foi aplicado diretamente estes, mas apenas a um
conjunto reduzido de variaveis (comprimentos de onda). Essa selecdo sera
explicada mais a frente. Para efeitos da explicagdo importa compreender que
se 0 numero de variaveis seleccionadas for P, entdo cada amostra €
representada num espago P-dimensional. A distadncia entre as amostras é
calculada como a distancia euclideana e € essa a base para escolher os
vizinhos.

53



Para se compreender melhor o funcionamento deste algoritmo, vejamos um
exemplo. Este exemplo baseia-se no dado pelo site da StatSoft (StatSoft, 2015)
Pretende-se classificar uma nova amostra que € representada na Figura 2.9
pela bola vermelha, tendo em conta a classificacdo dos vizinhos mais

proximos.

Figura 2.9: Representacdo de uma nova amostra (bola vermelha) que se
pretende classificar com cinco vizinhos préoximos. Imagem adaptada do site da
StatSoft (2015).

Se se considerar k = 1, ou seja apenas um vizinho préximo, verifica-se que a
amostra mais proxima da bola vermelha tem simbolo positivo, fazendo com que
também Ihe seja atribuida esta classificacdo; se k = 2 nenhuma classificacao
Ihe é atribuida uma vez que os dois vizinhos mais proximos ndo tém o mesmo
simbolo; se k =3, a nova amostra sera considerada negativa; se k =4 ou

k =5 sera considerada novamente negativa.

Neste trabalho, como o ndmero de amostras é limitado escolheram-se trés
vizinhos (k =3). Os dados foram separados por variedade e por estado
(saudaveis ou infetadas). O processo adotado foi a da validagdo cruzada que
foi realizada por ciclos. Em cada ciclo uma das amostras era deixada de fora.
Portanto, cada amostra era, a sua vez, desconhecida e classificada com base
na informacdo assumida acerca das outras amostras. A funcdo knn() do R
atribui uma probabilidade a cada amostra de pertencer ao grupo das infetadas.
O processo € repetido para todas as amostras e para todos os dias. Desta
forma, cada amostra recebe uma probabilidade de estar infetada em cada um
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dos seis dias. A probabilidade final da infecdo representada nas figuras €
calculada como a média das probabilidades desses seis dias.

Para determinar quais os melhores comprimentos de onda dos espectros a
utilizar nesta classificacéo, calculou-se os valores médios e desvios padrédo dos
valores dos espectros das plantas controlo e das plantas infetadas para os
varios comprimentos de onda. Calculou-se entédo a razdo
Sac—Sar
p= G[S;CC]M}IS/U]’ (2.24)

em que o S representa o0 espectro, A quer dizer que os valores sdo calculados
para cada comprimento de onda, a barra representa o valor médio, o
representa o desvio padrédo e C e | querem dizer respetivamente controlo e
infetadas. Quanto maior for esta diferenca, maior é a separacdo entre 0s
espectros dois grupos. A matriz dos espectros foi ordenada de acordo com os
valores de p (a primeira linha com o maior valor de p), de modo a serem
selecionados os cinco melhores comprimentos de onda. Para isso imp0s-se
ainda a condicao de existirem entre os cinco melhores comprimentos de onda
pelo menos dez indices, isto é, a medida que se selecionam os comprimentos
de onda (M), cada novo A tem de estar pelo menos 10 A afastado dos que ja
foram selecionados, evitando assim os dados aglomerados.

Ao contrdrio dos métodos baseados no PCA, o kNN é um método
supervisionado, no sentido em que assumimos explicitamente na construcéo
do modelo que as amostras sao controlo ou infetadas. No PCA nada se
assume sobre as amostras e procura-se que a aglomeragdo das amostras no
espaco das componentes principais se verifique como uma consequéncia da

diferenca intrinseca entre as amostras.
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3 Resultados e discussao

3.1 Detecdo do CTV por métodos moleculares baseados no PCR

No estudo do uso de sensores 6ticos para a detecdo do CTV em plantas de
citrinos foi necesséario determinar, através de métodos convencionais da
biologia molecular, quais das plantas Citrus clementina hort. ex Tanaka e Citrus
sinensis (L.) Osbeck previamente infetadas com o isolado T318A pela técnica
da enxertia por borbulha em T, estavam infetadas com CTV. Para tal,
utilizaram-se maioritariamente duas técnicas distintas (Figura 3.1) cujos

resultados foram comparados entre si.

‘ Detecdo do CTV

r

Preparacéo do Extrato Vegetal

fCDm carbnrundum—l—(]um azoto liguido

_l

Imunocaptura Extracédo de RNA total

¥ r

RT-PCR Remocéo de DNA contaminante

h

Sintese de cDNA ‘

Com random hexamers

l l

Real
time PCR
PCR

Figura 3.1: Esquema das técnicas utilizadas, ao longo deste trabalho, para
detecdo do CTV T318A nas plantas Clementina ‘Fina’ e ‘Valencia late’.
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3.1.1 Reacédo de IC/RT-PCR

Os extratos vegetais de Citrus macrophylla (plantas 21 e 24) obtidos apos a
maceracdo da casca de ramos com tampao de extracdo foram usados na
otimizagédo da reacgdo de IC/RT-PCR. A variedade Citrus macrophylla Wester
foi escolhida para estes ensaios por ser uma das variedades em que o titulo
viral do CTV é mais elevado (Folimonova et al., 2008).

Para proceder a reacdo de IC/RT-PCR, foi inicialmente testado, de entre as
diferentes marcas de tubos de PCR disponiveis no laboratério (Sarstedt e
BioRad), aquelas cuja qualidade do plastico favorecia a imobilizacdo do
anticorpo. Neste ensaio foi usado o controlo positivo do CTV fornecido no kit da
Bioreba. Verificou-se que o anticorpo se ligava bem aos tubos de qualquer uma

das marcas.

O volume de Ribonuclease Inhibitor e de M-MuLV Reverse Transcriptase a
utilizar, assim como a temperatura de annealing na reacédo de RT-PCR foram
otimizados e estao descritos em 2.1.3.2.

Na analise dos resultados de RT-PCR a partir dos extratos vegetais de Citrus
macrophylla (plantas 21 e 24) (Figura 3.2), verificou-se que a banda obtida para
a planta 24 e o controlo positivo da Bioreba apresentaram uma banda com
cerca de 670 bp, o que esta de acordo com a dimensdo do gene da capside
proteica do CTV (p25). Na planta 21 ndo foi detetada a presenca do virus.
Nestas andlises confirmou-se a auséncia de amplificacdo do gene p25
aquando do uso de extratos vegetais congelados. Por esta razdo, todos os

extratos vegetais usados foram preparados no préprio dia.
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Figura 3.2: Eletroforese em gel de agarose a 1% dos fragmentos amplificados
por RT-PCR com os primers CTV1 e CTV2. M) Marcador GeneRuler 1kb Plus;
21) planta 21; 24) planta 24; C+) controlo positivo (Bioreba); C-) controlo
negativo.

Foram feitos extratos de casca de ramos de todas as plantas de clementina
‘Fina’ e ‘Valencia late’ (ver 2.1.3.1) quer das plantas inoculadas com o isolado
do CTV T318A (plantas 5 a 12), assim como das plantas controlo (plantas 1 a 4
e 13 a 16). Procedeu-se a posterior reacdo de IC/RT-PCR que permitiu concluir
sobre a presenca do virus nas plantas Clementina ‘Fina’ 7 e nas ‘Valencia late’
9, 10 e 11, além da Citrus macrophylla 24 (Figura 3.3 e Figura 3.4), que passou

a ser usada como controlo positivo (Figura 3.4).

1000 bp
700 bp

500 bp
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Figura 3.3: Eletroforese em gel de agarose a 1% dos fragmentos amplificados
por RT-PCR com os primers CTV1 e CTV2. M) Marcador GeneRuler 1kb Plus;
7) planta 7; 11) planta 11; 24) planta 24; 10) planta 10; C-) controlo negativo
(planta 16); C+) controlo positivo (Bioreba).

1000 bp 4——

700bp 4+——

500bp 4+——

Figura 3.4: Eletroforese em gel de agarose a 1% dos fragmentos amplificados
por RT-PCR com os primers CTV1 e CTV2. M) Marcador GeneRuler 1kb Plus
DNA Ladder; 9) planta 9; 10) planta 10; C-) controlo negativo (Planta 16); C+)
controlo positivo (planta 24).

3.1.1.1 Clonagem do gene p25 do isolado viral presente na planta Citrus
macrophylla

A banda do gel de agarose correspondente a amplificacdo do gene p25 do
isolado viral da planta 24 foi extraida, purificada e clonada no vetor pGEM T-
Easy (Figura 3.5). Foi feita a transformagéo genética de células de Escherichia
coli e a “miniprep” obtida a partir de uma colonia isolada foi enviada para
sequenciacdo para confirmar a presenca do isolado do CTV T318A (Figura
3.12).
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Figura 3.5: Colonias transformadas de E.coli com o pGEM T-Easy contendo o
produto de RT-PCR amplificado da planta 24, obtido com os primers CTV1 e
CTVv2.

As analises de IC/RT-PCR revelaram que apenas quatro das oito plantas
inoculadas com o CTV T318A estavam infetadas, nomeadamente as plantas 7,
9, 10 e 11. Por esta razdo, foi feita uma re-inoculagdo do virus nas plantas
Clementina ‘Fina’ 5, 6 e 8 e na ‘Valencia late’ 12 por enxertia de borbulha em T.

De notar que algumas das enxertias efetuadas nas plantas 5 a 12 ndo pegaram
e provavelmente esta pode ser uma das explicacbes para a auséncia de
amplificacdo nalgumas das plantas que foram inoculadas com o isolado viral
T318A.

3.1.2 Extracao de RNA total

A extracdo de RNA total das amostras é necessaria para se proceder a analise
por real-time PCR. Esta técnica tem a vantagem de ser mais sensivel do que o
IC/RT-PCR (Narayanasamy, 2011).

