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ERRATA

| Pigina l § I Linha Onde se l&: Devera ler-se:
Capa Lisboa Evora
X1 1.3.2. A extracgdo de RNA 1.3.2. A extracgdo de RNA
bicatenario viral bicatenario
3 1 3 arvense arborea
5 4 7 Francesas francesas
6 6 1 Ilarvirus Tlarvirus
27 1 12 sacarose 20% sacarose 2%
37 3 5 NaCO3 NazCO3
6 e acordo de acordo
41 TS5, Iniciadores | 2-5 pl/S50 ul 1-2,5 pul/50 ul
HPRI | 16 U 0,32 U/ ul
Rtase | 20U 0,4 U/ ul
Taq DNA pol. | 1,53 U 0,03-0,06 U/ pl
44 T6, Iniciadores 5 ul/50 ul 2,5 ul/50 ul
45 3.3.2. Adaptagio do método de 3.3.2. Adaptagio do método de
extragdo extrac¢do
65 F11 Figura da esquerda — 11 a; figura da direita— 11 b
67 1 | 4 uM U/ 50
68 F15 Conc. da Taq polimerase (uM) Conc. da Taq polimerase (U/ 50 pl)
74 2 16 método reduzir método e reduzir
82 1 17 sguiram seguiram
83 F16 DETECCAO INDIRECTA DETECCAO DIRECTA
DETECGCAO DIRECTA DETECCAO INDIRECTA
101 T15, Iniciadores | 2 ul/ 50 pl 5 ul/ 50 pl
Agua miliQ | 33,9 pl/ 50 ul 27,9 ul/ 50 pl
102 T16, Iniciadores | 2 pl/ 50 pl 1 pl/ 50l
Agua miliQ | 30,2 pl/ 50 pl 35,2 ul/ 50 pl
103 T17, Conc. da | 6,25 ng/ pl 10 pl/ ul
solugdo-stock de
DNA es. salmio
108 F20, L 7 100 uyM 100 pm
110 F21, L 10
114 | F23,L 13
116 F24, 1L 9
112 1 1 ensaios ensaios ensaios
2 6 Figuras 20 e 21 Figuras 23 e 24
131 1 1 16 ou 21 dias 16 ou 20 dias
2 ou 20 dias ou 21 dias
143 10 1 prunus Prunus
146 9 1 overview In situ polymerase chain | overview
reaction and related technology
147 6 3 Thermus aquaticus Thermus aquaticus
153 9 2 Prunus amygdalus Prunus amygdalus

§ - Paragrafo; T — Tabela; F — Figura; L — legenda; pol. — polimerase; es. — de esperma.
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1. HISTORIA DA CULTURA

A amendoeira é uma das principais culturas arvenses a nivel mundial. Esta arvore
de fruto pertence  familia Rosaceae e tem sido incluida por alguns botéanicos no género
Prunus devido a sua relagdo com outras espécies deste género (pessegueiro, ameixeira,
cerejeira e damasqueiro), designando-a por Prunus dulcis (Miller) D. A. Webb syn.
Prunus amygdalus Batsch. (Kester et al., 1986). No entanto, os primeiros boténicos
classificavam-na como sendo um género distinto — Amygdalus - € utilizavam o termo
communis para indicar as respectivas espécies cultivadas (Grasselly e Crossa-Raynaud,
1980 in Rugini, 1983).

A amendoeira parece ter o centro de origem nas regiées montanhosas da Asia
Central (india, Irdo e Paquistdo), sendo provavelmente resultante do cruzamento entre
as espécies Amygdalus fenziliana Fritsch e Amygdalus bucharica Korsch (Popov, 1929
in Rugini, 1983), ambas relacionadas com a Amygdalus communis L. Esta espécie foi
dispersa pela Bacia do Mediterréneo, e em cerca de 1700 a.C. era comum na Palestina
(Woodroof, 1967 in Rugini, 1983).

A cultura da amendoeira, iniciada aproximadamente em 450 a.C., expandiu-se a
partir da Grécia para a Costa Mediterranica em areas localizadas. Posteriormente, foi
levada para a costa ocidental da América do Norte, onde agora constitui uma das mais
importantes fruteiras dos Estados Unidos (Sousa, 1990).

Actualmente, a cultura da amendoeira situa-se nos arredores do mar Mediterraneo
e Médio Oriente e na California - zonas onde se concentra mais de 90% da produgéo
mundial - € em pequenas areas que também apresentam o tipo de clima mediterranico
(Himalaia, Chile, Argentina, Africa do Sul e Australia). Esta cultura € totalmente
condicionada por este tipo de clima, em particular no que respeita ao regime de chuvas
nestas zonas. Nesta espécie, as chuvas de Primavera nio devem interferir com a
polinizagdo cruzada realizada pelas abelhas, porque as cultivares tradicionais sdo auto-
-incompativeis, enquanto que as chuvas de Outono nao devem causar problemas a

colheita e subsequente secagem dos frutos (Socias i Company, 1997).
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2. CARACTERISTICAS GERAIS DA PLANTA

A amendoeira é uma arvore de altura média com ramos glabros os quais, com
cerca de um ano de idade, apresentam uma cor verde-palida a vermelho-acastanhada.
Na maioria das cultivares mediterrinicas, incluindo as portuguesas, as folhas
apresentam peciolos e sio lanceoladas a ovadas com um 4pice agudo. Os ramos
produzem botdes foliares pontiagudos, e botdes florais arredondados cujos primérdios
florais surgem no inicio do Outono. De Novembro a Janeiro, dependendo da cultivar
(cv.), ocorre a formagio dos gréos de pélen (microsporogénese), € a maturagdo do
ovério ocorre logo apods a floragio (Rugini, 1983).

As flores sdo hermafroditas, sendo constituidas por 5 pétalas brancas ou rosa, 5
sépalas, 1 tnico pistilo contendo 2 6vulos, e 20-40 estames. A floragdo, a qual precede o
rebentamento vegetativo, € extremamente precoce € OcCOITe de Janeiro a Margo,
dependendo da cultivar. A polinizagdo ¢ geralmente entomoéfila (Rugini, 1983).

O fruto consiste numa drupa em forma de ovo com um padréio de crescimento
sigmobide. O pericarpo ¢ geralmente fino (5-15mm) e sofre deiscéncia na maturidade. O
endocarpo, o qual pode variar na forma, aparéncia superficial e consisténcia, ¢ um
importante factor na identificagdo de diferentes cultivares. O endocarpo envolve uma ou
duas améndoas as quais podem variar em tamanho, pesando 0,5-1,5g. Dois cotilédones
bem desenvolvidos ocupam o volume total da améndoa a qual ¢ comestivel, podendo
ser doce ou amarga (Rugini, 1983).

A amendoeira é uma espécie diploide (2x = 16), tal como as espécies selvagens
com ela relacionadas (Rugini, 1983). E altamente polimoérfica, provavelmente por ser
auto-incompativel e consequentemente necessitar de polinizagdio cruzada, bem como
devido a sua propagagdo, realizada exclusivamente por via seminal até finais do século
XIX (Rugini, 1983; Socias i Company € Felipe, 1992 in Socias i Company, 1997). A
sua variabilidade dificulta a distingo entre cultivares e linhagens hibridas genuinas,
complexo designado por “ecotipos” (Grasselly e Crossa-Raynaud, 1980 in Rugini,
1983).

A amendoeira exige clima quente e seco na Primavera, resistindo bem a secura
desde que enxertada em porta-enxertos adequados. Por ser susceptivel a asfixia
radicular, exige solos com boa drenagem (IMAIAA, 1994). O porta-enxerto mais

utilizado é o franco de amendoeira (améndoa amarga). Contudo, os porta-enxertos
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hibridos de pessegueiro x amendoeira, apesar de serem mais caros, oferecem vantagens
significativas em relagdo ao franco — a amendoeira apresenta maior vigor, produgdo e
qualidade da améndoa. O hibrido de pessegueiro x amendoeira que tem sido mais

utilizado é o GF-677 (Cordeiro e Monteiro,1997).

3. IMPORTANCIA ECONOMICA

Até a década de cinquenta, a produgo mundial de améndoa baseava-se nos paises
do Sul da Europa, Norte de Africa e Médio Oriente, onde a cultura explorava situagdes
quase sempre marginais. Com o aumento das necessidades de mercado, surgiram
condicionalismos econoémicos inerentes a uma cultura de baixo rendimento e
inadequada & época. Perante esta conjuntura, alguns paises evoluiram para a utilizagdo
de material vegetal seleccionado e portanto mais produtivo, cultivado em melhores
solos e com técnicas apropriadas, tornando-se numa interessante forma de
aproveitamento agricola (Sousa, 1990).

Actualmente, a producdo agricola baseia-se em dois grandes sistemas culturais -
intensivo e regadio principalmente nos E.U.A.,, e de sequeiro em Espanha. Esta
produgdo caracteriza-se por um numero restrito de cultivares, adequadas as exigéncias
actuais (principalmente da industria), marginalizando a oriunda da exploragdo
tradicional, que ainda se mantém nalguns paises mediterranicos, particularmente em
Portugal (Sousa, 1990).

A produgiio portuguesa, importante no quadro mundial na década de 50-60, tem
vindo a sofrer um declinio e abandono essencialmente devido a utilizagdo de técnicas
culturais desactualizadas e de material vegetal ndo seleccionado e muito heterogéneo,
frequentemente consociado com outras culturas. Por outro lado, mantém-se a auséncia
de mecanismos de comercializagio que garantam o escoamento da produgdo. A
produgdo portuguesa, incluindo cultivares portuguesas e estrangeiras sobretudo
Francesas — Ferragnes, Ferraduel e Ferrastar -, ronda apenas as 5000-6000
toneladas/ano, ndo atingindo a exportagio valores significativos face ao quantitativo

mundial de cerca de 400 000 toneladas/ano (Varela, 1997).
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A cultura tradicional de amendoeira em Portugal situa-se no Algarve e no Alto
Douro, onde os solos sdo pobres e declivosos, estando no entanto em expansdo na
regido do Alentejo (IMAIAA, 1994).

O Algarve apresenta produgdes baixas e heterogéneas devido a existéncia de
numerosas cultivares, consociadas com espécies como a figueira e a alfarrobeira, em
locais marginais que dificultam a mecanizagdo. Consequentemente, 2 amendoeira
apesar de ter optimas condi¢des climatéricas (Sousa, 1990) e nalguns casos produzir
améndoa de boa qualidade (Varela, 1997), tem cedido a outras culturas ou actividades
mais rentaveis.

No Alto Douro, a amendoeira encontra-se fequentemente consociada com a
oliveira ou com a vinha, ocupando quase sempre encostas abruptas de dificil
mecanizagdo. Afastando-se das terras quentes do vale do Douro, encontra areas menos

declivosas mas com clima cada vez mais agreste (Sousa, 1990).

4. VIROSES EM AMENDOEIRA. CARACTERISTICAS DO VIRUS PDV

Actualmente, as viroses encontram-se em quase todas as espécies de culturas
alimentares e, dependendo da severidade da infecgdo e da natureza dos hospedeiros
envolvidos, causam sérias perdas, tanto ao nivel da produgdo da planta como da fraca
qualidade do produto.

A cultura da amendoeira encontra-se frequentemente afectada por virus
pertencentes ao género Harvirus do grupo Bromoviridae (grupo 4), dos quais se
destacam o Virus do Nanismo das Prunbideas (“Prune Dwarf Virus”, PDV) o virus do
mosaico da macieira (“Apple Mosaic Virus”, ApMV) e o Virus da Mancha em Anel
Necrético das Prunéideas (“Prunus Necrotic Ringspot Virus”, PNRSV) (Kester et al.,
1986). Em Portugal, a analise da distribui¢do do PDV e do PNRSV na regido do
Algarve permitiu detectar uma larga difusdo destes virus (Nolasco et al., 1991), os quais
constituem um dos principais factores responséveis pela baixa produtividade das
amendoeiras em Portugal (Feijo et al., in press).

O termo Ilarvirus teve origem nas palavras isodiamétrico, labil e “ringspotting”,
tendo sido criado inicialmente para referir alguns virus das Prunoideas os quais eram

instaveis na seiva e supostamente esféricos (in Fulton, 1981). De facto, muitos virus
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deste grupo sio marcadamente instaveis na seiva bruta devido & sua sensibilidade as
quinonas formadas pela oxidagdo (Hampton e Fulton, 1961 in Fulton, 1981).

Os membros do grupo Ilarvirus caracterizam-se por possuirem pelo menos trés
tipos de particulas nucleoproteicas as quais apresentam igual densidade (as suas
velocidades de sedimentagio diferem devido a diferengas de tamanho) e ndo possuem
um involucro, podendo ser isodiamétricas, baciliformes ou ter forma irregular (Fulton,
1985 in Brunt ef al,, 1996). Tal como os restantes membros dos Bromoviridae, tém
genoma de RNA de cadeia simples e de sentido positivo. Nos Ilarvirus, o genoma €
tripartido constituido por dois RNAs maiores (1 e 2), monocistronicos, que codificam
proteinas ndo estruturais envolvidas na replicagdo viral, e pelo RNA 3, bicistronico. O
RNA 3 codifica um polipéptido envolvido no movimento viral célula-a-célula e a
proteina da céapside viral. Esta proteina ¢ expressa a partir de um mRNA subgenémico
(RNA4), encapsidado e colinear com 0 RNA 3 (van Vloten-Doting, 1981 in Bachman et
al., 1994).

O virus PDV é causa de numerosas doengas em Prundideas de consideravel
importancia econémica (Gilmer ef al., 1976, Nemeth, 1986 in Parakh et al., 1995), quer
por infecgdo isolada quer por infecgio mista com o PNRSV (Barkley e Sriskanthadas,
1994; Johnston et al., 1994 in Parakh et al., 1995; Mink e Aichele, 1984; Uyemoto €
Scott, 1992). A sua presenga afecta significativamente o rendimento da amendoeira
(Camarasa et al., 1986 in Nolasco et al., 1991).

O PDV tem como sinénimos “cherry chlorotic ringspot virus”, “peach stunt virus
e “cherry yellows virus” (in Brunt et al., 1996). O termo “Prune Dwarf” derivou dos
sintomas nanismo e malformacdo das folhas registados em Prunus domestica (Thomas e
Hildebrand, 1936 in Brunt ef al., 1996). O virus causa ainda um aspecto coriaceo nas
folhas de Prunus domestica, amarelecimento e abscis@o das folhas em Prunus cesarus e
nanismo em Prunus persica, sintomas que sdo persistentes (Fulton, 1985 in Brunt ef al.,
1996). Em amendoeira, surge por vezes em simultdneo com 0s virus PNRSV ¢ ApMV
para originar o “mosaico da amendoeira” (Savino et al., 1990 in Digiaro e Savino,
1992), induzindo manchas cloréticas acompanhadas por variados graus de nanismo,
apesar do ApMV ser o principal responsavel pelos sintomas tipicos desta virose que

incluem variados padrdes de descoloragdo amarelo brilhante (Digiaro et al., 1992).
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A transmissio do PDV ndo ¢ feita por vector nem pelo contacto entre as plantas,
mas sim por inoculagdo mecénica, por enxertia, e pelo polen, o qual transmite a
infecgdio a semente € a planta polinizada (Fulton, 1985 in Brunt ef al., 1996), e em
muitas espécies de Prunus por semente (Mink e Aichele, 1984). Em amendoeira, a
transmissdo deste virus por via de semente ndo foi significativa pelo teste ELISA. No
entanto, este teste pode ndo ser suficientemente sensivel para detectar o virus no tecido
infectado (Parakh et al., 1995), existindo actualmente testes baseados em transcrigdo
inversa — “polymerase chain reaction” (RT -PCR) que, pela sua maior sensibilidade,
puderam verificar tais resultados. Nomeadamente, o PDV foi ja detectado por RT-PCR
em material micropropagado proveniente de semente germinada in vitro da cultivar
portuguesa Boa Casta (Raquel, 1998).

O PDV apresenta uma distribuigdo geografica mundial e uma vasta gama de
hospedeiros experimentais incluidos em mais de nove familias. Nomeadamente, séo
indicadas para diagnostico as espécies Cucumis sativus, Cucurbita maxima, Sesbania
exaltata, Crotalaria spectabilis, Momordica balsamina, Tithonia speciosa, Phlox
drummondii, Thunbergia alata e Melilotus officinalis, para manutengdo e propagagao,
as espécies Cucurbita maxima cv. Buttercup e Nicotiana occidentalis, para ensaios
envolvendo lesdes locais, as espécies Sesbania exaltata e Crotalaria spectabilis; €
envolvendo toda a planta, a espécie Cucumis sativus (Fulton, 1957 in Brunt et al,
1996). Muitos isolados diferem em termos de sintomatologia e de gama de hospedeiros
herbaceos, sendo alguns mais rapidamente invasivos em Prunus do que outros (Fulton,
1981). Em particular, no caso da amendoeira versus PDV, para a indexagem em estufa
recomendam-se como espécies indicadoras herbaceas Cucumis sativus, € cOmo
indicadoras lenhosas Prunus persica e Prunus serrulata; para a indexagem no campo é
igualmente indicada Prunus serrulata.

Relativamente as propriedades das particulas virais do PDV, podem ser
isodiamétricas de 19-20 nm de didmetro, a baciliformes com comprimentos Superiores a
73 nm, com perfil arredondado (Halk e Fulton, 1978 in Fulton, 1981); tém cinco
componentes de sedimentagdo em preparagdes purificadas — 1138, 758, 815, 855 e 98S -
(Halk ¢ Fulton, 1978 in Brunt et al., 1996); e contém 14% de 4cidos nucleicos, 86% de
proteinas e 0% de lipidos (Fulton, 1985 in Brunt et al., 1996).
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Com base nas relagdes serologicas entre os Ilarvirus, o PDV foi incluido no
subgrupo 4 distinguindo-se dos virus PNRSV e ApMV, ambos incluidos no subgrupo 3
(Murphy et al., 1995). Os virus PDV e PNRSV, ainda que serologicamente distintos,
apresentam propriedades biol6gicas comuns - possuem particulas quasi-isodiamétricas,
infectam uma vasta gama de espécies de Prunus e de outras familias para além das
Rosaceae, encontram-se no polen e na semente, sao transmitidos por enxertia, ¢ durante
a polinizagdo podem causar infecgdo em arvores-mae saudaveis — caracteristicas que

tém contribuido para a sua distribui¢io mundial (Uyemoto e Scott, 1992).

5. OBJECTIVOS DO TRABALHO

Tal como foi referido anteriormente, as cultivares portuguesas de amendoeira em
geral ndo estdo caracterizadas e sdo afectadas por viroses provocadas por llarvirus. Para
preservar os genotipos portugueses, bem como para obter material isento e/ou resistente
aos referidos virus, estdo a decorrer no laboratorio de Engenharia Genética de Plantas
(IBET), em colaboragdo com outros laboratérios, programas que incluem a avaliagio
dos principais virus que afectam a amendoeira, a aplicagio de tratamentos de
termoterapia, quimioterapia e cultura de meristemas isolados para a eliminagdo desses
virus; e a obtengdio de construgdes genéticas para a introdugdio de resisténcia a virus por
transformagdo genética. Neste dmbito, o presente trabalho, desenvolvido no segundo
ano do curso de Mestrado em Melhoramento de Plantas da Universidade de Evora,
pretende dar continuidade aos programas para a eliminagio de viroses em amendoeira
micropropagada, utilizando-se nestes ensaios a cultivar portuguesa Boa Casta. Dado que
frequentemente o material vegetal saido dos programas de saneamento se encontra
ainda infectado por virus, embora com niveis muito baixos e de dificil detecgdo,
procurou-se neste trabalho optimizar os métodos de detecgio e pesquisar estratégias
possibilitando um maior direccionamento dos métodos de saneamento. Uma das formas
de facilitar a detecgdo dos virus ¢ transferir para o solo as plantulas mantidas in vitro.
Em condigdes naturais, verifica-se muitas vezes a proliferagéo dos virus que in vitro nao
sio detectaveis. Assim, o presente trabalho abordou diversas vertentes com 0S

objectivos seguintes:
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Continuagdo dos ensaios de saneamento da amendoeira cv. Boa Casta e
monitorizagio da presenga do virus PDV por métodos moleculares: (a)
optimizagdio dos métodos de imunocaptura/transcrigdo inversa e amplificagdo por
PCR (IC/RT-PCR), e (b) optimiza¢do da extracgdo de RNA bicatenario (RNAds)
seguida de RT-PCR.

Optimizagdo dos processos de enraizamento e aclimatagio para a amplificagdo do
material vegetal, e eventual amplificagio de virus, por forma a facilitar a
monitorizagdo das plantulas tratadas.

Optimizagdo do método de RT-PCR in situ para futura analise da distribui¢do do
PDV nos tecidos meristematicos de amendoeira. O conhecimento da distribui¢io
viral permitira a definicdo das dimensdes adequadas do explante a isolar nos

ensaios de saneamento.

Paralelamente, pretendeu-se dar continuidade a programas de saneamento

previamente iniciados (Raquel, 1998), mantendo in vitro material adulto e juvenil ja

submetido a tratamentos de termoterapia (2Xx), quimioterapia, quimioterapia e

termoterapia, ou derivado de cultura de meristemas de material de campo e

quimioterapia. Este material foi mantido in vitro até serem optimizadas condi¢Oes para

o seu enraizamento.

A produgdo de amendoeiras portuguesas de qualidade e isentas de viroses deverd

traduzir-se a médio e longo prazo no estabelecimento de novos pomares com boas

condigdes de sanidade. A utilizagdo em paralelo de técnicas culturais actualizadas

podera permitir a recuperagdo da produgdo desta cultura tradicional portuguesa e do seu

interesse econdémico.
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1.1. Meétodos de saneamento de viroses

A facilidade de transmiss3o dos Ilarvirus que afectam a amendoeira, aliada a
variedade dos seus hospedeiros, tem realgado a urgéncia de um controlo integrado da
sua dispersdo. A remogdo de focos de infeccdo de PDV e PNRSYV ¢ particularmente
dificil pelo facto destes virus serem transmitidos pelos gréos de poélen e
consequentemente terem uma rapida proliferagdo no campo (Rampitsch et al., 1995). A
solu¢do mais adequada sera a implementagdo de novos pomares com material “isento de
virus” e eventualmente resistente, o que implica o desenvolvimento, entre outros, de
programas de saneamento que envolvam a detecgdo dos virus a eliminar, os ensaios de
saneamento e a confirmacdo do estado de sanidade do material dai resultante (Figura 1).
Para a diagnose viral em amendoeira, a sensibilidade do teste ELISA ndo permitiu em
algumas fases do ano detectar o PDV em material de campo infectado, tendo-se optado
pela optimizagio de um método mais sensivel envolvendo imunocaptura, transcri¢éo
inversa e PCR (IC/RT-PCR). Confirmada a presenga deste virus no material in vitro ndo
tratado (Raquel, 1998), deu-se inicio ao presente trabalho de acordo com os objectivos
pré-estabelecidos (vide I - 5.), pela aplicagdo de diferentes tratamentos para a inibigdo
da replicagdo e possivel eliminagdo de virus.

Por outro lado, existe pouca literatura relacionada com o comportamento dos virus
de arvores de fruto em sistemas in vitro. Factores como a selecgdo espontinea de
rebentos saudaveis como explantes de partida devem ser considerados. Néo obstante,
experiéncias com mais de 30 cultivares de fruteiras mostraram que a selecgdo negativa
espontinea € um acontecimento muito raro. Outros processos de selecgdo sdo induzidos
pela forma de multiplicagdo através do desenvolvimento de rebentos axilares para
atingir um elevado numero de clones idénticos in vitro. Este comportamento depende da
cultivar e do patogéneo e nio é uma regra geral (Knapp et al., 1995).

Tradicionalmente os procedimentos terapéuticos eram aplicados a plantas
envasadas; actualmente procuram-se aplicar a material mantido in vitro (in Spiegel et
al., 1993). O sistema in vitro é mais conveniente para a eliminagdo viral em larga
escala, uma vez que permite a produ¢do em massa de material clonal, podendo fornecer
grande quantidade de plantas “isentas de virus” num tempo relativamente curto, muito
mais rapido do que os métodos de propagagio convencionais (Reil e Sutter, 1996). Com

este objectivo tém sido progressivamente utilizados métodos como sejam a
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termoterapia, a quimioterapia, a micro-enxertia e a cultura de meristemas, tendendo-se a

sua combina¢do numa operagdo com etapas multiplas para aumentar a eficiéncia da

eliminagdo viral.

ARVORES INFECTADAS POR VIRUS Diagnose viral
| |
F

Estabelecimento e manutencéo de rebentos in vitro

Aplicagdo de termoterapia

Cultura de apices meristematicos

'

Formagdo do rebento ——— Diagnose viral

' '

Enraizamento de rebentos <+ Multiplicagdo dos rebentos

|

Aclimatagio das plantulas
provenientes dos ensaios de saneamento Diagnose viral
| i
v

ARVORES-MAE “ISENTAS” DOS VIRUS

:

PROPAGAGAO

Figura 1 — Representacdo esquemadtica das vdrias etapas a atingir durante a produgdo de éarvores de
amendoeira “isentas” dos virus cuja auséncia foi verificada.
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Termoterapia

A termoterapia ¢ um dos métodos mais aplicados para o tratamento anti-viral de
material in vitro, baseando-se no principio de que a replicagdo de muitos virus de
plantas ¢ significativamente reduzida quando a planta hospedeira é cultivada a
temperaturas elevadas. No entanto, pouco se sabe sobre o modo como estas
temperaturas afectam o ciclo de vida do virus ¢ a relagio patogéneo-hospedeiro (Spiegel
et al., 1993; Knapp et al. 1995).

O procedimento da termoterapia envolve a manutengio de plantas ou de parte das
mesmas a uma temperatura elevada (geralmente 36-38 °C), dentro dos limites das suas
tolerancias fisiologicas, por periodos de tempo variando de semanas a meses. No
entanto, periodos de tempo relativamente longos a estas temperaturas geralmente
causam a deterioracdo dos tecidos da planta tratada. Para prevenir tais danos, varios
investigadores tém aplicado com sucesso tratamentos com periodos de alternincia
diarios entre temperaturas reduzidas e elevadas (Walkey e Freeman, 1977, Lozoya-
Saldana e Dawson, 1982), em particular na diminui¢&o do titulo do PNRSV em Prunus
persica (Stein et al., 1991). Aparentemente esta alternincia causa menos “stress” nas
plantas do que a temperatura elevada constante (Spiegel et al., 1993). Lozoya-Saldana e
Dawson (1982) sugerem que a alterndncia permite inibir a multiplicagdo viral a
temperaturas elevadas, e possibilita o crescimento do rebento a temperaturas reduzidas
durante um curto periodo de tempo insuficiente para a recuperagéo da replicagio viral.

Existem muitas espécies infectadas por virus que ndo sdo totalmente labeis pela
termoterapia, pelo que este tratamento é frequentemente combinado com a cultura de
meristemas ou de apices meristematicos. Um dos problemas resultantes da termoterapia
e da cultura de tecidos em geral é a possivel hiperhidratagdo dos rebentos, traduzida
pela hipertrofia celular, aumento dos espagos intercelulares, lenhificagdo reduzida,
tendéncia para o enrolamento, e espessamento das folhas e caules (Pierik, 1987). Este
fendmeno foi verificado anteriormente em amendoeira cv. Boa Casta, como resultado
de tratamentos de termoterapia, ¢ aumentado quando em combinagdo com
quimioterapia (Raquel, 1998). Assim, pretende-se no presente trabalho testar

tratamentos de termoterapia alternativos para minimizar este efeito.
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Quimioterapia

A quimioterapia baseia-se na produgdo de plantas “isentas de virus” pela aplicagdo
de produtos quimicos que inibem ou interferem na replicagdo viral. Os produtos
quimicos podem ser pulverizados ou injectados em plantas infectadas, ou incorporados
num meio de cultura in vitro. Subsequentemente, os apices meristematicos s@o
excisados e regenerados (Schuster, 1988). Long e Cassells (1986) referem que, através
da cultura de meristemas ou de outros explantes na presenca destes produtos, podera ser
possivel manter condigGes inibitoérias durante o tempo suficiente para, com sucesso,
eliminar os virus. Vérios compostos naturais e sintéticos tém sido testados relativamente
ao seu potencial anti-viral em plantas. A investigagdo tem-se concentrado em dois
nucledtidos analogos — ribavirina (virazole) e 5-dihidro-azauracil (DHT), ¢
recentemente num composto derivado do DHT, diacetil-dihidro-5-azauracil (DA-DHT)
(Schuster, 1988). No caso da macieira, a ribavirina tem-se revelado particularmente
eficaz na inibigdo da replicagdo dos virus ApMV e “Apple Chlorotic Leaf Spot Virus
(ACLSYV) (Hansen, 1985; Hansen, 1988). O sucesso do uso de agentes anti-virais para
eliminar virus de uma planta tem sido limitado, possivelmente devido a intima relagio
entre o metabolismo do virus e o da planta (Horst € Cohen, 1980). Em particular em
amendoeira cv. Boa Casta, os viricidas aplicados induziram elevadas percentagens de
hiperhidratagio (Raquel, 1998), pelo que ndo foi aplicado qualquer tratamento de
quimioterapia no presente trabalho. No entanto, novos compostos estdo constantemente
a ser desenvolvidos, e combinagdes de varios deles poderdo eventualmente permitir a

eliminagdo dos Ilarvirus que afectam esta cultivar.
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Cultura de Meristemas

A cultura de meristemas envolve a excisdo de um apice meristematico em conjunto
com um ou dois primérdios foliares da planta - o tamanho minimo dos &pices excisados
varia com as diferentes espécies de plantas e virus — conjunto esse posteriormente
cultivado num meio nutritivo in vitro. Tem sido indicada como um método de
saneamento eficaz que garante simultaneamente a estabilidade genética e a produgdo em
larga escala (Kartha, 1984 in Kartha, 1986; Long ¢ Cassells, 1986; Ribas e Zanette,
1992). No entanto, ainda ndo foram esclarecidos quais os mecanismos que permitem a
eliminagiio dos virus dos tecidos meristematicos. Segundo Pierik (1987), inicialmente
sugeriu-se que ha competi¢io nas células do tecido meristematico entre a produgédo de
particulas virais e a produgio de componentes celulares. E igualmente possivel que seja
a auséncia de elementos vasculares no meristema a dificultar significativamente o
transporte das particulas virais (Quak, 1966), hipotese explicativa que continua a ser
adoptada por alguns autores. Outros sugeriram que as fortes concentragdes auxinicas
encontradas nos meristemas inibem a replicagio dos virus (Quak, 1977). Mellor e
Stace-Smith (1969) propuseram a auséncia nos tecidos meristematicos de enzimas que
seriam essenciais para a multiplicagdo viral, e Martin-Tanguy ef al. (1976) sugeriram a
presenga de inibidores naturais.

