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INTRODUCAO

A Unidade Curricular (UC) de Biotecnologia Vegetal (LBBA1250), é uma UC obrigatéria
do 22 ano da Licenciatura em Biologia e Biotecnologia Alimentar. Esta UC compreende,
para além das aulas tedricas, uma componente tedrico-pratica e uma componente de
pratica laboratorial, nas quais se pretende que os estudantes aprofundem
conhecimentos e obtenham competéncias no isolamento e cultura de organismos como
bactérias e fungos de plantas de interesse para a regido e o pais. Pretende-se ainda que
os alunos dominem técnicas de extragao e identificagdo molecular que sustentam os
varios dominios de aplicacdo tecnoldgica das plantas e dos seus sistemas e processos.
Assim, os protocolos aqui descritos, incluem varias etapas realizadas num laboratério
de biotecnologia vegetal, desde o isolamento de fungos de plantas, a extracdo e
amplificagao do DNA e identificagao do organismos isolados. Uma vez que os protocolos
usados em fungos de plantas sdo transversais em biotecnologia, os estudantes
apreendem de forma simples, as varias das metodologias usadas rotineiramente num
laboratério de biotecnologia vegetal.

Este manual descreve os protocolos a realizar nas aulas praticas no ano letivo de
2024/25.

BIOTECNOLOGIA VEGETAL

Cadigo: LBBA1250

5 ECTS

Area de Ensino: Ciéncias bioldgicas

Area Cientifica: Biologia e Bioquimica
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel

13 e
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ETAPA 1 — ISOLAMENTO DE FUNGOS DO GENERO COLLETOTRICHUM

INTRODUCAO

Oliveiras (Olea europaea L.) em geral e a cultivar ‘Galega vulgar’ em particular sdo
afetadas por diversas doengas. Entre elas, a antracnose continua a ser a mais
devastadora, capaz de destruir produgdes inteiras (Talhinhas et al., 2005). Um grande
numero de espécies pertencentes ao género Colletotrichum estdo associados a
antracnose na oliveira, embora dentro do género, os agentes causadores da doenca
estejam divididos em dois complexos; C. acutatum e C. gloeosporioides (Talhinhas et al.,
2015). O Alentejo e Ribatejo sdo provavelmente as regies mais importantes para a
producado de azeitonas e também para a diversidade das espécies de fungos causadores
de antracnose na oliveira. Nestas regides a doenga ocorre de forma epidémica embora
tenham sido identificadas apenas trés espécies dentro do complexo C. acutatum, como,
C. nymphaeae, C. acutatum e C. godetiae, nas quais, a espécie C. nymphaeae prevalece
(>95%) (Materatski, et al., 2019). O método de isolamento de fungos patogénicos de
oliveira, neste caso espécies do género Colletotrichum é geralmente usado para: i)
identificar um isolado de fundo associados aos sintomas causados numa arvore de
oliveira, incluindo frutos, ramos e folhas de diferentes cultivares; ii) testar a
infecciosidade dos isolados de fungos; e iii) propagar os isolados de interesse
(Materatski, 2019).

Este método consiste na amostragem de folhas, ramos e frutos com sintomas de
antracnose, em cultivares de oliveira. A amostragem de tecidos sintomaticos é essencial
uma vez que podem existir oliveiras sem a presenga dos fungos. No entanto, em caso
de oliveiras assintomaticas para a antracnose, estas podem conter a presenga de
isolados de Colletotrichum spp., embora este processo de isolamento possa ser mais
dificil. Apds a amostragem, os tecidos sintomaticos sdo colocados para crecimento em
placas de Petri com meio PDA (Agar Dextrose de Batata) para crescimento dos fungos
presentes nos tecidos.

Nesta protocolo pratico, pretende-se amostrar e isolar fungos do género Colletotrichum
em tecidos de arvores de oliveira a partir de tecidos sintomaticos. A figura 1 mostra
tecidos de arvores de oliveira com sintomas de antracnose.



Figura 1. Oliveira com azeitonas apresentando sintomas de antracnose causada pelo fungo

Collterotrichum spp.

MATERIAL, REAGENTES E EQUIPAMENTO:

Arvores de oliveira sintomaticas para a antracnose
Diferentes tecidos de plantas sintomaticos (frutos, ramos, e folhas)

Tesoura de poda

Sacos plasticos 1 litro

Esguicho com etanol 70%

Rétulos e lapis

Etanol a 96%,

Hipoclorito de sédio a 3%,

Etanol a 70%

Agua ultrapura

Papel filtro (Whatman) estéril.

Placas de Petri de 9 cm de diametro contendo meio PDA (Merck, Darmstadt,
Alemanha)

Placas de Petri de 3 cm de didmetro contendo meio PDA (Merck, Darmstadt,
Alemanha)

Caixa de esferovite

Gelo

Frigorifico para armazenar amostras
Estufas



e (Camara de fluxo vertical

*Preparacdo do Hipoclorito de Sddio a 3%

Hipoclorito de Sodio a 3%:

A partir do hipoclorito de sédio 100% fazer uma diluicdo para 3% utilizando agua
destilada, para uma solugdo final de 100 mL a 3%, junta-se 97 mL de dgua destilada e 3
mL de hipoclorito de sédio a 100%.