Apés a extracdo do RNA total para todas as amostras estudadas e remocao do
DNA contaminante com o TURBO DNA-free Kit, foi feito uma eletroforese em
gel de agarose para algumas das amostras (plantas 5, 6, 8, 12, 13 e 24), tendo-

se confirmado que estavam limpas de DNA (Figura 3.6).
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Figura 3.6: Eletroforese em gel de agarose a 1% do RNA extraido, apds
remocao do DNA contaminante. M) Marcador GeneRuler 1kb Plus; 5) planta 5;
6) planta 6; 8) planta 8; 12) planta 12; 13) planta 13; 24) planta 24.

3.1.2.1 Sintese de cDNA com random hexamers

Procedeu-se a sintese do cDNA com random hexamers e posterior limpeza do
DNA contaminante com o TURBO DNA-free Kit. De seguida, foi feito um PCR
com os primers da ubiquitina para se verificar se a sintese do cDNA tinha
ocorrido. Esta andlise foi feita em todas as amostras, embora sé algumas

constem das figuras a seguir apresentadas (Figura 3.7 e Figura 3.8).

M 7 24 C-

i

:
.

200 bp J, “

75bp «—

Figura 3.7: Eletroforese em gel de agarose a 1% do produto da reacao de PCR
com os primers Ubi3. M) Marcador GeneRuler 1kb Plus; 7) planta 7; 24) planta
24; C-) controlo negativo.
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Na Figura 3.7 confirma-se a presenca de uma banda entre os 75bp e os 200
bp. O gene da ubiquitina que se pretendia amplificar tem 138 bp, portanto a
dimenséo da banda obtida corresponde ao esperado, o que significa que houve
realmente sintese de cDNA.

M e 2 3 4 6 8 10 11 12

| B

200bp 4—— i | 2 I . v I

Figura 3.8: Eletroforese em gel de agarose a 1% do produto da reacao de PCR
com os primers Ubi3. M) Marcador NzyDNA Ladder 1lI; 1) planta 1; 2) planta 2;
3) planta 3 (22Extracao); 4) planta 4; 6) planta 6 (Extracdo apGs re-inoculacao);
8) planta 8 (Extracdo apds re-inoculagdo); 10) planta 10; 11) planta 11; 12)
planta 12.

Na Figura 3.8, além da banda esperada com 138 bp, observou-se que algumas
das amostras apresentavam uma outra banda. Isto mostrou que a ubiquitina

ndo é um bom gene de referéncia para uma reacao de real-time PCR.

3.1.2.1.1 Clonagem do produto de amplificacdo do gene p25 das plantas
Clementina ‘Fina’ e ‘Valencia late’

Foi feito um PCR para amplificacdo do gene p25 das plantas infetadas pelo
isolado T318A, as plantas Clementina ‘Fina’ 7 (Figura 3.9) e ‘Valencia late’ 9,
ou seja, uma amostra de cada uma das variedades estudadas. O objetivo foi a
clonagem do gene p25 para confirmar a presenca do isolado viral T318A
nestas plantas. Foram escolhidas estas plantas dado que, anteriormente na
reacdo de IC/RT-PCR, apresentaram uma banda com a dimensédo esperada
(670 bp) com razoavel intensidade.
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1000 bp

700 bp
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Figura 3.9: Eletroforese em gel de agarose a 1% dos fragmentos amplificados
por PCR com os primers CTV 2 e CTV5 realizado. M) Marcador GeneRuler 1kb
Plus; 7) planta 7; 24) planta 24; C-) controlo negativo.

A banda de interesse foi cortada do gel de agarose a 1%, o DNA foi purificado
e clonado no vetor pPGEM T-Easy. Foi feita a transformacé&o genética de células
de E.coli (Figura 3.10 e Figura 3.11) e a preparagdo de uma “miniprep” a partir
de uma colénia isolada, tendo o resultado sido enviado para sequenciacao
(Figura 3.12).

Figura 3.10: Coldnias transformadas de E.coli com o pGEM T-Easy contendo o
produto de PCR do gene p25 da planta Clementina ‘Fina’ 7.
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Figura 3.11: Coldnias transformadas de E.coli com o pGEM T-Easy contendo o
produto de PCR do gene p25 da planta ‘Valencia late’ 9.

As sequéncias nucleotidicas do gene p25 presente no isolado das plantas
Clementina ‘Fina’ 7, ‘Valencia late’ 9 e C. macrophylla 24 foram alinhadas com
a sequéncia da capside proteica do isolado T318A do CTV disponivel no
GenBank (DQ151548), sendo apresentadas na Figura 3.12.
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I I

I
PGEMT318A-CP-P7 SESSSSESES HESESS-S5% SSSSSS -5 C AAAAACAAGG AAACGAAAGA AGGCGACGAT GTTGTTGCAG CGGAGTCTTC 51
PGEMT318A-CP-P| 0 BeEs=sEsss EEsEss-EEs SREsss-E88 =+ -ACAAGG AAACGAAAGA AGGCGACGAT GTTGTTGCAG CGGAGTCTTC 46
pPGEMT318A-CP-PI_24 ATGGACGACG AGACAAAGAA ATTGAAAAAC AAAAACAAGG AAACAAAAGA AGGCGACGAT GTTGTTGCAG CGGAGTCTTC 80
CTV CP GenBank DQ151548 ATGGACGACG AGACAA-GAA ATTGAAGAAC AAAAACAAGG AAACGAAAGA AGGCGACGAT GTTGTTGCAG CGGAGTCTTC 79

100 120 140 160
| I | |

pGEMT318A-CP-PL.7 TTTCGGTTCC TTAAACTTAC ACATCGATCC GACTCTGATA GCGATGAACG ATGTGCGTCA GTTAAGTACC CAACAGAACG 131

pPGEMT318A-CP-PL9 TTTCGGTTCC TTAAACTTAC ACATCGATCC GACTCTGATA GCGATGAACG ATGTGCGTCA GTTAAGTACC CAACAGAACG 126

pGEMT318A-CP-P|_ 24 TTTCGGTTCC TTAAACTTAC ACATCGATCC GACTCTGATA GCGATGAACG ATGTGCGTCA GTTAAGTACC CAACAAAACG 160

CTV CP GenBank DQ151548 TTTCGGTTCC TTAAACTTAC ACATCGATCC GACTCTGATA GCGATGAACG ATGTGCGTCA GTTAAGTACC CAACAGAACG 159
iy » i =

pGEMT318A-CP-PI_.7 CCGCTTTGAA CAGAGATTTG TTCCTTACTT TGAAAGGGAA ATATCCTAAT TTGTCTGATA AAGATAAGGA CTTTCACATA 211

pPGEMT318A-CP-PI 9 CCGCTTTGAA CAGAGATTTG TTCCTTACTT TGAAAGGGAA ATACCCTAAT TTGTCTGATA AAGATAAGGA CTTTCACATA 206

PGEMT318A-CP-PI_24 CCGCTTTGAA CAGAGATTTG TTCCTTACTT TGAAAGGGAA ATATCCTAAT TTGTCTGATA AAGATAAGGA CTTTCACATA 240

CTV CP GenBank DQ151548 CCGCTTTGAA CAGAGATTTG TTCCTTACTT TGAAAGGGAA ATATCCTAAT TTGTCTGATA AAGATAAGGA CTTTCACATA 239
s o i Y

pPGEMT318A-CP-PL.7 GCTATGATGT TGTATCGTTT AGCGGTTAAG AGTTCATCGT TGCAAAGTGA TGACGACGCC ACGGGCATAA CGTACACTCG 291

PGEMT318A-CP-P 9 GCTATGATGT TGTATCGTTT AGCGGTTAAG AGTTCATCGT TGCAAAGTGA TGACGACACC ACGGGCATAA CGTACACTCG 286

pGEMT318A-CP-PI 24 GCTATGATGT TGTATCGTTT AGCGGTTAAA AGTTCATCGT TGCAAAGTGA TGACGACACC ACGGGCATAA CGTACACTCG 320

CTV CP GenBank DQ151548 GCTATGATGT TGTATCGTTT AGCGGTTAAG AGTTCATCGT TGCAAAGTGA TGACGACACC ACGGGCATAA CGTACACTCG 319

o % " o

pPGEMT318A-CP-PI 7 GGAGGGCGTC GAAGTGGATT TGTCTGACAA ACTTTGGACT GATGTCGTGT TTAATTCTAA GGGTATCGGT AACCGTACTA 371
pGEMT318A-CP-P_9 GGAGGGCGTC GAAGTGGATT TGTCTGACAA ACTTTGGACT GATGTCGTGT TTAATTCTAA GGGTATCGGT AACCGTACTA 366
PGEMT318A-CP-PI_24 GGAGGGCGTC AAAGTGGATT TGTCTGACAA ACTTTGGACT GATGTCGTGT TTAATTCTAA GGGTATCGGT AACCGTACTA 400
CTV CP GenBank DQ151548 GGAGGGCGTC GAAGTGGATT TGTCTGACAA ACTTTGGACT GATGTCGTGT TTAATTCTAA GGGTATCGGT AACCGTACTA 399
- o i “
PGEMT318A-CP-PI.7 ACGCCCTTCG AGTCTGGGGT AGAAGTAACG ATGCCCTTTA TTTAGCGTTT TGTAGACAGA ATCGCAATTT GAGTTATGGC 451
pGEMT318A-CP-P 9 ACGCCCTTCG AGTCTGGGGT AGAAGTAACG ATGCCCTTTA TTTAGCGTTT TGTAGACAGA ATCGCAATTT GAGTTATGGC 446
pGEMT318A-CP-PI 24 ACGCCCTTCG AGTCTGGGGT AGAAGTAACG ATGCCCTTTA TTTAGCGTTT TGTAAACAAA ATCGCAATTT GAGTTATGGC 480
CTV CP GenBank DQ151548 ACGCCCTTCG AGTCTGGGGT AGAAGTAACG ATGCCCTTTA TTTAGCGTTT TGTAGACAGA ATCGCAATTT GAGTTATGGC 479