Alguns autores salientam a dificuldade no isolamento do meristema, prejudicando
frequentemente a sua integridade (Gribaudo ef al,, 1997), e o efeito da sua reduzida
dimensio no vigor dos tecidos, nomeadamente pelas reduzidas taxas de
estabelecimento, crescimento e propagagdo (Lankes, 1995). Roux (1987) refere que em
muitas espécies é impossivel excisar um explante suficientemente pequeno para garantir
a auséncia de doenga viral e simultaneamente assegurar a formag@o de plantulas.
Perante estes factos e, atendendo a reduzida percentagem de sobrevivéncia dos
meristemas isolados a partir de material in vitro em amendoeira cv. Boa Casta (Raquel,
1998), optou-se neste trabalho pela aplicagdo de termoterapia seguida do isolamento de
apices vegetativos em material in vitro, enquanto se tentava avaliar a necessidade de se
recorrer a dimensdes muito reduzidas para assegurar a eliminagdo dos virus (vide III,

RT-PCR in situ para detectar virus no apice vegetativo).
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Apos a fase da terapia, podem ainda existir titulos indetectaveis de virus. Por este
facto, varios autores recomendam a manutencdo das plantas em crescimento por um
periodo de tempo prolongado, para permitir que tais titulos atinjam niveis detectaveis.
Esse tempo de espera pode variar com a planta hospedeira, os virus, € a localizagdo
geografica (Spiegel e al, 1993; Lankes, 1995). Deste modo, a eficicia dos
procedimentos aplicados neste trabalho para a eliminagdio dos Ilarvirus s6 pode ser
avaliada apos repetidos testes de detecgdo durante um periodo de tempo a ser

determinado empiricamente.

1.2. Enraizamento e aclimatacio em amendoeira

No presente programa de saneamento, o enraizamento € a aclimatag@o sdo passos
fundamentais para o estabelecimento dos rebentos tratados no solo, mesmo que se
pretenda posteriormente a enxertia destas plantas em porta-enxertos adequados.

O enraizamento resulta de um complexo de processos bioquimicos e fisiologicos
influenciados por diversos factores. Em particular, o enraizamento in vitro ¢€
influenciado por factores genéticos, juvenilidade, reguladores de crescimento,
compostos fenélicos, qualidade prévia dos rebentos de sub-culturas anteriores,
actividade peroxidasica, fotoperiodo, intensidade e qualidade da luz, entre outros
(Nemeth, 1986 in Rugini ef al., 1993). As auxinas exercem uma forte influéncia na
organizagio de meristemas que originam 6rgdos definidos como as raizes; em tecidos
organizados, as auxinas parecem ser OS principais determinantes na indugdo de raizes
(Gaspar et al., 1996). Neste dmbito, para a indugdio de enraizamento tém sido utilizadas
tanto auxinas existentes naturalmente nas plantas, como sejam o acido indol-3-acético
(IAA) ou o 4cido indol-3-butirico (IBA), como auxinas sintéticas por vezes com maior
actividade, como é o caso do acido 1-naftalenoacético (NAA) e do 4acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) (Gaspar et al., 1996).

Muitas espécies lenhosas tém dificuldade em enraizar por métodos convencionais
ap6s o estado juvenil. Na amendoeira, o enraizamento é particularmente dificil, tanto in
vivo como in vitro, neste Gltimo caso apenas bem sucedido para algumas cultivares
(Rugini, 1987; Rugini, 1993; Caboni ¢ Damiano, 1994). Por outro lado, tem sido

demonstrado em amendoeira que o processo de enraizamento € estritamente dependente
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do genotipo (Rugini ¢ Verma, 1983; Caboni e Damiano, 1994; Caboni et al., 1997). Em
Prunus ssp., para a mesma cultivar, a escolha da auxina e respectiva concentragdo para
a inducdo de enraizamento difere com as condigdes de cultura especificas utilizadas em
cada laboratério (Druart, 1992). Dada também a escassez de literatura disponivel sobre
enraizamento em amendoeira, surgiu a necessidade de definir condi¢des adequadas para
o enraizamento de rebentos micropropagados.

Existem condi¢des que tém sido indicadas como geralmente favoraveis ao
enraizamento de algumas espécies de lenhosas, € de Prunus em particular.
Nomeadamente, o prévio alongamento dos rebentos ¢ favoravel ao enraizamento de
Prunus ssp. (Druart, 1992) e de amendoeira (Rugini, 1986). A escuriddo durante a
primeira semana da fase de enraizamento € frequentemente essencial para estimular o
enraizamento em vérias espécies lenhosas (Sriskandarajah et al., 1982; Rugini e Verma,
1983; Rugini ef al., 1993). Na amendoeira, a escuriddo pelo menos da parte basal do
rebento parece ser essencial para a formagdo de raizes (Rugini ef al., 1993). A
actividade auxinica pode ser aumentada por compostos fentlicos inibidores da oxidase
do IAA, nos quais se incluem o floroglucinol, o catecol, o acido clorogénico e a rutina
(Gaspar et al., 1996). Recentemente, de Klerk et al. (1995) identificou o enraizamento
adventicio em rebentos de macieira como um processo envolvendo fases distintas —
desdiferenciago, indugdo e diferenciagdo - cada uma com os seus requisitos, e sugeriu a
remogdo da auxina do meio indutor apés a formagdo dos primérdios radiculares,
propondo que o efeito prejudicial desta hormona se deve, pelo menos parcialmente, a
estimulagio da sintese de etileno. Com base nestes dados, no presente trabalho os
ensaios para a optimizagdo do enraizamento envolveram a indu¢do hormonal, no escuro,
de rebentos apresentando alongamento de entrends, durante um periodo determinado,
findo o qual foram transferidos para um meio sem qualquer auxina e num dos ensaios

suplementado com floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenzeno).

1.3. Métodos de detecgdio viral

Os sintomas observados em arvores de fruto, hospedeiros-teste herbaceos e espécies
indicadoras lenhosas pode variar significativamente, dependendo da estirpe ou do

isolado do virus. Certos produtos quimicos ou patogéneos nio relacionados com virus
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podem causar sintomas “virus-like” (Uyemoto e Scott, 1992). A diagnose pode ainda
ser dificultada nos casos de virus instaveis, estirpes desconhecidas, ou virus em plantas
lenhosas. Deste modo, enquanto que algumas viroses podem ser diagnosticadas pelos
sintomas, é prudente analisar amostras representativas por métodos mais precisos, de
acordo com os virus e o hospedeiro em causa. Por vezes € necessario utilizar mais do
que um método, para aumentar a informagdo e a confianga no diagndstico. o
diagnostico baseado na utilizagdo de plantas indicadoras — indexagem biologica - €
pouco seguro porque as reacgdes € sintomas de uma planta variam consoante as
condigdes ambientais, cultivares da planta, e estirpes do virus, para além de ser bastante
moroso. No caso dos Ilarvirus PDV e PNRSV, um dos testes mais sensiveis € a
indexagem biologica em Prunus serrulata Lindl. cv. Shiro-fugen, o qual ndo diferencia
o PDV do PNRSV (Parakh et al., 1995). Outros métodos, como sejam a microscopia
electrénica e detecgdo dos acidos nucleicos virais através de sondas radioactivas podem
ndo ser praticos para alguns laboratorios. Os métodos seroldgicos tém sido os mais
utilizados por serem simples e praticos, destacando-se o teste ELISA que desde o seu
desenvolvimento para a virologia de plantas (Clark e Adams, 1977) tem sido o teste de
diagnose mais amplamente usado para virus para os quais existam anti-soros
disponiveis (Spiegel et al., 1993). Nomeadamente, a variante DAS-ELISA tem sido
aplicada em estudos epidemiologicos e monitorizagdo de infecgdes em plantas com
interesse economico. No entanto, a confianga nos resultados do ELISA reduz-se ao
periodo da Primavera, estago de crescimento durante a qual os virus apresentam um
titulo mais elevado (Barbara, 1980; Clark et al., 1976), sendo pouco eficaz na detecgdo
de baixos titulos virais (Nolasco, 1993). No caso dos virus PDV e PNRSV, os
resultados do ELISA podem ser inconclusivos devido a variagdo antigénica que
apresentam, & reduzida concentragdo em que se encontram na maioria das arvores, € a
flutuacdes nas concentragdes dos virus na arvore (Scott et al., 1992b). Dos métodos de
deteccdo baseados em hibridagdo molecular, destaca-se a hibridagio “dot-blot” (DIBA),
cuja sensibilidade é comparéavel a do teste ELISA (in Candresse et al., 1995b) e evita 0s
problemas relacionados com os diferentes serotipos do virus a detectar. As técnicas de
“immunotissue printing” (Lin ef al., 1990; Knapp et al, 1995) sdo rapidas e ndo tém
grandes exigéncias de material, mas nem sempre atingem uma sensibilidade comparéavel

3 dos testes ELISA ou DIBA (in Candresse ef al., 1995b). Os métodos baseados na
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amplificagdo genomica tém vindo a conquistar um lugar de destaque na deteccdo viral,
nomeadamente: “Polimerase Chain Reaction” (PCR) (Saiki et al., 1985), “Self-
Sustained Sequence Replication” (3SR) (Guatelli ez al., 1990), “Nucleic Acid Sequence
Based Amplification” (NASBA) (Davey e Malek, 1989), “Strand Displacement
Amplification (SDA) (Walker et al,, 1992), “Ligation Activated Transcription” (LAT)
(Schuster et al., 1995) (in Nolasco, 1996).

A técnica de PCR baseia-se na amplificagdo enzimatica rapida e altamente
especifica de uma determinada sequéncia de DNA, utilizando uma DNA polimerase
termo-estavel dirigida por iniciadores especificos. O produto obtido deste processo
ciclico ¢ separado por electroforese em gel, podendo ser identificado por sondas
especificas de cDNA. Com a sua relativa simplicidade e sensibilidade, o método de
PCR permite detectar quantidades minimas de virus em tecidos vegetais. No entanto, a
sua aplicagdo requer o conhecimento de sequéncias virais para a sintese de iniciadores
adequados (in Spiegel et al., 1993). Para muitos virus de RNA em plantas, a técnica
envolvendo transcri¢io inversa-PCR (RT-PCR) mostrou ser muito mais eficaz do que o
teste ELISA, especialmente quando o titulo do virus € baixo ou quando ndo estdo
disponiveis antisoros de boa qualidade (in Mackenzie et al., 1997). Com base nestes
resultados, foram desenvolvidos no presente trabalho dois métodos envolvendo RT-
PCR para detectar o PDV, utilizando iniciadores especificos para o gene da capside

proteica deste virus.

1.3.1. O método IC/RT-PCR para a deteccéo do PDV

Recentemente tém sido descritos varios métodos para a preparagdo de amostras de
plantas para PCR (Wetzel et al., 1991; Singh e Singh, 1997; Thomson ¢ Dietzgen,
1995). O mais simples baseia-se na introdugdo do tecido vegetal directamente na
mistura de reac¢do de PCR (Berthomieu e Meyer, 1991 in Thomson e Dietzgen, 1995).
No entanto, varios extractos de plantas tém mostrado conter substancias que inibem essa
reacgdo (Vunsh et al., 1991; Singh e Singh, 1996). Para ultrapassar esta questdo, os
métodos de detecgdio baseados em PCR tém sofrido melhoramentos tanto ao nivel da
preparagio da amostra como da especificidade da reac¢do de amplificagio. E o caso dos

métodos de extracgdo de RNA com a utilizagdo de compostos como sacarose, albumina
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de soro bovino (BSA), polivinilpirrolidona (PVP), acido ascorbico, 2-mercaptoetanol,
dodecil sulfato de sodio (SDS) e acetato de potassio (Rowhani er al., 1993); com
passagem do extracto por uma coluna Sephadex (Vunsh ef al., 1991); com a utilizagdo
de kits para extracgdo de RNA disponiveis no mercado (Mackenzie ef al., 1997); ou
utilizando a resina comercial “GeneReleaser™ quelante de compostos polifendlicos
(Levy et al., 1994.). No caso do PDV, esta resina foi aplicada com sucesso em conjunto
com a precipitagdo por polietileno glicol (PEG) em alternativa ao etanol (Parakh et al,,
1995). O método IC/RT-PCR ¢ outro importante desenvolvimento, uma vez que a
maioria dos virus de plantas com importancia econémica possuem genomas de RNA.
Nomeadamente, este tem sido descrito como um dos métodos para atenuar os efeitos de
substancias inibidoras do PCR (Wetzel et al., 1992; Minafra e Hadidi, 1994; Candresse
et al., 1995a; Mackenzie et al., 1997).

O IC/RT-PCR envolve (i) imunocaptura dos virus — concentragdo € purificagdo
parcial do virus por anticorpos adsorvidos a uma fase solida, (ii) transcrip¢do inversa e
“polymerase chain reaction” (PCR), e (iii) quantificagdo dos produtos amplificados. A
preparagio das amostras € muito simples, semelhante a do teste ELISA. A aplicagdo da
imunocaptura dispensa uma etapa especifica para a ruptura da capside viral, uma vez
que a actividade da transcriptase inversa é por si s6 capaz de extrair o RNA viral dos
virides desestabilizados nesta etapa (Wyatt, 1993). Esta etapa € compativel com a
conjugagio de RT ¢ PCR num s6 passo, tanto nos compartimentos de microplacas
(Nolasco et al., 1993; Kokko et al, 1996) como em tubos para PCR (Candresse ef al.,
1995a; Raquel, 1998). Os tecidos vegetais variam quer na facilidade com que o acido

.....

nucleico viral pode ser liberto, quer na presenga de factores inibitorios (Thomson €
Dietzgen, 1995), ambas as propriedades podem variar numa mesma cultivar (Singh, ndo
publicado in Singh, 1998). Os factores que influenciam a libertagdo do acido nucleico
incluem a espessura e composi¢do da parede celular vegetal, a presenca de
polissacaridos como o amido e de metabolitos secundarios reactivos como 0s compostos
fenélicos. Os virus variam também no tipo de tecidos que infectam, na sua distribuigdo
irregular pelo tecido, no tipo de infecgdo - sistémica ou localizada — e na variagio da
concentragdo viral em varios 6rgios, como sejam as folhas versus raizes (Vunsh et al.,
1991; Thomson e Dietzgen, 1995; Singh e Singh, 1996). Tem sido igualmente

demonstrada a importincia da composigio e do pH do tampdo de extracgdo, da
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temperatura de incubagdo e do tempo de libertagdo do virus do material vegetal
(Thomson e Dietzgen, 1995).

O IC/RT-PCR tem vantagens relativamente a outros métodos envolvendo RT-PCR
ou hibridagdo molecular: elevada sensibilidade, aumentada pelo passo de imunocaptura
seguido de amplificagio por RT-PCR, elevada especificidade devido a combinagdo da
captura de anticorpos especificos para o virus com a especificidade dos iniciadores, € a
detecgdo viral directamente nos extractos vegetais, eliminando a necessidade da |
extracgdo dos 4cidos nucleicos (Jacobi et al., 1998). Comparativamente ao teste ELISA,
o presente método aumenta a sensibilidade da detecgdo em varias ordens de magnitude
(Wetzel et al., 1992; Candresse et al., 1995a; Rowhani et al., 1995; Jacobi et al., 1998).
Por outro lado, o método requer elevada competéncia técnica e a utilizac3o do gel de
electroforese reduz o potencial de automatizagdo, questdo ultrapassada por exemplo
pela aplicagdo de protocolos de detecgdo por espectrofotometria (Holland ez al., 1991 in
Nolasco, 1996). A sensibilidade da detecgdo por PCR pode ser melhorada amplificando
fragmentos relativamente pequenos (Rosner ef al., 1997, Singh e Singh, 1997). Para a
detecgdo por electroforese dos produtos de amplificagdo, as sequéncias com 200pb a

600pb tém mostrado ser as mais adequadas (in Nolasco, 1996).

1.3.2. Extracciio de RNA bicatenario para RT-PCR

No 4mbito da detec¢do de virus, tém sido desenvolvidos métodos para o isolamento
e analise de RNAds viral em plantas (Morris € Dodds, 1979; Bar-Joseph et al., 1983;
Jordan et al., 1983; Morris et al., 1983; Valverde ef al., 1990; Carvalho e Pereira, 1997).
Os virus RNA de cadeia simples (RNAss) representam cerca de 90% de todos os virus
de plantas conhecidos. Durante a sua replicagdo nas células vegetais, 0 RNAds ¢
produzido como produto intermediério, sendo designado por forma replicativa (FR), e
estd consistentemente presente quando uma planta ¢ infectada por um virus RNAss,
independentemente do hospedeiro em causa. Estes RNAds sio muito resistentes a
degradagdo enzimatica, sendo a técnica de detecgdo de RNAds apropriada para virus .
instaveis (in Valverde et al., 1990) como € o caso do PDV. A analise de RNAds
“convencional” baseia-se no isolamento de RNAds especificos a partir do tecido da

planta infectada e na sua separagdo por electroforese em gel, normalmente de
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poliacrilamida a 6% ou de agarose a 1,0-1.5%, o qual ¢é posteriormente corado €
observado (in Valverde et al., 1990; in Spiegel et al., 1993). Esta analise ¢ um réapido
instrumento de deteccio de virus ndo caracterizados ou cujo estado em que se
encontram ainda é desconhecido (in Spiegel et al., 1993). No entanto, podem surgir
falsos-positivos ou falsos-negativos devido a presenca de RNAds ndo virais em plantas
saudaveis, 4 aparente auséncia de um perfil de RNAds em alguns virus, € a presenca de
componentes da planta hospedeira que podem interferir com a extracgdo do RNA
(Valverde et al., 1990). De facto, as plantas podem conter virus de RNAds, formas
replicativas de RNA satélite, ou RNAds de origem desconhecida (RNAds celular)
(Jordan et al., 1983, Valverde et al., 1986), sendo necessaria a confirmagdo dos
resultados negativos por outros métodos para que o material seja considerado “isento”
do virus (in Spiegel et al., 1993). A combinagdo de extracgio do RNAds com a técnica
de RT-PCR evita este problema uma vez que so6 ¢ amplificado o fragmento flanqueado
pelos iniciadores fornecidos. A avaliagio desses resultados evita os problemas da
interpretago do padrio de bandas de RNA quando o método ndo envolve a RT-PCR.
Um dos principais factores limitantes da aplicagdo da técnica de PCR no
diagnéstico de rotina reside no isolamento de acidos nucleicos de boa qualidade, isentos
de inibidores da reacgio de PCR, como é frequente no caso de plantas lenhosas como a
videira e muitas cultivares de Malus, Prunus e Pyrus. A extrac¢do do RNAds reduz os
contrario da imunocaptura, permite guardar o extracto obtido a -20°C por tempo
indeterminado pelo facto do RNAds ser muito estavel. Considerando a provavel
variabilidade do titulo viral nos tecidos infectados, a combinac¢do da extracgdo de
RNAds com a técnica de RT-PCR tem um nivel de sensibilidade comparavel ao obtido

por IC/RT-PCR (Wetzel et al., 1992; Mackenzie et al., 1997).
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2.1. Estabelecimento e manutencio de culturas in vitro

2.1.1. Preparacio de stocks, meios de cultura e material acessorio

Os meios de cultura para material juvenil (MJ) e para material adulto (MA)
utilizados no decorrer deste trabalho (vide Tabela 1) foram preparados a partir das
solucdes stock seguintes:

» Macronutrientes, micronutrientes e fonte de ferro do meio Murashige e Skoog

(1962) - solugdo concentrada 10x
» Vitaminas do meio Murashige e Skoog (1962) - solugdo concentrada 500x

= Fitorreguladores IBA e N°benzilaminopurina (BAP) — 1 mg/ml.

Estas solugdes foram mantidas numa cdmara frigorifica a 4°C, ou a -20°C no caso das
vitaminas ou das solugdes de utilizagio pouco frequente. Para preparar os meios MJ e
MA, utilizaram-se as solugdes stock nas proporgdes indicadas na Tabela 1, as quais se
adicionaram sacarose 20% e 4gua bidestilada. O pH foi corrigido para 5,7, por adigdo de
solugdes de NaOH e de HCI, e o meio solidificado por adigdo de agar na concentragdo
de 7g/1 cozido em forno de microondas. Os meios assim preparados foram distribuidos
por boides (aproximadamente 50 ml por boido com 8 cm de didmetro e 9 cm de altura),
ou tubos (10 ml por tubo com 3 cm de didmetro e 13 cm de altura). Alternativamente,
foram armazenados 500 ml em garrafas de 11 para posterior distribuicio por boiGes
previamente esterilizados. Todos os meios foram esterilizados por autoclavagem a
121°C, 1 atm durante 20 min.

O material vegetal foi assepticamente manuseado em cdmara de fluxo laminar
horizontal, utilizando material de dissecgdo — bisturis € pingas — esterilizado por imersdo
em etanol a 96% seguida de flamejamento.

Todo o material de vidro utilizado ao longo deste trabalho foi esterilizado a seco em
estufa a 120°C durante 1h, tendo sido previamente protegido por papel de embrulho ou

folha de aluminio.
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Tabela 1 - Composigio dos meios de cultura baseados no meio de Murashige e Skoog (MS)
(1962) utilizados na micropropagagio de rebentos da cv. Boa Casta, provenientes de material de

campo adulto (MA) e material juvenil (MJ) (Miguel, 1996).

Macronutrientes

Micronutrientes MS =
Vitaminas

Fonte de Ferro

Fonte de carbono

Sacarose (g/1) 20 =
Fitorreguladores

IBA (mg/t) 0,01 =

BAP (mg/l) 0,3 0,8
Agar

Microagar (g/l) 7.0 =
pH 57 =

2 1.2. Estabelecimento in vitro de material de campo

Para o isolamento de material adulto, foram colhidos durante a Primavera do ano de
1998 ramos jovens de arvores da cultivar portuguesa de amendoeira Boa Casta no
Centro de Investigagio Agraria de Tavira. Estes ramos foram imediatamente
transportados numa mala térmica para o laboratorio, onde foram conservados numa
camara frigorifica a 4°C até 4 sua utilizag8o. No dia seguinte, procedeu-se a desinfecgdo
superficial destes ramos. As folhas de cada ramo foram removidas com o auxilio de
uma tesoura. Os ramos foram lavados suavemente em agua corrente com o auxilio de
uma escova (em sentido contrario ao do crescimento dos meristemas), seccionados em
porgdes com cerca de 10 cm as quais foram imersas numa solugdo de detergente
comercial diluido em agua bidestilada (10 gotas de detergente/l de 4gua), por um
periodo ndo superior a 25 min. Seguidamente, este material vegetal foi transferido para
um ambiente estéril — cimara de fluxo laminar ~ onde foi imerso numa solugdo de

etanol a 70% durante cerca de 30 s, e posteriormente transferido para uma solugdo de
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lexivia “Domestos 3” diluida 10x em agua bidestilada estéril. Ao fim de 30 min, o
material vegetal foi lavado 3x 5 min em 4gua destilada estéril. Finalmente, cada
segmento nodal foi isolado em condigdes de assépsia e inoculado verticalmente em

tubos de cultura contendo meio MA estéril.

2.1.3. Micropropagagéo de rebentos

Os rebentos regenerados a partir dos nds esterilizados foram transferidos para boides
(5-7 por boido) contendo meio MJ. Os rebentos provenientes de améndoas germinadas
in vitro - material juvenil — foram obtidos pela sub-cultura de rebentos gentilmente
cedidos por C. Miguel.

Apos o estabelecimento in vitro quer do material adulto quer do juvenil, os
respectivos rebentos foram sujeitos a sub-culturas de 21 dias em meio MJ fresco, numa
camara a 2242 °C, sob lampadas fluorescentes de luz branca (Sylvania GRO-LUX F 36
W (GRO)) com 20-30 pmol fotdes.m™>.s™, sob fotoperiodo de 16h. Para amplificar o
material adulto in vitro, inicialmente os respectivos rebentos foram submetidos a sub-

culturas alternadas nos meios MJ e MA.

2.2. Ensaios de saneamento de doencas virais

2.2.1. Termoterapia

Ao longo deste trabalho foram realizados os ensaios de termoterapia A, B,C,D,E e F
em rebentos provenientes de material juvenil da cv. Boa Casta (Tabela 2).

Inicialmente, estes rebentos foram transferidos dos frascos para tubos de cultura
com meio MJ — sub-cultura antecedente do primeiro tratamento (T), e igualmente
mantidos em cimara a 22+2 °C sob fotoperiodo de 16h. Todos os tratamentos de
termoterapia foram efectuados numa cdmara de termoterapia programada para 8h de
escuro a 3122 °C e 16h de luz a 38 +2 °C. No final de cada tratamento de termoterapia,
a porgdo apical do rebento desenvolvida durante o tratamento (apice vegetativo com

cerca de 1mm acompanhado por 2 folhas) foi transferida para meio fresco.voltando a
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camara de cultura in vifro a 2242 °C, onde foi sujeita a 3 sub-culturas de 21 dias para
possibilitar o estabelecimento adequado das culturas, a proliferagdo dos rebentos e a
colheita de folhas para a detecgdo viral.

No ensaio A, 11 plantulas sofreram uma sub-cultura de 10 dias, ap6s o que foram
transferidas para meio MJ fresco e colocadas numa estufa adaptada para termoterapia,
durante 16 dias. No final deste primeiro tratamento, a por¢o apical das plantulas
sobreviventes foi seccionada em esterilidade e transferida para meio MJ fresco. Cada
uma destas porgdes soffeu sucessivamente trés sub-culturas de 21 dias em condigdes
normais de micropropagagdo (vide 2.1.3.), apbs o que se procedeu a um segundo ciclo
de sub-cultura de 10 dias + tratamento de termoterapia de 16 dias, em condigdes
idénticas ao primeiro.

No ensaio B, 18 plantulas foram sujeitas a uma sub-cultura de 21 dias, ap6s o que
foram transferidas para meio MJ fresco e colocadas na estufa de termoterapia, durante
20 dias. No final deste primeiro tratamento, o procedimento foi analogo ao do ensaio A,
submetendo-se as plantulas a um segundo ciclo de sub-cultura de 21 dias + tratamento
de termoterapia de 20 dias.

Apoés a observagio de que no ensaio A/l°tratamento, a percentagem de
sobrevivéncia das plantulas foi maior do que a do ensaio B mas inferior a 90%,
procedeu-se ao ensaio C. Neste tltimo, 18 plantulas foram sujeitas ao procedimento do
ensaio A alterado - diminuiu-se para 7 dias a duragdo da sub-cultura precedente a cada
tratamento de termoterapia. Os ensaios D, E e F basearam-se no procedimento do ensaio
C com algumas variagdes. No ensaio D, apenas o apice de cada uma das 18 plantulas foi
sujeito aos tratamentos de termoterapia, utilizando-se o meio de cultura proposto por
Druart para induzir a formagio de “multi-4pices” (Druart, comunicagdo pessoal, 1998).
Este meio foi utilizado para tentar melhorar o processo de regeneracgéo dos rebentos a
partir destes apices. No ensaio E, este mesmo meio foi utilizado apenas na 1* sub-
cultura apos a termoterapia. No ensaio F, a duragdo de cada tratamento foi de 20 dias
em vez de 16 dias.

Como controlos, foram mantidos rebentos ndo sujeitos a qualquer tratamento em

meios de cultura idénticos aos dos rebentos tratados.
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Tabela 2 — Etapas principais dos ensaios de termoterapia em rebentos provenientes de material
juvenil da cv. Boa Casta. Quando ndo se refere o meio de cultura utilizado, significa que o
'material foi mantido em meio MJ. (Sc(s) — Sub-cultura(s); T —Tratamento).

A 2) Tsolamento da porgio apical |  16dias |a) Isolamento da
b) 3 Scs. de 2l dias porgéo apical
c) 18Sc.del0dias b) Scs. de21 dias

B 21 dias 20 dias a) Isolamento da porgdo apical 20 dias a) Isolamento da
b) 3 Scs. de21 dias porgdo apical
c) 18Sc.de2l dias b) Scs. de21 dias

C 7 dias 16 dias a) Isolamento da porgdo apical 16 dias a) Isolamento da
b) 3 Scs. de21 dias porgéo apical
c) 18Sc.de7dias b) Scs. de21 dias

D 7 dias 16 dias— [a) 3 Scs.de2l dias 16 dias— | Scs. de 21 dias

apicesem |b) 1 Sc.de7 dias apices em
meio Druart meio Druart

E 7 dias 16 dias a) Isolamento da porgdo apical 16 dias a) Isolamento da

b) 1 Sc. de21 dias em meio porgéo apical
Druart b) 1 Sc.de21 dias

¢) 2 Scs.de2l dias em meio Druart
d) 1 Sc.de7dias ¢) Scs. de 2l dias

F 7 dias 20 dias a) Isolamento da porgdo apical 20 dias a) Isolamentoda
b) 3 Scs. de2l dias porgao apical
¢) 18Sc.de7dias b) Scs. de21 dias
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2.2.2.Cultura de meristemas de material de campo

O isolamento de meristemas de material adulto foi efectuado a partir de material
preparado e esterilizado de forma idéntica a utilizada para o isolamento de segmentos
nodais (vide 2.1.2.). No final da desinfec¢do, o material vegetal permaneceu numa
solugdo de acido ascorbico Smg/l até ao isolamento dos meristemas. Entretanto, a lupa
foi parcialmente esterilizada por lavagem com etanol a 96% e colocada na cimara de
fluxo laminar horizontal para se proceder ao isolamento dos meristemas. Para este
efeito, utilizaram-se nos individualizados fazendo um escalpe sob o respectivo gomo ¢
retirando as escamas basais do gomo. As restantes bracteas € 0s primordios foliares
foram retirados com o auxilio do bisturi e da pinga por observagdo a lupa (25x), até a
remogdo do meristema em conjunto com OS dois primérdios foliares adjacentes. O
meristema foi excisado segundo um corte concavo uma vez que 0s tecidos subjacentes
s30 necessarios para assegurar a sua sobrevivéncia. Foi dada uma atengdo especial a
rapidez na fase inicial do isolamento do meristema, uma vez que dela depende o grau de
desidratacdo e de oxidagdo dos tecidos que podem inviabilizar a regeneragdo. Estes
meristemas foram transferidos e mantidos individualmente durante uma sub-cultura de
21 dias em placas de cultura de tecidos de 24 pogos (Nunc “multidish™) com cerca de
1ml de meio indutor de “multi-apices”. Apos desenvolvimento, os meristemas foram
transferidos para meio MJ. Durante os primeiros 3 dias de cultura, os meristemas
isolados foram mantidos no escuro para evitar a oxidac@o (George e Sherrington, 1984
in Ribas e Zanette, 1992), ap6s o que foram transferidos para as condi¢des normais de

fotoperiodo e de temperatura utilizadas na micropropagaggo (vide 2.1.3.).
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2.3. Enraizamento e aclimatacio das plantas resultantes dos programas de

saneamento

Os ensaios de enraizamento de rebentos micropropagados foram realizados com
material juvenil propagado a partir de uma semente germinada in vitro, obtida por
polinizagdio aberta da cultivar portuguesa Boa Casta. O material foi estabelecido in vitro
em Margo de 1993 por C. Miguel. Apesar de terem sido estabelecidas culturas a partir
de varias sementes, para evitar situagdes de variabilidade entre germinantes, estes
ensaios foram realizados sempre com rebentos do mesmo clone, ou seja, proveniente de
uma unica semente.

