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Resumo

A Flavescéncia Dourada (FD) € uma doenca de quarentena altamente destrutiva,
difundida pela maioria dos paises vitivinicolas da Europa, causada por um fitoplasma. E
transmitida de forma epidémica pelo seu principal inseto vetor, o cicadelideo Scaphoideus

titanus Ball, durante o seu processo de alimentacéo.

Atualmente, a detecao do fitoplasma da FD é feita praticamente apenas por métodos

moleculares, como nested-PCR e rt-PCR, com base em diagndsticos visuais.

Este estudo pretende encontrar uma correlacdo entre a concentracao do fitoplasma no
floema das plantas e a severidade dos sintomas observados em duas castas de Vitis vinifera
(Padeiro de Basto e Arinto), com o objetivo de, futuramente, facilitar a detecdo do fitoplasma
e aumentar os nossos conhecimentos sobre a forma como este interage com a planta

hospedeira.

Colhemos amostras de ramos e folhas de videiras das castas mencionadas, na regido
de Amares, no Minho e construimos uma escala de sintomas; todas as amostras foram
testadas para FD. Procedemos a criagdo de um plasmideo recombinante, contendo o
fragmento de DNA especifico da FD. Este plasmideo, por sua vez, foi utilizado para
estabelecer uma reta de calibragcdo em rt-PCR, para a estimativa da concentragdo do

fitoplasma.

Ndo foi possivel determinar a concentracdo absoluta por dPCR, pelo que foi
determinada a concentracdo relativa, através de andlises de rt-PCR, e obtivemos um
coeficiente de determinagdo R?=0,4864 entre os sintomas observados e os Threshold cycles

(Ct) das amostras, o que indica a existéncia de uma correlacdo moderada.

Palavras-chave: Vitis vinifera, Flavescéncia Dourada, fitoplasma, concentragéo,

sintomas.



Abstract

The Flavescence Dorée is a highly destructive quarantine disease, spread across most
grape-producing countries of Europe, caused by a phytoplasma. It's epidemically transmitted
by its main insect host, the cicadellid Scaphoideus titanus Ball, as a consequence of its feeding

process.

As of today, the detection of the FD phytoplasma is done almost exclusively through

molecular methods, like nested-PCR and rt-PCR, based on visual diagnostics.

This study seeks to uncover whether there is a correlation between the phytoplasma
concentration in the plant’s phloem and the severity of observed symptoms in two varieties of
Vitis vinifera (Padeiro de Basto and Arinto), with the goal of, in the future, making the detection
of the phytoplasma easier and increasing our knowledge about the way it interacts with the
host plant.

Leaf and branch samples were collected from vines of the aforementioned varieties, in
the region of Amares, Minho and a scale of symptoms was built; all samples were tested for
the presence of FD. Then, the creation of a recombinant plasmid took place. This plasmid
contained the specific DNA fragment for FD and was used to establish a calibration line in rt-

PCR, to estimate the phytoplasma concentration.

It wasn’t possible to determine the absolute concentration through dPCR, therefore we
had to rely on the relative concentration, which was calculated through rt-PCR analyses and a
correlation coefficient R?=0,4864 was obtained between the observed symptoms and the

Threshold cycles (Ct) of the samples, which denotes the existence of a moderate correlation.

Keywords: Vitis vinifera, Flavescence Dorée, phytoplasma, concentration, symptoms.
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1. Introducéo

1.1. Tema e objeto de estudo

Esta tese de mestrado integra-se nas linhas de investigacdo em curso no laboratério
de fitovirologia do INIAV relativas a doenca da flavescéncia dourada da videira (FD), causada
pelo fitoplasma Candidatus phytoplasma vitis’, com vista a melhoria e aumento de eficacia
dos meios de controlo: “Estudos epidemioldgicos; estudos da relagdo hospedeiro/patogéneo;
adaptacgao e desenvolvimento de métodos de diagndstico”. Os conteudos abordados podem
também considerar-se uma continua¢ao dos estudos iniciados em 2013, no &mbito do projeto
exploratério CTRL FLAV (New Challenges on the Control of Flavescence Dorée in Grapevine:
Exploiting Genetic Resources and the use of Methyl Jasmonate) (EXPL/AGR-
PRO/1155/2013). Pretende-se aumentar o conhecimento sobre a forma como o grau de
severidade dos sintomas em videiras das castas Vinhao e Loureiro (diagndstico visual) pode
afetar a eficacia da detecdo em laboratério (PCR).

1.2. Contexto e Justificacéo

O setor vitivinicola € bastante importante na economia portuguesa, ocupando Portugal
a 112 posicdo na classificacdo mundial de paises produtores de vinho e 0 9° na classificagédo
do comércio mundial, de acordo com o Instituto da Vinha e do Vinho (IVV), sendo o vinho
portugués exportado para dezenas de paises em todo o mundo. Com inUmeras castas
nacionais e vinhos com qualidade internacionalmente reconhecida, é um setor merecedor de
particular atencdo desde a planta até ao produto final porque néo existirdo bons vinhos sem

vinhas saudaveis e produtivas.

A principal espécie de videira cultivada em Portugal pertence ao género Vitis.
Conhecem-se, atualmente, cerca de 50 espécies pertencentes a este género, que, por sua
vez, compreende dois sub-géneros: Euvitis e Muscadinea (Branas, 1974). E no primeiro sub-
género que se encontra aquela que é a espécie mais utilizada na producao de vinho e de uva

de mesa, ndo s6 em Portugal, mas em todo o mundo — a Vitis vinifera.

Dada a importéncia da Vitis vinifera como uma das culturas com maior valor econémico
para o pais, é fundamental garantir a qualidade das vinhas do ponto de vista fitossanitario,
por este ser um dos fatores que podem afetar gravemente a quantidade e a qualidade da uva
e do vinho. A otimizacéo da producéo de uva € um objetivo global, mantendo os padrdes de

gqualidade e sem comprometer a perenidade da vinha.

Torna-se, por isso, relevante estudar as doencas que possam afetar estes aspetos
fundamentais do setor vitivinicola. Neste trabalho, a doenca estudada € a Flavescéncia

Dourada, causada por um fitoplasma (especificamente, Candidatus phytoplasma vitis).
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Até ao momento, esta doenca, que se cré ter surgido em Franca, em 1949 (Caudwell,
1964), encontra-se disseminada pela maioria dos paises vinicolas europeus (Portugal,
Espanha, Franga, Italia, Suica, Croacia, Austria, Hungria, Sérvia e Eslovénia, entre outros
(Chuche & Thiéry, 2014)), ndo tendo sido ainda detetada fora da Europa (Figura 1). A doencga
também foi detetada na Alemanha, na regido Rheinland-Pfalz, em 2014 (EPPO RS 2014/202),
mas foi dada como erradicada em 2017 (EPPO RS 2017/135). Em Portugal, tem a sua maior
expressao na regido demarcada dos Vinhos Verdes, tendo também pequenos focos na regido
do Douro.

Figura 1 - Distribuic&o global do fitoplasma da Flavescéncia Dourada (extraido do EPPO Plant Quarantine
Retrieval system em Dezembro de 2017)

A incidéncia da FD em Portugal é ainda limitada, apresentando uma maior incidéncia
na Regido Demarcada dos Vinhos Verdes. Afeta toda a fileira vitivinicola, tendo ja obrigado
ao arranque e reestruturacdo antecipada de vérias centenas de hectares de vinha, com
grande reducgédo no rendimento dos viticultores.
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Figura 2 - Localizacao dos focos de infecdo da doenga da FD na regido Norte de
Portugal (retirado de www.drapnorte.gov.pt)
O fitoplasma causador da doenca da flavescéncia dourada pode provocar sintomas
com maior ou menor severidade conforme a sensibilidade das variedades, o periodo de
incubagdo da doenca, o decorrer do ano climatico e a eficiéncia do vetor.

A distribuicdo deste tipo de patogéneo na planta é muito irregular, pelo que uma videira
doente com FD pode apresentar ramos com e sem sintomas, podendo uma Unica vara

apresentar sec¢gfes com diferentes graus de sintomas.
1.3. Objetivos

Este estudo procura estabelecer uma correlacdo entre o titulo do fitoplasma na planta
e o grau de severidade dos sintomas apresentados e compreender de que forma ambos os
fatores interferem na detecao laboratorial do agente patogénico. Para além da qualidade da
amostra, a escolha dos tecidos é determinante para a sensibilidade das técnicas de
diagnostico mais usadas. Devido aos aspetos acima referidos, tem-se como objetivo primério
a determinacdo da concentracdo do fitoplasma da Flavescéncia Dourada ao longo do ciclo
vegetativo da videira, em particular em varas que apresentem folhas com e sem sintomas, e
verificar a possibilidade de estabelecer uma correlacdo entre o titulo do fitoplasma e a

severidade dos sintomas.

Para alcancar o objetivo acima referido, € necessario comecar pela obtencdo de um
padrdo para o numero de coépias do fitoplasma. Este sera uma solucdo de um plasmideo
recombinante, contendo uma sequéncia de DNA especifica deste fitoplasma, com
concentracdo determinada por PCR digital (quantificacdo absoluta), de forma a permitir o

estabelecimento de curvas de calibracdo. O segundo passo sera a identificacdo de um gene
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de copia Unica de videira e eleicdo de uma sequéncia conservada, para ser integrada no

mesmo plasmideo e funcionar como normalizador.

2. Reviséo Bibliogréfica
A Flavescéncia dourada € uma doenca de quarentena (Lista A2 da EPPO; anexo IIA
da Diretiva n.° 2000/29/CE, do Conselho da UE, de 8 de maio de 2000) que afeta a videira e
tem como agente causal o fitoplasma Candidatus phytoplasma vitis, que € transmitido pelo
inseto vetor Scaphoideus titanus Ball. e por material de plantacdo infetado. Apesar da
gravidade desta doenca, que pode conduzir a importantes perdas de producao, a reducao da
qualidade do vinho, e mesmo a morte das cepas infetadas, ndo constitui qualquer risco para

0 consumidor.
2.1. Fitoplasmas
2.1.1. Resenha Historica

Inicialmente, a generalidade das doengas conhecidas como “doengas dos amarelos”
era associada a virus, mas, em 1967, ap0s repetidas observacdes ao microscopio eletronico,
0S agentes patogénicos por elas responsaveis foram, pela primeira vez, identificados como
pequenas bactérias pleomoérficas, devido a auséncia de parede celular, e foram denominados
“Mycoplasma-like Organisms” (MLO) (Doi et al., 1967). Entre o fim da década de 80 e o inicio
da década de 90, houve um grande avanco no conhecimento dos fitoplasmas e, devido a
analise filogenética do gene 16S rRNA e as sequéncias genéticas de proteinas ribossomais,
foram incluidos na classe Mollicutes (Lim & Sears, 1989; Seemuller et al., 1994). As andlises
filogenéticas formaram a base para um sistema taxonémico provisorio para fitoplasmas.
Subsequentemente, foram concebidos primers (oligonucleotidicos) genéricos, com base em
sequéncias do gene 16S rRNA. Estes primers foram, entéo, utilizados em reac¢des de PCR
(Polymerase Chain Reaction), que permitiram, pela primeira vez, a detecdo de uma grande
variedade de fitoplasmas associados a plantas e insetos vetores (Deng & Hiruki, 1991;
Gundersen & Lee, 1996; Lee et al., 1993). Um esquema de classificacao foi construido com
base em padrdes de fragmentos de restricdo polimérficos (RFLP - Restriction Fragment
Length Polymorphism) de sequéncias de 16S rDNA amplificadas por PCR (Lee et al., 1993,
1994). Apenas em 1994 receberam a denominacao trivial “Fitoplasma”, para a sua distin¢cao

dos micoplasmas (Sears & Kirkpatrick, 1994).

Os fitoplasmas séo considerados organismos nao cultivaveis, pelo que o seu estudo
apenas se desenvolveu aquando do advento da biologia molecular. Em 2012, foi publicada,
pela primeira vez, uma demonstracao do desenvolvimento de fitoplasmas em cultura axénica

(Contaldo et al., 2012), mas ainda sem continuidade cientifica.
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2.1.2. Caracterizacao dos fitoplasmas

Taxonomicamente, os fitoplasmas sdo microrganismos procarioticos, pertencentes ao
Reino Bacteria, Filo Tenericutes, Classe Mollicutes, Ordem Acholeplasmatales, Familia
Acholeplasmataceae e Género Candidatus phytoplasma. Sao desprovidos de parede celular
e tém um didmetro médio variavel entre 200-800nm (IRPCM, 2004). Apenas sobrevivem em
meios isotdnicos, como o floema das plantas e a hemolinfa e outros 6rgdos de insetos, pelo
que necessitam de um hospedeiro para sobreviver. Ao contrario dos micoplasmas (mollicutes
que habitam ambientes extracelulares em hospedeiros animais), os fitoplasmas residem em
ambientes endocelulares e possuem um cromossoma ainda mais reduzido que o destes, que
ndo contém muitos dos genes que codificam a sintese de nucleétidos. Isto indica que os
fitoplasmas terdo evoluido retrogradamente e que obtém a maioria dos metabolitos de que
necessitam a partir do citoplasma da célula hospedeira, tornando-se parasitas obrigatorios
(Oshima et al., 2004).

