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RESUMO

NUNES, Francisca Aline Carvalho. “Constru¢ao de cDNA infeccioso de Citrus Sudden
death-associated virus”. 2009. 64 paginas. Dissertacdo de mestrado em Ciéncias

Genomicas e Biotecnologia. Universidade Catolica Citros Sudden Death Disease de
Brasilia, Brasilia, 2009.

A laranja ¢ uma fruta importante, amplamente difundida em todo o mundo, cuja planta
¢ muito bem adaptada ao clima no Brasil. No entanto, a citricultura tem sofrido muito
com uma nova doenca, chamada de ‘Morte Subita dos Citros’ (MSC), que foi
reconhecida pela primeira vez em 2001 no Estado de Minas Gerais, Brasil. A doenga
causa graves prejuizos a planta, levando a morte rapidamente, o que resultou em perdas
na produgdo de frutas em Sdo Paulo e Minas Gerais. Esta doenga ¢ transmitida por
enxertia, no entanto, seu vetor artrépode ndo foi identificado ainda. O agente casual da
doenga ¢ provavelmente um virus do género Marafivirus dentro da familia Tymoviridae,
chamado Citrus sudden death-associated virus (CSDaV). A constru¢do de cDNA
infeccioso de CSDaV pode fornecer uma ferramenta poderosa para estudar a interagao
virus-hospedeiro na elucidagdo do processo basico de infecgdo. A técnica de PCR foi
utilizada com a enzima termoestavel Vent DNA polimerase (NEB) para modificagdo do
vetor binario pGR. A regido promotora da proteina 35S de CaMV foi introduzida na
extremidade 5 ' do genoma utilizando sobreposicao da extensao de PCR (PCR Fusion).
Depois da confirmacdo da seqiiéncia do genoma, o fragmento de genoma completo de
CSDaV foi subclonado no vetor bindrio PGR, modificado de pGR106, resultando em
PGR-CSDaV. Foi feito a transformag¢do da incorporagdio da PGR-CSDaV em
Agrobacterium tumefaciens (GV3101) e foi confirmada por PCR colonia.
Agroinfiltragdo em Nicotiana benthamiana foi feita, logo apds ocorreu a confirmagéo
da infeccdo por gel poliacrialamida, Western Blot demonstando um resultado
insatisfatorio tanto nas amostras infiltradas como na amostra do CSDaV semi-purificada
de planta infectada que foi utilizada como controle positivo. Por tltimo realizou-se um
teste de microscopia eletronica que demonstrou a presenca de particulas esféricas
semelhantes a particulas virais descritas na familia Tymoviridae.

Palavras-chave: Citros Sudden Death Disease, Marafivirus, Tymoviridae,
Agrobacterium tumefaciens, Nicotiana benthamiana.



ABSTRACT

The orange is an important fruit, widely spread around the world and very well suited to
the climate in Brazil. However, citriculture has suffered a lot with a new disease, called
“Morte Subita dos Citros (MSC)” (Citros Sudden Death Disease) that has been
recognized the first time in 2001 in Minas Gerais State, Brazil. The disease cause severe
damages to plant, leading its death rapidly, which resulted in losses in fruit production
in Sao Paulo and Minas Gerais States. The transmition by grafting was proved,
however, its arthropod vector was not identified yet. The casual agent of the disease is
believed to be a virus(es) and a new virus of Marafivirus genus within Tymoviridae
family, called Citrus sudden death-associated virus (CSDaV). The PCR was used with
the thermostable enzyme Vent DNA polymerase (NEB) for modification of the binary
vector PGR. The promoter region of 35S protein of CaMV was introduced at 5° end of
each genome segment using overlap-extension PCR (Fusion PCR). After the
confirmation of the genome sequence, the fragment of complete genome of CSDaV was
subcloned into the binary vector pGR106 modified, resulting in PGR-CSDaV. Was
made the transformation of incorporation of pGR-CSDaV in Agrobacterium
tumefaciens (GV3101) and was confirmed by PCR colony. Agroinfiltration in Nicotiana
benthamiana was made, occurred shortly after the confirmation of infection
poliacrialamida gel, Western Blot showcasing a poor outcome in both samples as the
sample infiltrated the CSDaV semi-purified from infected plants that was used as
positive control. Finally there was a test electron microscopy which demonstrated the
presence of spherical virus-like particles described in the family Tymoviridae.

Keywords: Citros Sudden Death Disease, Marafivirus, Tymoviridae, Agrobacterium
tumefaciens, Nicotiana benthamiana.
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INTRODUCAO

1. Origem e histéria da laranja

De todas as arvores frutiferas, uma das mais conhecidas, cultivadas e estudadas
em todo o mundo ¢ a laranjeira. Como todas as plantas citricas (Laranjas, Limoeiros,
tangerineiras, pomeleiros, cidreiras, toranjeiras, etc.) sdo originarias das regides imidas
tropicais e subtropicais do continente asidtico e ilhas adjacentes, especialmente da China
e do arquipélago malaio. No Brasil as citrinas foram, sem davida, introduzidas pelas
primeiras expedicdes colonizadoras, provavelmente na Bahia; tanto assim que em 1540
j& existiam laranjais espalhados pelo nosso litoral, de norte a sul. Os documentos e
livros que retratam o Brasil do inicio da colonizagdo citam a excelente adaptacao
climatica das arvores citricas na costa brasileira (www.agrobyte.com.br).

A evolugdo técnica e econdmica da citricultura ao longo dos anos 30 foi
interrompida pela II Guerra Mundial. Os principais mercados importadores cortaram
seus pedidos em 1940, deixando os produtores paulistas de maos vazias. A queda nas
exportagdes para a Europa deu inicio a uma crise que praticamente destruiu a
citricultura brasileira ndo s6 pela falta de mercados, mas também pela presenga de
doengas devido ao abandono dos pomares. Além de aumentar a incidéncia de doencas ja
conhecidas, o desleixo com os pomares favoreceu a propagagdo de uma doenca ainda
desconhecida, de origem espanhola, a "tristeza", que provocava o definhamento
progressivo das arvores causado por um virus (www.abecitrus.com.br).

Durante a guerra, técnicos do Instituto Agrondémico, Biologico e da Escola
Superior de Agronomia Luis de Queiroz trabalharam intensamente para encontrar a
causa ¢ eliminar de vez a "tristeza" dos pomares. Muitos pomares tiveram que ser
eliminados e totalmente replantados. A solucdo definitiva para a doenca s6 foi
encontrada em 1955. Foi o primeiro grande chamamento a ciéncia citricola e essa
parceria entre cientistas e empreendedores acabou pavimentando o caminho que levou
ao crescimento da atividade no Pais.

Com mais de um milhdo de hectares de plantas citricas em seu territorio, o Brasil
tornou-se, na década de 80, o maior produtor mundial. A maior parte da produgdo
brasileira de laranjas destina-se a industria do suco, concentrada no estado de Sao Paulo,
responsavel por 70% das laranjas e 98% do suco que o Brasil produz. Sendo

atualmente, o maior produtor mundial de citros, seguido pelos Estados Unidos. A
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cultura encontra-se disseminada por todo o territério nacional, com grande importancia
econdmica e social para diversos estados onde se situa entre as dez principais culturas:
Sdo Paulo, Sergipe, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Bahia
(www.abecitrus.com.br).

O sistema agroindustrial da laranja é sem duvida um caso de sucesso no Brasil.
Afinal, ¢ um produto que atende cerca de 50% da demanda e 75% das transagdes
internacionais, trazendo anualmente mais de US$ um bilhdo em divisas para o Brasil, no
centro de uma cadeia produtiva que gera PIB equivalente a US$ cinco bilhdes de
dolares. O setor emprega diretamente cerca de 400 mil pessoas e ¢ atividade econdmica
essencial de 322 municipios paulistas e 11 mineiros. A maior citricultura do mundo, em
resumo.

Depois de crescer substancialmente, o parque citricola encolheu, em 2000, para
700 mil hectares e 180 milhdes de arvores. Apesar da reducdo de 12% na area plantada
e de 11% no numero de arvores, a producdo cresceu 30%, o que demonstra o
significativo aumento de produtividade e capacitagdo do setor produtivo brasileiro

(www.abecitrus.com.br).

2. A Morte Subita do Citrus

Em 1999 foi observada uma nova doenca que afeta laranjeiras doces (Citrus
sinensis) enxertadas em limdo “Cravo”, na cidade de Comendador Gomes, no sul do
Estado de Minas Gerais (Gimenes-Fernandes & Bessanezi, 2001). Devido a velocidade
com que as plantas definham e morrem, a denominagdo de Morte Subita dos Citrus
(MSC) foi atribuida a esta doenca (Informativo Centro de Citricultura, 2001). Esta
doenga pode ocorrer de forma tao rapida que pode matar a planta entre um a doze meses
dependendo da época do ano e da variedade, sendo mais rapido nos periodos chuvosos
da primavera. E uma doenga que comegou no norte paulista e tridngulo mineiro,
atingindo hoje mais de 30 municipios, sendo que 12 estdo no estado de Minas Gerais
(Campo Florido, Comendador Gomes, Conceicdo das Alagoas, Fronteira, Frutal,
Ituitaba, Monte Alegre de Minas, Planura, Prata, Sdo Francisco de Sales, Uberaba e
Uberlandia) e 18 no Estado de Sao Paulo (Altair, Balsamo, Barretos, Bebedouro,
Cajobi, Colombia, Cosmorana, Embatiba, Guaraci, Ibira, Ipigua, Monte Azul Paulista,
Nova Granada, Olimpia, Onda Verde, Paulo de Faria, Riolandia e Tanabi) (Fundecitrus,

2002; Jesus Junior et. al., 2004a). O nimero de plantas sintomaticas tem aumentado
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rapidamente na regido em que a doenga foi detectada, partindo de 500 plantas em 1999
para mais de um milhdo em dezembro de 2002 (Fundecitrus, 2002). Observa-se a
evolucdo da doenca na plantacdo de laranjeiras Valéncia enxertadas em limoeiro Cravo

(suscetivel) e a mesma laranjeira enxertada em tangerina Cledpatra (resistente) (Figura

1).

Valéncia/Cledpatra

Figura 1 Vista aérea de laranjeira doce “Valéncia” enxertada em
limdo “Cravo” apresentando sintomas, enquanto que laranjeira
“Valéncia” enxertada em tangerina “Cledpatra” apresentava-se
assintomatica (A) (Fundecitrus).

Esta doenca atinge as seguintes variedades de laranja doce: Hamlin, Natal,
Westin, Péra, Rubi, Pineapple, e Tangerineiras Cravo e Ponkan ou Ponca, enxertadas
sobre limoeiros Cravo e Volkameriano.

Os sintomas s3o copa sem brilho e coloragdo verde palida, poucas brotagdes,
auséncia de brotagdes internas, ¢ queda das folhas (Figura 2). Ja o sistema radicular

apresenta poucas radicelas e grande quantidade de raizes podres e mortas (Figura 3).
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Doente assintom atica

Figura 2 Comparagdo de laranjeiras com sintomas a esquerda e laranjeiras assintomaticas a
direita (A). Comparagdo da coloracdo das folhas sintomaticas em baixo e assintomaticas em cima
(B) (Fundecitrus).

Figura 3 Sistema radicular da planta com sintoma inicial de morte subita dos citrus (A) e
detalhe da podriddo que se inicia na base da ponta da raiz (B) (Fundecitrus).

Os tecidos internos da casca do porta-enxerto abaixo da regido da enxertia
apresentam coloragdo amarelada e alaranjada, contrastando com a coloragdo creme dos

tecidos da casca da copa (Figura 4) (Gimenes-Fernandes & Bassanezi, 2001).
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Sadia Doente B

Figura 4 Coloragdo amarelada nos tecidos internos do porta-enxerto (P. E.) limdo “Cravo”, na
regido do floema funcional (A) e comparagdo da colorago supra citada em (A) entre a planta
sadia e doente (B) (Fundecitrus).

Estes tecidos correspondem ao floema que estando obstruido, ocorre uma super
producdo e degradagao do floema, acumulo de floema nao funcional e invasao do cortex
pelo floema velho e ndo funcional (Gimenes-Fernandes et al., 2002, Roman et al.,
2004). Apdés um tempo prolongado, a planta acaba por exaurir as reservas de
carboidratos, favorecendo o ataque de patdgenos secundarios e causando a morte das
raizes e radicelas por desnutri¢do (Bassanezi et. al., 2003). Porém pode ocorrer que
algumas plantas conseguem ficar vivas por anos, mesmo apresentando sintomas. Isso
ocorre porque sdo alternados periodos de declinio com periodos de recuperagao, até que
seja atingido um equilibrio entre a copa e o sistema radicular. Por outro lado, estas
plantas doentes tém sua producdo diminuida gradativamente até sua morte, sendo que
quanto mais severos os sintomas da doenga, maiores as diferencas de peso, nimero e
tamanho dos frutos colhidos (Bassanezi et. al., 2005).