Tendo sido verificado previamente por C. Miguel que, ao contrario do que sucede
noutras lenhosas, em amendoeira ndo ha formagdo de raizes na auséncia de uma auxina
no meio de cultura, tal condi¢do nfo foi testada para enraizamento no presente trabalho.

Os rebentos foram mantidos em meio de micropropagagdo MJ e sujeitos a sub-
culturas de 21 dias. Inicialmente foram realizados sete ensaios diferentes (Ei a E7)
idealizados por C. Miguel com base em dois métodos previamente descritos por Collet e
Le (1987) — “Brief Induction Pretreatment” (BIP) e “Long Initiation Pretreatment”
(LIP). Em cada ensaio foram utilizados 20 rebentos com 21 dias de sub-cultura € com
alongamento dos entrends, os quais foram sujeitos a indugéo hormonal em meio s6lido
suplementado com uma auxina — IAA ou IBA — com diferentes concentragdes e periodo
de aplicagio, no escuro. Nomeadamente, O pH foi ajustado para 5,8 e o meio
solidificado com agar 7g/1 ou gelrite 2g/l. Seguidamente, 0s mesmos rebentos foram
transferidos para um meio sem hormonas a luz (vide Tabelas 3 e 4). As culturas foram
mantidas nas mesmas condi¢des de temperatura, fotoperiodo € intensidade luminosa
utilizadas na micropropagagdo. Durante os 21 dias apds o inicio dos tratamentos
hormonais, efectuaram-se observagdes periddicas em relagdo aos seguintes parametros:
percentagem de enraizamento, numero de raizes por rebento enraizado, comprimento
médio das raizes, e percentagem de necrose apical.

Numa fase posterior, efectuaram-se seis novos ensaios em paralelo com os
respectivos controlos. Os ensaios Eg e Eo corresponderam a um “tratamento de choque”
hormonal — meio liquido com uma concentragdo muito elevada de auxinas durante
1min. Nos ensaios Ear € Ear, 0 IAA e o IBA, respectivamente, foram esterilizados por

filtragdo em lugar de serem autoclavados, no sentido de verificar, por comparagdo com
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E, ¢ Eq, a possibilidade do IAA ou do IBA terem sido significativamente inactivados
com a autoclavagem do meio de cultura, afectando os resultados finais. No ensaio Eag
os rebentos ndo passaram pelo meio de cultura contendo gelrite, para verificar se a
auséncia deste passo influenciaria significativamente o0s resultados. Finalmente, foi
testado o efeito do floroglucinol apés o “choque” hormonal no E4, numa tentativa de
induzir a formagdo de raizes secundarias (James e Thurbon, 1981 in Trindade e Pais,
1997). Para tal, este composto foi esterilizado por filtragdo e adicionado na
concentragdo Smg/l aos meios de cultura Espe Esc apos a autoclavagem, antes do meio
solidificar.

Os resultados dos ensaios de enraizamento foram sujeitos a tratamento estatistico.
Os dados relativos & percentagem de enraizamento foram analisados pelo teste-t; os
relativos ao namero de raizes por rebento enraizado e ao comprimento médio das raizes
foram analisados (1) pelo teste de Bartlett para verificar a homocedasticidade (igualdade
das variancias), (2) pela andlise de varidncia (ANOVA) para testar se as médias
calculadas foram significativamente diferentes, e (3) pelo teste de comparagdes
multiplas de Scheffé para detectar essas diferencas (P < 0,05).

A experiéncia seleccionada (E+/IBA autoclavado) foi aplicada a rebentos a) ndo
sujeitos a qualquer tratamento (controlo), b) previamente sujeitos a tratamentos de
termoterapia e/ou quimioterapia (Raquel, 1998), ou c) submetidos a dois tratamentos de
termoterapia consecutivos - Ta a Tr. Durante esta fase, todos os rebentos foram

induzidos e mantidos individualmente em tubos contendo 30 ml de meio de cultura.

A aclimatagio foi inicialmente efectuada em condi¢des improvisadas no
laboratério — o conjunto couvettes-plantulas foi coberto por um saco de plastico
transparente cujo interior foi pulverizado com 4gua estéril para criar um ambiente de
elevada humidade relativa. Esta cobertura foi sendo progressivamente perfurada até ser
retirada. Tendo-se verificado a deficiéncia destas condigGes para a aclimatacgio, foram
aplicadas as condigdes oferecidas por um instituto que trabalha essencialmente com
Eucaliptus globulus (RAiZ). No entanto, estas condigdes ndo se revelaram as melhores
para a amendoeira, pelo que a aclimatagio estd actualmente a ser optimizada
principalmente no que diz respeito ao controlo da temperatura e da podridédo na base do

caule das plantulas. Neste caso, os rebentos enraizados foram transferidos para alvéolos
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contendo um substrato constituido por turfa e areia (1: 1), no interior de um estufim com
80-95% de humidade relativa. Apos cerca de 3 dias, 0s alvéolos foram transferidos para
uma estufa, onde permaneceram até ao final do 1° més de aclimatag@o. Durante a
aclimatagdo, os rebentos foram sujeitos a tratamentos com fungicidas — inicialmente
com o fungicida preventivo de contacto “Euparene” 2g/l (sulfamida); apos trés dias,
com o fungicida preventivo e curativo de contacto «Sumisclex” 1,5g/1 (dicarbomicida) €
ap6s duas semanas, com O fungicida sistémico “Derosal” 1 g/l (benzimidol), cuja

aplicagdo tem sido repetida de 2 em 2 semanas.

Tabela 3 - Ensaios para a optimizagdo do enraizamento de rebentos provenientes de material
juvenil da cv. Boa Casta, baseados no método BIP. F — meio esterilizado por filtracdo; -g —
omissio da passagem pelo meio contendo gelrite (B); Vit. - vitaminas.

| autoclavado
MS/2 + Vit. MS +

mg/l | JAA 7gl MS/2 + Vit. MS +
E; 80 autoclavado | agar 20g/1 sacarose + 20g/1 sacarose +
Exr mg/l filtrado 2¢/1 gelrite 7/ agar
E;s 175 autoclavado

mg/l | IBA
E4 80 filtrado
E, mg/l autoclavado
Eg

E 4 o/ floroglucinol

MS/2 + Vit. MS +
20g/1 sacarose +
2g/1 gelrite +
5mg/l floroglucinol
filtrado

MS/2 + Vit. MS +
20g/1 sacarose +
7g/1 agar +
5mg/l floroglucinol
filtrado
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Tabela 4 - Ensaios para a optimizagdo do enraizamento de rebentos provenientes de material
juvenil da cv. Boa Casta, baseados no método LIP (“Long Induction Pretreatment”, Es a E7) ou
em “tratamentos de choque” hormonais (Es e Ey). Vit. - vitaminas.

Es MS/2 + Vit. MS
+20g/1 sacarose | 10pMIBA MS/2 + Vit. MS + 20g/1 sacarose
+ 2g/1 gelrite + 7g/1 agar
E¢ MS + Vit. MS + 1AA
E, 30g/l sacarose + | SpM | IBA

7g/1 agar

Ey 1g1 IBA

2.4. Anilise do material vegetal resultante dos ensaios de saneamento

2.4.1. Optimizacdo do método IC/RT-PCR para a detec¢iio do PDV

2 4.1.1. Recolha e preparagdo do material vegetal

Para a optimiza¢do do método IC/RT-PCR, foram utilizadas folhas de ramos
provenientes de uma amendoeira situada em Monsanto, correspondente a0 controlo
positivo para a presenca do PDV. Os ramos foram colhidos e imediatamente
transportados numa mala térmica para o laboratorio. Foram igualmente testados
rebentos mantidos in vitro com 21 dias de sub-cultura, sujeitos ou ndo a tratamentos de
termoterapia, os quais foram seccionados de forma a permitir a utilizagdo da maior
quantidade de material vegetal possivel nos ensaios, mantendo-se a porgdo apical em
cultura.

Os extractos do material vegetal foram preparados em tampdo de extracgdo

contendo PBS 1x, 0,05% Tween 20 e 2% PVP 25, a pH 7,2-7,4, suplementado no
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momento com 0,2% BSA. Pesaram-se cerca de 0,2 g a 0,5 g de amostra, a qual foi
macerada com a ajuda de um pildo em sacos de plastico contendo respectivamente
2-5 ml de tamp3o de extracgdo. Cada saco foi cortado num canto de modo a recolher o
extracto vegetal para um tubo Eppendorf de 1,5ml. A centrifuga foi previamente
arrefecida para 4°C durante 10 min, e os extractos foram centrifugados a 8000 r.p.m.
durante 5 min a 4°C.

Tendo como objectivo tecer comparagdes em termos de sensibilidade, e optimizar
a concentraggo do extracto por forma a minimizar os efeitos inibitorios de determinadas
substancias nele existentes, foram feitas diversas diluigdes de um extracto de folhas da
amendoeira de Monsanto infectada por PDV (arvore controlo positivo). Foi igualmente
testado o efeito do composto dietilditiocarbamato de sodio (DIECA) a 0,2% adicionado
ao tampdo de extracgdo, e a auséncia de imunocaptura em varias condigbes: ()
dilui¢des do extracto vegetal 1:1, 1:5 e 1:25, (b) controlo positivo em agua miliQ estéril,
e (c) diluigdo 1:1 do extracto vegetal obtido em tamp&o de extrac¢do contendo DIECA

0,2%.

2.4.1.2. Imunocaptura das particulas virais

Cada extracto clarificado (diluido ou ndio em 4gua miliQ estéril) foi submetido a
imunocaptura directamente nos tubos de 0,2 ml de capacidade utilizados para a reacgdo
de RT-PCR. Estes tubos foram previamente revestidos pela adigdo de 50 pl/tubo de uma
suspensdo de anticorpos IgG anti-PDV (BIOREBA) diluida 1000x em tamp@o de
revestimento contendo 1,59 g/l NaCO;, 2,53 g/l NaHCO; e 0,20 g/l NaN; a pH 9,6,
incubando-se durante 4h a 30°C e acordo com as instru¢des da BIOREBA. No final, os
tubos foram lavados em PBS 3x 5 min e guardados a -20°C até a0 momento de serem
utilizados. Para a imunocaptura, foram incubados 50 ul de extracto/tubo durante
1h30min a 30°C, apds o que os tubos foram lavados duas vezes 5 min em PBS e uma
vez 5 min em 4agua bidestilada estéril.

Para a optimizagdo da imunocaptura, foram testadas variagOes na duragdo da
incubagdo do extracto vegetal nos tubos revestidos, nomeadamente 1h30min a 4°C,

1h30min a 30°C, e durante a noite a 4°C.
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242 Adaptacio do método de extracdo de RNA bicatenario para a deteccio do PDV

A extracgdo de RNA bicatenario foi efectuada segundo um protocolo adequado a

tecidos vegetais cedido por G. Nolasco da Universidade do Algarve. Este trabalho foi

realizado no laboratorio de fitopatologia da Estagdo Agronémica Nacional sob

orientagdo de Margarida Teixeira Santos. O protocolo foi resumido aos seguintes

passos:

1.

38

Moeram-se 2-5 g (X) de tecido em azoto liquido, e 0 po dai resultante foi transferido
para um tubo de centrifuga ao qual se adicionou um volume de tamp@o de extracg¢do
4x superior as g de tecido utilizado (4xX ml, ex: 4x(2-5) ml).

Adicionaram-se a este tubo 2xX ml de fenol saturado com 2xX STE, 1xX ml de
mistura de cloroformio:isopentanol (24:1) e X/5 ml de m-cresol. Taparam-se €
agitaram-se os tubos misturando bem as fases, durante pelo menos 30 min.

A mistura foi centrifugada a 6000 g durante 30 min (centrifuga Hettich EBA 12 R).
Recolheu-se cuidadosamente a fase aquosa para ndo a misturar com o material da
interfase e adicionou-se-lhe EtOH, gota-a-gota com agitacdo, até se obter
rigorosamente uma concentragdo de 16,5% EtOH.

Homogeneizaram-se 5g de celulose CF11 (utilizada para a remogdo de compostos
inibitorios da PCR) em 5 ml de STE-EtOH em cada amostra, e misturou-se a
preparagdo de acidos nucleicos com esta mistura, evitando a evaporagio. Sujeitou-se
a mistura final a agitagio ligeira durante 5 a 10 min.

Tapou-se a base de uma seringa de 10 ml com um disco de entretela. Verteu-se a
mistura final anteriormente em agitagdo para esta seringa, recolhendo o liquido
vertido para um tubo. A filtragdo foi repetida até o liquido ficar limpido. Introduziu-
se mais um disco de entretela na seringa, lavando-se entio a celulose com 20 ml de
STE-EtOH 16,5%.

Adicionou-se 2 seringa 1 ml de STE. Quando a seringa deixou de pingar, adicionou-
se-lhe 3 ml de STE e recolheu-se todo o volume eluido num tubo de centrifuga.

A este tubo adicionaram-se 300 pl de 3M acetato de s6dio com pH 5,2, e 7,5 ml de
FtOH a 96%, acertando quando necessario o volume contido nos varios tubos com 0
mesmo FtOH. Sujeitou-se o material a precipitagdo pelo frio a —20°C durante 2h a

18h.
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9. Centrifugou-se a mistura a 13000 g durante 10 min, eliminou-se no final o
sobrenadante, secou-se o pellet sob vacuo ressuspendendo-o seguidamente em
400 pl de STE. A suspensdo obtida foi transferida para um tubo de centrifuga de
1,5 ml, ao qual se adicionaram 40 ul de acetato de sodio, perfazendo o seu volume
com EtOH mantido a —20°C. Sujeitou-se a mistura a precipitagdo pelo frio: -20°C
durante 2h a 18h, ou -80°C durante 1h.

10. Centrifugou-se esta mistura a 13000 r.p.m. durante 10 min e no final eliminou-se o
sobrenadante.

11. Adicionaram-se 500 pl de EtOH a 70% a —20°C a esta mistura, a qual foi sujeita a
uma nova centrifugagio a 13000 r.p.m. durante 10 minutos, apos o que se eliminou
o respectivo sobrenadante.

12. Ao pellet resultante adicionaram-se 250 ul de EtOH a 96% a —20°C, e centrifugou-
se a 13000 r.p.m. durante 5 min, apds o que se eliminou o respectivo sobrenadante
secando-se o pellet na estufa a 37°C.

13. Ressuspendeu-se o pellet em 25 pl de agua miliQ estéril, e guardou-se a suspensao
resultante a —20°C.

O tampdo STE foi previamente preparado com 0,5M Tris, IM NaCl e 0,01M
Na,EDTA, a pH 6,8; e o tampdo de extrac¢do com 2xX STE, 3% SDS, 0,3% bentonite €
500 pl B-mercaptoetanol.

Tendo como objectivo verificar a sensibilidade do método e optimizar a

concentragio do RNAds isolado, testaram-se varias diluigdes da suspensdo obtida -

amostra concentrada, e diluida 1:1, 1:10 e 1:20.

Para as reacgdes de RT-PCR, foram desenhados iniciadores (sintetizados por
Pharmacia e Gibco-BRL) com base na sequéncia do gene codificante para a proteina da
capside do PDV (cp-PDV), sequéncia localizada no RNA 3 do PDV (Bachman et al,,
1994). Nos ensaios preliminares, utilizaram-se dois iniciadores desenhados por Raquel
(1998): a montante o homologo aos nucledtidos 1175-1 196 (iniciador 1175, Pharmacia)
e a jusante o complementar aos nucle6tidos 1875-1896 (iniciador 1896, Pharmacia),

para obter um fragmento de 722pb. Dado que varios autores recomendam a
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amplificagio de fragmentos mais pequenos - fragmentos com 200-600pb sdo mais
adequados quando os produtos amplificados sdo sujeitos a analise electroforética (in
Nolasco, 1996), foi desenhado um novo iniciador de 21 mer
(5’TTTTACgggCACATTTggTCC 3°) complementar aos nucledtidos 1370-1391
(iniciador 1391, Gibco-BRL).

Em cada corrida de PCR foram utilizados um controlo positivo e um controlo
negativo interno - uma mistura de reacgdo com todos os reagentes mas sem a amostra-
teste. A cada um dos tubos de PCR previamente sujeitos a imunocaptura foi adicionada
uma mistura de reacgdo unica para RT e PCR (Tabela 5). Os tubos de RT-PCR foram
colocados num termociclador (BIOMETRA UNO-Thermoblock™) e submetidos ao
seguinte programa de RT-PCR:

'38°C 45 min
2° 94°C 2 min
PCR 3°ao0 7° 92°C 30s
54°C 1 min
72°C 1 min
8% a0 37° 92°C 5s ou 158
54°C 1 min
72°C 1 min
38° 72°C 7 min

No final da RT-PCR, os tubos foram guardados a —20°C ou utilizados
imediatamente para analise dos respectivos produtos.

Para a optimizagdo do passo de RT-PCR, testaram-se diferéntes combinagdes de
iniciadores: 1175 e 1896 (para amplificar um fragmento de 722pb), 1175 € 1391 € 1896
(para dois fragmentos, um de 217pb e outro de 722pb), e 1175 ¢ 1391 (para um
fragmento de 217pb), no sentido de testar o factor comprimento do fragmento a
amplificar. Foram também testadas diferentes concentragdes de Tag DNA polimerase —
1,5, 2,0, 2,5 e 3 U/50 ul de reacgdo para uma concentragio fixa de 0,5 pM de cada
iniciador - e a concentragdo dos iniciadores escolhidos (1175 e 1391) - 0,2,0,3,0,4 ¢

0,5 uM de cada iniciador para uma concentragdo fixa de Taqg DNA polimerase de
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3U/50ul de reacgdo. Em relag@o ao programa de RT-PCR, testou-se o efeito do tempo
de desnaturagdo das cadeias de cDNA a partir do 8° ciclo - 5s e 15s.

Apb6s a optimizagio do RT-PCR, testaram-se amostras de rebentos mantidos in
vitro ou de plantulas aclimatizadas: a) ndo sujeitos a tratamentos terapéuticos, € b)

previamente submetidos a dois tratamentos de termoterapia consecutivos.

Tabela 5 - Mistura preparada para cada reacgdo de RT-PCR. Conc. — concentragio.

Agua miliQ estéril

Tampdo de PCR 1I (s/ Mg, Gibco-BRL) 10x 1x 5
MgCl, (Gibco-BRL) 50 mM 2 mM 2
dNTPs (Gibco-BRL) 10 mM cada 0,4 mM cada 2
Iniciador 5’ (1175) (Pharmacia) 10 yM 0,2-0,5 uM 2-5
Iniciador 3’ (1391) (Gibco-BRL) 10 uM 0,2-0,5 \M 2-5
DTT (Gibco-BRL) 0,1M 4 mM 2
HPRI (RNA guard, Pharmacia) 40 U/ul 16U 0.4
RTase (Perkin Elmer) 50 U/l 20U 0,4
Taq DNA polimerase (Gibco-BRL) 50/ 1,530 0,3-0,6
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2.4.4. Analise dos produtos amplificados — electroforese em gel de poliacrilamida €

hibridacdo “Southern blot”

Inicialmente os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1%
(SEAKEM® LE, FMC). Este sistema ndo foi suficientemente sensivel para a detecgdo
do PDV, tanto em material in vitro como no controlo positivo (material de campo), pelo
que se optou pela analise electroforética em gel de poliacrilamida ou por hibridag¢do
“Southern blot”, consoante a disponibilidade dos dois sistemas e o objectivo das
experiéncias. Para determinar o tamanho dos produtos amplificados, foram utilizados
para a electroforese em gel de poliacrilamida o marcador de peso molecular “100 base
pair DNA ladder G210A” (Promega), cuja banda de maior intensidade é a de 500pb; e
para a hibridagdo “Southern blot” o marcador “100 base pair DNA ladder n® 27-4001”

(Pharmacia), cuja banda de maior intensidade € a de 800pb.

Para a analise electroforética em gel de poliacrilamida, foi previamente preparada
na hote uma solugio de 30% acrilamida + bisacrilamida, dissolvendo-se a 37°C 29g de
acrilamida e 1g de bisacrilamida em agua bidestilada estéril at¢ perfazer 100ml. Esta
solugio foi filtrada com uma seringa (filtro 45pm), desoxigenada por vacuo e guardada
a 4°C no escuro. Os espagadores e as placas de vidro do sistema de electroforese foram
lavados apos cada utilizagio numa solugdo cromossulfurica durante a noite, €
posteriormente numa solugdo de detergente comercial. Em particular, as placas de vidro
foram lavadas em alcool a 96% e secas ao ar. Durante a montagem do sistema de
electroforese, foi colocada uma tira de parafilme em ambas as bases de cada lado da tina
onde vio assentar as placas, para evitar a contaminagdo da tina e a fuga do gel através
desta zona. As amostras de produtos amplificados foram aplicadas em gel de
poliacrilamida contendo 6,6% de acrilamida + bisacrilamida, tampdo TAE 1x, 10pul
TEMED e 0,1% persulfato de amonia (APS). A corrida realizou-se em tampdo TAE
numa tina Hoefer Scientific Mighty Smal II SE 250, a 70 volts durante 1h30m ou a
100 volts durante 1h, com fonte BIO-RAD Model 200/2.0 power. Estes produtos foram
visualizados por coloragio com uma solugdo de nitrato de prata, na qual cada par de

geles foi sujeito ao seguinte procedimento:
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fixagdo em 4cido acético a 10% durante 20 min;
lavagem em agua bidestilada durante 3x 4 min;
incubagdo em 4cido nitrico a 1% durante 3 min;

lavagem em agua bidestilada durante 4 min;

AN o e

incubacdo numa solugdo de nitrato de prata contendo 1 mg/ml AgNO; e
formaldeido a 0,06%, preparada no momento com agitagio no escuro;

6. lavagem em agua bidestilada,

7. incubagdo numa solugio reveladora preparada no momento, contendo 30 g/l
Na;COs, formaldeido a 0,06%, e tiossulfato de sodio pentahidratado 2 mg/l,
durante menos de 5 min;

8. incubagio em acido acético a 10% durante 5 min;

9. fotografia, montagem em papel de filtro e secagem.

As imagens dos geles foram tratadas pelo programa Bio-Profil Vilber Lourmat.

Na hibridagio “Southern blot”, os produtos amplificados por RT-PCR foram
separados em gel de agarose a 1% e transferidos para uma membrana ‘Hybondm-W’
(Amersham) por tratamento alcalino segundo as instrugdes da Amersham. Apos a
fixagdo do DNA, a membrana foi guardada a 4°C em papel de aluminio, até ao
momento da hibridagdo.

Para sintetizar a sonda a utilizar na hibridagéo, previamente amplificou-se por
PCR um fragmento com 217pb do gene da cpPDV, utilizando os iniciadores 1175 €
1391 (vide 2.4.1.3), usando como molde o fragmento de 722pb (no qual esté contido o
fragmento com 217pb). O DNA molde foi gentilmente cedido por C. Miguel. A mistura
de PCR foi preparada tal como indica a Tabela 6. O produto de PCR foi analisado por
electroforese em gel de agarose a 1% (Figura 18) e purificado a partir do gel utilizando
o kit “QIAquick Spin Handbook” (Qiagen). Inicialmente, a banda correspondente ao
fragmento de 217pb foi isolada do gel de agarose com uma lamina estéril, removendo a
agarose em €xcesso para minimizar o tamanho da porgio isolada. Apos a pesagem desta
porgdo, o respectivo DNA foi purificado segundo o procedimento indicado pela
Amersham.

A analise por hibridagiio “Southern blot” foi efectuada segundo as instrugdes dos
kits utilizados — “Gene Images random prime labelling module”, e “Gene Images CDP-

Star detection module” (Amersham). O primeiro kit foi utilizado para a sintese da sonda
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marcada com fluoresceina, hibridagdo e lavagens de estringéncia. A marcago da sonda
é feita por “random prime labelling”, na qual séo utilizados nonimeros de sequéncia
alietoria como iniciadores da sintese de DNA a partir de um molde de DNA
desnaturado, por uma reacgdo catalisada pelo fragmento Klenow da DNA polimerase 1
de E. coli. A Fluoresceina-11-dUTP (FI-dUTP) substitui parcialmente os dTTPs na
reaccdo para gerar uma sonda marcada com fluoresceina ( por incubagdo durante 1h a
37°). Apos a sua desnaturagio, a sonda ¢ utilizada directamente na hibridagdo. O
segundo kit foi utilizado para o bloqueamento (1h), incubagio com anticorpos anti-
fluoresceina (1h) e lavagens subsequentes (3x 10 min), e para gerar € detectar o sinal.
Apbs a exposigdo ao filme Hyperfilm™-MP (Amersham) durante 10-30 min, a
membrana foi revelada durante 5 min, lavada em 4gua e fixada durante 5-10 min, sendo

novamente lavada em agua e seca ao ar.

Tabela 6 - Mistura de reacgdo de PCR para a amplificagio do fragmento do gene da cp-PDV
(217pb), utilizado na preparagio da sonda para a hibridagdo “Southem blot”. Conc. —
concentragao.

Agua miliQ estéril

Tampdo de PCR I 10x 1x 5
MgCl, 50 mM 2 mM 2
dNTPs 10 mM cada 0,4 mM cada 2
Iniciador 5’ (1175) 10 pM 0,5 M 5
Iniciador 3° (1391) 10 uM 0,5 M 5
Taq DNA polimerase 50U/ 3U 0,6
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3.1. Saneamento de doencas virais

3.1.1. Termoterapia

Os ensaios de termoterapia foram sempre efectuados em material juvenil, o qual
foi facilmente micropropagado permitindo obter rapidamente um numero suficiente de
rebentos (Figura 2a). Pelo contrario, grande parte do material de campo colocado in
vitro foi eliminado por estar contaminado, tendo-se registado uma taxa de sobrevivéncia
de 10% que inviabilizou a realizagdo dos ensaios com este material (Figura 2b-e).

Os resultados dos ensaios A a F, em termos de percentagens de sobrevivéncia e de
rebentos com hiperhidratagdo, encontram-se registados para quatro momentos diferentes
(1, I, III e IV, Tabela 7). Nos ensaios controlo (material ndo sujeito a termoterapia) néo
houve qualquer caso de hiperhidratacio e a percentagem de sobrevivéncia foi sempre a
méaxima (100%). Deve notar-se que a hiperhidratagéo verificada nos ensaios foi apenas
parcial, possibilitando sempre a sobrevivéncia dos respectivos rebentos por sub-cultura
de porgdes ndo hiperhidratadas.

Em geral, o ensaio D (sub-cultura pré-tratamento de 7 dias, tratamento a apices
mantidos em meio indutor de “multi-apices” durante 16 dias) originou melhores
resultados comparativamente com Os restantes, nomeadamente uma taxa de
sobrevivéncia de 100% aliada a reduzida incidéncia de hiperhidratagdo (Tabela 7) ¢ ao
elevado namero de 4pices originados (Tabela 8).

Os ensaios A, B, C e D originaram uma reduzida percentagem de rebentos
hiperhidratados (Tabela 7). Nomeadamente, no ensaio A surgiu apenas um rebento
hiperhidratado no inicio da 3* sub-cultura apés o 1° tratamento, sintoma que
permaneceu até ao inicio da 1° sub-cultura pos 2° tratamento mas ndo foi detectado no
inicio da 3* sub-cultura pés 2° tratamento. O ensaio B originou um rebento
hiperhidratado apenas no inicio da 1* sub-cultura pos 1° tratamento, 0 qual recuperou
durante as duas sub-culturas subsequentes. Durante o ensaio C néo ocorreu qualquer
caso de hiperhidratagdo, e o D apenas originou um caso que foi anulado até ao inicio da
32 sub-cultura apoés o 2° tratamento (Figura 3d). O 1° tratamento E originoix uma
reduzida percentagem de rebentos hiperhidratados e no final do 2° tratamento esta subiu

para 100%, mas o facto da hiperhidratag&o ter sido parcial permitiu a total recuperagéo
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registada no inicio da 3* sub-cultura pds 2° tratamento (Figura 3e). No ensaio F ndo foi
registado qualquer caso de hiperhidrataggo.