Etanol 70% e 96%:

A partir do Etanol 100% fazer uma diluigdo para 70% utilizando dgua destilada. Para uma
solugao final de 100 mL etanol a 70%, junta-se 70 mL de etanol 100% e 30 mL de agua
destilada.

A partir do Etanol 100% fazer uma diluigdo para 96% utilizando dgua destilada. Para uma
solucdo final de 100 mL etanol a 96%, junta-se 96 mL de etanol 100% e 4 mL de agua
destilada.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL:

As oliveiras amostradas podem pertencer a qualquer cultivar de oliveira com sintomas
visiveis de antracnose. A amostragem deve-se realizar em diferentes tecidos da planta
(frutos, ramos e folhas) e também incluir réplicas dos tecidos sintomaticos. As réplicas
devem ser, técnicas (dentro da mesma arvore) ou bioldgicas (em diferentes arvores). A
amostragem deve ser feita antes das aplicagdes dos produtos quimicos e as amostras
devem ser recolhidas ao redor de toda a drvore a 1,5 m acima do ch3o.

1. Amostrar os frutos, ramos e folhas sintomaticas, estes devem ser destacados dos
ramos e colocados em sacos plasticos diferentes, e no caso do ramos estes devem
ser destacados das arvores, com tamanho de + 30 cm, com recurso a tesoura de poda.
Todos os tecidos devem ser colocados em sacos plasticos diferentes (por tecido) e
em cada saco deve ser introduzida a informagdo de amostragem (data, local, cultivar
e tipo de tecido). As amostras devem ser transportadas para o laboratério numa caixa
de esferovite refrigerada, armazenadas a 4 °C num frigorifico e processadas nas 48 h
seguintes.

2. No laboratodrio, e para suprimir os microrganismos epifitos nas amostras recolhidas
no campo (frutos, ramos e folhas), estas amostras devem ser desinfetadas
superficialmente. A desinfe¢ao envolve uma sequéncia de 3 minutos de imersdes em
etanol a 96%, 3 minutos em solucdo de hipoclorito de sdédio a 3%, 3 minutos em
etanol a 70% e 3 vezes (3 minutos cada) em solugdo de dagua ultrapura,
respetivamente, e de seguida, as amostras serdo secas em papel Whatman estéril.
Os ramos desinfetados devem ser cortados em sec¢des de 0,5 cm?; os frutos devem
ser cortados longitudinalmente e as folhas transversalmente e colocados (6 pegas por
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placa) em placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo meio PDA. Todo o
procedimento deve ser realizado dentro de uma camara de fluxo de ar laminar para
garantir ambiente estéril. As placas devem entdo ser incubadas no escuro a 23-25 °C
durante 4 dias.

3. Devido ao crescimento de diversos fungos os isolados de Colletotrichum spp. devem
ser selecionados de acordo com as suas caracteristicas morfoldgicas, como cor do
micélio (cor laranja), a taxa de crescimento, textura, natureza da margem de
crescimento e cor do verso. A forma dos conidios deve ser observada num
microscopio composto (ampliagdo de 1000x). Apds a distingdo do isolado de
Colletotrichum spp. este deve ser isolado, transferindo uma colénia para uma nova
placa de PDA de 3 cm para crescimento de forma a garantir somente um isolado por
placa.

Observagao dos resultados:

Os sintomas devem ser registados por cada grupo no caderno de laboratério e os
registos devem, sempre que possivel, ser acompanhados de fotografias.

1. Registar o crescimento dos fungos a cada dia de crescimento (horario a combinar
com o docente).

2. Registar o crescimento dos fungos com crescimento bastante acelerado como
Rhizopus sp. que podem indicar uma contaminagao e podera dificultar o isolamento
do Colletotrichum spp.

Resultados esperados:

4 dias apds a introdugao das amostras dos tecidos vegetais nas placas de Petri de 9 cm
deve ser possivel comegar a diferencia-los pelas caracteristicas morfoldgicas. Aqueles
com caracteristicas de fungos do género Colletotrichum devem entdo ser isolados, com
transferéncia do micélio, para crescimento em placas de 3 cm.

\, ! 7
@J Dicas
v’ Para otimizar o isolamento devemos, logo que possivel (2-3 dias apds inicio do

crescimento), fazer o isolamento daqueles isolados com caracteristicas de
Colletotrichum spp. para as placas de PDA de 3 cm.

v No mesmo tecido podem estar isolados diferentes da mesma espécie ou
diferentes espécies do fungo do género Colletotrichum, para ndo perdermos esta
variabilidade de isolados ou espécies devemos sempre observar as
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caracteristicas morfoldgicas, para em caso de diferengas ser possivel obter estes
isolados diferentes .

REFERENCIAS:

Talhinhas, P.; Sreenivasaprasad, S.; Neves-Martins, J.; Oliveira, H. Molecular and
phenotypic analyses reveal the association of diverse Colletotrichum acutatum groups
and a low level of C. gloeosporioides with olive anthracnose. Appl. Environ. Microbiol.
2005, 71, 2987-2998.