Os fitoplasmas séo responsaveis por centenas de doencas, muitas das quais
altamente destrutivas, em centenas de espécies de plantas e manifestam-se através de
diversos tipos de sintomas que sugerem grandes perturbagfes no equilibrio de hormonas e
reguladores de crescimento, incluindo virescéncia (desenvolvimento de flores verdes e perda
de pigmentos florais), phyllody (desenvolvimento de partes florais em estruturas foliares),
esterilidade de flores, proliferagdo de rebentos auxiliares ou axilares, alongamentos anormais
dos entrends, enfezamento (flores e folhas pequenas e entrends curtos), descoloragéo de
folhas e ramos, enrolamento foliar, extremidades dos ramos com aparéncia de ramalhete e
declinio geral das plantas(Chang, 1998; Chang & Lee, 1995). Internamente, as infe¢cdes de
fitoplasmas podem causar necroses no floema e formagéo excessiva de tecidos do mesmo, o
que resulta em vasos intumescidos. Os sintomas apresentados variam conforme o fitoplasma

gue esta presente e o grau de infecao.
2.2. Flavescéncia Dourada
2.2.1. Caracterizacdo biomolecular

O Candidatus phytoplasma vitis, com base em andlises de RFLP do gene ribossomal
16Sr, considera-se pertencente ao grupo 16SrV (EIm Yellows Group), sub-grupos C (Davis &
Dally, 2001; Lee et al., 1998; Martini et al., 1999) e D (Davis & Dally, 2001; Martini et al., 1999)
e possui um cromossoma com um tamanho estimado de 671 kpb (Malembic-Maher et al.,
2008). Possui apenas o conjunto minimo de organelos necessarios para 0 seu

desenvolvimento, sendo, portanto, um parasita obrigatério da videira.
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2.2.2. Sintomatologia

As doencas com maior importdncia econdmica associadas a videira sdo a
“Flavescéncia Dourada” e o “Bois noir’ (BN), que causam sintomas semelhantes, incluindo a
lenhificacdo anormal dos sarmentos, entrends curtos, amarelecimento ou vermelhiddo das
nervuras das folhas, dependendo da variedade, flores abortadas, enrolamento e descoloracéo

das folhas (Margaria & Palmano, 2011).

Numa vinha, os focos de infecdo podem surgir aleatoriamente e assim se manter, na
auséncia do inseto vetor. Quando este se encontra na vinha, a progressao faz-se em torno
dos focos de infegcdo. De um modo geral, considera-se que sdo necessarios trés sintomas em
simultdneo numa sé planta para se considerar que a planta esta infetada: enrolamento das
folhas para a pagina inferior, com alteracdes crométicas, varas ndo atempadas e

inflorescéncias ou cachos mortos.

A confirmacéo da presenca do fitoplasma causador da doenca da FD deve ser sempre
realizada através de analises laboratoriais, dado que os sintomas causados pelo mesmo
podem confundir-se com os sintomas de outras doengas, como as provocadas pelo virus do
enrolamento (GLRV3), pelo fitoplasma do BN ou por fungos do lenho, entre outros. Podem
confundir-se, ainda, com os sintomas devidos a desregulagdo das funcdes do floema

causadas por incidentes mecanicos ou picadas de insectos.

A sintomatologia da doencga incluii amarelecimento (castas brancas) ou
avermelhamento (castas tintas) das folhas; nanismo; enrolamento descendente das folhas;
entrenos curtos; mau atempamento das varas, o que resulta frequentemente numa inclinagédo
das varas (porte chordo); mau abrolhamento; dessecacdo dos cachos e reducdo do

crescimento vegetativo, resultando, finalmente, na morte da planta.
2.2.3. Importancia econémica

Ao provocar o intumescimento dos tubos crivosos do floema, surge um bloqueio e o
transporte de fotoassimilados no floema é interrompido, impedindo, a sua chegada aos locais
de consumo (sinks) e a acumulacéo de reservas, o0 que leva a uma diminuicdo da qualidade
das uvas e elevadas perdas de producédo. Estes sintomas refletem-se posteriormente sobre o

vinho produzido, causando excesso de acidez e baixa concentracdo de acucares.

Os custos inerentes a doenca da flavescéncia dourada estdo associados a menor
producao (ou mesmo perda total), ao controlo quimico obrigatério do inseto vetor, a renovacao
das videiras infetadas e a baixa produtividade nos primeiros anos das videiras plantadas em

substituicdo das arrancadas.
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2.2.4. Transmissdo da doenca

O fitoplasma da FD pode ser transmitido por intermédio de material vegetal infetado

ou através de insetos vetores.

Os insetos responsaveis pela transmissdo de fitoplasmas s&o principalmente
cigarrinhas sugadoras do floema (Cicadellidae), embora alguns psilideos e afideos também

possam transmitir fitoplasmas (Lee et al., 2000).

Os fitoplasmas podem ser encontrados na maioria dos 6rgéos dos insetos infetados.
Sao capazes de infetar o canal alimentar, a hemolinfa e as glandulas salivares, sendo a
presenca do fitoplasma nestas Ultimas que permite a sua transmissdo a plantas
saudaveis(Blomquist & Kirkpatrick, 2002; Bosco et al., 1997; Carraro et al., 1998; Danielli et
al., 1996; Gatineau et al., 2001; Maixner & Reinert, 1999; Marzachi et al., 1998; Murral et al.,
1996; Palermo et al., 2004; Sforza et al., 1998).

N&o se sabe se os fitoplasmas tém um efeito direto sobre o inseto hospedeiro ou se
induzem alterac6es na seiva do floema que possam ser benéficas para o inseto (Christensen
et al., 2005).

2.2.4.1. Materiais de propagacdo vegetativa

Habitando o floema das plantas, o fitoplasma é facilmente transmissivel por enxertia,
mesmo tendo mobilidade reduzida dentro da planta. Os porta-enxertos sdo portadores
silenciosos da doenga, uma vez que transportam o fitoplasma sem apresentar sintomas.
Considerando o elevado comércio de bacelos-prontos e o facto de que todas as variedades
de Vitis vinifera sdo sensiveis a doencga, este meio de propagacdo pode conduzir a uma
grande disseminacdo do fitoplasma a grandes distancias se ndo se tomarem as medidas

preventivas adequadas.
2.2.4.2. Scaphoideus titanus Ball

O principal inseto vetor do fitoplasma da gg
flavescéncia dourada € o cicadelideo
Scaphoideus titanus Ball (Mori et al., 2002), cujo
ciclo de vida esta estritamente ligado a vinha,
resultando na difusédo do fitoplasma. No entanto,
tendo em conta a variabilidade genética de

fitoplasmas relacionados com a FD, deve ter-se

em consideracdo vetores alternativos ao S.

Figura 3 - Scaphoideus titanus Ball (fotografia de
Fondazione Edmund Mach, Trentino, ltalia)

titanus, tal como vetores ocasionais, no controlo

da doenca (Bertaccini, 2007). Com apenas uma
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geracdo anual, encontra na videira o seu principal hospedeiro, onde decorre todo o seu ciclo
de vida. Os adultos desta espécie caracterizam-se por uma cor castanha, um comprimento
médio de 5 mm (4.7-5.0 mm os machos e 5.2-6.0 mm as fémeas) e por uma forma afunilada.
Sao fitéfagos, apresentando uma armadura bucal picadora-sugadora. A cabeca é larga e
triangular, listada com uma banda acastanhada que liga os olhos; as antenas sao curtas; as
asas anteriores sao acastanhadas, com nervuras escuras has pontas e dispostas em telhado
sobre 0 abdémen; e possuem tibias espinhosas em todo o seu comprimento. Depositam ovos
alongados (estado em que ocorre a hibernacéo), ligeiramente arqueados, com cerca de 1,3
mm de comprimento, em grupos de 10 a 15 sob a casca do lenho das videiras, podendo este
namero chegar a 20. Dada a preferéncia do inseto em depositar os ovos sob o ritidoma do 2°
ano, justifica-se, portanto, a existéncia de um maior nimero de ovos em videiras com, pelo
menos, 2 anos de idade. Apds a eclosdo escalonada dos ovos (6-8 semanas), a partir de
Maio, as ninfas dirigem-se a folhagem mais nova e basal e estabelecem-se nas péaginas
inferiores das folhas para se alimentarem. S&o insetos hemimetabdlicos, pelo que passam por
cinco estados de ninfa, que duram cerca de 7 semanas, até atingirem o estado adulto. O seu
ciclo biolégico encontra-se esquematizado na figura 4. A taxa de mortalidade das ninfas é
bastante elevada, chegando a 50% nos instares iniciais (Chuche & Thiéry, 2014). As ninfas
sdo alongadas e, enquanto inicialmente apresentam uma coloracdo branca e auséncia de
asas, no fim do seu desenvolvimento apresentam manchas castanhas e primoérdios alares.
Exibem, ainda, dois pontos negros laterais na cauda. Os adultos surgem também de forma

escalonada, desde Junho/Julho até meados de Outubro.

H:

Figura 4 - Ciclo biolégico do Scaphoideus titanus (Chuche & Thiéry, 2014)
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A propagacao da doenca pelo inseto vetor da-se em trés fases: a fase de aquisicéo, a
fase de multiplicacdo e a fase de transmissdo. A primeira é a fase em que o hospedeiro
adquire o fitoplasma, ao picar plantas infetadas, e tem uma duracdo de vérias horas
(geralmente, mais de 24 horas). Dada a aquisicdo do fitoplasma, ocorre um periodo de
laténcia que pode durar entre 10 e 45 dias (a duracao deste periodo € influenciada pela
temperatura — temperaturas mais elevadas reduzem o tempo de incubacéo), durante o qual o
fitoplasma se multiplica dentro do inseto vetor. Nesta fase, o fitoplasma propaga-se pelo canal
alimentar, hemolinfa, glandulas salivares e espacos intercelulares do hospedeiro. Uma vez

infecioso, o vetor transmitira o fitoplasma até a sua morte, transportando-o na saliva (figura 5)
(Sugio et al., 2011).

Salivary Midgut

Figura 5 - Representacdo esquematica da aquisi¢éo
e transmissao do fitoplasma (Sugio et al., 2011)

O Scaphoideus titanus foi detetado na Europa, pela primeira vez, em 1958, em Franca
(Bonfils & Schvester, 1960). A data da sua introducédo é desconhecida, mas, dado que em
1927, aquando da realizacdo de um inventario de espécies da familia Cicadellidae, a sua
presenca foi omitida (Ribaut, 1952), € possivel que tenha entrado entre estas duas datas.
Contudo, no inicio da década de 60, foram descobertos individuos de S. titanus em diversas
outras vinhas francesas e italianas, o que pde em causa a data de introducdo do inseto. E
necessario considerar, no entanto, que o inseto poderia ja estar presente anteriormente, mas
numa reduzida escala espacial e em pequenas populacdes, ndo tendo sido contabilizado no
inventario conduzido por Ribaut. Uma vez presente, a disseminagdo do inseto ocorreu
rapidamente, estando hoje presente na maioria dos paises viticolas europeus. A sua presenca
em Portugal foi divulgada pela primeira vez em 2001, ao fim de um estudo iniciado em 1998
(Quartau et al., 2001).
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Figura 6 - Distribui¢cdo do S. titanus na Europa (Chuche & Thiéry, 2014)

2.2.5. Combate a doenca

Atualmente, a doenga da Flavescéncia Dourada n&o tem cura pelo que os métodos
utilizados para o seu combate s&o, essencialmente, de natureza preventiva (utilizacdo de
material certificado), tratamentos quimicos contra o inseto vetor e arranque de plantas
doentes. Algumas ag0es profilaticas, como, por exemplo, a incineragdo da lenha de poda que
possa ser portadora de ovos deveréo ser feitas. A existéncia de uma relagédo entre a epidemia
e 0 comércio de materiais de propagacdo vegetativa (garfos, porta-enxertos e enxertos-
prontos) esta mais visivel, pelo que a aplicacdo de medidas preventivas tem crescido nos
ultimos anos. E possivel assegurar a auséncia de fitoplasmas nas videiras, recorrendo a um
tratamento de imersao das varas em agua quente (45 minutos, a 50 °C)(Caudwell et al., 1997)
(EPPO,PM10/18(1)). Um estudo realizado sobre imersdes a 53 °C, durante 30 minutos,
mostra que este tratamento néo tem qualquer efeito negativo sobre a viabilidade das plantas,
0s pardmetros de producédo, ou os principais componentes do mosto (Gramaje et al., 2014).
No entanto, é necessario mencionar que ainda ndo foram publicados estudos sobre os efeitos

deste tratamento a longo prazo.