Em relagdo a sensibilidade dos rebentos a termoterapia, apenas 0s ensaios A e B,
nos quais a sub-cultura pré-1°tratamento foi mais longa, e o F o qual envolveu a duragéo
maxima do tratamento de termoterapia tal como o B, originaram taxas de sobrevivéncia
inferiores a 100% (Tabela 7). Nos ensaios A e B, o 1° tratamento reduziu
significativamente a percentagem de sobrevivéncia dos rebentos tratados, 0 que ndo
sucedeu apos o 2° tratamento mantendo-se a mesma percentagem nas sub-culturas
subsequentes. Com o ensaio F pretendeu-se avaliar a influéncia da duragdo dos
tratamentos de termoterapia e do periodo de sub-cultura pré-tratamentos na variagdo da
taxa de mortalidade. Os resultados obtidos permitiram verificar que, quando a duragdo
da termoterapia foi mais elevada (21 dias), ndo houve uma diferencga significativa entre
os ensaios B e F, pelo que neste caso o factor duragéo da termoterapia sobrepds-se ao
factor duragdo de sub-cultura pré-tratamento. Quando a termoterapia foi mais reduzida
(16 dias), a redugdo da duragio da sub-cultura pré-tratamento permitiu um aumento da

sobrevivéncia de 45,5% para 100% no final dos ensaios.
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Figura 2 — Estabelecimento in vitro de material de campo € micropropagacdo de material adulto e de
material juvenil de Prunus dulcis cv. Boa Casta. (a) Rebentos provenientes de sementes germinadas in
vitro (material juvenil), com 21 dias de sub-cultura. (b-¢) Regeneracdo in vitro de rebentos isolados a
partir de material de campo (material adulto).
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Figura 3 — Ensaios de termoterapia em rebentos provenientes de material juvenil em Prunus dulcis cv.
Boa Casta. Cultura de plantulas resultantes de rebentos sujeitos a: (a) quimioterapia (Raquel, 1998),
apresentando raizes com ortogeotropismo positivo, induzidas no ensaio E; em tubo; (b) € ()
quimioterapia e termoterapia (Raquel, 1998), aspecto das raizes com crescimento determinado pela forma
do frasco de cultura; (d) ensaio D (dois tratamentos de termoterapia); (¢) ensaio E. Em (f) observam-se
plantulas aclimatadas resultantes de programas de saneamento em amendoeira, 30 dias apds a sua
transferéncia para o substrato.
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Tabela 7 - Resultados dos ensaios A a F (vide Tabela 2, pag. 31, com a descrigdo dos ensaios)
em termos de % sobrevivéncia e de % rebentos apresentando hiperhidratagéo, no inicio de:1-1°
sub-cultura apos 1° tratamento, I - 38 sub-cultura apos 1° tratamento, 111 - 12 sub-cultura apos 2°
tratamento e V- 3* sub-cultura apos 2° tratamento.

~ Ensaios | Amostra | Yo rebentos ¢/ hiperhidratagdo® | " % sobreviventes
. (nrebentos) 1 " n om ~ 1 m W
Controlo 11 0 0 0 0 100 100 100 100
B 11 9,1 0 0 0 54,5 36,4 36,4 36,4
Controlo 11 0 0 0 0 100 100 100 100
C 18 0 0 0 0 100 100 100 100
Controlo 18 0 0 0 0 100 100 100 100
D 18 5,6 5,6 5,6 0 100 100 100 100
Controlo 18 0 0 0 0 100 100 100 100
E 18 11,1 11,1 100 0 100 100 100 100
Controlo 18 0 0 0 0 100 100 100 100
F 18 0 - - - 50 - - -
Controlo 18 0 0 0 0 100 100 100 100
* hiperhidratagdo parcial.

Tabela 8 — Quantificagdo dos apices que foi possivel isolar a partir de cada amostra no final dos

tratamentos de termoterapia no ensaio D, registada no inicio da 5% sub-cultura apds o 2°
tratamento.

Kmowa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1215 5 16 17 18
(rebento)
ka1 3 3 8§ 5 8 18 7 5 4 16 78 77 5

originados.

3.1.2. Cultura de meristemas de material de campo

Os meristemas isolados a partir de material de campo apresentaram, no inicio da
2° sub-cultura, uma percentagem de sobrevivéncia da ordem de 75%, decrescendo para
75% no inicio da 3 e atingindo 0% na 4* sub-cultura. Imediatamente apés o isolamento
destes meristemas, 0s mesmos nao apresentaram sinais evidentes de oxidagdo nem de

desidratagio, uma vez que houve O cuidado de efectuar o isolamento © mais
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rapidamente possivel. Durante o periodo pos-isolamento, os meristemas tornaram-se
gradualmente hiperhidratados e finalmente acastanhados, assim permanecendo sem

originar qualquer rebento apos sucessivas sub-culturas em meio MJ.

3.2. Enraizamento e aclimatac¢io dos rebentos tratados

Em relagio a optimizagdo do enraizamento, o método BIP utilizando o IBA
resultou numa maior eficacia de enraizamento, ndo havendo diferengas significativas
nos resultados relativos a ambas as concentrac¢des utilizadas (ensaios E3 - Figura 7c.i - e
E4 — Figura 7d,h). Os ensaios E; e E4 resultaram numa percentagem de enraizamento
mais elevada comparativamente com os restantes (Figura 4) e, comparando
procedimentos idénticos, verificou-se que o IBA (E3.45,7,0) foi mais eficaz do que o0 JAA
(E1.65) (Figura 7a-i). No entanto, a comparagio dos intervalos de confianga para % de
rebentos com raiz (Tabela 9) mostrou que essas diferengas ndo foram estatisticamente
significativas ao nivel de 95%. Em termos de nimero de raizes por rebento enraizado,
pode observar-se no grafico da Figura 5 e por analise de variancia (Tabelas 10 e 11) que
os ensaios E; e E4 deram resultados significativamente mais elevados ao nivel de 95%
comparativamente com os restantes. Este facto foi particularmente relevante, uma vez
que foi previamente verificado que o nimero de raizes induzidas em cada rebento € um
factor importante no processo de aclimatagio e consequentemente na sobrevivéncia das
plantulas resultantes (Miguel, 1998). Comparando procedimentos idénticos, verificou-
se que o IBA (E 3459) foi mais eficaz no numero de raizes produzidas do que o IAA
(E125), com excepgdo dos casos Es e E7. Analisando os dados relativos ao comprimento
médio das raizes por rebento, E3 e E4 deram resultados significativamente mais elevados
ao nivel de 95% (Tabelas 12 e 13) e mais homogéneos (“boxplot” da Figura 6). No
entanto, considerando apenas os rebentos enraizados, estas diferengas ndo foram
significativas ao nivel de 95% (Tabelas 12 e 13), o que indica que as raizes uma vez
formadas, desenvolveram-se normal e igualmente em todos os ensaios. Nos ensaios em
geral, alguns rebentos apresentaram um inicio de necrose apical, que na maioria dos
casos se manteve parcial ou, quando total, foi acompanhada pelo desenvolvimento de
um ou mais rebentos laterais. Aplicando o ensaio E4 a material adulto tratado, parte

deste material desenvolveu raizes ainda que a sua resposta tenha sido mais tardia
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comparativamente com o material juvenil. Paralelamente, algumas raizes obtidas no
ensaio E4 foram seccionadas 2 mdo com ldmina de barbear e coradas com verde-iodo-
carmim aluminado, para observagdo da sua estrutura. Das observagdes realizadas
concluiu-se que as raizes tinham uma organizagdo estrutural normal, o que nem sempre
se verifica com a indugao in vitro.

No contexto apresentado, foi escolhido o ensaio E4 para aplicar aos rebentos
sujeitos aos ensaios de termoterapia A a F, e aos rebentos provenientes de programas de
saneamento anteriores. O enraizamento em tubos de cultura mostrou ser mais eficaz
porque deste modo as raizes apresentaram um crescimento para baixo e na vertical
(ortogeotropismo positivo), facilitando depois o processo de transferéncia para o
substrato colocado em alvéolos (Figura 3a,d,e).

Posteriormente verificou-se que os resultados do ensaio E4g foram semelhantes
a0s obtidos no Eg, indicando que, pelo menos em material juvenil, o passo que envolvia
a presenga de gelrite podera ser dispensado em futuras aplicagdes. A esterilizagdo do
meio de indugdo por filtragdo ndo melhorou significativamente os resultados dos
ensaios E; nem E4. A presenga de floroglucinol ndo induziu um aumento da formagdo
de raizes secundarias, e aparentemente as raizes originadas eram mais finas do que na
auséncia deste composto.

As condi¢des de aclimatagdo disponibilizadas no Instituto RAIZ originaram um
aumento da percentagem de sobrevivéncia das plantulas provenientes dos programas de
saneamento viral que, mesmo assim foi relativamente baixa devido a infecgdes
fungicas. Estes resultados reforgam a necessidade do uso de um fitotrdo que permita um
minimo de sanidade e o controlo da temperatura, humidade relativa, intensidade
luminosa, etc.. Durante a optimizagdo da aclimatagéo, verificou-se ndo haver
necessidade das plantulas permanecerem em cultura in vifro até ao 40° dia pos-indugdo
hormonal de enraizamento, uma vez que as raizes curtas facilitam a sua lavagem ¢ a
introducdo da plantula no substrato. As plantulas com maior alongamento de entre-nos
apos a indugdo e formagdo de raizes resistiram melhor a aclimatagdo. As plantulas
sobreviventes reforcaram o seu sistema radicular produzindo numerosas raizes
primérias e secundarias (Figura 7k). Na Figura 3f podem observar-se plantas enraizadas

e aclimatisadas com sucesso, provenientes dos programas de saneamento de viroses.
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% de
enraizamento

Ensaios

Figura 4 — Resultados dos ensaios de enraizamento E, a E; em relagio a percentagem de rebentos da
¢v. Boa Casta enraizados in vitro.

10

8
N°raizes/ ¢
rebento
enraizado 4

Ensaios

Figura 5 — Resultados dos ensaios de enraizamento E; a Eo em relagdo ao namero de raizes produzidas
por rebento enraizado in vitro da cv. Boa Casta.
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El E2 E3 E4 ES E6 £7 E8 E9

Figura 6 — Resultados dos ensaios de enraizamento E; a Ey em relagdo ao comprimento médio de raizes
produzidas por rebento utilizado.

Tabela 9 — Analise estatistica - teste t — da percentagem de rebentos com raiz nos ensaios de
enraizamento E; a E,. p — propor¢do de rebentos com raiz; LI: limite inferior do intervalo de
confianga de 95%; LS: limite superior do intervalo de confianga de 95%.

Ensaios  E, Ez Es E4 Es Ee E, Es Eo
P 0,80 0,35 1,00 0,95 0,70 0,45 0,80 0,05 0,45
LI 0,61 0,13 1,00 0,85 0,49 0,22 0,61 0,05 0,22
LS 0,99 0,57 1,00 1,05 0,91 0,68 0,99 0,15 0,68

Tabela 10 — Analise de varidncia (ANOVA) do numero de raizes produzidas por rebento
enraizado nos ensaios de enraizamento E; a Es.

Variagio Somatério dos ~ Graus de liberdade ~ Quadrado das F
quadrados médias
Entre grupos 821,628 8 102,703 3.70%
Erro 1110,101 40 40,244
Total 1931,729 43 40,244

* significativo ao nivel de 95% (p = 0,0026)
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Tabela 11 — Resultados do teste de Scheffé aplicado ao nimero de raizes produzidas por
rebento com raiz nos ensaios E; a Eq. (O trago continuo corresponde a auséncia de diferengas
significativas entre os ensaios nele incluidos).

Ensaios 4 3 1 9 2 6 5 7 8
N° médio de raizes/ 9,47 8,45 5,56 3,89 3,57 3,44 3,36 2,19 1,00

/rebento com raiz

Tabela 12 — Analise de variancia (ANOVA) do comprimento médio das raizes produzidas por
rebento nos ensaios de enraizamento E; a E,.

Variagio Somatério dos  Graus de liberdade ~ Quadrado das F
quadrados mcdias
Entre grupos 156219 8 19527 8,88%
Erro 375,876 171 2,198 ‘
Total 532,095 179 2,972

¥ significativo ao nivel de 95% (p < 0,0001).

Tabela 13 — Resultados do teste de Scheffé aplicado ao comprimento médio das raizes
produzidas por rebento nos ensaios E; a E¢. (Os numeros sobre o mesmo trago indicam a
auséncia de diferencas significativas entre os respectivos ensaios).

4 3
Ensaios 5
1 7
2 6 9
N 8
Comprimento médio 2,98 282 2,19 1,99 1,95 1,16 1,13 0,54 0,10
das raizes / rebento
Ensaios 2 4 5 3 6 1 7 8
9

Comprimento médio das 3,32 3,14 3,13 2,82 2,82 2,49 243 2,00 1,19

raizes / rebento ¢/ raiz
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Figura 7 — Ensaios para a optimizagio do enraizamento de rebentos in vitro e aclimatagdo das plantulas
resultantes em Prunus dulcis cv. Boa Casta. Enraizamento de rebentos nfo sujeitos a termoterapia, 30
dias ap6s tratamento pelo método BIP com (a) 175mg/l IAA - E;, (b) 80mg/l IAA — E,, (c) 175mg/l IBA
- Es, (d) 80mg/l IBA - E; pelo método LIP com (e) 10uM IBA - E5, (f) 5uM IAA - E6, (g) 5uM IBA -
E7. Aspecto das raizes induzidas através dos ensaios (h) E4 e (i) Es. (j) Aclimatizacio de uma plantula
micropropagada, cujas raizes foram induzidas através do ensaio E4. (k) Aspecto do desenvolvimento do
sistema radicular de uma plantula aclimatizada, observando-se numerosas raizes primarias e secundarias.
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3.3. Anilise do material vegetal resultante dos ensaios de saneamento

3.3.1. Optimizacio do método IC/RT-PCR para a diagnose do PDV

3.3.1.1. Recolha e preparagdo do material vegetal

Nos ensaios com as vérias dilui¢des do extracto de folhas de amendoeira do controlo
positivo, verificou-se por hibridagdo “Southern blot” que a diluigdo 1:1 foi a que
permitiu maior amplificagdo especifica da sequéncia pretendida, enquanto que as
diluigdes subsequentes resultaram num decréscimo na intensidade das bandas obtidas
(Figura 8, pistas 2 a 6). No caso da diluigdo 1:25, ainda foi possivel detectar o PDV por
uma banda relativamente intensa acompanhada por um ligeiro arrastamento, indicando
que a sensibilidade do método ¢ elevada. A presenga do composto anti-oxidante DIECA
a 0,2% no tampdo de extracgdo resultou num decréscimo da intensidade da banda obtida
(Figura 9, pista 5). No entanto, ¢ de referir que neste caso 0 extracto foi preparado a
partir de outras folhas, as quais poderiam conter um titulo de PDV inferior ao existente
nas utilizadas na auséncia de DIECA. Na auséncia de imunocaptura, a analise em gel de
poliacrilamida permitiu observar em todas as variagoes uma coloragdo inespecifica de
fundo desde o pogo até a zona da pista correspondente ao fim da corrida.
Aparentemente, a dilui¢do 1:5 do extracto vegetal resultou numa banda especifica mais

intensa comparativamente com a dilui¢do 1:1 (Figura 9, pistas 6 e 7).
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217

Figura 8 — Estudo dos efeitos da diluigdo do extracto vegetal, pela andlise de produtos de IC/RT-PCR
(iniciadores 1175 e 1391) através de hibridagfo “Southern blot” . Foi utilizado como controlo positivo o
produto de RT-PCR de RNAds isolado de folhas da amendocira de Monsanto, previamente analisado
(Pista 1). Pista 2 — extracto concentrado de folhas da amendoeira de Monsanto; pista 3 - diluido 1:1; pista
4 - diluido 1:10; pista 5 - diluido 1:20; pista 6 - diluido 1:25. A seta indica o peso molecular das bandas
obtidas, em pares de bases (pb).

3.3.1.2. Imunocaptura das particulas virais

Nos ensaios de imunocaptura das particulas virais, foram testadas varias
condigdes em relagdo a: diluigho do extracto vegetal, realizagdo ou ndo da
imunocaptura; temperatura e duragdo da incubagdo durante a imunocaptura; €
combinagdes de iniciadores utilizados.

Com as incubagdes do extracto vegetal a 30°C durante 1h30min (por exemplo:
Figura 9, pistas 1, 2, 4 e 5) e a 4°C durante a noite (Figura 10, pistas 1 a 5), foi possivel
obter resultados positivos. No entanto, com a incubagio a 4°C durante apenas 1h30min

ndo foi possivel obter qualquer banda (Figura 9, pista 3).
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Figura 9 - Estudo dos efeitos da diluicdo do extracto vegetal, da realizagdo ou nfo da imunocaptura, € da
temperatura ¢ duracdo da incubagdo durante a imunocaptura, por analise electroforética em gel de
poliacrilamida de produtos de RT-PCR (iniciadores 1175, 1896 e 1391). Pista 1 - controlo positivo
comercial do PDV para testes ELISA, extrato em pd preparado em agua miliQ estéril. M - marcador de
peso molecular 100pb DNA ladder G210A (Promega), peso molecular em pares de bases (pb). Pista2a7
- Extracto de folhas da amendoeira de Monsanto: pista 2 — concentrado, imunocaptura a 30°C; pista 3 —
concentrado, imunocaptura a 4°C; pista 4 — diluido 1:1, imunocaptura a 30°C; pista 5 — concentrado,
preparado em tampdo de extracgdo com 0,2% DIECA, imunocaptura a 30°C; pista 6 ¢ 7 — sem
imunocaptura, extracto diluido: pista 6 — 1:1; pista 7 - 1:5. T. ext. — tampdo de extracgdo; C - controlo
positivo; IC — imunocaptura; s/ IC — sem imunocaptura.

217

Figura 10 — Estudo do efeito da temperatura ¢ da duracdo da imunocaptura, e aplicagdo de IC/RT-PCR
(iniciadores 1175, 1896 ¢ 1391) ao material bioldgico de partida do RT-PCR in situ, através da andlise
por hibridagio “Southern blot”. Pistas 1 a 5 - Extractos diluidos 1:1 obtidos do 4° segmento nodal ao
apice vegetativo (4°, 3°, 2° 1° ¢ apice, respectivamente) de um ramo da amendoeira de Monsanto
utilizado para o RT-PCR in situ (um dos controlos do RT-PCR in situ), imunocaptura durante a noite a
4°C. Pistas 6 ¢ 7 — extracto de um rebento mantido in vitro ndo sujeito a qualquer tratamento terapéutico,
imunocaptura durante a noite a 4°C (pista 6) ou a 30°C (pista 7). A seta indica o peso molecular das
bandas obtidas, em pares de bases (pb).
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3.3.2. Adaptacio do método de extracdo de RNA bicatenario ao PDV

Durante o presente trabalho foram utilizadas diluigdes do extracto de RNAds da
amendoeira de Monsanto no RT-PCR, as quais resultaram num decréscimo da
amplificagdo quer da sequéncia curta (com 217pb, Figuras 1la, 11b e 12) quer da
sequéncia mais longa (com 722pb, Figura 13). Nos casos da diluigéo 1:20 de extracto de
folhas e de extracto de caule, foi observada em gel de poliacrilamida uma banda muito
ténue mas nitida (Figura 11a no caso das folhas; Figuras 11b e 12 no caso do caule).
Deste modo, na detecgio do PDV em rebentos micropropagados e em plantulas
aclimatadas, o respectivo extracto de RNAds foi utilizado concentrado. A presenga do
PDV nio foi detectada em qualquer dos seguintes casos testados:

a) material vegetal ndo sujeito a termoterapia - rebentos mantidos in vitro (Figura 14,
pista 3) ou plantulas aclimatadas (Figura 14, pista 4);

b) material vegetal previamente submetido a dois tratamentos de termoterapia
consecutivos - rebentos mantidos in vitro (Figura 14, pista 5) ou plantulas
aclimatadas (Figura 14, pista 6).

Por esta razio, os rebentos resultantes dos tratamentos de termoterapia realizados no

ambito do presente trabalho (ensaios A a F) foram também enraizados, e as plantulas

obtidas aclimatadas, para serem periodicamente testadas quanto a presenga do PDV.

64



1I - Estudos de saneamento de viroses e de detecgdo do virus PDV em amendoeira

500
500 400
400 300
300 2w 217
200 : DE—
100
100

Figuras 11a e 11b - Estudo do efeito das diluigdes de RNAds isolado partir de folhas - Figura 11a - ¢ de
caule — Figura 11b - da amendoeira de Monsanto, por andlise electroforética em gel de poliacrilamida de
produtos de RT-PCR  (iniciadores 1175 e 1391). M - marcador de peso molecular 100pb DNA ladder
G210A (Promega), peso molecular em pares de bases (pb). Pistas 1 - controlo negativo interno (mistura
de RT-PCR). Pistas 2 — RNAds concentrado. Pistas 3, 4 ¢ 5 — RNAds diluido 1:1, 1:10 e 1:20,
respectivamente.

217

Figura 12 - Estudo do efeito da utilizagio conjunta dos iniciadores 1175, 1896 e 1391 na detecgdo do
PDV, por andlise electroforética em gel de poliacrilamida de produtos de RT-PCR de RNAds isolado de
folhas e de caule. M - marcador de peso molecular 100pb DNA ladder G210A (Promega), peso molecular
em pares de bases (pb). Pista 1 - controlo negativo interno (mistura de RT-PCR). Pistas 2 a 5 — RNAds
isolado de caule ¢ aplicado concentrado (pista 2), diluido 1:1 (pista 3), 1:10 (pista 4), e 1:20 (pista 5).
Pistas 6 a 8 — RNAds isolado de folhas e aplicado concentrado (pista 6), diluido 1:1 (pista 7), e 1:10 (pista
8).
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Figura 13 - Estudo do efeito da utilizagio dos iniciadores 1175 e 1896 na detecgiio do PDV, por analise
electroforética em gel de poliacrilamida de produtos de RT-PCR de RNAGs isolado de folhas ¢ de caule.
M - marcador de peso molecular 100pb DNA ladder G210A (Promega), peso molecular em pares de
bases (pb). Pista 1 - controlo negativo interno (mistura de RT-PCR). Pistas 2 a 4 — RNAds isolado de
caule e aplicado concentrado (pista 2), diluido 1:1 (pista 3), ou 1:10 (pista 4). Pistas 5 a 7 — RNAds
isolado de folhas e aplicado concentrado (pista 5), diluido 1:1 (pista 6), e 1:10 (pista 7).
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Figura 14 — Avaliacio da presenga do PDV em folhas de rebentos micropropagados e de plantulas
aclimatadas, ndo tratados — pistas 3 ¢ 4, respectivamente — ou sujeitos a quimioterapia — pistas 5 € 6,
respectivamente —, por andlise de produtos obtidos por extracgdo de RNAds/RT-PCR (iniciadores 1175 e
1391) através de hibridagio “Southern blot”. Pista 1 — Controlo negativo interno (mistura de RT-PCR).
Pista 2 - controlo positivo, RNAds da amendoeira de Monsanto previamente analisado. A seta indica o
peso molecular das bandas obtidas, em pares de bases (pb).
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3.3.3. Optimizacdo da transcricdio inversa e da amplificacdo por PCR (RT-PCR)

Tal como foi referido anteriormente, para a optimizagdo da RT-PCR foram
testadas trés combinagdes de iniciadores — 1175 e 1391; 1175, 1896 e 1391; 1175 e
1896 -; quatro concentragdes de iniciadores — 0,2, 0,3, 0,4 ¢ 05 uM -; quatro
concentragdes de Taq DNA polimerase — 1,5, 2, 2,5 € 3 uM; e o tempo de desnaturagao
a partir do & ciclo no programa de RT-PCR — 5 s ou 15 s. A utiliza¢do dos iniciadores
1175 e 1896 resultou na amplificagio de um fragmento de 722pb e de uma banda
inespecifica (extracgdo de RNAds/RT-PCR, Figura 13). A combinagdo dos iniciadores
1175 e 1391 resultou na amplificagdo de um fragmento de 217pb e também de uma
banda inespecifica (IC/RT-PCR, Figura 8; extracgdo de RNAds/RT-PCR, Figuras 11a e
11b). A utilizagio simultdnea dos iniciadores 1175, 1896 e 1391 resultou na
amplificagio da sequéncia mais pequena e de uma banda inespecifica equivalente a
observada com a combinagdo 1175 e 1391 (IC/RT-PCR: Figuras 9 e 10; extracgdo de
RNAds/RT-PCR, Figura 12), verificando-se que a amplificagio do fragmento mais
pequeno (com 217pb) impediu de alguma forma a amplificagdo do fragmento maior

(com 722pb), o que pode esquematizar-se da seguinte forma:

" Tniciadores | Sequéncia 5-3' dos iniciadores | Combinagbes de iniciadores
1896 gCA CAA TCA AAT gAT ggA TCA
1391 TTT TAC ggg CAC ATT Tgg TCC \ -
Dimensdo dos produtos amplificados 722pb | 217pb | 217pb

Em relagdo a optimizagdo da concentragdo dos iniciadores utilizados, a analise de
produtos de IC/RT-PCR (iniciadores 1175 e 1391) por hibridagdo “Southern blot”
permitiu observar que a maior amplificagdo do produto de RT-PCR foi conseguida com
0,5 pM de cada iniciador (Figura 15). Relativamente a optimizagdo da concentra¢ao de
Taq DNA polimerase, os resultados ndo foram conclusivos (Figura 15), o mesmo se
verificando em relagdo ao efeito do aumento do tempo de desnaturagdo no programa de
RT-PCR, por hibridagio “Southern blot”. De facto, enquanto que no caso do extracto
comercial controlo-positivo do PDV a intensidade da banda obtida foi igualmente
elevada com ambos os tempos de desnaturaggo (Figura 15, pistas 1 € 2), com o extracto
de folhas da amendoeira de Monsanto a intensidade da banda foi maior com 5s de

desnaturagdo do que com 15s (Figura 15, pistas 6 € 7).
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A concentragio do fragmento de DNA utilizado na sintese da sonda para a
hibridacdo “Southern blot” foi estimada em aproximadamente 12,5 ng/ul, por
comparagio com amostras de DNA do fago A de concentragBes conhecidas (25 ng/ul,

50 ng/pl, 100 ng/ul e 250 ng/ul, Figura 16).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tempo de desnaturacio entreos| 5 [ 15] 5 5 5 51151 5 5 5 5 5
8° e 30° ciclos de RT-PCR (8)

Conc. da Taq polimerase @M) | 3.0 3,0 |3,0]3,0[3,0{3,0(3,0]3,0{1,5{2,0[2,5]3,0
Conc. dos iniciadores (1M) 0,5]05[02]0,3(04]0,5(0,5]0,5]0,5]0,5[0,5]0,5

Figura 15 — Ensaio das variag3es do tempo de desnaturaciio do programa de RT-PCR, das concentragdes
da Taq DNA polimerase ¢ dos iniciadores na mistura de RT-PCR, por analise de produtos de IC/RT-PCR
(iniciadores 1175 ¢ 1391) através de hibridagdo “Southern blot”. Pistas 1 ¢ 2 — Controlo positivo
comercial do PDV para testes ELISA, extracto em pd preparado em agua miliQ estéril, Pistas 3 a 11 —
Extractos de folhas de amendoeira de Monsanto infectada pelo PDV. Pista 12 — Controlo negativo interno
(mistura de RT-PCR). A seta indica o peso molecular das bandas obtidas, em pares de bases (pb).
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Figura 16 — Estimagio aproximada da concentracdo do DNA utilizado para sintetizar a sonda para a
hibridagdo “Southem blot” (fragmento com 217pb), por comparagdo com amostras de DNA do fago A de
concentragdes conhecidas: pista 1 - 25 ng/ul, pista 2 - 50 ng/ ul, pista 3 - 100 ng/pl, e pista 4 - 250 ng/pl.
Pista 5 — cDNA com 217pb amplificado (12,5 ng/ul), a isolar para sintetizar uma sonda marcada com
fluoresceina. M - marcador de peso molecular 100pb DNA ladder (Gibco-BRL), peso molecular em pares
de bases (pb).
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A amendoeira é uma espécie altamente heterozigotica, pelo que a utilizagdo de
material de origem seminal tem dado lugar a seleccdo de clones provenientes de
material adulto. Frequentemente o estabelecimento in vitro de material adulto para
micropropagagdo tem-se revelado dificil, em parte devido a contaminag@o endogena dos
explantes (Raquel, 1998) e, tal como foi verificado no presente trabalho, devido as taxas
de multiplicagdo iniciais serem reduzidas. Apesar dos ensaios de termoterapia, de
enraizamento e de aclimatagdo apresentados terem sido efectuados em material juvenil,
é objectivo de trabalhos futuros aplicar os ensaios que originaram melhores resultados
também a material adulto.

Actualmente nio existem tratamentos eficazes para eliminar virus de plantas no
campo, obrigando frequentemente a aplicagdo de métodos terapéuticos in Vitro, dos
quais se tem destacado a termoterapia aliada a cultura de meristemas ou de apices
meristematicos. O grande desafio proposto por esta estratégia reside em encontrar um
compromisso entre as condigdes que possibilitam a eliminagdo de virus e as que
asseguram a sobrevivéncia da planta. A percentagem de sobrevivéncia relativamente
baixa apds os tratamentos de termoterapia previamente realizados (Raquel, 1998) foi
elevada para 100% nos ensaios C, D ¢ E desenvolvidos no presente trabalho.
Aparentemente, este facto deveu-se, pelo menos em parte, a redugdo do periodo de sub-
cultura pré-tratamento e da dura¢do do proprio tratamento, aliadas ao aumento do
periodo de tempo em sub-cultura entre os dois tratamentos. A minimizagdo da
percentagem de rebentos hiperhidratados apos a termoterapia foi de modo geral
conseguida. A aplicagdo de 20 dias consecutivos de termoterapia revelou-se inadequada
mesmo reduzindo a duraco da sub-cultura pré-tratamentos (caso do ensaio F), tendo
causado consideravel deterioragdo dos tecidos dos rebentos tratados (caso dos ensaios B
e F). Em geral, os ensaios C (sub-cultura pré-tratamento de 7 dias, tratamento a rebentos
mantidos em meio MJ durante 16 dias consecutivos) € D (semelhante ao C mas o
tratamento ¢ aplicado a apices mantidos em meio de indutor de “multi-apices”)
originaram melhores resultados comparativamente com os restantes. A composi¢ao
hormonal do meio de cultura desempenha uma fungdo importante na eficiéncia da
termoterapia nas Rosaceae em geral (Spiegel ez al., 1995). No presente trabalho, o meio

de Druart aplicado nas condigdes do ensaio D destacou-se pelo facto de induzir a
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multiplicagdo celular e de originar varios apices a partir de um rebento tratado,
aumentando a probabilidade de se obterem mais rebentos sdos. Apesar dos progressos
verificados com os ensaios C ¢ D em termos de sobrevivéncia e de hidratagdo dos
rebentos tratados, ainda é prematuro tirar conclusdes sobre a sua eficacia na inactivagdo
do PDV pela termoterapia, ¢ na possivel eliminagdo deste virus pelo isolamento do
apice vegetativo. E essencial, apos os tratamentos terapéuticos, avaliar as plantas
regeneradas quanto a presenca do(s) virus a eliminar, pela monitoriza¢do periodica de
preferéncia ao longo de duas épocas de floragio (Spiegel, 1996; Regner e Stadhuber,
1997). Em relagdo aos resultados da cultura de meristemas de material de campo, era de
prever que o material adulto, por ser mais diferenciado, tivesse menor reacgdo no meio
indutor de “multi-apices” do que o material juvenil. Um aspecto a considerar
futuramente sera o isolamento de segmentos nodais de material adulto e, apos o seu
estabelecimento in  vitro, proceder ao isolamento do respectivo meristema.
Aparentemente, quanto mais reduzida ¢ a dimensao do conjunto meristema e primordios
foliares adjacentes, mais precaria € a sobrevivéncia do explante. A optimizagdo da
técnica de RT-PCR in situ podera vir a fornecer dados que permitam encontrar as
dimensdes ideais do meristema ou do éapice meristematico a isolar, tanto para a
termoterapia como para a cultura de meristemas.