Tem sido observada rapida mortandade de plantas apos ter ocorrido uma grande
producado, cujos frutos, nesses casos, sao normais em numero, peso € ndo se desprendem
da planta com a morte da laranjeira, devido a rapidez com que ocorre o colapso. Com
isso, tem sido observada que quanto maior a produ¢ao do pomar com MSC, maior sera
o numero de plantas mortas na proxima safra (Bassanezi et. al., 2005).

Até hoje esses sintomas s6 foram observados em plantas com mais de 22 meses
e ao se observar talhdes em diferentes idades, nos quais a doenga estd apenas se
iniciando, permitiu deduzir que o periodo de incubagdo seja de 2 a 3 anos, dados

confirmados pelos testes de transmissdo e enxertia (Yamamoto et. al., 2004).
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Estudos indicam que laranjeiras infectadas produzem menos porque com o
estresse hidrico e nutricional, ¢ menor indice foliar acarreta menor eficiéncia
fotossintética e conseqiientemente menor capacidade de acumulo de carboidratos
(Syvertesen & Lloyd, 1994). Quanto maior a disponibilidade de carboidratos na planta e
a quantidade de acucares nos frutos, maior sera o nimero de flores € menor sera a queda
dos frutos que serao colhidos na planta (Guardiola, 2000). Portanto o crescimento € o
tamanho final dos frutos resultam do acimulo de matéria seca e agua (Fishler et. al.,

1983; Gardiola, 1992).

3. Manejo

Como ainda ndo se tem certeza do que causa essa doenga, o que se tem feito €
ndo transportar mudas, borbulhas e porta-enxertos das regides com a doenga para
aquelas onde a doenca ainda ndo foi constatada; evitar o plantio sobre limoeiros
“Cravo” e Volkariano; diversificagdo do plantio com porta-enxertos tido como
tolerantes (citrumeleiro Swingle, tangerineiras Cleopatra e Sunki e Puncirus trifoliata)
em planta enxertadas sobre limoeiro Cravo e Volkameriano (Muller et. al., 2002).

A substituicdo do porta-enxerto “Cravo” ¢ um problema pois a maior parte da
citricultura brasileira se baseia nesse Unico porta-enxerto. Isto se deve a algumas
caracteristicas vantajosas, tais como precocidade, produtividade e, principalmente
resisténcia as condi¢des de seca. Isto € importante, ja que permite plantio sem irrigacao,
reduzindo o custo de produgdo (Muller et. al., 2002).

Com o advento da MSC, ocorreu a redugdo da utilizacdo deste porta-enxerto,
sendo quem entre 1999 a 2002, 82% das plantacdes de laranjeiras eram enxertadas em
limoeiro Cravo e em 2003 e 2004 essa reducgdo passou para 44% e 48% respectivamente
(Pompeu Junior et. al., 2004; Pompeu Junior & Blumer, 2005).

Ao se decidir pela substitui¢ado do porta-enxerto limoeiro “Cravo” por algum
porta-enxerto tolerante a MSC, deve-se considerar a inviabilidade da citricultura em
locais onde ndo ha disponibilidade de 4gua para irrigagdo, pois os porta-enxertos
tolerantes a MSC apresentam baixa producdo em sistemas de plantio sem suprimento de
agua, além de apresentarem problemas associados a precocidade e a intolerancia a
outras moléstias (Jesus Junior et. al., 2003).

Outro método seria a subenxertia, que tem sido utilizada com sucesso em

pequena escala, em diversos paises, principalmente para estabelecer porta-enxertos
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tolerantes a tristeza em arvores enxertadas em laranja “Azeda”, ameagadas pela doenga.
Esta técnica consiste no plantio de um novo porta enxerto, conhecido por cavalinho, ao
lado da planta existente, abaixo da regido de enxertia, utilizando-se a técnica de T
invertida (Figura 5). Em plantas com até tres anos de idade tem-se utilizado um unico
cavalinho (porta enxerto), enquanto em arvores mais velhas s3o utilizados dois
cavalinhos. A idade ideal do porta-enxerto a ser usado ¢ de 5 a 8 meses, dependendo da
variedade, com altura de 45 cm e com tecido maduro (lenhoso) na altura de enxertia,
devendo ter no maximo 5 a 6 anos de idade (Moreira et. al., 1954; Muller et. al., 2002).
A subenxertia é uma técnica cara, porém realizada em larga escala com porta-
enxertos alternativos. Em propriedades existentes na regido onde ocorre a MSC, tem-se
mostrado que, embora essa técnica proporcione uma aparente remissao dos sintomas,
esta ndo permite a recuperacdo econdmica da planta. As primeiras indicagdes apontam
que a subenxertia poderia ter algum sucesso em plantas com até 4 a 5 anos de idade. O
produtor devera proceder a uma avaliagdo detalhada do custo-beneficio dessa técnica,
em face dos prejuizos que ocorrerdo por quebra de producao (Informativo Centro de
Citricultura, 2003). Por outro lado parece ser a tnica solugdo, pois ja se tentou fazer
interenxertia de laranjeira Valéncia enxertada em limdo-Cravo utilizando o interenxerto
tangeria Cledpatra ou trifoliata e ndo se obteve sucesso (Pompeu Junior & Blumer,

2008).

Figura 5 Exemplo de técnica de subenxertia (Fundecitrus).

A forma de detecgdo atual da doenca ¢ feita através de inspegao visual da arvore,

cujos sintomas as vezes se assemelham muito com os de outras doengas, como por
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exemplo, o Declinio dos Citros, causando muita incerteza na producdo de laudos de
infestagdo. O amarelecimento da parte interna do porta-enxerto € o critério mais forte
para o diagnostico final, entretanto leva a uma grande lesdo na planta que pode servir
para a entrada de outras doencas em arvores ainda ndo infectadas.

Desde o seu surgimento até os dias atuais, muito se tem estudado sobre essa
doenca desde qual o agente causador até formas de se detecta-la antes que apresente
seus sintomas como € o caso do trabalho de Terencio et. al., (2005), que visa a detec¢ao
da morte subita do citros usando espectroscopia de fluorescéncia ou o trabalho de

Krainski et. al., (2008) que determina um modelo autologistico com aplicagdo para doenca

Morte Subita dos Citros.

4. Etiologia

Nao se sabe qual o agente causal dessa doenca, porém nado se acreditava que
fatores abidticos como estresse ambiental e/ou nutricional, ¢ manejo inadequado do
pomar pudessem ser responsaveis pela doenga, pois foram analisados pomares muito
bem conduzidos e estes também apresentaram sintomas da mesma.

O fato de esta ter sido transmitida por unido de tecidos, reforca a hipotese de que
um agente bidtico seja o responsavel (Informativo Centro de Citricultura, 2003;
Yamamoto et al., 2003; Machado et al., 2004). Patogenos do solo, suspeitos de estarem
envolvidos com a MSC, foram descartados em vista da constatacio de que as
populagdes de Phytophora, Fusarium e nematdides eram baixas em talhdes com alta
incidéncia de plantas afetadas. Também se eliminaram as hipoteses de bactérias e
fitoplasmas serem os agentes causais em razao dos sintomas e da ausé€ncia do patégeno
nas plantas afetadas (Muller et. al., 2002). A hipdtese de serem virdides também foi
descartada, pois os mesmos ndo tém vetores e sdo transmitidos por borbulhas e
ferramentas infectadas (Muller & Costa, 1980).

A hipotese de ser virus € a mais aceita porque sua distribui¢do espacial aponta
para a existéncia de um vetor (Machado et. al., 2004), ja que as epidemias de MSC se
iniciaram com focos unitdrios distribuidos de maneira aleatéria no talhdo.
Posteriormente, o progresso da doenga ocorre pelo aumento do nimero de focos, pelo
numero reduzido de plantas por foco e pela menor densidade dos focos. A medida que a
incidéncia de plantas com sintomas aumenta, os focos acabam por coalecer (Jesus

Junior & Bassanezi, 2004).
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Atualmente existem duas linhas de pensamento quanto ao possivel virus
causador desta doenga. Os estudos tém apontado para o envolvimento do Citrus tristeza
virus (CTV, da familia Closteroviridae, género Closterovirus) ou um novo virus da
familia Tymoviridae, recentemente detectado em plantas doentes (Harakava, 2004;
Barros et. al., 2004; Maccheroni et. al., 2005). Nao se pode, porém descartar a hipotese
de haver um sinergismo entre estes dois virus, idéia esta que ainda nao foi estudada.

A primeira hipotese ¢ que a MSC seja causada por uma nova estirpe mais
virulenta do CTV, dada a semelhanga entre a MSC e a tristeza na sua forma de declinio
rapido (Bové et. al., 2002). A tristeza é uma doenga que causou severos danos de 1939 a
1949, destruindo 90% das laranjeiras existentes em Sdo Paulo (Kimati & Galli, 1980).

No entanto, ainda restam davidas de que esse virus possa ser o responsavel pela
MSC, pois 1) testes de iodo ndo indicaram o acimulo de amido acima da linha de
enxertia das plantas afetadas, como ¢ encontrado algumas vezes na sindrome classica
causada pelo CTV; 2) analises moleculares ndo indicaram a presenga de estirpes com
caracteristicas diferentes dos isolados presentemente conhecidos; 3) o CTV tem
infectado, mas nao afetado, arvores sobre limoeiro Cravo no Brasil, ha décadas, e,
mesmo o complexo extremamente forte denominado “Capao Bonito” ndo mata as
plantas; 4) CTV ¢ considerado mais severo em condigdes mais frias, enquanto os
pomares afetados pela MSC estdo em areas mais quentes (Machado et. al., 2004).

A segunda hipotese ¢ que a MSC seja causada por um novo virus da familia
Tymoriviridae. Esta hipotese esta baseada no fato de seqiiéncias de RNA com
semelhangas a um virus de RNA da familia Tymoviridae terem sido detectadas em
plantas afetadas por MSC, mas ndao em plantas assintomaticas (Reinach, 2003;
Harakava, 2004; Barros et. al., 2004), e porque foram visualizados em microscopia
eletronica particulas virais de plantas com sintomas de MSC (Jesus Junior et al., 2004a;
Jesus Junior et. al., 2004b). Este foi denominado Citrus sudden death-associated virus
(CSDaV, Tymoviridae, género Marafivirus)(Figura 6). Por outro lado, CSDaV foi
detectado em afideos de plantas com sintomas da MSC através de PCR utilizando-se
primers especificos de seqiiéncias gendmicas do CSDaV, porém nenhum dos virus da
familia Tymoviridae possui afideos como vetor, sendo o vetor caracteristico dessa
familia a mosca-branca (Jesus Junior, W.C. de, comunicacao pessoal,Maccheroni et al.,
2005).
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Figura 6 Microscopia eletronica da purificagdo de CSDaV de folhas
infectadas (Maccheroni et al., 2005).

5. Género Marafivirus

O género Marafivirus pertence a familia Tymoviridae, nesta familia juntamente
com os géneros Tymovirus e Maculavirus. A caracteristica distinta do genoma
marafivirus (tamanho de 6,3 a 6,5 kb) ¢ uma grande ORF (open reading frame) que
codifica um polipeptideo (225 kDa), consistindo de proteinas relacionadas a replicagao
e a maior (25 kDa) das duas proteinas do capsideo (CP) que este género possui (Figura
7). Esta ORF possui motivos conservados de proteinas associadas a replicacdo (Mtr,
Hel, RdRp), um dominio de papain-like protease (Pro) e o “marafibox”, uma seqiiéncia
de 16 nucleotideos compardvel ao “tymobox”, do qual difere em trés residuos. Sendo
que, de acordo com Izadpanah et. al., (2001) o motivo promotor subgenémico RNA
conhecido como marafibox ¢ uma seqiiéncia conservada que codifica a produgdo da
capa protéica. O mesmo ocorrendo com o tymobox, sendo que a diferenga entre ambos
¢ de trés residuos. A CP de 25 kDa ¢ produzida inicialmente na regido C-terminal do
polipeptideo e posteriormente clivada, enquanto a CP de 21 kDa ¢ produzida a partir do
sgRNA da regido 3’-co-terminal (Edward et. al., 1997).

Os virus atualmente classificados como marafivirus exibem algumas diferengas

entre si na sua estrutura gendémica: o Maize rayado fino virus (MRFV) difere do Oat
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blue dwarf virus (OBDV) por possuir em fase sobrepondo a regido 5’ da ORF maior,
enquanto OBDV possui uma cauda poli(A) e MRFV nao a possui.

A maioria das espécies deste género permanece presente no floema do
hospedeiro, ndo sendo transmitidas através de inoculagdo mecanica e nenhuma das
espécies ¢ transmitida através de sementes. Exceto Grapevine asteroid mosaic-
associated virus (GAMaV) ¢ Grapevine rupestris vein feathering virus (GRVFV), os
quais ndo possuem vetor conhecido, a transmissdo ¢ feita por mosca branca de forma
circulativa persistente, o qual a replicagdo do virus ocorre dentro do vetor. As espécies
de vetores para cada espécie sdo: MRFV por Dalbulus, OBDV por Macrosteles e
Bermuda grass etched-line virus (BELV) por Aconurella.