7

Em Portugal este tratamento é efetuado para os materiais originarios de viveiros
inseridos nas ZIP (Zonas de Intervencao Prioritaria) e € obrigatorio para os porta-enxertos
(Portaria n.° 165/2013).
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3. Materiais e Métodos

3.1. Material Vegetal e Amostragem

A colheita de amostras foi feita em pleno Outono (Outubro) para garantir a obtencéo
de plantas infectadas com sintomas bem caracteristicos e com diferentes graus de
manifestacado. Isto foi essencial para a validacdo do procedimento de quantificacdo. Foram
colhidas e identificadas amostras de ramos de quatro videiras da casta Padeiro de Basto
(Tinto-Cé0) e de duas videiras da casta Arinto, com diversos graus de sintomas e
assintomaticas, na regido de Amares, no Minho, de acordo com o “Protocolo de colheita de
amostras FD” (Sousa, 2011). As amostras foram entdo embaladas em sacos de plastico, com
as suas respetivas identificacdes, e transportadas em mala térmica até ao laboratério, onde
foram conservadas a 4 °C até posterior utilizacéo.

No laboratério, as amostras foram separadas e identificadas por casta, videira, tipo de
material vegetal, isto €, se a amostra consiste de um ramo ou de uma folha, e parte do ramo
ou localizacdo da folha no ramo. Fez-se ainda um registo fotografico dos sintomas de cada
amostra.

Os sintomas foram discriminados visualmente e foi-lhes atribuido um grau relativo de

severidade, de acordo com uma escala estabelecida neste trabalho (tabela 1).

Tabela 1 — Escala de severidade dos sintomas observados das folhas e dos ramos

Folhas Sarmentos

Grau 1l | Folhas ndo afetadas, sem sintomas. Varas
atempadas;
lenhificacéo
completa.

Grau 2 | Sintomas suaves, facilmente confundiveis com os do virus Varas com
segmentos
lenhificados e
outros verdes.

do enrolamento ou caréncias nutricionais.

Grau 3 | Pequenas manchas cloréticas na folha, amarelas em castas | Varas
completamente
verdes, flexiveis
com ou sem enrolamento ligeiro. e pendentes.

brancas ou avermelhadas em castas tintas, junto as nervuras,

Grau 4 | Manchas que podem formar bandas cloréticas, ocupando pelo
menos % do limbo foliar, delimitadas pelas nervuras primarias

e secundarias, com enrolamento acentuado.

Grau 5 | Cor dafolha completamente alterada e enrolamento triangular

do limbo (ramo com folhas “em escama”).
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3.2. Extracédo e Purificacdo de DNA

A extracao e purificacdo de DNA foi feita pelo método CTAB, seguindo um protocolo
adaptado (Boudon-Padieu et al., 2003).

3.2.1. Homogeneizag&o do material vegetal

Para cada amostra, colocou-se 1 g de material vegetal (peciolos e nervuras das folhas
e/ou raspas do floema das varas) num saco de extracdo, adicionaram-se 10 mL de tampéao
CTAB (5% CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide), 1 M Tris-HCI pH 8, 20 mM EDTA, 1,4
M NaCl), a temperatura ambiente e realizou-se uma maceragdo, recorrendo a um
homogeneizador Homex 6 (BIOREBA®).

3.2.2. Extracéo

A extracdo de DNA foi realizada seguindo um protocolo baseado na acédo do CTAB.
Do macerado obtido retiraram-se 2 mL para tubos de igual capacidade e realizou-se uma
centrifugacdo de 5 min, a 1400 g. De seguida, retirou-se o sobrenadante para um novo tubo,
adicionaram-se 2 pL de 2-mercaptoetanol (0,1% v/v) e, ap@s agitar ligeiramente, colocou-se
a amostra num banho-maria a 65 °C, durante 30 min. O 2-mercaptoetanol é um agente redutor
gue permite a remogao de taninos e outros compostos polifendlicos presentes nos extratos
de plantas como a videira. Também ajuda a desnaturar proteinas.

3.2.3. Purificagcdo

No passo seguinte retirou-se 1 mL da solucdo para um novo tubo, adicionou-se igual
volume de solugdo de uma mistura de cloroférmio e &lcool isoamilico na proporgao 24:1,
agitou-se ligeiramente e centrifugou-se novamente durante 10 minutos, a 9500 g. Acabada a
centrifugacao, sao visiveis duas fases bem distintas, separadas por uma interfase muito fina.
A fase superior € composta por uma suspensdo aquosa onde se encontra o DNA, outros
acidos nucleicos, polissacaridos e vestigios de proteinas; a inferior, composta pelo
cloroférmio/isoamilico, € onde se encontram compostos organicos como lipidos, e uma
interfase onde se encontram as proteinas desnaturadas pela a¢do do cloroférmio e do 2-

mercaptoetanol.

3.2.4. Precipitacéo e lavagem

Retiraram-se 700 pL da fase superior para tubos de 1,5 mL, adicionando-se igual
volume de 2-propanol e deixou-se a -20 °C durante a noite, para garantir a precipitacdo do
DNA presente em solugéo.

Apés esta fase de precipitacdo do DNA, realizou-se uma nova centrifugacao de 15

min, a 9500 g, de modo a juntar todo o precipitado num pellet, descartando-se posteriormente
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a fase liquida, sem tocar no pellet. Seguiram-se dois ciclos de lavagem/secagem, tendo sido
utilizado, em primeiro lugar, 1 mL de Etanol a 70% e, de seguida, 1 mL de etanol a 100%.
Nestes dois ciclos, as centrifugacfes foram realizadas durante 10 min, a 9500 g.

Por fim, suspendeu-se o pellet em 100 pL de &gua esterilizada e desionizada, e

guardou-se a -20 °C até posterior utilizacéo.
3.3.  Qualidade e concentracdo dos extratos de DNA

A qualidade dos DNA obtidos foi avaliada pelo perfil de absorvancia a 260 nm, 280 nm
e 230 nm (Nanodrop 2000). Para inferir a presenca de contaminantes, consideraram-se 0s
racios das absorvancias Azeo/Azso € Azeo/A230. O primeiro racio deve situar-se entre 1,7 e 2,0 e
o segundo deve ser superior a 2,0, para uma normalizacao relativa a absorvancia a 320 nm.
Esta Ultima esta relacionada com caracteristicas do fluido do extrato, como a presenca de
particulas solidas ou turbidez.

A concentracdo foi determinada pela aplicacéo da lei de Beer-Lambert, sabendo que,
quando a absorvancia a 260 nm € igual a 1, a concentracdo de DNA no extrato corresponde
a 0,05 mg/mL.

3.4. Detecéo do fitoplasma por PCR:

Aplicaram-se dois protocolos de PCR: nested-PCR e real-time PCR (rt-PCR) para a
detecao e identificag@o do fitoplasma da FD no DNA das amostras, servindo o rt-PCR para a

verificacdo dos resultados do nested-PCR, particularmente das amostras negativas.
3.4.1. Nested-PCR

Este protocolo de nested-PCR € aplicado na detecao e identificacdo de fitoplasmas do
grupo 16SrV, onde se inclui a Flavescéncia Dourada (EPPO, 2016). O Nested-PCR consiste
na aplicagdo de um PCR direto de amplificacdo geral de fitoplasmas (gene ribossomal 16Sr)

seguido de um outro PCR geral e um terceiro especifico para o grupo 16Sr(V).

S&o utilizados trés conjuntos de “primers”: P1/P7 no primeiro PCR, que amplifica o
gene ribossomal 16Sr mais a regiao intergénica e o inicio do gene 23S (Smart et al., 1996),
F2n/R2 (um par de “primers” que amplifica parte da regido ribossomal 16S) no segundo, e 0s

“primers” especificos para o grupo16Sr(V) no terceiro (Tabela 3).
3.4.1.1. Misturareacional

Todos os DNAs das amostras de videiras em estudo foram analisados em triplicado
por nested-PCR. Para maior operacionalidade no laboratério e menor risco de erro, 0s
volumes dos diferentes componentes sdo iguais em todas as situacoes. Todas as reacdes
foram preparadas com os mesmos reagentes, com excecdo dos “primers” utilizados (tabela
2).
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Tabela 2 - Mistura para nested-PCR, por reacéo

Volume/reacdo (uL)
Reagentes - ; -
Mix 1 Mix 2 Mix 3

H20 19,6
10X Tampéo de reacdo sem 3
Mg?*
dNTPs (10 mM) 0,6
MgCl2 (25 mM) 3,6

P1 1,0
“‘Primer” 1 (10 pM) |F2n 1,0

R16(V)F 1,0

P7 1,0
“Primer” 2 (10 uM) |R2 10

R16(V)R 1,0
Taq Polimerase (5U/uL) 0,2
DNA (amostra) 1,0*
Total 30,0

*Todos os extratos de DNA foram acertados a concentracdo de 50 ng/pL, de forma a

uniformizar a quantidade de DNA por reacao.

Tabela 3 - Sequéncias, tamanho e origem dos “primers” utilizados em nested-PCR

Tamanho do

“primer” | Sequéncia (5’ — 3’) e tamanho (bases) Referéncia
fragmento
(Deng &
P1 | AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT (25) | Hiruki,
1991) 1800 pb
P7 | CGTCCTTCATCGGCTCTT (18) (Smart et
al., 1996)
(Gundersen
F2n | GAAACGACTGCTAAGACTGG (20) & Lee,
1996) 1200 pb
, | TEACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG (Gundersen
(25) & Lee,
1996)
R16(V) F1 | TTAAAAGACCTTCTTCGG (18) (Lee et al,
1994) 1102 pb
R16(V) R1 | TTCAATCCGTACTGAGACTACC (22) (Lee et al,
1994)
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A mistura é preparada sem a adicao de DNA e distribuida (29 pL) por tubos de PCR
de 0,2 mL. Uma vez completado este passo, adiciona-se 1L da amostra de DNA ao tubo

correspondente.
3.4.1.2. Termociclador

Colocaram-se as amostras num termociclador Bio-Rad PCT-100®, tendo a

amplificacéo decorrido conforme a tabela 4 indica.

Tabela 4 - Programas do termociclador para nested-PCR

Reacéo Passo Temperatura (°C) Tempo Ciclos
P1P7 Desnaturagao o4 2 min
inicial
Desnaturacéo 94 45 seg
Annealing 50 2 min 37
Extenséo 72 3 min
Extenséo final 72 10 min
F2nR2 Desnaturagao o5 2 min
inicial
Desnaturacdo 94 45 seg
Annealing 50 2 min 37
Extenséo 72 3 min
Extenséao final 72 10 min
F1R1 Desnaturacdo 95 2 min
inicial
Desnaturacao 94 45 seqg
Annealing 55 2 min 38
Extensao 72 2 min
Extenséo final 72 10 min
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3.4.2. Real-time PCR (rt-PCR)

Todas as reacdes de rt-PCR foram realizadas com recurso a um termociclador Qiagen
Rotor-Gene® Q.

3.4.2.1. Triplex-Real-time PCR (Tag-man®), baseado na detecdo do
gene rpll4 (FD) e rpl22-rps3 (BN)

Este protocolo foi desenvolvido e esta patenteado pelo International Plant Analysis and
Diagnostics s.r.l. e é atualmente comercializado pela Qualiplante na forma de Kit (Ref?
gPCRXF-FD-BN).

Este kit permite, em simultaneo, a detecdo dos fitoplasmas da Flavescéncia Dourada
e do Bois Noir, e também do gene COX (sub-unidade 1 da oxidase do citocromo c),
funcionando este ultimo como controlo interno de confirmagao da amplificabilidade do DNA.

Este protocolo foi validado em ensaio interlaboratorial, durante a vigéncia do projeto
Euphresco Grafdepi |, no qual participaram os laboratérios de Virologia e de Biologia
Molecular do INIAV (Sousa & de Andrade, 2015).

A preparacéo consiste em colocar 22 pL de MasterMix (incluida no kit) em cada tubo
de PCR, seguida da adicdo de 3 pL de amostra de DNA no tubo respetivo.

3.4.2.2. rt-PCR (SYBR™-Green, Kapafast) direto para o grupo 16Sr(V)

Este protocolo foi desenvolvido e otimizado, durante o decorrer deste trabalho, para a
utilizacdo dos “primers” R16(V)F1/R16(V)R1 na detecdo direta de FD por real-time PCR com
detecao por SYBR™-Green e para a verificacdo da aptiddo de plasmideos recombinantes
como controlos positivos. A enzima polimerase de DNA, KAPA SYBR FAST, é comercializada
numa formulagéo 2x concentrada que contém dNTPs, corante fluorescente SYBR™-Green e

MgCI2 na concentragdo final de 2,5 mM.