Um dos aspectos limitantes da cultura de meristemas tem sido o acastanhamento
dos tecidos seccionados, uma situagdo que resulta da oxidagdo de compostos fendlicos
na presenga de oxigénio e agravado pela incidéncia da luz. Este fenémeno foi minimo
no presente trabalho, possivelmente devido a rapidez no isolamento dos explantes € ao
cuidado em manté-los no escuro durante 2 dias. A opgdo de aplicar 2 dias de escuro
resultou do facto de Raquel (1998) ter observado que a redugdo parcial da luz, por

cobertura com folha de papel, era insuficiente para impedir o acastanhamento.

Analisando os resultados dos ensaios de enraizamento in vitro de amendoeira, 0S
ensaios Es e E4 destacaram-se por terem induzido o enraizamento da cultivar portuguesa
Boa Casta em quase 100% dos casos. Este facto ¢ particularmente importante na medida
em que a amendoeira ¢ uma espécie de dificil enraizamento, o qual tem sido conseguido
apenas para um numero restrito de cultivares (Rugini e Verma, 1982; Rugini, 1987,

Rugini, 1993; Caboni ¢ Damiano, 1994; Caboni et al, 1997) e tem-se revelado
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altamente dependente do genotipo (Rugini e Verma, 1983; Caboni e Damiano, 1994,
Caboni et al., 1997). Em geral, os casos de sucesso tém adoptado métodos de indugdo
hormonal relactivamente longa, submetendo os rebentos a baixas concentragdes de uma
auxina (IAA, IBA ou NAA) em meio MS ou de Bourgin e Nitsch (1967) com
macroelementos reduzidos ou nio a metade, no escuro ou sob determinado fotoperiodo.
Neste trabalho, ensaios semelhantes baseados em “Long Initiation Pretreatment” (LIP)
tiveram pouco sucesso na indugdo de enraizamento em amendoeira, ao contrario dos
baseados no “Brief Induction Pretreatment” (BIP), os quais deram em geral bons
resultados. Comparando os ensaios em geral, em termos da auxina utilizada, o IBA foi
mais eficaz na indugdo de enraizamento do que o IAA. Apos o inicio da formagdo das
raizes, aparentemente estas tiveram um desenvolvimento normal e idéntico em todos os
ensaios (E; a Eg), pelo que o passo critico parece ser a indugdo da rizogénese. Estes
resultados parecem indicar que a presenga da auxina no meio € necessaria apenas na
fase inicial do enraizamento, tal como anteriormente verificado para outros genotipos de
amendoeira (Caboni e Monastra, 1997) e de macieira (De Klerk e Ter Brugge, 1992).
Segundo Caboni et al. (1997), durante o primeiro dia do processo de enraizamento
ocorrem variagdes ao nivel de fenois totais e de peroxidases que sdo determinantes para
a obtengdo de uma reposta satisfatoria. No futuro, pelo menos o procedimento do
ensaio E4 sera aplicado em material adulto e em outras cultivares portuguesas de
amendoeira, para verificar se também € o mais adequado nestes casos. Pretende-se
também testar o sistema em gendtipos considerados recalcitrantes por outros grupos a
trabalhar em amendoeira. Poderdo testar-se concentragdes decrescentes de IBA a partir
da escolhida (80mg/l) no sentido de verificar qual € a concentragao minima para a qual
os resultados, em termos de enraizamento, sdo ainda satisfatorios. Podera também
testar-se o tempo minimo necessario de permanéncia dos rebentos no meio de indug@o
de enraizamento para se obterem igualmente os resultados pretendidos. Caboni ef al.
(1998) verificaram a necessidade de utilizar meio de cultura liquido para alguns
genotipos. No caso de clones cujo enraizamento seja particularmente dificil, poderdo ser
testadas alternativas envolvendo a utilizagio de meio liquido com substractos solidos ou
a indugdio por outras auxinas como o NAA combinado ou ndo com o IBA ou o IAA.
Alguns autores referem o sucesso do NAA na indug@o do enraizamento em Prunus ssp.

(Druart, 1992) e em amendoeira (Rugini e Verma, 1982). Nos ensaios de enraizamento
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E; a Eo, ndo foi observada qualquer relagéo entre a incidéncia de necrose apical e as
condigBes especificas de cada ensaio. O inicio de necrose apical registado em alguns
rebentos sujeitos a estes ensaios poderia dever-se a transferéncia dos rebentos de um
meio contendo uma auxina para um meio sem quaisquer hormonas, conduzindo assim a
alguma perda de dominincia apical. De facto, nos casos mais extremos em que a
necrose apical foi completa, desenvolveram-se rebentos laterais. Para evitar esta
situagdo, podera ser testada a adigdo de concentragdes minimas de auxina aos meios de
cultura apos a indugiio do enraizamento. Podera ser igualmente interessante variar o
periodo de permanéncia no Gltimo meio de desenvolvimento das raizes at€é a sua
transferéncia para o substrato, para economizar tempo e optimizar em parte a
aclimatagio. Esta questdo coloca-se por se ter verificado experimentalmente que as
raizes curtas facilitaram a sua lavagem e a introdugdo da planta no substrato, evitando
quebras que podem conduzir a futuras infeccdes. O aumento da percentagem de
sobrevivéncia das plantulas & aclimatagio podera ser obtido quando for possivel dispor

de melhores condiges técnicas para a sua realizagio.

O desenvolvimento e aplicagdo de métodos de detecgdo viral sdo fundamentais nos
programas de saneamento de viroses, precedendo os tratamentos terapéuticos para
diagnosticar os virus presentes, € sucedendo-os para verificar a sua eficacia. Um dos
métodos mais utilizados na detecgdo viral em plantas tem sido o teste ELISA. Este,
porém, apresenta algumas limitagGes como 2 falta de sensibilidade quando o titulo viral
é muito reduzido (Borja e Ponz, 1992; Handing ef al., 1993, Wu et al., 1994; Knapp et
al., 1995b), problema particularmente interessante no caso dos virus PDV e PNRSV
(Barbara, 1980; Clark et al, 1976; Mink, 1980). Apesar de alguns autores terem
considerado o ELISA rapido e eficaz na detecgéo dos virus PDV e PNRSV em material
micropropagado (Bauman et al., 1984 in Snir e Stein, 1985; Wells e Kirkpatrik, 1986),
tal ndo sucedeu na detecgio do PDV mesmo em material de campo de amendoeira,
tendo Raquel (1998) iniciado a optimizagdo de um método mais sensivel como € o
IC/RT-PCR. Este método tem sido desenvolvido para a detecgdo de varios virus de
arvores de fruto economicamente importantes (Jacobi ef al., 1996 in Jacobi et al., 1998,
Wetzel et al., 1992; Candresse et al., 1995b; Rowhani et al., 1995). Para aumentar a

eficacia deste método reduzir a presenca de inibidores na amostra, Raquel testou os
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efeitos da manutengdo do extracto vegetal a 4°C antes da IC, a presenga do PVP (agente
quelante dos polifenéis) e do DIECA (agente anti-oxidante) no extracto vegetal. A
remogdo das substancias inibidoras da reac¢do de RT-PCR ¢ um pré-requisito para o
sucesso da detecgdo de virus nos seus hospedeiros lenhosos através de RT-PCR (Hadidi
e Yang, 1990; Hadidi ef al., 1993; Minafra e Hadidi, 1994). Tém sido desenvolvidos
varios procedimentos para essa remogdo em Prumus, como por exemplo o tratamento do
extracto clarificado ou dos acidos nucleicos isolados com a resina GeneReleaser (Levy
et al, 1994, Parakh et al, 1995), destacando-se a imunocaptura por permitir
simultaneamente a pré-purificagdo e a concentragdo das particulas virais. Em particular,
o presente trabalho revelou que o sucesso da amplificagio por IC/RT-PCR em
amendoeira requer a diluigdo destas substancias (a proporgdo 1:1 revelou ser a mais
indicada). Na seiva elaborada de muitos hospedeiros do PDV ndo diluida, o virus perde
metade da sua infecciosidade inicial em cerca de 30 minutos. A inclusdo de anti-
oxidantes nos extratos de seiva de folhas previne esta rapida perda (in Fulton, 1981).
No entanto, os resultados da adi¢do de DIECA a 0,2% ao tamp@o de extracgdo foram
inconclusivos, uma vez que foram obtidos com base num extracto diferente do obtido
no ensaio sem DIECA. Em termos de duragdo da incubagdo do extracto vegetal na
imunocaptura, ambas as condigdes 1h30min / 30°C e durante a noite / 4°C se mostraram
adequadas, uma vez que originaram resultados positivos. O facto da incubagio 1h30min
/ 4°C ndo ter permitido a detecgdo do PDV pode dever-se ao facto de, a baixa
temperatura, 1h30min néo ser tempo suficiente para a ligagdo anticorpo-capside viral.
Para melhorar o acesso aos acidos nucleicos virais € a “performance” do teste em geral,
tém sido propostas diversas manipula¢des como a aplicagdo de calor, de ciclos de
congelagdo/descongelagdo ou a adigio de detergentes (Wetzel ef al., 1992; Wyatt et al.,
1993; Minafra e Hadidi, 1994; Barbara e? al., 1994; Kokko et al., 1996; Lemmetty ef
al., 1997). Estas manipulagdes poderdo ser testadas para os llarvirus que afectam a
amendoeira, embora possivelmente as primeiras nao sejam adequadas ao caso do PDV
por este ser um virus de grande labilidade. No futuro, o método IC/RT-PCR podera ser
adaptado para a detecgdo dos virus PNRSV e ApMYV, independentemente ou em
simultineo com a detec¢do do PDV através do chamado IC/RT-PCR “multiplex”. Este
Gltimo método podera ser util na avaliagdo do estado de sanidade de amendoeiras no

campo e em estudos dos mecanismos de infecgdo e do movimento viral, em inoculagdes
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controladas de plantas em estufa, & semelhanga do que foi sugerido para outros casos
(Jacobi et al., 1998). O método de IC/RT-PCR adaptado ao PDV podera aplicar-se na
deteccfio deste virus ao nivel do polen ou de érgos florais, tal como descrito por Levy
et al. (1995) para a detecgdo do PPV (Plum Pox Virus; doenga de SharKa) em anteras
de pessegueiro, ameixeira e damasqueiro.

Uma vez que esta parte do trabalho decorreu durante o Verdo, periodo em que as
temperaturas foram geralmente elevadas, e dado que alguns virus resistem a
temperaturas elevadas sob a forma de RNA bicatenario (RNAds) (Knapp ef al., 1995b),
optou-se por testar um método de extraccdo de RNAds aplicado antes da reacgdo de
RT-PCR. Tal como no IC/RT-PCR, as etapas deste método foram inicialmente
adaptadas para a detecgdo do PDV em material de campo de amendoeira, e
posteriormente aplicadas na analise de material mantido in vitro ou aclimatizado,
proveniente ou ndo de ensaios de saneamento viral. Durante a adaptagdo do método de
extracgdo de RNAds, as diluigdes realizadas tanto com extractos de caule como de
folhas resultaram sempre num decréscimo progressivo da amplificagdo, podendo
reflectir o sucesso da purificagio do RNAds na eliminagio de substéncias inibidoras da
reaccdo de PCR. Estes resultados sugerem que em futuros ensaios os extractos deverdo
ser utilizados sempre concentrados. Em alguns casos as taxas de detecgdo de virus em
arvores fruteiras, por IC/RT-PCR e analise em gel de poliacrilamida, sdo reduzidas
(Candresse et al., 1995b). Por outro lado, os virus de plantas ocorrem irregularmente em
vérias partes das mesmas e a concentragdo viral decresce nos periodos de Verdo ¢
Inverno (Stein et al., 1987, Singh e Singh, 1996; Olmos et al., 1997). No presente
trabalho, apesar do PDV ter sido detectado em material de campo (amendoeira de
Monsanto) por extracgdo de RNAds/RT-PCR e andlise em gel de poliacrilamida, a
analise em gel de agarose ndo possibilitou a detecgdo. Tal facto podera reflectir, tal

como o IC/RT-PCR, a redugdo do titulo do virus nesta época do ano (Verao).

Alguns autores referem que a sensibilidade da detecgdo por PCR pode ser
melhorada amplificando pequenos fragmentos em vez de fragmentos grandes (Rosner et
al., 1997; Singh e Singh, 1997). Utilizando independentemente dois pares de iniciadores
especificos em RT-PCR para detectar o PNRSV na cv. Chazanov de amendoeira,

Rosner et al (1997) obtiveram maior amplificagdo da sequéncia mais curta, resultado
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também verificado no presente trabalho para o PDV ainda que a diferenga tenha sido
menos significativa. Estes autores apresentaram hipoteses explicativas que poderdo
aplicar-se ao presente caso, nomeadamente a incompleta replicagio do cDNA pela Taq
DNA polimerase. Utilizando trés iniciadores na mesma mistura de reac¢io, Rosner et af
(1997) obtiveram ambas as bandas correspondentes a sequéncia pequena e a grande,
tendo visualizado melhor a sequéncia mais pequena no caso do titulo do PNRSYV ser
reduzido, e a sequéncia maior quando o titulo era elevado. No presente trabalho, a
utilizagdo conjunta dos iniciadores 1175, 1896 ¢ 1391 no passo de RT-PCR originou a
amplificacio exclusiva da sequéncia 217pb (em detrimento da de 722pb), sugerindo que
o titulo do PDV era muito reduzido no material vegetal utilizado na altura da sua
colheita (material proveniente da arvore controlo positivo de Monsanto). Por outro lado,
a amplificagdo de produtos de PCR mais curtos & frequentemente explicada pela maior
rapidez com que sdo gerados fragmentos mais curtos pela DNA polimerase. Para a
optimizagdo do passo de RT-PCR em tubo, utilizaram-se concentragbes de Tag DNA
polimerase da ordem das recomendadas para plantas, entre 1 ¢ 4 U por 50pl de mistura
de reaccdo, e de iniciadores entre 0,1 e 1 uM (Candresse et al., 1995b; Crescenzi e
Nuzzaci, 1995; Kreczal e Vavenarius, 1995; Levi et al., 1995; Nemchinov e Hadidi,
1995; Nemchinov et al , 1995; Singh et al., 1995; Thomson e Dietzgen, 1995; Singh e
Singh, 1996, Olmos et al., 1997; Mackenzie et al., 1997, Jacobi et al., 1998. No
entanto, os resultados obtidos no presente trabalho néo foram conclusivos, 0 mesmo
sucedendo com as variagdes no tempo de desnaturagio do programa de PCR. Em
relagdo a concentragdo dos iniciadores escolhidos (1175 e 1391), a de 0,5 uM originou
uma amplificagdo mais intensa da banda especifica (217pb), acompanhada no entanto
por igual aumento da banda inespecifica observada em gel de poliacrilamida, questio
que podera vir a ser resolvida pela utilizagdo de um iniciador alternativo ao 1391.

Para aumentar a sensibilidade na detecgéo viral por PCR, tém sido desenvolvidos
protocolos que recorrem a reamplificagdo dos produtos de reac¢do - “heminested PCR”
— (Erlich et al., 1991, Zhang e Erlich, 1994) oy a associacdo com o teste ELISA —
ELISA-PCR (Allard et al, 1993) No entanto, estes métodos apresentam limita¢des
relacionadas com o elevado ntimero de manipulagbes. Outras formas possiveis para
aumentar a sensibilidade do RT-PCR poderdo ser as variagdes ao nivel do niimero de

ciclos de amplificacio (25, 30, 35 ou 40 ciclos, por ex.), ou da concentra¢io da RTase
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(10-30 U/50 pl reacgdo, por ex.). Para a quantificagdo e automatizagdo dos métodos de
detecgdo estudados, poderdo ser testadas no futuro sondas fluorescentes em substitui¢do
da anélise electroforética (TagMan ™ _ perkin Elmer; Holland et al., 1991; Tyagi e
Kramer, 1996 in Reeves, 1998).

Alguns autores referem o sucesso do IC/RT-PCR na detecgdo viral em material
micropropagado (Kokko ef al., 1996), contrariamente aos testes imunologicos como o
ELISA cuja sensibilidade ¢ insuficiente. Por outro lado, segundo Knapp et al. (1995) os
virus PDV ¢ PNRSV ndo sdo eliminados apenas pela micropropagagdo. Uma vez que
as particulas do PDV sdo instaveis, a rara ocorréncia e aparente perda do PDV em
rebentos micropropagados e em plantulas aclimatizadas néo foi surpreendente. Roux
(1987) igualmente registou a perda dos virus PDV e PNRSYV pela propagagio in vitro,
ao contrario de Knapp et al. (1995) que detectaram estes virus apds varios ciclos de
multiplicagio. Os resultados negativos obtidos neste trabalho com IC/RT-PCR em
material micropropagado poderdio dever-se a concentragio do virus ser muito reduzida
ou apenas a uma baixa concentragdo da capside proteica (com o acido nucleico viral
numa concentragdo “normal”), tal como foi sugerido por Scott et al. ( 1992b) para um
caso semelhante. Foi para testar a segunda hipotese que se procedeu a extracgdo de
RNAds seguida de RT-PCR. No entanto, os resultados obtidos parecem sugerir que 0
PDV ndo se encontra na forma de RNAds em material in vitro, pelo menos com niveis
detectaveis. Deste modo, a aparente auséncia do PDV nas plantulas aclimatisadas
devera ser confirmada pela aplicagio periddica dos métodos de detecgido adaptados
neste trabalho - IC/RT-PCR e extracgio de RNAds/RT-PCR-, durante pelo menos duas

estacdes de crescimento para assegurar a sanidade da amendoeira a longo prazo.
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No decorrer dos programas de saneamento de cultivares portuguesas de
amendoeira, tém sido utilizadas varias estratégias para a eliminagdo dos virus que as
afectam, das quais se destaca a associagdo da termoterapia a cultura de meristemas ou
de apices de rebentos in vitro. No entanto, esta estratégia tem sido limitada pelo
desconhecimento das dimensdes adequadas de tecido a isolar ap0s a termoterapia, uma
vez que a sobrevivéncia dos meristemas isolados esta directamente relacionada com a
sua dimensdo, e desconhece-se a localizagdo das particulas virais nos tecidos da
amendoeira, em particular nos meristemas vegetativos. Um dos métodos utilizados para
a localizag@o viral em plantas tem sido o “immunotissue printing” (Cassab e Varner,
1987; Lin et al., 1990; Knapp et al., 1995), o qual permite localizar virus no interior de
orgdos individuais (in Candresse, 1995b). Em particular, nos casos em que 0O virus se
encontra apenas numa pequena frac¢éo do tecido (por exemplo, virus limitados ao
floema), este método evita a dilui¢do viral originada pela maceragdo das amostras,
embora possa ndo atingir a sensibilidade dos testes ELISA ou DIBA (in Candresse,
1995b). Por outro lado, no caso das espécies lenhosas, os compostos fenolicos que estas
produzem complicam frequentemente a detecgdo viral. Os métodos de hibridagdo in situ
permitem a correlagdo morfologica e uma sensibilidade superior. Nalguns casos, porém,
a concentracdo da sequéncia-alvo na amostra € inferior ao limite de detec¢do desta
técnica (in Muro-Cacho, 1997). O PCR in situ € uma técnica molecular recente que
combina a localizagio celular proporcionada por hibridagdo in situ ou
imunohistoquimica com a elevada sensibilidade do PCR. Nomeadamente, permite a
deteccio de quantidades minimas de acidos nucleicos com sensibilidade e
especificidade elevadas, enquanto preserva a integridade celular e a morfologia dos
tecidos, ao contrario do PCR convencional que requer a ruptura da amostra (Anderson,
1995; Gu, 1995; Nuovo, 1996; Muro-Cacho, 1997). Estas capacidades abrem novas
perspectivas ao estudo, a nivel celular, da distribuigdo de reduzidos nimeros de coOpias
de sequéncias nucleotidicas. Estes estudos sdo de particular interesse em situagdes como
infecgdes virais, mutagdes génicas, translocagdo cromossomica, terapia génica ou niveis
reduzidos de expressdo génica (in Gu, 1995). Desde que foi descrita pela primeira vez
(Haase et al., 1990), esta “jovem” tecnologia tem sofrido um rapido desenvolvimento
tendo sido introduzidas importantes modificagdes e variagdes, cOmo o PCR in situ

directo ou indirecto, o RT-PCR in situ, e ainda a aplicagdo da “self sustained sequence
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replication reaction” (IS-3SR, Hofler et al., 1995). A técnica de RT-PCR in situ tem
sido confinada essencialmente a células e tecidos animais, principalmente na detec¢do
de virus de RNA (Nuovo ef al., 1993; Bagasra et al., 1992; Zehbe et al., 1992; Chiu et
al., 1992; Patterson et al., 1993) e em estudos de expressdo génica (Martinez ef al,,
1995). Em plantas, apenas se conhecem trés referéncias na literatura: um estudo de
expressdo génica por um método radioactivo em Arabidopsis (Deeken e Kaldenhoff,
1997); a localizagdio espacial dos transcritos do alelo Pl no interior de sementes de Zea
mays L. (Bombelli et al., 1998); e a amplificagdo in situ do gene codificante para a
ribulose-1,5-difosfato carboxilase/oxigenase (rbcL) em Saccharum (cana-do-agiicar) —
primeiro registo de PCR in situ em plantas e o segundo com resolugdo sub-celular
(Johansen, 1997). No caso da amendoeira, a utilizagio da variante RT-PCR in situ
podera contribuir para a optimizag&o dos protocolos dos programas de saneamento das
cultivares portuguesas, nomeadamente na identificagdo de tecidos por norma isentos dos
virus que mais as afectam — PDV e PNRSV. Nesse sentido, foram efectuados neste
trabalho alguns ensaios preliminares para adaptar esta técnica a localizag@o in sifu do
PDV em varios o6rgios da amendoeira — meristemas, peciolo, limbo e caule. Estas
experiéncias sguiram um procedimento geral que envolve varios passos: preparagdo do
material histologico, tratamentos de digestio sucessivos pelas enzimas macerozima
(uma pectinase), proteinase K, e DNase, transcrigdo inversa e amplificagdo por PCR, e
detecgdo dos produtos amplificados (Figura 16). Os procedimentos utilizados para
hibridagdo in situ de DNA também séo apropriados para a amplificagdo por PCR
convencional (Nuovo e Silverstein, 1988), tendo sido por vezes aplicados neste trabalho

em alguns passos antes ¢ depois da RT-PCR.
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AMOSTRA DE TECIDO
v
Fixagdo
v
Desidratacdo
v

Inclusdo em parafina
v

Seccionamento e aderéncia a ldminas revestidas
v
Desparafinagao
v
Tratamentos com
macerozima, proteinase K, DNase

v

TRANSCRICAO INVERSA IN SITU
v

AMPLIFICACAO DO CDNA POR PCR IN SITU
|

(incorporagéo de nucledtidos marcados) DETECGAO DIRECTA
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l Hibridagdo in situ
(c/ sonda com nucleétidos marcados)

(detecgdo dos nucledtidos marcados, por:)

<
<«
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VISUALIZAGAO

Figura 16 — Representagio esquematica das principais etapas dos protocolos de PCR in situ utilizados no
presente trabalho para secgdes de tecidos de amendoeira.
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1.1. Preparacio do material histologico

O PCR in situ tem sido realizado com sucesso em varios tipos de amostras:
esfregagos de células animais, células em suspensdo ou sedimentadas sobre lamina,
cromossomas em metafase, criossecgdes e secgdes de tecidos incluidos em parafina. No
caso das secgdes histologicas, a maioria dos autores tém optado pela inclusdo dos
tecidos em parafina, considerando as criossecgdes menos indicadas para o PCR in situ
devido as alteragdes morfologicas induzidas pela congelagdo e a taxa superior de
difusio do produto amplificado (7 Muro-Cacho, 1997). Assim, normalmente a
preparagio das secgdes envolve a fixagdo, desidratagdo, inclusdo em parafina e
seccionamento com micrétomo, os quais serdo seguidamente desenvolvidos.

Geralmente o objectivo da fixagdo ¢ preservar a morfologia dos tecidos e a
integridade dos 4cidos nucleicos. No caso do PCR in situ, a fixa¢do € um passo critico,
uma vez que o RNA esta aprisionado numa organizagdo tridimensional, ligado a
proteinas e a outras macromoléculas. A fixagdo devera permitir a retengdo do RNA,
dando-lhe suporte suficiente para impedir a sua remogao das secgdes durante as
lavagens nos passos seguintes, ¢ mantendo-o ainda assim acessivel a DNase ¢ aos
reagentes de PCR. Para aumentar essa acessibilidade, as secgdes de material fixado s@o
sujeitas a uma digestdo proteasica. Em células animais, a formalina tamponizada com
PBS tem-se destacado na preservagdo morfologica e na minimizagao da difusdo do sinal
(Greer et al., 1991), sendo frequentemente indicada como o fixador mais adequado
tanto para hibridaggo in situ (Nuovo e Silverstein, 1988) como para PCR in situ (Nuovo,
1996). Pelo contrario, utilizando os fixadores desnaturantes, como sejam o EtOH e a
acetona, ha uma probabilidade relativamente elevada do amplico se difundir para o
exterior da célula (in Nuovo, 1996). Em plantas, os protocolos de hibridagio in situ tém
utilizado dois fixadores do grupo dos aldeidos — o formaldeido ¢ o glutaraldeido - que
proporcionam superior retengdo de RNA e acessibilidade a sonda (Jackson, 1989). Apos
a fixagdo, o material é desidratado passando por uma série ascendente de EtOH. Os
passos de desidratacdo, lavagem, e inclusdo devem traduzir-se por alteragdes graduais
para evitar danos nos tecidos (Jackson, 1989).

No presente trabalho, foram inicialmente preparadas secgdes dos varios orgéos do
material mantido in vitro e da amendoeira de Monsanto (controlo positivo) segundo um

protocolo previamente utilizado em estudos histologicos de regeneragdo adventicia em
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amendoeira (Sanchez, 1996; Miguel et al, submetido). Testou-se 1gualmente um

protocolo utilizado para hibridagdo in situ em plantas (Jackson, 1989), cuja eficicia esti

ainda sob avaliagio dependente dos resultados finais de futuros ensaios.

1.2. Tratamentos com macerozima, proteinase K e DNase

Ap6s a desparafinagio das seccOes aderentes a ldminas revestidas, os protocolos
para tecidos animais prosseguem directamente para a digestdo proteasica. No entanto,
em plantas tem sido recomendada a digestdo prévia das pectinas para evitar a elevada
coloragdo inespecifica ao nivel da lamela média (especialmente no tecido xilémico)
quando sdo utilizados nucledtidos marcados com digoxigenina ou isotiocianato de
fluoresceina (Johansen, 1998). No presente trabalho a digestdo das pectinas foi
efectuada pela aplicagio de macerozima a 1%.

A digestdo proteasica é a variavel-chave do PCR in situ (in Nuovo, 1995), uma vez
que quebra liga¢des cruzadas criadas pelo fixador, permitindo o acesso da DNase e dos
reagentes do PCR a sequéncia-alvo. No entanto, este tratamento nio deve ser excessivo,
de forma a permitir a manutengdo de algumas dessas ligagdes, para a reten¢do in situ do
produto de PCR. Deste modo, a duragdo da digestdo e a concentragdo da protease
deverdo ser optimizadas para permitir a amplificagdo do produto de PCR e evitar a
difusdo do mesmo. As proteases mais utilizadas em patologia de diagndstico incluem a
pepsina, a proteinase K e a tripsina, (Nuovo, 1995). Apos a digestdo, a protease deve ser
completamente inactivada pelo aquecimento ou removida por lavagem, uma vez que
quantidades minimas dessa enzima podem destruir a DNA polimerase, a qual ¢
essencial para a amplificagio por PCR (in Gu, 1995).

No caso do RT-PCR in situ, geralmente € necessario um tratamento com DNase
para destruir todo o DNA endogeno da planta, sendo geralmente recomendado um
periodo de tratamento de cerca de 12h. Este passo pode ser omitido se os iniciadores
utilizados no RT-PCR in situ tiverem capacidade para amplificar apenas o cDNA que se
deseja detectar, evitando assim o aparecimento de falsos positivos. E considerado pré-
requisito para o sucesso do RT-PCR i situ a auséncia de sinal nos controlos negativos
(com DNase e por exemplo sem RT). A presenca de sinal nuclear nas células do

controlo sem DNase é também considerado como um indicativo de uma digestio
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proteasica adequada, podendo o ensaio ser utilizado para detectar falsos positivos. No
RT-PCR in situ directo, este sinal pode representar a reparagdo do DNA da planta, a

amplificagdo gendmica ou o emparelhamento errado dos iniciadores (in Nuovo, 1995).

1.3. Transcri¢iio inversa e amplificacio por PCR

No RT-PCR in situ, a reac¢do de RT pode ser efectuada no aparelho de PCR ou em
cdmara humida. A reacgdo de PCR realizada em sec¢des de tecidos obriga a montagem
de uma cimara de reacgdo montada em limina sobre cada amostra. A cimara ¢
totalmente selada para evitar a evapora¢io da mistura de reacgdo e a lamina é colocada
num termociclador com um bloco de aquecimento apropriado.