Este género compreende as espécies BELV, MRFV, OBDV (Dreher et al.,
2005).

MRFV

Mir Pro  Hel Pol 25-21.5 CPs

[ . ] R 3'0H

Y L —

5' cap

OBDV
_Mtr Pro Hel Pol 24-21 CPs

5 t:a|:|J o ﬁ ] o m A(n) 3'OH

Figura 7 Exemplos de estruturas genomicas do género Marafivirus (Dherer et. al., 2005),
mostrando a posicdo relativa das ORFs e seus produtos de expressdo. Mtr, metiltransferase;
Pro; papain-like protease; Hel, helicase; Pol, polimerase (RdRp); CPs, capa protéica.

O genoma do CSDaV possui 6806 nucleotideos, excluindo-se a cauda poli(A) na
extremidade 3’e codifica uma poliproteina de aproximadamente 240 kDa (p240) com
motivos de seqii€éncia similares as proteinas associadas a replicagao (metiltransferase,
papain-like protease, helicase e polimerase) presentes nas proteinas ndo estruturais de
outros virus com genoma de RNA senso positivo (Figura 8). A extremidade 3’ da ORF
que codifica a poliproteina também pode codificar uma proteina do capsideo (CP) de
22,5 kDa que ¢ clivada na regido C-terminal da poliproteina de 240 kDa. Uma segunda
CP de 21 kDa ¢ traduzida de um sgRNA (RNA subgendmico) localizado na
extremidade 3’ do genoma do CSDaV. Uma possivel pequena ORF na extremidade 3’
do genoma foi detectada através de anélise computacional e possivelmente codifica uma
proteina de func¢do desconhecida, cuja seqiiéncia apresenta baixa similaridade com

proteinas de movimentos da familia Tymoviridae. (REFENCIA)
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Figura 8 Estrutura gendémica do CSDaV, mostrando a posi¢do relativa das ORFs e seus
produtos de expressdo. Mtr, metiltransferase; Pro; papain-lite protease; Hel, helicase; Pol,
polimerase (RdRp); CPs, capa proteica.

6. Importéncia da produgéo de um clone infeccioso

Clone infeccioso de cDNA ¢ uma ferramenta importante para a caracterizagcao de
RNAs de virus de plantas em nivel molecular, pois sdo valiosas ferramentas para o
estudo de varios aspectos de RNAs virais. Muitos dos mecanismos moleculares
envolvidos no ciclo de vida viral podem ser estudados utilizando clones de cDNA.
Além disso, estes podem ser utilizados como vetores para expressdo de proteinas (Shi
et. al.,2004).

Uma vez que virus de plantas sdo rapidamente amplificados na mesma e acumulam
niveis elevados de proteinas codificadas, vetores virais estdo sendo utilizados com
sucesso para a produgdo de proteinas recombinantes em plantas, além de serem
utilizados como vetores de virus para facilitar a introdu¢do de novas caracteristicas no
hospedeiro. A andlise em grande escala pode ser realizada para determinar as fungdes de
genes baseados em ganho de estudos de funcdo, eles mostram alta infectividade com
tradu¢ao melhorada e seu processo de infeccao ¢ relativamente simples. Construcao de
um clone infeccioso de cDNA de um virus de RNA ¢ importante para a andlise da
biologia molecular deste virus, incluindo a fun¢do do gene viral, expressdo genOmica,
replicacdo ¢ patogénese (Seo et. al., 2008).

Nas duas tltimas décadas ocorreu uma grande evolucdo do desenvolvimento da
técnica de criagdo de clones infecciosos de virus vegetais, tanto para RNA como para
DNA (Nagyova & Subr, 2007). Um bom exemplo disso € o crescimento de trabalhos
mostrando a produgdo de clones infecciosos com virus da familia Tymoviridae.

Um exemplo de trabalhos com a construcdo de clone infeccioso ¢ o trabalho de
Weiland & Dreher (1989), que construiram um clone de cDNA para investigacdes sobre
a expressdo dos genes nao estruturais de Turnip yellow mosaic virus (TYMV). O

trabalho de Hellendoorn et al., (1997) fez uma primeira analise dos possiveis papéis
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funcionais dos hairpins protonados na regido 5’UTR do RNA do TYMV em
experimentos “in vivo”, em que as mutagdes foram introduzidas em um clone de cDNA
infeccioso de TYMV.

De acordo com o trabalho de Tzanetakis et. al., (2008) a seqiiéncia completa do
virus Dulcamara mottle virus (DuMV) confirmou que este pertence ao género
Tymovirus, construindo com isso um clone de cDNA infeccioso e a expressao génica do
DuMV.

Ja no género Marafivirus, ha uma escassez de informagdes uma vez que ¢ um género
novo e que so foi aceito em 2002. Por outro lado, o trabalho de (Spetz et. al., 2008) foi
na construgdo de um clone infeccioso da familia Tymoviridae, mas nao se sabe se este
virus é do género Tymovirus ou Marafivirus, pois o virus Poinsettia mosaic virus nao se
encaixa em nenhum género.

A importancia de se criar um clone infeccioso no presente trabalho ¢ separar este
virus de isolados de CTV, presentes em todas as amostras testadas de citros com MSC,
além de se poderem caracterizar os sintomas demonstrados por este virus e completar os
postulados de Koch, que consiste em inocular o suposto agente causador da doenga em
organismos sadios, nesse caso as laranjeiras, e verificar se elas contraem ou ndo a

enfermidade. Além de ser possivel identificar o vetor transmissor desse virus.
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OBJETIVOS GERAIS

A laranja ¢ um fruto muito bem adaptado ao clima brasileiro e ¢ produzido em
larga escala, porém vem sofrendo grande perda de producao com o surgimento do MSC
(Morte Subita do Citrus) que ¢ uma doenga que mata os pés de laranja rapidamente. O
agente causal da doeng¢a ainda ndo foi identificado, entretanto dois virus sdo suspeitos
de serem o agente causal, CTV e CSDaV. O postulado de Koch precisa ser completado,
porém o isolamento de CSDaV ainda nao foi realizada com sucesso at¢ o momento.
Para estudar a patogenicidade do CSDaV sem a influéncia do CTV, um clone
infeccioso através da manipulagdo do genoma viral, ¢ importante. Além disso, o clone
infeccioso ¢ também fundamental para o estudo da biologia molecular do virus.

Este projeto visa construir cDNA infeccioso do Citrus sudden death-associated
virus para separar este virus de isolados de CTV, presentes em todas as amostras
testadas de citros com MSC, e avaliar a infec¢do causada por este virus em laranjeiras

de combinagdes compativeis para a ocorréncia de MSC.
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(1)

2)

€)

(4)

()

(6)
(7)

Desenvolver um vetor para a clonagem do genoma completo de um virus
de RNA contendo terminador NOS;

Construir a extremidade 5’ do genoma do CSDaV contendo promotor de
35S de Cauliflower mosaic virus, via PCR-fusdo a partir de clones de
c¢DNA do virus estocados em nosso laboratorio;

Clonar promotor 35S + a extremidade 5’ do genoma viral no vetor
desenvolvido em (1);

Clonar outra metade do genoma do CSDaV (a extremidade 3’) no vetor
modificado em (3) ;

Verificar a fidelidade da constru¢do por seqiienciamento e transformar
Agrobacterium tumefaciens;

Agroinocular em Nicotiana benthamiana;

Confirmar a infeccao e gel de poliacrialamida, Western Blot e microscopia

eletronica.
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MATERIAL E METODOS

1. Anélise e preparacgdo do genoma do CSDaV para ser inserido no vetor:

1.1. Sequenciamento do genoma completo do CSDaV baseado em clones

provenientes de uma Unica espécie de molécula de RNA gendémico:

Em trabalho anterior, realizou-se uma clonagem em plasmideos pCR4 TOPO e
do genoma do CSDaV, e um prévio seqlienciamento do mesmo. Por ser um genoma
grande, aproximadamente 7000 pb sem a calda poly(A), este foi clonado sendo dividido
em duas partes, sendo que a primeira parte € do 5’ a base 3529 denominada P15507 e a
outra parte ¢ desta base ate o terminal 3’ denominada P15340.

Com o objetivo de obter as seqiliéncias nucleotidicas dos fragmentos de DNA
clonados em plasmideos anteriormente (anexo I), foi realizado o seqilienciamento de
nucleotideos dos insertos obtidos. Para tanto foi utilizado o seqiienciador automatico
Perkin Elmer ABI-Modelo 377, com o kit de seqlienciamento através de di-
deoxynucleotideos marcados com fluoréforos “DYEnamic ET Terminator Cycle

Sequence” (Amersham Biosciences) ¢ os primers listados na tabela 1.

Tabela 1 Primers para seqiienciamento do inserto.

Primer Sequéncia Sentido
T3 5> ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA3Y’ forward
T7 5’TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG3’ reverse
P20 5’AAC CTC CGC AGT CGG CTT® forward
P21 5’TTT CAA AGC CCG AGT AC3® forward
P22 5°GGG TCA TCC TTG AAG TGG3’ forward
P23 5’TCC CGA CTC TCC CCA GGA C3’ forward
P26 5’TGG ATG GCG AGA TCA ATG TAG3’ reverse
p27 5’ACC GGC TCA GGA TGG CAA G3’ reverse
p28 5°GTG AAG ATG ACA CCA ACCT3 reverse
P29 5°GGT GCC TGG GAG ATA AGG AGY reverse
P30 5°GAG CGG GGC TGA ATG TAG TTG TG3’ reverse
P31 5°GAA GAG GGA GAT GGT GGT GAA G3° reverse
P33 5°CCG AAT TCT CCT CTG CTC CCA TCC TCA CACH® forward
P34 5°GGG AACTCA TTG TGG AAC CAG TCA® reverse
P35 5’ACC TTC AGG AACTTT AAG GTG GC3’ forward
P36 5’ACT CAT TGT GGA ACC AGT CAT G3’ reverse
P37 5’CAC CACTACTCCCTCAGGTGCCH® forward
P42 5’GTC CCC TGT GAT CGT CTC TC3’ forward
P43 5’GAC TTC ACC ACC ATC TCC CTCTT3’ forward
P44 5°GGC TGT GGA TGA AAC AT3’ reverse
P45 5°GAG TCC TCA GGA GCC ATG C3’ forward
P46 5°CTC CGG CGA GCT CAA TG3’ forward
pa7 5°GCA TGG ATG TAA AGG TG3’ reverse
P48 5’TGA GAA GAG GCT GGA GGA TGA3’ reverse
P49 5’GAA AAA CGG TCT TTG GAT CGA C3’ reverse
P71 5’TATTTAAGGCGCGCCACGACACACTTGTCTACTCC3’ forward
P72 5’GAG AGA TGA TCA CAG GGG ACCCTC3’ reverse
P73 5’GTT CAT TTC ATT TGG AGA GGG TCC CC3’ forward

OligodT50PaclM4 5S’GTT TTC CCA GTC ACG ACA ATT AATs, 3’ reverse
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1.2. Anélise computacional das sequiéncias de DNA obtidas
As seqliéncias nucleotidicas obtidas em forma de cromatogramas foram
montadas com o auxilio do programa “Staden Package” (Staden et al., 2003).
Utilizando-se a  ferramenta BLAST  (Altschul et al., 1990)
(www.ncbi.nlm.nih.gov), a sua identidade foi confirmada com as seqiiéncias
disponiveis nos bancos de dados de nucleotideos e aminoacidos na busca por

similaridade.

1.3. Preparacéo da extremidade 5’ do genoma para ser inserido no vetor
1.3.1. Amplificagdo do promotor 35S

Clone infeccioso de cDNA ¢ uma ferramenta importante para a caracterizagao
do RNA do virus de planta em nivel molecular. Um numero grande de clones
infecciosos de virus de RNA foram construidos, sendo que a maioria sdo conduzidos
pelo uso do promotor 35S (P35S) do virus de DNA Cauliflower mosaic virus. A
vantagem de se usar o promotor eucaridtico (mais especificamente, de planta) na
construcdo do clone infeccioso ¢ que esses plasmideos podem ser inoculados
diretamente sobre as plantas sem o pré-requisito de uma transcrigdo in vitro (Kay et.al.,
1987).

Para nao inserir nenhum nucleotideo de origem ndo viral entre promotor e a
extremidade 5’ do genoma viral, foi necessario a amplificacdio dos mesmos para que
estes fossem fusionados por PCR (overlap extention PCR) (Figura 9). O P35S foi
amplificado através da técnica de PCR, utilizando-se primers especificos (tabela 1), ¢ a
enzima termoestdvel Vent DNA polimerase (NEB). Para tanto foram realizadas
amplificagdes do P35S por PCR com os pares de primers: P72 (reverse) e P71
(forward) (tabela 1).