A reacdo, cuja composicao se encontra descrita na tabela 5, foi preparada em gelo e

protegida da luz, devido a sensibilidade da molécula fluorescente.

O ciclo de PCR tem um passo inicial de 10 minutos a 95 °C que para além de
desnaturar o DNA permite a ativacdo da enzima (20 segundos), seguido de 45 ciclos de 15
seg a 95 °C, 50 segundos a 60 °C para a ligagao dos “primers” e para a polimerizacao da
nova cadeia. Uma vez que o SYBR™-Green s6 emite fluorescéncia quando intercalado na
dupla cadeia do DNA, a aquisicao da fluorescéncia é feita no final deste passo, antes de um

novo ciclo que se inicia sempre com a desnaturacdo das moléculas existentes.
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Tabela 5 - Reagentes e volumes usados por reagéo de rt-PCR, numa mistura de volume final de 25 pL.

Composicao da Mistura SYBR™-Green
para rt-PCR direto Volumes por reacgéo (pL)
SYBR Green MasterMix (2x) 12,5
Agua 4,5
“Primer” R16(V) F1 (10 uM) 15
“Primer” R16(V) R1 (10 uM) 15
DNA 5
Volume final 25

3.5. Eletroforese

Uma vez terminadas as reacdes de nested-PCR, foi realizada uma eletroforese em gel
de agarose a 1% (m/v), isto é, 1 g de agarose para 100 mL de tampéo TAE (Tris-Acetato de
amonio — EDTA). No primeiro pogo colocou-se um marcador de tamanho de DNA (1Kb Plus
— Fermentas), que contém um conjunto standard de fragmentos de DNA, de tamanhos
conhecidos, que permite determinar, aproximadamente, o comprimento do fragmento
amplificado a partir das amostras em estudo, neste caso o fragmento tipico do grupo 16Sr(V),
com 1100 pb. Antes das amostras serem distribuidas pelos pocos, adicionou-se um tampéao
de “carga”, composto pelo corante Azul de Bromofenol que, ndo sé permite acompanhar
visualmente o movimento das moléculas durante a eletroforese, como confere um aumento
de densidade, garantindo que a amostra permanece dentro do poc¢o e ndo se espalha pela
solucdo tampao em que o gel esta submergido.

A eletroforese foi realizada a 3,5 V/cm, durante, aproximadamente, 1 hora.

Posteriormente, colocou-se o gel de agarose numa solucédo de GelRed™, sendo este
um corante fluorescente de &cidos nucleicos em gel, de baixa toxicidade e elevada
estabilidade, durante 30 minutos, com agitagdo constante. Esta substancia intercala-se nas
cadeias de DNA, que é naturalmente incolor, e emite fluorescéncia quando exposta a luz
ultravioleta dos transiluminadores padréo (312 nm), permitindo a visualizacéo das bandas que

correspondem a presenca dos fragmentos de DNA alvo.
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3.6. Purificacdo de produtos de PCR

A utilizacdo dos produtos de PCR em reacdes subsequentes, como reacbes de
sequenciacao e clonagem em plasmideos, exige a sua purificacdo, ou seja, a auséncia de
outros fragmentos de DNA e dos componentes restantes das reacfes de PCR. Na presenca
de outros fragmentos para além do esperado, a purificacdo faz-se pela recuperacdo do

fragmento de interesse a partir do gel de agarose.

Para este fim, utilizou-se o kit “Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit”, que segue o
seguinte protocolo:
e Utilizando um bisturi, retirou-se o fragmento do gel, que se transferiu para um tubo
Eppendorf® de 1,5 mL;
¢ Adicionou-se 3 volumes de ADB (Agarose Dissolving Buffer) por cada volume de
agarose (medido em gramas) retirado do gel;

e Seguiu-se uma incubagdo a uma temperatura entre 37-55 °C durante 5-10 minutos,

até que o gel esteja completamente dissolvido;

e A agarose dissolvida foi transferida para uma coluna Zymo-Spin™, inserida num tubo
de recolha;

e Centrifugou-se durante 30-60 segundos e descartou-se o escoamento;

e Adicionou-se 200 pL de Tampao de Lavagem de DNA a coluna, centrifugou-se durante
30 segundos e o liquido escoado foi descartado. O DNA fica retido nas membranas

das colunas. Este passo foi repetido;

e Adicionou-se 15 puL de Tampéo de Eluicdo de DNA, diretamente sobre a matriz da

coluna.

e A coluna foi colcada num tubo eppendorf de 1,5 mL e centrifugou-se durante 30-60

segundos para eluir o DNA.

Todas as centrifugagdes foram realizadas a 10000 x g.

As amostras de DNA foram conservadas a -20°C até a sua utilizacéo.
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3.7. Preparacdo de um material de referéncia calibrante: um plasmideo
recombinante contendo um fragmento de DNA especifico do grupo
16SrV (FD1100) e um fragmento do gene NPR1 de videira

A fim de estabelecer a relacdo entre o titulo do fitoplasma e a manifestacdo de
sintomas é essencial quantificar o fitoplasma da FD, em videiras comprovadamente infetadas
somente com o fitoplasma. Esta quantificacdo pode ser absoluta ou relativamente ao DNA da
propria videira. Em qualquer dos casos, a quantificagdo devera ser rastredvel ao Sistema
Internacional de Unidades (Sl) para uma comparabilidade universal e s6 com o uso de
materiais de referéncia certificados (CRM) se consegue a confiangca necessaria nas medicoes.
Neste trabalho foi criado um plasmideo de DNA calibrante das reacdes de rt-PCR especificas
para o fitoplasma da Flavescéncia Dourada e certificado para o nimero de cépias (cp) do
fragmento de DNA especifico deste fitoplasma — uma Unica cépia por plasmideo.

Por definicdo, um CRM € um material de referéncia caracterizado por um procedimento
metrologicamente valido para uma ou mais propriedades especificadas, acompanhado de um
certificado com o valor da propriedade especificada e da incerteza associada e de uma

declaracéo de rastreabilidade metrolégica.

O desenvolvimento de um CRM ¢é baseado em guias internacionalmente aceites
(Normas) que definem os critérios para a sua certificacdo. A Norma ISO 35 especifica que o
processo de certificacdo de um RM requer o estabelecimento de metodologia apropriada para
o processo de medi¢do e um estudo cuidadoso de todos os componentes de incerteza que

afetam os valores certificados. Entre esses componentes estao:

a) a caracterizacao,
b) a homogeneidade,
C) a estabilidade:

i. a curto prazo — importante para determinar o melhor processo de transporte,
por exemplo, para envio a outros laboratérios ou a clientes;
. a longo prazo - importante para aferir as melhores condi¢cdes de

armazenamento (“shelf-life”).
3.7.1. Fragmento de DNA especifico do grupo 16Sr(V)

O fragmento de DNA especifico do grupo 16SrV, com 1100 pb, foi obtido da
amplificacdo por nested-PCR com a enzima recombinante da ThermoFisher Scientific
(#EP0402) a qual ndo tem atividade de “proof reading”, mas assegura a ligacao de um residuo
de adenina na extremidade 3’ de cada fragmento amplificado (3’-dA) que facilita a clonagem
em plasmideos linearizados contendo um residuo de timina em cada uma das suas

extremidades 5’ (“TA cloning 5°dT plasmid”).
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3.7.2. Fragmento do gene NPR1 de videira

Este fragmento com 108 pb foi obtido por PCR com os “primers” NPR1.1-Vv-F e
NPR1.1-Vv-R, que se encontram descritos na tabela 6, utilizando os mesmos reagentes
utilizados em 3.7.1.. Sendo um gene de cépia Unica no genoma da videira, este fragmento
vai servir como controlo interno para aferir a amplificabilidade do DNA e a presenca de
inibidores e ainda para a quantificacdo do plasmideo relativamente ao nimero de células de
videira. Realizou-se ainda uma reacgéo de rt-PCR com uma amostra de cada casta, para

confirmar que o gene era idéntico nas duas castas (Anexo 5).

Tabela 6 - Sequéncia dos "primers" para o gene NPR1

“Primer” Sequéncia (5’-3’) e tamanho (bases)
NPR1.1-Vv-F | GACCACAACCGAGCTTCTTGATCT (24)
NPR1.1-Vv-R | ATAATCTTGGGCTCTTTCCGCATT (24)

3.7.3. Reacao de ligacado do fragmento do grupo 16Sr(V) com o plasmideo

O fragmento foi ligado ao plasmideo pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen), com 3931 pb,
linearizado, com terminagfes dT (timina) e com topoisomerase | ligada ao vetor por uma
ligacéo covalente. Pela ligacdo do fragmento de DNA especifico do grupo 16SrV, o plasmideo
fecha, assume a conformagcdo circular e pode ser utilizado na transformacgéo de Escherichia
coli Top10 (kit TOPO TA Cloning, Invitrogen).

Comega-se por calcular a quantidade de produto de PCR a utilizar. Para tal,
determinou-se a concentracdo do fragmento purificado, recorrendo a um espectrofotémetro
(NanoDrop™ 2000). Realizaram-se duas medicGes, tendo obtido os valores de 21,4 e 23,2
ng/uL e estabeleceu-se a média - 22,3 ng/uL. Com base neste valor, calculou-se o volume de
fragmento a utilizar (tabela 7), em fung&o do racio molar com o plasmideo, assumindo que um
mole de pares de bases nucleotidicas tem, em média, 650 g. Foram calculados os volumes
para trés racios molares de plasmideo:fragmento, para garantir o sucesso da reacédo de

ligagdo. As reacdes de ligagdo deram-se num volume final de 6 pL.
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Tabela 7 - Célculos para os racios de fragmento:plasmideo

pb ng mol (ng) uL
Plasmideo pCR2.1 TOPO 3931 4,01E-09 2,42E+15
Fragmento de DNA 1100 1,12E-09 6,76E+14
Quantidade de plasmideo a usar 50 1
racio
13,991 0,63
11
Quantidade de fragmento a|racio
27,983 1,25
usar (22,3 ng/ulL) 1:2
racio
41,974 1,88
1:3

O réacio 1:1 excluiu-se por ser muito restringente e condicionar a eficiéncia da reacéo.

Realizaram-se, portanto, os dois Ultimos racios - 1:2 e 1:3, da seguinte forma:

o Colocaram-se em gelo todos os reagentes para a reagdo de ligacdo e deixou-

se descongelar lentamente;

o Calculou-se o volume de extrato de fragmento FD1100 a utilizar em cada
reacdo de ligacéo (racio 1:2 e 1:3);

o Centrifugou-se o tubo contendo o plasmideo pCR®2.1 durante cerca de 30
segundos;

o Prepararam-se as reacdes de ligagdo em tubos de 0,5 mL pipetando:

= 1 pL de pCR2.1 TOPO vetor (50 ng)
= 1a4pL defragmento de PCR (1,25 pL no racio 1:2 e 1,88 L no racio
1:3)
= 1 pL de solucéo salina
= X UL de &gua para acertar o volume a 6 L
o Misturaram-se as reacdes, agitando levemente;

o Incubou-se a temperatura ambiente (22 — 23 °C) durante 5 minutos;
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3.7.4. Protocolo para atransformacao de células quimicamente

competentes
3.7.4.1. Preparacado de meios de cultura

Em primeiro lugar, foi necessario preparar meio LB (Lysogeny Broth) sélido e liquido,
cuja constituicdo é: 10 g/L de bacto-triptona, 5 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de NaCl e
agua. O pH da soluc¢do foi ajustado a 7,0, utilizando NaOH (1 M). Para preparar o meio solido
adicionaram-se, ainda, 15 g/L de agar. Apés esta preparacao, esterilizou-se o meio LB em

ambiente himido durante 20 minutos, a 121 °C e 1 bar, com recurso a uma autoclave.

De seguida, distribuiu-se o meio sélido por placas de Petri. Neste caso, adicionaram-
se dois antibiéticos ao meio: Ampicilina (100 pg/mL) e Canamicina (50 pug/mL). A adicédo
destes antibiéticos permitiu a sele¢cdo de apenas as bactérias desejadas, dado que o

plasmideo recombinado confere resisténcia a ambos.
3.7.4.2. Transformacéo de células quimicamente competentes

Antes de realizar a transformacéo as placas de Petri foram colocadas numa estufa, a
37 °C, de forma a garantir um ambiente ideal para o desenvolvimento das bactérias.