500 520 540 560
| I | |

pGEMT318A-CP-PI. 7 GGACGTCCGC TAGATGCAGG GATTCCAGCC GGGTATCATT ACCTGTGCGC AGATTTCTTG ACCGGAGCTG GCTTGACTGA 531
pGEMT318A-CP-P 9 GGACGTCCGC TAGATGCAGG GATTCCAGCC GGGTATCATT ACCTGTGCGC AGATTTCTTG ACCGGAGCTG GCTTGACTGA 526
pPGEMT318A-CP-P|_24 GGACGTCCGC TAGATGCAGG GACTCCAGCC GGGTATCATT ACCTGTGCGC AAATTTCTTG ACCGGAGCTG GCTTGACTGA 560
CTV CP GenBank DQ151548 GGACGTCCGC TAGATGCAGG GATTCCAGCC GGGTATCATT ACCTGTGCGC AGATTTCTTG ACCGGAGCTG GCTTGACTGA 559
il i i N
pPGEMT318A-CP-PL.7 CTTGGAATGT GCTGTGTACG TACAAGCTAA AGAACAATTG TTGAAGAAGC GAGGGGCTGA TGAAGTCGTA GTTACTAATG 611
PGEMT318A-CP-P 9 CTTGGAATGT GCTGTGTACG TACAAGCTAA AGAACAATTG TTGAAGAAGC GAGGGGCTGA TGAAGTCGTA GTTACTAATG 606
pGEMT318A-CP-PI_24 CTTGAAATGT GCTGTGTACG TACAAGCTAA AAAACAATTG TTGAAAAAGC GAGGGGCTGA TGAAGTCGTA GTTACTAATG 640
CTV CP GenBank DQ151548 CTTGGAATGT GCTGTGTACG TACAAGCTAA AGAACAATTG TTGAAGAAGC GAGGGGCTGA TGAAGTCGTA GTTACTAATG 639

il

pGEMT318A-CP-PI.7 TCAGGCAGCT TGGGAAATTA AACACACGTT GA 643
pGEMT318A-CP-PI_9 TCAGGCAGCT TGGGAAATTA AACACACGTT GA 638
pGEMT318A-CP-Pl_ 24 TCAGGCAGCT TGGAAAATTA AACACACGTT GA 672
CTV CP GenBank DQ151548 TCAGGCAGCT TGGGAAATTT AACACACGTT GA 671

Figura 3.12: Alinhamento das sequéncias nucleotidicas do gene p25 das
plantas 7, 9 e 24 com a sequéncia da capside proteica do isolado T318 do CTV
(GenBank DQ151548). Os mismatches estdo assinalados a vermelho.

3.1.3 Real-time PCR

O par de primers usado nas reacgOes de real-time para a detecdo do CTV foi
desenhado para se ligar as regiées conservadas da ORF 1b e 2 do CTV, o que
permite evitar a amplificagcdo da maioria dos RNAs sub-genémicos e RNAs
defetivos (Ruiz-Ruiz et al.,, 2007). Desta forma, ndo se comete o erro de
estimar por excesso a quantidade do gene alvo existente nas amostras (Ruiz-
Ruiz et al., 2007).

Na reacgdo de real-time PCR foram usados os primers COX que amplificam
parte da sequéncia do gene do citrocromo oxidase, aqui usado como gene de

referéncia.

Para uma quantificacdo relativa do isolado T318A do CTV presente nas
amostras foram amplificados por real-time PCR o gene de referéncia COX e o

gene alvo CTV. A otimizacdo do programa de real-time PCR feita previamente
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permitiu que a curva de melting, quer na amplificacdo do gene de referéncia
quer na do gene alvo CTV, apresentasse um unico pico (Figura 3.13). A
existéncia de um uUnico pico na curva de melting significa que ndo foram
amplificados produtos resultantes de ligacdes inespecificas e que ndo ocorreu
primer-dimer. A otimizacdo do programa de real-time PCR permitiu também
detetar uma contaminacdo nas amostras das plantas ‘Valencia late’ controlo
(plantas 13 a 16) e em duas das Clementinas ‘Fina’ controlo (plantas 3 e 4).
Esta contaminagcdo podera ter ocorrido aquando da extracdo do RNA total
através do uso de almofarizes desinfetados com lixivia, mas ndo esterilizados.
E provavel que a extragdo destas amostras tenha ficado contaminada apés a
maceracao dos extratos de uma das plantas com maior titulo viral. Por esta
razao, foi feita uma segunda extracdo do RNA total das plantas ‘Valencia late’
controlo (plantas 13 a 16) e em duas das Clementinas ‘Fina’ controlo (plantas 3
e 4), tendo-se usado desta vez almofarizes esterilizados.

Nas curvas de melting apresentadas na Figura 3.13 e para os valores de C;
obtidos (Tabela 3.1 e Tabela 3.2), as amostras das plantas 3, 4, 13 a 16
correspondem as da segunda extracdo, enquanto as das plantas 5, 6 e 8 foram

extraidas dois meses apos a re-inoculagéo do virus.

200000 0

Derivative Reporter (-Rn)
Derivative Reporter (-Rn)

. 800 850 w0 @50
Controlos negativos

Tempersture (°C)

Temparsture (°C) .

Figura 3.13: Curvas de melting obtidas na amplificacdo do: A) gene de
referéncia COX; B) gene alvo CTV.

Na amplificagdo do gene de referéncia COX, verificou-se que todas as
amostras apresentam um valor de C; aproximado (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1:Threshold cycle (C;) obtido na amplificagcdo por real-time PCR do
gene de referéncia COX.

Ct
Planta Variedade Média | Desvio padrao
4 18,03 0,16
5 17,65 0,14
Clementina
6 _ 20,32 0,05
'Fina’
7 19,31 0,10
8 17,40 0,06
9 17,99 0,08
10 17,41 0,13
11 Valencia ‘late’ | 18,35 0,07
12 18,91 0,14
13 18,00 0,29

A determinacdo do valor mediano dos C; de um conjunto de trés réplicas de
cada amostra (planta), associado ao desvio padrdo dos respetivos valores,
permitiu concluir que de entre as oito plantas inoculadas com o CTV T318A
apenas quatro (plantas 7, 9, 10 e 11) apresentavam um titulo viral elevado
(Tabela 3.2). Por sua vez, nas plantas em que se realizou uma nova inoculagéo
(Clementinas ‘Fina’ 5, 6 e 8 e ‘Valencia late’ 12), o titulo viral detetado foi muito
baixo, nomeadamente nas plantas 6 e 12.
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Tabela 3.2: Threshold cycle (C;) obtido na amplificacdo por real-time PCR do
gene alvo CTV.

Ct
Planta | Variedade | Média| Desvio padrao
4 N&o detetado
5 27,80 0,15
Clementina
6 _ 33,79 0,26
'Fina'
7 16,40 0,27
8 27,01 0,11
9 16,59 0,16
10 16,36 0,10
Valencia
11 16,17 0,25
‘late’
12 33,69 0,34
13 N&o detetado

Uma das explicacdes possiveis para o titulo viral extremamente baixo nas
plantas 6 e 12 é a de uma m& unido na zona de enxertia do material vegetal

infetado com a planta que se pretendia inocular com o virus (Figura 3.14).
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Figura 3.14: Fotografia da zona de enxertia da planta 6.

A partir dos valores da Tabela 3.2 as plantas foram divididas em dois grupos:

plantas infetadas () e plantas controlo ou saudaveis (S) (Tabela 3.3). Esta

divisdo teve em conta o valor de treshold cycle (C;) da amostra. As plantas 6 e

12 foram consideradas saudaveis uma vez que em ensaios anteriores do real-

time PCR apresentaram um C; > 35. Os valores apresentados na Tabela 3.2

dizem respeito apenas ao Ultimo ensaio realizado. De acordo com Kokkinos e

Clark (2006), valores de C:; >35 podem ser considerados negativos numa

reacao de real-time PCR para a detecao de virus. Neste trabalho foi igualmente

considerado que valores de C; acima de 35 correspondiam a plantas com

auséncia de virus ou com um titulo viral ndo detetavel.

Tabela 3.3: Agrupamento das plantas em dois grupos: plantas saudaveis (S) e

infetadas (1). A cor verde diz respeito as saudaveis e a vermelha as infetadas.

Planta

1

2

3

13

14

15

16

Classificacéao

S

S

S

4 6 12
S S S

S

S

S

S
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Foi utilizada a analise ANOVA (ver 2.2.5) para os valores de C; do gene COX
(Tabela 3.4) e também do CTV (Tabela 3.5) para determinar se existiam
diferencas significativas entre os dois grupos estabelecidos (plantas infetadas e
plantas controlo).

Tabela 3.4: Resultados da ANOVA obtido com os valores do C; para o gene
COX.

Fonte de variacao SQ o] MQ F valor P | F critico
Entre grupos 1530 | 1 | 1,530 | 1,966 0,198 5,318
Dentro de grupos | 6,224 | 8 | 0,778

Total 7,754 | 9

Tabela 3.5: Resultados da ANOVA obtido com os valores do C; para o gene
alvo CTV.

Fonte de variacao SQ gl MQ F valor P | F critico
Entre grupos 678,785 | 1 | 678,785 | 26,920 | 0,001 5,318
Dentro de grupos | 201,718 | 8 | 25,215

Total 880,503 | 9

Pela analise da Tabela 3.4, verifica-se que néo existem diferencas significativas
entre o grupo das plantas saudaveis e o grupo das plantas infetadas para um
intervalo de confianca de 95% (p>0,05 e Famostra<Fcritico) NO que diz respeito ao
gene de referéncia, 0 que comprova que todas as amostras tém
aproximadamente a mesma quantidade de cDNA, validando a quantificacédo

relativa realizada.