Talhinhas, P.; Gongalves, E.; Sreenivasaprasad, S.; Oliveira, H. Virulence diversity of
anthracnose pathogens (Colletotrichum acutatum and C. gloeosporioides species
complexes) on eight olive cultivars commonly grown in portugal. Eur. J. Plant Pathol.
2015, 142, 73-83.

Materatski, P.; Varanda, C.; Carvalho, T.; Dias, A.B.; Campos, M.D.; Gomes, L.; Nobre, T.;
Rei, F.; Félix, M.R. (2019). Effect of Long-Term Fungicide Applications on Virulence and
Diversity of Colletotrichum spp. Associated to Olive Anthracnose. Plants, 8(9), 311.
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ETAPA 2 — EXTRAGAO DO DNA DOS ISOLADOS DE COLLETOTRICHUM

INTRODUCAO

O genoma dos fungos é constituido por DNA, e o primeiro passo do para a identificacdo
molecular dos isolados de fungos é a extracdo do acido nucleico. A extracao do acido
nucleico permite a sua identificacdo, caracterizacdo molecular e desenvolvimento de
métodos de diagndstico sensiveis, para isso o genoma pode ser clonado, sequenciado e
expresso em vetores de expressdo. Este protocolo permite a extracdo do DNA dos
isolados de Colletotrichum obtidos na etapa anterior (Figura 2), para a identificacdo
molecular e futura andlise da diversidade destes isolados. Apds a identificacdo
molecular e diferenciacdo destes isolados, em caso de existir diversidade, pode-se entdao
associa-los intensidade da doenca, as cultivares amostradas e regides. E possivel
também procurar regides do genoma com mutacdes associadas a resisténcia aos
fungicidas. O protocolo de extracdo do DNA total dos fungos segue o método brometo
de amoénio cetiltrimetilaménio (CTAB) (Doyle, J. e Doyle, 1987) adaptado no nosso
laboratério por Varanda et al. (2016). Este é um método com baixo custo financeiro por
amostra comparado com outros métodos baseados em kits com colunas (por exemplo
os Kits da Quiagen, NZyTech e outros).

Figura 2. Exemplos de quatro espécies do fungo causador da antracnose em oliveira isolados em meio
PDA: 1. C. acutatum, 2. C. nymphaeae, 3. C. godetiae e 4. C. fioriniae.

MATERIAL, REAGENTES E EQUIPAMENTO:

e |solados de fungos

e Almofariz esterilizado

e Pilao de Almofariz

e Tubos eppendorfsde 1,5e 2 mL

e Micropipetas de 10, 100 e 1000 uL

e Pontas micropipetas de 10, 100 e 1000 pL
e Tubo falcon de 15 mL

e Azoto liquido
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e EDTAO,5M (pH 8,0)
e Tris HCL 1 M (pH 8,0)

e HCIpHS8,0,
e NaCl,1,4M
e CTAB 10%
e PVP

e [B-mercapetanol

e Proteinase K

e Cloroférmio ISO 1000
e Etanol absoluto

e Ultracentrifuga para tubos eppendorfs

e Agitador orbital com aquecimento

e Camara de fluxo vertical

e Micro-espetrofotometro

e Ultra-congeladora -80°C

e Centrifuga speed vacuo com aquecimento.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL:

Maceragao dos isolados de Colletotrichum

1. Micélio de cada isolado de Colletotrichum devera ser macerado em almofariz com o
uso de pildo e com recurso a azoto liquido, e armazenado em microtubos de 2 mL a -
80°C para posterior utilizagao na extragao de DNA.

Preparacao do tampao CTAB

O tampao de extragao CTAB devera ser preparado para um numero exato de amostras.
Em cada amostra de fungo macerado previamente e armazenado num microtubo de 2
mL devera ser adicionado 600 plL de tampao de extragao CTAB. Se forem por exemplo
24 amostras, devera ser preparado 14,4 mL de tampdo de extracao CTAB, no entanto, é
recomendado adicionar mais para contemplar os pequenos desperdicios, ou seja,
devera ser preparado 15 mL de Tampao de extragao CTAB.

1. Num tubo falcon de 15 mL deve-se adicionar 1,4 M NaCl (4,2 mL para o caso da
solucdo final de tampdo CTAB de 15 mL).

2. Em seguida, adiciona-se 20 mM EDTA (0,6 mL para o caso da solugdo final de tampao
CTAB de 15 mL).

3. Em seguida, adiciona-se 0,1 M Tris pH 8.0 (o acerto do pH é realizado com HCI) (1,5
mL para o caso da solugado final de tampdo CTAB de 15 mL).

14



Em seguida, adiciona-se 4% de PVP (0,6 g para o caso da solugdo final de tampao
CTAB de 15 mL).

. Em seguida, adiciona-se 2 % de CTAB a 10% (4,5 mL para o caso da solucdo final de

tampdo CTAB de 15 mL).
1 uL de B-mercapetanol para cada 1 mL de tampao de extragdo CTAB (15 pL para o
caso da solugdo final de tampao CTAB de 15 mL).