Para proceder a transformacéo, colocaram-se 2 uL de cada reag¢do em tubos contendo
bactérias E. coli DH5a™-T1R quimicamente competentes, agitou-se ligeiramente e incubou-
se em gelo, durante 15 minutos. De seguida, os tubos foram transferidos para um banho-
maria a 42 °C, durante 30 segundos. Isto causa um chogue térmico as bactérias, dilatando os
poros da parede celular, permitindo que os plasmideos entrem. Os tubos foram, entéo,
rapidamente transferidos para gelo. Adicionaram-se 250 uL de meio SOC (Super Optimal
broth with Catabolite repression) (Anexo 2) a cada tubo e puseram-se em agitagéo (200 rpm)
durante 1 hora, a 37 °C. Por fim, espalharam-se 40 yL de cada tubo, assim como 40 uL de X-
gal (5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-galactopyranosideo), diluido em dimetilformamida (DMF),
a concentracdo de 40 mg/mL e IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) 0,1 M, nas
placas previamente preparadas e incubou-se a 37 °C durante toda a noite, para que as
colbnias se desenvolvessem. As bactérias que incorporassem o plasmideo apresentariam
assim uma coloracéo branca ou azul-clara, enquanto as que nao o fizessem apresentariam
cor azul-escura. Isto ocorre por acdo do X-gal. Este composto organico incolor é hidrolisado
pela enzima B-galactosidase e, através de reacdes sucessivas forma 5,5'-dibromo-4,4'-
dicloro-indigo, que possui uma cor azul intensa. Como inserto colocado no plasmideo inibe a

sintese desta enzima, as rea¢des nunca ocorrem, nao existindo, portanto, efeito corante.
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3.7.4.3. Selecédo e producdo em escala de plasmideos recombinantes

No dia seguinte, selecionaram-se as trés melhores col6nias de cor branca e,

isoladamente, transferiram-se para trés tubos de tipo Falcon de 50 mL, com 5 mL de meio LB

liguido com 50 pg/mL de ampicilina, e colocaram-se novamente em incubacao, a 37 °C, com

agitacao constante a 200 - 300 rpm, durante a noite (12-16 horas).

No final da fase de crescimento exponencial das bactérias, o meio LB fica turvo.

Transferiram-se de cada tubo de 50 mL, sequencialmente, 2 mL + 2 mL + 1 mL do meio LB

para tubo tipo “Eppendorf” de 2 mL e centrifugou-se para recolher o pellet de bactérias. O

plasmideo foi extraido de acordo com as instru¢des fornecidas no Kit QIAprep Spin Miniprep
kit (Qiagen):

Ressuspendeu-se o pellet de bactérias em 250 uL de tampéo P1, que contém RNase
A e o reagente LyseBlue;

Adicionaram-se 250 pL de tampéo P2 e misturou-se bem;

Adicionaram-se 350 L de tamp&o N3 e misturou-se bem;

Centrifugou-se a 17900 g, durante 10 minutos;

Decantou-se o sobrenadante sobre uma coluna QlAprep spin;

Centrifugou-se a 17900 g, durante 60 seg e descartou-se o0 sobrenadante;

Lavou-se a coluna com 500 pL de tampéao PB;

Centrifugou-se novamente a 17900 g, durante 60 seg e descartou-se o sobrenadante;
Lavou-se a coluna com 750 pL de tampéao PE;

Centrifugou-se novamente a 17900 g, durante 60 seg e descartou-se o sobrenadante;

Centrifugou-se por 60 seg adicionais, a mesma aceleracdo, para remover todos 0s

residuos do tampé&o de lavagem;

Colocaram-se as colunas sobre novos tubos de 1,5 mL;

Aplicaram-se 50 pL de tampé&o EB no centro da coluna;

Deixou-se incubar durante 60 seg e centrifugou-se durante 60 seg, a 17900 g.

Purificou-se o plasmideo através de uma membrana de silica e eluiu-se com uma

solucao de Tris-HCL, pH8,5. Foi guardado a -20 °C até uso posterior.
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3.7.5. Protocolo para avaliacdo da pureza e da concentracdo do material

A pureza do extrato de plasmideo recombinante, em termos da sua mistura com
plasmideos ndao recombinantes, foi analisada por restricdo do DNA com a enzima EcoRI e
visualizacdo e determinacdo do tamanho molecular dos produtos da digestdo apds

electroforese em gel de agarose, corado com GelRed.
A reacdo de digestdo enzimatica foi preparada da seguinte forma:

e 2 pL de tampéo 10x concentrado da enzima EcoRI;

e 5 L do extrato de plasmideo recombinante;

e 1 uL EcoRI (10 U/pL);

e 12 L de agua, perfazendo um volume final de 20 pL;

e Incubou-se durante 1 hora, a 37 °C

A concentragdo e pureza dos plasmideos recombinantes foram determinadas por
espectrofotometria de UV (Nanodrop2000). A pureza em termos de contaminantes quimicos
foi estimada com base nos racios dos valores da absorvancia a 230 nm, 260 nm e 280 nm

aplicando os mesmos critérios descritos em 3.3..

A concentragdo medida foi utilizada para o célculo do nimero de copias de plasmideo
presente por unidade de volume. Para esta estimativa utilizou-se o tamanho preciso do
plasmideo recombinante (pb do plasmideo pCR2.1 + pb fragmento ligado) e o valor médio da
massa molar de um nucleétido.

Concentragio de DNA (g/uL) x N
2x M(g/mol)x S(pb/cp)

n® coépias (cp/pl) =

Onde, n° copias = n° de copias de plasmideos/uL

N= constante de Avogadro (expresso em g/mol)

M = média da massa molar de um nucle6tido (expresso em g/mol)

S = tamanho do plasmideo recombinante (expresso em ndmero de pb/copia)
3.7.6. Caracterizacdo do plasmideo recombinante

Para caracterizar o plasmideo foi necessario proceder a sequenciagédo do fragmento
inserido. Isto foi feito por uma empresa externa, seguindo o método de Sanger, recorrendo
aos “primers” universais M13 (tabela 8). De seguida, comparou-se a sequéncia obtida com as
sequéncias presentes na base de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI, U.S. National Library of Medicine), através da ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool).
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Tabela 8 - Descrigdo dos “primers” M13

. Tamanho o Tamanho do
“Primer” Sequéncia (5'-3) Referéncia
(bases) fragmento
M13F | GTAAAACGACGGCCAGT 17 | (Messing,
1983) 1740 pb
M13R | GCGGATAACAATTTCACACAGG 2o | (Messing,
1983)

3.7.7. Processamento do material

O extrato final de plasmideos foi preparado para se obter a concentragdo de 2 x 108
cp/uL. O extrato inicial foi diluido em tamp&o TEew, composto por 1 mM de Tris e 0,01 mM de
EDTA pH8,0, e num “background” de DNA de esperma de salmao fragmentado pela agédo do
calor, com a concentracéo final de 1 ng/pL. O material foi conservado em tubos de 200 uL, a
diversas temperaturas (-70 °C, -20 °C e +4 °C). Esta divisdo por temperaturas foi feita de forma
a estudar a estabilidade do plasmideo ao fim de um longo periodo de tempo.

3.8. PCR digital (dPCR)

Foram realizadas duas reacfes de PCR digital: uma recorrendo a um intercalante
(SYBR™-Green 1) e a segunda a uma sonda (STAB VIDA). Na segunda reacao, tanto os
“primers” como a sonda foram desenhados especificamente para o propésito (tabela 9). As

misturas para estas duas rea¢gfes encontram-se descritas na tabela 10.

Tabela 9 - Sequéncias dos "primers" e da sonda usados em dPCR

“Primer”/Sonda Sequéncia (5’-3’) e tamanho (pb)

“Primer” P1100F AAAGGGCGAATTCCAGCA (18)

“Primer” P1100R GTGGAATTGGAGCGGTAACA (20)
Sonda P1100 CCAACAGGAACAGCTTTGCCCATG (24)

O fragmento amplificado por este par de “primers” tem cerca de 150 pb.
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Tabela 10 - Misturas para as reacdes de dPCR

Mistura para dPCR com | Volumes por | Mistura para dPCR com | Volumes por

SYBR Green reacao (uL) sonda reacao (uL)
quantStudio 3D digital PCR quantStudio 3D digital

7,25 7,25
master mix PCR master mix
“Primer” R16(V) F1 (10 uM) 0,58 “Primer” P1100F (10 puM) 0,58
“Primer” R16(V) R1 (10 uM) 0,58 “Primer” P1100R (10 puM) 0,58
20x SYBR™-Green | dye in Sonda P1100

1,45 1,45

TE buffer, pH8

Volume de mix/reacao 9,86 Volume de mix/reacdo 9,86
Volume de Volume de
] . 4,64 i . 4,64
plasmideo/reagéo plasmideo/reacgéo
Volume final 14,5 Volume final 14,5

3.9. Culturas em glicerol

Verificada a sequéncia dos fragmentos clonados nos plasmideos e o nimero de
inser¢Bes (apenas uma por plasmideo), criaram-se stocks de bactérias, contendo esses

plasmideos verificados, em glicerol, para a sua preservacédo a longo prazo. Isto consistiu em:
e Colocar 150 pL de glicerol a 100% em tubos de 1,5 mL;

e Pipetar 850 yL da cultura bacteriana em cada tubo, durante a fase logaritmica do

crescimento das bactérias;

e Homogeneizagédo por vortex;

e Congelar em N; liquido e guardar a -70 °C.
3.10. Método ELISA

As videiras foram testadas para a presenca de diversos virus, nomeadamente 0s virus
Grapevine Leafroll 1 (GLRV1), Grapevine Leafroll 3 (GLRV3), Grapevine Fanleaf (GFLV),
Grapevine Virus A (GVA) e Arabis Mosaic Virus (ArMV), recorrendo ao método ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay), do tipo DAS (Double Antibody Sandwich), seguindo
0s protocolos estipulados pelos kits utilizados (AGRITEST). Para tal, foi necessario realizar

um esmagamento das amostras, utilizando, 7 mL de tamp&o de extracdo (Tris-HCL) e 1 g de
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material vegetal por amostra, em sacos de extracdo. Realizou-se, entdo, uma maceracao,

recorrendo a um homogeneizador Homex 6, BIOREBA®.

O teste foi realizado da mesma forma para todos os virus, com excec¢ao do GVA, que

foi sujeito a um passo adicional. Todos os tampdes utilizados no processo encontram-se

descritos no anexo 4.

Foi utilizado o seguinte protocolo:

1. Pré-revestimento (apenas para o virus GVA):

a.

b.

Diluicdo da Proteina A em tampao de revestimento (Tampé&o Carbonato);

Distribuicdo da solucédo pelos pocos de placas ELISA (placa retangular propria
gue contém 96 (12x8) pocos, cada um com 200uL de capacidade) — 100
puL/poco;

Incubacédo das placas a 37 °C, durante 2 horas;

Lavagem das placas (Esvaziamento dos pocos e respetiva lavagem com
tampao PBS-Tween, deixando o tampé&o atuar durante 3 minutos, por 3 vezes);

2. Anticorpo de captura:

a.

b.

C.

d.

Diluic&do do anticorpo especifico de cada virus em tampé&o de revestimento;
Distribuicdo da solugéo pelos pogos — 100 pL/pogo;
Incubacgéo das placas a 37 °C, durante 2 horas;

Lavagem das placas;

3. Distribuicdo das amostras:

a.

b.

C.

Distribuicdo das amostras e dos controlos positivos e negativos pelos pogos,

segundo um esquema de distribuicdo previamente estabelecido — 100 pL/poco;
Incubacédo das placas a 37 °C, durante 2 horas;

Lavagem das placas;

4. Anticorpo conjugado com a enzima fosfatase alcalina:

a.

Diluicdo do anticorpo conjugado especifico de cada virus em tampao de

conjugacao;
Distribuicdo do tampao de conjugacao pelos pog¢os — 100 pL/poco;
Incubacédo das placas a 37 °C, durante 2 horas;

Lavagem das placas;
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5. Substrato enzimatico:

a. Diluicdo de p-nitrofenilfosfato em tampao de substrato (Diethanolamina), a 1

mg/mL;
b. Distribuicdo do tampao de substrato pelos pocos — 100 pL/poco;
c. Incubacdo atemperatura ambiente;

6. Leitura dos valores de absorvancia dos poc¢os a 405 nm, com recurso a um leitor ELISA
(espectrofotometro Bio-Rad 550). Realizaram-se leituras a cada 30 minutos, desde a
distribuicdo do tampdao de substrato, durante 1-2 horas.