Quanto aos valores de C; obtidos para a amplificacdo da sequéncia alvo do
CTV, a Tabela 3.5 demonstra que existem diferencas significativas entre as
plantas infetadas e as plantas saudaveis para um intervalo de confianca de
95% (p<0,05 e Famoswra>Feriico), O que significa que as plantas foram

corretamente agrupadas em dois grupos distintos.

Foi feita uma eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de
amplificagdo do gene de referéncia COX e da sequéncia alvo CTV 1la-b. O
DNA foi extraido e purificado. No caso do fragmento amplificado com os
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primers COX, o DNA foi ainda clonado no vetor pGEM T-Easy (Figura 3.15) por
ser demasiado pequeno (68 bp) e apds obtencdo da “miniprep”, foi
sequenciado (Figura 3.16). No caso da sequéncia alvo 1b-2, apés o DNA ter
sido purificado procedeu-se a sequenciacao direta (Figura 3.17).

Figura 3.15: Coldnias transformadas de E.coli com o pGEM T-Easy contendo o
produto de amplificacdo do gene COX, obtido por real-time PCR.

20
|

Gene Referencia COX ANNCTNTCNC TGGATGGAAT GCCCTTAGCA GTTTTGGC 38
Citocromo oxidase_GenBank CX297817 ATGCTTACGC TGGATGGAAT GCCCTTAGCA GTTTTGGC 38

Figura 3.16: Alinhamento do gene de referéncia amplificado por real-time PCR
com parte da sequéncia do citrocromo oxidase (GenBank CX297817).
Mismatches assinalados a vermelho.

2 40 (] o
| | 1 |

CTVval GNCCGACGCT AGCGATGGTC AAGCGGATGA CTTAGCGACA GGTTGATAGT TTGTTCAGTT CTCGCTGAGA GCTAACACGG 80
CTVcle ACCCGACGCT AGCGATGGTC AAGCGGATGA CTTAGCGACA GGTTGATAGT TTGTTCAGTT CTCGCTGAGA GCTAACACGG 80
CTV ORF1b-2 GenBank DQ151548 ACCCGACGCT AGCGATGGTC AAGCGGATGA CTTAGCGACA GGTTGATAGT TTGTTCAGTT CTCGCTGAGA GCTAACACGG 80

100
|

CTVval GTAGTCGAGT CGAGATGTTT GCCTT--CG 107
CTVcle GTAGTCGAGT CGAGATGTTT GCCTTGACN 108
CTV ORF1b-2 GenBark DQ151548 GTAGTCGAGT CGAGATGTTT GCCTTCGCG 108

Figura 3.17: Alinhamento do gene alvo amplificado por real-time PCR com a
ORF 1b-2 do genoma do isolado T318A do CTV (GenBank DQ151548).
Mismatches assinalados a vermelho.

Ao comparar os resultados obtidos anteriormente por IC/RT-PCR (detecao de
virus nas plantas 7, 9, 10 e 11) (ver 3.1.1) com os do real time PCR, verificou-

se que o IC/RT-PCR apenas foi capaz de detetar o CTV nas plantas que
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apresentavam um titulo viral mais elevado (Tabela 3.2), o que confirma a
sensibilidade limitada da técnica de IC/RT-PCR.

Para a detecdo do CTV muitos estudos tém usado a técnica de real-time
reverse transcription PCR (real-time RT-PCR) (Ruiz-Ruiz et al., 2007; Bertolini
et al.,, 2008; Saponari et al., 2008; Ananthakrishnan et al., 2010; Loconsole et
al., 2010; Yokomi et al., 2010), em vez do real-time PCR usado neste trabalho.

Na técnica de real-time RT-PCR, a sintese de cDNA e a amplificacdo ocorrem
num Unico passo, enquanto que no real-time PCR é preciso realizar primeiro a
sintese de cDNA, confirmar que esta ocorreu e s6 depois é feita a amplificagdo.
O real-time RT-PCR permite assim reduzir o nimero de passos, o que torna
esta mais rapida. A reducdo do numero de passos minimiza também a

probabilidade de ocorrerem erros assim como contaminagoes.

As técnicas moleculares para detecao do CTV usadas neste trabalho, IC/RT-
PCR e real-time PCR apresentaram varias desvantagens: € necessario a
maceracdo das amostras, ou seja, sdo métodos destrutivos; sdo morosas;
trabalhosas; requerem o consumo de reagentes (Sankaran et al., 2010) que no
caso do real-time sdo muito caros (Adkar-Purushothama et al., 2011); a sua
especificidade depende do design de primers e do protocolo de amplificacéo
(Lépez et al.,, 2003); apresentam um risco elevado de contaminacéo,
especialmente o real-time PCR; e no caso do IC/RT-PCR é preciso ainda a
realizacdo de uma eletroforese em gel de agarose para se visualizar a banda
especifica que confirma a presenca do produto de amplificacdo do gene viral.

Uma outra técnica comumente utilizada para detecdo de virus em plantas é a
ELISA (Sankaran et al., 2010). Embora esta técnica esteja associada a um
baixo custo (Saponari et al., 2008), apresenta varias limitacdes de relevo dado
gue a detecdo do CTV através de técnicas seroldgicas é dificil quando o titulo
viral é baixo (Mathews et al., 1997; Hung et al., 2000; Roy et al., 2005) e/ou
guando existe uma distribuicdo desigual do virus nas plantas infetadas (Roy et
al., 2005; Loconsole et al., 2010). Além disto, as técnicas serolégicas apenas
séo fiaveis durante certos periodos do ano quando o titulo viral é alto (Mathews
et al., 1997).
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Todas as desvantagens enunciadas limitam o uso dos métodos convencionais
para andlises de rotina. Dado que um dos objetivos das analises de rotina é
também a detecdo do CTV numa fase inicial de infecdo, quando o titulo viral na
planta ainda é baixo, € essencial o desenvolvimento de um teste de diagndstico
rapido e de baixo custo que permita aumentar a produtividade dessas analises
(Lépez et al.,, 2003). Por esta razdo, os métodos espectroscopicos surgem
como possivel alternativa aos métodos convencionais, apresentando grande
potencial para a otimizagdo do controlo do CTV e da gestdo de culturas
agricolas com elevado valor comercial (Delalieux et al., 2009).

3.2 Detecdo do CTV por métodos espectroscépicos
Nesta seccdo descrevem-se o0s resultados obtidos através dos métodos
espectroscopicos e das técnicas de analise multivariada descritas na seccao de

materiais e métodos.

Como previamente explicado nos materiais e métodos, as plantas
encontravam-se a crescer numa estufa que proporcionava condi¢des
intermédias entre as de total variabilidade encontradas em estudos de campo e
as esperadas de um fitotron com condi¢cdes de irradiancia (Tabela 3.6),
temperatura (Tabela 3.6 e Tabela 3.7) e humidade relativa (Tabela 3.7)
totalmente pré-definidas e controladas. As varia¢cdes nas condicbes ambientais
em que as plantas se encontraram durante este estudo, nomeadamente as
diferencas observadas na temperatura entre as diferentes estacoes,
particularmente, nos meses de inverno (Cavaco et al.,, 2003), poderdo ter
contribuido para alguma variabilidade na resposta do metabolismo primario do
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carbono e assim para a resposta espectroscopica das plantas, sobrepondo-se

ao stress biotico provocado pela infecdo do CTV que se pretende determinar.

Em resultado disto, as varias técnicas e respetiva robustez foram testadas ao

maximo no sentido de se perceber se poderiam cumprir com 0 objetivo

principal definido anteriormente.

Tabela 3.6: Irradiancia e temperatura médias registadas na estufa durante a
medicao de fluorescéncia.

Data
Radiancia
meédia
(umol m?s™)
Temperatura

média (°C)

03-12-14

20

07-01-15

25,896

16,5

74

05-02-15

38,477

14,5

09-03-15

38,408

21,5

13-04-15

62,523

24,5



Tabela 3.7: Temperaturas e humidades relativas durante as medi¢cdes de transmitancia e refletancia.

Temperatura média durante as medidas (°C)
Temperatura maxima no dia das medidas (°C)
Temperatura minima no dia das medidas (°C)
Temperatura média do dia anterior (°C)
Temperatura média da semana anterior (°C)
Humidade média relativa durante as medidas (%)
Humidade média relativa durante o dia anterior (%)
Humidade média relativa da semana anterior (%)

Dia 1
27/10/14 | 30/10/14
25,9 26,9
26,8 27,5
18,6 19,5
25,4 23,3
30,0 26,4
68,3 55,5
71,7 83,2
39,0 57,3

75

Dia 2
01/12/14
23,1
251
13,3
17,9
18,0
60,0
80,0
80,5

Dia 3
07/01/15
19,0
22,3
8,9
14,8
14,4
65,0
70,5
66,0

Dia 4
05/02/15
19,0
21,6
8,0
16,3
16,2
46,9
57,8
68,9

Dia 5
09/03/15
251
25,9
12,7
19,2
18,8
43,6
47,4
53,0

Dia 6
08/04/15
18,9
19,4
18,5
19,3
22,0
69,0
61,6
58,7



3.2.1 Teste a blindagem da luz externa

Em primeiro lugar realizou-se um teste de robustez ao equipamento. Como ja
se referiu, a luz ambiente pode interferir nas medi¢coes de refletancia e/ou
transmitancia. Neste trabalho era preciso verificar se as sondas (ver Figura 2.1
e Figura 2.5) seriam imunes a luz ambiente. Assim, realizou-se tanto na leitura
da refletdncia como da transmitancia, uma medicdo em que se fez incidir
diretamente uma luz de 45W numa folha, por cima das sondas, seguida de

uma outra, desta vez, na auséncia da luz referida.