. O volume final tampao de extracdo CTAB deve ser acertado para 15 mL, ou seja, dgua

ultrapura devera ser adicionada até o volume alcangar os 15mL.

. Esta solugdo devera ser colocada no agitador orbital a 150 rpm com temperatura de

55°C por 10 minutos, ou até a homogeinizagao completa do tampao de extragao
CTAB.

Extracao de DNA dos isolados de Colletotrichum

Em cada tubo eppendorf de 2 mL (previamente com os isolados de Colletotrichum

macerados) deve-se adicionar 600 pL de tampado de extragdo CTAB.

1.

Logo apds a introdugdo dos 600 pL de tampao de extragdo CTAB em cada eppendorf
de 2 mL com cada isolado de Colletotrichum macerado, deve-se adicionar 10 pL
Proteinase K.

. Em seguida, os eppendorfs deverao ser colocados no agitador orbital a 150 rpm com

temperatura de 55°C por 90 minutos. Deve-se a cada 15 minutos, agitar os
eppendorfs manualmente por inversao durante 5 minutos.

Apds os 90 minutos, em cada tubo deve-se adicionar 600 pL de cloroférmio 1ISO 1000,
agitar manualmente por inversdao durante 10 minutos e em seguida centrifugar por
10 minutos a 5000g na ultracentrifuga.

Apds a centrifugacdo, o sobrenadante de cada tubo devera ser transferido para um
novo tubo, em cada tubo também devera ser adicionado 800 pL de etanol absoluto
gue foi previamente colocado no congelador (24 horas antes). Deve-se gentilmente
agitar o tubo por inversao e em seguida centrifugar por 20 minutos a 10000g na
ultracentrifuga.

Apds a centrifugacdo deve-se descartar o sobrenadante gentilmente, deixando
somente o pellet no fundo do eppendorf. Em seguida, adiciona-se 500 pL de etanol
70% que foi previamente colocado no congelador (24 horas antes). Em seguida deve-
se centrifugar por 15 minutos a 10000g na ultracentrifuga.

. Apds a centrifugacdo, descarta-se gentilmente o sobrenadante deixando somente o

pellet (com o DNA extraido) no fundo do eppendorf. Coloca-se os tubos eppendorfs
com a tampa aberta a girar na centrifuga speed vacuo a 55°C, até que os restos de
etanol 70% tenham evaporado por completo.

. Em seguida, deve pousar os tubos eppendorf com a tampa aberta a temperatura

ambiente (em cima da bancada) por 10 minutos.

15



8. Por fim, adiciona-se em cada tubo 50 pL de agua ultrapura, agita-se gentilmente os
tubos eppendorf, e armazena-se os tubos com o DNA extraido em ultragongeladora
-80°C para posterior identificacdo molecular.

Resultados esperados:

Espera-se observar uma grande concentragcdao do DNA extraido, visto que se parte de
coldnias purificadas de fungos com grande quantidade de material bioldgico.

L
-LQJ Dicas
v’ Nas centrifugacdes deve-se sempre colocar tubos com os mesmos pesos para
manter o equilibrio no rotor. Quando os tubos sao em numero impar, deve-se
colocar outro a equilibrar com o mesmo peso em agua.
v’ Adicionar o fungo macerado em azoto liquido nos tubos eppendorf até ao
maximo da marcagao de 200 plL nos tubos graduados.

REFERENCIAS:

Doyle J, Doyle J, 1987. A rapid DNA isolation procedure for small quantities of fresh leaf
tissue. Phytochemical Bulletin 19: 11-15.

Varanda, C.M.R.; Oliveira, M.; Materatski, P.; Landum, M.; Clara, M.l.; Félix, M.R. (2016).
Fungal endophytic communities associated to the phyllosphere of grapevine cultivars
under different types of management. Fungal Biology, 120(12): 1525-1536.
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ETAPA 3 — REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) E ELETROFORESE
EM GEL DE AGAROSE

INTRODUCAO

A reacdo da polimerase em cadeia (PCR) é a técnica mais usada na identificacdo precisa
de fungos. Permite amplificar um segmento de DNA que esteja entre duas sequéncias
conhecidas, podendo fazer milhGes de copias de uma sequéncia em poucas horas. Uma
reacdo de PCR apresenta trés etapas caracterizadas por diferentes temperaturas: (1)
desnaturacdo (90-95 2 C), que separa as duas cadeias de DNA, (2) hibridacdo de primers
especificos (45-60 2 C), que permite o emparelhamento dos primers as suas bases
complementares do novo DNA de cadeia simples e (3) extensdo do primer usando uma
polimerase de DNA que vai fazer uma cépia do DNA alvo a 72 2 C (Figura 3). A
concentragdo de DNA extraido de cada isolado de Colletotrichum sera determinada
utilizando um microespectrofotometro Quawell Q9000 (Quawell Tecnologia, Pequim,
China). Os isolados de Colletotrichum devem ser identificados por amplificacdo por PCR
da regido ITS (espacador transcrito interno) e parte do gene da B-tubulina 2 (tub2)
utilizando os primers ITS1 e ITS4 (fragmento 600pb) (White, et al., 1990), T1 e T22
(fragmento 1200pb) (Guerber, et al., 2003), respectivamente. As reacGes de PCR foram
realizadas num total volume de 50 pL, contendo 30-80 ng de DNA gendmico. Por fim, o
produto do resultado do PCR serd revelado em eletroforese em gel de agarose a 1%.