A reac¢do de PCR pode envolver a incorporagio de nucledtidos marcados
(digoxigenina-11-dUTP ou fluoresceina-11-dUTP, por exemplo) nos produtos
amplificados, os quais sdo detectados por imunohistoquimica na técnica de PCR in situ
directo. No PCR in situ indirecto, os produtos amplificados sio detectados por
hibridagdo in situ com uma sonda especifica marcada pelos nucleétidos referidos,
seguida por imunohistoquimica. Uma das limitacdes da aplicacdo do PCR in situ tem
sido a reduzida eficiéncia da amplificagio (Ben-Ezara ef al., 1991; Embretson et al.,
1993a). Para ultrapassar as desvantagens inerentes ao PCR in situ e para assegurar uma
amplificacdo suficiente, comparativamente com o PCR convencional tém sido
recomendados ciclos de PCR ligeiramente mais longos (Nuovo, 1992), e concentragdes
de DNA polimerase ¢ de magnésio superiores (Long ez al., 1993; Nuovo et al., 1991;
Nuovo, 1995). Estas modificagdes poderio estar relacionadas com a captura de
reagentes pelas ldminas ou com a presenga de inibidores da PCR na amostra de tecido
(Wu et al, 1991). Segundo Nuovo (1995), a composi¢do do tampio de PCR e a
concentragdo dos nucledtidos utilizadas para o PCR convencional mantém-se no PCR in
situ. Os iniciadores devem ser desenhados de modo a amplificarem sequéncias
nucleotidicas reduzidas (com 200-300pb no caso das plantas, Johansen, 1997,).
Martinez et al. (1995) sugerem que no caso de produtos mais longos pode ndo haver
sinal devido a degradagdo parcial dos 4cidos nucleicos durante o processamento dos
tecidos (principalmente durante a fixagdo, a inclusio e o seccionamento). Geralmente

sdo recomendados 25 a 40 ciclos de PCR, embora o “patamar” da reacgdo de
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amplificagdo possa ser atingido em menos de 20 ciclos (Nuovo et al., 1991; Bagasra ef
al., 1992; Long et al., 1993; Steel e Poulsom, 1997). No PCR in situ directo, este
ntimero podera ser menor do que no método indirecto ou no PCR convencional, de
forma a evitar a obtengdo de uma coloragdo excessivamente forte impedindo uma

localizagdo detalhada (in Martinez et al., 1995).

1.4. Métodos de deteccio - directo versus indirecto

Tal como foi referido anteriormente, na detecgdo podem ser utilizados dois
métodos diferentes, o directo e o indirecto (vide III - 1.3.). O método directo tem sido
adaptado por diversos grupos devido a sua maior simplicidade e rapidez (Bombelli ef
al., 1995; Martinez et al., 1995; Nuovo, 1996; Johansen, 1997). No entanto, este método
tem sido desaconselhado por alguns autores porque pode originar resultados falso-
positivos, especialmente no caso de secgdes de tecidos (Long et al., 1993; Komminoth e
Long, 1994). Esta tendéncia, segundo os mesmos autores, pode dever-se quer a
incorporagio inespecifica dos nucleotidos marcados no DNA endégeno fragmentado e
em reparagdo pela DNA polimerase, quer a emparelhamento inespecifico iniciado por
fragmentos de ¢cDNA ou DNA da planta - “emparelhamento endogeno”. Segundo
Muro-Cacho (1997), tém sido testadas varias alternativas para reduzir estes artefactos
com um sucesso apenas parcial. S3o estas:

(1) a utilizagdo de DNA polimerase sem actividade exonucleasica (Komminoth ef

al, 1994; Komminoth e Long, 1994; Hu et al., 1981; Sallstrom et al., 1994),
(2) a reparagio das extremidades do DNA fragmentado através do tratamento com
a ligase T4 (Zehbe et al., 1994; Staecker et al., 1994; Patel et al., 1994,
Martinez e Cuttitta, 1995; Crisan € Mattson, 1993; Grafstrom e? al., 1984),

(3) ou a omissio de nucledtidos marcados nos primeiros ciclos de PCR
(Grafstrom et al., 1984; Zaki et al., 1994).

O PCR in situ indirecto, embora mais laborioso, permite maior especificidade na
detecgdo de produtos de PCR intracelulares, uma vez que as sondas utilizadas
reconhecem apenas sequéncias especificamente amplificadas. A hibridagéo das sondas
com o produto amplificado segue as regras gerais descritas para a hibridagdo in situ (in

Muro-Cacho, 1997). Segundo Nuovo (1994), neste caso a duragdo Optima de digestdo
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proteasica ndo varia muito — 20 a 30 min para tecidos fixados durante 4 h a varios dias,
o que poder4 tornar menos morosa a optimizagéo do método.

Tanto para o método directo como para o indirecto, podem ser usados trés sistemas
de marcagdo diferentes — marcag@o enzimatica, fluorescente, ou com ouro (in Johansen,
1997;). A marcagdo da sonda pode ser feita com marcadores radioactivos, mas
actualmente os sistemas de detecgio ndo radioactivos sdo muito utilizados devido as
inimeras vantagens que apresentam, nomeadamente uma sensibilidade equivalente ou
superior, a redugdo significativa dos tempos de exposi¢do, o menor custo dos materiais,
a maior estabilidade das sondas, e a auséncia dos riscos relacionados com o
manuseamento de material radioactivo. As potenciais desvantagens incluem o facto de
envolverem um trabalho ligeiramente mais intensivo (in Karcher, 1994). A eficiéncia
da detecgio ndo radioactiva tem sido recentemente melhorada pela utilizagdo de
métodos de detecgdo imunoldgicos com ouro e prata (Sallstrom e? al., 1994; Zehbe et
al., 1992).

Um dos sistemas de marcagdo mais utilizados no PCR in sifu tem sido o sistema
digoxigenina-anti-digoxigenina, baseado na utilizagio da digoxigenina (DIG), um
esteroide isolado de Digitalis (D. purpurea e D. lanata) e nao detectavel em qualquer
outro material biolégico (Martin e? al., 1990). Este sistema pode ser aplicado tanto no
método directo como no indirecto, envolvendo a detecgdo mediada por anticorpos anti-
DIG, de elevada afinidade, conjugados com fosfatase alcalina ou ainda com a
peroxidase, a fluoresceina ou a rodamina. A fosfatase alcalina (AP) tem sido muito
utilizada em conjunto com o sistema de substrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-
indolil fosfato (BCIP) - “nitroblue tetrazolium chloride” (NBT) (Bombelli et al., 1995;
Martinez ef al., 1995; Nuovo, 1996; Johansen, 1997). Neste sistema, a fosfatase alcalina
remove enzimaticamente o grupo fosfato do BCIP soluvel e incolor, e 0 produto indolil
dai resultante é oxidado para produzir um dimero insolivel de cor azul-violeta. A
coloragio produzida € amplificada pela adigdo de NBT, um sal soliivel que ao oxidar o
grupo indolil, fica reduzido produzindo um intenso corante insoluvel designado por
NBT-formazan (Leary et al., 1983).

No presente trabalho, foram aplicados em paralelo os métodos de detecgdo directo e
indirecto, utilizando o sistema DIG-anti-DIG associado 4 AP em conjunto com 0

sistema NBT-BCIP.
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1.5. Quantificacio dos resultados

A quantificagdo dos resultados finais do PCR in situ permanece em aberto, mas 0s
estudos que tém vindo a ser desenvolvidos para delinear uma estratégia adequada s@o
ainda prematuros. Na maioria dos casos, a quantificagdo morfologica tem sido baseada
na contagem de células positivas ou na medigdo da intensidade da coloragdo, as quais
ndio sdo tdo lineares como poderiam parecer, sobretudo devido ao efeito “patamar” e a
difusio do produto. No caso de secgdes de tecidos, a quantificagao dos resultados ndo €
ainda recomendada (Long et al., 1993; Long et al., 1992) e enquanto nao houver
conhecimentos mais precisos, nio podera ser mais que comparativa ou semiquantitativa

(Gu, 1995).

1.6. Controlos

Uma das vantagens do PCR in situ reside na sua capacidade de detectar e analisar
a distribui¢do celular de quantidades minimas de DNA ou RNA. Porém, esta capacidade
¢ acompanhada por um maior risco de contaminagdo, pelo que os cuidados
recomendados para o PCR convencional devem ser reforgados neste método.

Nos procedimentos de PCR in situ ¢ essencial controlar os inimeros passos
envolvidos, ndo s6 para interpretar um dado sinal no contexto proprio de sensibilidade e
especificidade, como para identificar e corrigir alguns dos artefactos passiveis de
ocorréncia. Nomeadamente, tém sido indicados alguns controlos prioritarios para
validar os resultados obtidos. Na érea das células e tecidos animais, alguns autores tém
utilizado controlos ndo sé qualitativos (para excluir resultados falso-positivos ou falso-
negativos) como quantitativos: no caso de suspensoes de células intactas, pelo teste de
misturas em diferentes propor¢des de células previamente identificadas como
“positivas” ou “negativas”; no caso de tecidos, pela identificagdo de diferentes tipos de

células por imunohistoquimica (Komminoth e Long, 1995).
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Em termos qualitativos, dos controlos gerais recomendados, destacam-se:

a) Amostras-controlo previamente identificadas como positivas ou como negativas
para controlar a especificidade e a sensibilidade no método. Ainda nio foi possivel
dispdr deste tipo de amostras para o presente trabalho.

b) RT-PCR convencional em DNA ou RNA extraidos das amostras-teste para detectar
falsos negativos e controlar a sensibilidade. Este tipo de controlo foi efectuado no

presente trabalho.

No caso do RT-PCR in situ directo, para excluir resultados falso-positivos ou

negativos com alguma seguranga, so necessarios pelo menos os controlos seguintes:

a) Controlo positivo | omissdo do tratamento com DNase, para detectar possiveis
resultados falso-negativos, cujas causas ainda ndo estfo esclarecidas.

b) Controlo negativo / omissdo da reac¢do RT, para detectar possiveis resultados falso-
positivos devidos a emparelhamento incorrecto dos iniciadores e consequente
amplificagdo de sequéncias de DNA endogeno (nuclear ou citoplasmatico).

¢) Controlo negativo | omissdo de iniciadores na mistura de reac¢do de PCR, para a
detecgdo de artefactos relacionados com a reparagdo de quebras no DNA pela
actividade exonucleasica da DNA polimerase, ou com a actividade da fosfatase
alcalina intrinseca. Autores como Long ef al. (1993) sugerem ainda a possibilidade
de ocorrer “emparelhamento endégeno”, em que a incorporagdo inespecifica ocorre
devido a fragmentos de DNA ou de ¢cDNA que funcionam como iniciadores da
sintese de produtos de PCR inespecificos. Estes fragmentos poderiam ser induzidos
por excessiva digestdo proteasica, insuficiente tratamento com a DNase, pela fraca
fixacdo dos tecidos ou durante a inclusdo ou seccionamento dos mesmos.

d) Controlo negativo / omissdo da Taq DNA polimerase na mistura de reacg@o de PCR,
para detectar ligagdes inespecificas da sonda e dos anticorpos. Todos estes controlos
foram efectuados em cada ensaio no presente trabalho. Alguns autores da area das
células ou tecidos animais recomendam adicionalmente a omissdo do anticorpo
primario na detecgdo imunohistoquimica, para detectar a actividade enzimatica

endogena (Komminoth e Long, 1995).
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Para o RT-PCR in situ indirecto, também sdo necessarios os controlos negativos /
omissdo da reac¢do de RT e omissdo da Taq DNA polimerase, requerendo
adicionalmente o controlo negativo / utilizagdo de sondas inespecificas ou omissdo da
sonda na hibridacdo in situ, para controlar a especificidade dessa hibridagdo. No
presente trabalho, todos estes controlos foram efectuados mas ndo foi utilizada qualquer
sonda inespecifica devido a sua indisponibilidade, tendo-se optado por omitir a sonda

especifica para a detecgdo do PDV.
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Preparacio de solugdes stock e do material histologico

2.1.1. Preparacio de solucdes stock

Ao longo dos ensaios para a optimizagdo do RT-PCR in situ em amendoeira, foram

preparadas varias solugdes:

PBS — 10mM fosfato de sodio, 130 mM NaCl, pH 7.2, guardado & temperatura
ambiente.

Solugdes fixadoras, preparadas de fresco:
FAA — 63% EtOH, 5% acido acético, 2% formaldeido.
Formaldeido a 4% em 0,1 M PBS pH 7,2.

Solugdo de macerozima (Serva Feinchemica) a 1% em 0,1M acetato de s6dio, 5 mM
EDTA, apH 4,0.

Solugdo de proteinase K (Sigma) 6-14 pg/l, a partir de uma solugio stock de 10 mg/ml
proteinase K em 10 mM Tris-HCl, a pH 7.5, 20 mM CaCl, e 50% glicerol.

Solugdo de inactivagdo da proteinase K — Solugdo de glicina (Merk) 2 mg/ml em PBS.
Solugdo de DNase (sem RNases, Boehringer Mannheim) 1000 U/ml em 0,1 M acetato
de sodio, 5 mM MgSO4, apH 5,5.
Tampéo de PCR II 10x concentrado (Gibco-BRL) — 200 mM Tris-HCI (pH 8,4) e

500 mM KCl.
Mistura de transcriptase inversa M-MLV preparada de fresco (Tabela 14).
Mistura de PCR preparada de fresco (Tabela 15).
Tampéo bloqueador — 2% BSA em PBS; preparado de fresco.

Solugdo de Anti-DIG-AP — Solugdo stock de Anti-DIG-AP (Boehringer Mannheim)
150 U /200 pl diluida 1:250 em 100 mM Tris-HCI, pH 7,5 ¢ 150 mM NaCl.
Tampio de lavagem — 0,1 M Tris-HCl, 0,15 M NaCl, apH 9,5, a temperatura ambiente.
Mistura de hibridagdo preparada de fresco (Tabela 17).
Solugio de NBT/BCIP — uma pastilha de NBT/BCIP (Boehringer Mannheim) em 10ml
de agua miliQ estéril, preparada de fresco.
Meio de montagem — Adesivo de Haupt, preparado com 10 g/l gelatina pura, 150 ml/l
glicerol e 20 g/l cristais de fenol.
Solugdo corante de azul de toluidina — 0,05% em tampéo acetato 0,1 M a pH 4,4 (Feder
e O’Brien, 1968).
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Para impedir a degradagdo do RNA viral que se pretendeu detectar, foi necessario
assegurar a auséncia de RNAses nas solugdes utilizadas. As RNAses s&o enzimas muito
estaveis e, embora as existentes nos tecidos fossem inicialmente destruidas pela fixagdo e
pelo tratamento com a protease, teve-se o cuidado de preparar as solugdes com agua miliQ
autoclavada duas vezes, bem como de utilizar sempre material de vidro esterilizado a seco a

180°C durante 16h.

2.1.2. Preparacdo do material histolégico

Para os testes preliminares de RT-PCR in situ, foi preparado diverso material vegetal:
(1) in vitro proveniente de cultura de meristemas;

(2) in vitro previamente tratado por termoterapia e quimioterapia;

(3) in vitro sujeito a dois tratamentos de termoterapia;

(4) de campo controlo positivo;

(5) in vitro ndo tratado.

Este material foi seccionado em pequenas por¢des tal como recomenda a literatura
(Jackson, 1989), e seguidamente colocado na solugéo fixadora FAA durante 18 h. Apds a
fixagdo, o material foi desidratado numa série crescente de butanol terciario, o qual foi
gradualmente substituido por parafina a 60°C, de acordo com o protocolo previamente
utilizado em estudos histologicos de regeneragdo adventicia em amendoeira (Sanchez,
1996; Miguel et al., submetido).

O processamento do material incluido iniciou-se em Maio com o material de campo
utilizado como controlo (4). No entanto, nfio houve qualquer sinal positivo para a presenga
do PDV, resultado entretanto confirmado por RT-PCR convencional. E possivel que tenha
havido algum efeito de termoterapia de ocorréncia natural nos ramos dos quais foram
retirados as amostras, uma vez que estes ramos estavam directamente expostos aos raios
solares. Estes resultados vieram acentuar a necessidade de optimizar o protocolo de RT-
PCR convencional (vide II - 2.3.).

Tal como foi ja referido, para tentar melhorar a preservagdo da integridade das
células, procedeu-se a adaptagdo de um procedimento geral utilizado para hibridag@o in
situ em plantas (Jackson, 1989). Neste sentido, e apos a optimizagdo do PCR

convencional, procedeu-se a uma nova colheita de material de campo controlo, de um ramo
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ndo exposto directamente aos raios solares. Imediatamente apdés o seu transporte, este
material foi fixado, desidratado e incluido, ao longo de 7 dias segundo um procedimento

detalhado a seguir.

Dia 1

O material foi separado em diferentes amostras: zona apical, 1° segmento nodal, 2°, 3°, e 4°
(mais basal). Aproximadamente metade de cada amostra foi analisada por hibridagdo
“Southern blot” dos respectivos produtos do IC/RT-PCR optimisado, funcionando como um
dos controlos para verificar se as amostras se encontram infectadas pelo PDV. Para a
fixagio da outra metade, foi preparada de fresco uma solugdio fixadora de 4% de
formaldeido em PBS. Para a preparagdo do formaldeido, ajustou-se o tampao PBSapH 11
utilizando NaOH, aqueceu-se o PBS a 60°C e seguidamente adicionaram-se 4 g de
paraformaldeido, agitando-se até a solubilizagdo total. A solugdo de formaldeido foi
arrefecida no gelo, e o seu pH reajustado para 7 utilizando H,S0; (segundo Jackson (1989)
néo deve ser utilizado HC] uma vez que a combinagdo deste com o formaldeido liberta um
poderoso carcinogéneo). Para facilitar a penetragdo do fixador e a remogdo do ar dos

espagos intercelulares, fez-se a infiltragdo do fixador sob vacuo durante 5 min.

Dia 2

A solugdo fixadora foi sucessivamente substituida pelas seguintes solugdes:
0,85% NaCl .......cccocovvviiiininnn 30min .......... em gelo (4°C)
30% EtOH / 0,85% NaCl ........... Thao 4°C
50% EtOH / 0,85% NaCl ........... Thao. 4°C
70% EtOH / 0,85% NaCl ........... 1Tho......... 4°C
85% EtOH / 0,85% NaCl ........... 12-16h .......... 4°C

Dia 3

A solucdo de 85% EtOH / 0,85% NaCl foi sucessivamente substituida pelas seguintes:
95% EtOH / agua estéril ........... 1h30min ....... 4°C
100% EtOH .......ccocoiiiiiiiiin 1h30min ....... 4°C
100% EtOH ........cocviiiiiiinnn 1h30min ....... 4°C
100% EtOH ..o 12-16h .......... T° ambiente
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Dia 4

O EtOH a 100% foi substituido sucessivamente pelas seguintes misturas:
50% EtOH / 50% histoclear ...... lTh....... T° ambiente
100% histoclear ......................... lTh .. T° ambiente
100% histoclear ......................... lTh. . T° ambiente

50% histoclear / 50% parafina ... 12-16h ....... 60°C

(O histoclear é um substituto menos téxico do xilol)

Dias 5-7

A solugdo anterior foi substituida por parafina liquida a 100%, mantida a uma temperatura
ndo superior a 60°C para evitar a destruigdo dos seus polimeros sintéticos, contribuindo
para o sucesso do seccionamento. A parafina foi substituida diariamente de manha e a tarde,
e no 7° dia foram feitos os blocos de parafina. Para o seccionamento destes blocos, foi
utilizado um micrétomo de Minot (Jung Reichert) com angulo da faca de 5° e corte de 8-10
pum de espessura. O micrétomo e a respectiva faca foram cuidadosamente limpos com
histoclear entre cada bloco para prevenir a contaminag3o entre amostras. Os blocos foram
talhados em trapézio, deixando cerca de 2 mm de parafina em torno do material vegetal. As
secgoes foram estendidas e secas em gotas de EtOH a 30% em agua miliQ estéril sobre
l4minas revestidas para PCR in situ (Perkin Elmer), as quais aderiram por aquecimento
numa estufa a 40°C durante 24h. As liminas ndo processadas no momento foram guardadas
em tinas de vidro com silica, numa cémara a 4°C (desta forma sdo estaveis durante pelo
menos 2 meses). Paralelamente, colocou-se numa ldmina de vidro ndo revestida uma sec¢do
de cada amostra de PCR in situ, para a avaliagdo da qualidade da preservagdo histologica.
Essas secgdes foram coradas com uma solugdo de azul de toluidina durante cerca de 1 min e

depois lavadas em agua corrente, observadas e fotografadas.

2.2. Tratamentos com macerozima, proteinase K e DNase

Para iniciar o processamento das amostras, procedeu-se a sua desparafinagdo
colocando-as dentro de tinas de vidro durante 5 min em histoclear, e 5 min em EtOH a
100%. As laminas foram entdo retiradas da tina e secas a temperatura ambiente. Em
redor de cada amostra foi colocada uma moldura autocolante (Hybaid) limitada

superiormente por um quadrado de parafilme, funcionando como uma cdmara de
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reacgdo. Cada amostra foi incubada com 100 pl de solugdo de macerozima, durante 15
min em cAmara himida a 37°C, apos os quais as ldminas foram lavadas em agua miliQ
estéril durante 5 min. Prosseguiu-se directamente para a digestdo proteasica realizada
por incubagdo com 100 pl de solugéo de proteinase K/amostra, em camara humida a 37°C.
Para optimizar este passo, foram testadas trés concentragdes diferentes de proteinase K:

6, 10 e 14 pg/ml durante 30 min, e 6 pg/ml durante 30 ou 60 min. A digestdo proteasica foi
terminada por lavagem em PBS durante 5 min, seguida de incubagdo numa solug¢do de
glicina 2 mg/ml em PBS durante 1 min (100 pl/amostra). Apos a secagem das laminas a
temperatura ambiente, cada amostra foi incubada com 50 pl de solugdo de DNase, em
camara humida a 37°C durante a noite. Para a utilizagdo como controlo positivo, uma das
amostras nio sofreu tratamento com DNase tendo-se prosseguido directamente a transcrigdo

inversa. No final da incubag@o, as amostras foram lavadas 2x 10 min em agua miliQ estéril.

2.3. Transcricio inversa e amplificacio por PCR

Para o PCR in situ, os autores em geral aconselham a amplificagdo de um
fragmento com menos de 300pb (Johansen, 1997y, Gu, 1995). Por esta razdo, neste
método foram utilizados os iniciadores 1175 e 1391, escolhidos para as reacgoes de RT-
PCR convencional, amplificando uma sequéncia de 217pb (vide 1I - 2.3.3). As reacgoes
de RT e PCR foram efectuadas em dois passos distintos por recomendag@o na literatura
(in Gu, 1995). Cada amostra foi incubada com 50pl de mistura de transcriptase inversa
(RTase) (Tabela 14), em camara hamida a 37°C durante 1h, com excep¢do de uma
amostra a qual foi apenas adicionado tampdo de PCR, correspondendo a um dos
controlos negativos. Seguidamente, lavaram-se as secgdes em agua miliQ estéril 2x

5 min, escorreram-se as laminas e procedeu-se a amplificagido por PCR.
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Tabela 14 - Mistura preparada para as reacgdes de RT (RT-PCR in situ directo e indirecto).

R B o '.:-Cong;:fdas Sl e S et
Agua miliQ estéril 27,5
Tampdo de PCR 1I (s/ Mg) 10x 1x 5
MgCl, 50 mM 5 mM 5
dNTPs 10 mM cada 0,8 mM cada 4
Iniciador 1391 10 uM 0,8 uM 4
DTT 0,1M 5uM 2,5
HPRI 40 U/ul 0,8 U/ul 1
RTase 50 U/l 1U/ul 1

Nos testes em que foi testado o RT-PCR in situ directo, a mistura de PCR foi
preparada de acordo com a Tabela 15, adicionando-se 50pl por amostra. Paralelamente,
para as amostras controlo negativo foram preparadas duas misturas que apenas diferiram da
mistura de PCR uma pela auséncia de iniciadores e a outra de Taq DNA polimerase.
Posteriormente, testou-se o método indirecto, preparando-se a mesma mistura mas sem
DIG-11-dUTP. Em ambos os casos, cada cimara de reacgio foi selada retirando a pelicula
protectora da moldura, a qual foi entdo colada uma lamela de poliester. Rapidamente, as
laminas foram colocadas na placa-suporte para 4 ldminas do aparelho de PCR e foi iniciado
o programa de PCR in situ, o qual foi idéntico ao programa do RT-PCR convencional
optimizado, apesar de terem sido planeados futuros ensaios com programas diferentes. Apos
a amplificagdo, cada lamela de poliester foi cuidadosamente recortada com uma ldmina
previamente esterilizada com alcool, para manter a moldura. Para detectar a possivel
difusdo dos produtos amplificados para a mistura de PCR, cada mistura foi cuidadosamente
retirada da respectiva cdmara de reacgdo para um tubo Eppendorf (1,5 ml de capacidade) e
congelada a -20°C até ser utilizada como amostra numa nova amplificagdo, agora por PCR
convencional. Os produtos dessas amplificagdes foram analisados por hibridagdo “Southern
blot” (vide 11 - 2.4.2. ¢ 2.4.3.).

No RT-PCR in situ directo, as secgdes foram sujeitas a uma lavagem em PBS
durante 5 min, seguida de uma lavagem em EtOH a 100% durante 5 min, apos o que
secaram & temperatura ambiente. No método indirecto, as sec¢des foram submetidas a
lavagem em SSC 2x 5 min a 37°C, fixagdo em paraformaldeido a 4% em PBS durante

10 min, lavagem em PBS 2x 2 min, desidratagdo em FEtOH a 100% e secagem ao ar.
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Tabela 15 - Mistura preparada para as reac¢des de PCR no metodo de deteccdo directo.

- ~ Comcds . -
. MisuradePCR  solugbesstock  Conc.final  ParaSoul )
Agua miliQ estéril 33,9

Tampdo de PCRII (s/ Mg) 10x 1x 5
MgCl, 50 mM 5 mM 5
dNTPs 10 mM cada 0,2 mM cada 1
Iniciador 5° (1175) 10 uM 1 yM 2
Iniciador 3° (1391) 10 pM 1M 2
DIG-11-dUTP 1 mM 10 uM 0,5
Taq DNA polimerase (BRL) 50U/ 0,06 U/ul 0,6
BSA 0,06%

2.4. Detecgiio do produto de PCR

Para a detec¢do indirecta, foi previamente preparada uma sonda marcada por
amplificagio da sequéncia de 217pb (vide 11 - 2.3.3.) por PCR, na presenga de DIG-11-
dUTP. Esta amplificagio foi feita a partir do fragmento de 722pb (vide 1T - 2.3.3.),
previamente isolado por restrigdo de um plasmideo de clonagem em E. coli, e gentilmente
cedido por C. Miguel. A mistura de PCR utilizada para esta reac¢do foi semelhante a
utilizada para o PCR convencional, distinguindo-se contudo pela presenga de DIG-11-dUTP
e por alteragdes nas concentragdes dos restantes nucleétidos, segundo as instrugdes da
Boehringer Mannheim (1996) (Tabela 16). O produto de PCR foi analisado por
electroforese em gel de agarose a 1%. O sucesso da marcagdo com digoxigenina foi
comprovado pelo caracteristico atraso na migragdo electroforética (Figura 18). A
concentragdo da sonda sintetizada foi estimada em aproximadamente 12,5 ng/ul, por
comparagio com amostras de DNA do fago A de concentragdes conhecidas. Para a
purificagdo da sonda a partir do gel, foi utilizado o kit “QIAquick Spin” (Qiagen) tal como
descritoem I1-2.4.4..

No caso da detec¢do directa, a amplificagdo foi bloqueada incubando-se as amostras
em tamp3o bloqueador 2% BSA em PBS durante 30 min, apds 0 que se seguiu uma

incubacdo com uma solugdo de anticorpos Anti-DIG-AP.
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Tabela 16 — Mistura de reacgdo de PCR para a preparagdo da sonda utilizada no metodo de

detecgdo indirecto.
Conc. das
Mistura de PCR solucdes-stock Conc. final P/a 50 ul (ul)

Agua miliQ estéril 30,2
Tampdo de PCR I (s/ Mg) 10x 1x 5
MgCl, 50 mM 1,5 mM 1,5
dTTPs 10 mM 130 uM 0,7
Outros desoxirribonucledtidos 10 mM cada 200 uM cada 1,5 cada
DIG-11-dUTP 1 mM 70 uM 3,5
Iniciador 5° (1175) 10 yM 0,2 pM 2
Iniciador 3° (1391) 10 yM 0,2 tM 2
Taq DNA polimerase (BRL) 50U/l 0,06 U/l 0,6
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Figura 18 — Analise por electroforese em gel de agarose a 1% de produtos de PCR (iniciadores 1175

¢1391). M- marcador de peso molecular 100pb ladder (Gibco
(pb). Pistas 1 e 2 — Produtos da ampl
isolado o DNA utilizado na construgdo
3 e 4 — Produtos da amplificagfio do fragmento de 217pb marca

-BRL), peso molecular em pares de bases
ificagdo do fragmento de 217pb (vide II - 2.3.3.), dos quais foi
da sonda para a hibridagio “Southern blot” (vide I - 2.3.4.). Pistas
dos por DIG, dos quais foi isolada a sonda

DNA utilizada no RT-PCR in situ indirecto, apresentando um atraso na migragdo electroforética em
relagdio aos produtos de amplificagio ndo marcados.
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Na detecgdo indirecta, foi preparada uma mistura de hibridagdo (Tabela 17) da qual
foram retirados 50 ul antes de ser adicionada a sonda, correspondendo ao controlo negativo
da hibridagio. A sonda e o DNA de esperma de salmdo foram desnaturados
simultaneamente no aparelho de PCR a 90°C durante 5 minutos. A cada amostra foram
adicionados 50 pl de mistura de hibridagdo (com ou sem sonda) e a respectiva cdmara de
reacgdo foi selada tal como para a reacgdo de PCR (vide TIT - 2.3.). A hibridagdo decorreu
durante a noite em cimara himida a 42°C. Seguidamente, cada lamela de poliester foi
recortada tal como descrito anteriormente (vide Il — 2.3.) e as laminas foram sujeitas a
lavagens de estringéncia em 2x SSC, 0,5x SSC e 0,1x SSC, a 42°C durante 5 min cada. A
hibridagdo foi bloqueada incubando as amostras com tamp&o bloqueador durante 30 min,
seguindo-se a incubagdo com os anticorpos Anti-DIG-AP.