Em ambos os espetros da refletancia (Figura 3.18), o sensor foi colocado
exatamente no mesmo local da amostra. O mesmo foi feito no caso da

transmitancia (Figura 3.19).
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Figura 3.18: Espectros da refletancia obtidos sem qualquer tratamento, usando
o USB4000, na auséncia e na presenca de uma lampada de 45W a incidir
diretamente na amostra, com 0s seguintes parametros: intensidade da luz do
espectrometro 524 (escala interna), tempo de integracdo 200 ms e 50
varrimentos.
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Figura 3.19: Espectros da transmitancia obtidos sem qualquer tratamento,
usando o USB4000, na auséncia e na presenca de uma lampada de 45W a
incidir diretamente na amostra, com 0s seguintes parametros: intensidade da
luz do espectrémetro 2095, tempo de integracdo 100 ms e 50 varrimentos.

Analisando a Figura 3.18 e Figura 3.19, é possivel verificar quer no caso da
reflectancia quer no da transmitancia, que o0s dois espectros coincidem
perfeitamente, exceto nas extremidades, dado ser aqui que se localiza grande
parte do ruido. Isto permite afirmar que as sondas tém um bom isolamento, no
que diz respeito a luz exterior, e que portanto, esta nao tem influéncia nos

resultados.

3.2.2 Panorama geral da evolucao dos espectros ao longo do tempo

A Figura 3.20 e Figura 3.21 ilustram a evolucdo dos espectros ao longo dos
seis dias para duas plantas, como exemplo. Os valores do grafico
correspondem a transformacéo log(R%), em que R% é o valor da refletancia
em percentagem. Ndo é uma escolha habitual, mas permite comparar 0s
valores de forma mais intuitiva do que a transformacdo para a absorvancia

A=log(1/R).
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Figura 3.20: Evolucao dos espectros ao longo dos seis dias. Exemplo da planta
12 (grupo de controlo da ‘Valencia late’).
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Figura 3.21: Evolucao dos espectros ao longo dos seis dias. Exemplo da planta
9 (grupo de infetadas da ‘Valencia late’).

Os gréaficos mostram claramente os efeitos descritos na introdugdo: a clorofila
(diminuicdo das intensidades refletida e transmitida nas zonas 450-500 nm e
630-690 nm) e também o plateau na zona do NIR, onde a refletancia € elevada.

e

Uma das caracteristicas mais Obvias é a diferenca de refletancia VIS e
transmitancia NIR entre o primeiro dia e os restantes. Esta diferenca deve-se,
muito provavelmente, ao fato de as folhas ainda serem muito jovens na
primeira medi¢cdo. Mesmo a vista desarmada percebia-se que estas folhas
tinham uma coloracdo verde mais suave. Portanto, é de esperar que a
refletdncia pelas folhas jovens seja muito mais alta, o que de facto se verifica.

Note-se ainda que os valores elevados da refletdncia no visivel sédo
confirmados pelas medicdes no NIR com outro espectrometro. Os valores
observados no fim dos graficos VIS e no principio dos graficos NIR (na zona
dos 700 nm) sdo consistentes entre si.
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Relativamente aos outros dias, ndo ha um padrao tdo claro. Nas refletancias
verifica-se ainda um padrdo de decréscimo ao longo dos primeiros dias,
embora ndo seja claro nos ultimos. Nas transmitancias o padrdo ainda é menos
claro, o que sugere que os efeitos da absorcdo e estrutura interna da folha

complicam a compreenséao do padrao de transmisséo ao longo do tempo.

Finalmente, quanto a comparacdo entre as medidas obtidas para uma folha
infetada (Figura 3.21) e para uma folha de controlo (Figura 3.22) ndo ha
nenhum padrdo 6bvio que permita distinguir de forma facil as plantas. Para
detetar esse tipo de padrbes é preciso fazer o grafico de todas as plantas ao

mesmo tempo, o que sera feito na sec¢ao seguinte.

3.2.3 Graficos iniciais

Antes de se ter dado inicio a reducéo do volume de dados através dos métodos
multivariados (que tém a desvantagem de néo terem uma interpretacao direta e
intuitiva), foi possivel logo nos primeiros gréaficos verificar que, em certos dias,
existe uma tendéncia de separacdo entre as plantas controlo e as infetadas
(Figura 3.22, Figura 3.23, Figura 3.24), o que aparentou ser promissor,
sobretudo nas ‘Valencia late’ (Figura 3.22 e Figura 3.23) e essencialmente na

regido do visivel.
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Figura 3.22: Espectros de transmitancia visivel obtidos nos dias 2, 5 e 6 para
as ‘Valencia late’ ap6s pré-tratamento com MSC. As linhas a verde
correspondem as plantas controlo e as vermelhas as infetadas com o CTV
T318A.

Analisando a Figura 3.22, é possivel constatar que de fato existe uma
tendéncia de separacdo entre os dois grupos, porém esta ndo é coerente ao
longo dos dias, uma vez que no dia 2 a transmitancia € superior para as

plantas infetadas enquanto nos dias 5 e 6 se verifica o contrario.
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Figura 3.23: Espectros de refletancia visivel obtidos nos dias 2 e 6 para as
‘Valencia late’ apds pré-tratamento com MSC. As linhas a verde correspondem
as plantas controlo e as vermelhas as infetadas com o CTV T318A.
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Na Figura 3.23, a tendéncia de separacdo € igual em ambos os dias
(refletancia maior nas plantas controlo), mas comparando as Figura 3.23 e
Figura 3.24 que dizem respeito a refletdncia no visivel, volta-se a verificar uma
falta de coeréncia dado que nas ‘Valencia late’ a refletancia € maior nas plantas
controlo (Figura 3.23) enquanto nas Clementinas ‘Fina’ (Figura 3.24) € maior
nas plantas infetadas.

Dia 6

log (R%)
2.8 2.9 3.0
1

2.7

450 500 550 600 650 700
A(nm)

Figura 3.24: Espectros de refletdncia visivel obtidos no dia 6 para as
Clementinas ‘Fina’ apo0s pré-tratamento com MSC. As linhas a verde
correspondem as plantas controlo e as vermelhas as infetadas com o CTV
T318A.

Embora se tenha tentado minimizar os efeitos externos e de operacéo, esta
falta de coeréncia pode ser provocada por fatores ambientais e outras fontes
de variabilidade, tais como o estado de desenvolvimento da folha, temperatura,
humidade, disponibilidade de agua e luz que influenciam o comportamento
fisiologico das folhas e consequentemente o padrdo da refletancia e da
transmitancia. Estes fatores variam consoante o dia da medicdo (Tabela 3.7) e
caso o efeito do virus seja suave, € possivel que se sobreponham a presenca
do CTV e influenciem de modo diferente o espetro. Além disto, as plantas
podem responder de diversas formas a estes agentes, o que origina padrdes
de refletancia e transmitancia variados ndo s6 dentro de uma mesma espécie
mas também, e principalmente, entre variedades diferentes. De fato, a

sintomatologia apresentada para uma mesma doenca dentro do mesmo grupo
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de plantas pode ser muito dispar, dado que diferentes plantas apresentam
diferentes niveis de resisténcia ao virus (Cavaco, 2003).

Segundo dados da literatura, o stress causado pela infecdo de patogénicos
afeta a absorcdo pelos pigmentos (Larsolle e Hamid Muhammed, 2007),
levando a um aumento da refletancia na regido do visivel (Polischuk et al.,
1997; Bravo et al., 2003; Steddom et al., 2003; West et al., 2003; Larsolle e
Hamid Muhammed, 2007). Isto esta apenas de acordo com a Figura 3.24,
contudo é importante salientar que, nos trabalhos acima referidos, a diferenca
na refletancia foi entre plantas saudaveis e plantas infetadas sintomaticas, o
gue difere do que apresentado nesta tese, uma vez que neste caso particular,
todas as plantas infetadas sédo assintomaticas.

Os graficos iniciais da refletancia NIR apresentaram menores diferencas entre
os dois grupos de plantas, tal como aconteceu noutros artigos (Polder et al.,
2010).

3.2.4 PCA

Usando o método do PCA, que permite a reducdo da quantidade de dados
guando existe uma correlacao entre eles (Miller e Miller, 2010), pretendia-se
visualizar uma separac¢ao mais clara entre os dois grupos e no maximo de dias
de medicdo possivel. Com este intuito, testou-se véarias combinacdes das
técnicas utilizadas no pré-tratamento, dado que ndo era conhecido a priori
qual/quais e em que ordem possibilitaria(m) melhores resultados. Foram
também testadas diferentes larguras para a janela do SG quando utilizado.

3.2.4.1 Pré-tratamento: Multiplicative scatter correction

No caso das ‘Valencia late’, utilizando apenas o MSC e ndo o SG, o0 maximo
conseguido foi uma boa separacdo em dois dias na regido do visivel tanto na
refletédncia (Figura 3.25) como na transmitancia.
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Figura 3.25: PCA aplicado aos espectros de refletancia visivel obtidos em cada
um dos dias de medicdo para as ‘Valencia late’ ap6s pré-tratamento com MSC.
Os pontos a verde correspondem as folhas controlo e os vermelhos as
infetadas com o CTV T318A.

Nas Clementinas ‘Fina’ foi conseguida uma boa separacdo apenas no ultimo

dia de medicao da refletancia NIR (Figura 3.26).
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Figura 3.26: PCA aplicado aos espectros de refletdncia NIR obtidos em cada
um dos dias de medicdo para as Clementinas ‘Fina’ apés pré-tratamento com
MSC. Os pontos a verde correspondem as folhas controlo e os vermelhos as
infetadas com o CTV T318A.

3.2.4.2 Pré-tratamento: Savitzky-Golay

Usando apenas o SG no pré-tratamento, continuou a verificar-se uma maior
separacéo nas ‘Valencia late’, contudo para ambas as variedades os resultados
melhoraram bastante pois conseguiu-se uma boa separacéo no dobro dos dias.