51 J 3y U 5
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Figura 3. Representa¢do esquematica do processo de amplificagdo de DNA por PCR (Materatski & Sousa,
2024).
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MATERIAL, REAGENTES E EQUIPAMENTO:

e Ultra-centrifuga de bancada
e Espetrofotémetro

e Gelo

e Micropipetas

e Termociclador

e Equipamento de eletroforese

e Agua ultrapura
e dNTPs
e DNA total extraido na etapa anterior

e Enzima DNA polimerase (DreamTaq)

L] MgC|2

e Primers (Forward and Reverse)

e Tampao ‘10X DreamTaq Green Buffer’ ‘Greensafe’ (NZYTech)
e ‘Greensafe’ (NZYTech)

e Agarose

e Tampao TBE 0,5X

PROTOCOLO EXPERIMENTAL:

PCR com primers ITS e tub 2
1. Adicionar:
35 pl agua ultrapura
5 uL tampao dream taq 10X
2,5 uL MgcCl,
2,0 uL dNTPs
2,0 uL Primer 5’ (ITS1 ou T1)
2,0 uL Primer 3’ (ITS4 ou T22)
1 pL do DNA extraido
0,5 pL DreamTaq
1. Programa de amplificagao

Programacdo da reacdo no termociclador primers ITS (otimizada para os fungos
Colletotrichum).

e 1X: Desnaturagdo inicial: 952C, 2 min
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e 39X: Desnaturacgdo: 959C, 1 min; Hibridacdo: 55 2C, 1 min; Extensdo: 72 2C, 2 min
e 1X: Extensdo final: 72 2C, 10 min

Programacdo da reagdo no termociclador primers tub 2 (otimizada para os fungos
Colletotrichum).

e 1X: Desnaturagdo inicial: 952C, 2 min
e 39X: Desnaturacgdo: 959C, 1 min; Hibridacdo: 58 2C, 1 min; Extensdo: 72 2C, 2 min

1X: Extensado final: 72 2C, 10 min

2. Visualizacao dos produtos amplificados

Colocar 10 ul da amostra em gel de agarose 1% em TBE 0,5X preparado com
greensafe, 1 hora a 80V.

Observar o gel sob luz UV para visualizagdo dos fragmentos de PCR.

Resultados esperados:

No gel de agarose realizado, espera-se a observagdao de uma banda Unica no caso dos
primers ITS de 600 pb e no caso do primers tub 2 de 1200 pb correspondente a regiao
do genoma delimitada pelos pares de primers especificos usados nas reagoes.

\, ! 7
|Q| Dicas
v As enzimas sio fornecidas em tampdes com base em glicerol. Para uma
correta pipetagem da enzima deve-se, no momento da pipetagem, mergulhar

a ponta no minimo volume possivel, para evitar a aderéncia de enzimas na
parte exterior da ponta, evitando o despedicio.

v/ 0 tamp3o 10X dream taq deve sempre ser cuidadosamente agitado sempre
antes da pipetagem
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ETAPA 4 — IDENTIFICAGAO POR ANALISE DE SEQUENCIAS DOS ISOLADOS
DE COLLETOTRICHUM

INTRODUCAO

Os produtos de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) amplificados utilizando primers
ITS e tub 2, previamente visualizados em gel de agarose, foram posteriormente
purificados utilizando o kit de purificagdo Nzytech (Nzytech, Lisboa, Portugal), conforme
as diretrizes do fabricante. Em seguida, os produtos purificados foram enviados para
sequencia¢do Sanger na empresa Macrogen (Madrid, Espanha). Apds a conclusdo da
sequenciacdo, a Macrogen disponibiliza os resultados eletronicamente, os quais sdo
fornecidos em arquivos com a extensao .AB1, que geram os cromatogramas resultantes
da sequenciagao. Para a analise subsequente das sequéncias de nucledtidos sera
empregue o software MEGA, versdo 10.1.8 (Kumar et al., 2018), utilizando o algoritmo
CLUSTAL W. Neste protocolo, o software MEGA é utilizado como ferramenta integrativa
para a leitura de cromatogramas (ficheiros . AB1) e para o alinhamento de sequéncias
de nucleétidos, podendo ser realizado de forma automatica ou manual. As sequéncias
alinhadas através do software MEGA serdo empregues na identificagdo de sequéncias
homadlogas na base de dados GenBank (versdo 242.0) (Benson et al., 2013). A procura
de sequencias homdélogas sera realizada com recurso a ferramenta de pesquisa de
alinhamento local BLAST, disponibilizada pelo National Center for Biotechnology
Information (NCBI). No caso especifico das sequéncias amplificadas com os primers ITS
estas somente permitiram a idenficagdo dos isolados de coletotrichum ao nivel do
género, somente os primers desenhados no gene da B-tubulina é que permitem a
identificagdo ao nivel das espécies. Neste protocolo, procederemos a analise dos
cromatogramas resultantes da sequenciagdo dos produtos de PCR amplificados durante
a etapa anterior. Para tal, serd realizada a conversao dos cromatogramas (arquivos .AB1)
em sequéncias de nucleotideos (arquivos .FASTA). Em seguida, serd realizada a busca
por homologias de sequéncias em bases de dados internacionais, culminando na
identificagdao ao nivel da espécie dos fungos isolados de arvores de oliveira.