Os componentes deste procedimento foram combinados como descrito na tabela
2, com volume final de 50 puL. As condi¢gdes de PCR com os primers foram otimizados
em termos de temperatura de anelamento, concentragdo de enzima e MgSO4 com

temperatura otimizada através do protocolo da enzima Vent DNA polimerase (NEB).
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Tabela 2 Descrigio da quantidade de cada componente utilizado na PCR.

Componentes Volume

Agua 30,8 uL

Tampao 10X da enzima 5uL

dNTPs (2,5 mM) 8 uL

MgSO4 (50 mM) 1 uL

Primer Forwad (10 uM) 2 ulL

Primer Reverse (10 uM) 2 ulL

DNA 1 uL

Enzima Vent DNA polimerase 0,2 uL (2,000 U/mL)
Total 50 uL

A reacdo foi submetida as seguintes condi¢des em um termociclador : 80°C por
1 min; 94°C por 2 min; 25 ciclos de 94°C por 15 segundos, 55°C por 1 min, 72°C por 1

min,; e 20 min para extensdo final a 72°C.

1.3.2. Amplificacdo do 5’ do CSDaV

Realizou-se uma amplificacdo da extremidade 5’ do genoma até a base 3529
(P15507) com os primers P26 (reverse) e P73 (forward) (tabela 1) utilizando a enzima
Vent DNA polimerase. O primer P73 foi escolhido porque ele se anela em uma regido
da extremidade 5° que possui 20 pb em comum com o promotor 35S e o primer P26 foi
escolhido porque se anela logo apos o sitio de restricdo para enzima Kpnl (Figura 9). A
presenca desse sitio de restricdo se fez muito necessario para ligar as duas partes do
genoma do CSDaV com o auxilio da enzimaT4 DNA ligase, quando estas foram
inseridas no vetor bindrio previamente modificado. Os componentes da PCR foram

combinados como descrito na tabela 2 do item 1.3.1 com volume final de 50 pL.
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P71
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P72 Kpnl
P73 ‘
P26
P71
Kpnl
P26

Figura 9 Esquema ilustrando o método de Fusion PCR. ﬂ Regido
de sobreposi¢do. O promotor P35S esta representado como uma barra
verde e o terminal 5’ do virus como uma barra laranja, sendo que a
barra azul demonstra a regido de sobreposicdo de ambas as
seqiiéncias. As setas indicam os primers e o local onde ocorre o
anelamento dos mesmos, indicando com isso quais os primers
utilizados na amplificagdo de cada etapa. Figura ndo estd em escala.

1.3.3. PCR de fusao do P35S com o terminal 5’ do virus

Logo apo6s a amplificagdo do promotor 35S e do P15507 com primers
especificos para que ambos possuissem 20 pb em comum, estes foram fusionados
através da técnica de PCR de fusdo. O PCR de fusao se dividiu em duas reagdes sendo
que a primeira reacao foi realizada com os reagentes da tabela 3, sendo utilizada a

enzima Taq DNA polymerase High Fidelity da Invitrogen, com volume final de 25 pL.

Tabela 3 Descrigdo da quantidade de cada componente utilizado na PCR.

Componentes Volume

Agua 11,87 uL
Tampao 10X da enzima 2,5 uL

dNTPs (2,5 mM) 2 ulL

MgSO4 (50 mM) 1 uL
Fragmento maior (P15507) Sng(7,2ul)
Fragmento menor (P35S) 20 ng (0,33 uL)

Enzima Taq DNA polymerase High 0,1 pL (2,000 U/mL)
Fidelity

Total 25 uL
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A reacdo foi submetida as seguintes condi¢cdes em um termociclador : 80°C por
1 min; 94°C por 2 min; 12 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 2 min, 68°C por 4
min; e 10 min para extensao final a 68°C.

O segundo ciclo foi realizado de acordo com os reagentes da tabela 4,
utilizando-se a mesma enzima utilizada no ciclo anterior. Quanto ao DNA utilizado

neste novo ciclo foi o produto de PCR obtido no ciclo anterior.

Tabela 4 Descri¢do da quantidade de cada componente utilizado na PCR.

Componentes Volume

Agua 34,65 uL

Tampao 10X da enzima 4,75 uL

dNTPs (2,5 mM) 4 uL

MgSO4 (50 mM) 1,9 uL

Primer Forwad P71 (10 uM) 1 uL

Primer Reverse P26 (10 uM) 1 uL

DNA feito na etapa anterior 2,5 uL

Enzima Taq High Fidelity (Invitrogen) 0,2 uL (2.000 U/mL)
Total 50 uL

A reacdo foi submetida as seguintes condi¢des em um termociclador: 80°C por 1
min; 94°C por 2 min; 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 2 min, 68°C por 4

min; ¢ 10 min para extensao final a 68°C.

1.3.4. Ligacéo do produto de PCR ao vetor pCR4 TOPO

O vetor de clonagem pCR4 TOPO TA sequencing vector (Invitrogen) foi
escolhido por possuir um gene letal para E. coli, ccdB (Bernard et al., 1994), que ndo é
expresso quando interrompido pela ligagdao do produto de PCR. Com isso as colonias
sobreviventes sdo as transformantes e as colonias que possuem o vetor sem o inserto
nao sobrevivem.

Antes da ligacdo do produto de PCR ao vetor de clonagem fez-se necessario a
adenilacdo do mesmo, pois a enzima Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity ndo
deixa totalmente deoxyadenosina na extremidade 3’ do produto de PCR, porque esta ¢
parcialmente eliminada pela sua atividade proofreading. Na adenila¢do foi necessario 1

uL do tampao 10X PCR, 0,12 uL de NTP a 50 mM, 8,68 puL do produto de PCR, 0,2
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uL da Taq polymerase (Invitrogen) SU/uL. Por fim a reagdo foi submetida a 72°C por
30 minutos.

A ligagdo do cDNA adenilado ao vetor de clonagem foi realizado combinando-
se os reagentes do kit TOPO TA cloning Kit for Sequencing (Invitrogen): 1 pL de
diluted salt solution (do kit), 2 uLL de agua estéril, 30 ng do DNA adenilado ¢ 1 uL do
vetor (10 ng), mantendo se a propor¢ao molecular de vetor:inserto de 1:3, numa reacao

final de 6 pL. A reacdo ficou mantida por 30 minutos a temperatura ambiente.

1.3.5. Transformacdao de bactérias E. coli por eletroporacéo

Para a realizagdo deste procedimento, foram utilizadas células de E. coli cepa
DH5a (Stratagene) competentes para eletroporacdo. Estas células foram preparadas
previamente seguindo o protocolo de Sambrook & Russel (2001) estocadas em freezer -
80°C.

As bactérias foram transformadas por eletroporagcdo sob 25 pF de capacitancia,
200 Ohms de resisténcia e voltagem de 1.80 KV em um eletroporador Bio-Rad Gene
Pulser. Em um tubo de 1,5 mL foi colocado 2 pL do vetor ligado com 40 pL de células
E. coli cepa DH5a e transferido para uma cubeta de eletroporagdo, Gene Pulser Cuvette
(Bio-Rad). Acoplada ao eletroporador, a cubeta foi submetida ao pulso elétrico. Em
seguida 1 mL de meio SOC (Sambrook & Russel, 2001) foi adicionado a cubeta,
misturou-se delicadamente e transferiu para um tubo estéril, o qual foi incubado a 37°C
por uma hora sob agitacdo de 240 rpm.

Apbs o periodo de incubagao, 200 puL foram depositadas em uma placa contendo
meio LB-agar (Sambrook et al., 1989) com canamicina (50 ug/mL) e espalhou-se por

toda a placa com auxilio de uma alca de Drigalski.

1.3.6. Extracao de DNA plasmidial

As coldnias que cresceram na placa foram selecionadas e com o auxilio de um
palito de dente estéril foram inoculadas em meio LB (Sambrook et al., 1989) com
canamicina (50 pg/mL). Os indculos foram incubados a 37°C sob agitagdo de 240 rpm
durante 16 horas para se fazer a extragdo do DNA plasmidial, utilizando-se o kit
comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega), conforme

recomendagoes do fabricante.
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A clonagem foi confirmada em Gel de agarose a 1,0%, corado com brometo de
etideo, utilizando-se o marcador molecular 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen) como

padrdo de comparacao.

1.3.7. Digestdo do fragmento contendo P35S e 5’ do virus

Devido os tamanhos semelhantes de inserto e o vetor (4kb), os plasmideos foram
digeridos com as enzimas Ascl, Kpnl e Sspl, (NEB), visto que o vetor pCR4 TOPO,
mas ndo o inserto, possuia o sitio de restricdo para Sspl e o inserto possuia os sitios de
restricao para as enzimas Ascl e Kpnl (Ascl no inicio do promotor 35S e Kpnl no final
da regido 5’). A reagdo foi realizada com volume final de 150 pL da seguinte forma:
100 ng do DNA purificado (miniprep), 15 pL do tampao 4 (NEB), 2 nL da enzima Ascl
(10U/uL), 2 pL da enzima Kpnl (10U/uL), 2,5 pL da enzima Sspl (10U/uL). A reacdo
foi incubada a 37°C “over night”.

A digestao foi analisada em gel de agarose a 1,0%, corado com brometo de
etideo, utilizando-se o marcador molecular 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen) como

padrdo de comparacao.

1.3.8. Eluicdo do fragmento de DNA a partir do gel de agarose

Todo o produto foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,0%, logo apds
foi corado com violeta cristal (40 mg/mL), o qual foi utilizado uma propor¢ao de
1:1000. Este corante permite a visualizacdo direta do DNA a olho nu. Desta forma ¢
possivel evitar quebras no DNA que poderiam ser causadas pela luz ultravioleta quando
se visualiza o gel com brometo de etideo.

A banda formada de aproximadamente 3938 pb foi cortada e eluida do gel de
agarose, utilizando o kit de purificacdo Perfectprep Gel Clean Up (Eppendorf),

conforme instru¢des do fabricante.

1.4. Preparacdo da extremidade 5’ do genoma para ser inserido no vetor
1.4.1. Amplifica¢do do 3’ do CSDaV

O terminal 3’ do CSDaV (P15340) foi amplificado através da técnica de PCR,
utilizando-se primers especificos, e a enzima termoestavel Long Amp Taq polimerase

(NEB). Para tanto foram realizadas amplificagdes do P15340 por PCR com os pares de
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primers a 10 uM do primer OligodT50PacIM4 (primer ancora com poli-A e Pacl,
reverse) e T3 (forward) (tabela 1).

Os componentes deste procedimento encontram-se listados na tabela 5, com
volume final de 50 pL. As condigdes de PCR com os primers foram otimizados em
termos de temperatura de anelamento, concentragdo de enzima e MgSOs com
temperatura otimizada através do protocolo da enzima Long Amp Taq polimerase

(NEB).

Tabela 5 Descri¢do da quantidade de cada componente utilizado na PCR.

Componentes Volume
Agua 26 uL
Tampao 5X da enzima 10 uL

dNTPs (2,5 mM) 6 uL

Primer Forwad (10 uM) 2 ulL

Primer Reverse (10 uM) 2 ulL

DNA 2 uL

Enzima Long Amp Taq polimerase (2,500 U/mL)
Total 50 uL

A reacdo foi submetida as seguintes condi¢cdes em um termociclador : 80°C por
1 min; 94°C por 30 segundos; 35 ciclos de 94°C por 10 segundos, 53°C por 1 min, 65°C
por 5 min,; e 10 min para extensao final a 65°C.

Logo apos, o produto de PCR foi analisado em gel de agarose a 1,0%, corado
com brometo de etideo, utilizando-se o marcador molecular 1 Kb plus DNA Ladder
(Invitrogen) como padrao de comparagdo. Por ultimo realizou-se a eluigdo da banda

esperada, aproximadamente 4000 pb, da mesma forma que no topico 1.3.8.

1.4.2. Digestdo do produto de PCR

Para que o terminal 3° do virus CSDaV possa se ligar ao vetor modificado ¢
preciso que este possua em suas extremidades sitios de restri¢do que sejam iguais ou
semelhantes ao do vetor, porém o produto de um PCR ¢é uma seqiiéncia com
extremidades blunt end e por isso se fez necessario digerir o produto de PCR do

terminal 3’ com as enzimas Kpnl e Pacl, para que este pudesse se ligar ao vetor.
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A reacdo foi realizada com volume final de 100 puL da seguinte forma: 100 ng do
DNA purificado (miniprep), 10 uL do tampao 1 (NEB), 2 uL da enzima Pacl (10U/uL),
2 puL da enzima Kpnl (10U/uL), 1 pL de BSA. A reagdo foi incubada a 37°C “over
night”.

A digestao foi analisada em gel de agarose a 1,0%, corado com brometo de
etideo, utilizando-se o marcador molecular 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen) como
padrdo de comparacdo e eluicdo da banda esperada, aproximadamente 4000 pb, da

mesma forma que no tépico 1.3.8.