3.11. Concentragdao relativa por rt-PCR

A quantificacao relativa foi feita pelo método delta-delta-Ct (2*-AACt). Este método de
quantificacao relativa assenta na existéncia de um gene sem alteracdo no numero de cépias,
de variedade para variedade, da mesma espécie e é utilizado para comparagdo com 0 N0SSO

gene de interesse.
Pode-se considerar que a andlise é feita em cinco passos:

1) Célculo do Ct (Threshold cycle) médio do gene de referéncia ou normalizador,
que, neste caso sera o0 gene da citocromo ¢ oxidase (COX), tanto na amostra de controlo

como na amostra em estudo. Daqui obtém-se dois valores: Ct(ref_controlo) e Ct(ref_amostra)

2) Célculo do Ct médio do gene de interesse especifico do fitoplasma da FD que,
no kit, € o gene metionina aminopeptidase (map). Daqui também se obtém dois valores:

Ct(int_controlo) e Ct(int_amostra)

3) Célculo da diferenca entre os Ct de cada um dos genes em cada extrato de DNA:
ACt(controlo) e ACt(amostra)

4)  Calculo da diferenga entre as matrizes: AACt=ACt(amostra)- ACt(controlo)
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4. Resultados e Discussao

4.1. Escala de severidade dos sintomas

Independentemente da natureza da doenca, o desenvolvimento de escalas de
severidade de sintomas tem sido um objetivo dificil de concretizar, pois, como € do
conhecimento geral, diferentes avaliadores fazem interpretacdes significativamente distintas
da manifestacdo da presenca da doenca na mesma planta (Barbedo, 2013). A expressao
fenotipica da presenca de uma doenca numa espécie vegetal pode ser afetada por diversas
condi¢Bes, nomeadamente a composicao genética (variedades), a presenca de outros fatores
bidticos, como outras doengas e pragas, e as condi¢des climaticas, particularmente a secura
e a salinidade dos solos, tendo estas Ultimas uma influéncia bastante notavel. O facto das
plantas reagirem exibindo plasticidade fenotipica vem dificultar o estabelecimento de escalas
de sintomas (Rahaman et al., 2015). Apresenta-se na tabela 11 os registos fotograficos
correspondentes aos niveis de sintomas previamente definidos e utilizados nos ensaios desta
dissertacdo. A cada amostra foi atribuido um cédigo identificativo da sua origem, em que a
letra V denomina a variedade (V1 para Padeiro-de-Basto e V2 para Arinto), a letra N

representa a videira de que a amostra é proveniente, e a letra R representa o ramo.
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Tabela 11 — Resultados da detecao de virus e fitoplasmas nas amostras em estudo

Amostra 3: V1 1IN RA Vara

Basal

Amostra Descrigao Severidade Virus Detecéo de
dos Sintomas dos testados FD
Sintomas
Folhas
Nao
vermelhas e Grau 5 +
| ) testada
muito enroladas
Amostra 1: V1 1N RA Folha
Basal
Folhas
Nao
vermelhas e Grau 4 +
) testada
muito enroladas
Amostra 2: V1 1IN RA Folha
Superior
Mau Nao
Grau 3 +
atempamento testada
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Amostra . Severidade . .
Descricao q Virus Detecédo de
(o]
dos Sintomas _ testados FD
Sintomas
Mau
Grau 3 - +
atempamento
Amostra 4: V1 1IN RA Vara
Superior Raspas
Folha
completamente
Nao
vermelha e Grau 5 +
testada
: enrolada
3
Amostra 5: V1 2N RA Folha
Basal
| Ligeiro N&o
Grau 2 -
enrolamento testada
Amostra 6: V1 2N RA Folha
Basal
] Nao
Sem sintomas Grau 1 -
testada

Amostra 7: V1 2N RA Folha

Superior
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Amostra 11: V1 3N RB Folha

Basal

pequenas

cloroses

Amostra . Severidade ) .
Descrigéo d Virus Detecéo de
0s
dos Sintomas _ testados FD
Sintomas
] N&o
Sem sintomas Grau 1 -
testada
Amostra 8: V1 2N RA Folha
Superior
Nao
Atempada Grau 1 +
testada
Folhas
vermelhas e
Grau 5 - +
enroladas em
triangulo
Amostra 10: V1 3N RA Folha
Ligeiro
enrolamento e
Grau 2 GLRV 3 + -
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Amostra . Severidade ) .
Descrigéo d Virus Detecéo de
0s
dos Sintomas _ testados FD
Sintomas
Enrolamento
das folhas;
avermelhadas, Grau 4 GLRV 3 + -
com nervuras
} verdes
Amostra 12: V1 3N RB Folha
Basal
>
Atempada Grau 1 GLRV 3 + -
Amostra 13: V1 3N RB Vara
Basal
N&o atempada | Grau 3 GLRV 3 + -
Amostra 14: V1 3N RB Vara
Superior
Enrolamento
das folhas;
manchas Grau 3 GLRV 3 + -

Amostra 15: V1 3N RC Folha

Basal

vermelhas, com

nervuras verdes
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Amostra

Descrigao

dos Sintomas

Severidade
dos

Sintomas

Virus

testados

Detecéo de
FD

Amostra 16: V1 3N RC Folha
Média

Poucos

sintomas;

pequenas
manchas

vermelhas

Grau 2

GLRV 3 +

Amostra 17: V1 4N RA Folha

Basal

Enrolamento
das folhas;
manchas
vermelhas, com

nervuras verdes

Grau 3

GLRV 3 +

Amostra 18: V1 4N RA Folha
Média

Pequenas
coloracfes

vermelhas

Grau 2

GRLV 3 +

/

g
Amostra 19: V1 4N RA Folha

Superior

Completamente
enrolada e

vermelha

Grau 5

GLRV 3 +
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Amostra 23: V1 4N RA Folha

Basal

Amostra . Severidade . .
Descrigéo d Virus Detecéo de
0s
dos Sintomas _ testados FD
Sintomas

Atempada Grau 1 GLRV 3 + -
Amostra 20: V1 4N RA Vara
Basal

Atempada Grau 1 GLRV 3 + -
Amostra 21: V1 4N RA Vara
Média

Atempada Grau 1 GLRV 3 + -
Amostra 22: V1 4N RA Vara
Superior

Nao
Sem sintomas Grau 1 -
testada
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Amostra 27: V1 4N RC Folha

Superior

Amostra . Severidade ) .
Descrigéo d Virus Detecéo de
0s
dos Sintomas _ testados FD
Sintomas
Ligeiro
Grau 2 GRLV 3 + -
enrolamento
Amostra 24: V1 4N RB Folha
Basal
Manchas
vermelhas e Grau 3 GLRV 3 + -
enrolamento
Amostra 25: V1 4N RB Folha
Média
i o —
Atempada Grau 1 GLRV 3 + -
Amostra 26: V1 4N RB Vara
Enrolamento
acentuado e
pequenas Grau 3 GRLV 3 + -
manchas
vermelhas
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Amostra . Severidade . .
Descrigéo d Virus Detecéo de
0s
dos Sintomas _ testados FD
Sintomas
Folhas
enroladas;
Grau 3 GLRV 3 + -
manchas
vermelhas
Amostra 28: V1 4N RC Folhas
Médias
Folha enrolada;
manchas Nao
Grau 5 -
vermelhas testada
grandes
Amostra 29: V1 4N RC Folha
Média
Parcialmente
Grau 2 GLRV 3 + -
atempada
Amostra 30: V1 4N RC Vara
Muito enroladas
Grau 5 GLRV 3 + -

Amostra 31: V2 1N RA Folha

Basal

e amareladas
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Amostra . Severidade . .
Descrigéo d Virus Detecéo de
0s
dos Sintomas _ testados FD
Sintomas
Atempad Grau 1 GRLV 3 + -
Amostra 32: V2 1N RA Vara
Basal
Folhas
enroladas e Grau 4 GLRV 3 + -
amareladas
Amostra 33: V2 1N RA Folha
Média
Nao
Atempada Grau 1 -
| testada
Amostra 34: V2 1N RA Vara
Média
Folhas
enroladas; .
Nao
pequenas Grau 2 -
testada
manchas
amarelas

Amostra 35: V2 1N RA Folha
Superior
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Amostra 39: V2 1N RB Vara

Basal

Amostra . Severidade . .
Descricao q Virus Detecéo de
0s
dos Sintomas _ testados FD
Sintomas
Nao
Atempada Grau 1 -
testada

Amostra 36: V2 1N RA Vara

Superior
Muito
enroladas;
manchas Grau 5 GLRV 3 + -
amarelas

: extensas

Amostra 37: V2 1N RB Folha

Superior
Enrolamento;
manchas Grau 2 GLRV 3 + -
amarelas

Amostra 38: V2 1N RB Folha

Basal

Nao
Atempada Grau 1 -
testada

51



Amostra 43: V2 2N RB Folha
Basal

Amostra . Severidade . .
Descrigéo d Virus Detecéo de
0s
dos Sintomas _ testados FD
Sintomas
Atempamento N&o
) Grau 2 -
parcial testada
Amostra 40: V2 1N RB Vara
Média
N&o atempado Grau 3 GLRV 3 + -
Amostra 41: V2 1N RB Vara
Superior
Enrolamento
acentuado, com
Grau 4 - +
manchas
amarelas
Amostra 42: V2 2N RA Folha
Ligeiro
enrolamento;
Grau 3 - +
Pontilhado
amarelo
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Amostra 47: V2 2N RC Folha

Amostra . Severidade . .
Descricao q Virus Detecédo de
0s
dos Sintomas _ testados FD
Sintomas
Ligeiro
: Néao
~ | enrolamento e Grau 2 +
) testada
amarelecimento
Amostra 44: V2 2N RB Folha
Superior
14
Sem sintomas Grau 1 - -
Amostra 45: V2 2N RC Folha
Basal
Atempamento
) Grau 2 - +
parcial
i
Amostra 46: V2 2N RC Vara
Sem sintomas Grau l - +
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4.2. Detecdao de fitoplasmas e virus

Apbs o registo fotografico e estabelecimento da escala de sintomas por observacéo
visual, realizaram-se as analises de detecédo dos virus GLRV1, GLRV3, GFLV, GVA e ArMV,
por teste ELISA, e do fitoplasma da Flavescéncia Dourada, por PCR (nested e real-time).
Desta forma, foi possivel provar que a presenca de agentes de outras doencas,
nomeadamente aqueles que promovem sintomas semelhantes, pode dificultar o diagnéstico
visual em campo e o estabelecimento de uma escala de sintomas; por outro lado, garantiu
gue o material a utilizar nos estudos posteriores estava isento daquelas viroses e que 0s
sintomas das amostras utilizadas se deviam exclusivamente a presenca do fitoplasma da

Flavescéncia Dourada.

No total, foram colhidas e analisadas 47 amostras de folhas e varas de 6 plantas de
duas variedades diferentes (Padeiro de Basto e Arinto), tipicas da regido dos Vinhos Verdes.
Como controlo negativo para as reacdes de PCR foram utilizadas plantas saudaveis das
castas Alvarinho e Vinhdo, mantidas no abrigo da Estacdo de Quarentena do INIAV em

Oeiras.

Devido a escassez de material vegetal de algumas amostras, apés retirar a quantidade

necessaria para a extragdo de DNA o teste ELISA apenas foi realizado para 31.

Verificou-se que, das 47 amostras analisadas, somente 12 amostras estavam
infetadas com o fitoplasma da Flavescéncia Dourada e sem a presenca dos cinco virus
testados, o que foi favoravel a continuagdo dos trabalhos posteriores de correlacdo entre
intensidade de sintomas e titulo do fitoplasma; 24 amostras apresentavam infecao pelo virus
GLRV3 e auséncia de Flavescéncia Dourada; 10 ndo apresentavam nem o fitoplasma da
Flavescéncia Dourada nem os virus testados estando 8 de acordo com a avaliag&o inicial de

sintomas (sem sintomas).
4.3. Estimativa do titulo do fitoplasma: Quantificacao relativa
4.3.1. Clonagem e caracterizacdo do plasmideo recombinante

Foi clonado, com sucesso, um fragmento de cerca de 1100 pb da regido 16Sr(V) de
DNA especifico do fitoplasma da Flavescéncia Dourada no plasmideo pCR®2.1-TOPQ®
(Thermo Fisher Scientific) denominado a partir de entdo por FD1100. O sucesso da reacao
de clonagem foi confirmado por restricdo com a enzima EcoR |I. Como se pode observar na
Figura 7, obtiveram-se trés fragmentos — um com cerca de 4000 pb, correspondente ao
plasmideo linearizado sem nenhum fragmento inserido; um com cerca de 650 pb e um perto

dos 450 pb, ambos correspondentes ao fragmento de 1100 pb da FD. Efetivamente, este
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fragmento tem um local de restricdo para a enzima EcoR I, confirmando que o fragmento

clonado foi o da FD.