MATERIAL e EQUIPAMENTO:

e Computador
e Software MEGA versdo 10.1.8

e Ficheiros (.AB1) com sequéncias ‘foward’ e ‘reverse’.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL:
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| — Abertura de componentes no software MEGA

1. Abrir o software MEGA e selecionar a opgao ALINHAMENTO.
2. Selecionar a opgdo EDITAR/CRIAR NOVO ALINHAMENTO.

3. Selecionar a opgdao CRIAR NOVO ALINHAMENTO.

4. Apos esta ultima selegao, o software apresentara a pergunta: ‘Are you building a DNA
or a protein sequence alignment?’. Deve ser selecionada a op¢dao de DNA. Nesta fase
o software MEGA abre a ferramenta ‘Explorador de Alinhamentos’.

Il = Abertura dos Cromatogramas

1. No ‘Explorador de Alinhamentos’, selecionar a op¢ao nucledtidos na parte superior
esquerda da tela (Figura 4).

Clicar no icone nucleétidos

| NON ) 1 MX: Alignment Explorer
OmB=EmE vwe F «0x x +% ap Q3 32
Open MEGA/FASTA formatted file (Meta+0) W Translated Protein Sequences

Figura 4. Interface da ferramenta ‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indicagdo do
icone de abertura dos ficheiros do cromatogramas (.AB1).

2. Abrir o ficheiro . AB1. Procurar no computador a pasta onde estdo os ficheiros .AB1,
selecionar o ficheiro ‘SequencialFWD.ab1’ e abrir o ficheiro (Figura 5). Nesta fase o
software MEGA abre o cromatograma. Este processo deve ser repetido para as
sequéncias forward e reverse amplificadas da regido ITS e do gene da B-tubulina. As
figuras abaixo exemplificam a andlise de uma sequéncia forward.
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MX: Alignment Explorer
=S BnE we r «OXBx +% ap Q238
DNA Sequences  Translated Protein Sequences
Species/Abbrv
1. Sequence 1

v 3 Sequéncias_PLS < Q

Favorites Name Size Kind
33 Dropbox Sequecia_2_Rev.abl 175 K| Applie..ce T
I Sequencia_1_Fwd.ab1 154 KB Applie..ce T

& Recents

j domain-AirDrop
A Applications
0 Downloads

H Movies Selecionar o ficheiro ‘SequéncialFwd.abl

JJ Music

£ Pictures

iCloud
& iCloud Drive
@ Documents
) Desktop

Options (U Open |

Site # 1 S e vith w/o gaps

Figura 5. Interface da ferramenta ‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indica¢do do
icone de abertura dos ficheiros do cromatogramas (.AB1).

Il - Selecao da sequéncia ‘forward’

1. Apds a abertura do cromatograma, devemos avaliar a sua qualidade para futura

utilizacdo. Partindo do pressuposto de que nas aulas anteriores os resultados foram
os esperados, a sequenciacdo SANGER apresentard bons resultados até
aproximadamente 600 nucledtidos, podendo estes resultados variar para mais ou
para menos.
No cromatograma, cada nucledtido esta representado por um pico de cor diferente,
permitindo assim a diferenciacdo de cada nucledtido (A, T, C, G) da nossa sequéncia.
Bons resultados sdo verificados com picos Unicos (sem mistura de cor) e longos
(indicam um sinal forte) tal como ilustrado na Figura 6.

TTTATTTATATTCCGGTCTGCCCAACCAGCACACAA

JU& AN L jU\ LA A J
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Figura 6. Exemplificagdo da qualidade de um cromatograma aberto pela ferramenta ‘Explorador de
alinhamentos’ do software MEGA.

2. Para selecionar a melhor sequéncia para a futura identificagdo do virus deve-se
comecar pela regidao 5’, verificando onde comegam os picos Unicos, sem a
interferéncia de outros picos. Por vezes, na regidao terminal 5’ os picos ainda sdo
pouco intensos (curtos), indicado um sinal ainda fraco, uma vez que se trata do inicio
da sequenciacdo. Nestes casos, deve-se utilizar este inicio, mesmo com picos pouco
intensos, desde que sejam Unicos e sem interferéncia de outros picos. Logo que seja
encontrado este inicio de qualidade dos picos deve-se marcar no cromatograma o
inicio, clicando na letra do nucledtido referente ao pico, ficando este nucleétido
sombreado. Seguidamente, deve-se selecionar a op¢do especifica que descarta os
picos de baixa qualidade, localizados na regido 5’ (regido sombreada) do nucledtido
selecionado (Figura 7).