Nas ‘Valencia late’ houve uma boa separacdo das plantas infetadas e das
controlo em quatro dias de medicdo na transmitancia visivel (Figura 3.27),
enquanto nas Clementinas ‘Fina’ tal s6 se constatou em dois dias na refletancia
visivel (Figura 3.28).
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Figura 3.27: PCA aplicado aos espectros de transmitancia visivel obtidos em
cada um dos dias de medicao para as ‘Valencia Late’ apds pré-tratamento com
SG (I=11, d=2 e p=2). Os pontos a verde correspondem as folhas controlo e os
vermelhos as infetadas com o CTV T318A.
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Figura 3.28: PCA aplicado aos espectros de refletancia visivel obtidos em cada
um dos dias de medicdo para as Clementinas ‘Fina’ apés pré-tratamento com
SG (I=11, d=2 e p=2). Os pontos a verde correspondem as folhas controlo e os
vermelhos as infetadas com o CTV T318A.

3.2.4.3 Pré-tratamento: Multiplicative scatter correction + Savitzky-Golay
Se se usar 0 MSC seguido do SG, mantém-se exatamente 0s mesmos quatro
dias de separagdo e novamente na transmitancia visivel para as ‘Valencia late’
(Figura 3.29). Isto sugere uma consisténcia dos resultados para esta variedade.
A regido do visivel, principalmente a transmiténcia, parece ser mais suscetivel
a diferencas nos espetros medidos a partir das ‘Valencia late’ e o fato de a
separacdo ser novamente nos mesmos quatros dias ndo sera coincidéncia.
Para explicar esta situacdo, analisou-se alguns dos fatores de variabilidade
presentes nos varios dias, nomeadamente a temperatura e a humidade
relativa, e verificou-se que os dois dias em que a separacao ficou aquém das
expetativas, correspondem precisamente aos dois dias em que a humidade
relativa durante as medidas e durante o dia anterior atingiu valores mais baixos
(Tabela 3.7).
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Figura 3.29: PCA aplicado aos espectros de transmitancia visivel obtidos em
cada um dos dias de medicdo para as ‘Valencia late’ apos pré-tratamento com
MSC seguido de SG (=11, d=2 e p=2). Os pontos a verde correspondem as
folhas controlo e os vermelhos as infetadas com o CTV T318A.

A transpiracdo nas plantas, de onde resulta perda de agua para o exterior da
planta, ocorre em simultineo com a entrada de dioxido de carbono nos
estomas, que sera depois reduzido na fotossintese em fotoassimilados que a
planta usa para manter todo o seu metabolismo e assegurar 0 Sseu crescimento
(Ache et al., 2010). Esta taxa de transpiracdo € regulada pelo nivel de abertura
dos estomas (Bauer et al., 2013). Ora quando a humidade relativa é baixa, 0s
estomas tém tendéncia a fechar (Darwin, 1898), o que altera a taxa de
fotossintese e a propria turgidez dos tecidos também diminui (Ache et al.,
2010). E muito plausivel que estes efeitos tenham mascarado o efeito

associado ao virus, que se distingue nos outros dias.
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No caso das Clementinas ‘Fina’, os valores melhoram ligeiramente ao
passarem de dois para trés dias com boa separacéo entre 0s grupos, tendo-se

mantido estes melhores resultados na refletancia visivel (Figura 3.30).
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Figura 3.30: PCA aplicado aos espectros de refletancia visivel obtidos em cada
um dos dias de medigdo para as Clementinas ‘Fina’ apos pré-tratamento com
MSC seguido de SG (=11, d=2 e p=2). Os pontos a verde correspondem as
folhas controlo e os vermelhos as infetadas com o CTV T318A.
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3.2.4.4 Pré-tratamento: Savitzky-Golay + Multiplicative scatter correction
Usando o SG seguido do MSC, voltou a ter-se quatro dias com uma boa
separacdo e novamente na transmitancia visivel nas ‘Valencia late’ (Figura
3.31).
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Figura 3.31: PCA aplicado aos espectros de transmitancia visivel obtidos em
cada um dos dias de medicdo para as ‘Valencia late’ apos pré-tratamento com
SG (I=11, d=2 e p=2) seguido de MSC. Os pontos a verde correspondem as
folhas controlo e os vermelhos as infetadas com o CTV T318A.

Para as Clementinas ‘Fina’ os melhores resultados foram agora conseguidos
na refletancia NIR e somente em dois dias houve uma boa separacao entre as

plantas infetadas e as controlo (Figura 3.32).

Independentemente, dos métodos utilizados no pré-tratamento e da ordem
destes verificou-se sempre uma maior separacdo nas ‘Valencia late’. Fica a
davida se os espectros destas refletem mais facilmente as alteracbes
provocadas pela presenca do CTV simplesmente por estas plantas serem mais

sensiveis a este ou por albergarem em média um titulo viral maior (trés plantas
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‘Valencia late’ com um titulo viral elevado contra apenas uma das Clementinas

‘Fina’) (Tabela 3.2). Qualquer que seja a razao, estes dados, juntamente com o

namero menor de enxertias necessarias para que haja inoculagdo do CTV,

mostram que, a partida, a ‘Valencia late’, de entre as duas espécies estudadas,

€ aparentemente a menos resistente a infecao pelo virus, e portanto um melhor

hospedeiro para num futuro proximo se estudar a detecéo de virus através de

métodos espectroscopicos.

0

Dia1l Rll= 1 Dia 2 RIl=0.169
g.
® = ®
o
o~
fo g2
&G— 7. ﬂo- . \
@
2 o ®e. o
. _ L)
30 20 ET) [) 10 40 30 20 El [ 10 20
PC 1(10.16%) PC 1(10.03%)
Dia 3 RII=0.732 Dia 4 RIl=1.097
8 B
Ny ®
o
S o
2 g-
o |
o] -
BT g,
' o
20 -0 [} 10 20 30 40 10 [) 10 20
PC 1(24.69%) PC 1(20.49%)
Dia 5 RIl= 0.459 Dia & RIl= 0.884
e L4 &
@ e @ o
> 8 T
3
k4

PC 3(7.79%)

-10

-20

PC 1(16.95%)

-10

-20

\3‘

-20 -0 0 10
PC 1(19.92%)

Figura 3.32: PCA aplicado aos espectros de refletancia NIR obtidos em cada
um dos dias de medicdo para as Clementinas ‘Fina’ apés pré-tratamento com
SG (I=11, d=2 e p=2) seguido de MSC. Os pontos a verde correspondem as
folhas controlo e os vermelhos as infetadas com o CTV T318A.
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3.2.5 PCA aplicado a fluorescéncia da clorofila a

Para tentar melhorar os resultados obtidos, combinou-se 0s espectros da
refletdncia e da transmitancia com os valores da fluorescéncia medidos (Figura
3.33). Para fazer essa juncdo foi preciso efetuar uma transformacao prévia, ja
gue a dimensao dos espectros (865 ou 1478 variaveis) € muito maior do que a
dimensédo dos dados de fluorescéncia (2 variaveis por amostra). A solucao
passou por compactar a informacéo dos espectros através de PCA e juntar as

trés primeiras PCs as variaveis de fluorescéncia.

Os resultados estdo patentes na Figura 3.33. Verificou-se que em ambas as

variedades o nivel de separa¢do conseguido piorou.
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Figura 3.33: Melhores resultados obtidos no PCA aplicado a combinacédo dos
espectros de transmistancia NIR com os valores de fluorescéncia em cada um
dos dias de medicao para as ‘Valencia late’ apés pré-tratamento com SG (I=11,
d=2 e p=2) seguido de MSC. Os pontos a verde correspondem as folhas
controlo e os vermelhos as infetadas com o CTV T318A.
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O PCA aplicado apenas aos valores de fluorescéncia medidos quer nas
Clementinas ‘Fina’ (Figura 3.34) quer nas ‘Valencia late’ (Figura 3.35) mostrou
ainda que a fluorescéncia de clorofila a, embora seja uma técnica de referéncia
usada na determinacdo do estado fisioldgico e performance fotossintética de
plantas em condi¢cBes de stress bibtico ou abidtico (Maxwell e Johnson, 2000),
no caso da infecdo pelo CTV T318A das duas variedades de citrinos
analisadas ao longo deste estudo, ndao permitiu nem por si s6 nem em
combinagcdo com a espectroscopia de Vis/NIR a identificacdo das plantas

infetadas.
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Figura 3.34: PCA aplicado aos valores de fluorescéncia obtidos em cada um
dos dias de medicdo para as Clementinas ‘Fina’. Os pontos a verde
correspondem as folhas controlo e os vermelhos as infetadas com o CTV

T318A.
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Figura 3.35: PCA aplicado aos valores de fluorescéncia obtidos em cada um
dos dias de medicdo para as ‘Valencia late’. Os pontos a verde correspondem
as folhas controlo e os vermelhos as infetadas com o CTV T318A.

A extrema sensibilidade do metabolismo primario do carbono das plantas a
variacdo dos fatores ambientais como a temperatura que como se observa na
Tabela 3.6 foi variando ao longo do tempo, acaba por se sobrepor ao efeito do
virus no sistema foliar das duas variedades de citrinos estudadas. Embora as
medicbes da fluorescéncia tenham sido feitas sempre aproximadamente a
mesma hora, a temperatura variou bastante nos varios dias, chegando a existir
uma diferenga de 10°C entre o dia de temperatura mais baixa e o de mais

elevada (Tabela 3.6).

Seria preciso trabalhar sempre em condicdes ambientais controladas para

garantir o total potencial da fluorescéncia da clorofila a no contexto pretendido.
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Ao comparar a separacao dos grupos usando os valores de fluorescéncia com
os resultados obtidos do PCA aplicado apenas aos espetros, verifica-se que a
variabilidade externa causada por fatores abidticos se sobrepbe mais
facilmente as alteracbes provocadas pela presenca do virus no caso da
fluorescéncia do que na espectroscopia. Assim, para o efeito pretendido
(separar os grupos) os dados de fluorescéncia ndo tém informacao util. Por
isso, a juncdo dos dados de fluorescéncia aos de espectroscopia é equivalente
a adicionar ruido aos dados de espectroscopia com a consequente perda de

capacidade de separacao dos grupos.