Tanto na detecgdo directa como na indirecta, as secgdoes foram incubadas durante
1h com uma solugio de Anti-DIG-AP diluida 1:250 (50ul/amostra). As laminas foram
entio escorridas e lavadas em tampdo de lavagem 2x 5 min, em camara humida a
temperatura ambiente. Finalmente, fez-se a incubagio com a solugdo de substrato
NBT/BCIP em cimara himida a 37°C no escuro. Apds 10 min de incubagdo, o
desenvolvimento do precipitado de cor purpurea foi monitorizado por microscopia
optica, de 10 em 10 min, até 2 h. No final, as laminas foram lavadas em agua miliQ
estéril durante 15 min e secas & temperatura ambiente. ApOs a secagem, procedeu-se a

montagem das laminas, adicionando a cada cdmara 50 ul de Adesivo de Haupt.

Tabela 17 - Mistura preparada para as reacgdes de hibridagdo no meétodo de detecgdo indirecto.

Agua miliQ estéril 7
SSC 20x 2x

Formamida 37% 18,5% 25
Sulfato de dextrano 50% 10 % 10
DNA de esperma de salmo 6,25 ng/pl 250 ng/ul 1,25
Sonda marcada ¢/ DIG-11-dUTP 12,5 ng/ul 0,2 ng/ul 0.8
Solugdo de Denhardt 50x 1x 1
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3.1. Preparacio do material histologico

Comparando os dois protocolos utilizados na preparagdo do material biologico, em
geral ambos permitiram a preservagao da estrutura histolégica, tal como pode ser observado
nas secg¢des coradas com azul de toluidina para monitorizagio do estado de preservagdo dos
tecidos (Figuras 20 e 21). No entanto, com qualquer dos protocolos verificou-se, ao longo
do processo de preparagdo, um ligeiro acastanhamento sobretudo de material de campo,
possivelmente por oxidagdo fenolica. Refira-se que a amendoeira de campo ¢é habitualmente
rica em compostos fendlicos e polissacaridos. De facto, nas secgoes de material preparado,
observaram-se numerosas inclusdes provavelmente de natureza fenolica, apresentando
inicialmente uma cor de ferrugem que, ap6s coloragdo com azul de toluidina, se tornou azul
escura. Para reduzir a fenolizagdo, podera recorrer-se no futuro a folhas jovens e
possivelmente a oOrgdos florais. As secgdes obtidas de material in vifro apresentaram
geralmente uma estrutura bem preservada ao nivel do apice meristematico, da folha (Figura
21b.f) e do caule. A presenga de inimeras drusas acumuladas nos tecidos de material de
campo em geral (Figura 21c,d,e, por exemplo), foram aparentemente responsaveis pela
inutilizagdo de varios cortes, ja que destruiram a lamina de corte causando estrias nas
secgoes.

A analise dos produtos amplificados pelo método IC/RT-PCR correspondentes as
cinco amostras do material para PCR in situ ( zona apical, 1° segmento nodal, 2°, 3°, e 4°)
permitiu verificar, tanto por electroforese em gel de poliacrilamida (Figura 19) como
por hibridag@o “Southern blot” (Figura 10 - Pistas 1 a 5, vide 11 - 3.3.1.2., p 63), que as
cinco amostras estavam infectadas pelo PDV. Apés a confirmagdo da presenga do PDV
nestes controlos, deu-se continuidade ao protocolo de PCR in situ que entretanto ja tinha

sido iniciado para evitar qualquer deterioragdo dos tecidos.
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Figura 19 — Monitoriza¢do da presenga do PDV em extractos obtidos desde o 4° segmento nodal até ao
apice vegetativo (4°, 3%, 2%, 1° ¢ apice, pista 1 a 5, respectivamente) de um ramo da amendocira de
Monsanto utilizado para o RT-PCR in situ (um dos controlos do RT-PCR in situ), por andlise
clectroforética em gel de poliacrilamida dos produtos de IC/RT-PCR (iniciadores 1175, 2 ¢ 1391).
Extractos diluidos 1:1; imunocaptura realizada durante a noite a 4°C. Pistas 6 e 7 — Rebentos da cv. Boa
Casta mantidos in vitro, ndo sujeitos a tratamento teraplutico (pista 6) ou previamente sujeitos a dois
tratamentos de termoterapia. M - Marcador do peso molecular 100pb DNA ladder (Promega), peso
molecular indicado em pares de bases (pb). Pista 8 - Controlo negativo interno (mistura de RT-PCR).

Figura 20 — Avaliacio da preservagdo da estrutura histologica das amostras de material de campo
(amendoeira de Monsanto) preparadas para RT-PCR in situ, por coloragdio com azul de toluidina, imagens
de microscopia optica. (a) Secgdo longitudinal do apice meristematico de um botdo vegetativo:
observacdo de inimeras inclusdes de compostos fenolicos coradas de azul-esverdeado. (b) Secgdo
transversal da zona da nervura ¢ ligagdo ao mesofilo de uma folha. (¢) Secgdo transversal do mesofilo de
uma folha. (d) Secgdo transversal do caule com uma ramificacio. (¢) Fatia de corte transversal de caule,
desde o parénquima medular at¢ a epiderme. Barras da figura: a-¢ — 100 pM.
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Figura 21 — Estrutura geral do material de campo (amendoeira de Monsanto) e de rebentos mantidos in
vitro, utilizados nos ensaios de RT-PCR in situ. Imagens de microscopia optica de secgdes coradas com
com azul de toluidina. (a) e (b) - Aspectos parciais de seccdes transversais de folhas (nervura e mesoéfilo)
de material de campo (a) ou de material in vitro (b). (c) a (e) — Imagens de material de campo
evidenciando a grande quantidade de drusas e as acumulacdes fendlicas; (c) epiderme e camadas
subjacentes de caule jovem mostrando um estoma, drusas e grandes células das quais as drusas foram
arrastadas; (d) seccdo longitudinal ao nivel dos feixes vasculares de caule jovem; (¢) pormenor de parte
da nervura central de uma folha em corte transversal. (f) Secgdo transversal do &pice meristematico de um
rebento mantido in vifro, segundo um plano superior a0 meristema. Observam-se camadas de folhas
jovens e primérdios foliares. Barras da Figura: a-f—100 M.
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3.2. Processamento das amostras

Dos ensaios ensaios realizados ainda ndo se pode avaliar o efeito da digestdo pela
macerozima e a sua influéncia nos resultados finais do RT-PCR in situ.

Das variagbes ao nivel da concentragdo e do tempo de incubagdo com proteinase K,
verificou-se por microscopia 6ptica (Figuras 23 e 24) e mesmo a vista desarmada que, apos
a digestdo (independentemente da concentragio testada), a estrutura das secgdes digeridas
ficou significativamente danificada. Durante a optimizag&o da concentra¢do da proteinase
K, os resultados para a presenga do PDV foram sempre negativos, ndo se visualizando
qualquer sinal especifico (Figuras 20 e 21). Na Tabela 18 ¢ apresentada uma sintese dos
resultados do RT-PCR in situ em secgdes de folhas e de apices meristematicos da
amendoeira de Monsanto. A analise por hibridagio “Southern blot” da reamplificagdo dos
produtos do RT-PCR in situ para as concentragdes de proteinase K de 6, 10 e 14 pg/ml,
permitiu verificar a auséncia de quaisquer bandas especificas para a presenga do PDV
nestes produtos. Para a concentragdo de proteinase K de 6 ng/ml, foi apenas observado um
ligeiro “arrastamento” para amostra-teste € um “arrastamento” mais intenso no controlo
negativo sem RT, o que ndo se verificou para os controlos negativos sem iniciadores ou sem
Taq DNA polimerase (Figuras 22a e 22b). Para todas as concentragdes de proteinase K
testadas, em algumas secgdes foi visualizada no final do PCR in situ uma coloragdo
inespecifica tanto na amostra-teste como nos controlos negativos. Esta coloragdo surgiu
localizada em determinadas células e ndo difusa por toda a amostra (Figura 23¢). Para
6 ng/ml de proteinase K, a respectiva amostra controlo-positivo sem tratamento com DNase
mostrou uma coloragdo inespecifica mais intensa comparativamente com as amostras teste e
controlo negativos correspondentes (Figura 23ab), e para a concentragdo 10 pg/ml de
proteinase K esta diferenga nem sequer foi observada.

Em geral verificou-se a descolagem de algumas secgoes das ldminas revestidas
durante o respectivo processamento. Aparentemente, este facto deveu-se ndo apenas ao
elevado aquecimento a que essas secgdes foram sujeitas durante os ciclos de PCR in
situ, mas também devido & sua elevada espessura. De facto, esta espessura causou
contraccdes diferenciais nos varios tecidos e dificuldades na colagem perfeita das
secgdes (Figuras 20 e 11).

Na auséncia de resultados verdadeiramente positivos, ndo se podem tirar

conclusdes sobre a eficiéncia dos métodos directo e indirecto na detec¢do do PDV. Os
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ensaios, ainda preliminares, efectuados pelo método indirecto resultaram num
decréscimo da preservagdo da estrutura histologica comparativamente com os resultados
do método directo, os quais também ndo foram os ideais no que respeita a preservagao,
aparentemente devido a excessiva digestdo proteasica e ao repetido aquecimento
durante os ciclos de PCR. Por outro lado, uma vez que a literatura refere que deve ser
obtida apenas uma banda para o controlo por PCR convencional, e neste trabalho foram
obtidas duas com os iniciadores utilizados, uma especifica (com 217pb) e outra
inespecifica, apenas os resultados do método indirecto seriam seguros. Deste modo,
prevé-se a utilizagdo de outro iniciador em substituigdo do complementar 1391 para a

localizag¢do do PDV pelo método directo.

800
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Figura 22 — Anilise da reamplificagio dos produtos de reacgdo do RT-PCR in situ (iniciadores 1175 e
1391), 6 pg/ml de proteinase K, em folhas do 1° segmento nodal do ramo da amendoeira de Monsanto.
Figura 22a — Gel de agarose corado com brometo de etidio, posteriormente transferido para membrana
“Southern blot” ¢ hibridado. Figura 22b — Analise por hibridagdo “Southern blot” com sonda marcada
com fluoresceina. M — marcador do peso molecular 100pb ladder (Gibco-BRL), peso molecular em pares
de bases (pb). Pista 1 - Controlo positivo obtido do produto de reacgdo por IC/RT-PCR do 1° segmento
nodal do ramo da amendoeira de Monsanto. Pista 2 — Amostra-teste. Pista 3 — Controlo negativo sem
RTase. Pista 4 — Controlo negativo sem iniciadores. Pista 5 — Controlo negativo sem Taq DNA
polimerase.
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Figura 23 — Resultados do RT-PCR in situ utilizando uma concentragdo de 6 pg/ml de proteinase K, em
seccdes de amostras provenientes da amendoeira de Monsanto. Nas imagens obtidas com objectivas de
ampliagio superior a 4x utilizou-se contraste de Nomarsky. Estas amostras foram provenientes de
material considerado positivo para a presenga do virus PDV por PCR convencional e hibridagdo
«“Southern blot” . (@) Amostra controlo-positivo sem tratamento com DNase, secgdo longitudinal do apice
meristematico. Observa-se uma ligeira coloragio inespecifica ao nivel dos feixes de vasos condutores. (b)
Pormenor da base de uma folha jovem ao nivel do apice meristematico. Nota-s¢ a grande quantidade de
inclusdes fenolicas cor-de-ferrugem. (c) Amostra-teste, zona da nervura de uma secgdo transversal de
folha. Observa-se alguma coloragio inespecifica em torno dos vasos condutores ¢ em células do mesdfilo.
(d) Material histoldgico idéntico a (c) mas amostra controlo-negativo sem iniciadores. Nervura em geral
sem coloragdo inespecifica, apenas algumas manchas azuis em algumas células. (¢) Amostra controlo-
negativo sem iniciadores, seccdo transversal de limbo: zona do mesofilo sem qualquer coloragdo. Barras
da Figura: a-e — 100 pM.
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Figura 24 — Imagens de microscopia Optica com contraste de Nomarsky dos resultados do RT-PCR in
situ utilizando concentracdes de 10 ou 14 pg/ml de proteinase K em secgdes de amostras provenientes da
amendoeira de Monsanto. Verifica-se a auséncia de coloragdo tanto na nervura como no mesdfilo, bem
como o elevado grau de degradagfio das secgdes. Estas amostras foram provenientes de material
considerado positivo para a presenga do virus PDV por PCR convencional e hibridagdo “Southern blot” .
(a) Amostra-teste - 10 pg/ml de proteinase K, secgdo transversal da nervura e do meséfilo. (b) Amostra
controlo-negativo sem RTase - 10 pg/ml de proteinase K, seccio transversal de peciolo. (¢) Amostra-teste
- 14 pg/ml de proteinase K, secgdo transversal de peciolo. (d) Amostra controlo-negativo sem sonda - 14
pg/ml de proteinase K, secgdo transversal de limbo. Barras da Figura: (a) a (d) — 100 pM.
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Tabela 18 - Sintese de resultados do RT-PCR in situ realizado em secgdes histologicas de
amostras provenientes da amendoeira de Monsanto (folhas e apices meristematicos). Px —
proteinase K; C " s/ - controlo-negativo sem (...); C * s/ - controlo-positivo sem (...).

Amostra Concentragiio da Py Método Observagies em microscopia éptica
(30 min de digestio) de detecgio

Teste Alguma coloragio inespecifica em células localizadas, tanto no
meséfilo como na nervura (Figura 23c).

C s/ RTase 6 pg/ml Directo 2 secgdes sem coloragdo; 2 com coloragio inespecifica apenas no
mesdfilo, particularmente intensa no nicleo das respectivas células;
restantes secgdes com coloragio inespecifica em células localizadas
(mesofilo e nervura).

C s/ iniciadores Nervura de algumas secgSes com manchas azuis em certas cclulas
(Figura 23d), outras sem coloragio; auséncia de coloragio inespecifica
no mesoéfilo (Figura 23e).

C ~ s/Taq DNA pol. Ausénecia de coloragio inespecifica tanto na nervura como 0o
mesofilo.

C s/ DNase Coloragdo inespecifica particularmente intensa na zona dos vasos
condutores (Figura 23a,b).

Teste Auséncia de coloragio inespecifica tanto na nervura como no
mesofilo; elevado grau de degradagio das secgdes (secgio methor

10 pg/ml Indirecto | preservada - na Figura 24a).

C s/ RTase Observagdes idénticas as da amostra-teste (Figura 24b).

C s/ Taq DNA pol. Observagdes idénticas as da amostra-teste.

C s/ sonda Observagdes idénticas as da amostra-teste.

c ¢/ DNase Observagdes idénticas as da amostra-teste.

Teste Ausénecia de coloragdo inespecifica tanto na nervura como no
mesoéfilo; elevado grau de degradagiio das secgbes (secgdo melhor

14 pg/ml ‘| Indirecto | preservada - na Figura 24c).

C s/ RTase Observagdes idénticas as da amostra-teste.

C s/ Taq DNA pol. Observagdes idénticas as da amostra-teste.

C s/ sonda Observagdes idénticas as da amostra-teste (Figura 24d).

C " s/ DNase Amostra perdida.
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A eliminagdo de virus de plantas pela cultura de meristemas tem sido limitada
pela falta de informagdo sobre os factores que afectam a distribuigdo viral e a
sobrevivéncia dos meristemas isolados. Sabe-se que a probabilidade de eliminar virus
por este método aumenta com a diminui¢do do tamanho dos apices excisados (in
Matthews, 1991). No entanto, o tamanho minimo do apice meristematico que permite
assegurar a sua sobrevivéncia e sanidade varia consoante a espécie da planta € com o
virus (in Spiegel, 1996). Por outro lado, ndo esta ainda esclarecido qual o alcance da
contaminagio viral ao nivel dos meristemas. Tem sido verificado que para conseguir a
regeneragio de plantas completas, o meristema deve ser isolado em conjunto com um
ou dois primordios foliares. Em particular, em espécies de Prunus verifica-se que
apenas uma parte dos meristemas em cultura origina plantas sem virus (neste caso o
PPV), pelo que para aumentar a eficiéncia do processo este método tem sido associado a
termoterapia (Knapp et al., 1995). Para virus como o PDV, ainda néo esta esclarecido o
transporte viral, tanto célula-a-célula como a longa distancia. Pouco se sabe sobre a
ligagio entre a replicagdo dos virus e o seu movimento, embora se reconhe¢a O
envolvimento de factores relacionados com o virus e com o hospedeiro. Os modelos da
organizagdo estrutural dos plasmodesmos, por exemplo, pouco esclarecem sobre a
identidade e as fungdes das proteinas plasmodésmicas (in Carrington ef al., 1996), além
de que o movimento viral célula-a-célula parece envolver multiplos mecanismos em
diferentes grupos de virus de plantas.

O RT-PCR in situ é uma poderosa técnica que podera contribuir para o
esclarecimento de algumas questdes relevantes sobre a relagdo virus-meristema em
amendoeira. Na area das células animais, esta técnica tem permitido a localizagdo
espacial de virus em baixo titulo (Bagasra ef al., 1992; Chiu et al., 1992; Zehbe et al.,
1992; Patterson ef al., 1993; Zaki et al., 1994), embora em plantas a sua aplica¢do se
tenha verificado apenas em estudos de expressdo génica (Deeken e Kaldenhoff, 1997,
Johansen, 1997, Bombelli ez al., 1998). Deste modo, espera-se que a optimizagdo do
RT-PCR in situ iniciada no presente trabalho possa constituir o inicio do
desenvolvimento desta técnica na area da fitopatologia. Segundo Martinez et al. (1995),
com os termocicladores multi-liminas actualmente disponiveis no mercado (Hybaid,
M]J Research, Perkin Elmer), esta técnica podera ter um futuro tdo promissor no campo

histopatologico como o PCR convencional tem hoje na biologia molecular.
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As principais variaveis a optimizar no RT-PCR in situ incluem 0 tipo de fixador
utilizado e o tempo de fixagdo, a duragdo da digestdo proteasica, a composi¢do da
mistura de amplificagdo e, no caso do método de detecgio indirecto, também a
composi¢do da mistura de hibridagdo. A adaptagio desta técnica ao caso da amendoeira
encontra-se num estado ainda precoce, devido ao tempo dispendido e as dificuldades
encontradas na optimizagio do RT-PCR convencional.

Relativamente & escolha do melhor fixador para o PCR in situ, existem diversos
estudos comparativos para células animais segundo os quais fixadores quimicos & base
de formaldeido originam uma melhor preservagao dos acidos nucleicos e da integridade
morfologica dos tecidos do que os fixadores coagulantes a base de etanol (O’Leary ef
al., 1994, Martinez et al, 1995). No entanto, resultados contrarios foram referidos por
Klimecki et al. (1994 in Martinez et al., 1995). Em tecidos vegetais, 0 material vegetal
fixado em 4% formaldeido, ou em 2,5% glutaraldeido e 2% formaldeido, resistiu a
tratamentos de pepsina mais longos do que o material fixado em FAA (4cido acético,
formaldeido e etanol), apesar de todos estes fixadores terem permitido a preservagdo
estrutural dos tecidos (Johansen, 1997). Estes resultados poderiam dever-se & maior
eficacia tanto do formaldeido como do glutaraldeido na formagdo de ligagdes cruzadas
requerendo assim um tratamento com pepsina mais longo do que o FAA (Johansen,
1997). Um problema que € importante tentar controlar é o acastanhamento dos tecidos,
que geralmente ocorre devido a libertacdo de compostos fenolicos dos vaciiolos durante
a fixagdo, por alteragdo da permeabilidade membranar (tonoplasto e plasmalema). Esta
questdo podera talvez ser minimizada utilizando-se material vegetal mais jovem, como
sdo as folhas jovens que surgem na Primavera, e possivelmente érgaos florais.

A digestdo proteasica tem sido referenciada como um passo especialmente critico
no RT-PCR in situ, sendo prioritaria a sua optimizagdo para evitar a sub-digestdo, que
impede a entrada dos reagentes, bem como a sobredigestdo, que conduz a migra¢do dos
produtos de reac¢do das células e a destrui¢do da estrutura dos tecidos (Martinez et al.,
1995). A concentragio optima de proteinase K, uma das proteases vulgarmente
utilizadas, varia consoante a fixagdo aplicada e o tecido em causa, pelo que no presente
trabalho foram testadas concentragdes entre 6 e 14 ug/ml, escolhidas de modo a incluir
valores referidos na literatura (Bagasra ef al., 1995; Martinez et al., 1995; Bates el al.,

1997, Muro-Cacho, 1997, Bombelli ez al., 1998). Todos os tratamentos proteasicos
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testados levaram a degradagdo parcial da estrutura dos tecidos, aparentemente devido a
digestdo excessiva e a temperatura elevada utilizada nos ciclos de PCR efectuados (35
ciclos). Para minimizar este problema, podera ser desejavel testar concentragdes mais
baixas de proteinase K ou uma protease menos “agressiva’, possivelmente a pepsina. A
pepsina ou a tripsina a baixo pH sdo normalmente preferidas em relagdo a proteinase K,
uma vez que sio menos estaveis do que a proteinase K, e a sua actividade pode ser
facilmente inibida aumentando o pH durante o passo de lavagem subsequente. A
proteinase K aumenta o risco de sobredigestéo, um problema identificavel pela auséncia
de sinal e pela fraca preservagdo morfolégica (in Nuovo, 1995). No PCR in situ directo,
tem-se verificado que o tempo Optimo de digestdo proteasica depende do tempo de
fixagdo com formaldeido, pelo que no futuro podera ser importante testar diferentes
tempos de digestdo proteasica em fungdo do tempo de fixagao. No presente trabalho,
obteve-se uma ligeira coloragdo inespecifica visualizada na proximidade dos feixes
vasculares no controlo positivo sem tratamento por DNase e com 6 ug/ml de proteinase
K. No entanto, com concentragdes superiores de proteinase K esta coloragdo ndo foi
visivel. Estes resultados sugerem que deverdio ser testadas concentragdes de proteinase
K inferiores a 6 pg/ml, para melhorar a preservagdo das amostras e para avaliar o
eventual aumento de sinal — sintomas de digestdo Optima. Poderd também ser
importante testar diferentes tempos de digestdo proteasica em fungdo do tempo de
fixacdo. Tendo em conta que este controlo positivo envolveu sempre a reac¢do RT, a
coloragdo inespecifica poderia corresponder, pelo menos em parte, a banda inespecifica
observada em gel de poliacrilamida dos produtos de reacgdo do RT-PCR convencional
(vide TI - 3.3.3.). Por outro lado, a coloragdo inespecifica poderia dever-se a reparagao
de DNA fragmentado pelos procedimentos antecedentes a0 RT-PCR ou a formagdo de
ligagdes inespecificas entre a DIG e os constituintes dos tecidos.

Ao nivel da transcrigdo inversa e amplificagdo por PCR, um possivel aspecto a
melhorar seria encontrar outro iniciador que ndo o 1391 para amplificar igualmente um
fragmento pequeno mas evitar a banda inespecifica observada em todos os geles de
poliacrilamida sempre que este iniciador foi utilizado. Esta banda pode comprometer a
localizagdo do PDV por RT-PCR in situ directo, uma vez que pode corresponder a DNA
mitocondrial ou cloroplastidial, amplificado no plasmalema tal como o cDNA

especifico do PDV seria. Apos a optimizagdo da concentragdo da protease, variavel-
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chave do PCR in situ, deverdo ser optimizadas as concentragdes de MgCl, e de Taq
DNA polimerase, as quais se recomendam geralmente superiores as utilizadas no PCR
convencional (Nuovo et al., 1996; Muro-Cacho, 1997; Johansen, comunicag&o pessoal
1998). Esta recomendagdo foi seguida no presente trabalho em relagdo a concentragdo
de magnésio, nomeadamente 5 pM em vez de 2 uM. Nuovo (1995), por exemplo,
utiliza 4,5 pM em vez de 1,5 pM/PCR convencional. Contudo, Martinez et al. (1995)
nio observaram diferencas significativas quando variaram a concentragdo de magnésio.
A concentragio apropriada de Tag DNA polimerase numa reacgao pode variar
consoante o tipo de alvos ou de iniciadores. Aplicando o método de detecgdo indirecto
em tecidos animais, alguns autores verificaram que a presenga de BSA a 0,06% na
mistura de PCR eliminou a necessidade de concentragdes mais elevadas de Tag DNA
polimerase (Nuovo ef al., 1993), situagdo testada no presente trabalho (utilizando a
mesma concentragio referida para PCR convencional, 3 U/ 50ul, mas adicionando
0,06% BSA a mistura de PCR). Uma das limitacBes observadas durante a aplicagéo do
RT-PCR in situ foram as temperaturas elevadas nos ciclos de PCR que contribuiram
fortemente para a destruigdo da estrutura celular, tal como foi observado noutros casos
(Bates et al., 1997). A utilizagdo de programas de PCR envolvendo menos ciclos podera
constituir uma alternativa a considerar.

Comparando os métodos directo € indirecto no PCR in situ, os resultados obtidos
ainda ndo permitiram escolher qual o mais indicado para o caso da amendoeira. Nuovo
(1995) refere que os novos investigadores na area do PCR in sifu devem em primeiro
lugar testar o método de deteccdo directo em secgdes de tecido incluido em parafina,
recomendacgdo seguida no presente trabalho. Segundo este autor, mesmo verificando-se
a amplificagdo inespecifica de DNA, a optimizagdo deste método no presente caso
permitira detectar as condigdes em termos de fixagdo e digestdo proteasica que
permitem a amplificagdo de DNA nas células analisadas, seja a apartir de RNA do
proprio DNA endogeno (da planta). Alguns autores optam pelo método directo por ser
menos moroso € dispendioso que o indirecto € minimizar a manipulag¢go, a qual poderéa
resultar na descolagem e subsequente perda das secgdes (Martinez et al., 1995). Para
além disso, segundo Johansen (comunicagao pessoal, 1998), o método indirecto apenas
reduz os resultados falso-positivos que sdo devidos a0 fraco desenho dos iniciadores,

envolvendo outros falso-positivos que resultam da hibridagio in situ, salientando o facto
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das plantas em geral originarem numerosos artefactos deste tipo. Outros autores tém
recomendado o método indirecto para evitar falsos positivos (Bagasra et al, 1995;
Komminoth e Long, 1995; Zehbe ef al., 1995; Zevallos et al., 1995). Segundo Long e
Komminoth (1995), no Workshop Internacional de Métodos Modernos em Morfologia
Analitica, Abril 1994, Orlando, Florida, (em Proceedings da Cell Vision, Journal of
Analytical Morfology, vol.1, n°1) foi opinido consensual que, ndo tendo sido possivel
tornear adequadamente os artefactos de inespecificidade inerentes ao PCR in situ
directo, este método ainda ndo tinha significado como tecnologia para localizagdo
intracelular de sequéncias de nucledtidos, ndo excluindo modificagdes com vista a
melhorar a sua especificidade. Esta posi¢do foi mantida no primeiro Workshop Noérdico
em PCR in situ (Sillstrom e Zehbe, 1997), no qual participaram pelo menos alguns dos
investigadores participantes no Workshop referido anteriormente. Ambos os métodos de
deteccdo originaram neste trabalho uma coloragdo inespecifica localizada apenas em
algumas células. Johansen (comunicagio pessoal, 1998) salientou o facto da DIG por
vezes originar alguma coloragdo inespecifica das paredes celulares, resultante da sua
tendéncia para se associar aos compostos fenolicos e as pectinas. A coloragdo
inespecifica obtida neste trabalho podera indicar que as células coradas contém uma
substancia a qual a DIG se liga, incluindo os proprios compostos fendlicos ja detectados
no estudo histologico, e particularmente abundantes em plantas lenhosas como € o caso
da amendoeira. Outra possivel explicagio para a coloragdo inespecifica seria a
ocorréncia de “mispriming” - amplificagdo de sequéncias de DNA ou cDNA
indesejadas — que parece estar dependente de factores como sejam a especificidade dos
iniciadores, o pH e a concentragdo i6nica na mistura de PCR, e a temperatura de
emparelhamento (Nuovo, 1992; Chen e Fuggle, 1993; Long et al., 1993, Patterson et
al., 1993b; Teo e Shaunak, 1995).

O facto do PDV ainda nido ter sido localizado nas sec¢des de tecidos de
amendoeira testadas pode ter varias explicagdes possiveis, uma das quais prende-se com
o facto do titulo do virus ser muito reduzido - no material de partida do PCR in sifu nio
foi possivel detectar o PDV por RT-PCR convencional e analise electroforética em gel
de agarose, mas apenas em gel de poliacrilamida ou por hibridagdo “Southern blot™.
Para aumentar a sensibilidade deste método, Johansen (comunicagdo pessoal, 1998)

sugeriu varias hipoteses:
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1. aumentar a quantidade de DIG-11-dUTP (por outro lado, poderia aumentar a
coloragdo inespecifica anteriormente referida);

2 aumentar o numero de ciclos (no entanto, implicaria maior tempo de aquecimento
das secgdes comprometendo a sua integridade, podendo simultaneamente
aumentar a coloragdo inespecifica),

3 ou utilizar um método de deteccdo imunohistoquimico mas indirecto,
nomeadamente pela utilizagdo do anti-DIG e de um anticorpo Anti-anti-DIG (e de
um terceiro se tal for necessario), indicando que cada anticorpo adicional aumenta
a sensibilidade 3x.