22 passo: Clicar na opgdo que descarta a

sequéncia de picos de baixa qualidade localizados
na regido 3’ do nucleédtido selecionado

12 passo: Clicar no nucleétido onde os
picos de melhor qualidade se iniciam

/

E=Re0 «Uuulq N Eele80 «001L N
20 30 40 . 10
AAT TCA GAGGTG GT TCEACGAAAGTGGACCA AAT TCA GAGGTG GT TCIJACGAAAG TG GACCAC

'M“ ““ ‘ |

Figura 7. Cromatograma (ficheiro .AB1) da sequéncia forward aberto pela Interface da ferramenta
‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indicagdo do inicio (regido 3’) dos picos dos
nucleétidos de melhor qualidade.

3. Asemelhanca ao passo anterior, deve-se verificar a qualidade dos picos em dire¢do
aregido 3’ do cromatograma e logo que seja encontrado o fim da qualidade dos picos
deve-se marcar no cromatograma o fim, clicando na letra do nucleétido referente ao
pico, ficando este nucledtido sombreado. Seguidamente seleciona-se a opgdo
especifica que descarta os picos de baixa qualidade, localizados na regidao 3’ (regido
sombreada) do nucledtido selecionado (Figura 8).
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12 passo: Clicar no nucledtido onde os picos 22 passo: Clicar na opgdo que descarta a sequéncia de picos de
de melhor qualidade terminam baixa qualidade localizados na regido 5’ do nucleédtido selecionado

EBEsRe0 «0OI & N l
BsAe0 «00N & »N

) 770 780 ¥ 7
CAATGTGTAACCACACAACGACCGGTGAGTTG : 70 780
CAATGTGTAACCACACAACGAJCEGGTGAGT TGCAATCG,

i

Figura 8. Cromatograma (ficheiro .AB1) da sequéncia forward aberto pela Interface da ferramenta
‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indica¢do do fim (regido 5’) dos picos dos
nucleétidos de melhor qualidade.

=

—_—

-

N

4. Para finalizar a selecdo da sequéncia ‘forward’ deve-se selecionar a op¢do do icone
‘seta para direita’ que enviara, para o ‘Explorador de Alinhamentos’, toda a sequéncia
de nucleétidos que se considerou ter melhor qualidade com base na qualidade dos
picos do cromatograma (Figura 9).

Clicar no icone ‘seta para direita’

l

BEsBe0 «LIOU & »N

0 770 780
CAATGTGTAACCACACAACGAICGEGGTGAGTTGCAATCGAA'

O

Figura9. Cromatograma (ficheiro .AB1) da sequéncia forward aberto pela Interface da ferramenta
‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA apés a sele¢do da regido de melhor qualidade a ser
exportada para o ‘Explorador de alinhamentos’ em formato ficheiro FASTA.

5. Nesta fase, a sequéncia ‘forward’ é enviada para o ‘Explorador de Sequéncias’ (Figura
10).
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[ NON ) MX: Alignment Explorer
(fe@sEmE e » «0 X x +2 ap Q3 ¢ 2
LSl NEL ] Translated Protein Sequences

Species/Abbrv $tltt8‘*ttt8“t8‘*ttt8“tti$ttt8tttt8‘t8$t‘$t8‘ttttt‘tt8‘ttttt‘t

GAAAGTGGACCACAGCGTGTCCGAACATATATGAAAGCGGATTTCACCCCA

1. Sequence 1 ‘
2. Sequencia1_Fwd

A ‘Sequéncia 1 Fwd’ foi exportada para o ‘Explorador de Alinhamentos’

Figura 10. Sequéncia exportada do cromatograma para a interface da ferramenta ‘Explorador de
alinhamentos’ do software MEGA em formato ficheiro FASTA apds a selegdo da regido de melhor
qualidade.

NOTA IMPORTANTE: Apods este passo ja é possivel fazer a identificacdo inicial dos
isolados de Colletotrichum ao nivel da espécie, no caso das andlises das sequéncias
forward do gene da B-tubulina, embora seja importante também fazer a analise das
sequéncias ‘reverse’ para uma idenficagdo precisa e cientificamente robusta. O
exemplo abaixo é de uma andlise de uma sequéncia ‘contig’ que é a juncao das
sequencias ‘forward’ e ‘reverse’ do mesmo gene amplificados do mesmo isolado de
fungo.

V - Procura de alinhamento na base de dados ‘GenBank’

1. Com a sequéncia ‘forward’, selecionar e copiar a sequéncia para o site BLAST da NCBI
e clicar em ‘Nucleotide BLAST’ (Figura 11).