2. Desenvolvimento de vetor para clonagem e inser¢do do genoma completo
de CSDaVv
2.1. Amplificacédo do vetor por PCR

O objetivo desta etapa do trabalho foi modificar o vetor pGR 106 (gentilmente
cedido pelo Dr. David Baulcombe, Sainsbury laboratory, Inglaterra) para que este tenha
o tamanho ideal, ndo possua a seqiiéncia de cDNA do Potato virus X, apresente um
terminador e novos sitios de clonagem. O “backbone” do vetor pGR106 (pGreen),
denominado apenas pGR, foi amplificado através da técnica de PCR, com pares dos
primers especificos: PGR Ascl (reverse) e Mlul-Pacl PGR(NOS-T)(forward) (tabela
6), ja que, estes primers se anelam justamente onde se encontra o sitio para a enzima de
restricdo Ascl (primer reverse) e a seqiiéncia do sinal de termina¢do de transcri¢do

NOS, resultando em um tamanho de 4000 pb (figura 10).

e Cla rasclsnotssan Mnl-Pacl
PGR Ascl *\—/— _ PGROYOST)

LB 358 RdRp 25K BK\ NoS RB

12K CP promotor

PgR106 (~10Kb)

Kanamycin

Pacl
Ascl

[ o [orarminics [ U559

Figura 10 Modificacdo do vetor apds a realizagdo do PCR.
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Tabela 6 Combinagdo de primers utilizados na PCR para amplifica¢do do vetor pGR.

Primers Sequéncias

Mlul-Pacl PGR(NOS-T) For 5'-AGA GAC GCG TTAA TTA AGA
TCG TTC AAA CAT TTG GCA ATA
AA -3

PGR Ascl- Rev 5'- TAA GGC GCG CCC AAG CGT

GTC GTG CTC CA -3

Os componentes do PCR foram descritos na tabela 7, com volume final de 50
uL. As condi¢des de PCR foram otimizadas em termos de temperatura de anelamento,
concentragdo de enzima e MgSQO4 com temperatura otimizada através do protocolo da

enzima Vent DNA polymerase.

Tabela 7 Reagentes utilizados na PCR para amplifica¢do do vetor pGR.

Componentes Volumes

Agua 30,8 uL

Tampao 10X da enzima 5uL

dNTPs (2,5 mM) 8 uL

MgSO4 (50 mM) 1 uL

Primer Forwad (10 pM) 2 uL

Primer Reverse (10 uM) 2 ul

pGR106 (1 ng) 1 uL

Enzima Vent DNA polymerase 0,2 uL (2,000 U/mL)
Total 50 uL

A reacdo foi submetida as seguintes condi¢cdes em um termociclador : 80°C por
1 min; 94°C por 2 min; 25 ciclos de 94°C por 15 segundos, 55°C por 1 min, 72°C por 4
min, aumentando 4 segundos a cada ciclo; e 20 min para extensao final a 72°C.

Gel de agarose a 1,0% foi utilizado para confirmagdo da amplificacdo de pGR
(aproximadamente 4000 pb), utilizando 1Kb DNA Ladder (Invitrogen) como marcador
de peso molecular e brometo de etideo para corar e visualizar os fragmentos de DNA
sob a luz ultravioleta. Logo apos realizou-se uma purificacao do produto de PCR por

eluicdo do fragmento de DNA a partir de gel de agarose como no topico 1.3.8.
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2.2. Amplificacdo do sitio de clonagem do vetor pBluescript (pBS) por PCR

Nesta etapa fez-se necessario a amplificacdo do sitio de clonagem do vetor
pBluescript SKII+ por ser um sitio de clonagem multiplo do vetor pGR, além de possuir
em sua seqliéncia o sitio para enzima de restricdo Kpnl. Para tal finalidade foram
utilizados os primers T3 (reverse) e T7 (forward), por serem primers universais ¢ a
enzima Vent DNA polymerase (NEB), gerando um fragmento de aproximadamente 173
pb (Figura 11). A amplifica¢do foi confirmada em Gel de agarose a 1,0% utilizando
1Kb DNA Ladder (Invitrogen) como marcador de peso molecular e brometo de etideo
para corar e visualizar os fragmentos de DNA sob a luz ultravioleta.Os componentes da
reagao de PCR foram combinados como descrito na tabela 8, com volume final de 25
nL. As condi¢des de PCR foram otimizados em termos de temperatura de anelamento,
concentragdo de enzima e MgSQO4 com temperatura otimizada através do protocolo da

enzima Vent DNA polymerase.

Nael 121

¥ Seyldaz
Ssp ! 28s0 Sap 1€

Xmn| 2645

Sea | 25u

By, | 2418

pBluescript I1KS (+/-) f
phagenid veztor
2361 bp

Figura 11 Demonstragdo do vetor pBluescript SKII+ ,
do seu sitio de clonagem e onde os primers se anelam
para amplifica¢cdo do mesmo.



38

Tabela 8 Descri¢io da quantidade de cada componente utilizado na PCR.

Componentes Volumes

Agua 8,3 uL

Tampao 10X da enzima 2,5 uL

dNTPs (2,5 Mm) 8 uL

Primer Forwad (2 uM) 2,5 uL

Primer Reverse (2 uM) 2,5 ulL
pBluescript SKII+ (1 ng) 1 uL

Enzima Vent DNA Polimerase (NEB) 0,2 uL (2U/ uL)
Total 25 uL

2.3. Eluicdo do fragmento de DNA a patir do gel de agarose

Todo o produto foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,0%, logo apos
foi corado em brometo de etidio (40 mg/mL), o qual foi utilizado uma propor¢ao de
1:1000. Este corante permite a visualizagdo do DNA com o auxilio da luz ultravioleta
luz ultravioleta de fragmentos pequenos, o que ndo ocorre com o corante violeta cristal.
A banda formada foi cortada e eluida do gel de agarose, utilizando o kit de purificacdo

Perfectprep Gel Clean Up (Eppendorf), conforme instrugdes do fabricante.

2.4 Fosforilagdo do sitio de clonagem do vetor pBluescript SKII+ com T4
Poly Nucleotideo Kinase

Devido a falta de fosfato em extremidade 5’ de primers, essa etapa é necessaria
para que as extremidades do inserto do sitio de clonagem do pBluescript se liguem na
etapa da ligagdo. Os componentes da reacdo de fosforilagdo foram descrito na tabela 9,

com volume final de 55 pL. Por fim esta reagdo permaneceu a 37°C por 30 minutos.
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Tabela 9 Descrigio da quantidade de cada componente utilizado na reagdo de fosforila¢do.

Componentes Volumes

DNA 41,5 uL

Tampao 10X T4 PNKinase (Promega) 5,5uL

rATPs 1 uL

T4 DNA PNKinase (Promega) 1 uL (2,000 U/mL)
Agua 6 uL

Total 55 uL

2.5. Purificacdo por precipitacdo com etanol

Todo o produto de PCR foi precipitado utilizando-se 1/10 do volume de 3M de
NaOAc (pH 5,2), 2,5 volumes de etanol 100%. Logo depois de incubado por uma hora
em -80°C centrifugou-se a velocidade méaxima por 15 minutos, descartou-se o
sobrenadante e lavou-se o pellet com 1 mL etanol 70% gelado e centrifugou-se por 5

minutos a velocidade maxima, por ultimo o pellet foi resuspendido em dgua milli-Q.

2.6. Ligacao do vetor pGR ao sitio de clonagem do vetor pBluescript SKI11+

Realizou-se a ligagdo do vetor pGR com sitio de clonagem do vetor pBluescript
SKII+. Foram combinandos com os seguintes reagentes: 15 ng do vetor pGR, 2 pL do
tampao T4 DNA ligase, 1 uL da enzima T4 DNA ligase (2.000.000 U/mL) (NEB), 20ng
do pBluescript SKII+ fosforilado para um total de 20 pL. A reag¢do foi homogeneizada e
incubada “over night” a 8°C. A ligagdo do vetor descrito acima foi dialisada, usando

membranas de 0,02uM (Millipore).

2.7. Transformacdo de bactérias E. coli por eletroporacao

Para a realizagdo deste procedimento, foram utilizadas células de E. coli cepa
DH5a (Stratagene) competentes para eletroporacdo. Estas células foram preparadas
previamente seguindo o protocolo de Sambrook & Russel (2001) estocadas em freezer -
80°C.

ApOs a eletroporacao, 200 pL. foram depositadas em uma placa contendo meio
LB-agar (Sambrook et al., 1989) com canamicina (50 pg/mL) e espalhou-se por toda a

placa com auxilio de uma al¢a de Drigalski.
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2.8. Sequenciamento automatico

Apb6s a purificacio de plasmideos de clones selecionados como citado
anteriormente, foi realizado o seqilienciamento automatico dos plamidios obtidos. Para
tanto foi utilizado o seqiienciador automatico Perkin Elmer ABI-Modelo 377, o kit de
seqlienciamento através de di-deoxynucleotideos marcados com fluordsforos
DYEnamic ET Terminator Cycle Sequence (Amersham Biosciences) e o primer

terminador NOS Reverse (5’-CAT GCT TAA CGT AAT TCA ACA GAA-3’).

2.9. Anélise de seqliéncias

As seqiliéncias foram inicialmente analisadas para selecionar as seqiiéncias de
alta qualidade e foram alinhadas através do software Staden Package (PreGap4 versao
1.5). Estas seqiiéncias foram montadas em contigs (agrupamento de seqiiéncias iguais
ou semelhantes) e singletons (seqiiéncias simples) pelo Gap4, além de se analisar se as
seqiiéncias que possuiam sitios de restricdo induzidos no primers (Mlul-Pacl
PGR(NOS-T) e PGR (Ascl) para as enzimas Ascl e Pacl e o sitio de restricdo Kpnl

presente no sitio de clonagem.

2.10. Digestéo do vetor pGR com as enzimas de restri¢do Ascl e Kpnl

Foi selecionado o plasmideo que possuia em sua seqiiéncia os sitios de restricao
para as enzimas Ascl, Kpnl e Pacl e este foi digerido com as enzimas Ascl e Kpnl
(Figura 12). A reacgao foi realizada com volume final de 10 pL. da seguinte forma: 40 ng
de plasmideo (purificado), 1 puL de tampao 1 10X (NEB), 0,2 uL de enzima Ascl
(10U/L), 0,2 pL de enzima Kpnl (10U/uL), 0,1 puL de BSA e 4,08 puL de agua
destilada. A reagdo foi incubada a 37°C “over night”.

A digestdo do vetor foi analisada em gel de agarose 0,8%, corado com brometo
de etideo, utilizando o marcador molecular 1Kb DNA Plus Ladder (Invitrogen) como
padrdo de comparacdo. Por ultimo realizou-se a eluicdo da banda esperada, da mesma

forma que no topico 1.3.8.
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Figura 12 Modificagdo do vetor apds a inser¢ao do sitio de clonagem
do vetor pBluescript SKII+ e a posi¢do onde deve ocorrer a digestao
com as enzimas de restricdo Ascl e Kpnl. MCS= Multi cloning site

2.11. Desfosforilagéo

Nesta etapa ¢ necessario a desfosforilacdo para que o vetor ndo se feche ao se
ligar com o terminal 5° do virus. Esta etapa foi de acordo com kit da Promega: 40ng do
vetor pGR, 5 uL do tampao CIAP 10X tampao, 5 uL. da enzima CIAP (0,01 U/ uL) para
um volume final de 50 pL. A reacdo foi mantida a 30 minutos a 37°C. Logo apoés
purificou-se a desfosforilagdo com o kit de purificacdo Perfectprep Gel Clean Up da

mesma forma que no topico 1.3.8.

2.12. Ligagéo do vetor com 0 PCR de fuséo

O vetor pGR foi ligado ao produto do PCR de fusdo pois ambos possuem sitio
de restricdo para Ascl e Kpnl (Figura 12 e 13). Foram combinandos com os seguintes
reagentes: 100 ng do vetor pGR, 2 uL do tampao T4 DNA ligase, 1 uL da enzima T4
DNA ligase (2,000 U/uL) (NEB), 300 ng do PCR de fusdo para um total de 20 puL. A
reacdo foi homogeneizada e incubada “over night” a 8°C. A ligagao do vetor descrito
acima foi dialisada, usando membranas de 0,02uM (Millipore).

Logo ap6s realizou-se a transformagdo em bactérias E. coli por eletroporagao de

acordo com topico 1.3.5 e extragdo plasmidial de acordo com o topico 1.3.6.
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2.13. Digestéo do vetor pGR com as enzimas de restri¢do Pacl e Kpnl

Foi selecionado o plasmideo que possuia aproximadamente 8000 pb (4000 pb do
vetor + 4000 pb do terminal 5 fusionado com P35S) e realizou-se uma digestdo dupla
com as enzimas Kpnl e Pacl (Figura 13). A reagdo foi realizada com volume final de 10
uL da seguinte forma: 40 ng de plasmideo (purificado), 1 uL de tampdo 1 10X (NEB),
0,2 uL de enzima Pacl (10U/uL), 0,2 uL de enzima Kpnl (10U/uL), 0,1 uL de BSA e
4,08 uL de agua destilada. A reagao foi incubada a 37°C “over night”.