3.2.6 PCA aplicado ao longo do tempo em dados de espectroscopia de
VIS/NIR
Os resultados apresentados nas seccdes anteriores mostram que pode haver
influéncia da presenca do virus nos espectros, mas que essa influéncia pode
ser mais ou menos ocultada por outros efeitos, a comecar pelas alteragdes que
acompanham o desenvolvimento da folha. Surgiu entdo a ideia de procurar
caracterizar 0s grupos ndo apenas com base em analises pontuais, em cada
dia, mas através da evolucdo temporal completa. As variacdes fisiolégicas da
folha e as condicOes externas séo as condicionantes que evoluem ao longo do
tempo, de igual forma para os dois grupos. A resposta espectral também varia
ao longo do tempo, em resposta a essas condicionantes, mas é esperado que
a presenca do CTV induza cambiantes nessa resposta. Globalmente os
padrdes de resposta dos dois grupos serdo diferentes, mesmo que possam
coincidir em alguns pontos do percurso. Isto permite resolver o problema dos
dias em que ndo ha separacdo, colocando-os no contexto de uma perspetiva

mais abrangente.

Para fazer a andlise temporal adotou-se o algoritmo explicado na seccado
2.2.4.2 Andlise PCA ao longo do tempo e o mesmo procedimento que
anteriormente no que diz respeito ao teste do pré-processamento. Esta forma
mais abrangente de avaliar os dados apresentou resultados muito superiores
aos que se obtiveram com base numa analise dia a dia. O PCA aplicado a
matriz resultante da concatenacdo dos primeiros scores, dos segundos, dos
dois primeiros, dos trés primeiros e até mesmo dos quatro primeiros scores
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revelou sempre um bom valor de RIl. Esta estratégia mostrou uma clara
separacéo entre as plantas infetadas e as controlo em todos 0s scores acima

referidos, ndao s6 nas ‘Valencia late’ como também nas Clementinas ‘Fina’.

Nas ‘Valencia late’ além da transmitancia visivel (Figura 3.36) foi conseguida
também uma clara separacao na refletancia (Figura 3.37) e transmitancia NIR
(Figura 3.38), ou seja, em quase todos os modos da espectroscopia

analisados.
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Figura 3.36: PCA aplicado ao PCA dos espectros de transmitancia visivel
obtidos em cada um dos dias de medicdo para as ‘Valencia late’ apés pré-
tratamento com MSC seguido de SG (I=11, d=2 e p=2). Os pontos a verde
correspondem as plantas controlo e os vermelhos as infetadas com o CTV
T318A. A) PCA no primeiro score: B) PCA no segundo score; C) PCA nos
primeiros 2 scores; D) PCA nos primeiros 3 scores; E) PCA nos primeiros 4
scores.
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Figura 3.37: PCA aplicado ao PCA dos espectros de refletancia NIR obtidos em
cada um dos dias de medicdo para as ‘Valencia late’ apos pré-tratamento com
SG (I=11, d=2 e p=2). Os pontos a verde correspondem as plantas controlo e
os vermelhos as infetadas com o CTV T318A. A) PCA no primeiro score; B)
PCA no segundo score; C) PCA nos primeiros 2 scores; D) PCA nos primeiros
3 scores; E) PCA nos primeiros 4 scores.
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Figura 3.38: PCA aplicado ao PCA dos espectros de transmitancia NIR obtidos
em cada um dos dias de medicdo para as ‘Valencia late’ apds pré-tratamento
com SG (I=11, d=2 e p=2). Os pontos a verde correspondem as plantas
controlo e os vermelhos as infetadas com o CTV T318A. A) PCA no primeiro
score: B) PCA no segundo score; C) PCA nos primeiros 2 scores; D) PCA nos
primeiros 3 scores; E) PCA nos primeiros 4 scores.

Nas Clementinas ‘Fina’, esta clara separacao foi conseguida na refletancia NIR

(Figura 3.39) e na refletancia visivel (Figura 3.40).
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Figura 3.39: PCA aplicado ao PCA dos espectros de refletancia NIR obtidos em
cada um dos dias de medicdo para as Clementinas ‘Fina’ apés pré-tratamento
com SG (I=21, d=2 e p=2). Os pontos a verde correspondem as folhas controlo
e os vermelhos as infetadas com o CTV T318A. A) PCA no primeiro score: B)
PCA no segundo score; C) PCA nos primeiros 2 scores; D) PCA nos primeiros
3 scores; E) PCA nos primeiros 4 scores.
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Figura 3.40: PCA aplicado ao PCA dos espectros de refletancia visivel obtidos
em cada um dos dias de medicao para as Clementinas ‘Fina’ apds preé-
tratamento com MSC seguido de SG (I=11, d=2 e p=2). Os pontos a verde
correspondem as plantas controlo e os vermelhos as infetadas com o CTV
T318A. A) PCA no primeiro score; B) PCA no segundo score; C) PCA nos
primeiros 2 scores; D) PCA nos primeiros 3 scores; E) PCA nos primeiros 4
scores.

Estes resultados sédo bastante promissores dado que sugerem que uma analise
ao longo do tempo, em vez de dia a dia, pode compensar a variabilidade
dominante causada por outros fatores, tais como a temperatura e a humidade

relativa e a propria evolucgéo fisiol6gica das folhas, ou seja, o fator idade.

A conclusédo principal a retirar € que o acompanhamento da evolugdo das
folhas pode revelar a presenca do virus, mesmo que assintomatico, enquanto
gue uma analise pontual, baseada nas medi¢des de um dia apenas, pode nao

ser suficiente para fazer uma classificagéo.
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3.2.7 ANOVA

A identificacdo precoce de diferencas entre os espectros das plantas infetadas
assintomaticas e controlo, poderd também ser facilitada caso se identifique a
qgque comprimentos de onda ou em que combinacdes destes existe esta

separacao (West et al., 2003). Para este fim, foi utilizada a ANOVA.

Os dados anteriores sugerem que a importancia relativa dos varios
comprimentos de onda se altera ao longo do tempo, consoante os efeitos que
se expressam mais. Por outro lado, é dificil fazer uma interpretacdo do PCA ao
longo do tempo em termos de comprimentos de onda, pois 0S processos de
compactacao, concatenacéo e de novo compactacao (ver Figura 2.8) misturam
todos os comprimentos de onda.

Aplicou-se entdo a ANOVA para cada comprimento de onda e para cada dia.
Os melhores resultados conseguidos sdo apresentados nas Figura 3.41 e
Figura 3.43 para as ‘Valencia late’ e Clementina ‘Fina’, respetivamente.
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Figura 3.41: ANOVA aplicada aos espectros de transmitancia NIR obtidos em
cada um dos dias de medicdo para as ‘Valencia late’ ap6s pré-tratamento com
MSC. ¢ 0,05<p<0,1; * 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001

Na Figura 3.41, verifica-se que além de um pico por volta dos 730-750 nm (dias
1, 4 e 5), ha uma preponderancia dos comprimentos de onda a partir dos 850
nm (dias 3, 4, 5 e 6). A interpretacdo da importancia destes comprimentos de
onda pode vir do grafico de absorcao da agua (Figura 3.42). A zona 730-750
nm é um pico local de absorcdo, enquanto a zona por volta dos 850 nm
corresponde a um leve ponto de inflexdo. E portanto plausivel que pequenas
alteracbes ao nivel da estrutura da folha se repercutem mais nestas zonas
espectrais. Nao existe, no entanto, uma evidéncia clara da importancia da zona
em torno dos 970 nm, onde existe novo pico de absorcao.
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Figura 3.42: Espectro de absor¢cdo da &gua na zona do VIS-NIR. As setas
indicam as zonas que estdo tendencialmente mais relacionadas com a

separacao dos grupos [Fonte: Wikimedia Commons (2009)].

No caso das Clementinas ‘Fina’ (Figura 3.43) verifica-se novamente uma
preponderancia dos comprimentos de onda por volta dos 700-750 nm (dias 2, 4
e 6), uma inflexdo significativa por volta dos 850 nm (dias 2 e 4), reproduzindo

aproximadamente as zonas mais importantes observadas nas 'Valencia late'.

Os gréficos obtidos apresentam flutuacBes resultantes do ruido dos dados (o
ruido dos espectrometros). Esta flutuacdo poderia ser suavizada através da

filtragem por SG, mas as conclusdes seriam essencialmente as mesmas.
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Figura 3.43: ANOVA aplicada aos espectros de refletancia NIR obtidos em
cada um dos dias de medicdo para as Clementinas ‘Fina’ apés pré-tratamento
com MSC. « 0,05<p<0,1; * 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001

3.2.8 Aplicacao do algoritmo dos k-vizinhos mais proximos (kKNN)

A analise final teve por objetivo realizar uma validacdo dos resultados. Os
resultados até agora sugerem que € possivel classificar as amostras com base
numa analise temporal. No entanto, 0 que acontecera se ndo se conhecer as
amostras e as quisermos classificar?

E possivel projetar as componentes principais de uma amostra desconhecida
no plano das componentes principais e averiguar qual o grupo (controlo ou
infetada) de que a projecao fica mais perto. Embora isto seja facil de fazer para
o PCA simples (que deu resultados ambiguos em varios dias), ndo é simples
de implementar no esquema do desdobramento usado para analisar as
amostras ao longo do tempo, que produziu resultados claros de separacao.
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Optou-se entdo por aplicar um outro algoritmo, o KNN, para fazer a validagéo,
isto €, para construir um modelo de previsdo e aplicd-lo a amostras
desconhecidas. O procedimento foi descrito na secgdo 2.2.6 Algoritmo de k
vizinhos mais proximos (KNN) e também leva em conta a evolugdo temporal
das amostras. Resumindo, a analise com o kNN tem o intuito de determinar a
taxa de sucesso da classificacdo das amostras com base na andlise da

evolucao temporal dos espectros.