) () MX:. @0 @ < m v 0 @ blast.ncbi.nim.nih.gov <
=R EmE we » « [0

[ NA Sequences

cd
E

m National Library of Medicine legl

National Center for Biotechnology Information
Species/Abbrv

1. Sequencial_Fwd |- - - - - - - - - - - - - - o - oo o oo oo oo - o
2. Sequecia 2 Rev _[GIGIGIANTIAIGHTI c GIAVANTITIC c
3. Sequence 3 IGGGATAGTCGAATTCAGAGGTGGTTCT

BLAST ® Home RecentResults Saved Strategies Help

Basic Local Alignment Search
12 passo: Selecionar e copiar a sequéncia ‘contig’ Tool

Non-interactive searches of nt switch to

BLAST finds regions of similarity between cotent
biological The p p .!' Starting late September 2024 all non-
. . nucleotide or protein sequences to sequence interactive WebBLAST and
o . e s w
22 passo: No browser abrir o site BLAST da NCBI  gatabases and the S| PrimerBLAST searches of “nt” wil
significance. Learn more
Tue, 24 Sep 2024 I More BLAST news...

!

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Web BLAST

32 passo: Clicar em ‘Nucleotide BLAST’

Figura 11. Interface da ferramenta ‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indicagdo para
a procura de sequéncias homdlogas na base de dados GenBank através da ferramenta bdsica de
alinhamento local, BLAST, do 'National Center for Biotechnology Information (NCBI)'.
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2. A sequéncia ‘forward’, que foi copiada no passo anterior, deve ser copiada para o
campo especifico.
e Apagar toda a informacdo que nao sao nucledtidos,
e Manter todos os parametros pré-selecionados,
e Clicar em BLAST.
Neste momento o software ira procurar por sequéncia homadlogas ao contig na base
de dados ‘GenBank’ (Figura 12).

m National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Choose Search Set

® .
BLAST ©» blastn suite Database @ Standard databases (nr etc.): O rRNAVITS databases () Genomic + transcript databas

Standard Nucleotide BLAST [ Nucleotide collection (nr/nt) v]e
EEl v blastx thlastn thlastx

Organi
ool [ () exclude (Faforganem

Enter organism common name, binomial, ortax id. Only 20 top taxa will be shown €

e 01 Moot (auxe) ) Uncuturedienironmental sampe sequences

12 passo: Colar a o). or Qcu Qe srnge @ Sequences from type materal
i | From [— et [ ] Youlf Create o
A - S— o ntroz Query o
sequeéncia ‘contig’=——> roAce | o == Entoran Entroz query o it soarch @
no campo ESPECIfICO Or, upload file Escober fichero. nenhum ficheiro selecionado © Program Selection
Job Tite Optimize for @ Highiy similar sequences (megablast)
Entor a doscrptie o fo your BLAST search @ O More dissimilar sequences (discontiguous megablast)

© Somewhat similar sequences (blastn)
Ghooso a BLAST aigorithm @

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information BLAST ‘Search database Nucleotide collection (nr/nt) using Megablast (Optimize for highly sim
) show resuts in 3 new window
BLAST ©» blastn suite I
Standard Nucleotide BLAST

| blastn [T blastx tblastn thlastx o N )
e 32 passo: Manter os parametros pré-

22 passo: Selecionar e selecionados e clicar em BLAST

Enter Query Sequence

1 =1 i(s), or (2]
apagar a informacgdo e scee L —
indicada, mantendo ~ " .
somente os nucledtidos Onuploadfle | scamerenses nonum fehoio soloconado ©

Job Title.

Enter a descrip de for your BLAST search @

£ Align two or more sequences @

Figura 12. Interface da ferramenta basica de alinhamento local, BLAST, do 'National Center for
Biotechnology Information (NCBI)' com a indicagdo dos parametros para a procura de sequéncias
homoélogas na base de dados ‘GenBank’.

3. O resultado serd apresentado com as espécies com maiores homologias com o
isolado de fungo Colletotrichum, seguido de toda a informacao necessaria, incluindo
o nome cientifico e o numero de acesso (Figura 13).

Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns ¥ Show (2]
select all 32 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer

. e Max Total Que E Per. Acc.

Descrvxpllon SC'e""rfName Score Score Covg value Ident Len  Accession

1485 1485 98% 0.0 99.63% 813
O reSUItado da procura O reSUItado da 1483 1483 100% 0.0 98.80% 3702
vai listarem procura vai listar o e 1e es% oo esssu st
‘Description” as maiores Nome cientifico dos =~ ™ ™0 % 0o sesre s
h I . d “ . ” 1480 1480 98% 0.0 9951% 813
omologias encontradas Organismos” COM .o 1o e oo sozsw s1s
na base de dados maior homologia  wes ue ss% 00 seren en
1461 1461 98% 0.0 98.89% 813
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Figura 13. Interface da ferramenta basica de alinhamento local, BLAST, do 'National Center for
Biotechnology Information (NCBI)' com os resultados obtidos apds procura de sequéncias homdlogas na

base de dados ‘GenBank’.

\, ! 7
|Q| Dicas
v" Quando abrimos o ‘Explorador de Sequéncias’, este cria automaticamente
uma sequéncia em branco (sem nucleétidos), neste caso podemos apagar
esta sequéncia (Sequence 1 na figura anterior). Para isso, clicar na ‘Sequence
1’ e em seguida na opg¢ao X, e a sequéncia sera apagada.
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