A digestao do vetor foi analisada em gel de agarose 0,8%, corado com brometo
de etideo, utilizando o marcador molecular 1Kb DNA Plus Ladder (Invitrogen) como
padrao de comparagdo. Por ultimo, realizou-se a eluicdo da banda esperada, da mesma
forma que no topico 1.3.8.

Kpn! Paci

Ascl Kpnl Pacl
|

Figura 13 Demonstragdo da ligagdo do vetor pGR ao produto do PCR
de fusdo (P35S + terminal 5”), mostrando os sitios para as enzimas de
restrigdo.

2.14. Ligacéao do vetor com o terminal 3’

Como ja havia citado no tdpico 1.4.2, foi necessario que o terminal 3* do virus
sofresse uma digestdo dupla com as enzimas Kpnl e Pacl para que este pudesse se ligar
ao vetor e o vetor também sofreu uma digestdo com ambas as enzimas e uma
desfosforilagdo para somente se ligar com o terminal 3° do virus ao invés de se fechar
(figura 14). A ligacao foi feita com os seguintes reagentes: 200 ng do vetor pGR, 2 pL.
do tampao T4 DNA ligase, 1 pL da enzima T4 DNA ligase (2,000 U/uL) (NEB), 300
ng do terminal 3 para um total de 20 pL. A reagdo foi homogeneizada e incubada “over
night” a 8°C. A ligacdo do vetor descrito acima foi dialisada, usando membranas de

0,02uM (Millipore).
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Logo apos realizou-se a transformagdo em bactérias E. coli por eletroporagio de
acordo com tdpico 1.3.5 e extragao plasmidial de acordo com o topico 1.3.6. A extragao
foi confirmada em gel de agarose a 1,0%, corado com brometo de etideo, utilizando-se
o marcador molecular 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen) como padrao de comparagao,

sendo que se esperava uma banda de aproximadamente 12000 pb.

Kanamicina | | CsDaV
{

NOS

Figura 14 Desmonstragdo esquematica do clone infeccioso
do CSDaV.

3. Transformagéo em Agrobacterium tumefaciens, agroinoculagdo e anélise
das plantas inoculadas

3.1. Transformacao em Agrobacterium tumefaciens

Ap6s conseguir a clonagem de genoma completo em plasmideo com CaMV 35S
e NOS, o plasmideo com a construgdo foi purificado e transformado em Agrobacterium
tumefaciens cepa GV3101 por eletroporagao.

Este procedimento foi semelhante ao anteriormente descrito em transformacao
de E. coli como algumas modificagdes nas etapa de crescimento. O eletroporador
utilizado foi Bio-Rad Gene Pulser II. Foi aliquotado 2 uLL do DNA plasmidial extraido
das bactérias transformadas em um microtubo de 1,5 mL contendo 40 pL de
Agrobacterium tumefaciens. Tudo sendo realizado no gelo e logo apos foi transferido
para uma cubeta especifica para eletroporacdo, Gene Pulser Cuvette (Bio-Rad). Em
seguida foi adicionado a cubeta 1 mL de meio de cultura LB3 (apéndice I), misturado
delicadamente e transferido pra um microtubo estéril. O tubo contendo o meio LB3 e
células eletroporadas foi incubado com agitagdao de 200 rpm por 1 hora a 28°C. Apods
esse periodo, 200 pL da cultura foi transferido para uma placa contendo LB3 Agar com
canaminica (50 pg/mL) e deixada em uma estufa a 28°C por 2 dias, para o crescimento

das coldnias transformadas.
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3.2. Agroinfeccdo de Nicotiana benthamiana (Agrobacterium tumefaciens

transient Assay)

Plantas da espécie Nicotiana benthamiana sao freqiientemente utilizadas em
ensaios de agroinfeccdo por apresentarem folhas que sdo facilmente infiltradas e por
produzirem grandes quantidades de proteinas em resposta a agroinfec¢ao (Roth et al.,
2004). Nos ensaios realizados nesse trabalho, a superficie abaxial das folhas de
Nicotiana benthamiana foram agroinoculadas com o vetor pGR ligado ao virus CSDaV
(clone infeccioso) previamente confirmado por PCR de colonia quanto a presenca deste
em Agrobacterium tumefaciens.

A agroinocula¢do em folhas de Nicotiana benthamiana necessitou de uma etapa
prévia de inducgdo da infiltragdo nas plantas. Selecionou-se quatro amostras do clone
infeccioso para serem crescidas em 3 mL de meio LB3, contendo canamicina 50pug/mL
em agitagdo de 200 rpm a 28°C por 48 horas. A indugdo de 600 uL dessa cultura foi
feita em 3 mL de meio de indugdo completo (apéndice I), em um periodo de um dia em
agitacdo sob as mesmas condi¢des de crescimento da cultura. Apds o tempo de indugao,
a cultura foi centrifugada por 10 minutos em 1960 G a 4°C e ressuspendida em 2,5 mL
de meio completo Murshine-Skoog (MS). A OD600 foi medida e a cultura nao
necessitou ser diluida, atingindo a OD600=0,5.

As plantas foram umidificadas por um periodo de 45 minutos para promover a
abertura dos estdmatos e em seguida, o produto da inducdo foi utilizado para infiltracao

das folhas por meio de uma seringa sem agulha.

3.3. Extracdo de Proteinas totais de N. benthamiana

As areas das folhas de Nicotiana benthamiana apresentando coloragdo
amarelada, como indicio da agroinfecc¢do, foram retiradas da planta setes dias apds a
inoculacdo do clone infeccioso. Essas regioes expressando coloracdo amarelada e falta
de brilho foram maceradas em microtubos de 1,5 mL contendo 100 uL de PBS 1x
(apéndice I), pois essas regides das folhas tinham peso equivalente a 0,01g. Adicionou-
se ao macerado 150 pL de tampao de corrida PAGE e fervido por 3 minutos. Logo apds
centrifugou-se por 1 minuto a 10000 rpm e o sobrenadante foi aplicado em gel de
poliacrilamida 12% (Laemmli, 1970). As proteinas foram visualizadas no gel apos a

coloracdo com azul de coomassie.
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3.4. Transferéncia de proteinas para membrana de nitrocelulose

As proteinas separadas por eletroforese foram transferidas para uma membrana
de Nitrocelulose Hybond-C (Amersham Biosciences), utilizando o sistema semi-seco de
transferéncia, com o auxilio de um transferidor (Bio-Rad) nas condigdes: 35 volts por 1
hora. Antes de serem sobrepostos no transferidor, os filtros, o gel e a membrana
permaneceram em solucdo de transferéncia por 20 minutos (apéndice ). Apos a
transferéncia, foi feita a tentativa de identificagdo das proteinas através de Western Blot,
utilizando como anticorpo primario um anticorpo policlonal contra este virus

(imunizados pela semi-preparacdo purificada).

3.5. Anélises de Western Blot

As proteinas identificadas no gel de poliacrilamida e transferidas para membrana
de Nitrocelulose Hybond-C (Amersham Biosciences) foram incubadas em uma solugdo
de bloqueamento, preparada com 100 mL de PBS 1x, 3g de leite em p6 desnatado. A
membrana foi deixada na solugdo de bloqueamento em agitagao por 1 hora (apéndice I).
Apos esse periodo de bloqueamento, a membrana foi incubada com anticorpo primario
policlonal contra este virus (imunizados pela semi-preparagdo purificada) em 50 mL de
PBS (Dilui¢ao do anticorpo de 1:5000), 1g de leite em p6 desnatado. Essa solucao ficou
em agitacdo “over night” em temperatura ambiente e depois a membrana foi lavada trés
vezes com PBS 1x, contendo 0,1% de Tween 20. Uma nova incubacgdo foi feita com
anticorpo secundario diluido em PBS 1x e 1g de leite em p6 desnatado e propor¢do de
1:10000. Essa agitagdo foi realizada sob agitacdo por 2 horas em temperatura ambiente.
A membrana foi lavada trés vezes com a mesma solucdo de PBS 1x e Tween
anteriormente utilizada, e a revelagdo foi feita em 10 mL de tampao alcalino pH 9,5 e os
substratos da fosfatase alcalina: 40 pL de Nitroblue Tetrazolium (NBT) (10 mg/mL) e
20 uL de 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil Fosfato (BCIP) (10 mg/mL). A revelagao foi feita

no €scuro.

3.6. Microscopia eletrénica de plantas infiltradas de Agrobacterium com a
construcdo de CSDaV

Os pedacos de folhas infiltradas com a constru¢do de CSDaV por Agrobacterium

e folhas nao infiltradas, mas com sintomas, foram emblocados em resina Spurr apds a

fixacdo com para-formaldeido em tampdo cacodilato, desidratado com acetona e

contrastado com tetréxido de 6smio. Apds o endurecimento, o bloco contendo a parte da
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folha foi cortado com ultramicrotomo e as se¢des ultrafinas foram resgatadas emtelinha
de cobre. As amostras foram pds-contrastadas com acetato de uranila e acetato de
chumbo.

As telinhas foram observadas utilizando o microscopio de transmissdo modelo
JEOL instalado no laboratério de Microscopia Eletronica e Virologia da Universidade

de Brasilia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Sequienciamento do genoma completo do CSDaV com clones provenientes
de uma Unica espécie de molécula de RNA genémico:

Em trabalho anterior, realizado pelo Dr. Tatsuya com apoio da Fundecitrus,
escolheu-se um pé de laranjeira infectado pela doenca da morte subita dos citros em
Comendador Gomes e este foi denominado como P15. Retiraram-se as folhas infectadas
e realizou-se uma extracdo de RNA, o qual foi verificado uma grande semelhanga com
RNAs da familia Marafivirus. No presente trabalho realizou-se um novo
seqiienciamento completo desse genoma com primers previamente confeccionados pelo
Dr. Tatsuya Nagata (tabela 1), o qual observou-se uma nova confirmag¢ao de que esse
genoma pertence a familia Marafivirus, ja que, foi observado que este genoma apresenta
95 % de identidade com o genoma anteriormente seqiienciado (DQ185573) do mesmo
isolado P15 (www.ncbi.nlm.nih.gov) e 87% com outro isolado relatado (AY884005)

por “pairwise” alinhamento multiplo (ClustalW).

Preparacao da extremidade 5’ do genomapara ser inserido no vetor

Apbs o seqlienciamento, decidiu-se por fusionar o fragmento P15507, que vai da
extremidade 5’ ate a base 3529 ao promotor 35S do CaMV (P35S). O fragmento
P15507 foi amplificado com os primers P26 (reverse) e P73 (forward) (topico 1.3.2),
sendo que o primer P73 se anela na regido 5’ e o primer P26 se anela aproximadamente
na base 3529, logo ap6s o sitio de restricao Kpnl.

Ja o promotor 35S foi amplificado com os primers P72 (reverse) e P71 (forward)
(topico 1.3.1) originando um fragmento de aproximadamente 500 pb. A fusdo de ambos

os fragmentos originou um fragmento de aproximadamente 4000 pb (Figura 15).
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Figura 15 Comparacdo entre a extremidade 5’ do virus e o promotor
35S + 5’ do virus. M: Marcador 1Kb Plus (Invitrogen); 1: 5> do virus
(3438 pb) ; 2: PCR de fusdo (3938 pb).

Selecéo de clones contendo P35S e a extremidade de 5’ do virus por digestao
de enzimas de restricdo e a preparacao do inserto

Ao se tentar separar o vetor de clonagem pCR4 TOPO TA sequencing vector
(Invitrogen) do inserto (P35S+5” do virus) ocorreu um imprevisto, pois o vetor possui
aproximadamente 4000 pb e o inserto também, o que dificultava no procedimento de
purificagdo de banda. Decidiu-se por realizar uma digestdo tripla, utilizando-se as
enzimas de restri¢do necessarias para separar o vetor do inserto (Ascl e Kpnl) e uma
terceira enzima que ndo digerisse o inserto € que o vetor tivesse o sitio de restricdo para
a mesma, no qual a escolhida foi Sspl. Com isso o resultado do gel de agarose
apresentou trés fragmentos, sendo que o fragmento maior de 4000 pb era o inserto, e 0s
outros dois fragmentos eram o vetor pPCR4 TOPO. Foram analisados 20 clones ¢ os que
apresentaram o resultado esperado foram os clones 13 e 14 (Figura 17). Neste momento

o inserto j4 estava pronto para ligar com o vetor pGR.
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Figura 16 Digestao tripla do pCR4 TOPO TA sequencing vector com o inserto de P35S
mais 5’ do virus, utilizando as enzimas Ascl, Kpnl e Sspl. M: Marcador 1Kb Plus
(Invitrogen); 1 e 2: clones ndo digeridos com as enzimas Ascl, Kpnl e Sspl; 1’ e 2:
clones digeridos com as enzimas Ascl, Kpnl e Sspl, resultando em fragmentos de 3938,
2788 ¢ 1168 pb; L: Low DNA Mass.