E de salientar ainda que, pelo facto de se ter verificado a presenga do PDV nas cinco
amostras de material de partida, ndo significa necessariamente que este virus se
encontrasse nas secgdes de tecido ja processadas. Os resultados falso-negativos ocorrem
mais frequentemente em experiéncias de RT-PCR efectuadas sobre laminas de vidro
(Komminoth et al., 1992; Long et al., 1993, Komminoth et al., 1994), possivelmente
devido a reduzida eficiéncia de amplificagdo por causas fisicas (condugdo térmica,
adsorcdo da Taq DNA polimerase € de outros componentes da mistura de PCR ao
vidro), pela perda dos produtos de reaccio durante os passos das lavagens ou da
detecciio, ou por factores relacionados com o tecido, como a presenca de inibidores da
Taq DNA polimerase. No caso presente, por reamplificagdo da mistura recolhida de
cada camara de reacgdo de PCR, ndo foi detectado o fragmento esperado, sugerindo ndo
ter ocorrido a difusdo do produto de reac¢do para a mistura. Podem também contribuir
para esta reduzida eficiéncia a fraca qualidade ou a reduzida acessibilidade das
sequéncias-alvo, devido a formacdo de ligagdes cruzadas entre DNA e proteinas por
parte dos fixadores quimicos (in Komminoth e Long, 1995). Para varios autores, o PCR
in situ em secgdes de tecidos tem sido conseguido apenas com a utilizagdo de multiplos
pares de iniciadores, a produgido de pequenos produtos de PCR e a detecgdo com sondas
relativamente longas ou com «cocktails” de sondas (Staskus et al., 1991; Chiu et al.,
1992; Embretson et al., 1993; Long ef al., 1993).

Os resultados apresentados neste capitulo sdo assim ainda preliminares, estando
prevista a realizagdo de outros ensaios de forma a ultrapassar dificuldades técnicas
inerentes ao curto “tempo de vida” do PCR in situ. E ainda objectivo de melhoramento
a introduciio de modificagbes que permitam procedimentos mais rapidos e menos

dispendiosos que os actualmente disponiveis.
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1.1. Estudos de saneamento de viroses ¢ de detec¢iio do virus PDV em amendoeira

A cultura da amendoeira, uma das mais importantes a nivel mundial, tem vindo a
sofrer no nosso pais um crescente declinio devido a factores como a desactualizag@o das
técnicas culturais utilizadas, a auséncia de selecgdo e de caracterizagdo das cultivares
portuguesas, a sua heterogeneidade e consociagdo com outras culturas, e a auséncia de
estratégias de comercializagdo do seu produto. Por outro lado, o rendimento da
amendoeira tem sido afectado pela frequente infecgdo por Ilarvirus nos quais se inclui o
PDV (Camarasa et al., 1986 in Nolasco ef al., 1991). Na tentativa de preservar os
genotipos portugueses ¢ de obter material isento dos virus referidos, tém sido
desenvolvidos programas que incluem a diagnose dos principais virus que afectam as
cultivares portuguesas de amendoeira, o estabelecimento in vitro de material destas
cultivares, ao qual tém sido aplicados varios métodos terapéuticos, € a diagnose viral no
final do saneamento. Dado que frequentemente o material vegetal saido dos programas
de saneamento se encontra ainda infectado por virus, embora com niveis muito baixos e
dificeis de detectar, procurou-se neste trabatho optimizar os métodos de detecgdo e
pesquisar estratégias que permitam um maior direccionamento dos métodos de

saneamento. Em termos gerais, o presente trabalho pode resumir-se aos seguintes

passos:

1. Continuagiio dos programas de saneamento previamente realizados, mantendo in
vitro o material adulto e juvenil previamente sujeito a tratamentos de termoterapia
(2x), quimioterapia, quimioterapia e termoterapia, ou cultura de meristemas de
material de campo e quimioterapia até serem estabelecidas condigOes para a sua
transferéncia para o solo.

2 Teste de tratamentos de termoterapia alternativos na amendoeira cv. Boa Casta, para
minimizar a reduzida percentagem de sobrevivéncia dos rebentos tratados in vitro, e
o fenomeno da hiperhidratagao.

3. Optimiza¢io de métodos moleculares de diagnose do virus PDV, nomeadamente dos
métodos de imunocaptura e de extracgio de RNA bicatenario (RNAds) seguida de
RT-PCR.

4. Aplicagio destes métodos na detecgdo do virus PDV em material de campo
(controlo positivo), material micropropagado ndo sujeito a terapia, ou sujeito aos

tratamentos referidos nos pontos 1. € 2..
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5. Optimizagdo dos processos de indugdo de raizes e de aclimatagdo para o material
vegetal tratado para facilitar a detecg@o viral (normaimente de mais facil detecgio in
vivo do que in vitro).

6. Introdugdo a técnica de RT-PCR in situ para futuramente analisar a distribui¢do do
PDV nos tecidos meristematicos de amendoeira, de forma a definir as dimensdes

adequadas do explante a isolar nos ensaios de saneamento.

Para a diagnose viral em amendoeira, a sensibilidade do teste ELISA nio permitiu
em estudos anteriores, realizados em algumas fases do ano, detectar o PDV em material
de campo infectado, tendo-se optado pela optimizagdo de um método mais sensivel
como ¢ o IC/RT-PCR em tubo. Confirmada a presenga do virus PDV no material in
vitro ndo tratado (Raquel, 1998), deu-se inicio ao presente trabalho de acordo com os
objectivos pré-estabelecidos. Alguns autores tém salientado a dificuldade no isolamento
de meristemas que garanta o seu estabelecimento, crescimento e propagagdo,
nomeadamente pela excisdo de um explante suficientemente pequeno para garantir a
auséncia de doenga viral e simultaneamente assegurar a formagdo de plantulas. Este facto
foi confirmado pela reduzida percentagem de sobrevivéncia dos meristemas ja isolados a
partir de material in vitro em amendoeira cv. Boa Casta (Raquel, 1998). Deste modo,
optou-se neste trabalho pela cultura de meristemas de material de campo em meio
indutor de “multi-apices”, e pela aplicagio de termoterapia seguida do isolamento de
apices vegetativos em material in vitro. Paralelamente, realizaram-se ensaios preliminares
da técnica RT-PCR in situ em material de campo para a aplicar futuramente na
localizagdo de virus no apice vegetativo, por forma a avaliar a necessidade de se recorrer
a dimensdes muito reduzidas para assegurar a eliminagdo viral. Imediatamente apos o
isolamento dos meristemas de material de campo, 0os mesmos n3o apresentaram sinais
evidentes de oxidagdo nem de desidratagio, mas durante as primeiras subculturas
tornaram-se  gradualmente hiperhidratados e finalmente acastanhados, assim
permanecendo sem originar qualquer rebento apds sucessivas subculturas em meio de
cultura MJ. Grande parte do material de campo isolado foi eliminado devido & presenca
de contaminagio endogena, tendo-se registado uma taxa de sobrevivéncia de 10% que
inviabilizou a realizag¢do dos ensaios de saneamento com este material. Assim, 0s ensaios
de termoterapia foram sempre efectuados em material juvenil, o qual foi facilmente

micropropagado permitindo obter um nimero suficiente de rebentos. Nestes ensaios foi
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testado o efeito da duragdio do tratamento (16 ou 21 dias) e da Sc. pré-tratamento (7, 10
ou 20 dias) na % de sobrevivéncia dos rebentos tratados. Foi igualmente testado o efeito
da manutengdo do material em meio “multiappexing” em vez de em meio MJ, durante ou
apds o tratamento, em relagdo ao nimero de apices originados. Em relagdo a estes
parimetros, o ensaio D (7 dias pré-tratamento e 16 dias de tratamento de apices
meristematicos em  meio”multiappexing”)  originou  melhores  resultados
comparativamente com os restantes.

Quando o tratamento de termoterapia foi mais reduzido (16 dias), a redugdo da
duragdo da Sc. pré-tratamento de 20 para 7 dias permitiu um aumento da sobrevivéncia
de 45,5% para 100%, no final dos ensaios. A aplicagdo de maior tempo de tratamento -
20 dias, ensaios B e F — deteriorou significativamente os tecidos dos rebentos tratados,
mesmo quando a duragéo da Sc. pré-tratamentos foi reduzida (caso do ensaio F).

Ap6s a fase da terapia, podem ainda existir titulos indetectaveis de virus, os quais
poderio ser aumentados pela manutencio das plantas em crescimento por um periodo de
tempo prolongado. Deste modo, a eficacia dos procedimentos terapéuticos aplicados
neste trabalho sera avaliada pela futura aplicagdo dos testes de detecgdo adaptados,
durante um periodo de tempo a ser determinado empiricamente. Para dar inicio a esta
monitorizagdo, foram efectuados ensaios no sentido de optimizar o enraizamento in vifro
dos rebentos tratados, processo que se tem mostrado particularmente dificil e apenas
bem sucedido para poucas cultivares (Rugini, 1987; Rugini, 1993; Caboni ¢ Damiano,
1994). Por outro lado, tem sido demonstrado em amendoeira que o processo de
enraizamento ¢ estritamente dependente do genétipo, (Rugini e Verma, 1983; Caboni e
Damiano, 1994; Caboni et al., 1997). Dada também a escassez de literatura disponivel
sobre enraizamento em amendoeira, surgiu a necessidade de definir condigdes adequadas
para o enraizamento de rebentos micropropagados. No presente trabalho, os ensaios
para a optimizagdo do enraizamento envolveram a inducdo hormonal (auxinas IAA ou
IBA), no escuro, de rebentos apresentando alongamento de entrends, durante um
periodo determinado, findo o qual foram transferidos para um ou dois meios
consecutivos sem qualquer auxina e num dos ensaios suplementado(s) com floroglucinol.
Inicialmente, foram realizados sete ensaios diferentes idealizados por C. Miguel com
base em dois métodos previamente descritos por Collet e Le (1987) — “Brief Induction
Pretreatment” (BIP, ensaios E; a E,) e “Long Initiation Pretreatment” (LIP, ensaios Es a

E). Numa fase posterior, efectuaram-se seis novos ensaios: 0s ensaios Eg e Eo para testar
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o efeito do “choque hormonal” com uma concentragéo muito elevada de auxina IAA ou
IBA em meio liquido durante 1min; nos Exr e E4 a respectiva auxina foi esterilizada por
filtragdio em lugar de ser autoclavada no meio, para verificar a possibilidade do IAA ou
do IBA terem sido significativamente inactivados com a autoclavagem do meio de
cultura; no E4, os rebentos ndo passaram pelo meio de cultura contendo gelrite, para
verificar se a auséncia deste passo influenciaria significativamente os resultados; foi ainda
testado o efeito do floroglucinol apés o “choque” hormonal no E,, numa tentativa de
induzir a formacdio de raizes secundarias, tal como foi referido por alguns autores.
Durante os 21 dias apds o inicio dos tratamentos hormonais, efectuaram-se observagoes
periddicas em relagdo aos seguintes pardmetros: percentagem de enraizamento; numero
de raizes por rebento enraizado, comprimento médio das raizes;, e percentagem de
necrose apical. O método BIP utilizando o IBA resultou numa maior eficicia de
enraizamento, ndo havendo diferengas significativas nos resultados relativos a ambas as
concentragdes utilizadas. No contexto apresentado, foi escolhido o ensaio E4 para aplicar
aos rebentos sujeitos aos ensaios de termoterapia A a F, e aos rebentos provenientes de
programas de saneamento anteriores. Este ensaio consiste na indu¢do de enraizamento
com 80mg/l IBA em meio solidificado com agar durante uma noite no escuro;
posteriormente, na manuteng@o dos rebentos induzidos em meio sem auxina solidificado
com gelrite, durante 5 dias & luz; e finalmente em meio idéntico ao segundo mas
solidificado com agar, até ao desenvolvimento de raiz. Aplicando o ensaio E4 a material
adulto tratado, parte deste material desenvolveu raizes ainda que a sua resposta tenha
sido mais lenta e tardia comparativamente com o material juvenil. Paralelamente,
algumas raizes obtidas pelo E, foram seccionadas e coradas com verde-iodo - carmim
aluminado, revelando uma estrutura normal, caracteristica de uma raiz. Posteriormente
verificou-se que os resultados do ensaio E,, foram semelhantes aos obtidos no E,
indicando que, pelo menos em material juvenil, o passo que envolvia a presen¢a de
gelrite podera ser dispensado em futuras aplicagdes. A esterilizagdo do meio de indugéo
por filtragdo ndo melhorou significativamente os resultados dos ensaios E; nem E,. A
presenga de floroglucinol nfo induziu um aumento da formagdo de raizes secundarias, e
aparentemente as raizes originadas eram mais finas do que na auséncia deste composto.

O enraizamento dos rebentos foi sucedido pela aclimatagdo das plantulas
respectivas, inicialmente efectuada em condigSes improvisadas no laboratério as quais se

mostraram pouco apropriadas. Posteriormente, testaram-se as condi¢des oferecidas por
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um Instituto que trabalha essencialmente com Eucaliptus globulus (RA1Z), tendo-se
obtido percentagens de sobrevivéncia baixas, aparentemente devido ndo so a fortes
oscilagdes da temperatura como também a podriddo observada na base do caule das
plantulas. Estes problemas ndo permitiram a correcta avaliagdo da eficiéncia da
aclimatagdo, reforcando a necessidade de um fitotrdio que permita o controlo da
temperatura, humidade relativa, intensidade luminosa, etc.. Durante a optimizagdo da
aclimatagdo, verificou-se ndo haver necessidade das plantas permanecerem em cultura in
vitro até ao 40° dia pos indugdo hormonal de enraizamento, uma vez que as raizes curtas
facilitam sua a lavagem e a introdugdo da planta no substrato.

Paralelamente aos ensaios de termoterapia, de enraizamento e de aclimatag@o,
desenvolveram-se ensaios para adaptar os métodos de diagnose IC/RT-PCR e extracgdo
de RNAds 2 detecgio do PDV em material de campo infectado pelo PDV (amendoeira
de Monsanto), de modo a serem aplicados & monitorizagdo de rebentos in vitro tratados
e das plantulas resultantes. Na preparagdo do material vegetal, para minimizar os efeitos
das substancias inibidoras da PCR e para verificar a sensibilidade do método, foram
testadas varias diluigdes do extracto de folhas (1:1, 1:10, 1:20 e 1:25), em que 1:1 foi a
que permitiu maior amplificagdo da sequéncia especifica. Foi também testado o efeito da
presenga do composto anti-oxidante DIECA no extracto, tendo-se obtido resultados
inconclusivos. O método foi ainda testado na auséncia de imunocaptura €
simultaneamente com a diluigio do extracto (1:1, 1:5 e 1:25). A falta da imunocaptura
originou uma coloragio inespecifica de fundo desde o pogo até & zona da pista
correspondente ao fim da corrida, visualizando-se ainda assim uma banda especifica,
aparentemente mais intensa na diluigéo 1:5 do que na 1:1. No passo da imunocaptura, foi
testado o efeito do tempo e da temperatura de incubagdo do extracto vegetal: 1h30min a
30°C e durante a noite a 4°C, condigdes que deram resultados positivos; € 1h30min a
4°C, em que ndo se obteve qualquer banda. Decorrendo este trabatho no Verdo, periodo
durante o qual a temperatura foi geralmente elevada, e dado que alguns virus resistem a
estas temperaturas elevadas sob a forma de RNAds (Knapp et al., 1995b), optou-se pela
adaptagio de um protocolo de extrac¢do de RNAds pré-RT-PCR adequado para tecidos
vegetais. Para verificar a sensibilidade do método e optimizar a concentragio do RNAds
isolado, foram testadas varias diluigdes de RNAds tanto de caule como de folhas, as
quais resultaram sempre num decréscimo progressivo da amplificagdo, verificando-se na

diluicdo 1:20 uma banda muito ténue embora nitida.
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Para as reacgdes de RT-PCR, foram desenhados iniciadores com base na sequéncia
do gene codificante para a proteina da capside do PDV (cp-PDV), sequéncia localizada
no RNA 3 do PDV (Bachman et al., 1994). Nos ensaios preliminares, utilizaram-se dois
iniciadores: a montante o homodlogo aos nucledtidos 1175-1196 (iniciador 1175) € a
jusante o complementar aos nucle6tidos 1875-1896 (iniciador 1896), para obter um
fragmento de 722pb. Dado que varios autores recomendam a amplificagdo de fragmentos
mais pequenos para aumentar a sensibilidade da deteccdo, desenhou-se um novo
iniciador complementar aos nucle6tidos 1370-1391 (iniciador 1391) para obter um
fragmento de 217pb. O programa de RT-PCR utilizado foi o seguinte: 45 min a 38°C
(reacgio de RT); 2 min a 94°C para desnaturar as amostras e a RTase, seguidos de 35
ciclos de amplificagdo - do 1° ao 5° ciclos 30s a 92°C, 1 min a 54°C e 1 min a 72°C; do
6° a0 35° ciclos 5-15s a 92°C, 1 min a 54°C e 1 min a 72°C — e um ciclo de 7 min a 72°C
de extensdo final. Uma vez que a anélise electroforética em gel de agarose nem sempre
foi suficientemente sensivel para a detec¢do do PDV, tanto em material in vifro como no
controlo positivo (material de campo), os produtos amplificados foram analisados por
electroforese em gel de poliacrilamida, ou por hibridagdo “Southern blot” com uma
sonda sintetizada com marca¢do por Fluoresceina-11-dUTP (Amersham). Para a
optimizaggo do pésso de RT-PCR, testaram-se diferentes combinagdes de iniciadores, no
sentido de testar o factor comprimento do fragmento a amplificar. Ambas as
combinagdes 1175 e 1391 ou 1175, 1391 e 1896 originaram um fragmento de 217pb,
enquanto que 1175 e 1896 originou um fragmento de 722pb. Foram também testadas
diferentes concentragdes de Taq DNA polimerase (1,5, 2,0, 2,5 e 3 U/50pl de reacgio
para uma concentracdo fixa de 0,5 pM de cada iniciador). No entanto, estas variagGes
deram resultados inconclusivos. Ja as variagbes das concentragdes dos iniciadores
escolhidos (1175 e 1391) (0,2, 0,3, 0,4, e 0,5 uM para uma concentragio fixa de Taq
DNA polimerase - 3 U/50pl de reacgdio), revelaram que a maior amplificagdo dos
produtos de RT-PCR foi conseguida para 0,5 uM. Em relagdo ao programa de RT-PCR,
testou-se o efeito da utilizagio de 5s ou 15s de desnaturagdo das cadeias de cDNA a
partir do 6° ciclo de PCR. Em material in vitro, verificou-se que o aumento do tempo de
desnaturagio em cada ciclo se traduziu num aumento da intensidade da banda especifica,
diferenga n3o observada com material de campo.

Finalmente, testaram-se pelos métodos de detecgdo adaptados, IC/RT-PCR e

RNAds/RT-PCR, amostras de rebentos mantidos in vitro ou de plantulas aclimatadas -
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ndio sujeitos a termoterapia ou provenientes de programas de saneamento de viroses.
Estes testes deram sempre resultados negativos para a presenca do PDV, possivelmente

devido a0 seu baixo titulo, ja que néo ¢ de prever que todo 0 material esteja sdo.

1.2. Introdugio & técnica de RT-PCR in situ para a andlise da distribui¢do do PDV

em amendoeira

No decorrer dos programas de saneamento de viroses de fruteiras, tém sido utilizadas
varias estratégias para a eliminagio de virus, das quais se destaca a associagdo da
termoterapia & cultura de meristemas ou de apices de rebentos in vitro. No caso da
amendoeira, a utilizagio da variante RT-PCR in situ poderd contribuir para a
optimizagdo dos protocolos dos programas de saneamento, nomeadamente na
identificagiio de tecidos isentos dos virus que mais as afectam — PDV e PNRSV. Nesse
sentido, foram efectuados neste trabalho alguns ensaios preliminares para adaptar esta
técnica a localizagdo in situ do PDV em véarios 0rgaos da amendoeira — meristemas,
peciolo, limbo e caule. Estas experiéncias tém seguido um procedimento geral iniciado
pela preparagdo do material histologico, submetendo-o a fixagdo, desidratagdo, inclusdo
em parafina, seccionamento e colagem a laminas revestidas e desparafinagdo. Neste
passo foram testados dois protocolos, os quais permitiram a preservagdo da estrutura
histologica tanto em material in vitro como de campo, ndo evitando porém um ligeiro
acastanhamento do material de campo. Este fenomeno deveu-se provavelmente a
oxidagdo fenodlica, uma vez que se observaram inclusdes supostamente de natureza
fenolica, apresentando inicialmente cor-de-ferrugem e, apos coloragdo com azul de
toluidina, uma cor azul escura. A anélise dos produtos amplificados pelo método IC/RT-
PCR correspondentes as cinco amostras do material para PCR in situ (zona apical, 1°
segmento nodal, 2°, 3°, e 4°) revelou, tanto por electroforese em gel de poliacrilamida
como por hibridagdo “Southern blot”, que as cinco estavam infectadas pelo PDV. Apds
este resultado positivo, deu-se continuidade ao protocolo de PCR in situ que entretanto estava
a decorrer no passo de desidratagdo.

Apos a preparagdo do material histolégico, seguiu-se o processamento das amostras:

(1) tratamentos de digestdo sucessivos pelas enzimas macerozima, proteinase K (6,

10 e 14 pg/ml) e DNase;
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(2) transcri¢@o inversa e amplificagéio por PCR in situ;
(3) detecgdo directa dos produtos amplificados, por imunohistoquimica, ou indirecta,
por hibridag&o in situ seguida de imunohistoquimica;

(4) e montagem das laminas e observagéo dos resultados por microscopia optica.

Quanto ao efeito da concentragio e do tempo de incubagédo com proteinase K, observou-
se que, apds a digestio com proteinase K, a estrutura das secgdes ficou significativamente
danificada comparando com a inicial, e os resultados relativos a presenga do PDV foram
sempre negativos. As analises por hibridagio “Southern blot” da reamplificacdo de qualquer
dos produtos obtidos do RT-PCR in situ permitiu verificar a auséncia de quaisquer bandas
especificas para a presenga do PDV. De facto, apenas no caso da concentragdo de proteinase
K de 6 pg/ml se observou um ligeiro “arrastamento” na amostra-teste € um “arrastamento”
mais intenso no controlo negativo sem RT, sugerindo néo ter ocorrido difusdo do produto
para a mistura de reacgdo. Uma das explicagdes para tais resultados prende-se com o facto do
titulo do PDV ser muito reduzido. De facto, no RT-PCR convencional a detecgdo deste virus
s6 foi possivel por electroforese em gel de poliacrilamida ou por hibridagdo “Southern blot”.
Para todas concentragdes de proteinase K testadas, no final do PCR in situ observou-se uma
ligeira coloragdo inespecifica, tanto na amostra-teste como nos controlos negativos,
aparentemente localizada em determinadas células. Esta coloragéo podera indicar a ligagdo da
DIG a substincias existentes nessas células, incluindo possivelmente compostos fenélicos ja
que a sua localizagdo coincidia com a destas células, observada apds coloragdo com azul de
toluidina. Apenas para 6 pug/ml de proteinase K, a respectiva amostra controlo-positivo (sem
tratamento com DNase) mostrou uma coloragfo inespecifica mais intensa comparativamente
com as respectivas amostras-teste e controlos negativos. Para esta concentragdo de proteinase
K, observou-se ainda uma melhor preservagdo da estrutura do que com concentragdes
superiores. Estes dois aspectos sfo indicadores de maior aproximagfo a digestdo proteasica
6ptima. Os ensaios, ainda preliminares, efectuados pelo método indirecto resultaram num
decréscimo da preservagio da estrutura histologica comparativamente com os resultados
do método directo. No entanto, estes ultimos também ndo foram os ideais no que
respeita & preservagdio, aparentemente devido a excessiva digestio proteasica e ao
repetido aquecimento durante os ciclos de PCR. Os resultados obtidos até a data ainda

néio permitiram escolher qual dos métodos, directo ou indirecto, € o mais indicado para o

RT-PCR in situ em amendoeira.
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Dos ensaios de termoterapia testados, ainda que alguns tenham originado em geral
melhores resultados em termos de sobrevivéncia e de incidéncia de hiperhidratagdo, a
respectiva eficacia na eliminagio viral s6 podera ser avaliada com seguranga apos
monitorizagio periodica, através dos métodos de deteccdo melhorados no presente
trabalho, ou apos a transferéncia para o solo € o crescimento da planta.

Neste trabalho foi demonstrado o potencial dos métodos de IC/RT-PCR e de
extraccio de RNAds/RT-PCR para a detecgdo do virus PDV em material de campo de
amendoeira, o que ndo foi confirmado neste trabalho em material in vitro da cv. Boa
Casta. Ainda que a comparagdo entre estes métodos e o teste ELISA ndo tenha sido
quantificada, verificou-se claramente um aumento de sensibilidade utilizando os
primeiros, especialmente considerando que este trabalho decorreu numa época do ano
desfavoravel a detecgiio viral. O sucesso da amplificagdo por IC/RT-PCR em amendoeira
requer a diluigdo das substancias inibidoras da reacgdo de RT-PCR, e a amplificagdo do
produto de PCR mais curto (de 217pb comparativamente com o de 722pb inicialmente
amplificado) aumenta a sensibilidade de ambos os métodos de detecgio.

A optimizagio do RT-PCR in situ, iniciada no presente trabalho, podera
contribuir para a compreensdo de algumas questoes revelantes sobre a relagdo virus-
meristema em amendoeira, esperando-se que possa constituir © inicio do
desenvolvimento desta técnica na area da fitopatologia. Devido ao tempo dispendido e as
dificuldades encontradas na optimizagdo do RT-PCR convencional, a adaptagdo do RT-
PCR in situ encontra-se ainda num estado inicial. Modifica¢es a realizar futuramente
envolvem:

o aumento do tempo de aderéncia das secgBes as laminas revestidas;

o variagdes na digestdo proteasica (tipo e concentragao da protease e tempo
de incubagio);

a variagdes na presenga de BSA, nas concentragdes de magnésio e de Taq
DNA polimerase ou de outros componentes na mistura de PCR in situ, €
ao programa de PCR in situ (nimero e duragdo dos ciclos, temperatura
de emparethamento);

o utilizagio de um método imunohistoquimico indirecto, entre outras.

Adicionalmente, prevé-se um maior sucesso com a realizagdo de ensaios com material de

campo mais jovem, a colher na Primavera, como sejam as folhas jovens e orgdos florais.
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No futuro, o desenvolvimento de um método de IC/RT-PCR “multiplex” para a
detecgdo simultanea dos virus PDV, PNRSV e ApMV tanto em material vegetativo (de
campo e in vitro) como em 6rgdos florais ou directamente em pélen, podera ser o ponto

méaximo para apoiar a produgio de amendoeiras saudaveis, objectivo ultimo dos

programas de saneamento desta cultura.
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Autoclave e bidestilador

Balangas: Balanga de prato
Balanga de precisdo (SCALTEC SBA 32)
Cimaras: Camara de cultura equipada com limpadas de luz branca (Sylvania GRO-LUX
F36W/GRO, W. Germany), com fotoperiodo de 16 h luz e temperatura de 22+2°C
Camara de termoterapia equipada com ldmpadas de luz branca (Sylvania GRO-LUX
F36W/GRO, W. Germany), com fotoperiodo de 16 h luz e temperatura de
31+2°C(luz) e de 38+2°C (escuras).
Cémara de fluxo laminar horizontal BBH6 BRAUN HORIZONTAL)
Camaras frigorificas (4°C, -20°C e -80°C)
Centrifuga de bancada, com arrefecimento e rotor de angulo fixo para tubos Eppendorf (B.
BRAUN SIGMA 3K10)
Estufas, incubadoras (NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC innova™ 4000 INCUBATOR
SHAKER) e banho termostatizado (B. Braun Biotech International CERTOMAT® WR)
Fonte para electroforese (Pharmacia Bioteck Electrophoresis Power Supply EPS-200)
Fomo de micro-ondas
Maquina fotografica com macro-objectiva (Minolta)
Medidor de pH (CRISON micro pH 2000)
Microscopios opticos (Nikon) e Lupa (Leica)
Micrétomo de Minot (Jung Reichert)
Placa de aquecimento com agitador magnético
Pipetador automatico
Termociclador (BIOMETRA UNO-Thermoblock™) e placa para adaptagio do termociclador
ao RT-PCR in situ
Tinas para electroforese em gel de agarose (BioRAD MINI-SUB®CELL GT e BIO ZYM
Midigel SuperCast, fonte BioRAD) ou gel de poliacrilamida (Hoefer Scientific Mighty Smal
1I SE 250, fonte BIO-RAD Model 200/2.0 power)
Transiluminador (ULTRA LUM modelo MUVB - 20)
Vortex (B. Braun Bioteck Intemational Certomat®MYV)



VI - Adenda

Baldes volumétricos

Bisturis
Boides de cultura (com 8 cm de didmetro por 9 cm de altura) com tampas plasticas brancas,
com rosca de aperto
Caixas de Petri de vidro e de plastico (com 9 cm de diametro)
Caixas para gelo (de esferovite)
Camaras de reacgio de PCR in situ - moldura autocolante e lamela protectora de poliester
(Hybaid)
Espatulas para pesagem
Filmes fotograficos, revelagdo e obtengdo de positivos
Positivos a cores - A revelagdo dos negativos e a ampliagdo dos slides foram obtidas em
casas fotograficas.
Fixador Unifix (Kodak)
Folha de Aluminio
Funis de plastico
Goblets de plastico e de vidro (100 ml-3])
Kits: Gene Images CDP-Star detection module (Amersham LIFE SCIENCE)
Gene Images random prime labelling module (Amersham LIFE SCIENCE)
QIAquick Spin Handbook (Qiagen)
Lamelas de vidro 24x 32 mm’ n°1 (Marienfeld)
Laminas de vidro “porta-objectos” com cantos esmerilados, limpiados, 75x25 mm’ (Marienfeld)
Laminas de vidro revestidas “/n situ PCR” (Perkin Elmer)
Laminas descartaveis para micrétomo (Leica)
Luvas de cirurgia
Membrana Hybond N+ (Amersham)
Micropipetas (Gilson P10, P20, P100, P200 ¢ P1000)
Papel de filtro comercial
Papel de embrulho
Papel 3MM
Parafilm “M” (Amerian National Canry)
Parafina
Pildo de almofariz

Pingas
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VI - Adenda

Pipetas de Pasteur

Pipetas graduadas

Placas de vidro

Pontas para as micropipetas

Revelador (Kodak)

Sacos de plastico

Secador de geles Slab Gel dryer Hoefer Scientific Model SE 1160
Suportes autoclavaveis para tubos de cultura
Tinas de vidro (Omela)

Toalhetes de papel

Tubos de cultura

Tubos Eppendorf (1,5 ml e 2 ml)

Tubos PCR (0,2 ml) (ALFA GENE)

Turfa e areia

Vasos

Varetas de vidro
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