No caso das ‘Valencia late’ (Figura 3.44) nenhuma das folhas foi classificada
erradamente, no entanto existem duas que foram consideradas infetadas

embora tivessem igual probabilidade de serem denominadas saudaveis ou

infetadas.
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Figura 3.44: Probabilidade de infegdo de cada uma das folhas analisadas das
‘Valencia late’ quando aplicado o SG (=71, d=2, p=2) a seguir ao MSC aos
espectros de refletdncia NIR. Os pontos a verde correspondem as folhas
controlo e os vermelhos as infetadas.

Quanto as Clementinas ‘Fina’ (Figura 3.45), segundo o método do kNN, uma
das folhas considerada infetada tem uma probabilidade de infecdo de cerca de
20% e portanto deveria ter sido considerada saudavel.
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Como de cada planta foram analisadas duas folhas e s6 uma foi mal
classificada, significa que a outra folha apresentou uma probabilidade de
infecdo elevada tal como era esperado. Estas duas folhas faziam parte de
ramos distintos da mesma planta e portanto € possivel que estas diferencas na
probabilidade de infecdo resultem de uma distribuicdo desigual do virus ao
longo da planta. Tendo em conta os valores destes dois gréficos, conclui-se
gque o uso da refletdncia NIR para distinguir folhas saudaveis de folhas
infetadas com o CTV (assintomaticas) classificou incorretamente uma de entre
32 folhas, ou seja, aproximadamente 97% de taxa de sucesso. Se as duas
folnas que apresentaram igual probabilidade de poderem ser denominadas
saudaveis ou infetadas forem também consideradas mal classificadas, o valor
desce de 97% para 91%. Contudo, 91% continua a ser um valor superior aos
90% de folhas bem classificadas por Sasaki et al. (1998) quando utilizaram a
refletdncia para distinguir numa fase precoce da infecdo folhas de pepino

infetadas das saudaveis.
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Figura 3.45: Probabilidade de infegdo de cada uma das folhas analisadas das
Clementinas ‘Fina’ quando aplicado o MSC a seguir ao SG (1=121, d=2, p=2)
aos espectros de refletancia NIR. Os pontos a verde correspondem as folhas
controlo e os vermelhos as infetadas.
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Os métodos espectroscopicos demonstram assim ser capazes de distinguir
entre folhas saudaveis e folhas infetadas, apresentado um enorme potencial no

diagnostico do CTV T318A nas variedades de citrinos estudadas.
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4 Conclusodes

Neste trabalho determinou-se quais as plantas Citrus clementina hort. ex
Tanaka cv. Fina e Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. Valencia late se encontravam
infetadas com o CTV T318A. Pelo método de IC/RT-PCR foi detetada a
presenca de virus em quatro das dezasseis plantas analisadas (uma
clementina ‘Fina’ e trés ‘Valencia late’). O real-time PCR por ser um método
mais sensivel permitiu classificar mais duas plantas como infetadas,
perfazendo um total de trés plantas infetadas por cada variedade. Confirmou-se
através da amplificacdo de um gene de referéncia que todas as amostras
apresentavam uma quantidade aproximada de cDNA, o que possibilitou a
realizagcdo de uma quantificacao relativa por real-time PCR. Esta quantificagédo
relativa permitiu determinar quais das plantas tinham um titulo viral mais
elevado e que corresponderam precisamente aquelas que foram inicialmente

dadas como infetadas por IC/RT-PCR.

Esta tese demonstrou que os métodos Oticos baseados na espectroscopia
visivel e NIR, ainda antes da reducao do volume de dados, conseguem detetar
diferencas entre os espetros das folhas controlo e das infetadas assintomaticas
Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. Valencia late e Citrus clementina hort. ex
Tanaka cv. Fina. Verificou-se no entanto que estas diferencas ndo se refletem
nos espetros de maneira igual e que ndo existe uma consisténcia de separacéo
nos varios dias de medicdo. O fato de ndo se observar uma nitida separacao
em todos os dias de medicdo resulta muito provavelmente de fatores
intrinsecos associados ao desenvolvimento da arvore e da interferéncia de
fatores ambientais como a temperatura que influenciam o comportamento das
folhas e consequentemente 0s espectros. Nesta analise inicial, observou-se
também que o padrdo de separacdo obtido ndo correspondeu sempre ao
descrito na literatura. E importante salientar que a maioria dos trabalhos
publicados onde sao utilizadas estas técnicas espectroscopicas, o fazem numa
perspetiva de detecdo remota para separacdo de plantas controlo de plantas
infetadas sintomaticas. O objetivo deste trabalho ndo era a detecao remota
mas sim o diagnostico precoce do CTV em plantas infetadas sem quaisquer

sintomas visiveis, o que acarreta uma dificuldade acrescida.
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Ao combinar os métodos 6ticos com técnicas de analise multivariada como o
PCA, verificou-se uma grande melhoria nos resultados sobretudo nas ‘Valencia
late’. A reducdo do elevado volume de dados e a sua compactacdo em
componentes principais que retém o essencial da variabilidade dos dados
permitiu uma separacao consistente, independentemente do pré-tratamento
aplicado aos dados. O nivel de separacdo insatisfatério obtido sempre nos
mesmos dias de medicdo corresponde precisamente aos dias em que a
humidade relativa atingiu valores mais baixos. Esta variabilidade podera ter-se
sobreposto a presenca do virus, afetando a separacédo das amostras. Quanto a
aplicagéo do PCA aos valores de fluorescéncia, verificou-se neste caso que 0s
dados nao retém qualquer informacao acerca da presenca do virus, sendo a
sua variabilidade necessariamente explicada pelos fatores externos e
intrinsecos. Foi por estas razdes que o PCA aplicado a fluorescéncia em
conjunto com os dados dos espectros apresenta uma capacidade de
separacéo inferior aquela que foi conseguida usando apenas os espectros de
Vis/NIR. Os dados da espectroscopia mostram assim ser capazes de suplantar

com maior sucesso os fatores de variabilidade externos do que a fluorescéncia.

O facto de a separacdo dos grupos por PCA ser possivel apenas em alguns
dias sugeriu a implementacdo de um método que pudesse ser sensivel ao
padréo de evolucdo dos espectros ao longo do tempo. Para isso adaptou-se o
método do desdobramento praticado em analise de N-way PCA, sendo que no
neste trabalho cada folha do tensor corresponde a um dia de medi¢cédo. Este
método, a que chamamos “PCA ao longo do tempo, pode compensar a
variabilidade dominante induzida por outros fatores que se sobrepbem a
presenca do virus nas plantas e conduziu a uma separacao perfeita entre os
grupos controle e infetado no plano das componentes principais. Este resultado
sugere que € possivel detetar plantas infetadas seguindo a sua evolucao
espectral ao longo do tempo, mas nado através de medidas pontuais.

Por outro lado, e numa perspetiva de validacdo, usou-se o algoritmo kNN,
adaptado também a uma analise ao longo do tempo e confirmou-se que é
possivel separar com sucesso as folhas controlo das infetadas usando os
espectros medidos com uma taxa de sucesso superior a 90%.
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O objetivo principal desta tese que era a elaboracdo de um protocolo de
diagnéstico néo invasivo da infecdo por CTV em citrinos, baseado em métodos
oticos, foi assim cumprido e validado em grande parte, tendo-se demonstrado
gue estes métodos tém grande potencial para revolucionar o diagnéstico e
controlo do CTV. A espectroscopia na regido do visivel e NIR apresenta varias
vantagens quando comparada com as técnicas geralmente usadas para a
detecdo do CTV (PCR e ELISA), tais como a rapidez e o relativo baixo custo.
Além disto os métodos 6ticos ndo sédo destrutivos, ndo estdo sujeitos a
contaminacdes nem limitados as épocas do ano em que o titulo viral tende a
ser mais elevado. Tudo isto possibilita 0 uso dos métodos 6ticos nas analises
de rotina para detecdo do CTV numa fase inicial de infecdo. Contudo, para
confirmar a viabilidade da aplicacdo destes métodos 6ticos seria importante
prosseguir com este estudo utilizando um namero maior de plantas, incluindo
outras variedades, e acompanha-las durante mais tempo. As condi¢cdes da
estufa também deveriam ser melhoradas com o intuito de minimizar a
variabilidade das condi¢bes ambientais e assegurar a satisfacdo de todas as
necessidades das plantas, como por exemplo uma boa luminosidade e
temperatura constante. Este estudo pode ainda ser alargado a outras regides
do espectro eletromagnético e a outros agentes patogénicos. Por fim, é
importante realcar que este tipo de estudo pode servir de base a aplicacoes
futuras em que a detecdo de agentes patogénicos nas plantas por métodos
Oticos sera baseada em aplicac6es moveis.
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Anexos

Tabela 1: Composicéo dos tampdes utilizados ao longo da tese.

TAMPAO COMPOSICAO
_ 137 mM de NacCl, 1,5 mM de KH,POq, 8,1
Tampéo

mM de Na;HPO,, 2,7 mM de KCI, 3,1 mM

de
N de NaNs, 2% PVP (MW 24Kk) e 0,05%
Extracéo
Tween 20
Tampéo 15 mM de Na,COg3, 35 mM de NaHCO; e
Carbonato 3 mM de NaN3
Tampé&o | 137 mM de NacCl, 1,5 mM de KH,PQ,, 8,1
PBS- mM de Na;HPQ,, 2,7 mM de KCI, 3,1 mM
Tween de NaN3 e 0,05% Tween 20
Tris-Base 40 mM; &cido acético glacial 19
TAE 1x mM; EDTA 1 mM,
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pH

7,4

9,6

8,3
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Figura 1: Marcador 1kb Plus DNA Ladder da Fermentas (EUA) (Fisher
Scientific, 2015).
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Figura 2: Marcador NZYDNA Ladder Il da Nzytech (Portugal) (NZYTECH,
2015).
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