Preparacéo do 3’ para ser inserido no vetor

Nesta etapa, o terminal 3’ ja estava presente no vetor pCR4 TOPO TA
sequencing vector (Invitrogen) e para ndo ter que realizar uma digestdo tripla com foi
realizado no procedimento com 0 5’ e para a0 mesmo tempo inserir um sitio de restri¢cao
para a enzima Pacl, foi necessario realizar uma PCR com o fragmento P15340, que vai
aproximadamente da base 3530 até o terminal 3’ resultando em um fragmento de 3062
pb. Logo depois se realizou uma digestao dupla com as enzimas Kpnl e Pacl. O
resultado esperado desta digestao foi aplicado em gel de agarose para purificacao de
banda, mostrando a presenca de duas bandas, sendo a maior, de aproximadamente 3062
pb, 0 P15340 e a menor sdo as extremidades perdidas apds a digestdo (Figura 18). Apos
uma purificacdo por elui¢do de banda o fragmento ja estava pronto para se ligar ao vetor

pGR (Figura 17).
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Figura 17 Digestdo do 3’ do CSDaV com as enzimas Kpnl e
Pacl. M: Marcador 1Kb Plus (Invitrogen);lao 9: digestdo do
3’ com as enzimas Pacl e Kpnl.

2. Desenvolvimento de vetor para clonagem e inser¢do do genoma completo

de CSDaV

Analisando o genoma do CSDaV, observou-se que este possui o sitio de
restricdo para Pacl na extremidade 3°, o sitio para enzima de restricdo Kpnl no meio do
genoma e que o promotor 35S, previamente fusionado a extremidade 5°, possui o sitio
para enzima de restricao Ascl.

Como o genoma do CSDaV foi anteriormente clonado sendo dividido ao meio,
decidiu-se por modificar o vetor através da técnica de PCR para modificar o tamanho
do vetor e inserir os sitios para as enzimas Pacl e Ascl, resultando em um vetor de
aproximadamente 4000 pb. J& o sitio de restricdo para a enzima Kpnl foi inserido
quando o vetor foi ligado ao sitio de clonagem do vetor pBluescript SKII+, previamente
fosforilado, de aproximadamente 173 pb .

Pode se observar na figura 18 o resultado desta amplificacdo, mostrando no pogo
1 o sitio de clonagem do vetor pBluescript SKII+ com aproximadamente 173 pb e no

poco 2 a amplificagdao do vetor pGR com aproximadamente 4000 pb.
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Figura 18 Amplificagdo do sitio de clonagem do
vetor pBluescript SKII+ e vetor pGR. M:
Marcador 1Kb Plus (Invitrogen); 1: sitio de
clonagem do vetor pBluescript SKII+; 2: vetor
pGR, L: Low DNA Mass.

Logo apos a ligagdo do vetor ao sitio de clonagem do vetor pBluescript SKII+,
selecionou-se o clone 2, que continha o vetor com os trés sitios de restri¢ao esperados

(Figura 19) e digeriu-se o vetor pGR com as enzimas Ascl e Kpnl.

12000
5000

Figura 19 Digestdo teste do vetor com sitio de restricdo com as enzimas
Knpl, Ascl e Pacl. M: Marcador 1Kb Plus (Invitrogen); 1: clone 1 ndo
digerido; 2: clone 1 digerido com Ascl; 3: clone 1 digerido com Kpnl; 4:
clone 1 digerido com Pacl; 5: clone 2 nio digerido;6: clone 2 digerido com
Ascl; 7: clone 2 digerido com Kpnl; 8: clone 2 digerido com Pacl.

Pensado nessa estratégia, decidiu-se por inserir primeiramente o terminal 5’ do
CSDaV, previamente fusionado ao promotor 35S e por ultimo o terminal 3’ ao vetor
pGR. Uma transformagdo em bactérias E. coli por eletroporagdo (topico 1.3.5) e
extracdo de DNA plamidial (tépico 1.3.6) resultando em um fragmento de

aproximadamente 8000 pb (Figura 20).
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Figura 20 Extracdo de DNA plasmidial do
vetor pGR com o terminal 5° fusionado com
promotor 35S.  M: Marcador 1Kb Plus
(Invitrogen) ; 1: vetor pGR com o terminal 5’
fusionado com promotor 35S; L: lambda 200.

Neste momento so faltava a outra metade do virus ser inserida no vetor pGR
para que o clone infeccioso estivesse completo. Para tal finalidade, primeiramente se fez
necessario a digestao do vetor pGR com o 5’ do virus com as enzimas de restrigdo Kpnl
e Pacl. Logo apos este foi desfoforilado e ligado ao terminal 3’ do CSDaV, previamente
digerido com ambas as enzimas (topico 1.4.2). E necessario a desfosforilagio do vetor
antes de ser ligado ao inserto porque mesmo que este possua extremidades diferentes
apos a digestao dupla, ainda corre o risco do vetor se fechar e ndo se ligar ao inserto.

Esta ligacdo utilizou a enzima T4 DNA ligase (NEB) e logo apds, realizou-se
uma transformagdo em bactérias E. coli por eletroporagdo (topico 1.3.5) e extra¢do de
DNA plamidial (topico 1.3.6) resultando em um fragmento de aproximadamente 12000
pb. Para se ter certeza quanto ao tamanho do vetor ligado ao genoma do CSDaV,
realizou-e uma digestdo teste com a enzima de restricio Kpnl. Esta disgestdo mostrou

que os clones 2, 3 e 5 apresentaram o tamanho esperado de 12000 pb (Figura 21).
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Figura 21 Digestdo teste do clone infeccioso com o a enzima Kpnl.
M: Marcador 1Kb Plus (Invitrogen) ; 1, 2,3, 4 e 5: clones ndo
digeridos com a enzima Kpnl; 1°,2°,3°, 4’ e 5’: clones digeridos com
a enzima Kpnl, resultando em um fragmento de 12000 pb; P: digestao
do lambda com Pstl para ser utilizado como marcador.

Para confirmacdo de que o clone infeccioso tinha realmente sido concluido,
realizou-se uma digestdo teste com as enzimas de restrigdo Ascl e Pacl com os clones
selecionados para que se separasse o vetor do inserto, resultando em duas bandas em gel
de agarose, uma com aproximadamente 7000 pb, que ¢ o CSDaV completo e outra com

aproximadamente 4000 pb, que é o vetor pGR (Figura 22).
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Figura 22 Digestao do clone infeccioso com as enzimas de restrigdo Ascl e Pacl. M: Marcador
1Kb Plus (Invitrogen); 2, 3 e 5: clones ndo digeridos com as enzimas Ascl, Pacl; 2°, 3’ ¢ 5”:
clones digeridos com as enzimas Ascl e Pacl, resultando em fragmentos de 7000 ¢ 4000 pb.

Apo6s a confirmagdo do mesmo com os clones 2 e 5, realizou-se uma
transformagdo em Agrobacterium tumefaciens (cepa GV3101), o qual teve sua
confirmagdo através de PCR de colonia utilizando os mesmos primers utilizados
para amplificagdo do promotor 35S, P71 e P72 (tabela 1) (Figura 23). Desta
confirmacao foram escolhidos dois clones: o clone 9 da transformag¢ao do clone
2 em Agrobacterium tumefaciens e o clone 10 da transformag¢do do clone 5
também em Agrobacterium tumefaciens. Estes foram induzidos em Nicotiana
benthamiana, sendo que foram utilizadas trés plantas, uma para um clone 9 e

duas para o clone 10.
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Figura 23 PCR de colonia dos clones em Agrobacterium
Tumefaciens. M: Marcador 1Kb Plus (Invitrogen); 1,2 e 3: produto
do PCR de colonia (aproximadamente 500 pb).

Com o objetivo de confirmar a traducdo de genes virais, decidiu-se por realizar
um Western Blot das folhas infiltradas e superiores a estas utilizando um anticorpo
policlonal contra este virus (cedido pelo Fundeciturs, imunizado pela preparagao semi-
purificada) o qual ndo teve resultado satisfatorio. Deveria aparecer duas bandas, uma de
21 e outra de 24 KDa, que corresponderiam as proteinas do capsideo, como foi
demonstrado no trabalho de Maccheroni et al. (2005). Porém estas proteinas nao foram
visiveis tanto nas amostras de folhas infiltradas como na amostra do CSDaV semi-

purificada de planta infectada utilizado como controle positivo (Figura 24).

Figura 24 Western Blot do clone infeccioso. M: marcador de massa molecular Page Rule
(Fermentas); 1 ao 5: amostras de folhas infiltradas com o clone infeccioso; (-): controle
negativo (planta nio infiltrada) ; (+): controle positivo (tecido infectado com CSDaV).
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De acordo com Maccheroni et al., (2005) a concentracdo de particulas virais era
muito baixa em folhas de laranjeiras para uma possivel deteccdo do virus em tecidos
vegetais por microscopia eletronica. Sendo necessaria a purificacdo das particulas virais
de folhas sintomaticas de acordo com a metodologia descrita por Bar-Joseph et. al.,
(1985). Este trabalho mostrou a presenca de particulas virais isométricas de cerca de 30
nm de didmetro, com um contorno arredondado e estrutura superficial proeminente. A
semelhanga de outros Marafivirus, CSDaV mostrou a presenca de dois tipos de
particulas: uma aparentemente penetrou através da coloracao negativa (forma de T, que
¢ semelhante a casca vazia de Tymoviridae ndo-infecciosa) e particulas intactas.

No presente trabalho, ao se analisar por microscopia eletronica de seccdo
ultrafina as folhas inoculada e superiores a estas, observou-se a presenca de possiveis
particulas esféricas semelhantes a descrita no trabalho de Maccheroni et. al. (2005) e
semelhante as caracteristicas descritas pela familia Tymoviridae, que se descreve como
virions isométricos, ndo envelopados, 30nm de diametro, contorno arredondado
(Martelli et. al., 2002) (Figura 25). Provavelmente estas particulas demonstram a
presenga de CSDaV nas plantas inoculadas com o clone infeccioso, porém uma

confirmag¢do mais precisa estd em andamento.

Figura 25 Possivel articula viral observada por microscopia eletronica.
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PERSPECTIVAS

Ainda ndo se sabe se os resultados obtidos sdo causados pelo Citrus sudden
death-associated virus (CSDaV) e nem se ¢ ele o real causador da Morte Subita do
Citros. Para isso ¢ necessario uma maior verificacdo como:

e Repetir o experimento de infiltragdo por Agrobacterium tumefaciens com um
niamero maior de plantas Nicotiana benthamiana para uma concentragdo de
particulas virais para realizar o gel de poliacrilamida, Western Blot e
Microscopia Eletronica.

e Utilizar outro anticorpo primario, que estd sendo confeccionado pela
Fundecitrus, produzido através da prepara¢dao semi-purificada do CSDaV para a
realizacdo do Western Blot.

e Realizar Northern Blot para confirmar a recuperacdo de virus através da técnica.

e Infiltrar o clone infeccioso em laranjeiras enxertadas em limoeiro cravo e
enxertadas em tangerineiras Cledpatra para verificagdo do CSDaV no seu real
hospedeiro, quanto a sintomas tanto em laranjeiras suscetiveis quanto

resistentes.

Somente apds todos esses procedimentos podera ter certeza se o CSDaV ¢
realmente recuperado pela técnica, e supostamente o causador do MSC, pois depois de
ter examinado todos estes procedimentos se tera certeza que o virus passou por todos os
postulados de Koch. Este consiste em inocular o suposto agente causador da doenca em
organismos sadios, nesse caso as laranjeiras, e verificar se elas contraem ou ndo a
enfermidade. E um trabalho demorado, pois periodo de incubagdo pode chegar a dois
anos e s6 quando aparecem os primeiros sintomas como a perda de brilho das folhas e o
bloqueio dos vasos que conduzem a seiva da copa para as raizes e a morte destas é que

se sabera que se recuperou o virus.

Definidas estas etapas também se solucionara a duvida se o CSDaV ¢ uma estirpe
mais virulenta do CTV, ou se ele estd em associagdo com o CTV ou se simplesmente
ele ¢ o causador do MSC.

Com os resultados atuais ainda ¢ muito dificil de definir isso, pois dentro de uma
mesma planta pode existir varias estirpes de virus diferentes e se definir qual ¢ o real

virus causador da doenca precisa de muito estudo. Por isso s6 o seqiienciamento dos
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organismos presentes em plantas com sintomas ndo ¢ suficiente para indicar qual é o
virus.

Por outro lado, mesmo que o organismo, no caso as laranjeiras, demonstrem
sintomas parecidos com uma doenga causada por um virus conhecido, também nao ¢
suficiente para indicar se esta doenga nova ¢ causada por esse virus conhecido, ou seja,
uma estirpe mutante do mesmo, ja que, no caso das laranjeiras, mesmo os pés sadios,
apresentam um complexo de virus mutados da tristeza, que se tornou endémica no pais.