SIZE (bp) | ng/BAND

—— 10037 100
—— 8000 80
—— 6000 80
— 5000 50
—— 4000 40
—— 3000 30
— 2500 25
—— 2000 20

——1500/1517 | 15/15

— 1000 100
800 80
— 600 60
— 400 40
— 200 20

Figura 7 - Electroforese para verificagdo do sucesso da reagdo de clonagem

A caracteriza¢do do plasmideo FD1100 foi feita por sequenciagdo do fragmento de
DNA inserido e sua comparagdo com as sequéncias presentes na base de dados do National
Center for Biotechnology Information (NCBI, U.S. National Library of Medicine), através da

ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

A sequenciacao foi feita com os “primers” universais M13, cujas sequéncias estdo
integradas no plasmideo fora da regido de clonagem, de forma a permitir a sequenciacao do
fragmento inserido na sua totalidade. A sequéncia obtida com o “primer” “M13 forward”
estendeu-se por 1740 nucleétidos, cobrindo a totalidade do fragmento inserido e ainda parte

do plasmideo.

Na figura 8 encontra-se a sequéncia “forward” do fragmento inserido depois de
retiradas as extremidades flanqueadoras dos “primers” utilizados no Ultimo passo do nested-
PCR. Com a ajuda de uma escala, pode-se comprovar que o fragmento tem 1102 pb de
comprimento. Estdo destacados os “primers” R16(V)F1 e R16(V)R1, os limites do fragmento

de 1100 pb especifico da Flavescéncia Dourada.
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P1100_1+M13F 1740
RI6VFL
R16 VR1

P1100_1+M13F 1740
RI6VFL
RI6 VR

P1100_1+M13F 1740
RI6VF1
R16 VR

P1100_1+M13F 1740
RI6VFL
R16 VR

P1100_1+M13F 1740
R16 VFL
R16 VR1

P1100_1+M13F 1740
RI6VF1
R16 VRL

P1100_1+M13F 1740
RI6VFL
RI6 VR

P1100_1+M13F 1740
R16 VFL
R16 VR1

P1100_1+M13F 1740
RI6VFL
R16 VR

P1100_1+M13F 1740
RIGVFL
RI6VRL

P1100_1+M13F 1740
RI6VF1
R16 VRL

P1100_1+M13F 1740
RI6VFL
RIEVRL

P1100_1+M13F 1740
RI6VFL
R16 VR

50

ttcastcecgtactgagactacctttttgagattggetaaaaasctegegtttcagetactetttgtaatagecattgtateacgttt

TTCAATCCGTACTGAGACTACC

4

cccagatcataaggggcatgatgatttgacgttatcccecaccttcctccaatgtttaattggeagtetegetaaagtecccaccat

tgectggcaactagecgacaggggttgegttcgttttaggacttaacctagecatetcacgacacgaactgacgacaaccatgtaccac

340

atccctgataacctccactatatttctatagetttgeagagtatgtcaagacctggtaaggtttttcgtgtatecttcegaattaaac

a0

tgatccaccgettgtgecggagtcccgecaattcctttaagtttcatacttigegtacgtactactcaggeggagtacttaatgtgtt

5o a%n a0 4% 00 $30 520 330

tcagtaccgagttacceccgacacttagtacteatcgtttacagegtggactaccagggtatetaatcctgtttgetecccacgett

00

gcctcagecgtcagtaaagacccageaagecgectacgettetggtgttccteccatatatttacacattttacecgetacacatggaa

gcttgecctctatctcactctagtcaagacagtttctataacaagaccgegttaageactgaaattaaattatagacttatetaace

230

scgcaccectttacgeccaataattccggataacgetecgecccctatgtettaccgeggetgetggcacatagttagecggggetta

40 £

ttgaatascgtcaagatagtttttccactattttttcttettcaatagaagagetttacataccgaaatacttcatcgttcacgeg

30 440

cgctcggtcagagtttcctccattgecgaaaatticecctactgetgectecegtaggagtttgggecgtgtetecagteccaatgtgg

1040

l(aactlﬁl:a‘lc(a‘(lJ(a&.\l(:l:J(cll“lJ:‘{:lll:&(l(a(:.‘a&la:(l:a!‘l“(‘ca:‘{{(llcﬂlll:‘

cccteccgaagaaplgtcttetaa
CCGAAGAARIGTCTTTTAA

Figura 8 - Sequéncia do fragmento de DNA relativo ao grupo V e pontos de ligacdo dos “primers” R16(V)

Pode verificar-se que existe um nucle6tido ndo complementar na sequéncia onde o

‘primer” R16(V)F1 se liga, na posicdo 1093. Esta incongruéncia foi resolvida com a

sequenciacdo do plasmideo, no sentido reverso, com o “primer” M13 reverse (Figura 9).

Verificou-se, entdo, que o nucleétido referido deve ser uma Guanina. O mesmo se verificou

para o nucledtido da posicdo 1071 que deve ser uma citosina e ndo uma timidina. A

observacdo dos eletroferogramas permitiu confirmar que estes nucleétidos estavam

tecnicamente mal identificados.
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P1100_1+MI13F1740 ttcaatccgtactgagactacctttttgagattggetaaaaactegegtttcagetactetttgtaatagecattgtatcacgtttgtag
P1100_1+M13R 1729 G e a4 s e E e e e ae e e eaad et daaddaad et s adtdaedd st saads s baa e cecdscacacsansaan

PLIOD_I+MI3F1740 cccagatecatsasggEEeat gat gatttgacgtitatceccacet tectceastgritaat iggeagletcgetaaaglecceaceattiacg
P1100_1+M13R 1729 PP s e s s s aaaas PP . . . - . .

P1100_1+MI13F1740 tgctggcaactagegacaggggttigecgtticgtitttaggacttaacctageatctcacgacacgaactgacgacaaccatgtaccacetgt
PLIOO_1+MIBRIT29 . . . . . . . . ... G M a4 adeeaad e aaddsadedaede s daaddsad s saa e s baa e

P1100_1+M13F1780 astccctgatasaccticcactiatatitctatagettitgeagagtatglcaagacctigglaaggtititititcgigtatettcgaattianacaacs
PLIDO_I+MIZRITZY . . . .. ...l .

P1100_1+MI13F1740 tgatccaccgecttiglgcgEagteccgecaatticctttiaagtitcatacttgegtacgtactactcaggeggagtacttaatgtgttaact
PLIBRSAMMIBRATER . . . o o o v a oo oadedaadesodsesacdessssssssssadesedesssosdedssdsoadesasdsaadedadsssadssacdasansss

PLIOO 1+MI3F1740 tcagtaccgagttaccccgacactitagtacteatcgtititacagegligEactiaccagEgtiatctaatectgttitigetecccacgetitegt
PL100_1+M13R 1729 e . L e . e .

P1100_1+MI13F1740 gecctcagegtcagtasagacccageaagecgectacgettctggtgttectccatatattitacacatttitacegetacacatggaattee
PLIOOLHMIIRITID . . . . . . .t h i it e e e - S ddsasdseaaddaaadssaddaaddsaatsanansasn .

P1100_1+M13F1740 gettgeoctectatctcactctagleaagacagtiiict ataacaagacegeglitaageactigaaattiaasttatagacttiatctascegect
P1100_1+M13R1729 . . e s e aaa s ae s aaaaaaaas e e s s s aaaaaaa s s a s s aa s - . P s s s s s aaas

P1100_1+MI13F1740 acgeaccctttacgeccaataatticcggataacgetegecccctatgtettacegeggetgectgpeacatagitagecggggettattta
PLIOO_1+MI3R1729 . . . . . ... ... ...... . S M adceacteaadseaaddaadisaactaadenaacdandsnaose cacdsaadacaaassna

PLIOO 1+M13F1740 ttgostsscgtecasgatagttttiiccactatettttettetticantagaagagetitacatoceganatacticategttieacgegEegt
PL100_1+M13R 1729 o e . . . .

P1100_1+MI13F1740 cgctcggtcagagtitcctccattigecgaaaattccetactgetgectoccgtaggagttitigggecgtigtcteagteccaatgtggetgt
PLIODO L+MIBRIT2Y . . . . . . .. .ot e e e e Cecdssadssacdsaaassaasaan S addssadcdaacsaadssaassnaanaa

PL100_1+MI13F1740 tcascctctcagtccagetacacatcataatectiggiaagectttaccteaccaactaactaatgtggegeaagecectitetttaageata
P1100_1+M13R 1729 . L .. e e e aaeaaaaaaea€L

P1100_1+MI13F1740 ccctccgaagaaagtcttttaa
PLIOO 1+MI3R1729 . .. . . ... ....g§... ..

Figura 9 - Fragmento obtido com os “primers” M13

A comparacéo da sequéncia do fragmento clonado com as da base de dados do NCBI

revelou 99% de semelhanca para uma cobertura de 100%.

4.3.1.2. Clonagem do fragmento do gene NPR1 e caracterizac&o do

plasmideo recombinante

Por razBes que ndo se conseguiram apurar, as colénias bacterianas brancas
desenvolvidas apos a transformacéo com um plasmideo recombinante, nunca cresceram em
meio liquido. Desta forma, ndo se conseguiu produzir um plasmideo com um fragmento do

gene de referéncia da espécie.
4.3.2. Homogeneidade e estudo de estabilidade do plasmideo

Comecou-se por verificar a homogeneidade dos plasmideos. Para tal, compararam-se
os Ct iniciais de tubos conservados a diferentes temperaturas. Como € possivel observar na
tabela 12, os Ct dos tubos medidos no més de Maio de 2016 tém uma variancia praticamente

nula, pelo que os plasmideos se consideram homogéneos.

Para estudar a estabilidade do plasmideo, os tubos foram separados e guardados a
diferentes temperaturas. As reagdes de PCR foram realizadas ao fim de 1, 2, 5 e 14 meses,
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exceto os tubos conservados a 4 °C, dado que, ao fim de pouco mais de 1 més, ja

apresentavam uma elevada degradacéo, como é possivel observar na tabela 12.

Tabela 12 - Analises de rt-PCR para estudo de estabilidade

T(°C) data Ct |Ct médio Eficiéncia tubo
12.86 001 136
25/05/2016 12,64 12,69 0,87 141
0 12,58 0,90 32
09/08/2016 12,73 12,73 0,87 141
25/05/2017 12,56 12,66 0,82 163
12.75 001 108
27/05/2016 12,02 12.22 0,89 175
12.42 093 23
-20 06/08/2016 12,32 12.44 0,86 175
12,56 0.83 23
25/05/2017 12,86 12,61 0,93 69
12.36 0.88 84
25/04/2016 12.27 0,92 169
4
06/08/2016 21,56 21.25 1,04 7
20,94 0,01 111

Estabilidade a -20 2C

14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00
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Figura 10 - Evolucéo da estabilidade dos plasmideos conservados a -20 °C
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Estabilidade a -70 eC

14,00
12,00
10,00
8,00
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4,00
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Figura 11 - Evolucao da estabilidade dos plasmideos conservados a -70 °C

Tanto os plasmideos conservados a -20 °C (figura 10) como os conservados a -70 °C
(figura 11) apresentam boa estabilidade. A -20 °C nota-se um aumento de 0,39 no Ct médio,
ao fim de 14 meses, mas esta diferenca nao é estatisticamente significante para a=0,05
(Anexo 8). A -70 °C apenas se observam as pequenas flutuagdes inerentes ao erro normal da
reacdo. Ambas as retas apresentam declives muito préximos de zero, pelo que se pode
afirmar que o plasmideo pode ser conservado a estas temperaturas durante longos periodos

de tempo (pelo menos, 14 meses), sem qualquer efeito negativo no seu desempenho.

Isto tem grandes implicagBes nas condi¢Bes escolhidas para o transporte caso se
comercializasse o produto. Dado que as duas temperaturas de conservacgao sdo equivalentes,

o transporte poderia ser feito com blocos de refrigeracédo e sem gelo seco.

4.3.3. Quantificacdo do fitoplasma, usando o plasmideo recombinante

criado
4.3.3.2. Quantificacdo absoluta por dPCR

Inicialmente, a técnica de dPCR que se utilizou para quantificar o fitoplasma presente
nas amostras recorreu ao uso de SYBR™-Green, mas as reac¢fes de teste ndo foram
bem sucedidas, tendo-se observado emisséao de fluorescéncia em todo o chip (Figura
12). O uso de SYBR™Green esta previsto nos manuais dos dPCR, contudo a
optimizacdo do método é dificil, morosa e dispendiosa. Assim, abandonou-se esta
opcéo e iniciou-se o desenho de novos “primers” e de uma sonda Tagman para a
amplificacdo de um fragmento de cerca de 150 pb localizado dentro do fragmento de
1100 pb especifico da FD.

59



Figura 12 - Chip de dPCR

4.3.4. Quantificacao relativa por rt-PCR

Através do método 2/*4Ct conseguimos ter uma ideia da quantidade de vezes que o
gene de interesse esta mais ou menos presente numa amostra em compara¢ao com 0 N0SSO

controlo.

Este método assenta no pressuposto de que as eficiéncias de amplificacdo dos dois
genes devem ser aproximadamente iguais — Esta avaliacdo deve ser feita por recurso a
diluicbes em série dos extratos de DNA (pelo menos 4). Cada diluicdo deve ser depois
amplificada e o conjunto de todas deve ser tomado como se se tratasse de uma curva de

calibracdo. A partir do declive avaliamos a eficiéncia e fazemos o célculo do R2.