Trabalhos anteriores indicam que interagdes sinérgicas entre virus de plantas pode
levar a um aumento da gravidade dos sintomas e/ou acumulacdo de virus em algumas
plantas hospedeiras. Em alguns casos, supressores de silenciamento ligados a estas
viroses mediam estas sinergias intervirais (Seo et. al., 2008). Esta também ¢é uma
possibilidade que também precisa de mais averiguacdes.

Ao que se sabe atualmente, logo ap6s estes surtos de MSC causados entre o ano de
1999 e 2005, ndo se tem ouvido falar do MSC e provavelmente os agricultores tentaram
substituir os porta-enxertos suscetiveis por resistentes. Por outro lado, ate o surgimento
do MSC, os pés de laranjeiras eram muito velhos e apds a sua perda com esta doenca,
muitos desses tiveram que ser plantados novamente, acarretando um prejuizo imenso.
Estudos indicam que as laranjeiras demonstraram seus sintomas com mais de 22 meses
de idade, isso ¢ com plantas adultas, mostrando que mesmo que se tenha conseguido
medidas profilaticas para se evitar a dissemina¢do dessa doenga, se deve continuar os
estudos para se descobrir qual ¢ o causador da mesma, pois esta pode voltar a surgir
quando os pés de laranja estiverem maiores, ja que, nem todos os pés de laranja tiveram
seus porta-enxertos substituidos e estudos anteriores indicam que a subenxertia pode
amenizar os sintomas mas ¢ uma técnica cara e interenxertia ndo teve resultado

satisfatorio (Pompeu Junior & Blumer, 2008).
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ANEXO I

Seqiiéncias do virus CsDaV.

>P15507 + T3 hoje.0.38
tgecttaggtcatctaagecgcetatggatcgeatctetgeecgeatceccgtegegeccgettetgeecggeccgaccgagtatg
ttccttacceccacacccacccecctectacccegaggtgtgttcaccteccgggeccattcaaccecgectcaacttectecccaca
ccatgcccaagatgetcecatecgetgctacagacccectcaccttcgecaatcaccttegetatgaccgetecgetgeatcget
caaggtttcgcecgtccagetececgetgaccggtggceactettgecgatgecatectetecettgecacccaccacccaccgtga
taccatcgccactcctctcatggaagetcttgecgagecataccgecagtcetctcaacacctacccatggeacgtceccaaccaa
ccttcageccttectcacttcatgeggaatcactaccgecggecaaggcettcaaggeccaccetcacccagtgcacaagacca
tcgagaccaaccttctcaccaatgtctggtcecactacgecaccacceeccagtggegteatgttcatgaagecctcaaagttcg
aaaagctcaggatcaagcagcccaacttcacaaagctctacaactaccgcatcacagecaaagactccacccgttacccecac
cacttccccagatctgeccaccgaggacacctgcettcatgeatgatgeccteatgtactactccceeggecagatcetgtgaccte
ttcatctctcgecccagectccaaaagetctatgectetetegtegttectectgaaagegacttcaccaccatctecctettceca
gatctctaccgctaccggatcgagaaagatcagetcatctacgagetcgageagaacccecgeccacaactacatccagecte
gctetgecatcgactggetcaagaccaccaccatcegetgeccaagacctaaccetcacaatctcecegecttgactectggggce
ccagttcactctcttttgatccaaagaggcaggccacccatccaccttgaagaggactccatcagettccgeactcccaaaget
gtcctecttectgaaccagcettetttatcccaggeggticgtgacegecttgttectgetgatgtctaccaggcetetcttcatetatgt
cagagccgttcggaccctcegtgtcactgacceegetgggtttgtccgaactcagatttcaaageccgagtactectgggteac
ctectecgectgggacaatttggeccacttegeccttgecactgetccacacagaccccacaccatttacttectcettcaattccat
tgcggeccgggtatcceactggtteccgeacccatactttggecttgetetetggegecactgeagecgeegecagectecteat
gaccgccagttggggcttccgegttcteatttttttttaccttgtttictttttcatctgecaaggggtggtttagggccccteeccatcet
cctttggeccgagaaggcetecatggticcaactcacactgeggectaaagtcaccggecccatgattgacctgeccatectec
gaccattcagattgttcccatccacctgtgctaaattgggcgecaagtatectgecctecgecaccttgttgecagecageacccag
geecctetggecectgaaagttggecttgeccttgecacegtgeccgtetgtttattettgtggcggaagttcattggteeegact
ctcceccaggacatgcacgacagcetaccatgcetatgtttcatccacagecctggggactctetctggeccgeaaggecatttget
gtgacagagctccattcctecccateectettgtgeccagetctgacttcaaagecccacccacaccagcetaccectctactgac
ctccatcccaatcaagggtgtggagectcaagticctggagaaggagtacctccgeagtcgacttcatcaaccggeccggeat
cggactcecgetgegecccgeaaccagcettcatcaactggteccggatcageccgeccaggacacgagtgetgecccecaag
ctcccacaaaatccaaagttacttttgctcaaccccttgagagegtgacacctgtagticcaggagecaggagaacctcegeagt
cggcttcatcaaccggeccggeatcggtetecegtegtgaccegeaaacggcettcatcaaccgtteccggatgeteccaccectg
gacagcagtgtgacccctccaccgattatctacccagttgaccatctccagaatgacttcggeccctgecgttgttcactetgeg
aaccgcecccagtcagecccagttecectetgecceecccactgtetctgaccacaaagaatcccaagatggtgaggeccteget
tccgecctccaagecectegggcetegeccectgeteccaccagetectetgtctcagaatctaaccatcgagtectcaggagecatg
catgcctettettgggatcagetctettccccatcatecggactgggatcttcectggetegegacagetetgecaccggtecace
aggcatgtactctgatctcttcccggetecttatctcccaggeaccggcecaattcatcttcecgetccagagecaacggeegggc
caacattccctaccccgacatggattgtctectactttccatcgageaggetacccgecttcccaaggaggecectetgggacac
tetetgtgecacctgeccccactcetetgettgacectgacgecateccgecgagteggectetccacagaccattttgetatecteg
cccaccactactcectcaggtgecggttccataccgeccatggtgteattgagetgggceatggecgacgecacttcatcttttga
tatcgaccacactgccggcaatcetggecacttctcecteccggeagtctgecacgecccggcetcaatggtggcattgctcagg
accttgetgtggecgecttaaggttcaacattgacggcactctectccecatecgetcagttcatgtctattccacctggeccaag
agagccaagaacctgtcctcaaatatgaaaaacggctttgatggaatcatggecaacattcatcccaccaagaccaatgaatce
agagaaaagattttggccctggactcccagettgatattgeagtceggagatctgtecgectcatecacattgecggctttcecag
getgeggeaagtecttceccateteccecgecteetecgeactcecaccttcaggaactttaaggtggctgtgccaactgtegaget
tcgagctgaatggaaagcaatcattggectcecaacttctgaggeatggegceateggtacctgggaatcetetetgetcaaatet
geeegggttetecgtcattgatgaaatctacaagatgecceggggctacattgatctcgecatecactetgatccaaccgttgaga
tggtcattgctctcggtgacccactccaaggegagtaccactccactcatecttettccaccaacteecgecttcttgetgaacca
caccacctctccgtgtatctcgactactactgtatgtggtcccatagagtcectcagaatgtegetgctttettccacatcaagacce
acctccaagcagccaggcttctgecegecaccagegagagcttcccaactccaggatectggecaactctcaaaatgcaggece
atactcttcagcaatgcggctatgccgecgtecaccattgectcaagtcagggttccacttatgacaatgeggectgeatceatett
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gaccgcaacagctccctgetcteecctgetcattccatggtegetetcacecegeteccaaggttggtgtcatettcacgggegatt
cgggccagctgtccaatgecccaagetccaacagaatgttctetgaattettetcgggecgeactecgecctttgeatgactggtt
ccacaatgagttccccaaggcecaccgtcctcactgagectctcaagactcggggecceeggttgacaggagetgecteccee
tactccaaggccgttccaatccgacaggceatccaccecggecctcaagecagacttccagggggacgtegttetectcggecce
ccatcgttctgggctccggegagcetcaatgetccacaggtctcaactcacttecttecctgagactecgeegecctcttcactggge
ctgattccactgagceccaccacttgecatcctgagecggtttacccaggggaaacctttgaaaatcttgetgeccactttctececg
gctcacgatcccactgatcgagaaatctactggecagggecagetgtccaaccagttccetcacatggacaaagagttccacct
ggcecgcetcageccatgagectectggetgegattcatcaagagaaacaggaccccactctgetceccagettccateca
gaagaggctcegcettcegeccatcagacaggecttaccagatcactccaaaagatgaaatcctgggecaattgetetttgaag
gectctgecgagectatcatcggteecctttccacactgaggectttgatectgttctgttcgecgagtgcatcaatctgaatgaat
tcgcecagcetetectccaagactcaggecaccatcatgggcaatgetegecgcetetgatccagactggeggtggagtgetgte
cgcatcttctccaagacccagcacaaagtaaatgaagggccatctttggticctggaaggceatgtcagactttggecectcatge
atgatgctgttgtccttatcctgggceccgtcaagaagtaccagagagtgtttgaccagagagacagacceeggeacctttacg
tccatgccggceaacactecttcacagatgagcaactggtgccageageatctcaccaccgetgtcaagetggecaatgattac
accgcctttgatcaatctcagcatggggaggcagttgtictcgaaagaaagaagatggaaaggcetctccattccacaggecct
cattgacctccacatccatctcaagacccatgtctccacccagttcggeccectcacttgeatgegectgactggegaacctgg
cacctatgatgacaattctgactataatcttgcggtgatcaactgegagtacatggetgecaacacccccaccatggtetcgggc
gacgactccctcttggatcgtgagecccccaccegeeccgagtgggtcattctccagecacttctcagectecgettcaagaaa
gaaagaggtcggtacgccaccttetgtggetactacgectcecatgtgggcetgtgttcgetececcattgetetetttgetaaactt
gecatagetgtcgatgacggctcgatttctgacaaaatggectcatacctetctgaatttgetcteggecatteecteggggacca
tctatgggaagccctcececttgaggetgtgcctttccagtetgettgettcgacttctictgecgecgagecccaaggeacctea
agctctctctcatgetcggegaagtcccagagtecateattgeccgegtaggatectecttgaaatgggcttctcatgecatetac
accactctctcctctgetgeccgagtggecattctcagatccteccegeaatagecaggtecatgecagatgacccagacactace
ctgctacaaggtgaattgcttcagcattttcaagcaccattcatgcaatctgacactctgetgectcttactggtggatcetetgcete
ccaccctcactccagaagcecttetccacttctetcgecttetccatggecagtgatgeccaageaggeccageccccagecge
gatgatcgegttgaccgecagectegecttectgetgetectegegttgetgaagttggtctcaatgeeccgtcagtegactace
cgttccagtgggtcgtegectectacgacggatcagaagecaagaacctaagtgatgacctetcaggetecgetaccetcace
aaggtcatggccaactaccgacatgctgagctcacatctgttgagetggaggtatgeectettgetgcagecttctccaageca
atctcegtctetgecgtetggaccatagectecatctecceceggectecgectectgagacctectactacggeggtegectcettca
ccgtcggtggtecagtectcatgtccagtaccactcaccttccagecagatetcaccegectcaatectgtgetcaagggecectgt
caagtacaccgactgccccagattctcctactcegtctactccaacggeggaactaagggcactaacctetgcaccatcatect
ccggggagttgteecgectcageggeccctecggtaatctectegettaggegagecacttcaggtgaaggaaaacacctect
ggtctcageccaggtaatgatgcetaaacctcecccegetcaageageaatgecccagggttgecggtegatccaaagaccgttt
tcttttatttaataaaaaaaaaaaaaaa



APENCIE |

Meios de Cultura e Solugbes

MES
MES 1M, pH 5,6
Equilibrar o pH com KOH 5M

Filtrar e manter no escuro.

MS Completo

30g de sacarose

4g de MS powder

Adicionar 10 mL de MES pH 5,8 750 pL de acetosyringone 200 mM

Tampao de Inducéo

10,5g de K2HPO4

4,5g de KH2PO4

1g de (NH4)2S04

0,5g de Citrato de Soédio: 2H20
0,5g de MgS0O4: H20

2g de Sacarose

5 mL de glicerol

Autoclavar

Tampéo de Inducdo Completo

40 mL de tampao de indugao

Adicionar 10 pL de acetosyringone 200 mM
400 uL de MES 1M pH 5,6

Tampé&o de Transferéncia
Tris 48 mM

Glicina 39 mM

Metanol 20%



PBS 10x (pH 7,4)

NaCl 80g

KCl 2g

Na2HPO4 + 7TH20 26,8¢g

Solugao preparada para o volume final de 1 L
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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