Este procedimento néo foi aplicado, uma vez que o kit de detecdo da FD permite fazer
ainda detecdo de BN e do gene COX (triplex), facultando o mesmo ambiente reativo a cada
uma das reagfes. A pressdo exercida pelos inibidores serd semelhante para qualquer uma

das determinacg@es, anulando-se o efeito no calculo da diferenca entre os valores de Ct.

Neste trabalho n&o foi feito o estudo da eficiéncia das amplificagcbes nos diferentes
extratos obtidos para as diferentes amostras de videira. Acresce ainda que o gene COX é de
cOpia multipla (a enzima Citocromo c oxidase tem trés subunidades que s&o codificadas pelo
DNA mitocondrial), no sentido em que esté presente em todas as mitocondrias e estas variam

em numero, em funcéo do tecido.
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Desta forma, obtiveram-se os valores apresentados na tabela 13.

Tabela 13 - Valores de Ct obtidos para as amostras positivas e concentracao relativa

Amostra CT CT Concentracao
COX relativa

1 23,93 16,48 1,88
2 24,93 16,45 0,92
3 31,62 16,43 0,01
4 30,97 19,36 0,11
5 24,30 15,36 0,67
9 27,21 13,05 0,02
10 22,88 15,01 1,40
42 24,63 18,32 2,15
43 33,32 19,55 0,01
44 24,01 15,99 0,66
46 29,59 19,15 0,12
47 29,29 18,18 0,08
C+ 22,62 15,20 1,00
C- 16,97
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4.3.5. Relacao entre os sintomas observados e a quantificacao relativa por
rt-PCR

Para determinar a existéncia de uma correlacao entre o grau de sintomas observados
(descritos na tabela 11) e a concentracao relativa (tabela 13), elaborou-se um grafico de

dispersao (figura 13).
6,00

5,00 ° ° @

4,00 °

300 @ @ e
............. y =1,3297x + 2,2775

R*=0,4864
2,00 o ®

Severidade de sintomas
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0 0,5 1 1,5 2 2,5

Concentracdo relativa

Figura 13 - Gréfico de dispersao para a relagdo entre a concentracao relativa do
fitoplasma e a expressao dos sintomas

Inicialmente, a correlacdo entre os sintomas observados e a concentracao relativa ndo
parece muito evidente, mas, recorrendo a uma regressao linear, obteve-se a reta de equacgéo
y = 1,3297x + 2,2775, com um coeficiente de determinacdo R? de 0,4864 o que indica uma
correlacdo moderada (Mukaka, 2012).

No entanto, é necesséario mencionar que o facto de a amostra ser pequena pode induzir

conclusdes pouco precisas.
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5. Conclusdes

Neste estudo podemos concluir que:

1. A qualidade da amostra a utilizar na detecao da FD € determinante para a ndo
ocorréncia de falsos negativos ja que folhas de um mesmo ramo com e sem
sintomas analisadas por nested PCR originaram respetivamente resultados
positivos e negativos.

2. E possivel detetar o fitoplasma da FD diretamente por rt-PCR, recorrendo
unicamente aos “primers” utilizados na terceira reagdo de nested-PCR
(R16(V)F1/R16(V)R1), ndo sendo as duas primeiras absolutamente
necessarias; estes resultados deverdo ser confirmados por testes em maior

escala.

3. Existe uma correlagdo entre a concentragdo relativa do fitoplasma e a
severidade dos sintomas observados, mas a localiza¢cdo da amostra na planta
parece néo ter influéncia nos resultados, o que era esperado, devido a irregular
distribuicdo dos fitoplasma na planta e a grande variacdo do seu titulo no
interior das videiras e o0s resultados laboratoriais estarem fortemente
dependentes da existéncia de inibidores. E necessario notar que esta analise

pode ser melhorada recorrendo a um maior nimero de amostras.

Foi também possivel criar um produto comercializavel, apto a receber a designacéo
de CRM, consistindo de um plasmideo recombinante contendo o fragmento de DNA
especifico para os fitoplasmas do grupo V (16SrV), que poderd ser utilizado futuramente na

detecdo e quantificacdo do fitoplasma da FD na vinha.

O insucesso na clonagem do gene NPR1 traduziu-se numa diminuicdo da qualidade
dos resultados. Tivesse esta sucedido, o gene NPR1 também teria sido incorporado no
plasmideo, permitindo a quantificagédo do fitoplasma sem recurso ao gene COX, que néo é de

cOpia Unica, obtendo, portanto, resultados mais precisos.

O facto de que as reacdes de dPCR também nédo terem resultado atribui-se a dois

possiveis fatores:

o O fragmento de DNA ser demasiado grande, ndo se distribuindo pelos pocos
do chip;
e A aquisicdo de fluorescéncia em dPCR estad otimizada para a utilizacdo de

sondas e nao de intercalantes.
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No caso deste estudo ter continuacdo, deverdo ser realizados testes em dPCR
utilizando uma sonda e um fragmento identificativo do fitoplasma de dimensdes mais

reduzidas.
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Anexo 1 — Protocolo de colheita de amostras FD

Protocolo de colheita de amostras FD

Material vegetal

As amostras devem ser colhidas preferencialmente em plantas com sintomas
suspeitos da doenca.

- O periodo de observacdo visual dos sintomas coincide com o de colheita de
amostras. As amostras deverdo ser colhidas a partir do més de Agosto e
durante o més de Setembro, antes da entrada em senescéncia das folhas,
preferivelmente, durante o periodo que antecede a vindima.

-A colheita de amostras deve incidir em plantas manifestando sintomas
suspeitos. Para confirmacdo da doenca numa determinada parcela, deve

colher-se amostras em 2 a 4 cepas com sintomas duvidosos.

-No caso particular dos campos de pés-mde de porta-enxertos, os quais
raramente manifestam sintomas da doenga, deve efectuar-se a colheita de
amostras, prioritariamente em parcelas onde a presenga do vector tenha sido
notada, quer na propria parcela de porta-enxertos quer em vinhas de produgao
proximas. Neste caso, a colheita das amostras na parcela seré aleatéria e uma
amostra sera constituida pela colheita de duas estacas (com mau atempamento)
retiradas da base do porta-enxerto (‘cabeca’) em 2 a 4 plantas por parcela.

Constituicao de uma amostra

Cada amostra deverd ser constituida por 6-8 folhas da cepa com sintomas
suspeitos. As folhas deverao ser colhidas na parte basal dos ramos (mesmo
quando ndo existam sintomas muito evidentes) e sempre que possivel incluir
partes dos ramos afectados.

Acondicionamento das amostras:

Os ramos com folhas devem ser acondicionados em papel de jornal ndo
humidificado e fechado num saco de plastico perfurado. Deverao rapidamente
ser conservadas a 4°C até a sua expedigdo para o laboratério de analise, a qual
devera ocorrer com a maior rapidez. O laboratério deve ser avisado do envio
das amostras, e caso a entrega das amostras ndo seja em mao, devera assegurar-
se de que a expedigdo seja efectuada por um meio de transporte rapido (24h).
Deveré ainda certificar-se da chegada das amostras ao laboratério antes do final
de cada fim-de-semana.

Cada amostra deveré ser identificada e a respectiva ficha preenchida.

E. Sousa




Anexo 2 — Meio SOC

Para preparar meio SOC, utilizam-se 0s seguintes componentes para 1 L de agua:

e 2% mj/v Triptona (20 g)

e 0,5% ml/v Extrato de levedura (5 g)

¢ 8,56 mM NacCl (0,5 g) ou 10mM NacCl (0,584 g)

e 2,5mM KCI (0,186 g)

e 10 mM MgCI2 (anidrico 0,952 g) e 10 mM MgSO4 (heptaidrato 2,467 g)
e 20 mM glucose (3,603 g)

Anexo 3 — Sequéncia do fragmento 16Sr(V)

Ttcaatccgtactgagactacctttttgagattggctaaaaactcgegtttcagctactctttgtaatagecattgtatcacgtttgtagece
cagatcataaggggcatgatgatttgacgttatccccaccttcctccaatgtttaattggcagtctcgctaaagtccccaccattacgt

gctggcaactagcgacaggggttgcgttcgttttaggacttaacctagcatctcacgacacgaactgacgacaaccatgtaccac
ctgtatccctgataacctccactatatttctatagcetttgcagagtatgtcaagacctggtaaggtttttcgtgtatcticgaattaaacaa
catgatccaccgcttgtgcggagtccecgecaattcctttaagtttcatacttgcgtacgtactactcaggcggagtacttaatgtgttaa
cttcagtaccgagttaccccgacacttagtactcatcgtttacagcgtggactaccagggtatctaatcctgtttgctccccacgcttte
gtgcctcagegtcagtaaagacccagcaagccgcctacgcttctggtgttcctccatatatttacacattttaccgctacacatggaa
ttccgcttgectctatctcactctagtcaagacagtttctataacaagaccgcegttaagcactgaaattaaattatagacttatctaacc
gcctacgcaccctttacgcccaataattccggataacgcetcgecccctatgtettaccgeggctgcetggcacatagttageccgggg

cttatttattgaataacgtcaagatagtttttccactattttttcttcttcaatagaagagctttacataccgaaatacttcatcgttcacgeg

gcgtcgeteggtcagagtttcctecattgccgaaaattcectactgetgectccegtaggagtttgggecgtgtctcagtcccaatgtg
gctgttcaacctctcagtccagctacacatcataatcttggtaagcectttacctcaccaactaactaatgtggcgcaagcccctcttta

agcataccctccgaagaaagtcttttaa
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Anexo 4 — Tampdes usados nos testes ELISA

Todos os tampdes devem ser armazenados a 4 °C. Sao estaveis durante 1-2 meses

apos a diluicdo/preparacéo e devem ser preparados a temperatura ambiente (20 - 25 °C).

Tampao de revestimento:

(PH 9,6; para 1000 ml) em agua destilada:

* 1,59 g de Na,COs3
* 2,93 g de NaHCO3
* 0,2 g de NaNs

Tampao de lavagem:

(PH 7,4; para 1000 ml) em agua destilada:

* 8,0 g de NaCl

0,2 g de KH,PO4

* 1,15 g de Na;HPO.
* 0,2 g KClI

* 0,59 Tween 20

Tampao de extracdo de videira

(PH 8,2 / para 1000 ml) em agua destilada (pH ajustado com HCI):

*24,0gde TRIS

* 8,0 g de NaCl

* 20,0 g de PVP K25 (MW 24.000)
* 10,0 g de PEG (MW 6000)

* 0,2 g de NaNs

* 0,5 g de Tween 20

Tampao de conjugado

(PH 9,8; para 1000 ml) em agua destilada (pH ajustado com HCI):

* 97,0 ml Dietanolamina

* 0,2 g de NaNs
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Anexo 5 — Reac¢éo para confirmacédo da igualdade do gene NPR1 nas duas castas

Tabela 14 - Amplificacdo e "melting point" do gene NPR1 numa amostra de cada casta

Amplificacéo “Melting”

aa

o
o

Morm. Fluoro.
=]
=

o
5]

Threshold
T 7 7 7 7 7 7 y . - - y Y
El 10 15 20 25 30 3% 40 B85 70 75 80 85

Cycle °c

an




Anexo 6 — Sequéncia do fragmento do plasmideo FD1100, criado pelos “primers” M13

= - ™ - = = r =
R [ [ L R R [ B [ I o R I |
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Figura 14 - Sequéncia do fragmento do plasmideo FD1100, criado pelos "primers" M13
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Anexo 7 — Curvas de calibracéo e estudo de estabilidade do plasmideo

Tabela 15 - Curvas de calibracéo e estudo de estabilidade do plasmideo a -70 °C

Data Amplificacao Curva de calibracéo
09/08/2016 |
08
§os~
02 : . 3 :
o 10 i 1" 1 0%
Concertration
13/04/2017 | o
06
05 d
L I
o : ] : .
o 10 i 10" 10 10
5 10 15 20 o 30 35 40 45 Concertration
Tabela 16 - Curvas de calibracéo e estudo de estabilidade do plasmideo a -20 °C
Data Amplificacdo Curva de calibraco
06/08/2016 | °= ‘ ]
06
00 {7 B Cancentration
17/04/2017
12 e ' - - =
o 1™ it 10" 17 10"
EEEE a0 Concertration
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Anexo 8 — Andlise de variancia entre os sintomas observados e os Ct registados

ANOVA
Source of
Variation SS df MS F P-value F crit
Between 44,11 44,11 2,260 0,207 7,708
Groups 882 1 882 288 16 647
Within 78,07 19,51
Groups 647 4 912

Tot 122,1
al 953 5
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